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1 1.Fejezet: Tolperizon tipusu centralis tamadaspontu izomlazitok
gyogyszerhatastani vizsgalatai

1.1 Bevezetés

1.1.1 Altalanos célkitiizések

A centralis tdmaddspontd izomlazitd (CMR) gyodgyszereket a klinikai gyakorlatban, kilonb6z6
ortopédiai, reumatoldgiai vagy neuroldgiai betegségekben szenved6knél, a rendellenesen
megnovekedett izomténus enyhitésére hasznaljdk. Szamos klinikailag hatékony gydgyszert
alkalmaznak, azonban ezek hasznossagat szamos tényezd korlatozza.

A tolperizon (Mydeton) kilondsen relativ mellékhatdsmentességével bizonyult hasznosnak.
Hatékonysagat kett6s vak placebo kontrolldlt klinikai vizsgalatok bizonyitottdk stroke utani
spaszticitas (Stamenova és mtsai. 2005) és fajdalommal jaré izomspazmusok (Pratzel és mtsai. 1996)
esetén. Tovabba a tolperizon mentesnek bizonyult szedativ mellékhatdsoktdl egy kettésvak placebo
kontrollalt klinikai vizsgalat tandsdga szerint, melyben egy pszichomotoros teljesitményt vizsgald
tesztcsomagot alkalmaztak szubjektiv értékeléseken kiviil (Dulin és mtsai. 1998). Azonban a
tolperizon gyorsan metabolizalddik, ami first-pass metabolizmus révén csdkkenti biohasznosulasat,
valamint felezési ideje is révid, ami rovid hatastartamot és mérsékelt hatékonysagot eredményez
(Miskolczi és mtsai. 1987).

Nagy és kielégitetlen orvosi igény van nagyobb hatékonysagu és javitott mellékhatdsprofilu vazizom
lazité gydgyszerekre. Ezért kutatasi megkozelitésiink alapja az volt, hogy a tolperizonbdl kiindulva,
annak er@sségeit megdbrizve és gyengeségeit kijavitva olyan Uj gydgyszert fejlessziink ki, mely

1) kevesebb mellékhatassal rendelkezik, kiilénos tekintettel kozponti idegrendszeri hatasokra;
2) kevéssé befolydsolja a normalis, akaratlagos mozgasformdkat;
3) kielégit6 ordlis hatékonysaggal és hatdstartammal rendelkezik.

Ebbél a célbdl olyan mddszertani eszkdztar kialakitasat tlztlk ki centralis izomlazitdk jellemzésére,
mely jol felméri a vizsgdalt vegyiiletek profiljanak valtozdsait (javuldsat vagy romlasat). Tovabba
vizsgalatokat végeztiink a tolperizon tipusl izomlaziték hatdsmechanizmusdnak tisztazasara
ugyancsak ennek a célkitlizésnek tdmogatasara.

A felépitett eszkoztar segitségével kivalasztottunk egy Uj tolperizon tipusu gyogyszerjeloltet (RGH-
5002, szilperizon), mely kedvez§ tulajdonsagokat mutatott mind a tolperizonnal, mind mas izomlazité
gyogyszerekkel 6sszevetésben. A kivalasztas folyamata nem tartozik jelen disszertacid targykorébe.
Ellenben ennek az Uj gydgyszerjeloltnek a jellemzése és Osszevetése tolerizon tipusi és mas
izomlazité gydgyszerekkel a disszertacio f6 témdja.

1.1.2 Konkrét célkitiizések

1. Kivélasztani olyan egyszer(i és gyors teszteket, melyek alkalmasak centralis izomlazitdk
hatékonysaganak és varhaté mellékhatasaik megbecslésére egereken.

2. Felmérni a GYKI-20039 indukalt tremor teszt haszndlhatdsagat centralis izomlazitok
hatékonysaganak tesztelésére, beleértve az oralis hatékonysag és hatdstartam jellemzését is.

3. Felmérni annak a kivalasztott tesztcsomagnak a hasznalhatdsagat a kritikus terapias indexek
jellemzésére, mely a GYKI-20039 tremor tesztet alkalmazza a kivant hatékonysagok mérésére és
a lokomotor aktivitds, a rotarod, a thiopental alvasid6 és az Ujonnan kifejlesztett silyemelés
tesztet alkalmazza a nemkivdnatos mellékhatdsok — szedacié és motoros funkcidkdrosodasok —
jellemzésére.

4. Az Uj tolperizon tipusu gydgyszerjelolt — a szilperizon — és a klinikai gyakorlatban hasznalt
izomlazité gydgyszerek terapias indexeinek 6sszehasonlito jellemzése egereken.
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Kivalasztani egy olyan neurofizioldgiai tesztet, mely kiilondsen alkalmas centralis izomlazitd
gyogyszerek in vivo hatékonysaganak és hatastartamanak megbizhatd jellemzésére nem éber
macskakon.

Jellemezni a szilperizon farmakodinamias hatékonysagat a kivalasztott neurofizioldgiai teszten,
Osszevetve mas centralis izomlazitokkal és kilondsen tolperizon tipusd izomlazitokkal,
tekintettel az in vivo hatékonysagra, hatastartamra, oralis (helyett intraduodenalis)
hataserdsségre vagy funkcionalis biohasznosulasra.

Osszehasonlitani centrélis izomlazitd gydgyszerek hatékonysagat spinalis és ép neuraxisu
macskakon, mely 06sszehasonlitas hozzajarul az els6dleges hatds helyére vonatkozd
kovetkeztetések levonasahoz.

Vizsgalni kiilonboz6 centralis izomlazitok hatdsmintazatdnak hasonlésagait és kiilonbozbségeit a
mells6- és hatsogyoki reflexpotencidlokra kifejtett hatdsok tekintetében (macskdkon), és
kovetkeztetéseket levonni arra, hogy ezen informaciék hogyan hasznalhatdk (uj) gydgyszerek
hatasmaddjanak jelzésére.

Osszehasonlitani a tolperizon és a szilperizon hatdsait a flexorreflexre, a térdreflexre, annak
reticulospindlis befolyasoldsara és a decerebracids rigiditasra.

Megvizsgalni, hogy a tolperizon tipusd izomlaziték reflexgatld hatdsa izolalt gerincveld
preparatumon in vitro is megjelenik-e.

Osszehasonlitani tolperizon tipusu vegyiiletek farmakoldgiai profiljat a szegmentalis reflex
aktivitasra (annak kilénb6z6 komponenseire) kifejtett hatdsok tekintetében és kiegésziteni ezt
az 6sszehasonlitast a lidokain vizsgalataval is.

Osszehasonlitani a szilperizon, tolperizon és lidokain farmakoldgiai profiljat az elsédleges
afferensek excitabilitdsdra, a motoneuronok excitabilitdsara és a monoszinaptikus ingerl6désre
kifejtett hatasok tekintetében in vivo.

Osszehasonlitani a szilperizon, tolperizon és lidokain farmakoldgiai profiljat az elsédleges
afferensek excitabilitdsara és a motoneuronok EPSP-jére kifejtett hatdsok tekintetében in vitro.

Mivel az el6z6 vizsgalatok arra utaltak, hogy a szilperizon nagyobb hatast fejtett ki az EPSP-re,
mint az az els6dleges afferensek excitabilitdsanak gatldsa alapjan varhatd lett volna, ezért
elemeztiink olyan lehetséges hatasokat, melyek az EPSP nagysdgat befolyasolhattdk volna, akar
preszinaptikus gatlassal GABA-B receptorokon keresztiil, akar posztszinaptikusan a glutamaterg
serkent6 transzmisszié gatlasa révén (AMPA vagy NMDA tipusu glutamat receptorok
antagonizalasa révén) in vitro.

A molekularis hatasmechanizmus elemzésére vizsgaltuk azt is, hogy a szilperizon befolyasol-e
GABA és/vagy glicin receptor medialt gatlé palyakat, mint a szomszédos el6re-hatd és a
visszakanyarodd (Renshaw) géatldsa a monoszinaptikusan kivaltott motoneuron tiizelésnek in
vivo.

A szilperizon és tolperizon ,membrdn stabilizald” hatasainak specifikaldsara vizsgaltuk hatdsaikat
érzéduc (DRG) sejtek fesziiltség-fiiggé Na+, Ca2+ és késGi egyeniranyité K+ dramaira egészsejt
patch-clamp technikaval és a hatékony koncentracidkat Gsszevetettiik az in vitro gerincvelGi
reflex kisérletekben detektalt hatékony koncentracidkkal.

Ezen patch-clamp kisérletek soran néhany kisérletet végeztiink a szilperizon altal befolyasolt Na+
és Ca2+ csatorndk altipusainak jellemzésére is.
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1.2 Modszerek

1.2.1 Hatékonysag és mellékhatasok vizsgalata neurofarmakolégiai
modszerekkel egereken

1.2.1.1 GYKI 20039-indukdlta tremor teszt

Him CFLP egereket (19-21 g) kezeltlink intraperitonealisan a GYKI 20039 jell tremorogén vegyiilettel.
Ezutdn az allatokat (2 6sszeillesztett tejfolos poharbdl készitett) konnyl mianyag kamraba helyeztik,
melyet izometrids erémérére fliggesztettiink. Az er6méré a kamra tremor altal keltett rezgéseit
fesziiltségjellé konvertalta, melyet analog integratorba vezettiink a tremor mértékének
kvantifikdlasara.

1.2.1.2 Morfin-indukdlta Straub farok teszt

Novack (1982) mddszerét haszndltuk kis mdédositassal. A tesztvegyilettel vald kezelést kdvetéen 5
perccel (baklofen esetén 15 perccel), him OF-1 egereket (19-21 g) injekcidztunk morfinnal (60 mg/kg)
szubkutan (N=10 dézisszintenként). A morfin adasat kdvetGen 15 perccel vizsgaltuk a Straub-farok
jelenség meglétét vagy hianyat, melyet akkor tekintettiink pozitivnak, ha az egér faroktartdsa a
vizszinteshez képest 45°-nadl meredekebb volt. D5, értékeket (50 %-os gatld ddzisokat) probit
analizissel szdamoltunk.

1.2.1.3 Rotarod teszt

A kisérleteket 20-25 g sulyd him CFLP egereken végeztiik. A kisérlet el6tti napon az allatokat
el6tréningnek vetettiik ala, hogy képesek legyenek a 25 mm atméréjli és 15/perc forgassebességli
forgérudon 120 mp-ig fennmaradni. Altaldban két vagy harom gyakorlat elégséges volt, hogy a
feladatot megtanuljak. A kisérletbe csak azokat az dllatokat vontuk be, melyek a kovetkez6 nap
reggelén is sikeresen hajtottak végre a feladatot. A tesztvegyileteket 20 perccel (baklofen esetében
30 perccel) a tesztgyakorlat megkezdése el6tt adtuk intraperitonedlisan és vizsgaltuk az allatok
(N=10-12 dozisonként) képességét a tesztgyakorlat végrehajtasara. D5, értékeket probit analizissel
szamoltunk.

1.2.1.4 Mozgds-aktivitds

A kisérleteket 20—25 g sulyu him OF-1 egerek 12-es elemszdmu csoportjain végeztik. Harom azonos
felépitést Animex tipusu (elektromagneses érzékelSkkel mikiidd) 40x25 cm? alapteriileti motiméter
ketrecet haszndltunk. Egyszerre 3 Jallatot helyeztiink egy ketrecbe, melyeknek egyittes
Osszaktivitasat mértik. Minden vizsgalt vegyliletet 6-8 ddziscsoporton teszteltiink. Minden
kisérletben egy vehikulum-kezelt kontroll allatcsoportot vizsgaltunk pdrhuzamosan két kezelt
csoporttal, végiil azonban a kontroll csoportok eredményeit 6sszevontuk. A lokomotor aktivitas
gatlasat az 6sszevont kontroll csoporthoz viszonyitott %-ban fejeztiik ki, IDs, értékeket a logaritmikus
ddzis-hatds gorbékre fektetett linearis regresszidval hataroztuk meg.

