Doktori (PhD) értekezés tézisei

FAJDALOMBAN SZEREPET JATSZO MECHANIZMUSOK
KOMPLEX ALLATKISERLETES VIZSGALATA

Tékus Valéria

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola - Neurofarmakologiai Program
Doktori Iskola- és Programvezeté: Dr. Pintér Erika

Témavezet6: Dr. Helyes Zsuzsanna, Dr. Peth6é Gabor

Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet

2014



BEVEZETES

Az International Association for the Study of Pain (IASP) szerint a fajdalom egy kellemetlen
szubjektiv érzéskvalitas, mely tényleges vagy potencialis szovetkarosodast jelez. Allatkisérletek soran
csak a nociceptorok aktivalodasat, illetve a fajdalmas stimulusra adott elhéritdé (nocifenziv)
magatartast tudjuk vizsgalni. A nociceptorok a szovetkarosité ingerekre specifikusan reagalo
szenzoros idegvégzédések, tobbféle szempontbol —csoportosithatok. Erzékenység — alapjan
megkiilonboztethetiink unimodalis (csak termalis vagy mechanikai ingerekkel stimulalhatd) illetve
polimodalis (hd-, mechanikai és kémiai ingerekkel egyarant aktivalhatd) receptorokat. Axonjaik
mielinizaltsaga alapjan vékonyan mielinizalt, gyorsan vezetd (12-30 m/s) Ad nociceptorokra, és
mielinhiively nélkiili, lassan vezeté (0,5-2 m/s) rostokkal rendelkezé C nociceptorokra oszthatjuk

Oket.

Kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések

A periférias nociceptorok egy nagy csoportjat, kb. 50-70%-at alkotjak a kapszaicin-érzékeny érzdideg-
végzodések (Holtzer és mtsai. 1991). Neviiket a csipds paprika alkaloidjardl, a kapszaicinrdl kaptak,
mivel ezen idegvégzddések membranjaban lokalizalodik receptora, a Tranziens Receptor Potencial
Vanilloid 1 (TRPVI1) ioncsatorna. Ezek az érzdideg-végzddések egyediilalld moédon Un. harmas
funkcioval rendelkeznek: egyrészt a klasszikus afferens funkcioval, mely soran az ingeriiletbe keriilt
szenzoros idegvégzidés a kozponti idegrendszer felé kozvetiti az idegaktivitast, ennek kovetkeztében
kialakul a fajdalomérzet, vagyis a nocicepcid. Az aktivalt érzdideg-végzddésekbdl gyulladaskeltd
szenzoros neuropeptidek (kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), tachikininek (substance P (SP) és
neurokinin A (NKA)) szabadulnak fel, melyek értagulatot, plazmafehérje kiaramlast okoznak, tovabba
a gyulladasos sejtek aktivaciojaval hozzak 1étre a neurogén gyulladast (Szolcsanyi 1984 a, b, 1988).
Ezt a folyamatot nevezziik lokalis efferens funkcionak. A neurogén gyulladas szamos betegség
patomechanizmusaban meghatarozo szerepet jatszik, jelenleg azonban egyetlen gyogyszercsoport sem
képes hatékonyan gatolni a betegség neurogén komponensét (Helyes és mtsai. 2003). A gyulladaskeltd
neuropeptidek mellett, gyulladasgatlo és fajdalomcesillapitd mediatorok (pl. szomatosztatin, hipofizis-
adenilat-ciklaz-aktivalo polipeptid (PACAP)) is felszabadulnak, melyek a keringésbe jutva a test
tavolabbi pontjaira eljutva akadalyozzak a neurogén és nem neurogén gyulladas kialakulasat, illetve
analgetikus hatast valtanak ki. Ez az érz6ideg-végz6dések harmadik, Gn. szisztémas efferens funkcioja

(Szolcsanyi és mtsai. 1998 a, b).

A Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1) és Ankyrin 1 (TRPA1) receptorok
felépitése és funkcidja

A hats6 gyoki és trigeminus ganglionokban a polimodalis nociceptiv primer szenzoros neuronokon
expresszalodnak, a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid csaladba tartozé Vanilloid 1 és Ankirin 1
receptorok. Mindkeét receptor jelentds szerepet jatszik az érzdidegek aktivacigjan keresztiil a fajdalom

(Fernandes és mtsai. 2011) €és a neurogén gyulladas (Geppetti és mtsai. 2008) mechanizmusaiban. A
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TRPAL-et expresszald szenzoros neuronok 97%-anak membranjaban megtalalhato a TRPV1 receptor
is, mig a TRPV1-et expresszald neuronok 30%-aban koexpresszalodik a TRPAL1 is (Story és mtsai.
2003). A TRPV1 egy olyan receptor, mely fizikai és kémiai ingerek szamara molekularis integrator
funkciot lat el (Tominaga és mtsai. 1998). A receptor létezését, Szolcsanyi mar 1975-ben
valdszintsitette (Szolcsanyi 1975). Szamos exogén noévényi eredetll irrilalé vanilloid vegylilet
(reziniferatoxin (RTX), piperin, gingerol) (Pingle és mtsai. 2007, Szallasi 2007) képes aktivalni, ezért
a receptor eredeti elnevezése vanilloid receptor 1 (VR1) lett, melyet azonban az egyéb tranziens
receptorpotencialt kdzvetit6 ioncsatornakkal mutatott szerkezeti hasonldsagai miatt késobb TRPV1-re
valtoztattak (Gunthorpe és mtsai. 2002). Kapszaicin melletti masik fontos stimulatora a fajdalmas
intenzitasu ho (43°C felett), mig a pH valtozasa (acidozis), ,.,endovanilloidok” (pl. anandamid),
arachidonsav-metabolitok, oxidalt linolsav metabolitok, és esszencialis olajok is képesek még a
receptort aktivalni (Pingle és mtsai. 2007, Szallasi 2007). Gyulladaskeltd mediatorok, mint bradikinin,
prosztaglandinok, adenozin-trifoszfat (ATP), proteaz aktivald receptorok (PAR 1, 2 ,4), tumor
nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa), idegnovekedési faktor (nerve growth factor, NGF) is érzékenyitik a
receptort foszforilacié révén. Ezen mediatorok hatdsara a csatornaproteinek allosztérikusan
modifikalodnak, ezéltal novelik a ho, a protonok és/vagy a kapszaicin altal kivaltott receptor aktivacio
mértékét (Moriyama és mtsai. 2005, Szallasi és mtsai. 2007). A TRPAL receptor exogén agonistai
koziil jelentdsek a novényi eredetli vegyiiletek, a mustarolajban talalhat6 allil-izotiocianat (AITC)
(Jorgt és mtsai. 2004, Bandell és mtsai 2004, Bautista és mtsai. 2006), a fokhagymaban levd allicin
(Macpherson és mtsai. 2005), fahéjaldehid (Macpherson és mtsai. 2006), tovabba toxikus kipufogo
gazokban és dohanyfiistben talalhatoé vegyiiletek (pl. akrolein) (Bautista és mtsai. 2006). Endogén
agonistai kozott tartjak szdmon az oxidativ stressz soran felszabaduld reaktiv gyokoket (Bessac és
mtsai. 2008b), koztiikk a 4-hidroxinonenalt (Trevisani és mtsai. 2007), lipid peroxiddz termékeket
(Taylor-Clark és mtsai. 2008). A TRPAL receptor endogén modulatorai kozott szerepelnek a
gyulladasos folyamatok soran felszabadulo agensek, pl. bradikinin (Bandell és mtsai. 2004), PAR-2
agonistak (Dai és mtsai. 2007), tovabba a hidrogén-szulfid (H,S) (Miyamoto és mtsai. 2011). Cink, réz
¢s kadmium ionok is képesek a receptort aktivalni (Hu és mtsai. 2009, Gu és Lin 2010).

