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1 Bevezetés

A fajdalom a szoéveti integritast veszeélyezteté behatasok altal kivaltott kellemetlen,
szubjektiv érzet. Nocicepcionak nevezzik a folyamatot, amelynek soran a
fajdalmas inger (pl. magas hédmérséklet, endogén és exogén irritdl6 molekulak)
ingeruletté alakul. melyet viselkedési valasz megjelenése kovet. Ezeket a
valaszokat nocifenziv viselkedésnek nevezzik, mely magaban foglalja az
ingerforras elkerilését, a menekllést és a vokalizacidt. Szenzitizacié soran a
fajdalmas ingerekre adott valaszkészség megnd, vagyis az ingerkiiszob lecsokken
és fokozott fajdalomérzet (hiperalgézia) alakul ki. Antinociceptiv hatasrol akkor
beszéllink, ha kémiai vagy fizikai behatasok kdvetkeztében cstkken a nocicepcio,
mind hiperalgézias mind fiziologias kortlmények kozt. A nociceptiv inger
transzdukciéjanak helyei az uni- és polimodalis nociceptorok, melyek a primér
afferens neuronok specializalt végzédései. Ezek a pszeudounipolaris neuronok
idegezik be a bért, a nyalkahartydkat és a belsé szerveket. Periférias axonjaik
alkotjak az érz6 idegrostokat, sejttestik pedig a gerincveld hatsoszarvi
idegducaiban vagy a ganglion trigeminaleban helyezkednek el. K6zds jellemzdjuk
hogy sejtmembranjukban megtalalhaté az erds paprika csipds anyaganak, a
kapszaicinnek a receptora, a TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1). Ez a
receptor tbbbek kozt 43C-t meghaladd h émérséklet, alacsony pH, lipoxigenaz
termékek, ciklooxigenaz (COX) termékek valamint nitrogén monoxid (NO)
hatdsara aktivalodik. Neurokémiai szempontbdl peptiderg és non-peptiderg
neuronok polimodalis nociceptorok kulonitheték el. A peptiderg nociceptorok
neuropeptideket, (pl. substance P, neurokinin A és B, calcitonin gene-related
peptide, szomatosztatin) tartalmaznak és szabaditanak fel ingerlas hatasara. A
peptidergic nociceptok afferens funkciojuk mellett, efferens tevékenységet is
mutatnak, ami a felszabadult neuropeptidekre adott helyi, szbveti valaszban
nyilvanul meg.

Intézetiinkben Pintér és Szolcsanyi fedezte fel, hogy egy hatségyok vagy a n.
ischiadicus kétoldali &tmetszését kovetéen a periférias csonk ingerlése markans
neurogén gyulladast valt ki az azonos oldali végtag bérében, amit szignifikAnsan
lecsokkent az ellenoldali csonk stimulacidja. Medfigyeléseik alapjan arra a

kovetkeztetésre jutottak, hogy az érzé idegvégzédésekbdl gyulladascsokkentd



mediator(ok) szabadulnak fel és jutnak el a vérkeringéssel a test tavoli tajaira.
Megfigyelték tovdbbd, hogy a perineuralis kapszaicin kezeléssel rocsolt
kapszaicin-érzékeny idegrostokon nem valthaté ki a gyulladasellenes hatas.
Felismerték azt is, hogy a azokban az allatokban, amelyekben a tavoli
gyulladascsokkenté hatas jelentkezett, a plazma szomatosztatin-szer(
immunreaktivitdsa jelentdsen megnétt a kontroll allatokhoz képest, mig
szomatosztatin ellenes poliklonalis antitestekkel tortént el6kezelést kdvetbéen a
jelenség nem volt kivalthaté. Az allatoknak szisztémasan beadott exogén
szomatosztatin szintén kivaltotta a neurogén gyulladas cstkkenését. Vizsgalataik
bizonyitottdk be elsé alkalommal, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzbédések aktivacidja szisztémas gyulladascsokkentd hatassal is
rendelkezik, amit az idegvégzédésekbdl a keringésbe jutdé szomatosztatin kdzvetit.

A leirt jelenséget a peptiderg nociceptorok szenzokrin funkciéjanak nevezték el.

A termonocicepcio vizsgalatanak modszerei kdzeé tartozik a viselkedési nociceptiv
hékliszbb meghatarozasa. Ez annak a legalacsonyabb hémérsékletnek a
meghatarozasan alapszik, amely mar nocifenziv viselkedést valt ki. Intézettinkben
a viselkedési nociceptiv h6kiiszdb vizsgalatara a kbzelmultban kifejlesztésre kerilt
egy emelkeddé hémérsékletl vizfirdd. A készllékkel az allatok hatsé labat 30C-
rol egyenletesen emelkedé héingernek tesszik ki, mindaddig, amig az allat a labat
a vizbdl ki nem emeli. A nocifenziv reakci6 megjelenéséhez tartozé vizfirdé-
hémérsékletet tekintjik a vizsgélt 1ab nociceptiv hékiszobének. A hdékiszob
meérése jol reprodukalhatd, kevés kulénbség mutatkozik azonos allatok ismételt
meérései valamint az egyes példanyok mért értékei kdzott egyarant. Ez jelentds
elény a klasszikus, reflex latencia mérésen alapulé médszerekkel szemben (pl. hot

plate, tail flick) ahol az ismételt mérések kozott jelentds eltérések lehetnek.



2 Ceélkit izések

1. Korébbi eredményeink szerint, hétraumat kévetéen kialakuld akut termalis
hiperalgézidaban az emelkedé hémeérsekletl vizfirdével mért viselkedési
nociceptiv hékiszéb lecsdkken. A huméan posztoperativ fajdalom
modellezésére (amely egy hosszabb ideig fennallo hiperalgézias allapot)
fejlesztették ki a patkanyok és egerek talpan végrehajtott sebészi
bemetszést. Elsé vizsgalatunk célja annak meghatarozdsa volt, hogy a
plantaris inciziora jellemzd tartds hiperalgéziaban is kimutathato-e
emelked6 hémeérsékletl vizfurdével a viselkedési nociceptiv hdkiiszéb
csokkenése. Vizsgalni kivantuk tovabba a modellben a hagyomanyos

opioid és nem-opioid analgetikumok hatasat.