1.2.1.5 Sulyemelés teszt

A kisérleteket 19-21 g sulyu him OF-1 egereken végeztik. A teszteléshez egy 45 g sulyu egér-sulyzoét
alkalmaztunk, melynek volt egy 15 cm hosszid 6 mm kilsé atmérdji fuggbleges nyele, melyet
ragtapasszal (Leucoplast) boritottunk. A kisérletezs az allatot a farkanal fogva fejjel lefelé tartotta gy
hogy az mind a négy végtagjaval bele tudjon kapaszkodni a sulyzé nyelébe. Ekkor az allatot (a
sulyzdval egyiitt) farkanal fogva lassan felemelte. A sulyzo sulya kozel volt ahhoz a maximalis sulyhoz,
melyet minden kezeletlen allat még fel tud emelni és legaldbb 3 mp-ig a levegében tartani
(tesztgyakorlat). A tesztvegylilet beadasa utan 20 perccel (baklofen esetében 30 perccel) vizsgaltuk az
allatokat (N=10 ddzisszintenként), hogy képesek-e végrehajtani a tesztgyakorlatot. IDs, értékeket
probit analizissel szdmoltunk. A kontroll és kezelt csoportok kozotti statisztikai 0sszehasonlitdst
Fischer exact teszttel végeztiik.
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1.2.1.6 Thiopental alvdsidé

A tesztvegyllet intraperitonedlis adasa utan 15 perccel kezeltlink him CFLP egereket intravéndsan
thiopentallal (30 mg/kg). A helyreallité (,righting”) reflex eltlinése és visszatérése kozotti id6t
mértiik. Az allatokat a thiopental beadasa utan 30 percig figyeltlik, és ha nem volt visszatérés, akkor
30 percet vettlink figyelembe a szamolasnal. Minden nap vizsgaltunk egy egyideji sooldat (és
thiopental) kezelt kontroll csoportot is. Statisztikai analizisre Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk,
melyet kdvetben paros dsszehasonlitasokat Mann-Whitney U-teszttel végeztiink.

1.2.2 Neurofizioldgiai vizsgalatok éntudattalan macskakon

1.2.2.1 Flexorreflex mérése ép macskdkon

A kisérleteket mindkét nemhez tartozo6 2.2-4.5 kg sulyu kloralézzal altatott (75 mg/kg i.p. + 4 mg/kg/h
folyamatos i.v. infizié) ép macskdkon végeztiik. Ot négyszdgimpulzusbdl (20 V, 4 ms, 0.4 Hz) allé
elektromos inger sorozatokat alkalmaztunk 30 mp-enként a plantdris idegek kozelébe szurt
elektrédpdron keresztiil. Az EMG-s reflexvdlaszokat az azonos oldali m. tibialis anteriorbdl vezettiik el
koncentrikus tlelektroda segitségével és egy analdg feldolgozé rendszer segitségével elektronikusan
integraltuk. Gydgyszeradagolast csak legalabb 30 perces stabil reflexaktivitas utdn végeztiink.

1.2.2.2 Flexorreflex mérése spindlis macskdkon

A kisérleteket 2.1-4.1 kg sulyd C1 szinten gerincvel6atmetszett (,spindlis”) macskakon végeztiik.
Eteres altatas mellett a szokasos kisérleti sebészeti procedurat és mindkét carotis lekdtését kdvetden
gépi lélegeztetést kezdtiink egy Starling pumpaval. Az atlanto-occipitdlis hartyat feltartuk,
bemetszettik és a gerincvel6t lidokainnal infiltrdltuk, majd atmetszettiik C1 szinten. Ezutan egy a
foramen magnumon keresztll bevezetett rdddal roncsoltuk az agytorzset. A sebészeti beavatkozas
végeztével az éter belélegeztetést megsziintettik és a flexor reflexet az ép allatok vizsgalatanal
(fentebb) leirt médon végeztiik. Gydgyszeradagolast csak legaldbb 2 draval az altatas felfliggesztése
utan és csak stabil reflexaktivitas mellett végeztiink.

1.2.2.3 Patellareflex mérése macskdkon

A kisérleteket mindkét nemhez tartozé 2.3-3.8 kg sulyd kloraldzzal altatott (100 mg/kg i.p.) ép
macskakon végeztiik. A szokdsos kisérleti sebészeti procedurat kovetben az allatot hanyattfekvé
pozicoban helyeztik el. Az allat jobb hatsé végtagjat enyhén rogzitettik Ugy a combcsont
fliggblegesen, a ldbszar vizszintesen helyezkedett el. A térdhajlat alulrdl egy vizszintes keresztirdnyu
raddal volt aldtamasztva, mig a bokatéjék egy rugdn keresztiil lett felfliggesztve. A patella reflexet 10
masodpercenként teszteltik egy elektromagnessel vezérelt kalapacs segitségével. A bokdhoz egy
fonal és csiga-attét segitségével elektronikus izometrids er6mér6t csatlakoztattunk. A fonal
feszllését, illetve ennek mérése révén a térdreflex valaszokat egy hdirds oszcillografids regisztralon
regisztraltuk.

1.2.2.4 A patellarefiex reticulospindlis befolydsoldsdnak vizsgdlata

A kisérleteket mindkét nemhez tartozd 2.5-4.1 kg sulyl macskakon végeztik vagy kloraléz (100
mg/kg i.p.; 8 eset) vagy uretan (500-550 mg/kg i.p.; 4 eset) altatds mellett. A szokdsos kisérleti
sebészeti procedurat kdvet6en a hason fekvd allat fejét sztereotaxias késziilékben rogzitettik. Az
egyik combcsontot hegyes csavarokkal fligg6leges helyzetben rogzitettilk. A ldbszar vizszintes
helyzetben fliggeszkedett, melyet egy a bokahoz erdsitett izometrids er6mérd biztositott. A patella
reflexet 5 masodpercenként valtottuk ki és a fennebb leirt mdédon regisztraltuk. A koponyaba furt
lukakon keresztul koncentrikus ingerl6 elektrédakat (Rhodes NEX-100) sillyesztettiink a hidi facilitalé
és a nyultvel6i gatlé teriiletekbe a reflexméréssel azonos oldalon, melyeken keresztil a két
befolyasold teriletet 5 percenként véltakozva ingereltiik 40 mp-ig.
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1.2.2.5 Tibialis ideg-ingerléssel kivdltott gerincveldi gyoki potencidlok macskdakon

A kisérleteket 2.5-4.2 kg sulyl macskakon végeztiik. Eteres altatds mellett elvégeztiik a szokdsos
kisérleti sebészeti procedurat. A fent leirt mddon végzett C1 spinalizalds az altatast felfliggesztettik.
Hatsé laminectomidt hajtottunk végre az L, ;.csigolyakon. Az Lg, Ly és S; mells6gyokoket bal oldalon
atmetszettik. A bal oldali tibialis ideget ingereltiik és a mells6gyoki reflexeket (VRR; Ly, S;), valamint a
hatsogyoki potencialt és reflexet (DRP and DRR; Lg) regisztraltuk bipolaris Ag-AgCl hurok
elektrodakkal. Az allatok maghdmérsékletét és a gerincvelSt fed6 olajkad hémérsékletét 37+0.2 °C-
on illetve 36.5+0.2 °C-on tartottuk. A végkilégzési CO, koncentracidot 4%-on tartottuk gépi
lélegeztetéssel. A kiilonboz6 reflex komponenseket egy analdg integrdldsos feldolgozérendszerrel
regisztraltuk.

1.2.2.6 Interkollikuldris decerebrdcios rigiditds macskdkon

A kisérleteket 2.5-5 kg sulyG macskakon végeztiik. Eteres altatds és gépi lélegeztetés mellett a
szokasos kisérleti sebészeti procedurat és mindkét carotis lekotését kovetGen az allatokat
sztereotaxias készlilékben rogzitettiik. A koponya megfelel§ részeinek eltavolitasa utan az agytorzset
interkollkuldris szinten egy thermokauterrel atmetszettiik és az éter belélegeztetést felfliggesztettik.
Gyogyszerkisérletet csak stabil rigiditdst mutatd allatokon végeztiink. Egy elektromagnetikusan
vezérelt kalapacs koppintott a patellainra 10 mp-enként. A quadriceps femoris izombdl, és a
kisérletek tobbségében a m. triceps brachii-bdl is, elektromiografids regisztralast végeztiink
koncentrikus tlelektrédaval. Mind a patella reflexet, mind a folyamatos EMG aktivitast az emlitett
izmobdl analég médon integraltuk és az integrdlt aktivitasokat regisztraltuk.

1.2.3 Neurofizioldgiai vizsgalatok 6ntudattalan patkanyokon

1.2.3.1 Intercolliculdris decerebrdcids rigiditds patkanyokon

Eteres altatds és trachea kaniilozést kovetd gépi lélegeztetés mellett mindkét carotis communist
elkotottik. Az agytorzset intercollicularis szinten atmetszettlik. Az atmetszést kovetSen az altatast és
gépi lélegeztetés megszlintettilk és az allatokat végbélh6mérséklet-kontrollalt infravords lampdaval
37°C-ra melegitettik. Gydgyszervizsgalatot stabil rigiditast mutatd allakon végeztiink. Az allatokat
hanyatt fektettik egy patkdnym(it6asztalra. Az egyik gastrocnemius izombdl végeztiink EMG
regisztraldst és az EMG tlske-frekvenciajat reisztraltuk. Gydgyszeradagoldst csak az EMG aktivitds
stabilizalodasa, és minimum 30 perccel az altatas felfliggesztése utan végeztiink.

1.2.3.2 Invivo kisérletek altatott spindlis dllatokon.

1.2.3.2.1 Standard sebészeti procedirdk

A patkanyokat kloraldz (25 mg/kg, i.p.) és uretan (1 g/kg, i.p.) keverékével altattuk. A vérnyomast a
carotisba helyezett kantilon keresztiil monitoroztuk. A femoralis vénat is kaniloztik intravénds
gyogyszeradasokhoz. Az dllatokat gépileg lélegeztettiik egy a trachedba helyezett kaniilon keresztiil a
kisérlet teljes tartama alatt. A gerincvel6t Cl szinten atmetszettiik. Az allatokat szterotaxids
készllékben rogzitettiik és az L;-Lg csigolydkon hdatsé laminectémidt hajtottunk végre. Medencét
formaltunk a hat bérébdl, melyet meleg paraffin olajjal toltottiink fel. Az allat és az olajmedence
hémérsékletét 36+0.2 °C-ra szabalyoztuk.

1.2.3.2.2 Mellségydki reflex vizsgdlata

Az L, szegmentumban és alatta mindkét oldali mells6- és hatségyokoket atvagtuk, az Ls hatso- és
mells6gyokoket izolaltuk és egy azonos oldali parost bipolaris ezilist hurok elektrodakra helyeztiink. A
hatségyokot egyes impulzusokkal (supramaximalis fesziltség; 0.05 ms impulzusszélesség, 10/perc
frekvencia) ingereltik. A mells6gyoki potencialt egy differencidlerdsitével erdsitettiik és
szamitdgépes adatrogzitérendszerrel jelenitettik meg, illetve elemeztiik.