A TRPAI1 receptor hidegérzékelésben betoltott szerepérdl rendelkezésre alld adatok egymasnak
ellentmondodak. Szamos kiilonb6zo eredmény sziiletett e téren, vannak, akik mellette (Story €s mtsai.
2003, Obata és mtsai. 2005, Kwan és mtsai. 2006, Sawada és mtsai. 2008), vannak, akik ellene
érvelnek (Jordt és mtsai. 2004, Nagata ¢s mtsai. 2005, Bautista és mtsai. 2006). Feltételezhetden mas

mechanizmusok mellett a TRPA1 is hozzajarul a 17°C alatti hdmérséklet érzékeléséhez.

Uj tipust analgetikumok fejlesztésének indokoltsiga
A fajdalomesillapitas teriiletén 0j tamadaspontu szerek fejlesztésében az elmult 100 évben nem tortént
lényegi attorés. Evtizedek Ota ugyanazon hatismechanizmusi gyogyszereket hasznaljak, melyek két

nagy csoportra oszthatok, a nem-szteroid gyulladascsokkentokre (NSAID) illetve az opioidokra. Bar a
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korabban felsorolt két csoportba tartozé vegyiiletek a legtobb esetben hatékony fajdalomcsillapitok,
mégis egyes fajdalom allapotokban (pl. neuropatias fajdalomban) hatastalannak bizonyulnak. Ezen
esetekben adjuvans analgetikumok alkalmazasara van sziikség. Azonban gyakran e szerek alkalmazasa
mellett sem kielégité a hatas, melynek eredményességét tovabb csokkentik az esetenként sulyos
mértékben jelentkez6 mellékhatasok.

Mindezek alapjan siirgetd olyan 1 tipust célmolekuldk azonositasa, melyek a periférias

nociceptorokon szeletiven hato fajdalomcsillapitok tamadaspontjai lehetnek.

CELKITUZESEK:

Kutatasaink soran in vivo nociceptiv modellek alkalmazasaval vizsgaltuk a kapszaicin-érzékeny
érzéideg-végzddéseken talalhatd receptorok aktivacidjat és gatlasat, illetve kiilonb6z6 fajdalom és
gyulladas-modellekben jatszott szerepiiket kiillonbozé farmakologiai vegyiiletek, illetve génhianyos
egerek felhasznalasaval. Céljaink a kdvetkezdk voltak:

I. A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végz6dés és a TRPV1 receptor deszenzibilizacidjanak vizsgalata
patkanyokban fajdalmas hé- illetve hidegkiiszob meghatarozasan alapuldé modszerekkel.

Il.  Harom kiilonbdzé gyogyszercég altal kifejlesztett TRPV1 receptor antagonista vegyiilet
(SB705498, BCTC és AMG9810) hatasainak vizsgalata RTX altal kivaltott, plantaris bér-izom
inciziot koveto, illetve enyhe hoétrauma kovetkeztében kialakuld hohiperalgéziaban, az intézetben
kidolgozott emelkedd hoémérsékletli vizfiirdé moddszerrel. A moddszer érzékenységének
meghatarozasahoz a vizsgalt antagonistak hatasait hasonlitottuk Ossze RTX altal indukalt
héhiperalgézia modellben, az elharito reakcidé latenciaidejének mérésén alapuld (plantar-teszt)
modszerrel.

I11. A korabban patkany labon torténd fajdalmas hokiiszobok meghatarozasara kidolgozott emelkedd
hémérsékletli vizflirdd modszertani fejlesztése, mely altal a késziilék alkalmassa valt egerek farkan
mért hokiiszob értékek meghatarozasara is. Mivel az irodalomban ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésre mind a TRPV 1, mind pedig a TRPA1 receptor hé- és mechanikai-érzékelésben betoltott
szerepével kapcsolatban, munkam tovabbi célja volt génhianyos egerek felhasznalasaval tisztazni és
vizsgalni e receptorok funkcioit fajdalmas kiiszobmérésre alkalmas modszerekkel.

IV. Céljaink kozott szerepelt egy megbizhatdéan milkodo passsziv-transzfer trauma egérmodell
kidolgozasa és beallitasa a Komplex Regionalis Fajdalom Szindroma (CRPS) vizsgalatahoz a
Liverpooli Egyetem Fajdalom Kozpontjaval vald kollaboracié keretében (dr. Andreas Goebel,

Department of Translational Medicine, és Walton Pain Center, University of Liverpool).



I. TRPV1 RECEPTOR AGONISTAK DESZENZIBILIZALO ANTINOCICEPTIV
HATASAINAK VIZSGALATA FAJDALMAS HO- ES HIDEGKUSZOB MERESEVEL
PATKANYBAN

A h6, mechanikai és kémiai ingerekkel is aktivalhatd polimodalis nociceptorok szerepének - melyek a
TRPV1 receptorokat is expresszaljak - vizsgalata a kapszaicin szelektiv aktivalo és az azt kdvetd gatld
hatasanak felismerésével kezd6dott. A természetes koriilmények kozott a marokkoi Euphorbia
resinifera novényben eléforduld reziniferatoxin (RTX) is képes a TRPVI1 receptort aktivalni.
eléréséhez az RTX szazszor kisebb koncentracioja is elegendd (Szolcsanyi 1990, Szallasi 1999). Az
N-oleoildopamin (OLDA) is TRPV1 receptor aktivator, bar affinitasa kisebb, mint a kapszaicinnek
(Chu és mtsai 2003, Szolcsanyi és mtsai 2004).

A TRPV1 receptor aktivacioja soran Na* és Ca* ionok aramlanak be a sejtbe, melyet K* ion kidramlas
kovet. A bedramlé Na® ionok hatasidra a membran depolarizalodik és kialakul az akcids potencial,
ezaltal a fajdalomérzet (nocicepcid), mig a sejtbe keriils Ca ** ionok hatasira az idegvégzédésbdl
szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel. Ha a TRPV1 tartdsan vagy gyakran keriil aktivalt allapotba,
a sejten beliili kation koncentracid megnodvekszik, melynek kovetkeztében a citoplazma és a
mitokondriumok megduzzadnak, ezaltal a sejtek energiaforgalma csokken, majd id6vel az
idegvégzodés mitkodésképtelenné valik. Ezt a folyamatot deszenzibilizacionak nevezziik, melynek két
formaja ismert. Elokezelésként kis dozisban vagy rovidebb ideig alkalmazva adott kapszaicin és mas
TRPV1 receptor agonistak hatasara csak ezen anyagokra nézve sziinik meg a valaszkészség,
feltételezhetéen ekkor csak a TRPV1 receptor deszenzibilizalodik. Magasabb koncentracidoban és
hosszabb ideig alkalmazva a kapszaicin-érzékeny érz6ideg-végzOdés valaszkészsége az Osszes ingerre
nézve csokken vagy megsziinik. Ez esetben a TRPV1 receptort expresszald nociceptiv idegvégzodés
egészének funkcidcsokkenésérdl van szo, melynek hatterében dozistdl fliggben ultrastruktiralis vagy
markansabb morfoldgiai eltérések allnak (Szolcsanyi és mtsai. 1975, 1987, Szallasi és mtsai. 1989,

Bevan és Szolcsanyi 1990, Szolcsanyi 1993).
MODSZEREK

1. Az érzéideg-végzodés deszenzibilizaciojanak vizsgalata: Patkanyok mindkét talpaba egyszeri
dozisban 100 pl-t injektaltunk kapszaicin (3,3 nmol — 1 pmol) vagy RTX (0,016 — 0,5 nmol) illetve
OLDA (5nmol - 1,25 pmol) kiilonbozé oldataibol. A fajdalmas hé- illetve hidegkiiszob
meghatarozasat egyenletesen emelkedd/csokkend hémérsékletii forro/hideg lapu késziilékkel ezutan
naponta ismételtiik addig, mig a kiindulasi kontroll értékekhez viszonyitott szignifikdns kiilonbség el
nem tlnt.

