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1. BEVEZETES

Az értekezés a forrd ingerekkel kivaltott fajdalom allatkisérletes vizsgalata soran nyert
eredményeken alapul. A fajdalom csak emberben vizsgalhato érzéskvalitas, amelynek allatkisérletes
megfeleldje a nocicepcid, vagyis a (potencialisan) szovetkarositd ingerek altal kivaltott elkeriilo,
nocifenziv magatartasi reakcio, amely alapjan feltételezhetd, hogy az é4llat hasonlo érzetet €l at,
mint fajdalom esetén az ember. A hiperalgézia az enyhe fajdalmas ingerek altal kivaltott fokozott
fajdalomérzetet; a tesztingernek megfelelden lehet termalis, mechanikai vagy kémiai. Az allodynia
— egészséges szervezetben — nem-fajdalmas ingerekkel kivaltott fajdalomérzet, amely szintén lehet
termalis, mechanikai, illetve kémiai.

1.1. A nociceptorok fajtai, kiilonos tekintettel a termonociceptorokra

A forro6 ingerekkel aktivalhato termonociceptorok legjelentésebb populacidjat a — C vagy Ad
rostokkal bir6 — ,,mechano-heat-sensitive” (C-MH, A-MH) nociceptorok, képezik, amelyek
neviiket onnan kaptdk, hogy er6s mechanikai és forr6 ingerekkel aktivalhatok. Kideriilt, hogy ezek
szamos kémiai agenssel is aktivalhatok, igy ezek valojaban polimodalis nociceptorok (Perl, 1996).
Jelentdségiiket egyrészt magas aranyuk (a patkany borében az 6sszes afferens C rost kb. felét teszik
ki) adja, masrészt az a tény, hogy kiemelt szerepiikk van mind a forré ingerek, mind a kémiai
agensek detektalasaban. A C polimodalis nociceptorok hokiiszobe szignifikdnsan alacsonyabb, mint
az Ad tipusuaké (Leem et al., 1993). Neurokémiai alapon a C polimodalis nociceptorok két
alcsoportba oszthatok (Nagy ¢és Hunt, 1982). Az egyik alpopulacié neuronjai jelentés mennyiségben
tartalmaznak neuropeptideket (pl. substance P [SP], neurokinin A ¢és B [NKA, NKB],
kalcitoningén-rokon peptid [CGRP], szomatosztatin [SOM]). A madsik alcsoportba tartozo
nociceptorok peptidtartalma minimalis, és membranjukban taldlhatd egy szénhidratcsoport, amely
képes kotni egy ndvényi lektint, az izolektin-Bs-et (IB4). Mind az IB4-negativ (peptiderg), mind az
[B4-pozitiv (praktikusan nem-peptiderg) nociceptiv szenzoros neuronok aktivalhatok forro
ingerrekkel.

1.2. A termonocicepcio vizsgalomodszerei

A tagabb értelemben vett termonocicepcid vizsgalata soran lehetdség van forré ingerrel
kivaltott membran-iondaramok, Ca’"-akkumulacid formajaban torténd idegi aktivacié mérésére
szenzoros neuronok sejttestén in vitro. Klasszikus modszer az idegi aktivitas (akcids potencidl)
elvezetése nociceptiv szenzoros rostokrdl (egyrost-elvezetés) in vitro vagy in vivo. A peptiderg
nociceptorok aktivacidja kovethetd a neuropeptid-felszabadulds mérésével, szintén in vitro vagy in
vivo. Klasszikus ¢€s sokszor alkalmazott eljards a nociceptiv magatartasi tesztek végzése éber
allatokon, amely soran hdingerekkel kivaltott nocifenziv (fdjdalomelkeriild) reakciokat vizsgalnak
kiilonféle elrendezésekben. A termonocicepcid vizsgalatdra hasznalatos modszerek elméleti hatterét
az 1. abra demonstralja. Az alkalmazott termalis inger intenzitasa (praktikusan a hdmérseklet) és a
kivaltott valasz nagysaga kozotti Osszefliggés egy hipotetikus fliiggvénnyel irhato le. E fliggvény
jellegzetes pontja az aktivaciés kiiszob, vagyis az a legalacsonyabb (forr6) hdmérséklet, amelyik
valaszt képes kivaltani. Valaszon a kisérleti paradigmatol fliggden érthetiink ionaramot, akcios
potencidlt vagy nocifenziv magatartdsi reakciot. Ertelemszerien minden kiiszobfeletti
homérséklethez tartozik a valaszreakcid egy adott nagysdga. Az Aallatkisérletes magatartasi
vizsgalatokban tipusosan mért latenciaidé (az elkeriild, nocifenziv reakcio kivaltasaig eltelt idd) a
valaszintenzitds 4altal valamilyen modon meghatarozott, indirekt paramétere a fliggvénynek.
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Amennyiben a hdéérzékeny nociceptorok érzékenyitddése jon létre (termalis szenzibilizacid), a
figgvény képe karakterisztikusan megvaltozik. Tipusos esetben az aktivacios kiiszob lecsokken,
azaz alacsonyabb homérséklet is képes valasz kivaltasara, mint ami alaphelyzetben sziikséges volt
ehhez, illetve a kiiszobfeletti ingerek nagyobb valaszokat valtanak ki (emiatt lecsokken a
latenciaidd); mindezek kovetkezményeként a gorbe balra tolodik, és filiggbleges iranyban
megnyulik.

Szenzibilizalt allapot

Valaszintenzitas novekedése — latenciaid6 csokkenése

Alaphelyzet

Kuszobfelettiingerre adott valasz — latenciaid6

Valasz-intenzitas

>

L HoOmérséklet
Aktivacios kiliszob
csokkenése
1. abra. Hipotetikus ingerintenzitas—hatds Osszefliggés a nociceptorok termalis aktivacidjara é€s

annak szenzibilizaciojara vonatkozdan. A részleteket lasd a szovegben.

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

Ezeknél a moddszereknél kiiszobfeletti intenzitasi hdingert irdnyitanak az allat adott
testrészére (tipusosan farok, végtagok), és az elkeriild, nocifenziv reakci6 bekdvetkeztéig eltelt
latenciaid6t mérik (1. abra).

Standard modszer a ,tail-flick” teszt, amelynek sordn sugarzd hot iranyitanak a kézben
tartott vagy mas modon mozgasdban akadalyozott allat (patkany, egér) farkara, €s a farok
elrantdsaig eltelt id6t mérik (D’Amour és Smith, 1941). A latenciaid6 fiigg a farok bdrének —
domindnsan a farok perfuzidja és az aktualis kornyezeti hOmérséklet altal meghatarozott —
kiinduldsi homérsékletétdl: alacsonyabb bdorhdmérséklet hosszabb latenciaid6t eredményez és
forditva (Berge et al., 1988; Eide és Tjolsen, 1988). Hangstulyozando, hogy a farok fontos szerepet
jatszik a patkany €s egér hdszabalyozdsaban, emiatt a farokbdr hdmérséklete jelentdsen ingadozhat,
s0t még termoneutralis kornyezetben is jelentdés fluktuacido detektalhatdé a farok borének
homérsekletében (El Bitar ef al., 2014).

A ,tail-flick” teszt egyik variansa, amikor a kézben tartott egér vagy patkany farkat konstans
homérsékletti forrd vizbe martjak, €és a farok kirantasaig eltelt latenciaiddt mérik (,,tail immersion”
vagy farokbemeritéses teszt, Ben-Bassat ef al, 1959). Lehetdség van kiilonb6zé hémérsékletii
(tipusosan 48-56 °C) vizfirdok alkalmazaséara, amelyek értelemszertien eltéré latenciaidOket
eredményeznek: alacsonyabb hdmérsékletnél hosszabb a latenciaidd ¢€s forditva. Egy masik varians
esetében az egyik hatso végtagot meritik allandé hdmérsékletii forrd vizbe (,,paw immersion” vagy
labbemeritéses teszt).



A Hargreaves-féle ,,paw withdrawal” vagy ,plantar” teszt (plantarteszt) elvében
hasonl6 a ,.tail-flick” teszthez, de ebben az esetben az atlatszo plexilapon szabadon mozgé patkany
vagy egér talpara irdnyitanak hosugarzast, és a 1ab elemeléséig eltelt 1d6t mérik (Hargreaves et al.,
1988). Elonye, hogy a termoreguldcioban fontos szerepet jatszo farok helyett a hatsé végtag
reakcidjat méri. Mindazonaltal patkdnyban kimutattak, hogy a kiinduldsi bdrhdmérséklet — ami fligg
az aktudlis kornyezeti hOdmérséklettdl — ennél a tesztnél is befolydsolja a latenciaidét, és még
termoneutralis kornyezetben is jelentds periodikus fluktudcié mutathatd ki a hatsé végtag bérének
hémérsékletében (El Bitar et al., 2014). A kornyezeti hdmérséklet csekély, 2—4 °C-os valtozasa mar
szignifikans eltérést eredményez a latenciaidében. A modszer tovabbi hatranya, hogy az 4llat talpa
nem mindig egyforma mértékben simul hozza az aljzathoz.

A ,,hot plate” (forr6 lap) teszt (Woolfe és Mac-Donald, 1944) esetében az egér vagy
patkany szabadon mozog egy fémfeliileten, amelynek homérsekletét allando érteken (48-56 °C)
tarjak; gyakran hasznalt hdmérséklet az 52 vagy 55 °C. A tipusos nocifenziv reakcid valamelyik
végtag nyaldsa, illetve az allat ugrdsa, de egyéb magatartasformak is el6fordulhatnak. A modszer
esetében jelentds a kiindulasi (kontroll) latencia allatcsoportok kozotti variabilitdsa, ami abban
nyilvanul meg, hogy ugyanazon laboratoriumban kiilonboz6 vizsgalatok keretében végzett mérések
eltérd latenciaidéket mutatnak (Vierck és Cooper, 1984).

1.2.2. A latenciaid6-mérésen alapulé termonociceptiv magatartasi tesztek hatranyai

Attol fiiggden, hogy milyen intenzitdsu forrd ingert alkalmaznak, valtozik a latenciaidé. A
forrd lap, farok- €s labbemeritéses tesztek esetében az alkalmazott kiiszobfeletti ingerintenzitas °C-
ban egzakt mdédon megadhatd, de a sugarzo hot alkalmazd ,tail-flick” és a plantarteszt esetében ez
tobbnyire csak indirekt modon (energia formdjaban vagy relativ skéla segitségével) jellemezhetd.
Ez utobbi tesztek esetében a modszernek mas késziilékre valod ,transzportalhatdosaga” rendkiviil
problémds, ami megnehezitheti vagy akar lehetetlenné teheti a kiilonb6z0 ingerintenzitasokra
beallitott késziilekekkel nyert eredmények Osszevetését. A latenciaidd fligg az ingerelt testrész(ek)
borének a teszt végzésének idején fenndlld aktudlis hdmérsékletétdl, ami viszont a bor perfizidja
altal meghatarozott (lasd feljebb). A latenciaidd nem vethetd Ossze az in vivo vagy in vitro
elektrofiziologiai kisérletekben, féleg az egyrost-elvezetést, illetve a ,,patch-clamp” technikat
alkalmazdokban rutinszeriien meghatarozott aktivacios kiiszobbel, vagyis azzal a legalacsonyabb
forr6 hémérséklettel, amely a nociceptiv rost receptiv teriiletére alkalmazva akciods potencial(oka)t,
illetve a ,,patch-clamp” kisérletben iondramot valt ki. Hasonléképpen human vizsgalatokban is a
hokiiszobot, a termalis fajdalomkiiszobot mérik, amely megint csak nem vethetd Ossze a
latenciaiddvel. A latenciamérés elvébdl kovetkezden ezzel a modszerrel a klinikailag relevans
termalis allodynia nem vizsgalhato, hiszen ez utdbbi per definitionem a hokiiszob csokkenését
jelenti, mig a latenciaidé mérése mindig kiiszobfeletti ingerrel torténik.

1.2.3. A termalis fajdalomkiiszob mérésén alapulé magatartasi tesztek

Ezeknél a modszereknél nem-fajdalmas (kiiszob alatti) kiinduldsi homérsékletrél indulva
fokozatosan novekvd intenzitdsu (emelkedd homérsékletii) hdingert iranyitanak az ember (vagy
allat) adott testrészére, és azt a legalacsonyabb forré homérsékletet hatarozzdk meg, amelynél
emberben fajdalomérzet jelentkezik (termalis fajdalomkiiszob), illetve allatban bekovetkezik az
elkeriild, nocifenziv reakci6 (mociceptiv hékiiszob, lasd 1. abra). A termalis fajdalomkiiszob
mérése emberben mar régdta alkalmazott modszer a pszichofizikai és elektrofiziologiai
vizsgélatokban egyardnt (Hardy et al., 1950; Meyer ¢s Campbell, 1981; LaMotte et al., 1982).
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Allatkisérletekben is torténtek probalkozasok a nociceptiv hokiiszob meghatarozasan alapuld
késziilékek kifejlesztésére (Oden és Oden, 1982; Szolcsanyi, 1985; 1987b; Hunskaar et al., 1986;
Farré et al., 1989), azonban egyik modszer sem terjedt el, a legtobb esetben a modszert leird
kozleményen kiviil mas publikdciéo nem szamolt be a veliik szerzett adatokrol.

1.3. A termalis ingerekkel aktivalhato ioncsatornak

A termoszenzitiv ioncsatornara vonatkozo referenciakat illetden lasd Nilius és Szallasi, 2014;
Mickle et al., 2015.

1.3.1. TRPV1

A csipds paprikdban taldlhatdé kapszaicin régodta ismert irritans, amely a bdrre vagy
nyalkahartyara adva intenziv, ég6 fajdalmat képes kivaltani. A kapszaicin hatasa nagymértékben
szelektiv a C és Ad polimodalis nociceptorokra (Szolcsanyi, 1987a; 1987b; Szolcsanyi et al., 1988).
A kapszaicin farmakologiai receptorat 1997-ben klonoztidk (Caterina et al.,, 1997), ma ,,Tranziens
Receptor Potencial Vanilloid-1” (TRPV1) néven ismert. A TRPV1 a polimodalis nociceptoroknak
mind a peptiderg, mind a nem-peptiderg alcsoportjaban kifejez6dik. A TRPV1 6 transzmembran
doménbdl épiil fel, aktivacidjakor megnyilik az a kationcsatorna, amelyet négy TRPV1-fehérjelanc
képez homotetramer formacidban. A nem-szelektiv kationcsatorna leginkabb Ca**-ra permeabilis,
kisebb mértékben Na" és K" jonokat is atenged. Az aktivacidjakor fellépé dominans, befelé iranyuld
Na“ és Ca®" ionaram a membran depolarizaciojat valtja ki. A TRPV1 a kapszaicinen kiviil szamos
mas novényi eredetll irritdnssal (pl. resiniferatoxin [RTX], olvanil, piperin), alacsony extracelluléris
pH-val, valamint specialis moédon fizikai ingerrel, 43 °C-nal magasabb hdmérséklettel is
aktivalhatd. Egyes gyulladdsos medidtorok, mint pl. a bradikinin, PGE,, szerotonin, ATP ugyan
nem kotddnek TRPV1-hez, azonban sajat receptoruk izgatdsaval olyan jelatviteli folyamatokat
inditanak el, amelyek a TRPV1 foszforildciojdhoz ¢és ezaltal annak szenzibilizacidéjahoz és/vagy
aktivaciojahoz vezetnek. Mindezek alapjan a TRPV1 nagyszdmu exogén €s endogén fajdalomkeltd
kémiai agens, valamint a forr6 ingerek egyfajta molekularis integratoranak tekinthet6. A TRPV1-
receptor agonistdk irdnti érz¢kenységének szabdlyozasaban Iényeges szerepet jatszik a
receptorfehérje foszforilacidja, amely érzékenyiti a receptort, mig a defoszforilacid deszenzibilizalo
hatasu (a referencidkat illetden lasd Varga et al, 2006). Szamos gyulladdsos mediator (pl
bradikinin, ATP) képes a protein-kindz C (PKC), illetve a prosztaglandinok, szerotonin a protein-
kinaz A (PKA) aktivalasa révén foszforilalni és igy érzékenyiteni a TRPV1-et.

Amint arra mar kordbban utalds tortént, a TRPV 1-receptort szdmos olyan endogén mediator
képes aktivalni, amelyek gyulladas, szOovetkarosodas, idegsériilés soran szintetizdlodnak vagy
szabadulnak fel. Ez a tény vetette fel eldszor annak lehetdségét, hogy a TRPV1 farmakologiai
blokkolasa fajdalomcsillapitd hatdst eredményezhet. 2000-ben hozzaférhetové valtak TRPV1-
génhidnyos egerek, amelyek vizsgéalata soran kideriilt, hogy a TRPVI1 hidnya gyulladésos
modellekben a termalis hiperalgéziat szinte teljesen kivédte (Caterina et al., 2000; Davis et al.,
2000). Mindez szdmos gyogyszergyarnak nagy lendiiletet adott TRPV 1-receptor-antagonistak mint
uj tipusu, periférids tdmadaspont analgetikumok fejlesztéséhez, ennek sordn tobb mint 20 vegytilet
keriilt preklinikai vizsgalatra (Trevisani és Gatti, 2013; Tabrizi et al, 2017). Allatkisérletes
vizsgalatokban megerdsitették hatékonysagukat mechanikai hiperalgézia-modellekben is. A klinikai
kiprobalas fazisaban két nem vart mellékhatdsukra deriilt fény. Az egyik a testhOmérséklet
megemelkedése (hipertermia), amelynek pontos mechanizmusa maig nem tisztdzott. A masik nem
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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. Mindazonaltal sikeriilt olyan vegyiiletet eldallitani, amelyik mentes a
hipertermidtol, és vannak megalapozott stratégiak a forrd ingerek detektalasanak megdrzesére is.

Ismert, hogy a TRPV1-csatorna aktivacios kiiszobe 43°C (Caterina ef al., 1997). Ez az érték
hasonld az izolalt primer afferens neuronok, a forrd ingerekre érzékeny polimodalis nociceptorok
aktivacios kiiszobéhez, valamint az ember borén mért termalis fajdalomkiiszobhéz. Mindezek
alapjan jogosnak tlint a feltételezés, hogy a nociceptiv hdkiiszob dontden a TRPV1-csatorna altal
meghatarozott érték. Meglepd mdédon a TRPV1-génhianyos egereken végzett vizsgalatok ezt a
nézetet nem tamasztjadk ald. Egyfeldl a latenciaidé-mérésen alapuld termonociceptiv magatartasi
modszerekkel az alacsonyabb (kiiszobkozeli) ingerintenzitdsok esetén nem sikeriilt eltérést
kimutatni sem a farkon, sem a talpon; ugyanakkor magasabb ingerlési intenzitdsok/hdmérsékletek
esetén a latenciaidd megnyulasat tapasztaltak (Caterina et al., 2000; Davis ef al., 2000; Park et al.,
2011; Hoffmann et al., 2013; Marics et al., 2014). Hasonl6 adatokat nyertek TRPV 1-antagonistak
alkalmazasaval egérben és patkdnyban. Ezzel szemben a TRPV1-antagonistak emberben torténd
tesztelése soran a termalis fajdalomkiiszob megemelkedését tapasztaltdk a kiiszobfeletti hdingerek
detektalasanak karosodasaval egyiitt.

Kapszaicin vagy mas TRPV1-receptor-agonista, mint pl. RTX magasabb koncentracidoban
¢s/vagy hosszabb ideig ¢és/vagy ismételten torténd alkalmazésa esetén a kezdeti izgato,
fajdalomkeltd hatas lecsengése utan egy masodlagos effektus, a csokkent valaszkészség formajaban
manifesztalodé un. deszenzibilizaci6 alakul ki (Szolcsanyi, 1987a; 1987b; Szolcsanyi ef al., 1988;
Szolcsanyi, 1993). Ennek két formdja, illetve stadiuma kiilonboztethetd meg. Alacsonyabb
agonistakoncentraciok és rovidebb expozicios idok mellett csak maga a TRPVI-receptor
deszenzibilizalodik, vagyis a TRPV1-et expresszald nociceptiv idegvégzddés csak azon ingerekkel
szemben mutat csokkent valaszkészséget, amelyek a TRPVI1-en hatnak (pl. kapszaicin, RTX).
Ennek a jelenségnek a hatterében a TRPV1 defoszforilacioja all: a TRPV1-en keresztiil bedramlo
nagyobb mennyiségii Ca’" a kalmodulinnal komplexet képezve aktivalja a kalcineurint (= protein-
fosztataz-2B), amely defoszforilalja a TRPV1-et, csokkentve annak valaszkészségét (Cholewinski
et al., 1993; Docherty et al., 1996; Koplas et al., 1997). Magasabb agonistakoncentracioknal és
hosszabb expoziciés 1doknél a TRPVI1-et expresszadlo egész idegvégzddésre kiterjed a
deszenzibilizacio, azaz hd, mechanikai és kémiai ingerekkel szemben egyarant csokken a
polimodalis  nociceptorok  reaktivitdsa (Szolcsanyi, 1987a). Az idegvégzddés-szintii
deszenzibilizacid hatterében a nociceptiv idegvégzddés funkcionalis/morfoldgiai karosodasa all.

1.3.2. Egyéb héérzékeny ioncsatornak

A TRPV2 transzfektalt sejtekben 53°C feletti hdingerrel aktivalhato. Expressziojat a
kozepes és nagy méretii DRG neuronok egy alcsoportjdban mutattak ki. A TRPV2 nem jatszik
szerepet a nociceptiv hokiiszob beallitdsaban, nemcsak magas aktivacios kiiszobe, hanem a TRPV2-
génhidnyos egerekben tapasztalt fenotipus miatt sem: sem a farokimmerzios, sem a forr6 lap, sem a
Hargreaves-féle plantartesztben nem volt kiilonbség a génhianyos ¢és a vad tipusu allatok
latenciaideje k6zott, még 54—58 °C-on végzett stimulacio esetén sem.

A TRPV3-csatornat human szenzoros neuronokbol és ragcsalok keratinocytaibol klonozték.
Termalis aktivacios kiiszobe 33 °C koriil van. A hémérséklet fajdalmas tartomanyba valod
emelésével a csatorna altal kozvetitett dram intenzitdsa nd. A TRPV3-génhidnyos egerekben
latenciamegnyulast tapasztaltak a farokimmerzios teszt és a forrd lap esetében is, de csak a
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masszivan kiiszobfeletti stimulacidos homérsékleteknél (50, illetve 55 °C), a 45-48 °C-os
tartomanyban nem.

A TRPV4-ioncsatorndt mint hipoozmotikus kozeggel aktivalhatd nem-szelektiv
kationcsatorndt azonositottdk. Késobb deriilt ki, hogy hdingerekkel is aktivalhatd, kiiszobe az
expresszids rendszertdl fiiggden 25-34 °C. A TRPV4-génhidnyos egerek a forrd lapon (45-50 °C),
vagy a plantartesztben vizsgalva nem mutattak fenotipusos eltérést a termonocicepciot illetden.
Ezzel ellentétben a farokimmerzids tesztben — noha a 47-50 °C-os tartomanyban nem volt
kiilonbség a TRPV4 KO 4llatokban — 45 ¢és 46 °C-on vizsgalva a génhianyos allatokban hosszabb
latenciaid6t mértek, mint a vad tipustiakban. Egy ismételt analizisben kétfajta genetikai alapon
(CS7TBL6 ¢€s 129S6) konstrualt torzseket felhasznalva vizsgéltdk TRPV3-génhidnyos, valamint
kettds (TRPV3 és TRPV4) KO egerek nociceptiv magatartasi valaszkészségét a farokimmerzids
tesztben (48-52 °C), a forrd lapon (52,5 és 55 °C) ¢és a plantartesztben. Nem taldltak szignifikans
kiilonbséget a vad tipushoz képest egyik esetben sem (kivéve a kettds KO-t a plantarteszt esetében,
amelynél enyhe latenciamegnytlas volt mérhetd).