1.2.3.2.3 Neurondlis excitabilitdsi teszt

A motoneuronok sejttestek és els6dleges afferensek ingerelhetéségét mértiik. Egy a hegye
kivételével lakk-szigetelt wolfram mikroelektrodat sillyesztettlink a gerincvel6be motoneuronok
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teriiletére és ezen keresztiil negativ ingerl6 impulzusokat alkalmaztunk (ingererdsség: 0.2-0.5 mA,
impulzusszélesség: 0.05 ms; frequencia: 10/perc). A motoneuronok direkt ingerlése altal kivaltott
(MN, elsG tuske), és a monoszinaptikusan kivaltott (MS, masodik tiiske) 6sszetett akcids potencidlt
regisztraltuk az Ls mells6gyokrdl. Az antidrdmosan kivaltott ackcids potencidlt, mely az els6dleges
afferensek (PAF) excitabilitasat tlikrozi, az Ls hatsogyokrdl regisztraltuk.

1.2.3.24 Elérehaté gdtlds vizsgdlata

A mells6gyoki reflexet vizsgdltuk a fentebb leirt mddon. Az L, hatségyokot is bipolaris eziist hurok
elektréddra helyeztiik, hogy rajta keresztiil kondicionaléd impulzusokat alkalmazzunk kiilénb6z6
intervallumokkal az Ls hatsogyokre alkalmazott tesztimpulzus elStt. Az ingerlést ciklusokba szerveztiik
ugy, hogy 3 kondicindlas nélkiili tesztelést kovetett 9 kondicionalt tesztelés 5, 10, 20, 40, 80, 160,
320, 640 és 1280 ms-os kondicionalds — teszt (C-T) intervallummal. Az integrdlt monoszinaptikus
reflexet (MSR) értékeltiik és a vdlaszokat a 3 kondiciondlatlan valasz atlagahoz normalizaltuk. A végsé
értékelésben 5 ciklus eredményeit atlagoltuk a tesztvegyilet beaddsa el6tt és a vegylilet beadasa
utan akkor, amikor a tesztvegyilet maximalisan csokkentette az MSR-t.

1.2.3.2.5 Visszakanyarodé (Renshaw) gdtlds vizsgdlata

Az Ls mells6gyokot két gyokocskére osztottuk. Az egyiket ingerlé elektrédara helyeztiik, hogy
kondiciondld impulzusokat alkalmazzunk kiilonb6z6 intervallumokkal az Ls hatségyokre alkalmazott
tesztimpulzus el6tt. A mellsGgyoki reflexet a masik gyokocskérdl regisztraltuk. Az ingerlést ciklusokba
szerveztiik ugy, hogy 3 kondicindlas nélkdli tesztelést kovetettek a kondicionalt tesztelések 4, 6, 8, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50 ms-os C-T intervallumokkal. Az integralt MSR-t értékeltik az el6rehatd gatlasnal
leirt médon.

1.2.3.2.6 Afferensidegvezetés vizsgdlata

A standard sebészeti proceduran kivil a n. ischiadicus-t is feltartuk a térdhajlati régidban és ingerld
elektrédara helyeztik. A hat és a comb b6rébdl kozos medencét formaltunk és meleg paraffin olajjal
feltoltottik. A n. ischiadicus-t ingereltiik az A rostokra maximalis impulzusokkal (szélesség: 0.5 ms;
frekvencia: 10/perc). Az Ls hatségyokot a gerincveld belépési pontnal atvagtuk, bipolaris ezist
elektrodara helyeztik és az afferens rostok beérkezé akcids potencidljanak monofazisos regisztralasa
céljabdl a két pdlus kozott elroncsoltuk.

1.2.4 Izolalt félbevagott patkany gerincveldn végzett in vitro vizsgalatok

1.2.4.1 Gerincveldi gyéki potencidlok (in vitro)

6-napos Ujszllott 13-16 g sulyd him patkdny bébiket altattunk el éterrel, majd jégorleményre
helyeztik a gerincvel6 leh(itése céljabdl addig, amig légzésiik leallt. Ekkor a gerincvel6t eltdvolitottuk
és félbevagtuk. A félbevagott gerincvel6t regisztraldé kamraba helyeztik és mesterséges
cerbrospinalis folyadékkal (ACSF) 10 ml/perc sebességgel perfundaltuk. Egy lveg szivéelektrédot
alkalmaztunk az Ls hatségyok ingerlésére. Azokndl a kisérleteknél, ahol az afferens rostoknak a
gerincvel6t eléré Osszetett akcids potencidljat vizsgaltuk, egy szivoelektrodot helyeztiink az L,
hatségyokre is a gerincvelGbe érkezé afferens rost potencidl (AFP) regisztralasara. A hatségyok
ingerléssel kivaltott mells6gydki potencidlt (DR-VRP) az Ls mells6gyokrél regisztraltuk szorosan
illeszked§ szivéelektroddal.

1.2.4.2 Gerincveld ,grease-gap” médszer (in vitro)

Félbevagott gerincvel6ket nyertiink 6-napos patkanyokbdl. Koéralbelil 2 mm vastag harantirdnyu
szeletekett készitettlink készitettliink olléval Ugy, hogy a szeletek az Ls-6s mells6gyokkel valo
Osszekottetését megtartottdk, mig a hatsdgyokoket levagtuk. Ezutdn a szeleteket két-térfeles
regisztrdlé kamrdba helyeztiik, gy hogy a gerincvelGszelet az egyik térfélbe kerilt, mig a mellségyok
a masikba nyult at. A két térfelet egy plexi zsalu valasztotta ketté, ugy hogy szilikonzsirral
nagyellendllasu szigetelést értink el a két térfél kozott. A két térfelet egymastdl flggetlendl
perfundaltuk 0.1 pM tetrodotoxin tartalmd ACSF-vel (TTX-ACSF) 2 ml/perc sebességgel. A két térfél
kozti DC potencialt Ag-AgCl elekréddokkal folyamatosan regisztraltuk.
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Depolarizaciokat valtottunk ki 80 uM NMDA vagy 40 uM AMPA (gltutamat receptor agonistak)
ismételt egy percig tartd perfuzidos adagoldsdval. Az agonista adasokat 30 perces id6kozonként
ismételtik. A kontroll vdlaszok stabilizaldddsa utan a tesztvegylletet hozzdadtuk a perfuziés oldathoz
és az agonista adasokat tovabb ismételtiik.

1.2.5 Fesziiltség-fiigg6 csatornakra kifejtett hatasok elemzése patch-clamp
modszerrel

Tolperizon tipusu izomlazitok és lidokain hatasait vizsgaltuk fesziiltség-fligg6 natrium-, kdlcium- és
késé6i egyeniranyitd kalium aramokra.

1.2.5.1 Erzéidegsejtek prepardldsa

Patkdny hatsogyoki ducbdl (DRG) akutan disszocidlt idegsejteket nyertiink, majd poli-D-lizinnel
bevont steril fed6lemezekre oltottuk Gket és szérummal kiegészitett tenyésztGoldatban (DMEM)
tartottuk 6ket egy éjszakan at.

1.2.5.2 Egészsejt patch-clamp regisztrdlds és elemzés

Az idegsejteket tartalmazé fed6lemezt inverz mikroszkdp tdrgyasztalara épitett regisztralé kamraba
helyeztik és extracellularis oldattal (ES) perfundaltuk folyamatosan szobahdmérsékleten. Patch
elektrodokat intracellularis oldattal (IS) toltottink fel, kivalasztott DRG sejthez csatlakoztatunk és
egész-sejt membran aramokat mértink.

A natrium dram mérésekhez hasznalt ES Osszetétele (mM-ban): NaCl 140, KCI 5, CaCl, 2, Hepes 5,
HEPES-Na 5, glucose 10, saccharose 10, pH = 7.35. Egy masodik kisérletsorozatban a tul nagy mért
aramok csokkentése végett egy modositott (optimalizalt) ES-t hasznaltunk a kovetkez6 Gsszetétellel
(mM-ban): NaCl 70, choline cloride 70, KCI 5, CaCl, 2, MgCl, 2, HEPES 5, HEPES-Na 5, CdCl, 0.01,
glucose 20; pH=7.35. A natrium aram mérésekhez hasznalt IS 0sszetétele (mM-ban): CsF 130, NaCl
15, tetraethylammonium chloride (TEA-CI) 10, CaCl, 0.1, MgCl, 2, ATP-Na, 2, HEPES 10, EGTA 1;
pH=7.25.

A kalcium aram mérésekhez hasznalt ES 6sszetétele (mM-ban): choline cloride 143, CaCl, 5, MgCl, 1,
HEPES 10, glucose 20; pH=7.3. A kalcium aram mérésekhez hasznalt IS 6sszetétele (mM-ban): CsCl
110, MgCI2 4.5, HEPES 9, EGTA 9, ATP-Na, 4. Mivel a kezdeti méréseknél egy inherens csokkenést
(,rundown”) figyeltiink meg, a kés6bbi méréseknél modositott (,,anti-rundown”) IS-t alkalmaztunk,
mely egy nukleotid regeneralé rendszert és GTP-t is tartalmazott és megel6zte a rundown-t (Forscher
and Oxford 1985). A mddositott IS dsszetétele (mM-ban): CsCl 110, MgCl, 4.5, HEPES 9, EGTA 9, ATP-
Na, 4, GTP 0.3, creatine phosphate (CP) 14, creatine phosphokinase (CPK) 50 U/ml.

A kdlium dram mérésekhez hasznalt ES 6sszetétele (mM-ban): choline cloride 140, KCI 5, CaCl, 2,
MgCl, 1, CdCl, 0.1, HEPES 10, glucose 20. A kalium aram mérésekhez haszndlt IS 6sszetétele (mM-
ban): KCI 145, MgCl, 1, HEPES 10, EGTA 10.

A membrandramokat Axoclamp 200A erésitével és pClamp 6.0-8.0 szoftverrel regisztraltuk és
értékeltik. Eltekintve az aktivacid/inaktivacié fesziltségfiiggésére irdnyuld vagy egyéb komplex
feszlltség protokolloktdl, a natrium aramokat rutinszerden kilénb6z6 tartd fesziltségekrdl (,,holding
potentials”) 10 mp-ként alkalmazott 0 mV-ra valé (8 ms tartamu) fesziltség-lépcsékkel vizsgaltunk.

Kalcium és kalium aramokat rutinszer(ien 20 ms, illetve 100 ms hosszusagu depolarizalod fesziltség-
Iépcsbkkel vizsgaltunk -80 mV tartd potencialrél 0 mV-ra, kivéve ha mast jelzlink.

A tesztanyagokat ES-ben oldottuk és gyors oldatcserés rendszeren keresztil adagoltuk a vizsgalt
sejtre.

Koncentrdcid-gatlas osszefliggést hatdroztunk meg tesztanyagonként és csatorna tipusonként 4-10
sejten emelkedd koncentracié sorokat alkalmazva. A szazalékos gatlast (atlag £ S.E.M.) szamoltunk
minden koncentraciéra és az ICsp-et szigmoidalis gorbe illesztéssel hataroztuk meg.
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1.3 Eredmények

1.3.1 Neurofarmakoldgiai vizsgalatok egereken

1.3.1.1 GYKI 20039-indukdlta tremor teszt

Kl6énb6z6 izomlaziték doézis-hatds Osszefliggéseit 6sszegezziik az 1. abrdn intraperitonedlis adagolast

kovetGen.
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1.abra  Kil6nbo6z6 izomlazitdk dozis-hatds osszefiiggései (n=10/csoport) GYKI 20039 (10 mg/kg i.p.)-
indukalta tremor gatlasa alapjan. Mindegyik izomlazité dézis-fliggéen gatolta a tremor. A fels6 és
also vizszintes szaggatott vonal jelzi a tremorogen kezelt és kezeletlen kontroll csoportok tremor
erdsség (AFF) értékeit; a folytonos vonal mutatja az 50%-os gatlas szintjét.