Ugyanazon patkanyok csoportjaiban meghataroztuk a fajdalmas hé és hidegkiiszob értékeket a
kezelések elott, a bilateralisan beadott kapszaicin (0,1 és 1 umol i.pl.) vagy RTX (0,16 és 0,5 nmol

i.pl.) kezelés utan, majd 1 héten keresztiil naponta detektaltuk a termonociceptiv kiiszobok valtozasait.
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2. A TRPV1 receptor deszenzibilizaciojanak vizsgalata: A homolog deszenzibilizacio
vizsgalatdhoz az allatok egyik talpaba RTX-et (0,016 nmol, 50 pl i.pl.) vagy OLDA-t (250 nmol, 50 pul
i.pl.) illetve ezek vehikulumat injektaltuk. Ezutan detektaltuk a kiiszobcsokkenést és az akut
nocifenziv viselkedés iddtartamat, vagyis a lab nyalasaval, razasaval és emelésével toltott idot. 3 ora
elteltével ismét meghataroztuk a hokiisz6bot, majd RTX-et (0,016 nmol, 50 pl i.pl.) vagy OLDA (5
nmol, 50 ul ipl) illetve ezek vehikulumat injektaltunk a korabban kezelt talpba. A kialakulo
vehikulum eldkezelés (3 o6raval korabban) utdn az allatok két csoportjanak talpaba 1% formalint
injektaltunk, majd vizsgaltuk a nocifenziv reakcidkra gyakorolt hatast. Az OLDA ¢és RTX kozott
lehetséges kereszt-deszenzibilizacid megfigyeléséhez az allatokat OLDA-val (250 nmol, 50pul i.pl.)
vagy annak vehikulumaval elékezeltiik, 3 ora elteltével az azonos talpat RTX-szel (0,016 nmol, 50ul
i.pl.) kezeltiik, majd a hatasara 1étrejové nocifenziv reakcio idStartamat és a termonociceptiv

kiiszobvaltozasat mértik.

EREDMENYEK

1. Az érzdideg-végz6dés deszenzibilizacidjanak vizsgialata: Az intraplantarisan adott kapszaicin,
illetve RTX dozisfiiggd mdédon megemelte az egymast kdvetd napokon vizsgalt nociceptiv hokiiszob
értékeket. A minimalis effektiv dozis kapszaicin esetében 10 nmol, mig RTX esetében 0,05 nmol volt.
A maximalis kiiszobemelkedés 2,3 + 0,5 °C volt az éltalunk alkalmazott kapszaicin dézisoknal, mig ez
az RTX esetében 2,8 + 0,5 °C volt. Az agonistak altal kivaltott hatds id6tartama dozis-fiiggd volt,
azonban az OLDA egyik vizsgalt koncentracidja sem rendelkezett szignifikans hokiiszobemeld
hatassal. A fajdalmas ho- illetve hidegkiiszobok parhuzamos vizsgalata soran csak a kapszaicin (0,1 és
1 pmol i.pl.) és RTX (0,16 és 0,5 nmol i.pl.) nagyobb doézisai okoztak szignifikans csokkenést a
hidegkiiszob értékekben, melyek 2-4 nap alatt visszadlltak a kiindulési kontroll allapotba.

2. A TRPV1 receptor deszenzibilizaciéjanak vizsgalata: Az intraplantarisan beadott 0,016 nmol
RTX illetve 5 nmol OLDA akut elharito reakciot valtott ki, mely 5 illetve 10 percen beliil megsziint.
Mindkét agonista hatasara egy jol kifejezett, 8-10 °C-os hoékiiszobesokkenés is 1étrejott, mely 30 perc
elteltével megsziint. A TRPV1 receptor kémiai ingerekkel szemben mutatott deszenzibilizacidjanak
mértékének meghatarozasahoz, a patkanyok elézéleg kezelt talpaba a korabbival megegyez6 dozist
RTX-et (0,016 nmol) illetve OLDA-t (5 nmol) injektaltunk. A 3 ora elteltével adott masodik injekcio
hatasara mind a nocifenziv reakcid idGtartama, mind pedig a hokiiszobcsokkenés mértéke
szignifikansan kisebb volt az elsd injekcio altal kivaltott valaszoknal mindkét agonista esetében.
Ugyanakkor 0,016 nmol RTX nem okozott szignifikans valtozast a 3 oraval késobb beadott TRPA1
agonista formalin (McNamara, 2007) 1%-os oldataval kivaltott a nocifenziv reakci6 id6tartamaban. Az
OLDA eldkezelés (250 nmol i.pl.) ugyancsak csokkentette 3 6ra milva a kezelt talpba beadott RTX
(0,016 nmol) akut hatasait a vehikulumos el6kezelést kapott allatokkal dsszehasonlitva, mely a két

TRPV1 agonista kdzott 1étrejovo kereszt-deszenzibilizaciora utal.
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KOVETKEZTETESEK

Jelen kisérleteinkben a lokalisan, a talpba adott kapszaicin és RTX tartés hokiiszob emelkedést
okozott, ezaltal jelezve a termadlis antinocicepciot. Mind a kapszaicin, mind az RTX hékiiszobemeld
hatasanak iddtartama doézisfiiggd volt: az alacsonyabb doézisok hatasai 2-5 napig tartottak, mig
nagyobb dozisok esetében a hatds tobb mint egy hétig, de legfeljebb 11 napig volt megfigyelhetd. A
hosszantartd hokiiszob emeld hatas hatterében a funkcionalis deszenzibilizacio vagyis a TRPV1
receptort expresszald polimodalis idegvégzodések karosodasa allhat, melynek kdvetkeztében minden
oket ért ingerre kevésbé reagalnak.

A talpba adott RTX vagy OLDA az dallatokban akut nocifenziv reakciot valt ki, és jelentOs
hékiiszobesokkentd hatassal bir, mely hatasok szinte teljesen kivédhetok voltak, ha az allatokat
intraplantarisan hosszantartd hokiiszobemeld hatassal nem rendelkezé dozisi ugyanazon TRPV1
agonista el0kezelésben részesitettiikk. Ez esetben maga a TRPV1 receptor deszenzibilizalédott, nem
pedig az egész érzdideg-végzodés. Kis dozisu RTX ismételt adasa gatolta a hatasara kialakulo akut
elharitéo reakciok megjelenését, de nem befolyasolta a formalin okozta akut nocifenziv reakciokat,
tehat ez azt bizonyitja, hogy a receptor deszenzibilizacidja az érzdideg-végzddés funkcidjanak
karosodasa nélkiil valosult meg. A TRPV1 receptor agonistak révén létrejovo hidegkiiszob csokkenés
magyardzata a hideg érzékeny nociceptorok karosodasa, melynek deszenzibilizacios molekularis
mechanizmusa mindezidaig ismeretlen. Azon megfigyelés, mely szerint a hidegkiiszob értékek
hamarabb térnek vissza a kontroll, kiinduldsi szintre, mint ahogy a hdkiiszob értékek
normalizalodnanak, arra enged kovetkeztetni, hogy a fajdalmas intenzitasi hé- illetve hideg-

valaszkészség - legalabb részben - kiilonbzo rostokon kdzvetitddik.