A TRP melastatin-3 (TRPM3) csatornat hipoozmotikus kornyezettel aktivalhatdé nem-
szelektiv kationcsatornaként azonositottak. Kimutattdk, hogy a csatorna hdvel (>30 °C) is
aktivalhat6. TRPM3-génhidnyos egerekben a farokimmerzios tesztben a 45-57 °C-os tartomanyban
a latenciaid6 megnyult, mig a forr6 lapon 50 °C-on nem, de az 52-58 °C-on volt latenciaid6-
megnyulas a vad tipushoz képest.

Az anoktamin 1 (ANO1) Ca®"-aktivalta CI-csatornaként azonositott fehérje. Az ANOI1
transzfektalt sejtekben hdvel is aktivalhato, 44 °C-os kiiszobhdmérséklettel befelé iranyuld Cl-
aramot kozvetit. A DRG neuronokban expresszalodd ANOI1 aktivacidjakor viszont a Cl-ionok
kifelé aramlanak, ezaltal okozva depolarizaciot. Ezt az teszi lehetdvé, hogy e neuronokban magas
intracellularis Cl-koncentracié jon létre a Na'—K'—CI-kotranszporter fokozott expresszidja és
mitkddése révén. Az ANOI1 szelektiv genetikai ablacidja egér DRG neuronokban (,,conditional”
KO) a forr6 ingerek érzékelésének zavarat okozta: a farokimmerzids tesztben az 50-54 °C-os
tartomanyban, illetve a plantartesztben alkalmazott magasabb ingerintenzitas esetében latenciaidd-
megnyulast tapasztaltak. Mindez azt mutatja, hogy az ANOI részt vesz a forr6 ingerek
detektalasdban mind az egér farkdn, mind a talpan, de igazoltan csak a kiiszobfeletti hdingerek
esetében.

1.3.3. Hideggel aktivalhaté ioncsatornak

A TRPMS szintén nem-szelektiv kationcsatornat foglal magaba, és homotetramer formaban
miikodik. Aktivacids kiiszobe 26 °C koriil van, a kivaltott ionaram mind a nem fajdalmas (15 °C-
ig), mind a fijdalmas hidegtartomanyban (15-8 °C) ndvekszik. A hiisitd kémiai agensek (mentol,
eukaliptol, icilin) hat4sos aktivatorai a TRPM8-nak. A TRPMS8-génhidnyos egerekben sulyosan
karosodik a nem f4jdalmas hidegingerek detektalasa, a f4jdalmas hidegingerekkel szembeni
valaszkészség is csokken, de nem szlinik meg teljesen, jelezve a TRPMS nem kizardlagos szerepét a
fajdalmas hidegingerek felfogdsaban. Az elvarasnak megfelelden a forré ingerek detektalasaban
nem talaltak eltérést a TRPMS8-génhianyos egerekben.

A TRPA1 aktivacios kiiszobe 17 °C. A TRPAl-et kifejez6 neuronok dontd tobbsége
TRPVI1-et és CGRP-t is expresszal, de TRPMS8-cal nem mutat kolokalizaciot. A TRPAI
hidegérzékelésben betoltott szerepére vonatkozoan ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre. Ezt
jol illusztraljak a TRPA1-génhidnyos egereken végzett vizsgalatok: 6t munkacsoport nem talalt
eltérést a fajdalmas hideg ingerekkel kivaltott magatartasi reakciokban, illetve egyrost-aktivitasban
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a vad tipushoz képest, masik harom viszont igen. Az elvarasnak megfelelden a forr6 ingerek
detektalasdban nem talaltak eltérést a TRPA1l-génhianyos egerekben a vad tipushoz. Egy tijabb
tanulmany azonban meglepd adatokat szolgaltatott: a TRPAIl-génhianyos egerekben a n.
saphenusrol tortént egyrost-elvezetéses kisérletekben a C polimodalis nociceptorok csokkent
hovalaszat detektaltak a rostok aktivacios kiiszobének megemelkedésével, illetve magas ingerlési
intenzitas esetén a Hargreaves-teszttel mért latenciaid6 is megnyult (Hoffmann ez al., 2013).

1.4. A peptiderg polimodalis nociceptorok harmas funkcidja

A kiilonb6z6 neuropeptideket expresszaldo polimodalis nociceptorok periférias végzodeésel —
a nem-peptiderg primer szenzoros neuronok termindlisaithoz hasonléan — rendelkeznek afferens
funkcidval: adekvat inger hatdsara membranjukban lokalis depolarizacio (receptorpotencial) alakul
ki, amely, ha eléri a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak aktivacios kiiszobét, tovaterjedd akcids
potencialokat valt ki. Az inger intenzitasdra vonatkozo informaci6é frekvenciakéd formajaban
tovabbitodik a kdozponti idegrendszerbe.

A jarulékos neuropeptidtartalom tobbletfunkciokat biztosit a peptiderg €rz6 neuronoknak (a
referenciakat illetden lasd Szolcsanyi, 2014). Adekvat inger vagy antidromos elektromos ingerlés
hatasara — a fent emlitett afferens funkcioval parhuzamosan — a vezikuladkban tarolt neuropeptidek
exocytosis révén felszabadulnak az extracellularis térbe. Ennek a folyamatnak a kivaltasahoz az
intracellularis Ca*"-szint megemelkedése szilkséges. A felszabaduld neuropeptidek parakrin
mediatorokként hatva az idegvégzddés kozelében kiilonféle szoveti valaszokat hoznak 1étre: az SP
féleg plazma-extravazaciot, a CGRP vazodilataciot, az NKA a nem vaszkularis simaizomzat
lokalis, efferens funkciojat.

A peptiderg nociceptorok harmadik funkcidja egy tavoli, szisztémas hatas, amelyet Pintér
¢s Szolcsanyi irt le. Altatott patkanyokban €s tengerimalacokban a hatsé gyokerek, a n. ischiadicus
vagy a n. vagus antidromos elektromos ingerlése, illetve a bdr nociceptorainak fajdalomkeltd
irritansokkal vald kémiai ingerlése gatolta a test tavoli teriiletein a mustarolajjal, dextrannal vagy
carrageninnel kivaltott gyulladdsos reakciot (a referencidkat illetden lasd Pintér et al., 2006;
Szolcsanyi et al., 2004; 2011). Mindezeket a tavoli gyulladasgatld hatasokat csokkentette a
szomatosztatin receptorantagonistdja, depletald agense vagy az ellene termelt poliklonalis antitest.
Ez a tavoli gyulladasgatld hatds a plazma szomatosztatinszintjének emelkedésével jart egyiitt.
Mindezek alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy a tavoli gyulladdsgatlo hatdst a periférias
nociceptorokbol felszabaduld és a szisztémas keringésbe bejutd szomatosztatin kozvetiti. Az érzd
neuronokbdl szdrmazd szomatosztatin szisztémas, hormonszeri miikddése alapjan javasolta
Szolcsanyi a harmadik funkcid elnevezéseként a ,,szenzokrin” jelzot.

2. ALTALANOS CELKITUZESEK, AZ ERTEKEZES LOGIKAI
STRUKTURAJA

Kutatoi palyam kezdetétdl fogva a primer afferens neuronok periférias végzdédéseinek
¢lettani és farmakologiai aspektusaival foglalkoztam Szolcsdnyi professzor munkacsoportjadban. A
disszertacioban vazolt kisérleteink elsddleges célja a termonocicepcid vizsgalata volt annak
érdekében, hogy olyan célpontokat és mechanizmusokat azonositsunk a periférias nociceptorokban,
amelyek farmakologiai befolydsolasa 1) tipusu, periférids tdmadaspontu és ezaltal kevesebb
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mellékhatassal bird analgetikumok kifejlesztéséhez vezethet. A jelen disszertacié alapjat képezd 16
kozlemény harom logikai egységbe sorolhatd. Az elsébe 4 olyan vizsgalat tartozik, amelyek célja az
volt, hogy in vitro rendszerben vizsgaljam a periférias nociceptorok forr6 ingerre adott valaszat,
illetve annak szenzibilizaciojat. Az egyrost-elvezetéses elektrofiziologiai és a neuropeptid-
felszabadulds mérését alkalmazd neurokémiai kisérletek egyik célja a bradikinin és a
prosztaglandinok termalis nociceptor-szenzibilizald hatasdnak analizise volt. A masik cél a TRPV1
szerepének vizsgéalata volt a forrd ingerel kivaltott bdrbeli neuropeptid-felszabaduldsban. A
masodik egységbe 5 olyan kozlemény anyaga keriilt, amelyek célja egy komplex metodikai
fejlesztés volt: az ,,elfeledett” magatartasi nociceptiv hokiiszobot éber patkanyban, illetve egérben
mérd késziilékek kifejlesztése €s az azokra kidolgozott allodynia-modellek validalasa, ennek
részeként konvencionalis €s 1j, periférids tamadaspontll, potencidlis analgetikumok vizsgalata. A
harmadik egységbe (7 kozlemény) olyan in vivo kisérletek keriiltek, amelyek célja a
termonocicepcid mechanizmusdnak vizsgalata volt normal, szenzibilizalt és deszenzibilizalt
allapotban a hdkiiszobmérés mint érzékeny modszer alkalmazasaval.

3. IN VITRO VIZSGALATOK A NOCICEPTOROK FORRO INGERRE
ADOTT VALASZAVAL ES ANNAK SZENZIBILIZACIOJAVAL
KAPCSOLATBAN

3.1. Médszerek

Egyrost-elvezetés polimodalis nociceptorokrol patkany labhati bor—n. saphenus preparatumon in
VItro

A németorszadgi kollaboracids partnerem laboratoriumaban kifejlesztett szervfiirdot
alkalmaztam, amelyben elhelyezhetd patkany hatso 1abhati bore és a vele dsszekottetésben levd n.
saphenus (Reeh, 1986). A 32 °C-on szintetikus intersticialis folyadékkal (SIF) szuperfundalt bor C
polimodalis nociceptorairdl vezettem el egyrostaktivitdst a n. saphenus idegtorzsének ismételt
disszekciojat kovetden. A Spike/Spidi szoftver (Forster ¢s Handwerker, 1990) segitségével tortént
az akcios potencidlok megkiilonboztetése és off-line analizise. A forrd ingerrel valo tesztelés soran
a bor corium feldli oldalan a hdémérsékletet 20 s alatt 32-r61 46 °C-ra noveltiik, ami az epidermalis
oldalon 32-r6l 52 °C-ra val6d felmelegitésnek felel meg. A hévalasz nagysagat a 20 masodpereces
ingerlési periddus alatt kialakulo akcios potencidlok szdmaval jellemeztiik.

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

A forrd ingerekkel kivaltott immunoreaktiv (i) CGRP-felszabadulast mértiikk izolalt
patkdnybdrbdl enzimimmunesszé (EIA) segitségével (Kessler et al, 1999). Patkanyok mindkeét
hats6 végtag labhati részérdl nyert borlebenyeket miianyag rudakra rogzitettiik a corium feldli
résszel kifelé. A preparatumot 1,3 ml SIF-et tartalmaz6 livegesobe tettiik, és ezeket 32 °C-on
temperalt razofiirdébe helyeztiik. Limitalt szamu kisérletben vad tipustt és TRPV1-génhianyos
egerek hatso labanak bdrlebenyeit hasznaltuk. A CGRP koncentraciojat az eluatumban EIA kit
(Cayman, SPIbio, Franciaorszdg altal forgalmazott) ¢és mikrolemez-olvasé (Dynatech, USA)
segitségével hataroztuk meg.
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3.2. A ciklooxigenaz-termékek szerepe a bradikinin hészenzibilizaléo hatasaban izolalt
patkanybor polimodalis nociceptoraiban

3.2.1. Elozmények és célkitiizés

Ismert, hogy a bradikinin szamos hat4dsanak kozvetitésében prosztaglandinok vesznek részt
(a részleteket illetden lasd Pethd és Reeh, 2012). Célunk annak elddntése volt, hogy a bradikinin
termalis nociceptor-szenzibilizald hatdsdban szerepet jatszanak-e ciklooxigenaz (COX)-termékek
(els6sorban prosztaglandinok) az izolalt patkanyb6r—n. saphenus preparatumban vizsgdlva. Ehhez a
flurbiprofen — egy kirdlis szerkezetli, a COX-1-et és COX-2-t egyardnt gatldé nem-szteroid
gyulladasgatld (NSAID) — két enantiomerjét hasznaltuk, amelyek koziil az S(+)-flurbiprofen kb.
500-szor potensebb, mint az R(—)-flurbiprofen (Brune et al., 1991), jelezve hogy ez az aktiv izomer
a COX-gatlas szempontjabdl. Patkanyban a flurbiprofen racemizalodasa kisebb mint 2%. A szert
ezen tulajdonsagai kiilondsen alkalmassa teszik annak eldontésére, hogy egy adott hatasban a COX-
termékek szerepet jatszanak-e.

3.2.2. Eredmények

A kisérletekben 38 olyan C polimodalis nociceptort vizsgaltunk, amelyek vezetési sebessége
kisebb volt 1 m/s-nél, reagaltak mechanikai és ingerre forrd ingerre, de nem a hidegingerlésre, és
amelyek bradikinin hatdsara legalabb 50%-0s hdvalasz-ndvekedést mutattak. Bar egy korabbi
vizsgalat (Liang et al, 2001) ugyanezen a preparatumon kimutatta, hogy a bradikinin
hdészenzibilizald hatasa rovid ideig tart és nem mutat tachyphylaxiat, 6 roston ujra megvizsgaltuk
ezeket a — jelen analizis szempontjabol kritikus fontossagi — jellegzetességeket. A bradikinin
hovalaszt fokozd hatasa 10 percen beliil teljesen lezajlott, és 10 perc mulva ismételt expozicio
esetén nem tapasztaltunk érdemleges valtozast a szenzibilizacid mértékében.

Az S(+)-flurbiprofen hatasat 18 roston vizsgaltuk. A szer addsat megel6zéen a bradikinin
(10 uM, 5 perc) jelentds hdszenzibilizaciot valtott ki: szignifikdnsan, kb. haromszorosara
megnovelte a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok szamat és ugyancsak szignifikdnsan
lecsokkentette az aktivacidés hokiiszobot (39,9+0,7-r6l 34,3+0,7 °C-ra). A receptiv teriilet S(+)-
flurbiprofennel torténd szupertiuzidja (1 uM, 10 perc) praktikusan kivédte a bradikinin
hdészenzibilizald hatasat: a peptid sem a hdvalasz nagysdgat nem tudta szignifikdnsan megnovelni,
sem pedig a hokiiszobot nem tudta szignifikdnsan lecsdkkenteni.

A kiviilrdl adott prosztaglandinok hatasat az S(+)-flurbiprofen okozta gatlasra 9 roston
vizsgaltuk. Az S(+)-flurbiprofen ebben a rostpopulacidban 1is blokkolta a bradikinin
hdészenzibilizald hatasat mind a hdvalasz nagysaganak novekedését, mind a hokiiszobcsokkenést. A
bradikininnel egyiitt adott PGE, ¢s PGI, keveré¢ke (mindkettd 10 uM) részlegesen helyreallitotta a
bradikinin hoszenzibilizalo hatasat: a hovalasz-novekedést 43+12, a hokiiszobesokkenést 40+19%-
ban.

Az R(—)-flurbiprofen hatasat 14 roston vizsgaltuk. A receptiv teriilet R(—)-flurbiprofennel
szignifikans mértéki hdszenzibilizaciot kivaltani, ugyanakkor a szenzibilizdcid6 mértéke kisebbnek
tint. A hdvalasz ndvekedésének szazalékos értéke alapjan az R(—)-flurbiprofen okozta gatlas
33+21%-o0s csokkenésnek felelt meg, ami nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét.
Hasonloképpen a hékiiszobesokkenés gatlasa sem volt statisztikailag szignifikans.
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3.2.3. Megbeszélés

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a bradikinin hdszenzibilizalo hatdsa a
patkdny n. saphenusban futd C polimodalis nociceptorokra jelentds mértékben COX-fiiggd jelenség.
Ezt a nézetet tdmogatja, hogy a hatast a nem-szelektiv COX-gatld flurbiprofen aktiv enantiomere
praktikusan megsziintette, mig a kevésb¢ aktiv izomer csak egy kisebb mértékd, statisztikailag nem
szignifikans gatlast okozott. Az S(+)-flurbiprofen valdsziniisithetden a COX-gatlas révén védte ki a
bradikinin szenzibilizalé hatésat, hiszen (i) az R(—)-flurbiprofen hatastalan volt; (i1) a szer hatasa —
legalabbis részben — felfliggeszthetd volt kiviilrél adott prosztaglandinokkal (PGE, és PGI,); (iii) a
szert olyan koncentracioban adtuk, amelyben a racém keverék képes teljes mértékben gatolni a
nyugalmi €és a bradikininnel stimulalt PGE,-szintézist a patkany bOrében (Sauer et al, 1998).
Kimutattdk, hogy a PGE, és a PGI, képes szenzibilizdlni a nociceptorokat hdvel szemben
(Mizumura et al., 1987; Rueft €s Dray, 1993). A prosztaglandinok zome feltehetden nem-neuronalis
eredetii, mivel a patkdnybdr kronikus denervacidja nem csokkentette a bradikininnel kivaltott PGE,-
felszabadulast (Sauer et al., 2000).

3.3. A nociceptorok termalis szenzibilizacidja és aktivacioja kozotti kapcsolat a bradikinin
példajan: egy vonzé hipotézis

Ez a hipotézis az alabbi ellentmondas feloldasara sziiletett (a referencidkat illetden lasd Reeh
¢s Pethd, 2000). Az in vitro 1abhati bér—n. saphenus preparatumon patkanyban a bradikinin izgato
(akcios potencialt kivaltd) és hdszenzibilizdlo hatasat dontden a B, bradikininreceptor kozvetiti,
amely hajlamos a deszenzibilizaciéra. Ennek megfeleléen ismételt alkalmazas esetén a bradikinin
izgatd hatasa jelentds tachyphylaxiat mutat, ezzel ellentétben a peptid termalis szenzibilizalo hatdsa
csokkenés nélkiil ismételhetd, azaz nem mutat tachyphylaxiat (lasd 3.2. pont). Ismert volt az is,
hogy a kapszaicin, bradikinin képes DRG neuronok, illetve TRPVI1-gyel transzfektalt sejtek
termalis aktivacios kiiszobét 25-30 °C ald csokkenteni; illetve a receptiv teriilet hiitésével a
kapszaicin vagy a mustarolaj fajdalomkeltd, illetve akcidspotencial-generalo hatasa géatolhato.

A fentiek alapjan hipotézisiink az volt, hogy a bradikinin nem rendelkezik nociceptor-
aktivalo hatassal, primer hatdsa a hdvel szembeni szenzibilizacid, amely sordn a nociceptorok
aktivacios hokiiszobe az aktualis kornyezeti hOmérséklet ald csokken. Ennek hatdsdra a normal
kornyezeti hdmérséklet hdingerként hat, és ezaltal akcids potencidlok kisiilését valtja ki, 1étrehozva
a bradikinin (latszolagos) izgat6 hatasaként értelmezett valaszt. Feltételezésiink szerint a
hokiiszobesokkenés részleges deszenzibilizaciot mutat: a bradikinin jelenlétében a legalacsonyabb
kezdeti értékrol gyorsan emelkedik, majd stabilizadlodik egy, a kornyezeti homérséklethez kozeli
szinten. Elobbi magyarazza a latszolagos aktivald hatds csokkenését, mig utobbi lehetové teszi,
hogy a nociceptor hdre adott valasza szenzibilizalt formaban tobbé-kevésbé allandé nagysagu
maradjon. Tehat a hdszenzibilizald hatds is mutatja a deszenzibilizacid jelenségét, de ennek
kimutatasat megakadalyozza a kezdeti folyamatos nociceptor-kisiilés. A hipotézist alatamasztod
adatokat sikeriilt nyerni aktivan 15-20 °C-ra lehiitott labhati bor—n. saphenus preparatumon. Ilyen
alacsony hémérsékleten a bradikinin 10° M koncentracidban — amely magas frekvenciaja
kistiléseket okozott 32 °C-on — egyetlen akciods potencialt sem valtott ki. Ezen tilmenden a hiitott
preparatumon sikeriilt igazolni, hogy a bradikinin hatasara a hokiiszob joval a normal
boérhdmérseklet (32 °C) ala, akar 20 °C-ig csokkenhet, majd egyértelmili visszatérést mutat ugy,
hogy 5-10 percig a hokiiszob 32 °C alatt marad.
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Hipotézisiink megfogalmazéasa 6ta tovabbi mediatorokrél mutattak ki, hogy a nociceptiv
hokiiszObot a mag- vagy akar a borhOmérséklet ala tudjak levinni: ATP, szerotonin, PGE,/PGI,
(Tominaga et al., 2001; Sugiura et al., 2004; Moriyama et al., 2005). Hipotézisiink segitségével
szamos jelenség jOl magyarazhatd. Kozismert, hogy a lokélis hiités akut gyulladasos (pl.
appendicitis vagy pulpitis esetében) vagy traumds fajdalom esetén analgetikus hatdsa. A
kapszaicintartalmt csipds paprikaval késziilt étel okozta €g6 fajdalom a szajnyalkahartya hiitésével
(hideg folyadék ivasa révén) azonnal és teljesen kikapcsolhato.

3.4. A PGE; és PGI, hatasa a forré ingerrel Kkivaltott nociceptor-kisiilésre és CGRP-
felszabadulasra izolalt patkanybérben

3.4.1. El6zmények és célkitiizés

Korabbi kisérletsorozatunkban (lasd 3.2. pont) a polimodalis nociceptorok bradikininnel
kivaltott hdszenzibilizaciojaban COX-termékek, foként prosztaglandinok (PGE, és/vagy PGl,)
jelentds kozvetitd szerepét tartuk fel az izolalt patkdnybdrben. Amint arr6l a bevezetésben emlités
tortént, a peptiderg nociceptorok nemcsak afferens, azaz akcidspotencial-generald funkcioval
birnak, hanem a neuropeptidek felszabaditdsa révén lokalis—efferens miikodéssel is rendelkeznek.
Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a kiviilr6l adott prosztaglandinok (PGE, és
PGl,) képesek-e szenzibilizalni a periférias nociceptorok forrd ingerrel kivaltott afferens és efferens
funkciojat az izolalt patkdnybOrben. A két funkcidt polimodalis nociceptorokrol torténd
akcidspotencidl-elvezetéssel, illetve az immunreaktiv CGRP (iCGRP) felszabadulasanak mérésével
vizsgaltuk.