2. A hétrauma altal kivaltott és a plantaris incizio hatasara kialakulé termalis
hiperalgézia id6ébeli lefolyasa jelentésen eltér, ezért feltételeztik, hogy a két
folyamat hatterében eltéré mediatorok allhatnak. Masodik vizsgalatunk célja
a hétrauma és a plantaris incizio periférias mediatorainak 6sszehasonlitdsa
volt. Lokalisan alkalmazott tesztanyagokat és a viselkedési nociceptiv
hékliszob mérését hasznaltuk modszerként. Az alabbi receptorok és
enzimtermékek hatésait vizsgaltuk: bradikinin B, és B; receptor, P2X

purinoceptor, TRPV1 receptor, lipoxigenaz termékek és NO.

3. Korabbi vizsgéalatok igazoltak, hogy a kapszaicin érzékeny idegvégzédések
test tavoli részein. Ennek hatterében az idegvégzédésekbdl a
vérkeringésbe jutdé szomatosztatin all, ezt nevezik a peptiderg nociceptorok
szenzokrin  funkci6janak. A szomatosztatinrol toébb vizsgalat s
bebizonyitotta, hogy antinociceptiv hatassal is rendelkezik, mely részben
periférias mechanizmusokon alapul. Harmadik kisérletsorozatunkban azt
vizsgéltuk, hogy a polimodalis nociceptorok stimulaciéja hataséara kialakul-e
olyan antinocicentiv hatds amely a test tavoli részein észlelhetd, vagyis a
peptiderg neuronok rendelkeznek-e antinociceptiv szenzokrin hatassal is. A
célunk az volt, hogy a plantaris incizioval kivaltott héklszéb csokkenést a

tavoli nociceptorok kémiai stimulaciojaval befolyasoljuk.



3 Mobdszerek

A vizsgalatok Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsaganak
engedélyével torténtek. A vizsgalatokat 150-200 g sulyu ndéstény Wistar
patkanyokon végeztik. A kisérletek soran mindig ugyanaz az asszisztens kezelte

az allatokat. A vizsgalo nem ismerte az allatok kezelt vagy kontroll besorolasat.

A viselkedési nociceptiv héklszob meghatarozasdra az intézetiinkben a
kozelmultban kifejlesztett emelkedd hémérsékletl vizfurdét hasznaltuk. A
szerkezet két f6 egysége a fiithetd viztartdly és a vezérlbegység. A lazan
megfogott allatokat figgdleges helyzetben a viztartaly folé emeltik, agy, hogy a
hatsé végtagok mozgasa akadalymentes legyen. Miutan az allat egyik hatso labat
a vizbe meritettik, elinditottuk a viz melegitését. Azt a hémeérseékletet tekintettiik a
vizsgélt 14b viselkedési nociceptiv hékiszobének amelynél az &allat a vizbdl

kiemelte a labat.

3.1 Atermalis és mechanikai hiperalgézia kialakita sa s modulacidja

Hétrauma kivaltasa el6tt meghataroztuk mindkét hatsé lab kiindulasi viselkedési
nociceptiv hékiszobét. Ezt kbvetben az allatokat éterrel elaltattuk és bal hatso
labukat egy allandé, 51 °C hdmérsékleti vizfiirdébe meritettilk 20 masodpercre. A
kialakult hétrauma nem eredményezte spontan nocifenziv viselkedések
megjelenését. Az ébredést kovetben a sérilt lab viselkedési nociceptiv
héklszobét megmeértik. Plantéris incizié esetén mindkét lab viselkedési nociceptiv
hékluszobét meghataroztuk a mutét elétt, majd az allatokat pentobarbitallal
elaltattuk, és a talpon egy 1 cm hosszu bemetszést ejtettiink a kézépvonalban. A
metszés a bor rétegein, a talpi fasciain és m. plantarison hatolt at. A keletkezett
sebet varrattal zartuk. A ldbadozasi idé az a legrovidebb idétartam volt, ami alatt
az altatas hatésai teljesen megsziintek.

A hagyoméanyos analgetikumok plantaris incizidval létrehozott hiperalgéziara
gyakorolt hatasainak vizsgalatat célzo kisérleteinkben a posztoperativ viselkedési
nociceptiv hékiszob meghatarozasat kdvetéen az analgetikumokat vagy azok
oldGszereit intraperitonealisan vagy intraplantarisan beadtuk az allatoknak, majd



10 percenként hékiiszob méréseket végeztink. Minden gybégyszer hatasat sajat
oldészeréhez viszonyitva hataroztuk meg.

A tavoli antihiperalgetikus hatas vizsgalatahoz az akutan denervalt (n. ischiadicus
€s n. saphenus atmetszéseével) hatso lab fajdalomérzé idegvégzédéseit kémiai
ingerekkel (kapszaicin i.pl. vagy mustarolajos ecsetelés) stimuldltuk, majd az
ellenoldali, bemetszett labon viselkedési nociceptiv hékliszdb méréseket
végeztink 10 percenként. A denervacié megakadalyozta, hogy a nociceptorokban
keletkezd ingerilet a kozponti idegrendszerbe jusson. A kontroll csoport tagjait az
stimulalé anyag olddszerével kezeltik.

A héatsé labak mechanonociceptiv kiszdbeit Randall-Selitto féle modszerrel
hataroztuk meg, majd az allatokat elaltattuk és a n. ischiadicus részleges
lekotésével (Seltzer féle mdatét) neuropatiat, és az azt kisér6 mechanikali
hiperalgéziat hoztunk létre. Az ellenoldali I1&b denervaciojjara 48 éraval késébb, 18

6raval a kisérlet el6tt kertlt sor.