Szdjon at adva az dsszes vizsgalt tolperizon tipusu izomlazitd gyors hatdskezdetet mutatott, 5 percen
bellil maximalis hatast elérve. A szilperizon kétszer hatékonyabb volt, mint a tébbiek. Hatdstartam
tekintetében a kévetkezképpen voltak rangsorolhaték (a legrévidebbtdla leghosszabbikig): tolperizon
< eperizon < lanperizon < szilperizon.

1.3.1.2 Straub tail, rotarod, locomotor and weight-lifting tests and therapeutic indices

Az eredményeket az 1. tdblazatban 6sszegezziik.

1. tablazat. Az éber egereken nyert eredmények 6sszefoglalasa.
IDs, értékek (mg/kg, i.p.) Ratios (Therapeutic indices)
lzomlazito Mellékhatasok IDss mellékhatds/IDso izomlazité hatas
hatasok
RR/ LO/ wL/ RR/ LO/ WL/
R ST RR Lo WL TR TR TR ST ST ST

Szilperizon 19.3 21.8 36.9 64.0 44.2 1.91 3.32 2.29 1.69 2.94 2.03
Tolperizon 60.0 63 116 31.1 90.9 1.93 0.52 1.52 1.84 0.49 1.44
Eperizon 51.8 63.6 72.1 55.7 107 1.39 1.08 2.07 1.13 0.88 1.68
Tizanidin 0.73 1.4 1.2 0.10 2.8 1.64 0.14 3.84 0.86 0.07 2.00
Baklofen 9.1 2.8 7.9 3.1 8.2 0.87 0.34 0.90 2.82 1.11 2.93
Mefenezin 81.5 121 145 120 255 1.78 1.47 3.13 1.20 0.99 2.11
Zoxazolamin 27.4 32.2 50.1 60.5 43.7 1.83 2.21 1.59 1.56 1.88 1.36
Diazepam 0.94 1.0 0.6 3.1 0.8 0.64 3.30 0.85 0.60 3.10 0.80
Afloqualon 11.1 7.8 114 10.5 12.6 1.03 0.95 1.14 1.46 1.35 1.62
Carisoprodol | 128.8 71.2 130 156 107 1.01 1.21 0.83 1.83 2.18 1.50
Memantin 20.5 349 23 >100 29 1.12 | >4.90 1.41 0.66 | >2.90 0.83

TR: tremor; ST Straub-farok; RR: rotarod; LO: mozgdsaktivitas; WL: silyemelés teszt
1.5-nél kisebb (azaz 1-t6l nem jelent6sen kiilonbdzG6) terapias indexeket jeldltiik satirozassal.
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1.3.2 Neurofizioldgiai vizsgalatok ontudattalan macskakon

1.3.2.1 Flexorreflex mérése macskdkon
Kialénb6z6 izomlazitd vegyliletek hatdsdnak id6beli lefolydsat mutatja a 2. dbra.
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2. abra  Aszilperizon és kiilonb6z6 izomlazitd gydgyszerek idG-hatds gorbéi a flexorreflex tesztben altatott ép
neuraxisti macskakon vénas beadast kdvetSen. AtlagS.E.M. értékeket abrazoltunk. Megfigyelhetd,
hogy a szilperizon hatdsabdl vald visszatérés sebessége sokkal lassabb, mint a tolperizon és az
eperizon esetében.

A kiilonb6z6 vizsgalt izomlazitdék in vivo hatékonysagait (hatékony dézisait) foglalja Gssze a 2.
tablazat.

2. tablazat. Izomlazitok in vivo hatékonysagai (intravénas IDsy-ei) a flexorreflex tesztben ép és spinalis

macskakon.
Gydgyszerek l,DSO (me/ke) manlfa?n
ép spinalis
Szilperizon 5.8 5.7
Tolperizon 4.3 5.1
Eperizon 3.5 6.7
Memantin 6.8 15.8
Mephenezin 21.0 31.0
Zoxazolamin 9.6 16.0
Baklofen 0.83 0.67
Diazepam 0.045 0.22
Carisoprodol 13.5 >>20

1.3.2.2 Patellareflex macskdkon

A tolperizon (10 mg/kg, i.v.) enyhe (dtlagosan 15%) és rovid ideig tartd csokkenést eredményezett a
patellareflexben. A szilperizon (10 mg/kg, i.v.) egyes esetekben enyhén csdkkentette, maskor
egyaltalan nem befolydsolta a patellareflexet. Viszont stabilizalta a reflexaktivitast a valaszrdl valaszra
mutatkozd variabilitast csokkentve, még akkor is, amikor a reflexvalaszok atlagos amplituddjat
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valtozatlanul hagyta. Ez néhany esetben igen szembeszoké volt. A tolperizonnal 6sszevetve a
szilperizon gatlé hatdsa a patellareflexre gyengébb volt.

1.3.2.3 A patellareflex reticulospindlis befolydsoldsdnak vizsgdlata macskdkon

A tolperizon — a varakozasoknak megfelel6en — csokkentette az agytorzsingerléssel kivaltott
facilitaciot és gatlast egyarant, mig kismértékben csokkentette az ingerlések kozti ,nyugalmi”
patellareflexet. A tolperizon hatasabdl tobbnyire teljes visszatérés volt megfigyelhetd a beadds utdn
60-90 percen beldl.

A szilperizonnal folytatott kisérletek némi valtozatossagot mutattak:
1.) Gyakran figyelhettiik meg a ,,nyugalmi” patellareflex jelent6sebb csokkenését.

2.) A facilitald ingerlés alatti patellareflex minden esetben csékkent, ellenben ez a csékkenés
erGsen valtozd mértékd volt allatrdl dllatra. Szamos esetben a facilitacid eltlinése vagy akar
atforduldsa gatlasba is el6fordult.

3.) A gatlé agytorzsi ingerlés patellareflex gatlé hatasat a szilperizon egyes esetekben megnovelte,
mig maskor nem befolydsolta.

Csak részleges visszatérés volt megfigyelhet6 60 percen bellll, ami egybevadg a szilperizon mads
kisérletekben megfigyelt hosszabb hatastartamdaval.

1.3.2.4 Tibialis ideg-ingerléssel kivdltott gerincveldi gyidki potencidlok macskdkon

A szilperizon hatasait hasonlitottuk a tolperizonéhoz, baklofenéhez, mephenezinéhez, diazepaméhoz
és a midazolaméhoz. A szilperizon altal okozott valtozdsok minéségileg hasonldk voltak a
tolperizonéihoz. A monoszinaptikus reflex (MSR), a poliszinaptikus reflex (PSR) és a hatsogyoki reflex
(DRR) jelentdsen csokkentek, mig a hatsé gyoki potencial alig valtozott (3. és 4. dbra). Kvantitative,
mig a szilperizon hatasa az MSR-re, és PSR-re hasonlé mérték( volt, a DRR-re kifejtett hatdsa
l[atvanyosan gyengébb volt. A tobbi izomlazitdk kilonb6z6 egyedi és mechanizmus-specifikus
hatasmintazatokat mutattak (L. 3. tablazat).

! ! !
int. MSR A 8 2ms

) wvRR M N T A Tisoouv
int. PSR A - 2ms

(L SRR MAw o 1500WY

2ms
int. DRR i ) oo SO SN, R
~— 291ms
4 Lioaac, . ~ | / 1500 pv
M """ \ 4" \
int. DRP L7 DRP

DRP B

60 min,

3.abra A szilperizon hatdsa a gerincvel6i gyoki potencidlokra macskdkon. Bal oldalon: integralt
regisztratumai a monoszinaptikus (MSRint) és poliszinaptikus (PSRint) mellségyoki reflexnek (VRR), a
hatségyoki reflexnek (DRRint) és a hatsdgyoki potencidlnak (DRPint). Az alsé sor a hatségyoki
potencial (DRP) felfele (negativ) kilengéseinek direkt regisztrdtumat mutatja. A nyilak a szilperizon
egymast kovet§ intravénas adagolasat jelzik 2.5, 2.5 és 5 mg/kg ddzisokban. Jobb oldalon: Egyedi
reflex valaszok (A) adagolas el6tt; (B) 20 perccel az utolsé adagolas utan.
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4.3abra Tolperizon és szilperizon kumulativ dézis-hatds gérbéi macskdkon a gerincvel6i gyoki potencidlokra
kifejtett hatdsok alapjan. Az eredmények 6 dllaton nyert atlagokat (+S.E.M) mutatnak.
Megfigyelhets, hogy mindkét vegyiilet azonos mértékd hatdst mutatott a mellsé gyoki reflexekre,
csak a szilperizon gyengébb hatasa a DRR-re egy szembet(ing kiilonbség.
3. tablazat. Summary of profiles of different CMR drugs in the cat spinal root potential test
Gydgyszer (legnagyobb MSR PSR DRR DRPint DRPampl
dozisa*, i.v.)
Mefenezin (50 mg/kg) 0 % N\” NE J
Baklofen (0.5 mg/kg) Vb d NS v N N
Diazepam (3.2 mg/kg) 0 N ™~ ™~ T
Midazolam (3.2 mg/kg) 0 NN ™ ™~ ™
Tolperizon (10 mg/kg) Vi d v NS ot 0
Szilperizon (10 mg/kg) NN N2 N2 0 0

Megjegyzések:

%-0s véltozds tartomdnya: 0 [<+10]; | [-15-40]; 4\ [-40-60]; L L [-60-80]; L 4 4 [-80-100]; O [+12]; P [+15-

40]; ™1 [>50]

*kumulalt dozis

MSR: monoszinaptikus reflex; PSR: poliszinaptikus reflex; DRR: hatsoé gyoki reflex; DRPint: hatsé gyoki reflex integralja

(gbrbe alatti teriilet); DRPampl: hatsé gyoki reflex amplitudd; az MSR-t, PSR-t és DRR-t szintén a gbrbe alatti terilet

alapjan (integralva) kvantifikaltuk.

1.3.2.5 Interkollikuldris decerebrdciés rigiditds macskdkon

A tolperizonnal Osszevetve a szilperizon hatdsa hasonlé volt, azonban hatékonysaga kisebb
mértéklnek mutatkozott a decerebracids rigiditds csokkentésében. Ugyanis, 10 mg/kg szilperizon

szamszer(ien 5 mg/kg tolperizonéhoz hasonlé mérték(i gatlast okozott (4. tablazat).

4. tablazat.

Szilperizon (n=5) és tolperizon (n=3) interkollikularis decerebracios rigiditasra kifejtett hatasainak

gatldsa macskakon. Két esetben a tolperizont 3 éraval a szilperizon adagolas utan, 1 esetben

pedig 2 draval a szilperizon adagolas el6tt adtuk.

Integralt EMG gatlasa a kontroll %-aban kifejezve

(atlagS.E.M.)

M. quadriceps femoris

M. triceps brachii

Szilperizon 10 mg/kg i.v.

70x14.9

6618.3

Tolperizon 5 mg/kg i.v.

63+1.7

75t14.4
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1.3.3 Neurofizioldgiai vizsgalatok ontudattalan patkanyokon

1.3.3.1

Mellségydki reflexpotencidlok vizsgdlata

Patkdnyokon a hatsdgyok ingerléssel kivaltott mells6gyoki reflexen 3 jellemzé komponenst
kiilonitettiink el: mono-, di- és poliszinaptikus reflexet (MSR, DSR és PSR, sorrendben; 5. dbra).

St

M

SR 2ms
1mVv
DSR
PSR

—

5. abra

A hatségyok ingerléssel kivaltott mellségyoki reflex az Ls szegmentumban, és annak 3 elkllonithet6
Osszetevdje.