3.4.2. Eredmények

Osszesen 18 C polimodalis (C-MH) nociceptorrdl tdrtént elvezetés, amelyek ho- és
mechanikai ingerre reagaltak, de hidegingerlésre nem. A rostok egyike sem reagalt akcidspotencial-
kistiléssel a receptiv teriiletre alkalmazott prosztaglandin(ok)ra. A 10 uM PGE, vagy 10 uM PGI,
nem fokozta a hdingerléssel kivaltott akcids potencialok szamat, illetve nem befolyasolta a rostok
hokiisziibét. A 100 uM PGE, hatasdra nem-szignifikdins moédon megndtt a hdingerléssel kivaltott
akcids potencidlok szama a két prosztaglandin kombinacidja (100 uM PGE; plusz 100 uM PGl,)
mar szignifikdns novekedést eredményezett. A két adatcsoport 6sszevondsa szintén szignifikans
novekedést eredményezett. A nociceptorok hdkiiszobe nem mutatott szignifikans eltérést (az
Osszevont adatok alapjan 37,1%1,3 °C versus 35,7+0,8 °C.

A 47 °C-on torténo hostimulacio 7,6-szeresére novelte az iICGRP felszabadulasat a 32 °C-on
mért masodik bazalis értékhez képest. Sem a 10 uM PGE,, sem a 10 uM PGI, nem befolyasolta a
hdingerlés peptidfelszabadité hatdsat. Az endogén prosztaglandinokkal vald esetleges okkluzio
kizarasara a 10 uM PGE, hatasat a COX-gatlo flurbiprofen jelenlétében is megvizsgaltuk. A 10 uM
PGE, az endogén prosztaglandin-bioszintézis kikapcsolasa utan sem tudta fokozni a hdvel kivaltott
1CGRP-felszabadulast A tizszer magasabb koncentracidban (100 uM) adott PGE, sem fokozta a
hdinger hatasat, inkabb egy nem-szignifikans gatlas volt megfigyelhetd. Hasonld volt a helyzet a
100 uM PGE,; ¢és 100 uM PGI, kombindcidjaval is. Pozitiv kontroll keresése céljabol
megvizsgaltuk, hogy az alacsony pH-val kivaltott valaszt képesek-e befolydsolni a
prosztaglandinok. Az 5,7-es pH-ji kozeg kozel kétszeresére fokozta az iICGRP-felszabadulast, és a
100 uM PGE; szignifikansan fokozta a protonnal kivaltott valaszt. Az adenilil-ciklazt aktivalo
forskolin (10 uM), illetve a PKC-t aktivald forbolészter PMA (10 uM) szignifikansan fokozta a
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héingerléssel kivaltott iCGRP-felszabadulast. Az intracellularis Ca*'-koncentraciot megnoveld
ionomycin (10 uM) szignifikdns modon csokkentette a hovel kivaltott valaszt.

3.4.3. Megbeszélés

A PGE,/PGI; elektrofiziologiai szenzibilizalo hatasa a C polimodalis nociceptorok forrd
ingerrel kivaltott valaszdra nem meglepd eredmény, hiszen ugyanebben a modellben ezek az
agensek részlegesen felfliggesztették a bradikinin hdszenzibilizalé hatdsanak flurbiprofennel
kivaltott gatlasat (lasd 3.2.2. pont). A két prosztaglandin csak magas koncentracioban volt
hatékony. Kiemelendd, hogy modelliinkben csak a kiiszobfeletti hdingerrel kivaltott akcios
potencidlok szdma fokozodott, a hokiiszob valtozatlan maradt. Ezzel &sszhangban
membranpermedbilis cAMP-analégok hasonloképpen viselkedtek ugyanebben a preparatumban
(Kress et al, 1996). Emlékeztetiink arra, hogy a prosztaglandinok kiilonb6z6 nociceptor-
szenzibilizadld hatidsaiban a cAMP-PKA jelatviteli it a dominans (Mizumura et al.,, 1993; Cui és
Nicol, 1995).

Meglepd moédon a 100 uM PGE, sem egyediil, sem 100 uM PGI,-vel kombinalva nem
fokozta a hdvel kivaltott iICGRP-felszabadulast, holott ugyanolyan patkanybdrben novelte a hdvel
kivaltott nociceptor-kisiilések szamat. Az a tény, hogy mind az adenil-ciklaz aktivalo forskolin (ami
aktivalja a PKA-t), mind a PKC-aktivator PMA fokozta a hdvel kivaltott iCGRP-felszabadulast,
jelzi, hogy a termalis szenzibilizdcid6 mechanizmusai mikodéképesek voltak a modellben.
Ugyanebben a preparatumban a hdvel kivaltott iCGRP-felszabadulast kb. felére gatlodott a TRPV1-
génhidnyos egerekben, jelezve a TRPV1 szerepét a valaszban (Zimmermann et al., 2005). Mivel
mind a PKA, mind a PKC képes direkt foszforilacid révén facilitalni a TRPV1 miikodését (lasd
Varga et al., 2006), ez a mechanizmus lehet felelds — legalabbis részben — a forskolin és PMA
kisérleteinkben tapasztalt hGszenzibilizalo hatasaért. Az intracellularis Ca*"-koncentraciét noveld
ionomycin gatld hatdsa a hdvel kivaltott iICGRP-felszabadulasra meglepd, hiszen az exocytosis
révén végbemend neuropeptid-felszabadulas Ca* -fiiggé folyamat. Az ionomycin hészenzibilizaciot
gatlo hatdsanak lehetséges mechanizmusa, hogy az altala kivaltott intracellularis Ca®’-szignal
deszenzibilizalta a TRPV1-et a calcineurin kozvetitette defoszforilacié révén (Cholewinski et al.,
1993; Docherty et al., 1996). Az a tény, hogy a PGE, fokozta az alacsony pH-val kivaltott iCGRP-
felszabadulast pozitiv kontrollként jelzi, hogy a szer ,,miikodOképes” volt a rendszeriinkben.

Legérdekesebb eredményilink, hogy a prosztaglandin(ok) hdszenzibilizaciét okoztak az
egyrostelvezetéses kisérletekben, de nem az iCGRP-felszabadulds esetében, leginkdbb azzal
magyarazhat6 hogy az akcids potencidlok kialakuldsdnak és a neuropeptid-felszabadulasnak a
mechanizmusa — beleértve az ioncsatorna-hatteret — jelentOsen eltérd. Elobbi kialakuldsdhoz
nélkiilozhetetlenek a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak, ellenben az akcios potencialok (és igy a Na'-
csatornak) szerepe elhanyagolhat6 a peptidfelszabadulasban (Brock et al., 1998; Gover et al., 2003;
Németh et al., 2003). Ugyanakkor a neuropeptid-felszabadulds az extracellularis térbodl torténd
Ca’-bearamlas kovetkezménye.

3.5. TRPVl1-receptor-antagonistak hatasa a stimulilt CGRP-felszabadulasra izolalt
patkanyboérben

3.5.1. Elé6zmények és célkitiizés
Mindkét klasszikus TRPV 1-antagonistarol, a kapszaicin kompetitiv antagonistdjanak tartott
capsazepinr6l, valamint a TRPVI-receptor ioncsatorna részét blokkold ruténiumvordsrél
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kimutattdk, hogy nemcsak a kapszaicin, hanem a forr6 ingerek hatasat is géatoljdk TRPV1-gyel
transzfektalt sejtekben és nativ DRG-neuronokban (Tominaga et al., 1998; Kirschstein et al., 1999;
Nagy ¢és Rang, 1999; Savidge et al., 2001). Ezzel 6sszhangban a forr6 ingerek (43-55 °C)
semmiféle specifikus ionaramot nem valtottak ki TRPV1-génhidnyos egérbdl szdrmazé DRG-
neuronokon (Caterina ef al., 2000; Davis et al., 2000; Zimmermann et al., 2005), jelezve a TRPV1
kulcsszerepét a forrd ingerek detektdldsaban a nociceptiv elsddleges €rzé neuronok sejttestén.
Ezekben a génhianyos egerekben végzett egyrost-elvezetéses kisérletek azt mutattak, hogy a forro
ingerek periférias detektalasa nem vagy csak minimalisan karosodott (Caterina et al, 2000;
Woodbury et al., 2004; Zimmermann et al., 2005; Banik ¢s Brennan, 2009; Hoffmann et al., 2013).
A fenti adatok azt sugalltdk, hogy a TRPV1 szerepe a forrd ingerek detektalasaban kizarolagos a
nociceptiv afferensek sejttestén, de csak minimalis a periférias végzddésben. Kisérleteink célja az
volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a bdr periférids nociceptoraibdl torténd, hével kivaltott iICGRP-
felszabadulast hogyan befolyasolja a ruténiumvords €s a capsazepin.

3.5.2. Eredmények

Mind a 10 pM ruténiumvords, mind a 10 uM capsazepin gatolta az 1 uM kapszaicinnel
kivaltott iICGRP-felszabadulast, mig a szerek 100 pM-os koncentracioja praktikusan megsziintette a
kapszaicin hatdsat. A 10 pM ruténiumvords — hasonléan a 100 uM capsazepinhez — nem
befolyasolta szignifikansan a magas koncentracioji K'-ion okozta membrandepolarizacidval
kivaltott iICGRP-felszabadulast. Ezzel szemben a 100 uM ruténiumvords jelentdsen gatolta azt. A
ruténiumvords sem a 10, sem a 100 pM-os koncentracioban nem volt képes szignifikdnsan
csOkkenteni a 47 °C-os hdstimulacidoval kivaltott iCGRP-felszabadulast. A capsazepin hasonldan
viselkedett, s6t, egy nem-szignifikdns fokozo6 hatas volt megfigyelhetd. Kisebb intenzitasu (45 °C)
héstimulacié kapcsdn a 10 uM capsazepint tovabbra is szignifikans hatas nélkiili volt, de 100 uM
esetén az ICGRP-felszabadulas fokozodasa mar szignifikansnak bizonyult. Ezen talmenden a 100
uM capsazepin fokozta a 32 °C-on mért bazalis peptidfelszabadulast is. Ez a hatés kiesett TRPV1-
génhidnyos egerek bOrmintdinak vizsgalata soran.

3.5.3. Megbeszélés

Alapvetd eredményeink, hogy sem a ruténiumvords, sem a capsazepin nem gatolta a 47 °C-
on torténd hdstimuldcid hatdsara létrejové 1CGRP-felszabadulast (a kapszaicin hatasanak
dozisfiiggd gatlasa/blokkolasa mellett, ami jelentds TRPV1-blokadot jelez) egybevagnak egyrészt
azzal, hogy izolalt patkdny n. ischiadicus prepardtumon ezek a TRPVl1-antagonistak szintén
hatastalanok voltak a forr6 ingerrel kivaltott iCGRP-felszabadulassal szemben (Sauer ef al., 1999;
2001), masrészt azzal a nézettel, hogy a forr6 ingerek periférids transzdukciojdban a TRPV1
szerepe minimalis, legaldbbis a patkany és egér laban (lasd 4.3.2., 4.6.3. és 5.6.2. pont). A 10 uM
ruténiumvords hatasa modelliinkben szelektivnek mondhaté a TRPV1-receptorra, hiszen a magas
koncentracioju K -ionnal kivaltott peptidfelszabadulast nem befolyasolta, ellenben a szer magasabb
koncentraciéja (100 pM) mar nem tekinthetd szelektivnek. Ugyanakkor eredményeink éles
ellentétben allnak azzal, hogy 10 uM ruténiumvords vagy capsazepin a TRPV1-altal kozvetitett
hévalaszt transzfektalt nem neuronalis sejtekben erdsen (Tominaga ef al., 1998), tenyésztett DRG
neuronok forr6 ingerrel kivaltott ionaramat kisebb mértékben, de szignifikdnsan gatolta (Kirschstein
et al., 1999; Nagy ¢és Rang, 1999; Savidge ef al., 2001).

A capsazepin — a ruténiumvordssel ellentétben — fokozta a hdingerléssel kivaltott iICGRP-
felszabadulast, azonban ez a tendencia csak az alacsonyabb, 45 °C-os stimuldcido €s a magasabb
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capsazepinkoncentracid mellett valt szignifikanssa. Ez utobbi hatas és a 100 uM capsazepin 32 °C-
on mért bazalis iICGRP-felszabaduldst noveld hatasa — amely kiesett a TRPV1-génhianyos egerek
bormintdi esetében — amellett sz6l, hogy a capsazepin parcialis agonistaként viselkedett
modellinkben a TRPVl-receptoron. A  ruténiumvordssel ellentétben a  magasabb
capsazepinkoncentracio is szelektiv maradt a TRPV1-re, mivel nem gatolta K'-ion hatasat. Emiatt
valoszintisithetd, hogy a 100 uM hatasa 47 °C-on azért nem volt szignifikans, mert okkluzid 1épett
fel, nem hagyva teret a tovabbi valaszfokozddasnak. Eredményeink — az irodalmi adatokkal
egyetértésben — azt mutatjak, hogy a forrd ingerek transzdukcidjanak farmakologidja a TRPV1-
antagonistak vonatkozasaban nagymértékben kiilonbozik a periférids idegveégzdodésekben és a
TRPVI1-gyel transzfektalt sejtekben, illetve tenyésztett DRG neuronok sejttestén. Ennek egyik
lehetséges magyarazata, hogy mig a forr6é ingerre adott valaszban a TRPV1 szerepe a nociceptiv
primer afferens neuronok sejttestén (kozel) kizardlagos, a periférids végzodésben csak minimalis.
Ennek hatterében az 4llhat, hogy a periférids nociceptorokban a TRPVI1-en kivill mas —
ruténiumvordssel nem blokkolhato — hdérzékeny ioncsatorna vagy csatornak is expresszalodnak,
amelyek redundans hdszenzorként képesek atvenni a TRPV1 funkcidjat annak farmakologiai
blokkolasa vagy genetikai hidnya esetén (lasd 1.3.2. pont).

4. A MAGATARTASI NOCICEPTIV HOKUSZOB MERESERE ALKALMAS
MUSZEREK ES HOKUSZOBCSOKKENESEN ALAPULO TERMALIS
ALLODYNIA-MODELLEK KIFEJLESZTESE ES VALIDALASA

4.1. El6zmények és célkitiizés

A Bevezetésben részletesen volt sz6 arrdl, hogy a termonocicepcid allatkisérletes
vizsgalataban — szamos hatranyuk ellenére — dominalnak a latenciaidé mérésén alapuld modszerek
(forrd lap, ,tail-flick”, Hargreaves-féle plantarteszt). Bar torténtek szorvanyos probalkozasok a
nociceptiv hokiiszob mérésén alapuld paradigmak kifejlesztésére (lasd 1.2.3. pont), egyik modszert
sem alkalmaztédk hosszabb tavon, igy a hokiiszobmérés nem valt a fajdalomtesztek repertoarjanak
részéveé. Ebben szerepet jatszhatott az a tény, hogy egyik késziilékre sem fejlesztettek ki termalis
allodyniamodellt, azaz nem alkalmaztak olyan fizikai vagy kémiai stimulust, amely a nociceptiv
hokiiszobot  lecsokkentette volna, termalis allodyniat eredményezve. Ismert, hogy a
hiperalgézia/allodynia allapotaban az analgetikumok alacsonyabb dozisokban hatékonyak, mint a
nem érzékenyitett alapallapotban. Munkacsoportunk latott fantdzidt a hokiiszobmérésben —
elsésorban az elektrofiziologiailag meghatarozott hdkiiszobbel vald Osszevethetdoség miatt —, és
célul tlizte ki a hokiiszob mérésére alkalmas késziilékek kifejlesztését, valamint a hdokiiszob
csokkenésén alapulo kiilonb6z6 paradigmak kidolgozasat és validalasat.

4.2. A nociceptiv hokiiszob mérését alkalmazo6 patkanykisérletek kozos metodikai elemei

A kisérleti protokollok megfeleltek a nemzetkézi etikai utmutatdsoknak (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. A
kisérletek folyaman mindig ugyanaz a személy kezelte az allatokat. Ekkor egy kondicionald
hokiiszobmeérés (l1asd lejjebb) tortént adaptacios célbol, amelynek eredményét nem hasznaltuk fel az
analizis soran. A kisérlet napjan két hokiiszobmérés tortén 30 perces idokozzel; ezek atlagat
tekintettiik a kiindulési, kontroll nociceptiv hdkiiszobnek.
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Az analgetikumok vagy masfajta szerek kiilonféle stimulussal (RTX-injekcio, hétrauma
vagy plantaris bemetszés) kivaltott hokiiszobesokkenésre kifejtett gatlo hatasdnak vizsgélata soran
mindig aktudlis szolvenskontrollt hasznaltunk: a hdkiiszobcsokkentd stimulus (RTX-injekciod,
hétrauma, plantaris bemetszés) elott az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét
annak szolvensével kezeltiik. A hokiliszobmérést végzd személy nem ismerte a kezelés fajtajat
(aktiv vagy szolvens). A szisztémds el0kezelés mindig i.p. tortént (0,3 ml/100 g), az intraplantaris
(1.pl) injekciot 100 pl-es térfogatban adtuk. Az analgetikumok hdkiiszobcsokkenést gatld hatdsat
szazalékban adtuk meg kovetkezd képlet segitségével: (Dropgory — Dropszer)/ Dropgory x 100, ahol
Dropszlv €s Dropser az adott stimulussal (RTX injekcid, hdétrauma, plantaris bemetszés) kivaltott
hokiiszobecsokkenés 4tlagat jelenti a szolvenssel, illetve a szerrel kezelt allatokban egy adott
idépontban vagy kiilonb6z6 idépontokban mért hokiiszobesokkenések Osszegére vonatkozdan. A
szézalékos gatlas alapjan dozis—hatads gorbéket vettiink fel. Meghataroztuk a szerek minimalis
hatékony dozisat (a legkisebb adott dozis, amely szignifikdnsan gatolta a stimulus
hokiiszobesokkentd hatasat) €s EDso-értékét (a szer maximalis gatldo hatasanak a feléhez tartozo
dozis, amelyet a dozis—hatas gorbén interpolacidval hataroztunk meg).

43. Az emelked6 homérsékletii forr6 lap ¢és a resiniferatoxinnal Kkivaltott
hékiiszobesokkenésen alapulé termalis allodynia-modell validalasa patkanyban

4.3.1. Célkitiizés

Egy szamitogéppel vezérelt, emelkedd homeérsekletii forrd lap kifejlesztését €s validalasat
tuztilkk ki célul. Ehhez a pécsi Supertech Kft. biztositotta a miiszaki-technikai tamogatéast. A
késziilek validalasa sordn vizsgaltuk a hokiiszob reprodukalhatdsagat, referencia-analgetikumok
irant érzékenységét mind alapallapotban, mind hékiiszobcsokkenéssel jard termalis allodyniaban.

4.3.2. Médszerek

A kiindulasi (kontroll) nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedo homérsékletii forro lappal és a

Az emelkedd homérsékletli forrd lap harom részbdl allt: fiitéegység (20-szor 15 cm-es
fémlap), amely alatt volt a fiitdegység, felette pedig a plexibdl késziilt megfigyeld kamra,
vezérloegység, személyi szamitdgép. A specidlis célprogram lehetdvé tette a fémlap fiitését
kiilonbozo fiitési sebességek megvalasztasaval. Ellendrzd mérések szerint a futés kozel egyenletes
volt, és a fémlap kiilonb6zd pontjain termoelemmel egyidejliileg mért hdmérsékletek eltérése kisebb
volt, mint 0,5 °C. A ,cut-off” homérséklet 50 °C-ra volt beallitva. A hokiiszObmérés soran az
allatokat a késziilék fémlapja feletti megfigyeld kamraba helyeztiik, 30 °C-os kiindulasi
laphdmérséklet mellett. Ezutan a lapot szamitogépes vezérlés segitségével egyenletesen, 6 °C/perc
sebességel futottilk mindaddig, amig az allat valamely végtagjan nocifenziv reakcid6 meg nem jelent.
Ekkor az allatot azonnal kiemeltiik a kamrabol, a fiitést megszakitottuk, majd a lapot jéghideg
ac¢lfedd rahelyezésével 30 °C ala hitottiik. A tipusos nociceptiv valaszreakcié valamelyik hatso 1ab
megnyaldsa volt, a végtag razdsa, megemelése, vagy az allat felugrasa ritkdn volt megfigyelhetd.
Azt a laphdmérsékletet, amelyik a fenti reakciok barmelyikét kivaltotta barmely labon, tekintettiik a
nociceptiv hOkiiszobnek. A kiiszobmérést 30 perc milva megismételtiik, és a két kiiszob atlaga adta
a kiindulasi (kontroll vagy alap) nociceptiv hokiiszobot. A hdkiiszob reprodukalhatdosagat vizsgalo,
limitalt szamu kisérletben mindkét hatsé végtag hokiiszobét meghataroztuk: az egyik 1ab nocifenziv
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reakcidjanak bekovetkezése utan tovabb folytattuk a lap fiitését mindaddig, amig a masik 14b is
reakciot nem mutatott. Az analgetikumok alap hokiiszobre kifejtett hatdsainak vizsgalata soran a
kontroll hékiiszob meghatirozasa utan az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét
annak szolvensével kezeltiik 1.p. 30 perccel késébb megismételtiik a hdkiiszobmérést.

Az RTX nociceptiv hékiiszobre kifejtett akut hatasanak, valamint az akut hatas farmakologiai
Ezekben a kisérletekben az egyik hatsd végtag nociceptiv kiiszobét mértiik 15 °C-os
kiinduldsi laphémérséklet és 12 °C/perc fiitési sebesség alkalmazasaval (a mérési paraméterek
valtoztatasat az RTX massziv kiiszobcsokkentd hatéasa tette sziikségess€). Az elsé mérés esetén a
lapot addig futottiik, amig barmelyik hatso végtag nocifenziv reakcidot nem mutatott. A 30 perccel
késObb megismételt mérés sordn addig fltottiik a lapot, amig annak a labnak a reakcidja be nem
kovetkezett, amelyik az els0 méréskor el0szor mutatott reakciot. A két kiiszobérték atlaga
szolgéltatta a vizsgalt 1ab kontroll hékiiszobét. Ezutan 0,048 nmol RTX-et vagy annak szolvensét
adtunk intraplantaris injekcidé formajaban, majd 5, 10, 15, 20 és 25 perc mulva megismételtiik
mindkét hatso 1ab hokiiszobének mérését. Az analgetikumok RTX-indukalta hékiiszobesdkkenésre
kifejtett hatdsanak vizsgélata soran mindig aktualis szolvens kontrollt hasznaltunk (lasd 4.2. pont).

Az RTX nociceptiv hokiiszobre kifejtett hosszu tavu hatasanak vizsgalata

Az allatok mindkét hatsé lababa 0,048 nmo6l RTX-et vagy annak szolvensét adtunk
intraplantaris injekcid formdajadban, majd 1, 2, 4, 6 és 24 ora elteltével, ezt kdvetden naponként
megismételtiik a hokiiszobmérést az elséként reagald labra vonatkozéan. Ha elértiik a ,,cut-oft”
értéket, az allatot eltavolitottuk a laprol, és 50 °C-nak vettiik a kiiszobot. A kétoldali kezelésre azért
volt sziikség, hogy elkeriiljiikk a nem kezelt 1ab égési sériilését, amely abbol szarmazott volna, hogy
az RTX hosszu tava hatasként megemeli a hdkiiszobot.