II. TRPV1 ANTAGONISTAK HATASAINAK VIZSGALATA KULONBOZO TERMALIS
HIPERALGEZIA MODELLEKBEN

A preklinikai kutatasok soran szamos olyan molekularis mechanizmust azonositottak, melyek szerepet
jatszanak a fajdalom kialakuldsaban és fenntartasaban, ezaltal kivald célpontok Iehetnek a
gyogyszerfejlesztés soran. Tekintve, hogy nagyszami endogén fajdalomkelté (nociceptiv) /
szenzitizald agens hat a TRPV1 ioncsatornan, ezért a receptor igéretes célpontja lehet olyan j tipust
analgetikus vegyiiletek fejlesztésének, melyek direkt modon blokkoljak a periférias nociceptorokat

(Brederson és Szallasi 2013).
MODSZEREK

1. RTX-szel kivaltott nociceptiv hdkiiszobesokkenés: A kontroll mérések elvégzése utan
elokezelésként TRPV1 antagonista vegyiileteket vagy azok vehikulumat adtunk szajon at (0,5 ml / 100
g per os), majd 1 ora elteltével 0,01 pg RTX-et injektaltunk a patkanyok egyik hatsé labanak talpaba.



Ezt kdvetden emelkedd homérsékletii vizfiirdével meghataroztuk az RTX kezelést koveto 5., 10., 15.,
20. percben a fajdalmas hokiiszob értékeket.

2. Enyhe hétraumaval kivaltott hékiiszobesokkenés: A kontroll mérések elvégzése utan az allatokat
halotannal altattuk, majd az egyik hats6 labukat 20 s-ig 51°C -os forrd vizbe meritettiik. A hotraumat
kovetd 20. percben az antagonistakat illetve azok vehikulumat intraperitonealisan (i.p. 0.5 ml / 100 g)
adtuk, majd 40, 50, és 60 percnél ismételten meghataroztuk az allatok fajdalmas hokiiszobét.

3. Plantaris inciziéval kivaltott hokiiszobcsokkenés: A hokiiszobcsokkenést az allatok egyik hatso
laban elvégzett talpi incizios mitéti eljarassal valtottuk ki (Firedi és mtsai. 2009). A kontroll
hékiiszob mérések utan, a patkanyokat pentobarbitallal (50 mg / kg i.p.) elaltattuk, majd fél cm-re a
saroktol 1 cm hosszan a talp kdzépvonala mentén bemetszettiik a bort, az izmot és az inakat is. 24 6ra
elteltével elvégeztiik a kontroll méréseket, majd az antagonistak illetve a vehikulum oralis adasa (p. o.
0,5 ml/ 100 g) utan 1, 2, 3, 4 6ra milva a termonocicepcios kiiszobok ismételt mérésével vizsgaltuk a
hiperalgéziat.

4. RTX indukalta hiperalgézia mérése Plantar Test késziilékkel (latenciaidé mérés): A kontroll
mérések elvégzése utan 0,06 pg RTX-et injektaltuk a patkanyok egyik talpaba, majd 10 perc elteltével
Ujbol megmértiik a latenciaiddt. Az allatok egyik csoportja elokezelésként TRPV1 antagonistat (0,5 ml
/ 100 g p. 0.), mig a masik csoport, azonos térfogati vehikulumot kapott 1 6raval az RTX kezelés
elott.

EREDMENYEK

1. RTX altal kivaltott hokiiszobesokkenés gatlasa: A patkanyok kontroll termonocicepcios kiiszobe
43,2 + 0,4°C volt (n=36). Az emelkedd homérsékletii vizfiirdovel mérve nagymértékii (8-10 °C)
kiiszobcsokkenést detektaltunk, mely a vizsgalat alatt végig fennmaradt. Az elékezelésben alkalmazott
antagonistak mindegyike dozisfiiggden gatolta az RTX altal indukalt kiiszobcsokkenést mindegyik
mérési idépontban 1-30 mg/kg p.o. dozisban. A minimalis hatékony dézis 1 mg/kg volt mindharom
antagonista esetében. Az SB705498 legnagyobb koncentracioban adva (10 mg/kg) teljesen
megsziintette a kialakult hokiiszobcsokkenést, mig a BCTC (30 mg/kg) 74,5% és az AMG9810 (10
mg/kg) 66,2% maximalis gatlast okozott.

2. Az enyhe hétraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenés gatlasa: A termalis hiperalgézia kialakulasa
utani 20. percben i.p. beadott antagonistak mindegyike szignifikansan mérsékelte a kiiszobcsokkenést.
A minimalis effektiv dozis SB705498 esetében 10 mg/kg, BCTC adasakor 3 mg/kg, mig az AMG9810
vegyiiletnél 1 mg/kg volt. Az SB705498 és BCTC dozis-hatas gorbéi a maximalis beadott dozisnal (30
mg/kg) mar enyhe csokkenést mutattak és maximalis gatld hatasukat a 10 mg/kg-os koncentracional
érték el (54,1% és 74,2%). Ezzel szemben az AMG9810 maximalis gatlo hatasat a 30 mg/kg dézisban
fejtette ki, amely 60,3% volt.

3. A plantaris boér-izom incizié okozta hékiiszobesokkenés gatlasa: Az alkalmazott antagonistak

mindegyike dozisfiiggden gatolta a sebészi incizid kovetkeztében kialakult kiiszobcsokkenést 3-30
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mg/kg p.o. dozisban. A minimalis hatékony dozis SB705498 esetében 10 mg/kg, mig a BCTC és az
AMG9810 egyarant 3 mg/kg volt. A maximalis gatlo hatas SB705498-nal 40,5%, BCTC esetében
52,9%, ¢s 84,4% volt az AMG9810 antagonistanal.

4. TRPV1 antagonistak hatasai az RTX altal kivaltott latenciaidé-csokkenésre: A 1abon mért alap
elharito reakcio latenciaideje 11,03 + 0,3 s volt, amely az i.pl. adott RTX injekcio (0,06 pg) hatasara
4,38 + 0,3 s-ra csokkent. Az 1 oraval az RTX kezelés el6tt p. o. beadott antagonista vegyiiletek
mindegyike antihiperalgézias hatassal rendelkezett. Bar meghosszabitottdk az elharitd reakcio
latenciaidejét, szignifikans kiilonséget csak a legnagyobb alkalmazott dozis beadasakor detektaltunk,

ekkor a gatlas SB705498, BCTC és AMG9810 esetében 43%, 38% ¢s 37% volt.

KOVETKEZTETESEK

Elsoként szolgaltattunk Gsszehasonlitdo adatokat kiilonbozé gyogyszercégek altal kifejlesztett harom
TRPV1 antagonista hatasair6l, 0j fajdalmas hdkiiszobméré és a tradicionalis elharitd reakciok
latenciaidejének mérésén alapulé modszerekkel. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a nociceptiv
hokiiszob csokkenés megvalosulhat direkt TRPV1 receptor aktivacion keresztiil, enyhe hétrauma
alkalmazasaval vagy sebészi incizidt kovetden, mely jol mérhetd, nagyfoku érzékenységet mutat a
vizsgalt TRPV1 antagonistak mindegyikével szemben.

Az éaltalunk kidolgozott hokiiszobmérd modszerrel mindharom tesztelt antagonista esetében 30-szor
kisebb volt a minimalis effektiv dozis, Osszehasonlitva a tradicionalis latenciaidd mérd teszttel
(Hargreaves és mtsai. 1988) kapott eredményekkel, melyek tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak

modszeriink érzékenységére.