A szilperizon (10 mg/kg, iv.) mindharom komponenst csokkentette a kovetkezd érzékenyégi
sorrenddel: MSR>DSR>PSR. A tolperizon, eperizon és szilperizon profilja a harom mells6gyoki
reflexkomponensre kifejtett relativ hatékonysag tekintetében nagyon hasonld volt. Ugyanakkor a
tolperizonnak volt a legnagyobb csucshatdsa, de egyben legrovidebb hatdsa a tolperizon tipusu
vegylletek kozil. A lidokain profilja jelentGsen eltérd volt, mivel ez jelentGsen kisebb mértékid gatld
hatast fejtett ki az MSR-re, mig a kés6bbi komponenseket hasonlé mértékben gatolta (6. dbra).

—&— SILPERISONE
—— TOLPERISONE

EPERISONE ‘ 100+ I VSR
1004 §=§-¢=¢-w —¥LIDOCAINE. . & o _ I DSR
#4401 vy Y Y Y YT = 801 . PSR
3 Y ¢-2~ z 2
O 801 Y .1./‘1"1 O F
o v | A _m = Z 60+
= IS a-n" =
z oo At 53
S v et T D 401
O I Bz > 6
L 40 a4 £0
< -t & 20-
3\/ 20A
0-— : . : X SILP TOLP EPE LID
20 0 20 40 60
TIME (MIN)
6.abra A vizsgdlt vegyiletek hatasa a hatségyok ingerléssel kivaltott mellségyoki reflexre spindlis

patkanyokon. Bal: Négy vegyilet (mindegyik 10 mg/kg i.v.) hatasanak idGbeli lefolydsa az MSR-re
kifejetett hatds alapjan. Jobb: A vegylletek maximalis gatld6 hatasa a kilénb6zd
reflexkomponensekre a beadas el6tti kontroll valasz szazalékdban kifejezve. Minden adat:
atlagtS.E.M. 6t kisérletbdl.

1.3.3.2 Neuronadlis excitabilitdsi test

A lidokain jelentGsen nagyobb csdkkentd hatast fejtett ki a motoneuronok (MN) és elsédleges
afferensek (PAF) direkt elekromos ingerelhetGségére mint a szilperizon, mig hatékonysaguk a
monoszinaptikus attevédésre (MS) hasonlé mérték( volt. A tolperizon profilja a két masiké kozott
volt, mivel ez kismértékben a PAF-t is csokkentette (7. abra).
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7.abra A vizsgalt gyogyszerek hatasa a motoneuronok direkt elektromos ingerelhet6ségére (MN) és
monoszinatikus ingerelhet8ségiikre (MS), valamint a primer afferensek excitabilitasara (PAF).
A: dtlagolt potenciadlok az Ls mellségyokrdl (felsé sor — VR) és az Ls hatségyokrdl (also sor — DR),
szilperizon (10 mg/kg, i.v.) beaddsa elétt (bal) és beadasa utan 15 perccel (jobb). Szilperizon (B; N=5),
tolperizon (C; N=3) és lidokain (D; N=3) hatdsai az MN-re (M), MS-re (®) és PAF-ra (4A), mind
10 mg/kg i.v. dozisnal. Az adatok az adagolas el6tti (0 perces) érték szazalékaban kifejezett
eredményekbdl szamolt atlagtS.E.M.-ként vannak feltdontetve. Nyilak mutatjdk az adagolds
id6pontjat.

1.3.3.3 Elérehaté gatlds vizsgadlata

A szilperizon (5 mg/kg, i.v.) csokkentette az MSR-t 26.8+4.9%-kal (atlag+S.E.M.), de a kondicionalt és

nem kondicionalt vélaszokat azonos mértékben csokkentette. igy a kondiciondlatlan vélasz

aranydban felskaldzott gatlasi gorbe valtozatlan maradt. Tehat a szilperizon nem befolydsolta az
el6rehatd gatlast.

1.3.3.4 Visszakanyarodoé (Renshaw) gdtlds vizsgdlata

A szilperizon (5 mg/kg iv.) nem volt hatasssal a visszakanyarodd gatlasra sem, mig csokkentette a
kondiciondlatlan MSR-t 30.91+6.6%-kal (atlag+S.E.M.).

1.3.3.5 Afferens idegvezetés vizsgdlata

A szilperizon és a tolperizon (10 mg/kg, i.v.) gyakorlatilag érintetlenil hagyta a periférids ideg
afferens stimuldldsaval kivaltott és a gerincvel6be beérkezd Osszetett afferens A-rost potencialt. A
lidokain (szintén 10 mg/kg, i.v.) egy nagyon enyhe, de észlelhet§ gatld hatast eredményezett, mely
mind az Osszetett akcids potencidl amplitidéjanak csokkenésében, mind a vezetési id6
novekedésében megnyilvanult. Azonban ez az enyhe csdkkenés elhanyagolhaté volt ahhoz a
csokkenéshez képest, melyet a lidokain azonos ddzisa a mellségyoki reflexben hozott létre.

1.3.3.6 Interkollikuldris decerebrdciés rigiditds patkdnyokon

A vénas adagolds utdni maximdlis hatdsok tekintetében, a tolperizon (1.5-sz6r) hatékonyabb volt,
mint a szilperizon, ami egybehangzé a macskakon tett megfigyelésekkel.
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1.3.4 Izolalt félbevagott patkany gerincveldn végzett in vitro vizsgalatok

1.3.4.1 Gerincveléi gyéki potencidlok (in vitro)

Klénb6z6 tolperizon tipusu izomlazitdk és lidokain hatasait vetettiik 6ssze a hatsdgyok ingerléssel
kivaltott mells6é gyoki potencidl (DR-VRP) kiilonb6z6 dsszetevdire kifejtett hatasmintazatok (profilok)
tekintetében. A szilperizon a DR-VRP 0sszes komponensét koncentracié-fiiggé médon csokkentette.
Az MSR és az késGi EPSP voltak a legérzékenyebb paraméterek, mig a korai EPSP-re kifejtett hatas
mérsékeltebb volt. A tobbi tolperizon tipusu vegylilet profilja eléggé hasonld volt, de eltéré a
lidokainétdl (8. abra).

4507 [ IMSR
400 Y EPSPint
350 . EPSPamp

1 I EPSPtall
300 A

250 1
2001
150-
100-
50 1

ICq (uM)

LANP INAP  LID

8.abra  Kiilonbo6z§ tolperizon tipusu izomlaziték (tolperizon-TOLP, szilperizon-SILP, eperizon-EPE, lanperizon-
LANP, inaperizon-INAP) és a lidokain (LID) hatas-profiljai a hatsogyok ingerléssel kivaltott mellsé
gyoki potencial (DR-VRP) komponensekre. A vizsgalt vegyliletek Csy értékei a kiilonbozé reflex-
komponensek gatlasa— a monoszinaptikus reflex cstcstél-csucsig amplitidéja (MSR), az EPSP
integralja (EPSPint), az EPSP amplituddja (EPSPampl) és az EPSP kés6i szakaszanak (80-180 ms az
ingerlés utan; EPSPtail) integralja — alapjan. Minden oszlop 4 kisérlet eredményeit (atlagtS.E.M.)
abrazolja.

Egy farmakoldgiai kisérletben, mely arra irdnyult, hogy a szilperizon in vitro gerincvel6i reflexgatlo
hatdasaban a GABA-B receptorok esetleges szerepét vizsgdlja, a GABA-B antagonista SCH-50911 nem
forditotta vissza a szilperizon hatasat.

Az afferens idegvezetésre és a szinaptikus attevédésre gyakorolt csokkent6 hatasok dsszefliggéseinek
elemzése céljabdl dézis-hatds vizsgalatokat végeztiink az afferens rost potencial (AFP) és a DR-VRP
EPSP komponense parhuzamos regisztralasaval és a szilperizon, tolperizon és lidokain 6sszehasonlité
vizsgalatdval. Habar mindhdarom vegyiilet csokkentette mind az AFP-t, mind az EPSP amplitudot, a
szilperizon preferencialisan az EPSP-t csokkentette, mig a lidokain az AFP-t csdkkentette erGsebben.
A tolperizon profilja a masik kett6é kozott volt, mivel ez egyforma mértékben csokkentette mind az
AFP-t, mind az EPSP-t (9. abra).
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9.adbra A szilperizon, tolperizon and lidokain hatdsai a populaciés EPSP-re és az afferens rost potencidlra
(AFP). Ezeket a kisérleteket 31-33 °C-os szervfurdé hémérséklet mellett végeztilk a monoszinaptikus
reflex tiizelés megszlintetése céljabdl. Az Ls hatsogyokot ingereltik (0.2 mA; 0.1 ms). A: AFP. B:
populdciés EPSP az Ls mells6gyokrél elvezetve. C-E: a 3 vizsgalt anyag dézis-hatas gorbéi az AFP
csucstal-csticsig amplitiddja (e) és az EPSP alapvonal-cstics amplitudéja (o) alapjan. Minden pont 3
kisérlet atlagat (£S.E.M.) mutatja 3 kisérlet alapjan.

1.3.4.2 Gerincveld ,grease-gap” vizsgadlat (in vitro)

GerincvelGszeletek NMDA (80 uM) vagy AMPA (40 uM) adasaval kivaltott depolarizaciéjat 100 uM
szilperizon nem befolyasolta.

1.3.5 Fesziiltség-fiigg6 csatornakra kifejtett hatasok elemzése patch-clamp
modszerrel

1.3.5.1 Fesziiltségfiigg6 ndatrium csatorndkra kifejtett hatdsok

A szilperizon és a tolperizon mind tetrodotoxin resisztens (TTX-R), mind tetrodotoxin szenzitiv (TTX-S)
Na® csatorndk ,steady state inaktivaciés” gérbéit hiperpolarizacids iranyba tolta el, allapotfiiggd
csatornablokkold hatast jelezve, habar a maximalis elérhet6 dram is csékkent (10. dbra)

Sem a szilperizon sem a tolperizon sem a lidokain nem tolta el a natrium csatornak aktivacios
feszlltség-fliggését (11. dbra).

Végiil, 6sszehasonlitottuk a szilperizon, tolperizon és lidokain Na* csatornablokkolé hatékonysagat
TTX-S csatornakon -80 mV-os, TTX-R csatorndkon -60 mV tartdfesziltség mellett. Az eredmények az
5. tablazatban vannak 6sszegezve. Osszefoglva, mig a tolperizon Na* csatornablokkolé hatékonysaga
a lidokainéhoz hasonlé, a szilperizon naluk 2,5-3-szor hatékonyabb.
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10. dbra Szilperizon (80 pM) hatdsa a “steady-state inactivaciés” gorbékre TTX-S (A) és TTX-R (B) Na'
csatorndkat kifejez sejteken. Atlagolt, normalizalt “steady-state inactivaciés” gérbék kontroll
oldatban (M), szilperizon 80 uM adagoldsa alatt a -120 mV tartofesziltségnél mért kontrolll
csucsaramhoz normalizalva (A) és az utobbi felskdlazva (@), azaz a szilperizon mellett -120 mV
tartéfesziltségnél mért csicsaramhoz normalizalva.
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11. &bra Szilperizon, tolperizon és lidokain hatasa érzdidegsejtek TTX-S és TTX-R Na' csatornainak aktivacios
gorbéire (normalizalt vezetSképesség [G/Gna.] — lépcsSfesziiltség grafikonok). Atlag+S.E.M. van
abrazolva (N=6-7).
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1.3.5.2 Fesziiltségfiiggo kdlcium csatorndkra Kifejtett hatdsok

Szilperizon gatolta a hatsogyoki ganglion (DRG) sejtek fesziiltségfliggé kalcium aramat, nem anti-
rundown kiegészitést tartalmazd kérilmények mellett a natrium csatornablokkold hatdsokéhozhoz
hasonlé IG5, értékekkel. 1G5y értéke anti-rundown kiegészités mellett kétszer volt magasabb, mint
ICso-e TTX-S Na* csatornakon -80 mV tarté potencial mellett (5. tablazat). A Ca®** csatorna blokkolas
mértéke nem fliggott Iényegesen sem a tartd potencialtél, sem az aktivacids fesziiltségtol.
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12. abra Effects of various calcium channel blockers on HVA calcium currents in DRG cells (CPK supplemented
condition). A: The amount of blockade provided by different subtype selective Ca” channel blockers:
nitrendipine (N, 10 uM, L-type selective), @-conotoxin-GVIA (CON, 3 uM, N-type selective) and -
agatoxin-IVA (AGA, 0.1 uM, P-type selective). Data are meantS.E.M. from 4-9 cells. B: Effect of
szilperizon (S, 320 uM) compared with those of specific blockers in a representative experiment.
Szilperizon blocked also drug resistant (R-type) calcium currents, which were abundant in these DRG
cells.