3.2 Statisztikai elemzések

Az azonos allatok ismételt hdklisz6b méréseinek eredményeit variancia analizissel
(ANOVA) hasonlitottuk 6ssze. Az aktiv hatbanyagot vagy annak olddszerét kapo
vizsgalati csoportok dsszehasonlitasara kétutas varianciaanalizist (two-way
ANOVA) végeztunk. Egymintas Student-féle t-testtel hasonlitottuk 6ssze az
ismételt h6kiuiszob mérésekor tapasztalt h6kiiszob csokkenések 6sszegét, amit az

adott anyag hatasossaganak megitélésére hasznaltunk.

A szézalékban kifejezett gatlast az alabbi képlet szerint szamitottuk ki:

[(Drop soiv —Drop drug )/Drop soi ]x100

Ahol a Dropsoy €s a Dropgryg az atlagos hékiszob csokkenesek Gsszegét jeldli, a

kezelést kovetd idépontokban, a kezelt €s a kontroll allatokban.



4 Eredmények

4.1 A plantaris incizio viselkedési nociceptivh  6kiszobre gyakorolt hatasa

Plantaris inciziot kovetéen az allatok viselkedési nociceptiv hékiiszobét mindkét
labon, hét egymast kdveté napon meghataroztuk. Az intakt, kontroll hatso labak
esetében nem talaltunk szignifikdns eltérést a kiindulasi értékhez képest. Az
ellenoldali, operalt hatsé labak viselkedési nociceptiv hékiszobe statisztikailag
szignifikansan csokkent mind a kiindulasi, mind az ellenoldali labakon meért
ertékekhez képest. A viselkedési nociceptiv hékiszéb cstkkenését, vagyis a
hiperalgéziat a mitétet kovetd hetedik napig vizsgéltuk. A hatodik posztoperativ
napon a mutott oldali viselkedési nociceptiv hékiszob értékek ndvekedésnek

indultak, ezért a kisérletet a hetedik napon etikai okokbdl befejeztik.

4.2 A hagyomanyos analgetikumok hatadsa a plantaris inciziéval kivaltott

viselkedési nociceptiv h  6klszob cstkkenésre

A posztoperativ hékliszob mérést kdvetéen, miutdn igazoltuk a hiperalgézia
fenndllasat, az Aallatok intraperitonedlis morfin vagy oldészer kezelésben
részesiltek, majd 10 percenként hoékiszob  méréseket végeztink.
Vizsgalatunkban az oldoszerrel 6sszehasonlitva a morfin dozisfiiggd maddon
enyhitette a plantéaris incizié &ltal kivaltott viselkedési nociceptiv hoékiiszob
csokkenést. A legkisebb hatékony dozis 0,3 mg/kg volt. Az alkalmazott
legmagasabb dozis (3 mg/kg) pedig 60 %-al csokkentette a hiperalgéziat, anélkiil,

hogy szedaciot okozott volna.

A szisztémasan alkalmazott diklofenak dozisfiggd moddon csokkentette a
posztoperativ hiperalgéziat. A legkisebb hatékony dézis 1 mg/kg volt, a
legmagasabb dozis (10 mg/kg) 40 %-al emelte meg a posztoperativ viselkedési

nociceptiv hékiszobot.

Az intraperitonealisan beadott paracetamol dozisfiggd moddon csokkentette a

plantaris incizidval kivaltott termalis hiperalgéziat. A legkisebb hatékony dozis 100



mg/kg volt, a legmagasabb alkalmazott dozis pedig 52 %-al csokkentette a

termdlis hiperalgéziat.

A vizsgalt analgetikumok doézis-hatas gorbéi alapjan a morfin bizonyult a
legpotensebbnek, a paracetamol pedig a legkevésbé potensnek, a legkisebb
hatékony ddzisokat dsszevetve. A morfin és a paracetamol hatékonysaga hasonl6
volt, vagyis kdzel azonos meértekben csokkentették a termalis hiperalgéziat, a
diklofendk kevésbé volt hatékony a vizsgalati elrendezésben. Egy kulén
vizsgélatban igazoltuk, hogy az altatdson éatesett, de meg nem operalt allatok
esetén a jelen vizsgélatban alkalmazott legmagasabb morfin, diklofendk vagy
paracetamol dozis nem emelte meg az intakt labak viselkedési nociceptiv

héklszobét, valamint nem okozott szedaciot.

A hagyoméanyos analgetikumok lokalis hatasossagat is vizsgaltuk a plantaris
incizidval kivaltott termalis hiperalgéziaban. Az analgetikumok olyan dézisat adtuk
be az allatok bemetszett talpaba, melyek a legalacsonyabb szisztémasan
hatékony ddézisnal alacsonyabbak voltak. A gydgyszeradasra kozvetlenldl a
posztoperativ viselkedési nociceptiv hékiiszob meghatarozasat kdvetéen kerdlt
sor. Minden analgetikum hatasat sajat szolvenséhez hasonlitottuk. Intraplantarisan
adva 10 pg morfin vagy 100 pg diclofenac szignifikansan csékkentette a termalis

hiperalgéziat, paracetamol esetében lokalis hatast nem tudtunk kimutatni.

4.3 A plantaris incizioval vagy enyhe h  étraumaval kivaltott viselkedési
nociceptiv h ékiszéb csokkenésben részvev 6 mediatorok

o0sszehasonlitasa

Intraplantarisan adva 10 pM HOE 140, (szelektiv bradikinin B, receptor
antagonista), szignifikAnsan csokkentette a hétrauméaval kivaltott termalis
hiperalgéziat, 10 és 20 perccel a kezelés utan valamint a hékiszob csokkenések
O0sszegét is szignifikansan csokkentette. Plantaris incizio esetén az
intraplantarisan adott HOE 140 minden mérési idépontban jelentésen csokkentette

a termalis hiperalgéziat, az olddszerrel kezelt csoporttal 6sszehasonlitva.