4.3.3. Eredmények és megbeszélés

A kezeletlen patkdnyok hats6 laban mért hdkiiszob 45,3+0,3 °C (n=36) volt. A
hokiiszObmérés adott allatcsoporton beliili variabilitasdnak vizsgéalata soran 3 allatcsoportban
(n=12) 5 percenként, 30 percenként, illetve naponként ismételtiik a hokiiszobot mindkét hatso
végtagon 66 alkalommal. Ezen eredmények statisztikai analizise sordn nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget (1) ugyanazon lab kiilonb6zd idOpontokban mért kiiszobei kozott; (i1) az allat
kiilonb6zd idépontokban mért nociceptiv kiiszobértékei kozott (a két 1ab kiiszobértéke koziil az
alacsonyabbat tekintettiik az allat kiiszobének); (ii1) a bal és jobb lab egyazon idépontban mért
kiiszobértékei kozott. Mindez a nociceptiv hokiiszob mérésének rendkiviil j6 reprodukalhatosagat
jelzi. A szisztémdsan adott morfin, diclofenac ¢és paracetamol egyarant dozisfliggd modon
megemelte a nociceptiv hokiiszobot, mig szolvenseik hatdstalanok voltak. A morfin bizonyult a
leghatékonyabbnak. A szerek minimalis hatékony doézisat és az 1 °C-os kiiszobemelkedésnek
megfeleld (szdmitott) dozist az 1. tablazat tartalmazza.

Az RTX szolvensének intraplantaris injekcidja nem okozott sem nocifenziv reakciot, sem
valtozast az emelked6 homérsékleti forr6 lapon mért hdkiiszobben. Az RTX intraplantaris
injekcidja (0,048 nmol) tipusosan maximum 5 percig tartd nocifenziv reakciot valtott ki, amely a
talp nyalasaban, harapasaban, ritkdn annak emelésében nyilvanult meg. Ennek lezajldsa utan az
emelkedd hdmérsékletli forro lapon tesztelve az elsé nocifenziv reakcio a lab emelése volt (ami nem
kezelt allatoknal nagyon ritkdn fordult eld). A labemelési reakcidé 3441 °C-os laphdmérsékletnél
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kovetkezett be, majd 4-6 °C-kal magasabb homérsékletnél jelent meg a lab nyalasi reakcioja.
Mindkét reakcidora nézve a hokiiszob 5 perccel az RTX adadsa utan volt a legalacsonyabb, és
fokozatosan tért vissza a kontroll értékre a 25. percre. A nem kezelt 1ab csak a nyaldsi reakcidt
mutatta, a kontrollhoz képest valtozatlan kiiszobérték mellett, jelezve, hogy az RTX hatésa lokalis
volt. A TRPVI1-antagonista [-RTX-szel tortént intraplantéris elékezelés (0,05 nmol, 5 perccel az
RTX-injekcio el6tt) nem valtoztatta meg a hokiiszobot, de szignifikdnsan mérsékelte az RTX
hokiiszobecsokkentd hatasat, igazolva a TRPV1-receptor kozvetitd szerepét. Az RTX okozta
kiiszobesokkenést hdallodyniaként értelmezhetjiik, hiszen normal kériilmények kézott a 3441 °C-
os hdmérsékleti ingerek nem valtanak ki nocifenziv reakciot.

A szisztémasan adott morfin, diclofenac és paracetamol egyarant gatolta az RTX-szel
kivaltott nociceptiv hokiiszobcsokkenést mind a négy mérési idOpontban a szolvenssel
Osszehasonlitva. Az analgetikumok gétld hatdsanak jellemzésére két paramétert hasznaltunk: az 5.
percben mért hdkiiszobcsokkenés az RTX hatdsanak maximumat jelenti, mig az 5., 10., 15. és 20.
percben mért hokiiszobesokkenések 0sszege integrativ paraméterként a teljes RTX-hatést tiikrozi. A
dozis—hatas gorbék alapjan meghatarozott minimalis hatékony dozisokat és EDsp-értékeket az 1.
tablazat tartalmazza. Eszerint mindhdrom szer minimalis hatékony ddzisa az antiallodynias hatasra
nézve joval alacsonyabb, mint a kontroll hokiiszob emelkedésére vonatkozoan. Emiatt az RTX-szel
kivaltott hokiiszobesokkenés gatlasdn alapuld nociceptiv teszt érzékenyebb paradigma a morfin,
diclofenac és paracetamol termalis antinociceptiv hatdsanak kimutatdsira, mint a kontroll kiiszob
megemelésén alapuld vizsgéalat. Hangsulyozando, hogy a morfin és a diclofenac minimalis
hatékony antiallodynias dozisa kdzel van a klinikai gyakorlatban hasznalt huméan d6zisokhoz, ami
szintén a paradigma farmakologiai érzékenységét jelzi.

1. tablazat. 4 morfin, diclofenac és paracetamol minimalis hatékony dozisa a kontroll hokiiszob
emelésére és az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenés gatlasara vonatkozoan.

Morphine Diclofenac Paracetamol

Elevation of the Minimum ED-¢ Minimum ED, ¢ Minimum ED|-¢
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

Az RTX hokiiszobecsokkentd hatasanak fazikus jellege (gyorsan kialakuld €s rovid hatés)
valdszinlitlenné teszi, hogy a valasz soran szdmottevd mértékii gyulladasos reakcio alakuljon ki.
Emiatt a diclofenac hatdsa primer antinociceptiv hatasként értékelendd, és nem tekinthetd a
gyulladasgatlo hatas kovetkezményének. Ebbdl a szempontbol az RTX-hdallodynia modell elonyds,
mivel szamos mas haszndlatos hiperalgézia-modellben (pl. carregenin, Freund-adjuvans) jelentds
gyulladdsos komponenssel kell szdmolni, ami akadalyozza a gyulladasgatldo €s az antinociceptiv
hatasok elkiilonitését.

Kétoldali RTX-injekcid (0,048 nmol/lab) utan 1 o6raval szignifikans hokiiszob-emelkedést
mértiink, ami hasonld mértékben jelentkezett a 2., 4, 6. és 24. 6raban, majd ezt kdvetden az 5.
napig. Ezen teljes id0szakban a ldbemelési reakciot egyetlen esetben sem tapasztaltuk, az allatok
mindig valamely hatsé 1ab nyalasaval reagaltak a termalis ingerlésre. A maximalis hdkiiszob-
emelkedés 3 °C koriili volt. Az 1 6ra utan mért tartds, de reverzibilis hokiiszob-emelkedést az RTX
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szenzoros deszenzibilizdld hatdsanak megnyilvanulasaként értelmezhetjiik, amely a TRPVI1-et
expresszald idegvégzddések funkciondlis karosodasanak eredményeképpen alakul ki. Hasonlo
hatast irt le a kapszaicinre Szolcsanyi (1985; 1987b) az éaltala kifejlesztett modszerrel, amely
azonban csak a nociceptiv hokiiszob hozzavetdleges meghatarozasat tette lehetéove (lasd 4.4.1.
pont). Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a nociceptiv hékiiszob mérése alkalmas a TRPV1-
agonistak szenzoros deszenzibilizalé hatasdnak in vivo vizsgalatara (a tovabbi kisérleteket 1asd az
5.7.2. pontban).

Limitalt szamban 28-42 g-os ndstény C57BL6 egereken (vad tipusu, illetve TRPVI-
génhidnyos) is végeztiink hdkiiszObmérést. Nem talaltunk szignifikdns eltérést a TRPVI1-
génhidnyos ¢és a vad tipusu egerek nociceptiv hokiiszobe kozott (45,6+0,5 versus 45,2+0,4 °C). Ez
arra utal, hogy alaphelyzetben a TRPV1 nem jarul hozzé az egér hatso laban a nociceptiv hokiiszob
beallitasahoz.

4.4. Az emelkedd homérsékletii vizfiirddo és az enyhe hétraumaval Kkivaltott
hékiiszobesokkenésen alapulé termalis allodynia-modell validalasa patkanyban

4.4.1. El6zmények és célkitiizés

Az emelkedd homérsékletli forrd lap modszerrel nyert eredményeink igazoltdk, hogy a
nociceptiv hokiiszob mérése igéretes megkozelités a termonocicepcid vizsgalatara. Ugyanakkor az
altalunk kifejlesztett késziilékkel kapcsolatban sorozatos meghibasodasok Iéptek fel, amelyek
korrekcioja nem sikeriilt kielégitd mértékben. Ezért alternativ megoldasként egy masik, szintén a
nociceptiv hokiiszob mérésére alkalmas késziilek kifejlesztését tartottuk célravezetdonek, amelynek
,»0se” a korabbiakban mar bevalt. Szolcsdnyi Janos mar 1985-ben végzett olyan kisérleteket
(Szolcsanyi, 1985), amelyekben €ber patkany egyik hatsé labat allandé homérsékletii vizfiirddbe
martotta, oly médon, hogy a vizflirdd hdmérsékletét 1°C-os Iépésekben ndvelte mindaddig, amig az
allat a 1abat ki nem réntotta a vizbol. Ezzel az (j modszerrel kozelitdleg tudta mérni a nociceptiv
hokiiszobot. Ebbdl kiindulva kivantunk kifejleszteni olyan emelkedd hdmérsékletli vizfiirdot, amely
képes a nociceptiv hokiiszob pontos meghatarozasara.

4.4.2. Méodszerek

A nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedo homérsékletii vizfiirdovel

Az emelkedd hémérsekletli vizflird6t az Experimetria Kfi-vel (Budapest) egylittmiikodve
fejlesztettiik ki. A késziilek két részbdl all: egy miianyag hengerbdl (12 cm belsé atmérd, 14 cm
magassag), amelynek az aljan taldlhat6 az elektromos fiitdegység €s a vezérldegységbdl, amelynek
segitségével a hengerben levd viz gyorsan és viszonylag egyenletesen felmelegithetd. A
vezérldegység mutatja a vizfiirdd aktudlis hdmérsékletét, amelyet a fliird kézepén, a vizfelszin alatt
35 mm-rel mér egy termoelem. A késziiléken beéllithato a fités kiindulasi hdmérséklete (30 vagy
40 °C) és sebessége (6, 12 vagy 24 °C/perc). A fiités egy labkapcsoloval megallithatd, ilyenkor az
aktualis vizhdmérséklet kimerevedik a kijelzén. A viz visszahiitése oly moédon torténik, hogy egy
pumpa hideg vezetékes vizet sziv be a vizflirdébe, ahonnan a talfolyo viz elvezetddik. A kiindulasi
(kontroll) hokiiszob méréséhez 30 °C-os kiinduldsi hdmérsékletet, 24 °C/perc flitési sebességet €s
53 °C ,cut-off” homérsékletet allitottuk be. A patkényt fliggdleges testhelyzetben gyengéden
kézbefogva az egyik hatso labat kb. 3—4 cm mélyen belemartottuk a vizfiirdébe. Ezutan elinditottuk
a futést. Amikor az allat kihtizta a labat a vizbol, azonnal leallitottuk a fiitést, és a késziilék altal
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kijelzett hdmérsékletet tekintettiik a 1ab nociceptiv hokiiszobének. A kiiszobmérést 30 perc mulva
megismételtiik ugyanazon a végtagon, ¢és a két kiiszob atlaga adta a kiindulasi nociceptiv
hokiiszobot. A hokiiszob reprodukalhatosagat vizsgalo kisérletben mindkét hatsd végtag hdkiiszobét
meghataroztuk: eldészor az egyikét, majd 10 perc mulva megismételtilk ugyanazon a labon a
kiiszobmérést, egészen a 60. percig. Ezt kovetden a masik ldbon végeztikk el 10 percenként a
méréseket.

Az enyhe hotrauma nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatdsanak, valamint e hatas farmakologiai

A kiindulasi hokiiszob mérése utan az allatokat dietiléter alkalmazasaval boditottuk, és az
egyik hatso labat 51 °C homérsékletli vizbe martottuk 20 masodpercig. Az enyhe hdtrauma ezen
paramétereit elokisérletekben valasztottuk oly modon, hogy az allatok ébredés utdn nocifenziv
reakcidt ne mutassanak, de jelentds hokiiszobcsokkenés j6jjon létre. Az allatok felébredeését
kovetden a hétrauma utan 0,5, 1, 1,5 2, 4 és 24 oraval tortént hokiiszobmérés a termalis allodynia
kinetikdjanak vizsgélata céljabol. A referencia-analgetikumok hatdsdnak vizsgalata soran a
hétrauma utan 10 és 20 perccel tortént hokiiszobmérés a termalis allodynia verifikalasa céljabol. Ezt
kovetden a szert vagy annak szolvensét adtuk i.p. vagy intraplantarisan a 20 perces kiiszobmérés
utan kozvetleniil. Ezutan a 40., 50. és 60. percben mértiik a hokiiszobot.

4.4.3. Eredmények és megbeszélés

A kezeletlen patkanyok hats6 1dban az emelkedd homérsekletli vizfiirddvel mért nociceptiv
hokiiszob 43,5+0,4 °C volt. Hat alkalommal 10 percenként ismételt kiiszObmérés soran nem
talaltunk szignifikans eltérést a bal vagy a jobb lab kiilonb6zd idépontokban mért hokiiszobei
kozott. Ez arra utal, hogy a nociceptiv hokiiszob az emelkedd hdmérsékletli vizfiirddvel ugyanolyan
J61 reprodukalhaté moédon mérhetd, mint az emelkedd hdmérsékletli forrd lappal. A hétrauma (51
°C, 20 s) utan az 4allatok néhany percen beliil felébredtek az éternarkozisbol. Ezt kovetden
nocifenziv reakci6 nem volt megfigyelhet6. A hoétrauma hatasara a 30. percben 7-8 °C-kal
lecsokkent a hokiiszob, és ez a termalis allodyniaként értékelhetd hatés a 2. 6ra végéig kozel allandod
mértékben fennallt. A kisérleteinkben kimutatott hdkiiszobcsokkenést termalis allodyniaként
értékelhetjiik, amelynek kinetikdja hasonld, mint a latenciaméréses allatkisérletekben kimutatott
hétraumaval kivaltott terméalis hiperalgézia¢ (Coderre ¢s Melzack, 1987; Nozaki-Taguchi és Yaksh,
1998). Az enyhe hdétraumaval kivaltott termdlis allodynia a klinikailag relevans elséfoka égési
sériilés allatkisérletes modelljének tekinthetd, emiatt transzlacidos szempontbol is jelentds.

A szisztémasan adott morfin, diclofenac, ibuprofen és paracetamol egyarant gatolta az enyhe
hétraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenést. A 40., 50. €s 60. percben mért hokiiszobcsokkenés
Osszege alapjan szamitott szazalékos gatlasok felhasznaldsaval nyert dozis—hatas gorbék szerint a
morfin legnagyobb dozisa kozel teljes gatlast okozott, de a masik harom szernél is 50% f616tt volt a
maximalis gatlds. A szerek minimalis hatékony dozisat €s EDs értékét a 2. tablazat tartalmazza.
Figyelemreméltd, hogy ezek az értékek mindegyik szernél igen alacsonyak, jelezve a paradigma
nagy érzékenységét mind az dpioid, mind a nem-6pioid tipusu standard analgetikumok irant.
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2. tablazat. A4 morfin, diclofenac, ibuprofen és paracetamol legkisebb hatékony dozisa (MED) és
EDsy értéke az enyhe hétraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenésre  kifejtett gatlo  hatasara

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

Paradigmank utédnozta a klinikai gyakorlatot abban az értelemben, hogy az analgetikum
adasa a hiperalgézia kialakulasa utan, és nem el6kezelés formajaban tortént. Ennek megfelelden a
szerek hatasanak vizsgélata a hdtraumatol szamitott 40—-60 perces intervallumban tortént, amikorra
mar szamottevl gyulladasos reakciod alakulhatott ki. Emiatt nem zarhat6 ki, hogy a diclofenac és az
ibuprofen esetében a mért antiallodynias hatds egy része a szerek gyulladasgatld hatdsanak
masodlagos kovetkezményeként jott Iétre. Az intraplantarisan adott morfin, diclofenac €s ibuprofen
szintén gatolta a hdétraumdval kivaltott hdkiiszoObesokkenést olyan dozisokban, amelyek
alacsonyabbak, mint a szisztémas addsnal meghatarozott minimélisan hatékony adagok, jelezve a
szerek lokalis hatasat. Ezzel 6sszhangban mind a morfin, mind a COX-gatlo szerek periférids
tamadaspontjara vonatkoz6 tamogatd adatok ismertek (Ferreira et al., 1978; Stein et al., 1988).

4.5. A sebészi bemetszéssel kivaltott hokiiszobcesokkenésen alapulo termalis allodynia-modell
validalasa patkanyban

4.5.1. El6zmények és célkitiizés

A patkanyban vagy egérben a hatso 1ab talpi részén sebészi bemetszéssel (incizioval) keltett
termalis €s mechanikai hiperalgézia a posztoperativ fijdalom elfogadott allatkisérletes modellje
(Brennan et al., 1996). Kordbbi — az emelkedd hdmérsékleti forrd lappal, illetve vizfiirdovel
végzett — kisérleteinkben két akut modellben tudtuk kimutatni a nociceptiv hokiiszob csdkkenését:
RTX hatésara kb. fél 6raig, az enyhe hétrauma esetében 2 oOraig tartott a kiiszobcsokkenés (lasd
4.3.2. és 4.4.3. pont). Mindezek fényében célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy kimutathato-e a
nociceptiv hokiiszob csokkenése a sebészi bemetszéssel kivaltott szubakut/kronikus hiperalgézia
soran.

4.5.2. Modszerek
A plantaris incizio nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatasanak és e hatas farmakologiai
A kiindulasi (preoperativ) nociceptiv hokiiszob emelkedd hdmérsekletli vizfiirddvel torténd
mérése (lasd 4.4.2. pont) utdn a patkdnyok bal hats6 ldban plantaris incizidt végeztiink Brennan ¢€s
munkatarsai (1996) médszere szerint, kis modositasokkal. Az allatokat 50 mg/kg pentobarbitallal
elaltattuk, majd a bal hatso 1ab talpi részén steril elokészités utan a sarok proximalis €létél 1 cm-re
kezdve 10-es pengével hosszanti iranyban az ujjak felé bemetszést ejtettiink, atvagva a bort, fasciat
¢s a plantaris izomzatot. A sebet két varrattal zartuk, majd povidon-jod-oldattal bekentiik. Az
allatok 18 Oraig tartdé peridodus soran tértek magukhoz. Ebredés utin a posztoperativ hékiiszob
mérésére kertlt sor, majd az egyik szériaban kezelésben nem részesiilo allatok incindalt labanak
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hokiisziibét mértiik naponta, egy héten at. Egy masik sorozatban a legalabb 3 °C-os
kiiszobecsokkenést mutatd allatokban — aktudlis szolvenskontroll (lasd 4.2. pont) mellett — morfin,
diclofenac vagy paracetamol i.p. vagy intraplantdris adaséara keriilt sor, és ezutan 10 percenként
tortént hokiiszobméreés.

4.5.3. Eredmények és megbeszélés

A patkényok preoperativ kontroll hokiiszobe 43,7+0,4 °C volt (n=16). 18 draval a sebészi
bemetszeés utan a narkd6zisbol magukhoz tért allatok nem mutattak semmiféle nocifenziv reakciot.
Az altalanos érzéstelenités nem valtott ki olyan utdhatéast, amely befolyasolta volna a hokiiszobot,
hiszen az ellenoldali, nem incindalt 1ab kiisz6be nem valtozott meg a preoperativ kontrollhoz
képest. Az ismételt kiiszObmérések soran kideriilt, hogy az incizi6 hatdsira 5-7 °C-os
hokiiszobesokkenés, azaz termadlis allodynia jott 1étre, amely nagyjabol valtozatlan mértékben
legalabb 7 napon keresztiil fennallt. Ez a kinetika hasonld, mint a latenciaméréssel kimutatott
incizié indukalta termalis hiperalgéziaé¢ (Zahn és Brennan, 1999), jelezve, hogy a hokiiszobmérés
ugyanugy alkalmas a jelenség vizsgalatara, mint a konvencionalis megkdzelités. Kimutattak in vitro
elektrofiziologiai kisérletekben, hogy patkany hatsé végtagjanak borében incizid hatdsara a
polimodalis C nociceptorokban spontan aktivitas €s termalis aktivacios kiiszob csokkenése jon létre
(Banik és Brennan, 2004). Mindez jo példat szolgéltat a hdékiiszObmérés azon eldnyére, hogy
segitségével a magatartasi €s az elektrofiziologiai eredmények kozvetleniil sszevethetok.

A referencia-analgetikumok antiallodynias hatasanak vizsgalatakor a szerek adasa az inciziod
okozta allodynia kialakulasa utan, az els6 posztoperativ hokiiszobmérést kovetden tortént, utdnozva
a klinikai gyakorlatot, ahol az analgetikumot tobbnyire a fajdalomallapot fellépése utan adjak. Az
elsé posztoperativ hdkiiszobmeérést (18 draval az incizid utan) kdvetden szisz€émasan adott morfin,
diclofenac ¢s paracetamol egyarant dozisfliggd moddon csokkentette az incizidoval kivaltott
hokiiszobecsokkenést a szolvenséhez viszonyitva, azaz antiallodynids hatést fejtett ki. A morfin gatlo
hatasa volt a legnagyobb, 60% koriili, a paracetamol valamivel kisebb (55%-0s) maximalis hatést
valtott ki, mint a morfin, de csak nagyobb dozisokban. A diclofenac maximalis gatlo hatdsa 40%
koriil volt. Mindhdrom vizsgalt analgetikum esetében az incizid okozta hdkiiszobesokkenés
gatlasara vonatkozo minimalis hatékony do6zis hasonld volt, mint a korabbi kisérleteinkben RTX-
szel vagy az enyhe hdtraumaval indukalt kiiszobcsokkenésre nézve (lasd 4.3.3 és 4.4.3. pont). Az
intraplantarisan adott morfin ¢és diclofenac egyarant csokkentette az incizidoval kivaltott
hokiiszobesokkenést a szolvenséhez viszonyitva, Az i.pl. adott dozisok kisebbek, mint a szisztémas
adasnal meghatarozott minimalisan hatékony adagok, jelezve a szerek lokalis hat4sat.

4.6. TRPV1-receptor-antagonistak osszehasonlité vizsgalata patkanyban a nociceptiv
hokiiszob csokkenésén alapulo héallodynia-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) a gyogyszerfejlesztés homlokterében
allo, szelektiv TRPV1-antagonistdk voltak. Az altalunk kifejlesztett, a patkdny hatsé laban mért
nociceptiv hokiiszob csokkenésén alapuld harom hdallodynia-modell mindegyikében igazoltuk a
TRPV1-receptor szerepét (lasd 4.3.3 és 5.2.2. pont). Ez lehetdvé tette, hogy a fent emlitett — harom
kiilonb6zé gyar altal eldallitott — TRPV1-antagonista hatékonysagat és hatdserdsségént direkt
modon Gsszehasonlitsuk az altalunk kifejlesztett hdallodynia-modellekben. Ezenkiviil az RTX-
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modell felhasznalasdval 0Ossze akartuk hasonlitani a hdkiiszobmérésen €s a hagyomanyos,
latenciaid6-mérésen alapuld metodikai megkozelités TRPV 1-antagonistak irdnti érzékenységét.