Szilperizon (320 pM) a DRG sejtek Ca®* dramdnak jelentds hanyadat blokkolta, ami mind N tipusu,
mind R tipusu csatornak kozvetitette aramokat magaba foglalt, mig a megfigyelt aramokat L vagy P/Q
tipust Ca®* csatornak nem kozvetitették szamottevs mértékben (12. 4bra).

A szilperizonnal, tolperizonnal és lidokainnal végzett 6sszehasonlitd koncentracio-hatas vizsgalatok
megkozelitbleg a tolperizon 6,5-szer gyengébb hatékonysagat mutattdk a szilperizonhoz képest, mig
a lidokain valamicske, de igy is 20%-nal kisebb gatld hatdst csak igen magas, 1000 pM-os
koncentraciénal tudott elérni. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a szilperizon farmakodinamids
hatdsahoz a Na* és Ca®* csatorna blokkolas hasonlé mértékben hozzajarulhat. A tolperizon esetében
a Na' csatorna blokkolas mellett némi Ca®* csatorna blokkolds valamit hozzatehet a hatashoz, mig a
lidokain esetében a Ca** csatorna blokkolas elhanyagolhaté lehet a Na* csatorna blokkolds mellett.

1.3.5.3 Fesziiltségfiiggo kdalium csatorndkra kifejtett hatasok

Féleg kés8i egyeniranyitdé K* dramokat figyeltiink meg a vizsgélt kdzepes méretii DRG sejtekben. A
szilperizon aktivalo fesziiltségtél fliggetlen mértékben csdkkentetta a K™ dramokat. A szilperizonnal,
tolperizonnal és lidokainnal végzett Osszehasonlité koncentracié-hatds vizsgalatok soran a
szilperizonnal egyértelm( (18%-o0s) gatlast taldltunk mar 40 uM koncentraciéndl, mig 320 uM-nal a
szilperizon mar tekintélyes (>50%) K* csatornablokkold hatdst mutatott. A tolperizon és lidokain K*
csatornablokkold hatékonysagai sokkal gyengébbek voltak, az (extrapolalt) I1Csy értékek 1000 uM folé
becsiilhetdk.
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5.tdblazat. F&bb in vitro hatékonysagok (ICso-ek) 6sszehasonlitd tablazata a szilperizonra, tolperizonra és

lidokainra.
Gerincveldi reflex Feszliltségfligg6 csatorna blokkolds
(in vitro) (patch-clamp)
MSR | EPSPint | TTX-SNa' | TTIX-RNa' | ca®* | «
ICso (LM)

SZILPERIZON 57 73 101 64 217 245
TOLPERIZON 63 131 162 255 1390 1801*
LIDOKAIN 186 198 256 209 4580* 3782

*tavoli extrapolacié (bizonytalan becslés)

1.4 Kovetkeztetések osszefoglalasa

1. A GYKI-20039 tremor teszt alkalmasnak latszik antispasztikus gyodgyszerek kivant
hatékonysaganak és a hatds idGbeli lefolydsdnak vizsgdlatara egereken.

2. Az a tesztcsomag, mely a GYKI-20039 tremor tesztet alkalmazza a kivant hatékonysdgok
mérésére és a lokomotor aktivitas, a rotarod, a thiopental alvasid6é és az Ujonnan kifejlesztett
sulyemelés tesztet alkalmazza a nemkivanatos mellékhatdsok — szedacié és motoros
funkciékarosodasok — jellemzésére, alkalmasnak latszik centrdlis izomlaziték kritikus terapias
indexeinek megbecslésére.

3. Az Osszes klinikai gyakorlatban haszndlt izomlazité valamilyen tekintetben sz(k terapias indexet
mutatott.

4. A szilperizon viszonylag kiemelked6 terapias indexet mutatott az izomlazité gyégyszerek kozott.

5. A hasznalt neurofizioldgiai tesztek kozil a flexorreflex teszt macskakon bizonyult kiilondsen
alkalmasnak centrdlis izomlaziték farmakodindamias jellemzésére, mivel hosszu tavu stabilitast
mutatott és érzékeny volt az 6sszes ismert centralis izomlazité hatasara.

6. A legtobb centrdlis izomlazitd, beleértve a tolperizon tipustakat, hasonléan hatékony flexor
reflex gatld hatékonysagot mutatott spinalis és ép neuraxisi macskdkon, azt sugallva, hogy
hatasuk elsédleges célpontja a gericvel6ben van. Ez aldl a diazepam és a carisoprodol voltak
kivételek.

7. A gerincvel6i mells6- és hatsogyoki reflexpotencidljainak vizsgalata mechanizmus-specifikus
hatdsmintazatokat mutatott kiilonb6z6 centralis izomlazitoknal.

8. A tolperizon tipusu vegyiletek a gatoltak a szegmentalis gerincveldi reflexaktivitdst mind in vitro,
mind in vivo. Hatasprofiljuk egymdshoz nagyon hasonld volt, de eltér6 a lidokainétdl, mely a
monoszinaptikus reflexet gyengébben gatolta.

9. A kllénb6z6 gerincvelSi reflex vizsgdlatokban a szilperizon a tolperizonhoz hasonlé
hatékonysagot és tobbé kevésbe hasonld hatasprofilt mutatott i.v. alkalmazas utdn; viszont
hatdsa sokkal tartdsabb volt és ezért sokkal hatékonyabb volt ordlis vagy intraduodenalis
adagolas mellett, azaz nagyobb funkciondlis biohasznosuldst ért el.

10. Azonban kisebb, de egyértelm( kilonbségek is megmutatkoztak a szilperizon és a tolperizon
hatasprofiljaban: (a) a szilperizon kevésbé erds gatld hatasa a hatsogyoki reflexre (mely az
afferens excitabilitast tiikrozi); (b) mindkét vegyiilet gatolta a retikulospinalis facilitaciét, de csak
a tolperizon gatolta a retikulospinalis gatlast; (c) a szilperizon kevésbé csdkkentette a
decerebracids rigiditast.

11. A lidokain, tolperizon és szilperizon, mind kifejtett valamennyi hatast a primér afferensek, és
motoneuronok excitabilitasara és a motoneuronok EPSP-jére in vitro

12. A szilperizon relative gyengébb hatassal birt a primér afferens és motoneuron excitabilitasra és
relative erdsebbel a korai EPSP-re és a monoszinaptikus reflexre, mint a lidokain, mig a
tolperizon profilja a silperizoné és lidokainé kozott volt.

20/31. oldal




13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

A szilperizon nem mutatott sem GABA-B agonista sem AMPA vagy NMDA antagonista hatdsokat
az izoldlt patkany gerincvelS preparatumon, ami arra utal, hogy EPSP gatlé hatdsa valdszindleg
preszinaptikus glutamat felszabadulds gatlas eredménye, mely nem GABA-B agonista hatasnak
kdészonheté.

A szilperizon lathatéan nem befolyasolta a GABA és glicin receptor medidlt el6rehatd és
visszakanyarodé gatlasokat sem a gerincvelGben.

A szilperizon, tolperizon és lidokain koncentracié-figgd blokkold hatdsokat mutattak DRG
idegsejtek tetrodotoxin szensitiv és tetrodotoxin resisztens Na® csatorndin a helyi
érzéstelenit6kéhez hasonld karakterisztikaval. Hatékony koncentracidik hasonlék voltak az in
vitro reflex gatlé koncentracidkhoz azt sugallva, hogy a Na' csatorna blokkolds vezetd
hatastényez6 lehet reflexgatld hatasukban.

A szilperizon DRG idegsejtek N és R tipust Ca®* dramait is gatolta, mely hatasok a Na* csatorna
blokkold koncentracidkkal 6sszevethetd koncentracioknal jelentkeztek, ami azt sugallja, hogy a
valdszintleg a Ca** csatorna blokkolds is részt vesz farmakodinamias profilja kialakitasaban,
példaul relative er6sebb hatasiaban a (mono)szinaptikus atvitelre és az EPSP-re (in vivo és in
vitro), mint az afferens rostok excitabilitdsdra vagy mint a lidokainnal 6sszevetésben.

A lidokain Ca** csatorna blokkoldsa elhanyagolhaté volt relevans és jelentés Na* csatorna
blokkoldé hatast mutatd koncentracidknal, mig Ca®** csatorna blokkolé hatds tekintetében a
tolperizon a szilperizon és a lidokain kozétt volt, azt sugallva, hogy a Ca** csatorna blokkolas
kismértékben hozzajarulhat farmakodindmids hatasahoz, a preszinaptikus serkenté transzmitter
felszabadulast ily médon is csokkentve.

A szilperizon DRG idegsejtek K" dramait is gatolta valamennyivel kisebb hatékonysaggal, de
atfedéssel a Na* csatorna blokkolé koncentracidkhoz képest. A tolperizon és a lidokain ilyen
hatdsai valészinlleg elhanyagolhatd mértékdlek.

Osszességében eredményeink szilperizonra egy jobb farmakodindmias profilt mutattak akar a
tolperizonnal, akar mas centralis izomlazitokkal 6sszevetésben.

A tolperizonhoz viszonyitott sok hasonldsag mellett a kis farmakodindmids kulonbségek
megmagyarazhatdak lehetnek fesziiltség-fligg6 csatorna blokkold profiljaikkal, példaul azzal,
hogy a szilperizon hatasa kevésbé korlatozédott csak a Na* csatorna blokkold hatdsra.
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2 2.Fejezet: Migrén preklinikai modellezése

2.1 Bevezetés

A migrén egy megnyomoritd fejfajasos rendellenesség, melyet kdzepestdl sulyosig terjedd intenziv
lUktet6 fajdalom jellemez.

Bar a legljabb kutatdsok szadmos részletet feltdrtak a migrén létrejottében résztvevs
mechanizmusokrdl, az elsédleges elinditd jelenségek és a hattérben all6 idegi és vaszkularis
mechanizmusok és ezek Osszefliggései nem vildgosak, magyardzatukra szdmos vitatott tedria
szliletett: a migrén vaszkuldris-, idegi- és neurogén gyulladdsos elméletei (Moskowitz 1993;
Messlinger et al. 2011; Ashina 2012; Noseda and Burstein 2013).

Egy jol megalapozott elméleti hattér hidnyaval 6sszhangban szamos modellt javasoltak, mint hasznos
eszkozoket Uj migrén ellenes gydgyszer jeloltek tesztelésére allatokon, illetve a human
farmakodinamids vizsgdlatokban. Ezek kozil a legszélesebb koérben tanulmanyozott és elfogadott
modell a migrén nitroglicerin (NTG) indukalt modellje (Olesen and Jansen-Olesen 2012).