Intraplantarisan adva 10 pM [des-Arg'®]-HOE 140 (bradikinin B; receptor
antagonista) hétrauma esetén csak 20 perccel a kezelés utdn csokkentette a
termalis hiperalgéziat, igy a hdékiszob csokkenések 0Osszege sem valtozott
szignifikdnsan. Plantaris incizié esetén viszont a lokalisan adott [des-Arg'®-HOE
140 minden mérési idépontban szignifikAnsan cstkkentette a termalis
hiperalgéziat, az oldoszerrel kezelt csoporttal 6sszehasonlitva.

Hétraumat kdvetéen az intraplantarisan adott nem szelektiv lipoxigenaz inhibitor
nordihidroguaiaretin sav mindkét alkalmazott koncentracioja szignifikAnsan
csokkentette a hoékiiszobcsokkenések Osszegét. Plantéris incizidt kdvetéen az
intraplantarisan adott nordihidroguaiaretin sav alacsonyabb koncentraciéja (10
M)  nem mérsékelte jelentésen a termalis hiperalgéziat, magasabb
koncentracibban adva (30 upM) is csak 10 perccel a kezelést kovetden
csokkentette szignifikdnsan a termalis hiperalgéziat az oldoszerrel kezelt

csoporttal 6sszehasonlitva, és h6ékiszdb csokkenések 6sszege sem tért el.

A hétraumat kdvetéen a nitrogén-monoxid szintetaz gatlé L-NOARG 100 pM-janak
intraplantaris addsa minden mérési idépontban jelentésen csokkentette a termalis
hiperalgéziat. Plantaris inciziét kovetéen 100 uM L-NOARG intraplantaris adasa
minden meérési idépontban szignifikAnsan enyhitette a hékiszéb csokkenést, a

kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

A hétrauma altal kivaltott hoékiszob csotkkenést 0,3 puM TNP-ATP (P2X
purinoceptor antagonista) intraplantaris adasa minden mérési idépontban
jelentésen mérsekelte. Plantaris incizid esetén az intraplantaris TNP-ATP (0,3 uM)
kezelés az elsé harom mérési idépontban szignifikansan cstkkentette a termalis
hiperalgéziat, és a hékiszob csokkenések dsszege is szignifikdnsan tért el a

kontroll csoportétal.

Az intraplantarisan alkalmazott TRPV1 receptor antagonista AMG9810
koncentraciéfiiggd moddon csokkentette a hétrauma altal kivaltott termalis
hiperalgéziat. Plantaris inciziét kévetéen az intraplantarisan alkalmazott TRPV1
receptor antagonista SB-366791 alacsonyabb koncentracioja (10 pM) nem

csokkentette szignifikansan a termdlis hiperalgéziat, amig magasabb



koncentrioban adva (100 uM) minden méreési idépontban hatékonyak bizonyult. A
fentieknek megfelelden az alacsonyabb koncentricié esetében a hdékiszob
csokkenések 6sszege nem tért el szignifikansan a kontroll csoportnal tapasztalttol,

mig a magasabb koncentracio esetében a kulonbség szignifikans volt.

4.4 A nociceptiv idegvégz o6dések kémiai ingerlésével kivaltott termalis

antinociceptiv hatas vizsgalata

Ebben a kisérletsorozatban az allatok akutan denervalt hatso lababan levé érzd
idegvegzédéseket kémiai anyagokkal stimuldltuk, majd az ellenoldali lab
viselkedési nociceptiv hékiszobét vizsgaltuk. Az akutan denervalt labba
intraplantarisan adott 1 pg, 10 pug vagy 100 pg kapszaicin nem valtoztatta meg az
ellenoldali intakt &b viselkedési nociceptiv héklszobét, ezért plantaris incizioval
termalis hiperalgéziat indukaltunk, hogy kismértékl antinociceptiv hatasok is
Kimutathatova valjanak. Ezt kovetden a denervalt labba adott kapszaicin
dozisfiiggd modon csdkkentette az ellenoldali labon mért hékiiszob csdkkenést,
vagyis tavoli antihiperalgetikus hatast tapasztaltunk. A legalacsonyabb alkalmazott
kapszaicin dozis mellett nem tapasztaltunk tavoli antihiperalgetikus hatast, mig a
legmagasabb alkalmazott dozis hatékonysaga megkozelitette az
intraperitonedlisan adott morfin (3 mg/kg) hatasat.

Azeért, hogy tisztazhassuk a kapszaicin-érzékeny idegvégz6édések szerepét a
tapasztalt jelenségben kronikus denervaciot alkalmaztunk. Az idegveégzédések —
koztik a kapszaicin szenzitiv idegvégzédések — irreverzibilisen kérosodasuk
kovetkeztében érzéketlenné valnak a kapszaicinre, de annak esetleges
szisztémas hatasait a denervacid6 nem befolyasolja. Ot nappal a denervaciot
kovetden (n. ischiadicus és n. saphenus atmetszése) a talpba adott legmagasabb
kapszaicin dozis sem valtott ki antihiperalgetikus hatast, az ellenoldali, bemetszett
labon. Ha kapszaicin magas dozisainak teszink ki TRPV1-et expresszalo
polimodalis nociceptorokat, azok deszezibilizalédnak, €s sem kapszaicinnel sem
mas modon nem hozhatdk ingertletbe. Harom nappal a Kkisérlet el6tt, egy
alkalommal intraplantarisan adott kapszaicinnel (100 pg) kezeltik el az allatok

intakt talpat. Az elékezelést kdvetéen a kisérlet soran a talpba adott kapszaicin

10



nem befolydsolta az ellenoldali, bemetszett lAbon mért viselkedési nociceptiv
héklszob csokkenést. Az oldoszerrel elbkezelt kontroll csoport esetén az

antihiperalgetikus hatas valtozatlan formaban észlelhetd volt az ellenoldali Iabon.