4.6.2. Modszerek
A nociceptiv hokiiszob mérése a kiilonbozo héallodynia-modellekben

Az RTX-szel kivaltott hokiiszobecsokkenés vizsgalata soran (lasd 4.3.2. pont) a nociceptiv
hokiiszobot az emelkedd hdmérsékletli vizfiirdovel mértiik, és az RTX intraplantéaris dézisa 0,01 pg
volt. Mindhdrom TRPV 1-antagonistat per os (0,5 ml/100 g) adtuk 1 éraval az RTX injekcidja elott.
Az enyhe hdtraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenés vizsgdlata soran (lasd 4.4.2. pont) mindharom
TRPV1-antagonistat ip. adtuk, mert a wvalidalt protokoll szerint a szer adasa és az elsd
hokiiszobmérés kozott csak 20 perc telt el. A plantaris bemetszéssel kivaltott hokiiszobesokkenés
vizsgalata soran (lasd 4.5.2. pont) a per os (0,5 ml/100 g) torténd antagonistaadas utén 1, 2, 3 és 4
oraval tortént hokiiszobméreés.

Az RTX latenciaidore kifejtett hatasanak vizsgalata a Hargreaves-féle plantartesztben

A mérésekhez ,Plantar Test Type 7371” késziiléket (Ugo Basile, Comerio, Italy)
hasznaltunk. A patkdnyt egy miianyagdoboz iivegbdl késziilt aljara helyeztiik, és a hdingerként
szolgalo fénysugarat az egyik hatsd végtag plantaris felszinére iranyitottuk. Amint az allat elrantotta
a 1abat, a hostimulacidé automatikusan leallt, €s a stimulacio elejétdl eltelt idot kijelezte a késziilek,
mint latenciaid6t. Két kontrollmérés utan — amelyek atlaga szolgaltatta a kiindulasi latenciaidét — a
megfeleld TRPV1-antagonistat per os (0,5 ml/100 g) adtuk, majd 1 6ra elteltével RTX-et (0,06 pg)
adtunk intraplantarisan, €¢s 10 perc mulva megismételtiik a latenciaidé mérését.

4.6.3. Eredmények

Mindhdrom TRPVI1-antagonista p.o. elokezelést kovetden dozisfliggd modon gatolta az
RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenést minden mérési idépontban. Mindharom szer minimalis
hatékony doézisa 1 mg/kg volt. Az SB705498 legmagasabb dozisa teljesen megsziintette a
hokiiszobesokkenést, mig a BCTC ¢és az AMG9810 maximalis gatldo hatasa 74,5, illetve 66,2%-0s
volt. Mindharom TRPV 1-antagonista i.p., a h6trauma utan adva dozisfiiggd mdédon gatolta az enyhe
¢geési sériiléssel kivaltott hokiiszobesokkenést. A vizsgalt 1-30 mg/kg-os dozistartomanyban 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. Mindharom TRPV1-antagonista p.o. alkalmazédsa — az incizidval keltett termalis
allodynia verifikdlasa utdn — dozisfliggd mddon gatolta a bemetszéssel kivaltott
hokiiszobesokkenést. A legnagyobb hatékonysagot az AMG9810 mutatta 84,4%-os gatlassal, a
legkevésbé aktiv az SB705498 volt 40,5%-kal. A minimalis hatékony dozis alapjan az AMG9810
¢s a BCTC voltak a legpotensebbek. A kiinduldsi hokiiszob meghatarozasa utan i.p. 30 mg/kg-os
doézisban adott TRPVI1-antagonistdk egyike sem valtoztatta meg a bazalis hokiiszobot. A
plantartesztben a kiindulasi labvisszahtizasi latenciaidé 11,0+0,3 s volt, amely RTX intraplantaris
injekcidjanak hatasara 4,4+0,3 s-re csokkent le, jelezve a termalis hiperalgézia kialakulasat.
Mindhéarom TRPV1-antagonista per os adasa 1 6raval az RTX eldtt csak a legmagasabb, 30 mg/kg-
os dozisban gatolta az RTX-szel kivaltott latenciaidé-rovidiilést 40% koriili gatlasi szazalékok
mellett.
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4.6.4. Megbeszélés

Az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenést mindharom antagonista a legmagasabb dézisban
jelentds mértékben gatolta, és mindharom szer mar 1 mg/kg-os dozisban hatékony volt. Korabbi
vizsgélatokban ezen antagonistaknak csak 3—10-szer magasabb dozisaival tudtak kimutatni termalis
¢s mechanikai antihiperalgetikus hatast (Rami et al., 2006; Pomonis et al., 2003; Gavva et al.,
2005), ami a hokiiszObmérési paradigma kivald érzékenységét jelzi. Még inkabb hangsulyozando,
hogy a termonocicepcid vizsgalatanak egyik ,gold standard”-janak szdmitd plantartesztben
(Hargreaves et al., 1988) — ahol a kiiszobfeletti ingerre adott nocifenziv reakcié latenciaidejét mérik
— az RTX-szel kivaltott latenciardvidiilést csak 30-szor (!) magasabb dozisu antagonistaval lehetett
gatolni, mint ami az RTX hdkiiszobcsokkentd hatasdnak gatlasdhoz sziikséges. Ez azt jelenti, hogy
a hokiiszobmeérési paradigma a periférias nociceptorokon hatd6 TRPV1-antagonistdk antiallodynias
hatasanak kimutatdsira sokkal érzékenyebb, mint a latenciamérésen alapuld megkdzelités. Az
enyhe hétraumaval, illetve a plantaris bemetszéssel kivaltott kiiszobcsokkenés a vizsgalt TRPV1-
antagonistak irdnt hasonld érzékenységet mutatott. Masfajta hiperalgéziamodellekben az
antagonista szerek minimalis hatékony adagjai hasonldéak vagy magasabbak voltak (Rami ef al.,
2006; Pomonis et al., 2003; Gavva et al., 2005), mutatva hogy e két, hokiiszobmérésen alapulod
modell legalabb akkora vagy nagyobb érzékenységgel mutatja ki a TRPV1 szerepét. Emlitésre
meéltd, hogy egyik tesztelt antagonista sem modositotta a kiindulasi, bazalis nociceptiv hdkiiszobot,
jelezve, hogy a TRPVI1 nem jatszik szerepet a hdkiiszob bedllitdsaban. Mivel a TRPVI-
antagonizmus tovabbra is igéretes gydgyszerfejlesztési irdnynak tekinthet6 (lasd 1.3.1. pont), a jelen
eredmények e szerek preklinikai tesztelését jelentds mértékben tdmogathatjak.

4.7. Az emelked6 hémérsékletii vizfiirdo validalasa egérfarkon torténé hokiiszobmérésre. Az
emelked6 hémérsékletii vizfiirdé tovabbfejlesztése egértarté hengerek alkalmazasaval

4.7.1. El6zmények és célkitiizések

Az antinociceptiv gyodgyszerhatdsok vizsgalataban mind az alapkutatdsban, mind a
gyogyszergyari tesztelés soran kiterjedten alkalmaznak egereket. Ezért az emelkedd homérsékletii
vizflird6t adaptalni kivantuk az egér farkan torténd mérésre. Ennek sordn referencia-analgetikumok
¢s pszichoaktiv szerek hdkiiszobre €s pszichomotoros aktivitdsra kifejtett hatdsait analizaltuk.
Mindezeken talmenden célunk volt a hokiiszobmérés moddszerének olyan modositasa, amelynél
nem kell kézbevenni az egeret.

4.7.2. Mddszerek
A nociceptiv hokiiszob mérése az egér farkan az emelkedo homérsékletii vizfiirdovel

A nociceptiv hokiiszobot 25-35 g-os CDI1 egerek farkan mértiik meg az altalunk
kooperacioban (Experimetria Kft, Budapest) kifejlesztett emelkedd homérsekletli vizflirdd
segitségével. Az egeret fliggdleges pozicioban tartottuk gyengéd fogassal a vizfiirdd fOlott ugy,
hogy az allat farka kb. 2 cm mélyen beérjen a vizbe. A kiindulasi hdmérséklet 40 °C, a flitési
sebesség 24 °C/perc volt. A tipikus végpont a farok kirantasa vagy megrazdsa volt. Ezek
barmelyikének bekodvetkezésekor az allat farkat kiemeléssel eltavolitottuk a vizfiirddbol, a fiitést
leallitottuk, €s az aktualis vizhOmérsékletet tekintettiik a nociceptiv hdokiiszobnek. A ,,cut-off”
hémérsékletet 53 °C-ra allitottuk be. A késziilék metodikai tovabbfejlesztéseként kialakitottunk egy
olyan elrendezést, amelynél az egeret nem kell kézbe venni, mivel a mérés elott 10 perccel az allat
milanyagbol késziilt, feliil zarhatd hengerbe keriil, amelybdl lefelé kilog a farka, a henger oldalan
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levé lyukak pedig biztositjdk a szabad légzést. A hengerek fiiggdleges helyzetben logtak egy
allvanyon, amelyen vizszintes irdnyban el tudtak csuszni. A kiiszobmérés soran a soron kovetkezd
hengert a vizfiirdé folé pozicionaltuk olyan magassagban, hogy az allat lefelé kil6go farka kb. 4 cm-
re logott be a vizbe. Ezutan meginditottuk a viz felfiitését 30 °C-os kiindulasi hdmérsékletrol 24
°C/perc sebességgel. A futést addig végeztiik, amig az allat ki nem rantotta a farkat a vizbol. Az
ekkori vizhdmérsékletet tekintettiik a farok nociceptiv hokiiszobének.

A pszichomotoros aktivitas vizsgdlata az ,,open field” tesztben

Az allatok lokomotoros aktivitdsat és explorativ viselkedését az ,,open field” tesztben
vizsgaltuk. Az allat magatartasat videokamerdval rogzitettiikk, majd utdlag elemeztiik. Az alabbi
harom paramétert hatdroztuk meg az 5 perces (300 masodperces) teljes vizsgalati periodus 3
egyforma, 100 masodperces részében: meglatogatott négyzetek szama, a lokomdciod idGtartama, az
agaskodasok szdma.

4.7.3. Eredmények

Az egér farkdn a kiinduldsi (alap) nociceptiv hdkiiszob 45,80+0,13 °C volt. A
hokiiszObemelési paradigmaban a morfin volt a leghatékonyabb és a legpotensebb (mg-os alapon): a
maximalis hokiiszob-emelkedés kozel 5 °C volt, és a legkisebb hatékony (szignifikdns hdkiiszob-
emelkedést kivaltd) doézisa 6 mg/kg volt. A diclofenac és a metamizol csak a legmagasabb
alkalmazott dézisban tudta megemelni a hokiiszobot, és a hatas joval kisebb volt, mint a morfiné. A
diazepam két magasabb, mig a droperidol legmagasabb dozisa emelte meg a hokiiszobot.

Az ,open field” tesztben a morfin csak az agaskodasok szdmat csOkkentette, lényegében
csak a 12 és 24 mg/kg-os dozisokban. A diclofenac nem mutatott semmiféle hatast. A metamizol
kozépsd és legmagasabb dozisa jelentds gatld hatdst fejtett ki a legtobb vizsgalt paraméterre. A
diazepam ¢€s a droperidol jelentds gatlo hatasokat fejtett ki minden paraméterre nézve.

A morfin legkisebb alkalmazott dozisat (3 mg/kg) — amelyik mind a nociceptiv tesztben,
mind az ,,open field” tesztben hatéstalan volt —, a diclofenac, metamizol, diazepam ¢és droperidol
olyan adagjaival kombinaltuk, amelyeknek szintén nem volt szignifikans hokiiszobemeld hatasa. Az
Osszes kombinacio (kivéve a diclofenac—metamizol parost) szignifikansan megemelte a nociceptiv
hokiiszobot, vagyis a szerek mindegyike hatékonnya tette a szublimindlis morfint. A morfin
diclofenac-kal torténd kombindcidja esetén nem volt pszichomotoros gatlas, mig a morfin plusz
metamizol esetében kisebb volt, mint a metamizol egyediili alkalmazasakor. A morfin diazepammal
vagy droperidollal torténd kombinacioja esetén a pszichomotoros gatlds csak kissé volt nagyobb,
mint a pszichoaktiv szer egyediili alkalmazasakor.

Egy sorozatban az egerek farkdn a hdkiiszobot az A4llattartd hengerekkel kiegészitett
emelkedd homérsékletli vizfirdovel mértikk. Az 5% AITC 30% DMSO-ban oldva/emulgedlva —
ellentétben a paraffinban vagy 96%-0s etanolban adott szerrel — jelentds mértékben, mintegy 10-11
°C-kal lecsokkentette a nociceptiv hdkiiszobot ugy, hogy a vehikulum (30% DMSO) 6nmagéaban
nem befolyasolta azt. A 30% DMSO-ban adott 0,5 %-0s AITC csak 5-7 °C-os, a beadas utani elsd
20 perces iddszakra korlatoz6do hdokiiszobesokkenést valtott ki, ezzel szemben az 1% AITC
jelentés mértékben (10-14°C-kal) és a teljes vizsgalati periddusban (60 perc) lecsokkentette a
hokiiszobot. Emiatt az AITC-vel kapcsolatos tovabbi kisérleteinkben (lasd 5.6. pont) ezt a
koncentraciot alkalmaztuk.
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4.7.4. Megbeszélés

Az emelkedé hémérsékletii vizfiirdével a CD1 egerek farkan meghatdrozott nociceptiv
hokiiszob (45,80+0,13°C) hasonld, mint a korabbi kisérleteinkben C57Bl/6 egerek hatso
végtagjanak a talpan az emelkedé hdmérsekletli forrd lappal meghatarozott hékiiszob (45,2+0,4 °C;
pont). Mivel az NSAID tipusu analgetikum diclofenac legmagasabb dézisa (30 mg/kg) megemelte a
nociceptiv hdkiiszobot anélkiil, hogy befolyasolta volna a pszichomotoros aktivitast, valodi
antinociceptiv effektusként értékelhetd a hokiiszob megemelkedése. Vizsgalataink a morfin valddi
antinociceptiv hatasat is igazoltak, mivel (i) a szer dozisfliggéen megemelte a hokiiszobot; (i1)
minimalis effektiv dozisa (6 mg/kg) csak az dgaskodasok szdmat csokkentette az ,,open field”
tesztben; (ii1) két magasabb ddzisa is csak az dgaskodasokra hatott, hasonlé mértékben, de ezeknél a
dézisoknal a kiiszobemelkedés jelentdsen kiillonbozott; (iv) a diazepam és a droperidol magasabb
adagjai jelentOs pszichomotoros gatlas mellett csak joval kisebb kiiszobemelkedést okoztak, mint a
morfin. A metamizol csak a legmagasabb alkalmazott do6zisban emelte meg a nociceptiv
hokiiszobot, jelentds pszichomotoros gatlas mellett. Adataink azt is aldtamasztjak, hogy akar egy
jelentds pszichomotoros gatld hatds sem vezet feltétleniil a nociceptiv hdkiiszob emelkedés¢hez: a
diazepam, a droperidol és a metamizol kisebb-nagyobb gatld hatasa az ,,open field” tesztben nem
tarsult hokiiszobemeld hatassal. Kisérleteinkben a diclofenac és a metamizol — klinikailag jol ismert
— morfinsporold hatasat is sikeriilt demonstralni, amennyiben e szerek kiiszobalatti antinociceptiv
dozisa egyiittadva a morfin szintén szubliminalis ddzisaval, szignifikdns hokiiszob-emelkedést
okozott. A kiiszObalatti morfindozis diazepammal vagy droperidollal valé kombinalasa is ugy
emelte meg a hokiiszobot, hogy a pszichomotoros gatlds csak minimalisan volt nagyobb, mint a
pszichoaktiv szeré 6nmagaban. A diazepam és a droperidol morfinsporolo eftektusa felveti annak
lehet6ségét, hogy alacsony dozis anxiolitikum vagy neuroleptikum érzékenyitheti a
termonociceptiv teszteket az dpioidok irant.

Pozitiv tapasztalatokat szereztiink az A4llattarto hengerek hasznalataval kapcsolatban,
amennyiben ez lehetdvé tette egyrészt az allat megfogasabol eredd stressz allandova tételét,
masrészt a mérést végzd személy ,allatmegfogasi” modszerének variabilitdsabol szarmazd hiba
kikiiszobolését. Az alkalmazott metodikai fejlesztés 1étjogosultsagat eredményeink is alatamasztjak,
miszerint az inert 30% DMSO-val végzett perkutan kezelés utdn 7 alkalommal, 10 perces
1d0ko6zokkel mért hokiiszobok nem mutattak szignifikdns eltérést. Minthogy a gyogyszergyari
vizsgalatoknak egyik fontos kritériuma a minél nagyobb foku standardizalhatosag, a kiiszobmérést
végzd személy manualis beavatkozasdbol eredd variabilitasnak a kikiiszobolése és a modszer
automatizalhatdsaganak lehetdsége a metodikai fejlesztést az ipari kornyezetben zajld tesztelés
szamara is vonzova teheti.

5. A NOCICEPTIV HOKUSZOB MERESENEK ALKALMAZASA A TRPV1-
RECEPTOR FUNKCIOJANAK ES A TERMONOCICEPCIO
MECHANIZMUSAINAK VIZSGALATABAN

Ebben a fejezetben olyan kisérleti eredményeket mutatok be, amelyeket fOként a nociceptiv
hokiiszOb mérésével nyertiink. Ezekben a vizsgalatokban a emelkedd homérsékleti forré lapon
vagy az emelkedd hémérsékletli vizfiirdoben végzett hokiiszObmérést mint eszkdzt alkalmaztuk
valamely elméleti probléma analizise soran. A vizsgalatok mindegyike — legalabbis részben — a
TRPV1-receptor valamely aspektusaval foglalkozott, és a termonocicepcid tagabban értelmezett
fogalomkdrébe sorolhat6 be.
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5.1. Modszerek

Allatok

Kisérleteink zomét 140-200 g-os ndstény Wistar patkanyokon végeztiik. Egy sorozatban
TRPVI- (T RPV1’ ), illetve TRPAI-génhianyos (TRPAI'/ ) egereket, valamint vad tipusu
megfelel6iket (TRPV1"™" és TRPA1™") vizsgaltuk.

A nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedo homérsékletii forro lap vagy az emelkedd homérsékletii
vizfiirdo alkalmazasaval patkany hatso laban

E modszerek leirasat lasd a 4.3.2. és 4.4.2. pontokban. Ujabb kisérleteinkben az IITC Life
Sciences Inc. (Woodland Hills, CA, USA) altal gyartott ,,incremental hot/cold plate analgesia
meter”’-t hasznaltuk. A késziilék emelkedd homérsékletii lizemmodban a forrd kiiszob, csokkeno
hémérsékletii izemmodban a nociceptiv hideg kiiszob mérésére alkalmas (lasd lejjebb).

A nociceptiv hideg kiiszob meghatdrozdsa patkanyban hatso végtagjanak talpi részén

A nociceptiv hideg kiiszob meghatarozasahoz az ,,incremental hot/cold plate analgesia
meter”-t (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA) hasznaltuk csokkend hdomérsékletii
iizemmodban. 25 °C-os kiindulasi hdmérsékletet és 6 °C/perc hiitési sebességet alkalmaztunk; a
hiitést addig folytattuk, amig az 4llat valamelyik hatsé végtag nyaldsdval vagy emelésével nem
valaszolt. Az ekkor mért laphdmérsékletet tekintettiik a nociceptiv hideg kiiszobnek. A ,,cut-off”
érték 0 °C-ra volt beallitva, de a lap spontdn tovabb hiilt —1 °C-ra, ezért az utdbbi értéket tekintettiik
a végértéknek.

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

Mindkét modell esetében a tesztanyagot vagy annak szolvensét intraplantaris injekcioban
adtuk a hdokiiszobesokkentd noxa alkalmazdsa utan 10 perccel (hOtrauma) vagy 18 oOraval
(bemetszés) torténd hokiiszobmeérést kovetden. Ezutan 10 percenként tortént hokiiszobmérés,
Osszesen 4 alkalommal. A szerek hatasat statisztikailag a 10. és 20. percben mért kiiszobcsokkenés
Osszege alapjan itéltiik meg és szadzalékban fejeztiik ki (lasd 4.2. pont).

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 sejtekbe a patkdny TRPV1 cDNS-ét tartalmazd expresszids vektort (pEGFP-NI;
Clontech) juttattunk be (Sandor et al, 2005). A transzfektalt sejtvonalban a sejtek 75%-a
expresszalta a TRPVI-EGFP fuzios fehérjét, amely hasonlé tulajdonsdgokkal bir, mint a nativ
TRPV1-receptor. A transzfektalt sejteket Dulbecco-féle mddositott médiumban ndvesztettiik. A
sejtek *Ca”'-felvételét 200 pCi/ml **Ca*"-izotép hozzaadasa utan vizsgaltuk Tri-Carb 2800 TR
(Packard) szcintillacios szamlaloval.

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

Az egyedi sejtek szintjén a Ca’'-felvételt fluoreszcens raciometrikus Ca®'-,imaging”
modszerrel vizsgaltuk fura-2 festékkel toltott HTS-1 sejtekben, illetve trigeminalis neuronokban. A
HTS5-1 sejtvonal leirasat 1asd feljebb. A trigeminalis neuronok primer kulturajat 2—4 napos 0jsziilott
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Wistar patkanyok trigemindlis dicabodl készitettiik (lasd Szdéke et al., 2000). Az analizist Olympus
BX50WI (Tokid, Japéan) fluoreszcens mikroszkop feliiletén végeztiik felvaltva 340, illetve 380 nm-
es, monokromatorral generalt fénnyel. Az 510 nm-en egy adott lapon 2—-18 elkiiloniilt teriiletrél
kibocsatott fluoreszcenciat digitalis kameraval detektaltuk. A felvaltva alkalmazott 340, illetve 380
nm-es gerjesztd fény hatasara kibocsatott, 510 nm-nél nagyobb hulldmhosszisagu fényintenzitas-
aranyokat 1 Hz-es frekvencidval detektaltuk. Az adatok rogzitéséhez ¢€s a raciometrikus 340/380-
arany analiziséhez Axon Imaging Workbench 2.1 szoftvert hasznaltunk. A gytijtott adatok tovabbi
feldolgozasahoz a Microcal Origin 7.0 programot alkalmaztuk.

Idegatmetszés patkany jobb hatso végtagjan és az idegatmetszett lab kémiai izgatasa

Pentobarbital-narkozisban (50 mg/kg 1.p.) a jobb hatsé labon feltartuk a n. saphenust €s a n.
ischiadicust, majd éles olloval atvagtuk mindkét ideget. Ezutdn a miitéti sebet varrattal zartuk. A
kisérletek tobbségében az idegatmetszés (€s az ugyanazon iilésben elvégzett plantaris bemetszés,
lasd lejjebb) utan 18 oOraval (szubakut denervacid) tortént az allatok vizsgédlata a nociceptiv
tesztekben. A kapszaicint vagy annak szolvensét intraplantaris injekcido formdjaban adtuk a
idegatmetszett jobb hatso végtag talpanak bdre ald. A mustarolajat vagy annak szolvensét
vattapalcika segitségével kentiik a jobb hatsé 1ab bdrére. Egy allatcsoport esetében kronikus
denervalast végeztiink oly médon, hogy a plantaris incizidt 4 nappal €és 6 6raval az idegatmetszés
utan ismételt narkdzisban végeztiik el, és az allatok vizsgalata a nociceptiv tesztekben 18 oraval ez
utan (azaz az idegatmetszés utan 5 nappal) tortént, amikorra a decentralizalt idegvégzddések
degeneralddtak (lasd lejjebb).