III. A TRPV1 ES TRPA1 RECEPTOROK SZEREPENEK VIZSGALATA KULONBOZO
FAJDALOM MODELLEKBEN RECEPTOR GENHIANYOS EGEREK
FELHASZNALASAVAL

A TRPVI1 receptor szerkezetének pontosabb megismerésére a receptor klonozasa adott lehetoséget,
melynek segitségével deriilt fény arra, hogy a receptort a fajdalmas héingerek és az alacsony pH
kozvetlenlil képes aktivalni, valamint, hogy kodzponti szerepet jatszik a nociceptort éré fajdalmas
stimulusok integralasaban is (Caterina és mtsai. 1997; Tominaga és mtsai. 1998). A gyulladasos illetve
fajdalommal jar6é folyamatokban betoltdtt szerepének részletesebb tanulmanyozéasa akkor valt
lehetévé, amikor 2000-ben két kutatdcsoport egymastol fliggetleniil TRPV1 receptor génhianyos
egereket allitott el (Caterina és mtsai. 2000; Davis és mtsai. 2000).

A TRPAI receptort mar 1999-ben klonoztak (Jaquemar és mtsai. 1999), ennek ellenére neuronokon
vald expresszalodasat csak 2003-ban kozolték (Story és mtsai. 2003), akik a receptort, a fajdalmas
intenzitasu hideg ingerek szenzoraként azonositottak. Az egyik els6ként TRPV1 génhianyos egereken

elvégzett kisérletben megallapitottak, hogy a receptor esszencialis termalis hiperalgéziaban (Davis és
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mtsai. 2000), azonban szerepe az alap héérzékelésben nem tisztazott (Caterina és mtsai. 2000). Ezt
er6sitik kutatocsoportunk korabbi eredményei is, melyekben a TRPV1 génkiiitott egerek nociceptiv
hékiiszobe nem kiilonbozott a vad tipustiakétél (Almasi és mtsai. 2003), azonban TRPV1™ allatokban
szignifikansan kisebb mértékii volt a hétraumaval kivaltott termalis és mechanikai hiperalgézia
mértéke (Bolcskei és mtsai. 2005).

A mustarolajat (allil-izotiacianat, AITC) korabban a TRPAT1 receptor szelektiv exogén agonistajaként
tartottak szamon (Jorgt és mtsai. 2004), azonban szelektivitasa megkérddjelezhetd, mivel feltehetden
szerepet jatszik a TRPV1 receptor aktivaciojaban is (Gees és mtsai. 2013, Everaerts €s mtsai. 2011).
Egereken egyenletesen emelkedd homérsékletii vizfiirdovel végzett labon mért nociceptiv hékiiszob-
vizsgalatok nem ismertek az irodalomban. Mivel az egerek rosszul tlirik a kézben tartast, tovabba a
relativ kisméretli [abon a mérés nehézkes, ezért figyelmiink kdzpontjaba az egérfarok vizsgalata keriilt.
Kisérleteink soran az intézetiinkben fejlesztett emelkedd homérsékletti vizflirdét egy egérkaloda

alkalmazasaval alkalmassa tettiik az egerek farkan mért nociceptiv hékiiszob vizsgalatokra.

MODSZEREK

1. Modszerfejlesztés és az alap (kontroll) hékiiszob vizsgalata: Az eldkisérleteket him CD1
allattorzsbe tartozd egereken (25-35g), mig tovabbi vizsgalatainkat him TRPV1 és TRPA1 génhidnyos
egereken ¢€s ezek vad tipusu megfeleldin végeztiikk. Az egerek tobbnyire rosszul tlirik a kézbevételt,
ezért a mérések standardizalasahoz egy egérkalodat fejlesztettiink ki, melyeket szellozdlyukakkal
ellatott milanyag csdvekbdl alakitottunk ki. Az allatok behelyezése utan a kalodakat egy allvanyon
rogzitettiik, gy hogy a farkuk pont a megfelel6 mélységben érjen bele a viztartalyba. Par perc
habituacié utan megmértiik az allatok fajdalmas hokiiszobét, majd a mérést 10 percenként 1 oran
keresztiil ismételtiik két egymast kovetd napon. Osszehasonlitisképpen a vizsgdlt dllatok
alomtestvéreinek hokiiszob értékeit detektaltuk, ugy, hogy az egereket a vizsgalatot végzé személy a
kezében tartotta.

2. Mustarolaj altal kivaltott termalis hiperalgézia vizsgalata: A mustarolaj hatasara kialakulo
hékiiszobesokkenést a hatsdé labon vagy farkon az emelked6 homérsékleti forrd lappal vagy
vizfirdével hataroztuk meg. A kontroll mérések elvégzése utan az allatok labat 60 s-ig, mig farkat 30
s-ig 1%-0s, 30% DMSO-t tartalmazé mustarolajba meritettiik, majd a hékiiszob-valtozast 1 éran
keresztiil 10 percenként detektaltuk.

3. Mustarolaj hatasara kialakulo mechanikai hiperalgézia vizsgalata: Az egerek laban mért
érintési érzékenységet dinamikus plantaris észteziométerrel vizsgaltuk. A szoktatd és kontroll mérések
elvégzése utan az egerek egyik hatso labat 60 masodpercre 1%-os mustarolajba meritettiik, majd 30,
60, 120, 180 perccel késébb megmeértiik az allatok mechanonociceptiv kiiszobét.

4. Mustarolaj hatasara kialakulé akut nocifenziv reakci6 latenciaidejének vizsgalata: Az allatok

farkat, illetve labat 1%-os mustarolajba meritettiik és az elharitd reakcié megjelenéséig eltelt idot
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detektaltuk. Elharitoé reakcionak a farok illetve lab erételjes megrazasat tekintettiik. A latenciaidd

maximalis értékét 3 percben hataroztuk meg.

EREDMENYEK

1. Médszerfejlesztés és alap (kontroll) hékiiszob vizsgalata: Az emelkedd homérsékletti vizfiirdd
modszertani fejlesztésekor egyik mérési pontban sem tapasztaltunk szignifikans eltérést az allatok
kézben tartasa, illetve csObe zarasa kozott. Ugyanakkor, a kaloda alkalmazasaval jelentsen csokkent a
vizsgalati allatok el6készitésének ideje, ezaltal idéegység alatt tobb allat mérésére nyilt lehetéség. A
TRPA1 génhianyos egerekkel szemben, a TRPV1 gént nem expresszalo egerek a farkan
szignifikansan magasabb hékiiszob értéket detektaltunk (TRPV1”: 45,42 + 0,34°C), mint vad tipusi
megfeleléiknél (TRPV1**: 42,98 + 0,4°C), mely kiilonbség egérlabon egyik vizsgalt térzsben sem
jelentkezett.

2. Mustarolaj altal kivaltott termalis hiperalgézia vizsgalata: TRPV1™ allatok farkon mért
fajdalmas hokiiszob értékei 10 perccel a mustarolaj kezelést kdvetden a kiindulasi kontroll szintrdl
(43,53 + 0,33 °C) 35,96 + 1,23 °C-ra csokkent. Ezzel szemben a TRPV1 génhianyos egerekben ez a
csokkenés szignifikansan kisebb volt (46,05 + 0,35°C-r6l 40,6 + 0,6 °C-ra), mely kiilonbség (4-6°C) a
kisérlet végéig fennmaradt. TRPA1 receptor hidnya illetve megléte esetében kozel azonos mértékii
hékiiszobesokkenést detektaltunk az egerek farkan. TRPV1** és TRPA1™* allatok 1abon mért kontroll
fajdalomkiiszobeinek atlaga (44,8 + 0,4°C és 45,0 + 0,2 °C), 20 perccel a mustarolaj kezelést kvetden
atlagosan 12-14°C—kal csokkent. A kisérlet végéig fennmaradé csokkenés a TRPA1™ allatok esetében
nem, mig a TRPV1 génhidnyos egereknél szignifikdnsan kisebb volt vad tipusi megfeleldikhez
képest.