A denervalt lab mustarolajos (5%) ecsetelésének hatasara, az ellenoldali,
bemetszett ldbon a hékiiszob csdkkenés jelentés mérséklédését tapasztaltuk. Az

antihiperalgézias hatas mértéke azonos volt a kapszaicinével.

Intézetliinkben korabban elvégzett kisérletek alapjan azt feltételeztiik, hogy az
észlelt tavoli antihiperalgetikus hatdsban szerepet jatszhat a szomatosztatin.
Feltételezésink  ellenérzésére az  allatokat intraperitoneélisan  adott
cikloszomatosztatinnal (szomatosztatin antagonista) kezeltik elé, 20 perccel a
kapszaicin beadasa vagy a mustarolajos ecsetelés elétt. Az el6kezelés az
intraplantaris kapszaicin adasat kovetéen az ellenoldalon, a bemetszett talpon az
antihiperalgetikus hatéas kifejlédését megakadalyozta, mig az olddszeres kezelés
hatastalan volt és a bemetszett talp hékiiszobe megemelkedett. A szomatosztatin
tavoli antihiperalgetikus hatasaban betoltétt szerepének tovabbi vizsgalatara a
plantaris inciziobn atesett allatokat intraperitonedlisan adott exogén
szomatosztatinnal kezeltlik. Az olddszerrel kezelt allatokkal 6sszehasonlitva az i.p
adott szomatosztatin minden mérési idépontban jelentésen emelte az ellenoldali,
bemetszett 1ab viselkedési nociceptiv hékiszobét. Az észlelt antihiperalgetikus
hatés cikloszomatosztatin el6kezelést kdvetéen nem volt kivalthato.

Endogén antihiperalgetikus rendszerek vizsgalata soran természetesen felmerul
az endogén opioidok és endogén kannabinoidok szerepének a lehetésége, ezért a
a denervalt lab kapszaicin kezelését megismételtilk opioid antagonista naloxon és
CB; receptor antagonista AM 251 el6kezelést kovetben is. Az el6kezelések
hatasara jelentésen csokkent az ellenoldali, bemetszett labon tapasztalhato
antihiperalgetikus hatds. A perifériasan haté naloxon metijodiddal végzett
el6kezelés nem csokkentette a kapszaicinnel kivaltott tavoli antihiperalgetikus

hatast.

A kapszaicinnel kivaltott tévoli antihiperalgetikus hatdst mechanikai
hiperalgézidban is vizsgaltuk. A mechanikai hiperalgéziat a n. ischiadicus
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részleges lekotésével (Seltzer-féle operacio) valtottuk ki. A denervalt talpba adott
kapszaicin szignifikansan novelte, az ellenoldali, mutott, hiperalgézias lab
Randall-Selitto féle modszerrel mért mechanonociceptiv kiiszobét. A denervalt 1ab
mustarolajos ecsetelésének hatasara hasonlé tavoli antinociceptiv hatast

észleltlink.

A legkisebb hatékony kapszaicin doézis (10 pg) nem denervalt talpba adva, az
ellenoldali bemetszett talp termalis hdkiszéb cstkkenését jelentésen mérsékelte.
A kapszaicin injekcié hataséara az éallatok kb. 5 percig tarté markans nocifenziv
viselkedést (a lab emelése és nyalogatasa) mutattak. Etikai okokbdl magasabb

kapszaicin dozisokat nem vizsgaltunk.
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5 Diszkusszi6

Intézetliinkben a termonocicepcié vizsgalatara ujfajta megkdzelitést alkalmaztunk:
a viselkedési nociceptiv hékiszob mérést. A méresekhez emelkedé hémérsékleti
vizfird6t hasznaltunk. A termalis hiperalgézia ebben a megkozelitésben a
viselkedési nociceptiv hékiiszéb csékkenésében nyilvanul meg.

Elsé kisérletsorozatunkban a plantaris incizio jelentds, tartés, tobb napig fennallé
viselkedési nociceptiv hékiszob csokkenést okozott, melynek idébeli lefolyasa
hasonl6 volt a standard latencia id6 mérésekkel tapasztaltakhoz. Ezzel igazoltuk,
hogy a viselkedési nociceptiv hékiiszéb meérése legaldbb annyira megbizhato

modszer a termalis hiperalgézia kimutatasara mint a hagyomanyos modszerek.

Mivel a viselkedési nociceptiv hékliszéb még révid idékozonként végzett mérések
esetén is nagyfoku reprodukalhatésagot mutat, ezért egy allatban volt vizsgalhato
a hagyomanyos analgetikumok hatasanak mértéke és idébeli lefolyasa is. Minden
vizsgélt analgetikum doézisfiggé modon gatolta a plantaris incizidval kivaltott
viselkedési nociceptiv hékiszob csokkenést. Mivel intakt ladbak esetén még az
analgetikumok legmagasabb dézisai sem emelték meg a viselkedési nociceptiv
héklszobot, kijelenthetjik, hogy valddi antihiperalgézias és nem a hékiszobot
kozvetlenil megemeld hatasrél van szé. Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, a
viselkedési nociceptiv hékiszob legalabb olyan érzékeny paraméter a morfin
plantaris inciziora gyakorolt antihiperalgetikus hatdsanak kimutatasara, mint a
hagyomanyos latencia id6 mérés. A nem-szelektiv COX gatld diklofenak dozis-
fuggd moddon gatolta a plantaris inciziot kovetéen kialakult hiperalgéziat. A
szisztémasan adott analgetikumok kozul a nem-opioid analgetikum paracetamol
bizonyult a legkevésbé potensnek a vizsgalt analgetikumok kozott, igaz,
hatekonysaga meghaladta a diklofenakét, de elmaradt a morfinétdl. Az
intraplantarisan adott diklofenadk és morfin hasonléan hatékonynak bizonyult mint
korédbbi kisérleteinkben, ahol hétraumaval vagy reziniferatoxinnal kivaltott termalis
hiperalgéziat csokkent§ hatasukat vizsgaltuk. A lokalisan alkalmazott dozisok
jelentésen alatta maradtak a legkisebb hatasos szisztémas doézisnak, igy

biztosithat6 volt, hogy a lokalis hatason kivil ne tapasztaljunk mérheté analgetikus
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hatast. A diklofenak helyi hatdsa hatterében a gyulladt vagy sériilt szévetekben
keletkezd, és a nociceptorokat szenzitizalo prosztaglandinok szintézisének gatlasa
allhat. Az opioidok periférias analgetikus hatasarol ismert, a nociceptorokon

expresszalodo opioid receptorokon keresztil valosul meg.