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

Annak megitéléséhez, hogy 18 ordval az idegatmetszés utan megvaltozott-e a peptiderg
nociceptorok neuropeptid-kibocsatd funkcidja, megmértiik a mustarolajjal kivaltott plazma-
extravazaciot a denervalt hats6 ldbon in vivo fluoreszcencia ,imaging” segitségével az
idegatmetszés utan kiilonb6z6é idépontokban. Ennek sordn ketamin—xylazinnal (72-8 mg/kg i.p.)
altatott patkdnyokban 0,5 mg/kg indocianin-zold festéket adtunk i.v., majd az idegatmetszett jobb
hatso végtagon 5%-o0s mustarolajat alkalmaztunk a boérre kenve. A fluoreszcenciadt 20 perccel a
mustarolaj alkalmazasa utan mértiik a kezelt és a kontrollként szolgalé ellenoldali (bal) hats6 labon
optikai detektorral (IVIS Lumina II; Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA).

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

A kapszaicinérzékeny nociceptorok funkciojdnak ,kikapcsoldsa” (idegvégzddés-szintii
deszenzibilizacio, lasd 1.3.1. pont) érdekében 3 nappal a tavoli antihiperalgetikus hatas vizsgalata
elétt 100 pg kapszaicint adtunk i.pl. a jobb hatsé labba olyan allatokban, amelyek nem estek at
idegatmetszésen.

A sebészi bemetszéssel kivaltott termalis allodynia vizsgalata a bal hatso labon

A bal hatsé 1ab kiinduldsi nociceptiv hokiiszobét az emelkedd hémérsékletii vizflirdovel
hataroztuk meg (lasd 4.4.2. pont), és ezt az értéket tekintettiik preoperativ kontrollnak. Ezt kdvetden
ugyanabban a sebészi iilésben az allatokon narkdzisban elvégeztik a jobb hatsé labon az
idegatmetszést (lasd fent), és a bal hatsdé labon a standardizalt plantaris bemetszést (lasd 4.5.2.
pont). 18 oréval késObb, a narkozis hatasainak teljes elmultaval ismét meghataroztuk a bal lab

30



nociceptiv hokiiszobét, €s ezt az értéket tekintettiik posztoperativ kontrollnak. Az ellenoldali (jobb)
lab kapszaicinnel, illetve mustarolajjal (vagy ezek szolvensével) torténd kezelését kovetden a
bemetszett (bal) labon 10 percenként mértiik a nociceptiv hokiiszobot 40 percen at.

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

Limitalt szamua kisérletben a bal hats6 végtagon a Seltzer és munkatarsai (1990) altal
kidolgozott neuropatias mechanikai allodynia-modellt alkalmaztuk. Ennek soran Randall-Selitto
késziilékkel (Analgesimeter, Ugo Basile, Olaszorszag) mértiikk meg patkanyok bal hatso laban a
grammban mért mechanonociceptiv kiiszobot (preoperativ kontroll). Ezt kdvetden pentobarbital-
narkézisban (50 mg/kg i.p.) feltartuk a n. ischiadicust a comb felsé részének magassagaban, majd
atraumatikus 6-0 fonallal lekotottiik az ideg kb. egyharmadat. Ezutdn a sebet zartuk. Két nappal
késobb egy Ujabb narkozis soran ezek az allatok is atestek a fentiekben leirt, jobb labon elvégzett
idegatmetszésen. 18 oOraval az idegatmetszés utan 1jra megmértik a bal hatsé lab
mechanonociceptiv kiiszobét, és ezt tekintettiik a posztoperativ kontroll értéknek. Az ellenoldali
(jobb) 1ab kapszaicinnel, illetve mustéarolajjal (vagy ezek szolvensével) torténd kezelését kovetden a
részleges ideglekotésen atesett (bal) labon 20 és 40 perc elteltével mértiik meg a mechanonociceptiv
kiiszobot.

A plazma szomatosztatinszerii immunreaktivitasanak meghatarozasa

18 oraval (szubakut idegatmetszés) vagy 5 nappal (kronikus denervacid) a jobb hatséd
végtagon elvégzett idegatmetszés (€s 18 oraval a bal hatso 1ab talpan végzett bemetszEés) utan az
allatokat Ujra elaltattuk pentobarbitallal, majd az idegatmetszett jobb hatsé labba 100 pg kapszaicint
vagy annak szolvensét adtunk intraplantarisan. Tiz és 20 (kronikus denervacio esetén csak 10)
perccel késObb szivpunkcid révén vérmintat (kb. 3 ml) nyertiink, amelynek plazmajabol
radioimmunessz¢ segitségével hataroztuk meg a szomatosztatinszerli immunreaktivitast az
intézetiinkben korabban kidolgozott modszerrel (Németh ef al., 1996).

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

Az egér farkan a nociceptiv hokiiszobot az emelkedd homérsékletli vizfiirddvel mértiik,
allattartdé hengerek alkalmazésaval (lasd 4.7.2. pont). Az egér hatsdé labanak talpi részén a
nociceptiv hokiiszobot emelkedd homérsekletii forrd lappal (IITC Life Science, Woodland Hills,
USA) mértiik. Az egeret az eszkdoz melegithetd fémlapjara helyezett plexi megfigyeld kamréaba
tettlik, ahol szabadon mozoghatott. A fémlap homérsékletét 30 °C-os kiindulasi hdmérsékletrdl 12
°C/perc sebességgel noveltiik mindaddig, amig az allat valamilyen nocifenziv reakciodt (tipusosan
valamelyik hatso 1ab emelése, razasa, megnyaldsa) nem mutatott. Ekkor a futést megszakitottuk, €s
a késziilék altal kijelzett laphOmérsékletet tekintettiik az érintett talp nociceptiv hokiiszobének. A
,,cut-off” homérséklet 53 °C volt.

A nociceptiv hidegérzékenység vizsgadlata az eger farkan

Ezeknél a kisérleteknél is a fentiekben leirt allattarté hengereket alkalmaztuk. Segitséglikkel
az egér farkat jeges, azaz 0 °C-os vizet tartalmazo tartdlyba martottuk, €s a tipusos nocifenziv
reakcio (a farok erdteljes razésa) bekovetkeztéig elteld idot mértiik. A ,,cut-off” id6 180 s volt.
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A mechanonociceptiv kiisz6b meghatarozasa egér hatso labanak talpi részén

A hatsé 1ab talpan a mechanonociceptiv kiiszobot dinamikus plantaris eszteziométerrel (Ugo
Basile Aesthesiometer 37400, Olaszorszag) mértilk. Az egerek szabadon mozogtak a késziilék
részét képezd fémhalon, amelyen keresztiil alulrol egy egyenes fémszalat iranyitott a talpra a
késziilék egyenletesen novekvd intenzitassal (2 g/s) mindaddig, amig az allat el nem hizta a labat.
A kijelzOn megjelend aktualis — grammban kifejezett — nyomoerdt tekintettik a lab
mechanonociceptiv kiiszobének. A ,,cut-off” érték 10 g volt. Harom egymas utani mérés atlagat
tekintettiik a kiinduldsi mechanonociceptiv kiiszobnek.

Az AITC-vel kivaltott termalis allodynia vizsgalata az egér farkan, illetve hatso lab talpi részén

30% DMSO-ban oldott 1%-0s AITC hatédsat vizsgaltuk a farok, illetve a talp nociceptiv
hokiiszobére emelkedd hdémérsékletii vizflirdot, illetve forré lapot alkalmazva. Az AITC
(alap) hokiiszob mérése utan az egér farkat vagy egyik hatso labat 1%-os AITC oldatba martottuk
30, illetve 60 masodpercre (mivel a talp esetében a 30 s expozicids idovel nyert adatok nem voltak
konzisztensek, a koncentraci®6 emelése helyett a behatds iddtartamat noveltiik meg). Ezutan 10
percenként mértiik a nociceptiv hokiiszobot 1 oran keresztiil az emelkedd hdmérsékletii vizfiirddvel,
illetve forro lappal.

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

A kontroll mechanonociceptiv kiiszob mérése utdn az egér hatso6 labat 1%-os, 30% DMSO-t
tartalmazo AITC oldatba martottuk 60 masodpercre. 30, 60, 120 és 180 perccel késdbb ismételten
meghataroztuk a mechanonociceptiv  kiiszobot. A mechanikai allodyniaként értelmezett
kiiszobcsokkenést a kiindulasi kiiszob szédzalékdban adtuk meg.

Az AITC-vel kivaltott nocifenziv reakcio vizsgalata az egér farkan

Az egér farkat 1%-os, 30% DMSO-t tartalmaz6 AITC oldatba martottuk mindaddig, amig a
tipusos nocifenziv reakcid (a farok erdteljes razasa) be nem kovetkezett, ¢s az addig eltelt idot
meértik. A ,,cut-off” 1do 180 s volt. A nocifenziv reakcid utan az allat farkat kiemeltiik 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 utan az allatok mindkét hatso
lababa kapszaicint, RTX-et vagy OLDA-t, illetve annak szolvensét adtunk intraplantaris injekcio
(100 pl) formajaban, majd naponként megismételtiik a hokiiszobmeérést az elséként reagald hatso
labra vonatkozoan. A kétoldali kezelésre azért volt sziikség, hogy elkeriiljiik a nem kezelt, intakt
héérzékenyseégli 1abanak égési sériilését, amely abbdl szarmazott volna, hogy a szer hosszu tava
hatasként megemeli a hokiiszobot. Egy kiilon kisérletsorozatban a nociceptiv forré ¢és hideg
kiiszobot parhuzamosan mértiik naponként ugyanabban az allatcsoportban kapszaicin vagy RTX
bilateralis intraplantéris injekcioja eldtt és utan naponta.

A TRPV I-receptor-agonistak TRPVI-re korlatozodo deszenzibilizalo hatasanak vizsgalata

Ezekben a kisérletekben az egyik hatsé végtagba intraplantarisan adott TRPV1-agonistak
(RTX, OLDA) altal kivaltott akut nociceptiv valaszokat hasonlitottuk 0ssze az els6 €s masodik
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expozicid soran: a nocifenziv reakcid (lab nyalasa, emelése) idOtartamat, illetve a beadas utan 5
(RTX) vagy 10 perc (OLDA) mulva a nociceptiv hokiiszob csokkenését mértiik.

5.2. Az enyhe hétraumaval és a plantaris bemetszéssel Kkivaltott termalis allodynia
mediatorainak 6sszehasonlité vizsgalata

5.2.1. Elé6zmények és célkitiizés

Az enyhe hétraumaval és a sebészi bemetszéssel kivaltott termalis allodynia két kdzvetlen
klinikai relevanciaval biré fajdalommodell, amelyeket a 4.4 és 4.5. pontban targyaltunk. A két
paradigma kozott jelentds kiilonbség all fenn az 1dobeli lefutas tekintetében: a hdtraumaval keltett
hokiiszobecsokkenést gyors kezdet és rovid hatastartam jellemzi, mig az incizid esetében a
héallodynia lassabban alakul ki, de joval tartésabb. Célunk az volt, hogy a két termalis allodynia
periférias mediatorhatterét intraplantarisan adott tesztanyagok segitségével 6sszehasonlitsuk.

5.2.2. Eredmények és megbeszélés

A B,-bradikininreceptor-antagonista HOE140 (icatibant) mind a hdtrauma, mind az incizio
altal kivaltott hokiiszobcsokkenést szignifikansan gatolta a szolvenséhez képest (3. tablazat). Ezzel
szemben a B;-bradikininreceptor-antagonista [dez-Arg'’]-HOE 140 csak az inciziés modellben volt
egyértelmiien hatékony, a hétrauma hatasat csak a 20. percben gatolta ami miatt az §sszgatlas

3. tablazat. Az alkalmazott tesztanyagok hatasa 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 M <0.05 32.6% <0.05 31.6%
[des-Arg'°|-HOE 140 10 uM NS 10.0% <0.01 79.0%
NDGA 10 pM <0.001 18.0% NS 13.6%

30 uM <0.05 28.0% NS 17.9%
L-NOARG 100 uM <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 M <0.05 48.2% - -
SB-366791 10 pM - - NS 6.1%

100 uM - - <0.05 46.9%

mértéke nem érte el a szignifikancia szintjét. A B, és B-receptorok szerepe az inciziés modellben
lényeges eredmény, mivel egy korabbi vizsgalat (Leonard ef al., 2004) — latenciamérést alkalmazva
a plantartesztben — egyik receptor-altipus szerepét sem tudta kimutatni 24 6raval a bemetszés utan.
Mint ismeretes, a By-receptorok konstitutivan kifejezddnek a nociceptiv idegvégzddéseken, mig a
Bi-receptorok indukélhatok (lasd Hall 1997); valészintileg a 18 oOras idétartam elegendd volt
utobbiak szdmottevd kifejezOdéséhez. A hdtrauma esetében csak a B,-receptorok szerepét sikeriilt
kimutatni, ami nem meglepd, hiszen ebben a paradigméban a noxa utani 20-50. percben tortént a
mérés, amikor még szamottevd B;-receptor-kifejezddés nem varhato.

El6z6 vizsgalatainkban (4.4. és 4.5. pont), amelyekben validaltuk a két modellt, kimutattuk,
hogy az intraplantarisan adott COX-gatlok mérsékelték a hétraumaval vagy plantaris bemetszéssel
kivaltott hokiiszobcsokkenést, igazolva a COX-termékek (prosztanoidok) kozvetitd szerepét. A
prosztanoidok, kiilonosen a PGE, és PGI, tipusos nociceptor-szenzibilizaldo dgensek (a részleteket
illetéen lasd Pethé és Reeh, 2012). A jelen vizsgalatainkban a lokélisan adott nem-szelektiv
lipoxigenaz-gatldo NDGA csak a hdtrauma hatasat gatolta (3. tablazat), jelezve hogy a lipoxigenaz-
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termékek csak ebben a modellben jatszanak szerepet. A nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) nem-
szelektiv gatloja, az L-NOARG mindkét modellben gatolta a hokiiszobcsokkenést, jelezve az NO
kozvetitd szerepét (3. tablazat). A P2X purinoceptorok szerepét is mindkét modellben igazolni
tudtuk a szelektiv antagonista TNP-ATP alkalmazésaval (3. tablazat). A TRPV1-receptor kozvetitd
szerepére is talaltunk bizonyitékot két szelektiv antagonista alkalmazéasaval: az AMG9810 a
hétrauma, mig az SB366791 az incizid esetében gatolta a hokiiszobcsokkenést (3. tablazat). A
TRPVI1 szerepét e két modellben sajat parhuzamos vizsgéalataink direkt modon megerdsitették
szisztémasan adott antagonistakkal (4.6. pont).

Erdekes és lényeges eredmény, hogy az egyes antagonistakkal, illetve enzimgatlokkal nyert
gatlasi szazalékok Osszege meghaladja a 100-at (3. tablazat). Ez azt valosziniisiti, hogy e két
allodynia-modellben a mediatorok nem egymastol fiiggetleniil, parhuzamosan hatnak, hanem
kozottiik k6zos célstruktara(ko)n vald konvergencia all fenn, és ez a célstruktura aktivaciojat egy
limitdlt maximalis értékre allitja be, azaz szaturacid kovetkezik be. Egy ilyen lehetséges
konvergenciapont a TRPV 1-receptor, amelyrdl ismert, hogy ,,molekuléris integratorként” szdmos
endogén agens hatasainak a kozvetitésében részt vesz (lasd 1.3.1. pont).

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

5.3.1. Elé6zmények és célkitiizés

Két zsirsavamidrol, az N-arachidonil-etanolamidrol (anandamid) és az N-oleoil-dopaminrdl
(OLDA) kimutattak, hogy agonistaként viselkednek a TRPV1-receptoron (Zygmunt et al., 1999;
Smart et al., 2000; Chu et al., 2003). Egy tovabbi zsirsavamid, az N-oleoil-etanolamid (OEA)
TRPV1-aktivalo képességét tobb in vitro €s in vivo vizsgalatban is kimutattak (Ahern, 2003; Wang
et al., 2005; LoVerme et al., 2006), de ennek ellentmonddéan mind zsigeri, mind gyulladasos
fajdalommodellben antinociceptiv hatdsunak talaltdk (Suardiaz et al, 2007). A fentiek alapjan
célunk az volt, hogy a nociceptiv primer afferens neuronok sejttestén végzett in vitro és a periférias
nociceptorok mitkodésén alapuld in vivo modszerek alkalmazasaval megvizsgaljuk az OLDA-nak,
két Gjonnan szintetizalt szarmazékanak, a 3-metil-N-oleoil-dopaminnak (3-MOLDA), illetve a 4-
metil-N-oleoil-dopaminnak (4-MOLDA), valamint az OEA-nak a TRPVI-receptorra kifejtett
hatasat. Ezenkiviil az anandamid vizsgalatara is sor kertilt, de csak az in vivo modellben, mivel ezen
agenst kordbban részletesen vizsgaltak in vitro modszerekkel.

5.3.2. Eredmények

Mind a referencia TRPVI-agonistaként hasznalt kapszaicin, mind az OLDA *’Ca*"-
akkumulaciot valtott ki HTS-1 sejtekben. Az OLDA éltal kivaltott maximalis valasz 60%-a volt a
kapszaicinének, és az ECsq-értéke 50-szer nagyobb volt, mint a kapszaiciné. A 3-MOLDA is *Ca*'"-
akkumuléciot valtott ki a HTS5-1 sejtekben. A hatékonysdga a kapszaicinhez képest 70% volt, mig
az ECso-értéke tobb mint 500-szor kisebb volt. A 4-MOLDA és az OEA nem valtott ki **Ca’'-
akkumulaciot a HTS5-1 sejtekben, de koncentraciofiiggd modon csokkentette a 100 nM
kapszaicinnel kivaltott *Ca*"-akkumulaciot, ami azt jelzi, hogy e két vegyiilet TRPV 1-antagonista
hatasu.

Mind a kapszaicin (330 nM), mind az OLDA (3 uM), mind a 3-MOLDA (10 pM) Ca*"-
tranzienseket valtott ki tenyésztett trigemindlis neuronokban, amelyek amplitiddja ismételt adés
esetén csokkent, jelezve a deszenzibilizacidt. Ezzel szemben sem a 4-MOLDA, sem az OEA nem
valtott ki Ca”'-tranzienst a neuronokban.
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Az OLDA mtraplantaris injekcidja mind patkdnyban (5 nmol), mind egérben (50 nmol)
nocifenziv reakciot (a lab emelése és nyalasa) valtott ki, amely 10 percen beliil megsziint. A
nocifenziv reakcid iddtartama szignifikansan kisebb volt TRPV1-génhianyos egerekben, mint a vad
tipusuakban. Patkanyban az OLDA 6-9 °C-kal lecsokkent a nociceptiv hokiiszob a 10-30 perces
iddintervallumban gy, hogy az a 60. percre visszatért a kontroll értékre. A szintén intraplantarisan
adott TRPV1-antagonista [-RTX-szel végzett eldkezelés (0,05 nmol, 5 perc) minden mérési
idépontban szignifikansan gatolta az OLDA hokiiszobcsokkentd hatdsat. A 3-MOLDA
intraplantaris injekcidja (5 nmol) szintén nocifenziv reakciot valtott ki, amely 10 percen beliil
megszint. Ezt kovetden a vegyiilet hatdsara lecsokkent a nociceptiv hokiiszob legalabb 30 percig.
Ezt a kiiszobcsokkenést is gatolta az I-RTX-szel végzett 5 perces intraplantaris eldkezelés.

Sem a 4-MOLDA, sem az OEA intraplantaris injekcidéja nem valtott ki nocifenziv reakciot
vagy hokiiszobesokkenést. Ugyanakkor a 4-MOLDA-val, illetve az OEA-val végzett intraplantaris
elokezelés gatolta az RTX hdkiiszobecsokkentd hatasat. Az arachidonil-etanolamid (anandamid)
intraplantéris injekcidja (0,03 nmol) nem valtott ki nocifenziv reakciot, és nem befolyasolta a
nociceptiv hokiiszobot a beadas utan 30 percig vizsgalva. Ugyanakkor szintén gatolta az RTX
hokiiszobesokkentd hatdsat. Az anandamid gatld hatasat a CBj-receptor-antagonista SR141716A
(0,18 nmdl, i.pl.) egyiittes adasa teljesen kivédte.

5.3.3. Megbeszélés

A vizsgalt zsirsavamidok koziil az OLDA ¢és a 3-MOLDA TRPVI-receptor-agonista
hatdsara taldltunk bizonyitékot: mindkét agens *’Ca*"-akkumulaciot valtott ki TRPVI1-gyel
transzfektalt sejtekben, Ca®’-tranzienseket indukalt trigeminalis szenzoros neuronokban,
intraplantaris adas utan nocifenziv reakciét és a nociceptiv hokiiszob csokkenését (termalis
allodynia) okozta, ezaltal utinozta a TRPVl-agonista kapszaicin, illetve RTX hatdsait. A
hokiiszobcsokkentési paradigmaban mindkét dgens hatasa blokkolhaté volt TRPV1-antagonistaval,
igazolva, hogy hatdsukat TRPV1-receptorok kdzvetitik. Mindkét dgens mind az in vitro, mind az in
vivo modellekben joval kevésbé potens TRPV1-agonistanak bizonyult, mint a kapszaicin vagy az
RTX.

A 4-MOLDA ¢és az OEA viselkedése a kiilonféle vizsgalt modellekben TRPV 1-antagonista
hat4sra utal: nem valtottak ki **Ca®"-akkumulaciét a TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, sem Ca”'-
tranzienseket a trigemindlis szenzoros neuronokban, intraplantaris adas utdn nem okoztak sem
nocifenziv reakciot, sem a nociceptiv hokiiszob csokkenését. Ugyanakkor gatoltak a kapszaicinnel
kivaltott **Ca*"-akkumulaciot a TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, és mérsékelték az RTX
hokiiszobcsokkentd hatasat. Az eredmények alapjan nem allapithatdé meg egyértelmiien a TRPV1-
antagonizmus tipusa; a két legvaloszinlibb mechanizmus a TRPVI-receptor kompetitiv
antagonizmusa, illetve a TRPV1 ioncsatorna részének a blokkolasa.

Bar az OEA jelen kisérleteinkben egyértelmiien TRPV1-antagonistanak mutatkozott, az
irodalmi adatok ellentmondasosak (lasd feljebb). Nem zérhato ki, hogy az OEA alacsony intrinszik
hatékonysagu parcidlis agonista a patkany €s egér TRPV 1-receptoron, hasonléan a huméan TRPV1-
hez (Movahed et al., 2005). Ezaltal az OEA kompetitive gatolhatja a nagyobb intrinszik
hatékonysagu agonistdk (kapszaicin, RTX) hatdsat, de magas koncentracioban TRPV1-agonista
hatasokat produkalhat.

Az anandamid az in vivo modelliinkben nem valtott ki nocifenziv reakciot és
hokiiszobesokkenést, de gatolta az RTX hdkiiszobesokkentd hatasat, és ezt CBi-receptor-
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antagonistaval teljes mértékben ki lehetett védeni. Mindez arra utal, hogy a szer kizarolag CB-
receptor-agonistaként viselkedett.