3. Mustarolaj altal kivaltott mechanikai hiperalgézia meghatarozasa: A mustarolaj kezelés utan
30 perccel a vad tipusu allatoknal 45-55%-0s mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést detektaltunk. Ez a
csokkenés, mely a kisérlet végéig fennmaradt a TRPV1 génhianyos egereknél szignifikansan kisebb
mértékil, 25% koriili volt. TRPA1 génhidnyos egereknél illetve vad tipusi megfeleléiknél a kialakult
mechanikai hiperalgézia mértéke kdzel azonos volt.

4. Mustarolaj altal Kivaltott akut nocifenziv reakcio: A TRPV1™ allatok farkan mért elharitd
reakcid megjelenéséig eltelt id6 103 + 14 s volt a mustarolajat nem tartalmazé oldatban,ez
szignifikansan nagyobb volt, mint a mustarolajat tartalmazo oldatban tolt6tt id6 (48 + 5 5). A TRPV1™”
allatok a nocifenziv reakcio megjelenéséig mustarolajban toltott ideje szignifikansan nagyobb volt (89
+13's). TRPA1"* allatok vizsgalata soran, mustérolaj nélkiili oldatban 63 + 8 s tltSttek a nocifenziv
reakcio megjelenéséig, mig 1%-os mustarolaj oldatban ez az id6 szignifikansan kisebb volt (26 + 4 s).
A TRPA1" allatok farkan mustarolajban detektalt elharito reakcio megjelenéséig eltelt idd

szignifikansan magasabb volt vad tipusu tarsaikhoz képest (82 + 13 s).
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KOVETKEZTETESEK

Az emelkedd homérsékletli vizfiird6 késziilék metodikai tovabbfejlesztésével lehetdségilink nyilt az
egérfarok vizsgalatara. Alkalmazéasaval a mérési folyamat illetve az allatok el6készitése gyorsabba
valt, standardizalva ezzel az emberi jelenlétbdl adodd kiilonbségeket és az allatokat érd stressz
mértékét. A kidolgozott U metodika megbizhatod, gyors, preklinikai sziirdmodszerré valhat. A
modositott emelkedd homérsékletli vizfiirdd és forrd lap modszerek alkalmazasaval lehetdség nyilik a
lab és a farok héérzékelésének egyidejii Osszehasonlitasara. E modszerek segitségével els6ként
szolgaltattunk adatokat arra nézve, hogy TRPV1 génhianyos egerek farkdn mérve szignifikansan
magasabb hokiiszobértékek detektalhatok, mint vad tipust tarsaiknal, mig a labon hot plate-tel mérve
nem tapasztaltunk kiilonbséget.

Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az egerek héérzékelésében a farok nagyobb relevanciaval bir, mint a
lab, illetve az egyes testtajak feltehetden eltérd receptor denzitassal jellemezhetok.

Kisérleteinkben a kidolgozott gyulladasos hiperalgézia modell megbizhatdnak bizonyult, ugyanakkor
a TRPA1 génhianyos egerekben és vad tipust kontrolljaikban a mustarolaj altal kivaltott gyulladasos
hiperalgézia mind a farkon, mind pedig a ldbon ugyanakkora mértékii volt. Ezek alapjan arra
kovetkeztehetiink, hogy bar a mustarolaj szamos rendszerben aktivalja a TRPAT1 receptort, esetiinkben
csak a mustarolaj kivaltotta nocifenziv viselkedésben jatszott szerepet. A mustarolaj a TRPV1
génhianyos egerekben is indukalt testtajtol fiiggetleniil gyulladdsos (termalis és mechanikai)
hiperalgéziat, bar kisebb mértékiit, mint vad tipustt megfelel6iknél. Ennek oka, hogy mas, még nem
azonositott elemek is szerepet jatszhatnak kialakuldsanak mechanizmusaiban, illetve hogy a mustarolaj

nem szelektiv a TRPA1 receptorra nézve, hanem a TRPV1 receptort is aktivalhatja.

IV. KOMPLEX REGIONALIS FAJDALOM SZINDROMA (CRPS) PASSZIV TRANSZFER-
TRAUMA EGERMODELLJE

A neurogén gyulladasos mechanizmusok fontos szerepet jatszanak szamos kronikus, perzisztald
fajdalommal jaré gyulladasos korképben, pl. rheumatoid artritiszben (Levine és mtsai. 1986), igy
feltételezésiink szerint a Komplex Regionalis Fajdalom Szindroma (Complex Regional Pain
Syndrom: CRPS) kialakulasaban is. Sem a betegség etiologidja sem pedig pontos patofiziologiai
mechanizmusai nem ismertek. Hatterében kisebb sériilés (randulas, ficam, torés) hatasara az érzéideg
végzO6désekbdl felszabaduld antigének elleni tulzott immunvalaszt és Osszetett neuro-immun
interakcidkat valoszinisitenek (Blaes és mtsai. 2007). A tiinetek az esetek egy részében spontan
gyogyulnak, azonban nagyobb résziiknél fokozdédnak és hosszan, akar honapokig, sot évekig
fennmarado perzisztalo intenziv fajdalomallapot alakul ki. A kordbban néhany paciensnél alkalmazott
plazmaferezis hatékonynak bizonyult, mely az autoantitestek altal medialt immunreakciok lehetséges

szerepére utalnak (Goebel és mtsai. 2010, 2011, Kohr és mtsai. 2011, Marinus és mtsai. 2011). A
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patogén autoantitestek altal okozott megbetegedések vizsgalatara alkalmazhaté egyik modszer a
human vérszérumok tisztitott IgG frakcioinak intraperitonealis beadasa ragcsalokba (passziv

transzfer).
MODSZEREK

Vizsgalati alanyok és kisérleti protokoll: Kisérleteinkben dr. Andreas Goebel altal kiildott 6 CRPS
szindromaban szenvedd paciens és 6 egészséges Onkéntes szérumaibol tisztitott IgG frakciot
vizsgaltuk az altalunk kidolgozott egérmodell kisérleti paradigmajaban. A kivalasztott 6 beteg
mindegyike esetén a 12 honapnal régebben fennalld tiineteik kielégitették az IASP altal elfogadott
CRPS diagnosztikus kritériumait (Harden és mtsai. 2010), perzisztald fajdalmaik intenzitasa 5 vagy
annal magasabb volt a numerikus fajdalom-méré skalan (0-10), nem szenvedtek mas kronikus
fajdalommal vagy gyulladassal jar6 megbetegedésben, illetve a Walton Pain Center gondozasa alatt
alltak minimum egy éve. Egészséges onkénteseknek a paciensekkel megegyez6 kort és nemt (+ 10
¢v) alanyokat valasztottunk, akik nem szenvedtek semmilyen kronikus fajdalommal jaro korképben és
els6fokll rokonaik kozott nem volt autoimmun beteg.