A mésodik kisérletsorozatban az enyhe hétrauma és a plantaris incizid hatasara
kialakul6 termalis hiperalgézia hatterében all6 mediatorokat hasonlitottuk 6ssze. A
vizsgalt anyagokat olyan dozisban adtuk intraplantarisan az allatoknak, melyekrél
tobb korabbi vizsgalat bebizonyitotta, hogy csak az adas helyén fejtenek ki lokalis
hatdsokat. A bradikinin B, receptor, a P2X purinoceptor és a TRPV1 receptor
aktivacigja, valamint NO képzédés mindkét modellben megfigyelheté volt. Az
el6zbéeken tal enyhe hétrauma altal kivaltott hiperalgézia esetén a lipoxigenaz
termékek megjelenése, mig plantaris inciziét kovetéen a bradikinin B; receptor
aktivacidja volt megfigyelhet6. A plantaris incizi6 hatdsara mind a B, mind a B;
receptorok aktivacioja megfigyelheté volt 18 oraval a mitétet kovetéen. Enyhe
hétrauma esetén csak B, receptor aktivitas volt észlelhetd, 20-50 perccel a
sérllést kovetden, ekkor a B; receptorok indukalhatdé expresszioja feltehetbleg
még nem kezd6dott meg. Az emelkedd hémeérseékletl vizfurdé validalé vizsgalatai
soran kimértuk, hogy a COX gatlok intraplantaris adasa mind enyhe hétraumat
mind plantaris inciziot kovetéen jelentés antihiperalgetikus hatast fejtett Kki.
Eredményeink ramutattak, hogy mindkét modellben a COX termékek, vagyis a
prosztanoidok jelentés szerepet a hiperalgézia kialakitasdban. A lipoxigenaz
termékek ismert fajdalomkeltd hatdsanak megfeleléen vizsgalataink is kimutattak
ezen molekulak szerepét mindkét modellben, de hétraumat kdvetben jelentésebb
meértékben jarultak hozza a hiperalgézia kialakulasahoz. Eredményeink
dsszhangban allnak mas kutatécsoportok megfigyelésivel a lokalisan termel6dé
NO fajdalomkelté hatdsarél, mivel a NO szintézis gatld6 mindkét modellben
csOkkentette a termalis hiperalgéziat. A P2X receptor aktivaciéjanak szerepe
mindkét modellben kimutathaté volt, a szelektiv antagonista TNP-ATP
hasznalataval. A TRPV1 receptorok szerepének igazolasa varhaté eredmény volt
modelljeinkben, mivel ismert, hogy a termdlis hiperalgézia kialakulasaban
kulcsfontossagl ennek az ioncsatornanak az aktivacidja akut as szubakut

gyulladasos folyamatokban.

14



Figyelembe véve, hogy az egyes antagonistdk szazalékos formaban kifejezett
hékiszob csOkkenést gatld hatdsainak 6sszege meghaladja a 100 %-ot, nem
valészinli, hogy ezek a folyamatok egymastol flggetlendl, parhuzamosan
zajlanak, sokkal inkabb k6zos utvonalak feltételezheték, melyek egy-egy kdézponti
molekuldn keresztil kapcsolodnak egymashoz. Ilyen kodzponti molekula lehet
tobbek kozt a TRPV1.

Osszegzésil elmondhatjuk, hogy a két modell kozott a termdlis hiperalgézia
kialakitasaban részt vevd vizsgalt periférias mediatorok tekintetében csak kis
kilonbséget taldltunk, annak ellenére, hogy az enyhe hétraumaval vagy plantéris

incizidval kivaltott hétrauma id6beli lefolyasa igen eltéré.

Harmadik  kisérletsorozatunkban a nociceptiv  idegvégzddések  kémiai
tervezésekor az intézetinkben korabban kidolgozott Pintér és Szolcsanyi-féle
modellt vettik alapul, melynek segitségével egy olyan neuroregulatoros
mechanizmust irtak le, ami szerint a fajdalomérzé idegvégzédések kémiai vagy
elektromos stimulaciéo hatdsara tavoli gyulladascsokkentd hatast fejtenek Ki.
Kimutattak tovabbda, hogy a stimulacio hatasara a nociceptorokbol szomatosztatin
szabadul fel, amely a szisztémas keringésbe jutva a test tavoli részein fejt ki
gyulladascsokkenté hatast, vagyis a nociceptiv idegvégzédésekbdl szarmazo
hormonszer(i molekulanak tekinthetd. Mivel a szomatosztatinrél ismert, hogy
antinociceptiv hatasa is van, feltételeztilk, hogy a gyulladas kapcsan észlelt
szenzokrin jelenség hatassal lehet a nocicepciéra is. Hogy kizarhassuk a
nociceptorokbdl a kozponti idegrendszerbe jutdé akcidés potenciadlok hatasara
aktivalodé neuronalis endogén antinociceptiv rendszerek hatdsat, a vizsgalt
labakat akutan denervaltuk. A peptiderg neuronok az akut denervaciot kovetéen is

képesek stimulacio hatasara mediatorokat felszabaditani.