5.4. A protein-kinaz A és a protein-kinaz C szerepe a TRPVI1-receptor érzékenységének
meghatarozasaban in vitro és in vivo

5.4.1. El6zmények és célkitiizések

Ismert, hogy a TRPVI1 foszforilacidés statusza fontos szerepet jatszik a receptor
érzékenységének meghatarozasaban: a foszforildcid noveli, a defoszforilacid csdkkenti a receptor
valaszkészségét (lasd 1.3.1. pont). Kisérleteink célja a PKA ¢és PKC egymashoz viszonyitott
szerepének Osszehasonlitasa volt a TRPVI-receptor érzékenységének beallitasaban egyrészt
alaphelyzetben, masrészt az emlitett enzimek farmakologiai stimulalasa mellett.

5.4.2. Eredmények

A kapszaicin (0,33 uM, 3 s kontaktusid6) vagy RTX (1 nM, 3 s) hatdsara megemelkedett a
raciometrikus  fluoreszcenciavalaszként (F340/F380) mért intracellularis Ca’’-koncentracio
tenyésztett patkany trigeminalis neuronokban. Az 5 perccel késObb ismételten alkalmazott
kapszaicin vagy RTX szignifikdnsan kisebb vélaszt valtott ki (93, illetve 59%), jelezve a
tachyphylaxia kialakulasat. A masodszorra adott kapszaicin hatdsat — a tachyphylaxiahoz képest —
gatolta a ruténiumvords (0,2 uM), illetve az EGTA-val kalciummentessé tett szuperfuzios médium,
mutatva a TRPV 1-receptorok és az extracellularis Ca®"-ionok bearamlasanak kozvetité szerepét a
valaszban. A PKA-t szelektiven gatlo KT5720 (0,2 uM) 5 perces eldkezelés utan gatolta mind a
kapszaicin (34%-ra), mind az RTX hatésat (34%-ra) olyan mértékben, ami szignifikdnsan nagyobb
volt, mint a tachyphylaxia. A szelektiv PKC-gatlo chelerythrin-klorid (1 és10 uM), illetve a PKC-t
¢s PKA-t egyarant gatld staurosporin (10 nM és 1 uM) csak annyira csokkentette a masodik valaszt,
mint a tachyphylaxia. A sejtmembranon athatolni képes és a PKA-t aktivald6 cAMP-analog dibutiril-
cAMP (dbcAMP, 200 puM, 15 s) 57%-kal fokozta a kapszaicinnel kivaltott Ca**-tranzienst, mig a
szelektiv PKC-aktivator forbolészter PMA (1 puM, 10 s) hasonloképpen szignifikdnsan (a
tachyphylaxiahoz képest), 48%-kal megnédvelte a kapszaicinnel kivaltott Ca* -akkumulaciét. Egyik
proteinkindz-gatlé, illetve aktivator sem okozott szignifikans valtozast a magas K -koncentracidval
kivaltott depolarizacid révén kialakulé Ca®"-akkumulacié mértékében, jelezve hogy a hatékony
szerek hatasai nem a TRPV1-tdl fliggetlen nem-specifikus hatasok.

Az RTX (0,5 uM, 100 pl) eldtt 5 perccel szintén intraplantarisan adott KT5720 (0,2 uM, 50
pl) szignifikdnsan (62%-kal) gatolta az RTX 5. percben mért hékiiszobcsokkentd hatasat. Hasonlo
eredményt kaptunk a staurosporinnal (1 uM, 50 pl), amelynek gatld hatdsa 43% volt, mig a
chelerythrin-kloriddal (5 uM, 50 pl) végzett elokezelés nem befolyasolta szignifikdnsan az RTX
hatasat. A protein-kindzok aktivatorainak vizsgalatakor 10-szer kisebb koncentracioban (0,05 puM)
adtuk az RTX-et intraplantarisan az esetleges ,.ceiling” fenomén elkeriilése céljabol. A PKA-t
aktivalo forskolin (2,5 uM, 50 ul) szintén 5 perces elokezelést kovetéen 121,9%-kal fokozta az
RTX hokiiszobesokkentd hatasat az 5 perces mérés alapjan. A PMA (1,6 uM, 50 pl) hasonl6 hatést
valtott ki (118,7%). Onmagaban (RTX nélkiil) adva egyik szer sem befolydsolta a nociceptiv
hokiiszobot.
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5.4.3. Megbeszélés

In vitro adataink szerint a PKA szelektiv gatlasa csokkentette mind a kapszaicinnel, mind az
RTX-szel kivaltott Ca’"-akkumulaciot a trigeminalis neuronokban, ezzel ellentétben a PKC
szelektiv gatlasa nem okozott szignifikans valtozast. Az in vitro nyert adatokkal egybevago
eredményeket szolgaltattak az in vivo kisérletek: az intraplantarisan adott szelektiv PKA-gatld
gatolta a szintén helyileg adott RTX hokiiszobcsokkentd hatasat, ugyanakkor a lokalis PKC-gatlas
nem belyasolta az RTX-okozta termalis allodyniat. Mindez arra utal, hogy alaphelyzetben a PKA
révén végbemend foszforilacid lényeges szerepet jatszik a TRPVI-receptor agonistak iranti
valaszkészségének fenntartdsdban mind a trigemindlis nociceptorok sejttestében, mind a talp
nociceptorainak periférias terminalisaiban, ellenben a PKC ilyen irdnya szerepe nem mutathato ki.
Emlitésre ¢érdemes, hogy mas kisérletes paradigmakban a PKA szerepét a TRPVI1
alapérzékenységének bedllitasaban nem tudtak kimutatni sem TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben,
sem egér vagy patkany DRG-neuronjaiban, soét, inkabb a PKC-re ilyen iranyt szerepére
vonatkozoan talaltak bizonyitékot (Jerman et al., 2000; Zhou et al., 2001; Shu és Mendell, 2001;
Hu et al., 2002; Bonnington és McNaughton, 2003; Amadesi ef al., 2004). Mindez a trigeminalis és
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’"-akkumulaciéra a
trigeminalis neuronokban, de gatolta az RTX hdkiiszobecsokkentd hatasat. Ennek magyardzata 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.

Mind a PKA-aktivdld dbcAMP, mind a PKC-stimulal6 PMA novelte a kapszaicinnel
kivaltott Ca*"-akkumulaciét a trigeminalis neuronokban, anélkiil, hogy befolyasolta volna a K'-
ionnal kivaltott vélaszt, jelezve, hogy mindkét protein-kinadz serkentése képes fokozni a TRPV1-
receptor agonista iranti érzékenységét in vitro. Az RTX-allodynia vizsgalata soran nyert
eredmények kompatibilisek ezzel e nézettel, hiszen mind az adenilil-ciklaz-aktivator forskolin,
mind a PMA fokozta az RTX hdkiiszobcsokkentd hatasat, anélkiil, hogy befolydsolta volna a
bazalis hokiiszobot. A PKA €és a PKC TRPVI1-érzékenyitd szerepére bdséges irodalmi adat all
rendelkezésre, elsdsorban TRPV1-gyel transzfektalt sejtek és tenyésztett DRG-neuronok vizsgélata
alapjan (a referencidkat illetden lasd Varga et al., 2006).

5.5. A decentralizalt nociceptorok kémiai stimuliciéjaval kivaltott tavoli antiallodynias hatas
vizsgalata

5.5.1. Elé6zmények és célkitiizés

Pintér ¢s Szolcsanyi kiilonféle kisérleti elrendezésekben kimutatta, hogy a
kapszaicinérzékeny primer afferens neuronok periférids végzddésébdl elektromos vagy kémiai
ingerlés hatasara felszabaduld szomatosztatin bekertil a szisztémas keringésbe, ¢s hormonként hatva
a test tavoli részeire eljutva gyulladasgatlo hatasokat fejt ki, ami ezen idegvégzddések ,,szenzokrin”
funkcidjat jelenti (Szolcsanyi et al, 1998a, 1998b). Mivel a szomatosztatin képes periférids
tamadasponttal antinociceptiv/analgetikus hatas kifejtésére (Pintér ef al., 2006), feltételezhetd volt,
hogy a szenzokrin hatds részeként a kapszaicinérzékeny nociceptorok izgatasakor tavoli
antinociceptiv hatds is fellép. A fentiek alapjan célunk az volt, hogy egy hasonlé kisérletes
elrendezésben, mint amelyben a tavoli, szomatosztatin altal kozvetitett gyulladésgatld hatast
kordbban sikeriilt kimutatni, megvizsgaljuk, hogy a ,szenzokrin” hatds részeként direkt
antiallodynias hatas fellép-e.
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5.5.2. A tavoli antiallodynias hatas vizsgalatanak elvi sémaja

A periférids nociceptorok izgatdsakor akcids potencidlok sorozata jut be a kdzponti
idegrendszerbe (Un. nociceptiv input), ami nemcsak a fajdalomérzet kialakuldsahoz vezethet, hanem
ellenregulacios, antinociceptiv mechanizmusokat is aktivalhat. Ezek k6z¢ tartoznak a(z) (i) ,,diffuse
noxious inhibitory controls” (DNIC; Le Bars, 2002); (ii) a kzépagybdl a gerincveldi hatso szarvba
leszallo gatlo (antinociceptiv) palyak (Ossipov et al., 2010); (iii) szegmentalis €s mas antinociceptiv
ideghalozatok (Gear et al, 1999; Ferrari et al, 2010). Ezeknek a kikapcsolasa érdekében a
kémiailag ingerelt jobb ldbon 18 oOraval kordbban mind a n. saphenust, mind a n. ischiadicust
atvagtuk ugyanabban az altatasi ciklusban, mint amelyben a plantaris inciziot végeztik az
ellenoldalon. A patkanyok jobb hatsé labanak idegatmetszéssel decentralizalt nociceptorait
ingereltiilk intraplantarisan adott kapszaicinnel vagy perkutdn alkalmazott mustarolajjal, és az
ellenoldali labon — elézetesen elvégzett — standardizalt plantaris bemetszéssel kivaltott nociceptiv
hokiiszobesokkenést mértiik. A 18 ords varakozast az indokolta, hogy ennyi id0 volt sziikséges
ahhoz, hogy a pentobarbital-narkdzis magatartasi utohatasai elmualjanak.

5.5.3. Eredmények és megbeszélés

A fluoreszcenciaméréses vizsgalatok azt igazoltak, hogy 18 oraval az idegatmetszés utan
mintegy 31%-kal, statisztikailag nem szignifikdns moddon cs6kkent a perkutan alkalmazott
mustdrolajjal kivaltott plazma-extravazacié a patkdny hats6 laban. Ez arra utal, hogy ennyi 1d6
elteltével az axotomia utdn nem valtozik érdemben a polimodalis nociceptorok neuropeptid-
kibocsatd képessége. Ezzel szemben 5 nappal az idegitmetszés utan érdemleges plazma-
extravazacid nem volt mérhetd, ami annak tudhat6 be, hogy ennyi id6 alatt mar degeneralodnak az
idegvégzddések.

A 18 oraval korabban idegatmetszett hatso 1ab talpbdre ala injektalt kapszaicin (10-100 pg)
nem valtott ki semmiféle nocifenziv reakciot, de szignifikdnsan csokkentette az ellenoldali hatso
labon 18 oraval kordbban ugyanazon mitéti iilésben elvégzett plantaris incizioval kivaltott
hokiiszobesokkenést. Hasonlo ellenoldali antiallodynias hatést fejtett ki az idegatmetszett 1ab borére
kent 5%-o0s mustérolaj, amelyet a polimodalis nociceptorokban a TRPV1-gyel koexpresszalodo
TRPAT1-ioncsatorna aktivatoranak tartanak. A hatas mindkét irritans esetében mar 10-20 perccel az
alkalmazas utan kimutathatd volt, ami valosziniitlenné teszi, hogy egy primer gyulladasgatld hatés
masodlagos kdvetkezményérdl lenne szo. Kronikus denervacio (5 nappal az idegatmetszés utan),
illetve lokalis, idegvégzddés-szintli deszenzibilizacid (100 pg 3 nappal kordbban, idegatmetszés
nélkiil) utdn a talpba adott legmagasabb kapszaicindozis (100 pg) hatdsdra nem alakult ki az
ellenoldalon termalis antiallodynias hatds. Ez azt bizonyitja, hogy a kapszaicin hatdsa a talp
teriiletén talalhatd kapszaicinérzékeny idegelemek izgatdsa révén jon létre, és nem annak a
kovetkezménye, hogy a szer felszivodik a talpbdl, és a keringéssel a test valamely részébe eljutva
fejti ki az antiallodynias hatast. A kisebb hatékony kapszaicindozis (10 pg) nem idegatmetszett
allatokban is mérsékelte — kb. 5 percig tartdé nocifenziv reakciot kovetden — az ellenoldali labon az
incizidval kivaltott hokiiszobcsokkenést mind a négy mérési idépontban, igazolva, hogy az
axotOmia nem sin equa non-ja a tavoli antiallodynias hatasnak.

A szisztémasan adott cikloszomatosztatin (C-SOM, 20 pgkg ip.) — amely a
szomatosztatinreceptoroknak mind az 6t altipusat (sst1-5) gatolja —, jelentésen mérsékelte a 20
perccel késdbb alkalmazott kapszaicinnel vagy mustarolajjal kivaltott tdvoli termalis antiallodynias
hatast. Idegatmetszésen nem, de plantaris incizion atesett allatokban a kiviilrél bevitt, szisztémasan
adott szomatosztatin (100 pg/kg 1.p.) gatolta a bemetszett labon kialakuld hdkiiszobcsokkenést; ezt
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a hatast is gatolta a C-SOM-elokezelés, igazolva a C-SOM receptorblokkold képességét a
modelliinkben. Tizennyolc 6raval az idegatmetszés €s a plantaris incizi6 utdn a jobb talpba adott
kapszaicin (100 pg) szignifikdns mértékben, mintegy 72%-kal megnovelte a plazma
szomatosztatinszeri immunreaktivitasdt a 10. percben mérve. A fenti eredmények egyértelmiien
igazoljak a szomatosztatin kozvetitd szerepét a decentralizalt nociceptorok izgatasaval kivaltott
tavoli antiallodynids hatdsban. Az a tény, hogy 5 nappal az idegatmetszés utdn a kapszaicin i.pl.
injekcidja  nem  valtott ki érdemleges ndvekedést a plazma szomatosztatinszerli
immunreaktivitasdban azt mutatja, hogy a tobblet-szomatosztatin forrdsa a plazméaban neuronalis
eredetll, vagyis a kapszaicinnel stimulalt 1ab peptiderg nociceptoraibol szarmazik. Ezt alatdmasztja,
hogy a szomatosztatint primer afferens neuronok periférias végzddéseiben mind a P-anyaggal
kolokalizacioban (Kashiba et al., 1996), mind kiilon alpopuldcioban (Hokfelt et al, 1976)
kimutattdk. Mivel nagy valoszintiséggel a szomatosztatin nem képes bejutni a kdézponti
idegrendszerbe (Meisenberg ¢és Simmons, 1983), modelliinkben az antiallodynids hatasanak
legvalosziniibb tdmadéaspontjat azok a sst-receptorok jelentik, amelyek expresszidjat igazoltak a
periférias nociceptorokon (Carlton ef al., 2001; Guo et al., 2008).

Az opioidreceptor-antagonista naloxonnal tortént elokezelés (3 mg/kg i.p.) csokkentette a 20
perccel késObb alkalmazott kapszaicinnel kivaltott tavoli termalis antiallodynids hatast mind a négy
mérési idopontban. Ennek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy endogén 6pioidok is részt vesznek a
folyamat kozvetitésében. Egy lehetséges szcenarid szerint az Opioid peptidek a stimulalt
nociceptorokbol €s/vagy leukocitakbol szabadulnak fel, majd bejutnak a plazméba, és a keringéssel
eljutnak az ellenoldali 1abba, ahol a nociceptorokon levd opioidreceptorok (Stein et al., 2009)
izgatasaval fejtenek ki antiallodynids hatast. Tekintettel arra, hogy bizonyos 6pioidpeptidek pl. az
enkefalinok képesek atlépni a vér—agy gaton (Banks ¢és Kastin, 1990), az 6pioidok esetleges
centralis hatdskomponense nem zarhat6 ki.

Az idegatmetszés utdn 18 Ordval intraplantarisan adott kapszaicin, illetve perkutan
alkalmazott mustarolaj szignifikdnsan csokkentette az ellenoldali 1abon a parcidlis ideglekotéssel
(az idegatmetszés eldtt 48 oraval korabban végzett Seltzer-miitét; Seltzer ef al., 1990) kivaltott
mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést (mechanikai allodynia) mindkét mérési iddpontban. Mindkét
stimuldlo agens gatlo hatasa 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 neuropatids mechanizmusu
mechanikai allodynia ellen is.

Eredményeink alapjan a peptiderg periférids nociceptorok Pintér és Szolcsanyi altal leirt
harmadik, ,,szenzokrin” funkcidja nemcsak gyulladasgatldo, hanem antinociceptiv, kodzelebbrol
antiallodynias hatédst is magéaba foglal. Reguldcids szempontbdl kiemelendd, hogy a periférias
nociceptorok nemcsak a fajdalmas intenzitdsti ingerek felfogdsaban (transzdukcidjaban ¢&s
transzformacidjaban) jatszanak szerepet, hanem periféridsan indukalodo szisztémas antiallodynids
hatas mediatora(ai)nak forrrasat és valoszinli tdmadaspontjat is jelentik egyben. Eredményeinknek
van egy tovabbi lényeges €s gyakorlati aspektusa. Az ellenirritdcid régota ismert jelenség, amely
sordan a test egyik részének (fajdalmas) ingerlése analgetikus, illetve antihiperalgetikus hatdst
eredményez a test mas teriiletein. A human viszonylatban ijabb terminologia szerint ,,conditional
pain modulation”-nak vagy ,heterotopic noxious conditioning”-nek nevezett jelenség (Sprenger et
al., 2011) hatterében dontd mértékben kozponti idegrendszeri ellenregulacios (antinociceptiv)
mechanizmusokat tételeznek fel (a részleteket ldsd korabban). A jelen eredmények egy 1j,
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perifériasan inicialddd6 mechanizmust kindlnak az ellenirritacioval kivaltott analgetikus hatdsok
magyarazatara.

5.6. A TRPVI1- és a TRPAl-ioncsatornak szerepe egérben a nociceptiv hokiiszob
meghatarozasaban és a mustarolajjal kivaltott nociceptiv reakciokban

5.6.1. El6zmények és célkitiizések

Latenciaid6-mérésen alapuldé modszerekkel TRPV1-génhianyos egerekben vizsgdlva
alacsony ingerintenzitasok (vélhetden kiiszobkdzeli ingerek) esetében a talp és a farok hdingerrel
kivaltott nocifenziv reakcidojaban a TRPV1-nek nincs szamottevd szerepe (Caterina et al., 2000;
Davis et al., 2000; Park et al., 2011; Hoffmann et al., 2013; Marics et al., 2014). Ez azt sugallja,
hogy a nociceptiv hokiiszob meghatarozasdban a TRPV1 nem jatszik 1ényeges szerepet. Korabbi
adatokkal ellentétben a hideg ingerrel aktivdlhat6 TRPA1-génhidnyos egerekben latenciaidd-
megnyulast mértek a plantartesztben és hokiiszob-emelkedést a labhati bor C polimodalis
nociceptoraiban (Hoffmann et al., 2013). A TRPAIl esetleges szerepér6l a farok nociceptiv
hévalaszaban nem alltak rendelkezésre irodalmi adatok. A fenti adatok fényében célszertinek lattuk
megvizsgalni a TRPV1 és TRPAI szerepét a forrd ingerrel kivaltott nocicepcidoban sajat fejlesztésti
moddszereink alkalmazasaval, amelyek a tényleges nociceptiv hdkiiszobot mérik az egér talpan,
illetve farkan. A mustéarolaj (allil-izotiocianat, AITC) régdta haszndlt tesztanyag, amely
fajdalomkeltd, termalis és mechanikai hiperalgéziat kivalté hatdsokkal egyarant rendelkezik. Az
AITC-t korabban mint a TRPAl-csatorna aktivatorat irtak le (Jordt et al., 2004; Bandell et al.,
2004; Bautista et al., 2006; Kwan et al., 2006), de ujabb adatok szerint a TRPV1-et is képes
aktivalni, de csak mintegy 100-szor kisebb hataserdsséggel (Ohta et al., 2007; Everaerts et al.,
2011; Gees et al., 2013). Célunk annak analizise volt, hogy az AITC-vel kivaltott termalis és
mechanikai allodynidban, illetve nocifenziv reakcidban milyen szerepet jatszik a TRPV1 ¢és
TRPAL.

5.6.2. Eredmények és megbeszélés

A farkon mért nociceptiv hdkiiszob a TRPV1-génhidnyos allatokban szignifikdnsan,
legalabb 2 °C-kal magasabb volt, mint a nemben ¢és korban megfeleld vad tipustiakban. Ez az
eredmény meglepd, hiszen korabbi adatok arra utaltak, hogy sem a farkon, sem a talpon a
kiiszobkozeli ingerekkel kivaltott termonociceptiv valaszban a TRPVI-nek nincs szamottevo
szerepe (lasd fent). Adataink tehat el0szor szolgaltattak bizonyitékot arra, hogy az egérfarok
tényleges, azaz hdmérséklet formajaban mért nociceptiv hdkiiszobének meghatarozasaban a TRPV 1
lényeges szerepet jatszik. Azon eredményiink, hogy a talpon mért hokiiszob nem volt eltérd a
TRPV1-génhianyos 4llatokban a vad tipusuakhoz képest, Osszhangban 4all sajat korabbi
hokiiszObméréses vizsgalatainkkal (1asd 4.3.3. pont) és a latenciamérésen alapuld termonociceptiv
tesztek (forro lap, plantarteszt) eredményeivel. Egyben arra utal, hogy a talpon mas hdérzékeny
csatornak felelések a nociceptiv hokiiszob meghatdrozasaért. Az elvarasnak megfelelden a hideg
ingerekkel aktivalhat6 TRPA1l génjét nélkiiloz0 egerekben sem a farkon, sem a talpon mért
hokiisz6b nem mutatott eltérést a vad tipust kontrollokhoz képest.

A farokra lokalizalt, nociceptiv hideg (0 °C-os) ingerre adott farokkirantdsi reakcio
latenciaideje nem volt eltérd a vad tipust kontrollhoz képest a TRPV1-génhidnyos allatokban, de
jelentésen megnyult a TRPA1-génhidnyos egerekben. Ez utobbi eredmény az els6 adat a TRPALI
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hidegnocicepcioban betoltott szerepérdl a farok vonatkozdsdban, €és azt tamasztja ald, hogy a
TRPAT1-csatorna e testtdjékon lényeges szerepet jatszik a fdjdalmas hideg ingerek detektalasaban.