A jelen tanulmdny a migrén NTG modelljeivel foglalkozik. NTG adagolds azonnali fejfajast okoz
egészséges személyeknél, mig migrénes személyeknél késleltetve migrén-szer(i fejfajast is kivalt
(Thomsen et al. 1994; Olesen 2008; Ashina et al. 2013). Az azonnali fejfajast egészséges
onkénteseken szignifikdnsan csokkentette a szumatriptan (lversen és Olesen 1996), mig a valproat
migrénesekben csokkentette a késleltetett fejfajas incidenciajat (Tvedskov et al. 2004).

Az dllatokon NTG indukdlta migrén modellek bedllitasara iranyuld kisérleti munkak nagy részét
patkanyokon végezték, a hatast kilonb6z6 kimeneteli végpontokkal detektalva. Sokkal
korlatozottabb tapasztalat all rendelkezésre az NTG modellre vonatkozdan egerekben. Jelen
vizsgdlataink célja az volt, hogy kritikusan felmérjik, mely mérési végpontok hasznalhatdk
egerekben, részben kordbbi tapasztalatok leellenérzésével, részben olyan végpontokat is bevonva,
melyeket eddig egerekben nem vizsgdltak, mint példaul nNOS kifejez6dés a trigeminalis
ganglionokban (TRG) és a trigemindlis nucleus caudalis-ban (TNC), vagy az arc tulérzékenysége, ami a
migrén relevansabb indukatora lehet, mint a talp hiperalgézia.

Volt egy zavard tényez6 kordbbi vizsgadlatok soran, mely szintén meghatdrozta célkitlizéseinket.
Kalénb6z6 vizsgalatokban eltéré NTG készitményeket haszndltak; ennek ellenére, szamos kordbbi
vizsgalatban a kiilonboz6képpen formulalt NTG-vel kezelt csoportokat egyszerl séoldattal kezelt
kontroll csoporthoz hasonlitottak megfelel$ vivéanyagos kontroll helyett (Bates et al. 2010; Di et al.
2015; Srikiatkhachorn et al. 2002; Tassorelli et al. 2003; Tassorelli et al. 2006). Egy el6z6
tanulmanyunkban megfelelé kontroll vivéanyag hijan mi is ezt tettiik (Markovics et al. 2012),
mikdzben az NTG-t a Nitrolingual nevd készitmény formajaban alkalmaztuk. Azonban a jelen
vizsgalatokban jél kontrollalt NTG modellek beallitdsa végett célunk megfelel6 vivéanyagos kontroll
alkalmazasa is volt. Ebbél a célbdl tisztaztuk a Nitrolingual 6sszetételét és a kontroll kisérletekhez egy
megfelel6 viv6anyagot allitottunk 6ssze. Ezen kivil, kisérleteinket két kiilonb6z6 NTG készitménnyel
kezdtiik — Nitrolinguallal és Nitro Pohl-val — melyek kozil az utdbbirdl azt gondoljuk, hogy az NTG
készitmény valasztékbdl talan a leginkabb k6z6mbos (hatastalan) olddszerrel rendelkezik.

Hat kiiloénb6z6 tipusu vizsgdlatot végeztiink. Az elsé kett6ben, melyek a fénykerilé magatartas és az
intrakranidlis véraramlas vizsgalatat foglaltdk magukba, mindkét NTG készitményt kipréobaltuk.
Azonban a szerzett tapasztalatok alapjan a Nitrolingualt a tovabbi kisérletekbdl kizartuk.

2.2 Anyagok és modszerek

2.2.1 Gyégyszerkezelések és vivoanyagok

Két NTG készitményt alkalmaztunk: Nitrolingual aeroszolt and Nitro Pohl-t. Nitrolingual kontroll
vivéanyagat a Richter Gedeon Nyrt-ben allitottak 0ssze a kovetkez6 6sszetev6kbél (sulyszazalékban):
Miglyol-812 77.3%, etanol 20%, glicerin kaprilat 2% and borsmenta olaj 0.7%.
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A Nitro Pohl oldat 1 mg/ml NTG-t tartalmazott 10 ml/kg dézistérfogattal adtuk be 10 mg/kg i.p. ddzis
elérésére. Az NTG mellett, a Nitro Pohl vizes oldata 49 mg/ml gliikdz-monohidratot tartalmazott. A
Nitro Pohl kontroll vivGanyagaként Rindex 5 oldatot hasznaltunk. Mddszervalidaldashoz migrén
ellenes gydgyszerként szumatriptan szukcinatot és topiramatot hasznaltunk.

2.2.2 FényKeriilés teszt

Egerek NTG addsat addsat kovet6 fénykeriilé magatartasat vizsgaltuk, annak korai (0-30. perc) és
késGi fazisat (90-120. perc). Az egereket egyenként vizsgaltuk egy két-térfeles kamraba helyezve,
melynek egyik oldala sotét, masik er6sen megvilagitott volt. A két egyarant 30 perces megfigyelési
periddust kordbbi hasonlé kisérleteink tapasztalatai alapjan hataroztuk meg (Markovics et al. 2012).

A korai vizsgalati szakasz leteltével az egereket lakdketreciikbe helyeztiik vissza, majd 90 perccel az
NTG kezelés utan Ujra a vildgos-sotét kamraba tettiik a késbi szakaszban mutatott viselkedéstik
megfigyelésére. A kisérleteket digitalis kamerdval rogzitettik és az értékelést a kezelés
szempontjabdl vakositott vizsgdld végezte a videofelvétel alapjan. A vilagos térfélen toltott id6t
mértiik és a szazalékban kifejezett vildgos térfél-id6t szamitottuk és abrazoltuk.

2.2.3 Kranialis véraramlas kisérletek

Him egereket altattunk uretdnnal és 38 °C-on tartott f(it6padra helyeztiik. Egy kaniilt helyeztiink a
légcs6be. Az egerek spontan lélegeztek az egész kisérlet alatt. A kranialis véraramldst non-invaziv
Iézer Doppler szkenner (PIM Il rendszer, Perimed AB, Svédorszag) segitségével vizsgaltuk. A szkenner
Osszegzett atlagos mikrocirkulacidés dramldst mért onkényes egységben, belemérve a hajszdlerek,
arteriolak, venuldk és sont-véredények véraramlasat az agyhartydkban és a felliletes agykéregben. A
perflzid valtozasat a kiinduldsi érték szdzalékaban fejeztiik ki. Az alaparamlas stabilizdlodasa utdn
NTG-t (10 mg/kg Nitrolingualt vagy Nitro Pohlt), vagy megfelelS vivGanyagot adtunk és a regisztralast
4 6ran at folytattuk.

2.2.4 A TNC és a TRG immunohisztokémiai vizsgalata

Harom csoport egérnek adagoltunk i.p. NTG-t (10 mg/kg Nitro Pohl-t), egynek pedig viv6anyagot
(10 ml/kg Rindex 5; N=6/csoport). Két NTG-kezelt csoportot szumatriptannal (2x5 mg/kg 30 perccel
NTG el6tt és utan) illetve topiramattal (80 mg/kg 30 perccel NTG el6tt) is kezeltlink. Két éraval az
NTG illetve viv6anyag injekciot kdvet6en az egereket transzkardidlisan perfundaltuk 20 ml 0,1 M
natrium-foszfat-pufferelt séoldattal (PBS; pH=7,6), majd fixalé (150 ml jéghideg 4% -os
paraformaldehid) oldattal. Ezt kovetSen a trigemindlis nucleus caudalis-t (TNC) és trigeminalis
ganglionokat (TRG) c-Fos and nNOS immunhisztokémiai feldolgozasnak vetettiik ala.

2.2.5 Termalis hiperalgézia mérése a mancson hot-plate teszttel

Hot-plate teszttel vizsgaltunk egereket. Az dallatokat a fltott lapra helyeztiik és a hatsé mancs
nyalogatasaig vagy a forrd laprél vald elugrdsig eltelt id6t mértiik, mint valaszreakcididét. A
megengedett maximum 60 masodperc volt. A vdlaszreakcididét 60 perccel el6tte, illetve 60, 120, 180
és 240 perccel az NTG (10 mg/kg, i.p.) vagy kontroll vivéanyag injekciojat kbvetéen mértik meg.

2.2.6 Mechanikai allodynia mérése mancson von Frey szalakkal

Egerek mancsvisszahuzasi kiiszobértékeit vizsgaltuk a hatsélab talpanak von Frey-szal ingerlése révén
fel-és-le paradigma szerinti méréssel (Chaplin et al. 1994). Egy 10 szalbdl allé névekvé merevségl
(0,008 g — 2,0 g) von Frey szal sorozatot (Stoelting Co., USA) alkalmaztunk a hatsé mancson. Az 50% -
0s mancs visszahUzasi kiiszbbértéket (PWT grammban kifejezve) hataroztuk meg. NTG-t (10 mg/kg
Nitro Pohl) vagy viv6anyagot injektaltunk, és a PWT mértik el6tte, illetve 60, 120, 180 és 240 perccel
a beadas utan.

2.2.7 Orofacialis fajdalomérzékenység mérése von Frey szalakkal

Az egereket 9 cm hosszU mozgdskorlatozd Gveghengerbe helyeztik. Egy 0,4 g merevségl von Frey-
szdlat nyomtunk a jobb oldali bajuszpdrnanak 12-szer megkdzelitGleg 90°-os szogben, amig

23/31. oldal



meghajlott (Krzyzanowska et al. 2011). A vélaszokat pontoztuk. Az allatokat 6t csoportba osztottuk és
NTG-t (10 mg/kg Nitro Pohl-t, négy csoportban) vagy viv6anyagot (egy csoportban) injektaltunk i.p.
Harminc perccel késébb kiilonb6z6 ddzisi szumatriptant (0,3-3 mg/kg) vagy fizioldgias sdoldatot
(kontroll) injektaltunk szubkutdn a NTG-vel kezelt allatoknak illetve séoldatot a vivGanyaggal kezelt
allatoknak. Ezutan a von Frey vizsgalatot megismételtiik 60, 90 és 120 perccel az NTG adas utan.

2.3 Eredmények

2.3.1 FényKeriilés teszt

A fizioldgias sdoldattal kezelt egerek nem mutattak semmilyen nyilvdnvald valtozdsi tendenciat a
megvilagitott rekeszben toltott atlagos id6é tekintetében sem a korai sem a késGi fazisban, habar a
késGi fazisban kevesebb id6t toltottek a vilagos oldalon. Ezzel szemben a korai fazisban a vildgosban
toltott idS jelentGsen csokkent mind a Nitrolinguallal, mind annak viv6anyagaval kezelt csoportban,
ami arra utal, hogy els6sorban a Nitrolingual olddszere valtott ki gyorsan kifejl6dé fotofdbiat.
Mindazondltal, a késGi fazisban nem volt szamottevé kiilonbség a sdoldattal, a Nitrolingual
viv6anyaggal és a Nitrolinguallal kezelt csoportok fénykerll§ viselkedése kozott. A Nitro Pohl-lal
végzett kisérletben, eltekintve a fényen toltott id6 mérsékelt fokozatos csokkenésétdl az injekcid
nem okozott nyilvdnvald hatast sem a korai, vagy a késéi fazisban. Legfontosabban, nem talaltunk
szignifikans kulonbséget az NTG csoportok és az egyideji megfelel6 viv6anyag kontroll csoportok
kozott.