Az ellenoldali 1&bon plantéris incizioval kivaltott viselkedési nociceptiv héklszéb
csokkenés a denervalt labba intraplantarisan adott kapszaicinnel visszafordithaté
volt. Az antinociceptiv hatas dozisfuggé volt, és a legmagasabb vizsgalt dézis
kozel olyan hatékony volt, mint a szisztémasan adott morfin. Mivel a kapszaicin a

primér afferens neuronok egy jol korulirt csoportjan fejt ki hatast, feltételeztik,
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hogy az észlelt antinociceptiv hatas kialakulasdban neuronalis elemek vesznek
részt. A feltevés igazolasara kronikus denervaciot kovetéen végeztink
intraplantaris kapszaicin kezelést, mely nem volt hatassal az ellenoldali labon
észlelhetd, plantaris incizibval kivaltott hiperalgéziara. Ez a medgfigyelés
megerdsitette a neurondlis elemek kozponti szerepét, valamint kizarta a
kapszaicin szisztémas hatdsanak lehetéségét is. A kapszaicin hatasat a TRPV1
receptort expresszald polimodalis nociceptorok kozvetitik. Ezeknek a rostoknak az
antihiperalgetikus hatasban betdltott szerepének vizsgalatara lokalis kapszaicin
deszenzitizacids elékezelést alkalmaztunk harom nappal a kisérlet elétt. A kisérlet
soran a deszenzitizalt talpba adott kapszaicin nem csokkentette az ellenoldali,
bemetszett talpon kialakult hékiszob csokkenést, ezért kijelenthetjik, hogy a
kapszaicin-érzékeny idegvégz6dések kozponti szerepet jatszanak az észlelt
antihiperalgetikus hatasban. A denervalt 14b bérének mustérolajos ecsetelése a
kapszaicinhez hasonl6 tavol antihiperalgetikus hatassal birt, ezért levontuk azt a
kovetkeztetést, hogy a jelenség nem kothetd kizarélagosan a TRPV1 receptor

aktivacigjahoz.

Mivel ismert, hogy a szomatosztatin rendelkezik periférias antinociceptiv hatassal
feltételeztik, hogy antihiperalgézias hatasa is van. Nem-specifikus szomatosztatin
receptor antagonista cikloszomatosztatin adasat kovetéen a denervalt talpba adott
kapszaicin nem meérsékelte az ellenoldali, bemetszett labon észlelhetd hékiiszdb
csokkenést. Egy kovetkezd kisérletsorozatban az allatok szisztémas
szomatosztatin kezelésben részeslltek, intraplantaris kapszaicin adas helyett. Az
intraperitonedlisan adott szomatosztatin a denervalt labba intraplantarisan adott
kapszaicinhez hasonlé mértekben cstkkentette az ellenoldali, bemetszett talpon
mért hoékiszob csokkenést. Eredményeink megerésitették, hogy a tavoli
antinociceptiv hatas hétterében az idegvégzédésekbdl a szisztémés keringésbe
juté szomatosztatin allhat. Mivel a vér-agy gat a szomatosztatin szamara
atjarhatatlan, valészinisithetd, hogy az antihiperalgetikus hatast a periférias
nociceptorokon expresszalodé szomatosztatin receptorok aktivacioja altal fejti ki.
Mivel denervaciét kdvetden ingereltiik kapszaicinnel a primér afferens neuronokat
akcios potencialok nem juthattak a kézponti idegrendszerbe a kezelt rostokrol, igy
arra kovetkeztettiink, hogy a szomatosztatin felszabadulas kapszaicin érzékeny

neuronokbdl axonreflex kialakuldsa nélkul is lehetséges.
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Az endogén antinociceptiv mechanizmusok vizsgalata soran az endogén opioidok
szerepének vizsgalata is szilkséges. Egy kisérletsorozatban az allatokat opioid
receptor antagonista naloxon intraperitonealis adasaval kezeltik el6, a denervalt
lab idegvégzédéseinek kapszaicinnel torténd ingerlése elbtt. Az el6kezelés
hatasara az ellenoldali, bemetszett labon észlelhetd hékliszob csokkenés kevésbé
mérséklédott, mint az oldészerrel elékezelt allatok esetében, vagyis az endogén
opioidok szerepe a tavoli antihiperalgetikus hatasban megerésitést nyert. A
periféeriasan haté naloxon methiodiddal végzett el6kezelés nem okozott
szignifikans valtozast, az endogén opioidok esetén centralis hatas feltételezhetd,
azonban az opioidok felszabadulasanak helye az alkalmazott modszerekkel nem
meghatarozhatd. A szelektiv CB; recepor antagonista el6kezelés a naloxonhoz
hasonl6 csoOkkentette a denervalt labba adott kapszaicinnel kivaltott
antihiperalgetikus hatést, vagyis az endokannabinoidok szintén részt vesznek
benne. Annak ellenére, hogy a primér afferens neuronokon mind opioid mind CB;
receptorok expresszalodnak, jelen vizsgalatunk alapjan ezen molekulak centralis
koézponti idegrendszeren beldli hatasat sem zarhatjuk ki. A fiziologias kortlmeények
jobb modellezése céljabdl intakt, nem denervalt labban is kivalthatd volt az
antihiperalgézias hatas.

Az antagonistakkal végzett vizsgalataink alapjan kijelenthetjik, hogy legalabb
harom mediator (szomatosztatin, endogén opioidok és endogén kannabinoidok)
jatszik szerepet a denervalt ldbba intraplantarisan adott kapszaicinnel kivaltott
tavoli antihiperalgetikus hatasban. A mediatorok felszabaduldsanak pontos
helyérél és a koztiuk fellépd esetleges interakciokrdl jelen vizsgalatunk alapjan
nem tudunk nyilatkozni, ezek tisztazasdhoz tovabbi vizsgalatok elvégzése
szikseéges.