6 CRPS beteg vérébdl szarmazd tisztitott IgG frakciot adtunk be i. p. az allatoknak (5-7
egér/csoport/paciens). A kontroll egerek csoportjai egészséges onkéntesekbol szarmazo tisztitott [gG-t
vagy fiziologias sooldatot kaptak. A beadott egészséges €s CRPS-ben szenvedd betegekbdl szarmazd
1gG-k koncentracioi megegyeztek. A kontroll mérések elvégzése utan a kezeléseket a -1., 0. illetve az
5. és 6. napokon alkalmaztuk i.p. injekcié formdjaban napi kétszer. Minden egér Osszesen 6 ml IgG
szérumot, illetve fizioldgias sooldatot kapott (reggelente 1ml, és kés6 délutan 0,5 ml minden kezelési
napon). A kisérlet 0. napjanak az egérre adaptalt talpboér-izom incizi6 (Banick és mtsai. 2006,
Pogatzki-Zahn és mtsai. 2007) miitét idejét tekintettiik. A kisérlet 8. napja alatt mértiik a mechanikai
érzékenységet (fajdalomkiiszobot) dinamikus plantaris  észteziométerrel, a  labtérfogatot
pletizmométerrel, a hideg érzékenységet a 0°C-os vizbdl valdo végtagkihtuzas latenciaidejének
detektalasaval, a spontan lokomotoros aktivitast open field teszttel, a mozgaskoordinaciot RotaRod
kerékkel, tovabba a talphomérsékletet kontakthdmérdvel-, ill. a testsulyt. A kisérlet 8. napjan az
allatokat tulaltattuk, a hatsé végtagokat a tibio-tarzalis izliletekkel egyiitt eltavolitottuk és -80°C-on
taroltuk a szovetek neuropeptid és citokin koncentracidinak meghatarozasaig.

1. Erintési érzékenység vizsgalata: A CRPS egyik leggyakoribb klinikai tiinete a fajdalom és a
mechanikai hiperalgézia. A talpbOr érintési érzékenységének vizsgalatara a korabban mar bemutatott
dinamikus plantaris észteziométert hasznaltuk. A méréseket a passziv-transzfer kezelés eldtt és az 1.,
2.,3.,7. és a 8. napokon végeztiik.

2. Labtérfogat mérése: Mivel a CRPS masik meghatarozo klinikai tiinete az érintett végtagok
erdteljes duzzadasa, kisérleteinkben a lab térfogatdnak valtozasait pletizmométerrel vizsgaltuk a

passziv-transzfer kezelés el6tt (kontroll) és 1., 2., 3., 7. €s a 8. napon.
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3. Hé- és hidegérzékenység: Mind a hé, mind a hideg hiperalgézia/allodinia a CRPS-ben szenvedd
paciensek kozel egyharmadat érinti. A korabban mar bemutatott emelkedd homérsékletii forro lappal
vizsgaltuk az allatok fajdalmas hokiiszobét a miitét eldtt, valamint az 1., 2., 3., 7. és 8. napokon. A
hideg érzékenység meghatarozasahoz az egerek érintett végtagjat 0°C-os (jeges) vizbe meritettiik és az
elharito reakcio latenciaidejét detektaltuk a kezelések elott, illetve a 3., 7. és 8. napokon.

4. Spontan sulyeloszlas vizsgalata: A hatso végtagok spontan sulyeloszlasanak vizsgalatat a kontroll
mérések elvégzése utan a kisérlet 1, 2, 3, 7 és 8. napjan végeztik.

5. Spontan lokomotoros aktivitas: Spontan lokomotoros aktivitds mérésére open field tesztet
alkalmaztunk. A méréseket a kisérlet 0. és 6. napjan végeztik.

6. Motoros koordinacio: A motoros funkcid és a koordinacidé vizsgalatait RotaRod késziilékkel
vizsgaltuk a kisérlet 0. és 6. napjan. A forgd henger sebessége az els6 10 masodpercben konstans 4
rpm volt, majd 5 perc alatt 40 rpm-re gyorsult fel.

7. Talphémérséklet meghatirozasa és a testtomeg monitorozasa: A talp homérsékletét
kontakthémérdvel mértiik meg a kisérlet 7. napjan. Az allatok teststlyat a kisérlet minden napjan
azonos id6ben detektaltuk.

8. Gyulladasos neuropeptidek és citokinek meghatirozasa szévet-homogenizatumokbol: Az
Osszes funkciondlis teszt elvégzése utan a kisérlet 8. napjan az egereken ketamin-xilazin altatas alatt
cervikalis dislokaciot végeztiink. Ezt kovetden mindkét hatsé labat lemetszettiik a tibiotarzalis iziilettel
egyiitt, majd az ujjakat eltavolitottuk és a mintékat steril foszfat pufferben homogenizaltuk. A CGRP-
¢s SP- szerli immunreaktivitds mérésére radioimmunesszé (RIA) modszert alkalmaztunk, mig a
vérmintak IL-6 illetve IL1-béta szintjét Luminex® 100™ x MAP moddszerrel hataroztuk meg a gyartod

cég ajanlasa szerint.

EREDMENYEK

1. Mechanikai hiperalgézia: A miitott labon az operaciot megel6zéen mért mechanonociceptiv
kiiszobok atlagai kozott nem volt szignifikans kiilonbség, ugyanakkor Az elvégzett talp bor-izom
incizido 45-50%-kal csokkentette a kiiszobértéket az 1. napon mindharom csoportban. A fiziologias
sooldattal kezelt kontroll csoportban a mechanikai hiperalgézia 16,01 + 2,24 % -ra mérséklédott a
mitétet 3. napra, majd kés6bb ez utobbi szinten allandosult. A 7. napon szignifikansan nagyobb
mechanikai kiiszobcsokkenést detektaltunk a CRPS IgG-vel kezelt allatcsoportban az egészséges IgG-
vel kezelt allatokhoz képest.

2 Labduzzadas: Az operaciot megeldzéen mért labtérfogat-értékek atlaga mindharom csoportban
koézel megegyezett. A plantaris incizidt kovetd 1. napon a labduzzadas 20,56 + 2,52 % volt a
fiziologias sooldattal kezelt csoportban, majd a 7. napig fokozatosan csdkkent 10,52 + 1,83 % -ra. A
CRPS betegekbdl szdrmazo 1gG-vel kezelt csoportban a 2. napon mért atlag labtérfogat 32,3 + 1,8 %
volt, mely 45 %-kal magasabbnak bizonyult az egészséges IgG-vel kezelt allatok labtérfogat értékénél.
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3. Ho6- és hideghiperalgézia: A termonociceptiv hokiiszobot emelkedd hémérsékletii forro lappal
hataroztuk meg kisérleteink elsé két sorozataban, azonban szignifikans valtozasokat nem talaltunk az
egyes csoportok kozott. Helyette késobb a hidegérzékenységet vizsgaltuk. A kialakuldo hideg
hiperalgézia a kisérlet elejétdl a 8. napig mindharom csoportban fennallt, azonban az egyes csoportok

kozott szignifikans kiillonbség nem volt.

4. Spontan sulyeloszlas: Mivel a 3. napon mindharom csoportban a miit6tt oldali terhelésben csak
kismértékii, de nem szignifikans csokkenést detektaltunk, az elsé két sorozat utan ezen méréseket nem

folytattuk.

5. Spontan lokomotoros aktivitas és motoros koordinacio: A 0. és 6. napon meghatarozott spontan
lokomotoros aktivitast a keresztezett mezok és az agaskodasok szdma, a vizsgalati mez0 kdzepén
tartozkodas ideje, illetve a mozgassal és mosakodassal toltott idd alapjan értékeltiik, azonban egyik
paraméterben sem volt szignifikans eltérés. A kisérlet 0. napjan RotaRod késziilékkel elvégzett

motoros koordindcios mérésekben sem talaltunk szignifikans kiillonbséget az egyes csoportok kozott.