2.3.2 Kranialis véraramlas teszt

A kiindulasi véraramldsok abszolut értékei nem kiilonboztek szignifikdnsan a megfelel6 NTG és
viv6anyag csoportok kozott. A Nitrolingualnak, és viv6anyaganak injekcidja egyarant fokozatos
kranidlis véraramlas novekedést inditott el. A névekedés koriilbelll 20%-os mértékd volt 120 perccel
az injekcid utan és fenntartott maradt a teljes 4 6ras megfigyelési id6szak alatt mindkét csoportban.
Nem volt nyilvanvalo kiilénbség Nitrolingual vagy annak viv6anyaga altal kivaltott valtozasok kézott.
Ezzel szemben, a Rindexnek, azaz a Nitro Pohl kontroll viv6anyagdnak injekcidja, nem okozott
Iényeges valtozast a kranidlis véraramlasban, és nem volt szignifikans kiilénbség a Nitro Pohl és a
viv6anyagos kontroll csoport kdzott sem. Tehat nem tudtuk az NTG szignifikdns hatdsat detektalni
megfelel6 kontroll csoportokkal Osszevetve. Miutan azt észleltiik, hogy olddszere 6nmagaban
jelent6s hatasokat valt ki, a Nitrolingualt kizartuk a tovabbi vizsgalatainkbol.

2.3.3 c-Fos és nNOS hisztokémiai vizsgalatok

A c-Fos pozitiv sejtmagok szamlalasa a TNC-ben statisztikailag szignifikdns kétszeres ndvekedést
jelzett NTG (Nitro Pohl) kezelést kdvetSen a vivGanyag kontroll (Rindex) csoporthoz képest. Azonban
statisztikailag szignifikdns novekedés nem volt kimutathaté a TRG-ben. Az NTG-kezelt csoporttal
Osszehasonlitva, a magas ddzisi sumatriptan (5 mg/kg, s.c.) beadadsa az NTG injekcid el6tt és utan
nem forditotta vissza jelent6sen a megnovekedett c-Fos expressziét a TNC-ben. Ezzel szemben, a
topiramattal (80 mg/kg, i.p.) vald el6kezelés teljesen megakadalyozta a c-Fos expresszidé NTG-
indukalta novekedését a TNC-ben, mely hatds szignifikans volt (13. dbra).

Az nNOS immunfestéses vizsgalatok nem mutattak ki NTG injekcioval kivaltott szignifikans
valtozasokat vagy a migrén elleni gydgyszerekkel kivaltott hatasokat. Az nNOS pozitiv sejtek szama
meglehetdsen alacsony valtozékonysagot mutatott a TNC-ben, de sokkal nagyobbakat a TRG-ben.
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13.dbra Nitroglicerin (NTG; 10 mg/kg i.p.) hatdsa viv6anyagdval (Veh) Osszehasonlitva kvantitaiv cFos

immunhisztokémiaval a trigeminalis nucleus caudalisban (TNC); és a szumatriptan (Sum; 2x5 mg/kg,

s.c.) illetve a topiramat (Topi; 80 mg/kg, i.p.) hatdsa NTG-vel injektalt egerekben. Az adatok

Atlag+SEM (N=5-6/csoport). A csillagok statisztikailag szignifikans kiildnbségeket mutatnak az NTG
csoporthoz képest (*p <0,05; egyutas ANOVA, majd Dunnett-féle teszt).

&oé\

2.3.4 Termalis hiperalgézia a mancson hot-plate teszttel mérve

A viv6anyaggal kezelt egerek valaszreakcidid6i az ismételt tesztelések soran 240 percig nagyon
stabilak voltak. Az NTG injekcié egyértelm{ hiperalgéziat okozott, ami csdkkent védekezd
valaszreakciéid6kben nyilvdnult meg, mely hatads 60 perccel a beadas utdn volt maximalis és
statisztikailag szignifikans. A hatas 180 percre teljesen elmult, késleltetett mdsodlagos hyperalgézia
hulldm nem jelentkezett.

2.3.5 Mechanikai allodynia mancson

A mancsvisszahuzasi kiiszobértékek az NTG hatasanak hasonld idébeli lefolydasat mutattak, mint hot-
plate tesztnél. Habar a viv6anyag kontrollcsoport mechanikai kiiszob adatai nagyobb variabilitast
(variacios koefficienseket) és alacsonyabb a stabilitast mutattak, mint a hot-plate eredmények, a
megjelend hatds is nagyobb volt, statisztikailag szignifikans valtozasokat eredményezve 60 és 120
percnél egyarant. A 180-240 percnél mért kiiszobértékek egyértelm( visszatérési tendenciat jeleztek
késGi fazisu masodlagos érzékenyit6dés jelei nélkdl.

2.3.6 Orofacialis fajdalomérzékenység

Az ismétl6dGen rogzitett orofacialis fajdalom osztalyzatok nem mutattak valtozast a viv6anyagkezelt
allatok fajdalommal kapcsolatos viselkedésjeleiben (14. abra). Ellenben az NTG-kezelt egereknél a
nocifenziv viselkedés jelentés novekedése mutatkozott, amely maximumat 60 percnél érte el, majd
kés6bb csokkent. A hatas megfigyelt id6beli lefutdasa lathatéan hasonlévolt ahhoz, amit a mancson
mért fajdalom teszteknél Iattunk. Szumatriptdn adagolasa 30 perccel az elsé NTG adds utani vizsgalat
el6tt jelentGsen csokkentette a fajdalmas viselkedésjeleket. A ddzis-hatds 6sszefliggés nyilvanvalo,
bar lapos volt 60 perccel az NTG adds utan, mivel a szumatriptan legkisebb dézisa (0,3 mg/kg) is
jelentds (tobb mint 50%-0s) gatlo hatast okozott (14. abra).
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14. dbra Nitroglicerin (NTG; 10 mg/kg, i.p.), hatdsa az érintési ingerléssel kivéltott orofacialis fajdalomra

viv6anyagos kontrollcsoporthoz (Veh+Veh) hasonlitva; és az NTG-indukalt arc allodynia véltozasai
kilonb6z6 szumatriptdan ddzisok (0,3-3 mg/kg, s.c.; NTG+Sum) eredményeként. Az adatok
bemutatasa: AtlagtSEM (n=10-11/csoport). Az abszcisszan NTG injekcié utdn eltelt id6. A csillagok
statisztikailag szignifikdns kilénbségeket mutatnak az NTG+Veh csoporthoz képest (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; két-szempontos, ismételt méréses ANOVA, majd Bonferroni-teszt). Nyilak
jelzik a gydgyszerbeadasok idejét.

2.4 Kovetkeztetések osszefoglalasa

1.

Bizonyitottuk, hogy a c-Fos expresszi6 a TNC-ben, valamint szomatikus- és arc-fajdalom
szenzitizacid potencialisan hasznos végpontok NTG-indukalt valtozdsok kimutatdsara és migrén
modellezésére egereken.

Tovdabbi munkara van sziikség ezen egérmodellek prediktiv validitdsdnak megerGsitése céljabdl
gyogyszeres el6kezelésekkel a human és egér NTG modellekben (keresztvalidalas), és ezek
eredményeinek 6sszevetésével migrénes betegeken mutatott hatékonysagokkal.

Nem tudtuk megerdsiteni az nNOS expresszid vizsgalatdnak haszndlhatésagat egérben akar a
TNC-ben, akdr a TRG-ben, és NTG indukalt fénykeriil6 magatartdst sem tudtunk felmutatni.

Az NTG-indukdlt vaszkuldris valtozdsok kimutatdsdhoz vagy mas mddszerekre van sziikség a
transzkranidlis |ézer Doppler szkennelés helyett, vagy az egér nem megfelel6 faj ezek
vizsgalatara.

Az NTG hatasok vizsgalatdhoz ajanlatos inert viv6anyagos készitményeket és megfeleld
viv6anyagos kontrollcsoportokat alkalmazni a preklinikai vizsgalatok sordan a hamis
kovetkeztetések elkeriilése céljabdl.
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Szeretném kifejezni halamat Hideki Ono professzornak, japani mentoromnak (sensei) a tékidi
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kozosen végeztiik az in vitro és in vivo gerincvelGi reflex kisérleteket és irtunk ezekbdl tanulmdanyokat.
Hasonléképpen, szeretnék kdszonetet mondani Bielik Norbertnek és Dr. Fodor Laszldnak patch-clamp
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kitartasra és 6nallé gondolkodasra.

Kalon szeretnék koszénetet mondani Dr. Molnar Péternek, akinek segitsége nagymértékben segitette
kutatdsainkat részben a Stimulat szoftver fejlesztésével, részben a patch-clamp laboratérium
feldllitdsaban nyujtott konzultacids segitséggel.

Reich Janos volt kollégdm munkdja ugyancsak kiemelt elismerést érdemel szamitégépes rendszereink
menedzselésében, PowerPoint prezentacidk 6sszedllitdsaban és szamos kisérlet soran nyujtott egyéb
technikai kérdésben.

Prof. Foldedak Sandor, Dr. Hegyes Peter és Dr. Pet6fi Szilvia szintetikus kémikusok (Szegedi
Orvostudomanyi Egyetem, Szerves Kémiai Tanszék), felbecsilhetetlen mértékben jarultak hozza
kutatdsainkhoz szilicium szubsztitudlt tolperizon analdgok, koztiik a szilperizon szintézisével.

Lekotelezettje vagyok szamos technikusnak, aki kiilonb6z6 az izomlazitdkkal kapcsolatos kisérletek
soran segitették, végezték a kisérleti munkat, elsésorban: Csay Mdnika, Orosz Viktdria, Balla Katalin,
Szentpéteri Erika, Nagy Attila, Csontos Eva, Fekete Katalin, Oravecz Katalin and Laczké Andrea.

Szeretném kifejezni kdszonetemet azoknak a kollégdknak, akik a migrén NTG modellek vizsgalataiban
vettek részt: Kis-Varga Agnes, Varga Anita, Horvéth Csilla (Richter Gedon Nyrt); Dr. Bdlcskei Kata, Dr.
Markovics Adrienn, Kormos Viktoria és Dr. Gaszner Balazs (Pécsi Egyetem); Dr. Tuka Bernadett és Dr.
Tajti Janos (Szegedi Egyetem).

Kalén koszonetet szeretnék mondani Helyes Zsuzsanna professzorasszonynak és Pintér Erika

professzorasszonynak a PhD folyamat soran nydjtott elévilhetetlen segitséglikért.

Ugyancsak nagy koszonettel tartozom Szolcsanyi Janos professzor urnak és Dr. Szombathelyi Zsolt
kutatdsi igazgatdnak a PhD szerzési folymatom elinditasahoz nyudjtott inspiradlé tamogatasukért.

A szilperizon hatasmechanizmus vizsgalatait egy az Orszagos M(szaki Fejlesztési Bizottsagtdl (OMFB)
nyert kutatdsi tdmogatas is segitette.

Ugyancsak halas vagyok a Japan Oktatdsi Minisztériumnak Ministry (Monbusho) azért az 6sztondijért,
mely lehetévé tette kutaté munkamat, a gerincveld elektrofizioldgiai mddszerek tanulmanyozasat
Japanban.

Kisérleteink legnagyobb részéhez a laboratériumi hatteret és finanszirozast a Richter Gedeon
gyogyszergyar adta. Ezért halas vagyok a Tdarsasdg Osszes alkalmazottjanak, akik munkajukkal
hozzajarultak azokhoz a bevételekhez, melyek megalapoztak kutatdsainkhoz az anyagi fedezetet.

Végiil halamat szeretném kifejezni csalddomnak, feleségemnek, apdsomnak és négy gyermekemnek,
akik regenerald és tuldra tolerald hatorszagot biztositottak munkamhoz.
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