Felmertlt, hogy az észlelt antihiperalgetikus hatas kimutathat6-e nem termalis, pl.
mechanikai hiperalgézidban. Mivel a neuropétias allapotok gyakran jarnak egyutt
mechanikai hiperalgéziaval, vizsgalatunkhoz a n. ischiadicus részleges
lekotésével (Seltzer-féle matét) létrehozott neuropatia modellt hasznaltuk, a tavoli
antihiperalgetikus hatas kimutatdsara. Az ellenoldali n. ischiadicus részleges
lekotése 48 oraval a denervacio elbtt tortént.,plantaris inciziot ebben a kiaérletben
nem alkalmaztunk. A mechano-nociceptiv kiszoéb vizsgalatat Randall-Selitto
modszerrel végeztik. A denervalt 1ab idegvégzédéseinek kapszaicinnel vagy

mustarolajjal torténd stimulacidja jelentésen csokkentette a mechanikai
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hiperalgéziat. Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy az altalunk felfedezett
tavoli antihiperalgetikus hatds nem csak lagyszoéveti trauma altal kivaltott termalis
hiperalgézia hanem a neuropatias eredetli mechanikai hiperalgézia esetén is
hatékony, ami az altalunk leirt mechanizmuson alapulé esetleges jovdbeli

fajdalomcsillapito eljarasok széleskorl alkalmazhatdsagara is utal.

A jelen vizsgalatainkban alkalmazott kisérleti elrendezés az ellenirritacidé egyik
modelljének tekinthetd. Az ellenirrithciéval kivaltott analgetikus hatas
mechanizmusa még nem pontosan tisztazott, de a legtdobben a kozponti
idegrendszerbe  befutd  neurondlis  impulzusok  modulaciojat  tekintik
meghatarozénak. Jelen vizsgalatunk felveti a periférias mechanizmusok
jelentéségét is az ellenirritacioval kivaltott fajdalomcsillapitasban. Feltételezhetjik
tovabba, hogy a kellemetlen hatds megélése nem szikséges az analgetikus
hatashoz. Vizsgalatunk egy Uj, periférias eredetli, a fajdalomra vonatkoz6
neuroregulacios folyamatot tart fel. A kapszaicin érzékeny, peptiderg primér
afferens neuronok idegvégzédéseibdl kémiai ingerlés hatasara szomatosztatin és
mas mediatorok szabadulnak fel, melyek a vérkeringésbe jutva a szervezet
egészében antihiperalgetikus hatast fejtenek ki. A leirt mechanizmus Gjdonsaga
abban all, hogy a nociceptorok nem csak a fajdalom detektalasara szolgalnak,

hanem hormonszer{ antinociceptiv mediatorokat juttatnak a vérkeringésbe.
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6 Ujeredmények

1. Az emelked6 hémérsékletl vizfirdé hasznalataval plantaris inciziot
kovetden tdbb napig fennall6 viselkedési nociceptiv hékiiszob csokkenést

mértlnk a termalis hiperalgézia részjelenségeként.

2. A plantaris incizio modellben a szisztémasan vagy lokalisan adott morfin,
diklofendk és paracetamol antihiperalgetikus hatast fejtett ki, ezaltal
bebizonyosodott, hogy a kisérleti elrendezés alkalmas lehet analgetikumok
preklinikai tesztelésére.

3. Annak ellenére, hogy az enyhe hétrauma és a plantaris incizio altal
kivaltott termalis hiperalgézia id6beli lefolyasa jelentésen eltér, viszonylag
kevés kulonbséget tartunk fel a két modell kozott a hiperalgézia
kialakitasaban résztvevé mediatorok tekintetében. A bradikinin B;
receptorok markansabb szerepe volt igazolhatdé a plantaris incizidval
kivaltott hiperalgéziaban, mig a lipoxigenéz termékek szerepe csak az
enyhe hétraumaban volt szdmottevé. A bradikinin B, receptor, a P2X
purinoceptor és a TRPV1 receptor aktivacioja, valamint a NO szintézis

jelentésége mindkét modellben kimutathat6 volt.

4. Az akutan denervalt — a koézponti idegrendszerrel kézvetlen kapcsolatban
nem lévd — patkany lab kapszaicin érzékeny idegvégzédéseinek kémiai
ingerlése tavoli antihiperalgézias hatast valt ki, ami az ellenoldali talp
bemetszését kdvetéen kialakult viselkedési nociceptiv hékiiszob csdkkenés
visszaforditasaban nyilvanul meg. Az ellenirritacio ezen 0j megnyilvanulasa
periférias eredetll, €és szomatosztatin, endogén opioidok és CB; receptoron

hat6 endogén kannabinoidok kozvetitik.

5. Az akutan denervalt patkany lab kapszaicin érzékeny idegvégzédéseinek
kémiai ingerlése az ellenoldali n. ischiadicus részleges lekotése altal
kivaltott mechanikai allodinia csokkenését okozza, mutatva a jelen

vizsgalatban leirt szenzokrin antinociceptiv hatas széles hatokorét.
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7 Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetémnek, Dr. Pethd Gabornak, hogy nem csak
kutatasaimhoz nyujtott irAanymutatast, de sokat segitett abban, hogy fejlesszem
vizsgélattervez6i és tudoményos szOvegirdsi készségeimet.  Kilonos
koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Bolcskei Katanak, aki nemcsak kivalé kutato
eés tanar, de igaz baratom is. Koszondm a Gyogyszertudomanyok Doktori
Iskolajanak  Neurofarmakologiai programjanak és a Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézet vezetdjének, Prof. Dr. Pinter Erikdnak és elédeinek, Prof.
Dr. Szolcsényi Janosnak és Dr. Barthd Lordndnak mindazt a tamogatast, amit
munkamhoz nyujtottak. Kilén szeretném megkészénni Gogl Csabané, Katalinnak
minden egyes kisérletben nyujtott potolhatatlan segitségét. Koszénom tovabba a
Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézet minden munkatarsanak a tamogatasat.
Végil legmélyebb kdszonetemet fejezem ki férjemnek mindazért a tamogatasért,

amit az évek soran nekem nyujtott.
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