6. Talphémérséklet és a testsuly valtozasa: Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget sem a miitott
labon mért talphdmérsékletek abszolut értékeinek atlagaiban, sem pedig a 7. napon mért atlag
talphomérséklet kiilonbségekben egyik vizsgalt csoportban sem. A kisérletek sordn mért

sulyvaltozdsok nem voltak szignifikdnsan kiilonbozoek.

7. Labhomogenizatumokban mért gyulladdsos neuropeptidek és citokinek koncentraciéja: 8.
napon kivett mintdkban nagymértékben megemelkedett a SP koncentracié mindharom csoportban a
kontroll 1dbhoz viszonyitva, ugyanakkor a miitott 1abbol mért a SP koncentracio a CRPS 1gG-vel
kezelt csoportban szignifikansan magasabb volt az egészséges 1gG-vel kezelt allatokhoz képest. Ezzel
szemben a CGRP immunoreaktivitds nem valtozott sem az incizid, sem pedig az IgG kezelések
hatasara. Az IL-1béta, IL-6 illetve TNF-alfa koncentracioi nem kiilonboztek az egyes kezelési

csoportok kozott.
KOVETKEZTETESEK

Els6ként igazoltuk, hogy mikrosériilést kovetden kialakuld CPRS legjelentdsebb klinikai tiinetei
(perzisztald fajdalom/hiperalgézia, 6déma) a betegek tisztitott IgG frakcioival, passziv transzferrel
atvihetOk egerekbe. A betegek tobbsége viszonylag hamar spontan gydgyul, mig az esetek koriilbeliil
15 %-ban a tiinetek kronikussa valnak (Birklein és mtsai. 2004, de MM és mtsai. 2009), a fajdalom
perzisztal, a kezdeti végtag-elvaltozasok, mint pl. az 6déma, fokozodik. Egérmodelliink is jellemzéen
ez utdbbi mintazatot koveti. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a CRPS-es megbetegedésekben
az autoantitestek fontos szerepet jatszanak. Bar a hideg hiperalgézidban az egyes csoportok kdzott nem
volt kiilonbség, a mechanikai hiperalgézia sulyosbodott a CRPS- IgG-vel kezelt allatokban. Ennek oka
feltehetden az, hogy a centrélis szenzitizacid is szerepet jatszhat a CRPS IgG altal kozvetitett

mechanikai hiperalgézia sulyossaganak kialakitasaban. A human megbetegedéssel parhuzamban
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(Weber és mtsai. 2001) szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a gyulladaskelté szenzoros neuropeptid,
napon.

Eredményeink legnagyobb jelentdsége, hogy elséként sikeriilt olyan jol reprodukalhat6d, megbizhato
egérmodellt kidolgoznunk, amelyben mind a végtag sériilése, mind aspecifikus IgG autoantitestek
jelen vannak, a human betegséghez hasonléan. Emberi CRPS IgG hatasara sikeriilt kimutatnunk
egerekben a legjelentésebb klinikai eltéréseket (fajdalom, duzzadas), a P-anyagot fontos
pathofiziologiai tényezdként azonositottuk. A kapott eredmények klinikai szempontbol is
meghatarozoak, mivel igazolhatjdk a hosszantarto CRPS egyik fontos terapias lehetdségét, az
autoantitestek plazmaferezissel valo eltavolitasat. A modell lehetdséget nyljt a betegség pontos
mechanizmusainak feltardsdra kulcsmedidtorok és célmolekulaik azonositdsara, mely 1)

gyogyszerfejlesztési perspektivakat is nyithat.

DOLGOZATBAN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

1. Kisérleteinkben a két TRPV1 receptor agonista (kapszaicin és RTX) intraplantaris adasa utan tobb
napon keresztiil mindkét hémérsékleti tartomanyban meghataroztuk azt a pontos kiiszobhémérsékletet,
melynél az allatok nocifenziv reakciot mutattak. A hidegtartomanyban mért kiiszobértékek gyorsabban
normalizalodtak a fajdalmas hokiiszob értékeknél. E véltozasok a TRPV1 receptort expresszalod
szenzoros neuronok periférias végzodéseinek reverzibilis deszenzibilizacigjat jelzik, mely felelos a
fajdalmas ho, illetve hideg altal kivaltott valaszok elmaradasaért. Kis dézisu RTX illetve OLDA
adasakor a TRPV1 receptor deszenzibilizalodott, az érzdideg-végzodés funkciojanak karosodasa
nélkiil, hiszen a TRPA1 receptor agonista formalin képest volt hatast kifejteni. A deszenzibilizacio
mindkét tipusa nagy jelentOséggel bir a periférian hatdé 1j tipusu analgetikumok kifejlesztése
szempontjabol. Az idegvégzddés deszenzibilizacidja a fajdalomcsillapitas terén mar kiaknazasra
keriilt, viszont az altalunk alkalmazott fajdalmas kiisz6bhémérséklet mérésen alapuld technika a
jovoben 1j in vivo preklinikai sz{iré modszerként szolgalhat.

2. Adatokat szolgaltattunk harom TRPV1 antagonista hatasainak kdzvetlen Gsszehasonlitasarol, 0j
fajdalmas hokiiszobméré és a tradicionalis elharitd reakciok latenciaidejének mérésén alapulod
modszerekkel. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a nociceptiv hokiiszobcsokkenés RTX adas,
enyhe hétrauma vagy sebészi talpincizié utan TRPV1 receptor aktivacion keresztiil valosul meg, mely
jol mérhetd, nagyfoku érzékenységet mutat a vizsgalt TRPV1 antagonistakkal szemben. A nociceptiv
hokiiszobok vizsgalatara az emelkedé homérsékletii vizfiirdd megbizhatéan miikddd, érzékenyebb
modszernek bizonyult a hagyomanyos latenciaidd mérésen alapuld Plantar Test késziilékhez képest.

3. Kimutattuk, hogy a farkon mért fajdalmas hokiiszob értékek a TRPV1 génhidnyos egerekben
szignifikansan magasabbak voltak vad tipusti megfelel6ikhez képest, mig a talpon nem volt kiilonbség.

A korabbi adatokkal ellentétben a TRPV1 receptor szerepet jatszik a forrd ingerek detektalasaban,
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legalabbis az egerek farkdn. A mustarolajjal kivaltott gyulladasos termalis hiperalgézia a TRPV1
génhidnyos egerekben mindkét testtdjon, mig a mechanikai hiperalgézia csak a labon csokkent
szignifikansan, azonban TRPA1 receptor hidnya esetén egyik testtajon sem detektaltunk kiilonbséget.
Az akut nocifenziv reakcid latenciaidejének vizsgalata sorin TRPA1 és a TRPV1 génhianyos egerek is
késobb mutattak elharité reakcidt vad tipusu tarsaikhoz képest. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
TRPAI1 agonista mustarolaj nem szelektiv a TRPA1 receptorra, hanem a TRPV1 receptort is képes
aktivalni. Ez utébbi mechanizmus kozvetitheti a gyulladasos hiperalgéziat és szerepet jatszhat a
nocifenziv reakcioban is.

4. Elséként dolgoztunk ki egy megbizhatd passziv-transzfer-trauma modellt CRPS vizsgalatara,
melyben a paciensekbdl szarmazo tisztitott szérum IgG intraperitonedlis kezelésével valtottuk ki
egerekben a human megbetegedés legfontosabb klinikai tiineteit. Eredményeink igazoltdk az IgG
antitestek meghatarozé szerepét a CRPS pathomechanizmusdban. Egérmodelliink lehetdséget teremt a
folyamatok kisérletes vizsgalatara, kulcsmedidtorok és célmolekuldig azonositasara, amely 1j

gyogyszerek kifejlesztéséhez is segitséget nyujthat.
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