Az AITC-okozta termalis allodynia vizsgalata soran a szert topikalisan alkalmaztuk, és a
nociceptiv hokiiszobot mind a farkon (emelkedd hOmérsékletli vizflirdovel), mind a talpon
(emelkedd homérsékletli forrd lappal) ismételten mértiik 10 perces idokozokkel. Az 1% AITC (30%
DMSO-ban oldva, lasd 4.7.3. pont) a nociceptiv hdkiiszob csokkenését valtotta ki mindkét
testtdjékon. A TRPV1-génhidnyos egerekben az AITC hdkiiszobecsokkentd hatasa mind a farkon,
mind a talpon szignifikdnsan kisebb volt a vad tipusi kontrollokban mérthez képest. Ezzel
ellentétben a TRPA1 génhidnyos egerekben az AITC hatasara fellépd kiiszobcsokkenés nem tért el
szignifikdnsan a vad tipust kontrollokhoz képest sem a farkon, sem a talpon. A fenti eredmények
alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, miszerint az AITC-vel kivaltott hokoszobesokkenésben — amit
termalis allodyniaként lehet értelmezni — a TRPV1, ellentétben a TRPA1-gyel, 1ényeges szerepet
jatszik mind a farkon, mind a talpon. Ez 0&sszhangban van azzal, hogy szamos termalis
hiperalgézia/allodynia-modellben (pl. carragenin, komplett Freund-adjuvans, enyhe hdtrauma,
plantéris incizio) a TRPV1 jelentds, kozel 100%-0s mediator szerepét igazoltak (Caterina et al.,
2000; Davis et al., 2000; Walker ef al.,, 2003; Pomonis et al., 2003; Gavva et al., 2005; Honore et
al., 2005; Bolcskei et al., 2005; Pogatzki-Zahn et al., 2005). A TRPA1 szerepének hianya az AITC-
vel kivaltott hdkoszobesokkenésben meglepd, hiszen heterolog expresszids rendszerben az AITC
100-szor kisebb koncentracidban valtott ki ionaramot TRPA1-csatornan keresztiil, mint a TRPV1-
en at, jelezve, hogy az AITC TRPAI iranti affinitasa joval nagyobb (Everaerts et al., 2011).

A vad tipusu allatokban az AITC jelentdsen, mintegy 40-55%-kal lecsokkentette a talpon a
mechanonociceptiv kiiszobot a teljes vizsgalati peridodusban (180 perc), azaz mechanikai allodyniat
okozott. A mechanonociceptiv kiiszob csokkenése 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 tipusu kontrolljaikhoz képest. A TRPV1 jelentds szerepe az
AITC altal kivaltott mechanikai allodynidban nem vart eredmény. Egyrészt ugyanez a véalasz a von
Frey-féle modszerrel mérve valtozatlan maradt TRPV1-génhianyos egerekben (Caterina et al.,
2000). Masrészt heterolog expresszios rendszerben az AITC a TRPAI1 irdnti nagyobb affinitast
mutatott, mint a TRPV1 irant (Everaerts et al, 2011). Ennek fényében meglepd, hogy a TRPA1
egyaltalan nem jatszik szerepet a kiiszobkozeli koncentracioban alkalmazott AITC mechanikai
allodyniat okoz6 hatasaban.

A vad tipusu egerekben a topikalisan alkalmazott AITC szignifikdnsan lerdviditette a
farokkirantés latenciaidejét a vehikulumhoz viszonyitva, ami pronociceptiv hatasként értelmezhetd.
A latenciaid6 mind a TRPV1-, mind a TRPAI-génhianyos allatokban statisztikailag szignifikans
mértékben hosszabb volt a megfeleld vad tipusu allatokhoz képest. Mindezek alapjan elmondhatd,
hogy mind a TRPV1, mind a TRPAI1 szerepet jatszik az AITC-vel kivaltott nocifenziv reakcio
latenciaidejének a megszabasaban.

5.7. A TRPV1-receptor-agonistakkal kivaltott deszenzibilizacio vizsgalata a nociceptiv hé- és
hideg kiiszob mérésével in vivo

5.7.1. Elé6zmények és célkitiizések

A TRPVl-receptor bizonyos agonistai (pl. kapszaicin, RTX) szenzoros izgatd hatdsuk
lezajldsa utdn koncentracio- és idofliggd modon kétféle szenzoros deszenzibilizaciot képesek
kivaltani: alacsonyabb koncentracioknal és rovidebb behatdsi i1doknél a TRPVI1-receptorra
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korlatozodd deszenzibilizacio alakul ki, amelynél a nociceptiv idegvégzddés csak azon ingerekkel
szemben mutat csokkent valaszkészséget, amelyek a TRPV1-en hatnak; magasabb koncentraciok és
hosszabb behatasi idok esetében az egész idegvégzddésre kiterjedd deszenzibilizacido jon létre,
amelynél hd, mechanikai és kémiai ingerekkel szemben egyarant csokken a reaktivitas. Fontos,
hogy bar a forr6 (>43°C) ingerek képesek aktivalni a TRPV1-et, a bazalis nociceptiv hokiiszob
meghatarozasaban patkany vagy egér talpan a TRPV 1-nek nincs szerepe (1asd 4.6.3. és 5.6.2. pont).
Ebbdl kovetkezden a TRPV1-re korlatoz6do deszenzibilizaciondl nem valtozik meg a nociceptiv
hokiiszob, viszont az egész 1degvégzddésre kiterjedd deszenzibilizacid hdékiiszobemelkedéssel jar.
Vizsgalataink célja az volt, hogy a klasszikus (kapszaicin, RTX) és ijabban azonositott (OLDA)
TRPV1-receptor-agonistak deszenzibilizalo hatasait in vivo 6sszehasonlitsuk a nociceptiv hokiiszob
mérésével. Tekintettel arra, hogy nem 4alltak rendelkezésre adatok a TRPV1-receptor-agonistaknak
a fajdalmas hidegingerek detektalasara kifejtett hatasaira vonatkozoan, az emlitett agensek
nociceptiv hideg kiiszobre kifejtett hosszu tava hatasait is vizsgalni kivantuk.

5.7.2. Eredmények és megbeszélés

Kétoldali intraplantaris adast kovetden mind a kapszaicin, mind az RTX megemelte a
nociceptiv hokiiszobot az 1-14, illetve 1-9 napos intervallumban. A két szer minimalis effektiv
doézisa 10, illetve 0,05 nmol volt, jelezve, hogy az RTX mintegy 200-szor potensebb
deszenzibilizal6 agens, ami egybevag korabbi adatokkal (Szallasi €s 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. Mindkét szer hatasa tartds €s dozisfliggd volt. Amint
arra a fentiekben utalas tortént, az emelkedd forrd lappal mért nociceptiv hokiiszob megemelkedése
a talp nociceptiv idegvégzddéseinek egeszére kiterjedd deszenzibilizacid jeleként értékelendo,
hiszen sem a TRPV1 farmakologiai blokkolasa (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 hatsdé végtag talpi részén mért
nociceptiv hokiiszobot. Az 1,25 umol OLDA intraplantaris injekcioja 1 héten at naponta vizsgalva
nem emelte meg a nociceptiv hokiiszobot. Az OLDA hatéastalansagdnak legvaldsziniibb oka
parcialis agonista jellege (lasd 5.3.2. pont), ami miatt nem tud olyan mértékii Ca’"-bearamlast
okozni, mint ami az idegvégzddés deszenzibilizacidjahoz sziikséges.

A kezeletlen patkanyok hatso végtagjanak talpan a csokkend homérsékletii hideg lappal mért
nociceptiv hideg kiiszob 1,3+0,2 °C-nak adddott; ez az érték 5 napon at végzett, naponta ismételt
mérések soran jol reprodukalhaté volt. Ez az érték joval alacsonyabb, mint az emberben mért 15 °C
koriili kiiszobhdmérseklet (Davis és Pope, 2002). A hideg lapon ugyanolyan magatartasi nocifenziv
reakciokat figyeltlink meg, mint a forrd lap esetében (tipusosan a hats6 végtag nyaldsa vagy
megemelése). Az ugyanazon 4llatokban parhuzamosan mért forr6 ¢és hideg kiiszob
Osszehasonlitdsaval kideriilt, hogy mind a kapszaicin, mind az RTX esetében csak a magasabb
dozisok csokkentették le a hideg kiiszobot — a hdkiiszob megemelése mellett —, mint amelyek az
el6z6 sorozatban a hdkiiszob megemeléséhez minimalisan sziikségesek voltak. A szerek hideg
kiiszobot csokkentd hatdsa 2—4 nap utdn visszatért a kontroll értékre; ekkor a forrd kiiszob még
magasan a kiindulasi érték folott volt. Ez arra utal, hogy a fajdalmas hideg és forrd ingereket
detektald nociceptorok kiilonb6zd populacidokba tartoznak. Eredményeink €s az irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd az is, hogy a nociceptiv hideg kiiszob kapszaicinnel, illetve RTX-szel kivaltott
tartos csokkenése azaltal jon létre, hogy olyan hidegérzékeny nociceptiv idegvégzddések
karosodasa jon létre, amelyek a hideggel aktivalhato ioncsatorndk (TRPMS8, TRPA1) mellett a
TRPVI1-et is expresszaljak. Ezt a lehetdséget alatdmasztja a TRPAI ¢és TRPV1 jelentds

42



koexpresszioja DRG-neuronokban (Story et al., 2003). Az idegvégzddés-szintli deszenzibilizacio
klinikai jelent0ségét latvanyosan igazolja az a 8% kapszaicint tartalmaz6 dermalis tapasz, amely 30
vagy 60 perces kontaktusidé utan az epidermalis €s dermalis polimodalis nociceptiv terminalisokat
deszenzibilizalva fejt ki 3 hdnapig tartd analgetikus hatast neuropatids fajdalom kiilonb6zo
formaiban.

Az intraplantarisan adott RTX (0,016 nmdl) nocifenziv reakciot valtott ki, amely 5 percen
beliil megsziint. Ekkor jelentds hokiiszobesokkenés (termalis allodynia) volt, amely 30 percen beliil
lezajlott. Az RTX-kezelés utan 3 o6raval a nociceptiv hokiiszob a kontroll tartomanyban volt. Az
ekkor megismételt RTX-injekcio (0,016 nmol) az eldzdleg kezelt talpba adva szignifikdnsan
rovidebb nocifenziv reakciot, illetve kisebb mértékii hokiiszobcsokkenést okozott, mint az RTX
szolvensével végzett 3 oOras elOkezelést kovetéen. Ezzel szemben ugyanilyen RTX-elokezelés
(0,016 nmol, 3 6ra) nem csokkentette a TRPA1-agonista formalin (McNamara et al., 2007) 1%-os
intraplantéris injekcidjaval kivaltott nocifenziv reakcio idotartamat. Ezek az eredmények azt jelzik,
hogy van olyan RTX-dozis, amelyik 3 oOras elokezelés utan szelektiven csak a TRPVI1
valaszkészségét csokkentette le, anélkiil, hogy a polimodalis nociceptiv idegvégzOdés mas
aktivatorainak (forrd inger, formalin) hatasat mérsékelné, tehdt TRPV1-receptor-deszenzibilizaciot
valtott ki. Hasonldé eredményeket nyertiink az OLDA-val. 250 nm6l OLDA-val végzett 3 6rés
elokezelés utan a hokiiszob a kontroll tartomanyban volt, és az ekkor az ugyanazon labba adott 5
nmol OLDA mindkét hatdsa (nocifenziv reakcid €s hokiiszobcsokkenés) jelentdsen lecsokkent a
szolvenssel végzett 3 Oras elokezeléshez képest. A nagy dozisi OLDA-val végzett 3 6ras elokezelés
az RTX pronociceptiv hatdsait is gatolta, jelezve az OLDA ¢és az RTX kozotti kereszt-
deszenzibilizaci6 kialakulasat. Figyelembe véve, hogy a TRPV1 deszenzibilizacidja hasonld hatést
eredményez, mint annak antagonizalasa, az RTX és OLDA TRPVl-receptorra korlatozodo
deszenzibilizal6 hatasanak is van potencidlis klinikai jelentésége.

5.8. A nociceptiv hékiiszob és a latenciaido osszehasonlito vizsgalata a carrageninnel kivaltott
termalis szenzibilizacioban (nem k6z6lt eredmények)

5.8.1. Elé6zmények és célkitiizés

Kisérleteink soran szdmos akut (RTX, a-B-metilén-ATP, OLDA, 3-MOLDA, AITC,
hétrauma) €s 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 hoétruma, az incizi6 esetében a latenciaidé-mérésen alapuld
moddszerekkel a latenciaiddé rovidiilése, azaz termalis hiperalgézia is kimutathato (Gilchrist et al.,
1996; Yeomans et al., 1996; Hamilton et al., 1999; Coderre és Melzack, 1987; Cleland et al., 1994;
Nozaki-Taguchi €s Yaksh, 1998; Field et al., 1997; Zahn és Brennan, 1999). Mindez azt sugallja,
hogy a nociceptiv hokiiszob csokkenése €és a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz nagysaganak
novekedése (lasd 1. abra) egymashoz kapcsolt jelenségek, azaz a hokiiszob és a kiiszobfeletti
héingerre adott valasz parhuzamosan valtozik. Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez egy szubakut
modellben, a carrageninnel kivaltott termalis szenzibilizdcioban parhuzamosan vizsgaltuk a
nociceptiv hokiiszobot €és a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz latenciaidejét. Ismert, hogy a
carragenin a plantarteszttel vizsgalva latenciardvidiilést okoz (Hargeraves et al., 1988).
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5.8.2. Modszerek

Kisérleteinkben az IITC Life Sciences Inc. altal gyartott ,,incremental hot/cold plate
analgesia meter”-t hasznaltuk, amely emelked6 homérsékletli izemmodban a forr6 kiiszob, allando
homérsékleti lizemmddban a latenciaidé mérésére alkalmas. Segitségével ugyanazon
allatcsoportban parhuzamosan tudtuk mérni a hdkiiszobot €s a latenciaidét. Eloszor meghataroztuk
a patkdnyok egyik hats6 végtagjan mind a kiindulasi nociceptiv hdkiiszobot (30 °C kiindulasi
hémérséklet és 6 °C/perc fiitési sebesség mellett), mind ugyanazon hatso lab nyalésaig eltelt idot
(50 °C-os laphdmérséklet mellett). Ezutan carragenint (3%, fizioldgias s6oldatban diszpergalva, 100
pl térfogatban) adtuk intraplantdrisan a vizsgalt 1abba. Mind a nociceptiv hokiiszobot, mind a
latenciaid6t oranként meértiik.

5.8.3. Eredmények és megbeszélés

A carragenin 1 oOra elteltével gyulladasos reakciot valtott ki a kezelt labon borpir, 6déma
formajaban, amely 3—4 6rén 4t fennmaradt. Meglepd mdédon a nociceptiv hokiiszéb nem valtozott
érdemben a kezelés utani 1-3 6réds intervallumban, ellenben a latenciaidd szignifikans mddon
lerovidilt mindharom mérési idépontban. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a termalis
szenzibilizaci6 két paramétere, az aktivacios kiiszob és a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz
latenciaideje nem feltétlentil kapcsoltak, ami eltérd patofizioldgiai szabalyozasukra utal: a kiiszobot
a hovel aktivalhato ioncsatornak determindljak, mig a hévalasz nagysagat (ami a latenciaidében
kodolodik) a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak aktivitdsa. Eredményeink azt mutatjik, hogy a kivalto
agens szabja meg, hogy a termalis szenzibilizacid okoz-e hokiiszobesokkenést 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 tartds bradikininexpozicio
szenzibilizdlo hatdsa a rostok hdvalaszara COX-fliggé folyamat, amelynek kozvetitésében a
PGE,/PGI, szerepet jatszik. Megfogalmaztunk egy hipotézist, mely szerint a bradikinin direkt
akciospotencial-generald hatassal nem bir, az annak tartott hatds extrém fok hékiiszobcsokkenés
kovetkezménye, amely miatt a normal kornyezeti hOmérséklet folyamatos hdingerként hat.
Feltételezhetd, hogy mas kémiai dgensek — mint ATP, szerotonin, prosztaglandinok —, amelyek
hasonld mértékii hokiiszobcsokkenést tudnak kivaltani — legaldbbis részben — igy fejtik ki
nociceptor-aktivald hatasukat. A magas koncentracioban alkalmazott PGE,/PGIl, fokozta a
polimodalis nociceptorokban a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok szamat anélkiil, hogy azok
hokiiszobét megvaltoztatta volna, jelezve, hogy az aktivacids hokiiszob €s a kiiszobfeletti ingerre
adott valasz szenzibilizalhatésdga eltérd. Izolalt patkanybérben 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 (akcids potencialt generdld) és lokalis efferens
(neuropeptid-felszabaditd) funkcidjanak szenzibilizdlhatosaga eltérd, ami a két folyamat eltérd
ionalis hatterével fligghet 6ssze. A forrd ingerekkel kivaltott CGRP-felszabaduldst nem gatolta a
TRPV1-antagonista ruténiumvoros, illetve capsazepin, megerdsitve, hogy a patkany laban a TRPV1
szerepe a forr6 ingerek transzdukciojaban a nociceptiv primer afferens neuronok periférias
végzddéseiben — szemben a sejttesttel — marginalis.

A magatartasi nociceptiv hokiiszob az altalunk kifejlesztett mindkét késziilékkel (emelkedd
hémérsékletti forro lap és emelkedd homérsékletli vizfliirdd) mérve kivaloan reprodukalhaté ismételt
mérések soran, alkalmassa téve a modszert kis kiiszobvaltozasok kimutatasara. Az emelkedd
hémérsékletti forrd lap alkalmas nemcsak Opioid analgetikum (morfin), hanem COX-gatld
fajdalomcsillapitok (diclofenac €s paracetamol) hokiiszobemeld (termalis antinociceptiv) hatdsanak
nagy érzékenységgel torténd kimutatdsara. Az (1j miiszerekre harom, hokiiszobcsokkenésen alapuld
termalis allodyniamodellt dolgoztunk ki és validaltunk. A talpba adott RTX fél 6ran beliil lezajlo
akut hokiiszobcsokkenést valt ki, mig az enyhe hdtrauma kb. 1 6rén at fennalld szintén akut, a talpi
bemetszés pedig legalabb 1 hétig elhuzo6dd szubakut/kronikus kiiszobcsokkenést okoz. A harom
paradigma kozo0s elonye, hogy a morfin, diclofenac és paracetamol hdkiiszobcsokkenést gatlo
(antiallodynias) dozisai alacsonyabbak, mint a nem érzékenyitett hokiiszob emeléséhez sziikséges
adagok, jelezve a modellek farmakologiai érzékenységét nemcsak szisztémas, hanem lokalis
adasmod esetén is. Az enyhe hétraumaval, illetve a plantaris incizidval kivaltott hokiiszobesokkenés
kozvetlen klinikai relevancidval bird termalis allodyniamodellek. Mindharom modell, kiilondsen az
RTX-szel kivaltott allodynia alkalmas a periféridas nociceptorokon haté TRPV1-receptor-
antagonistak hatdsanak vizsgalatara, nagysagrenddel nagyobb érzékenységet mutatva, mint a
latenciaid6-méréses forrd lap modszer. A hokiiszobmérési paradigmat sikeriilt adaptalni egérre a
farok hokiiszobének emelkedd hdmérsekletli vizflirddvel torténd mérésével. Ezen modszer allattarto
hengerekkel kiegészitett formdjaban kiilondsen alkalmas a nociceptiv hokiiszob meghatarozasara,
kikiiszobolve az allat kézbentartdsabol eredd stresszt €s annak variabilitdsat. Egerek vizsgalata
soran analgetikumok kozotti, illetve analgetikum és pszichoaktiv szer kozotti antinociceptiv
interakciok kimutatasa is megtortént.
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A hokiiszobmérés segitségével sikeriilt analizalni az enyhe hdtraumaval kivaltott akut,
illetve a plantaris bemetszéssel keltett szubakut/kronikus termalis allodynia periférids
medidtorhatterét arra a kovetkeztetésre jutva, hogy csak viszonylag kis kiilonbségek allnak fenn. A
potencialis TRPV 1-ligandum zsirsavamidok vizsgalata soran az intracellularis Ca**-szint, valamint
intraplantaris adas utdn a nocifenziv reakcid és a nociceptiv hokiiszob mérésével kimutattuk, hogy
az OLDA ¢és a 3-MOLDA TRPV1-receptor-agonista hatassal bir. Ezzel szemben a 4-MOLDA ¢s az
OEA TRPV1-antagonistaként viselkedett a fenti paradigméakban, mig az anandamid kizarolag CB;-
receptor-agonistaként viselkedett. Ismereteim szerint elsOként 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*"-akkumulacioja) és in vivo
(RTX-okozta nociceptiv hokiiszobcsokkenés patkanyban) modellben. Az in vitro és az in vivo
modellben nyert konkordans adatok alapjan alaphelyzetben a TRPVI1-receptor agonistdk 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 trigeminalis érzo
neuronok sejttestében, mind a talpbor periférias nociceptoraiban.

Direkt bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a periférids nociceptorok izgatisa tavoli
antiallodynias hatast (termalis és mechanikai) fejt ki, amelynek indukcidja kozponti idegrendszeri
ellenregulacios, antinociceptiv folyamatoktol (mint pl. descendald gatlas, DNIC) fliggetlen. Ezen
hatas kozvetitésében igazoltuk nemcsak a szomatosztatin, hanem az endogén 6pioidok szerepét is.
A szomatosztatin az ingerelt nociceptorokbdl szabadul fel és valosziniileg a periférias nociceptiv
idegvégzddéseken fejti ki antiallodynids hatasat. Eredményeink szerint a nociceptorok izgatasaval
kivaltott ,,szenzokrin” hatas — mint a peptiderg nociceptorok harmadik funkci6ja — nemcsak a
korabban leirt gyulladasgatld mechanizmust foglalja magaba, hanem direkt antiallodynias
komponenst is involval.

Génhianyos egerek hokiiszobméréses vizsgalataval elsOként sikeriilt kimutatni, hogy az egér
farkdn a nociceptiv hokiiszob meghatdrozasdban a TRPV1 szerepet jatszik, ellenben a talpon e
struktara funkcioja nem mutathaté ki. A TRPAIl-csatorna sem a farkon, sem a talpon nem jarul
hozza a nociceptiv hokiiszob meghatarozasdhoz. Az AITC-vel kivaltott hokiiszobecsokkenés
(hdallodynia) mind a farkon, mind a talpon TRPV1-fliggd, ellenben a TRPA1 egyik testtajékon sem
involvalt. Hasonl6 a helyzet az AITC-vel a talpon kivaltott mechanikai allodynia esetében is.

Az emelkedé homérsékleti forrd lap alkalmas a talpba adott kapszaicin és az RTX lassan
kialakulo, napokig/hetekig tartd, szenzoros deszenzibilizald (idegvégzddés-karositd) hatasdnak a
kimutatasara, amely a nociceptiv hokiiszob emelkedésében nyilvanul meg. Az OLDA ilyen hatést
nem tud kivaltani, vélhetOen parcialis agonista jellege miatt. Az RTX és az OLDA alacsonyabb
dozisai a TRPVl-receptorra korlatozodd deszenzibilizaciét valtanak ki. Mindkét fajta
deszenzibilizacio (idegvégzodés- versus TRPV1-szintli) relevancidval bir 1j, periférias
tamadaspontu analgetikumok fejlesztése szempontjabol.

A carrageninnel kivaltott termalis szenzibilizdcid vizsgalata sordn kimutattuk, hogy a
nociceptiv hokiiszob csokkenése €és a kiiszobfeletti hdingerre adott nocifenziv valaszreakciod
latenciaidejének megrovidiilése nem feltétleniil egyiittjard jelenségek, ami a hdvalasz két
paraméterének eltérd patofizioldgiai szabalyozasara utal.
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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-foszfat-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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