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1. BEVEZETES

1.1. A nociceptorok altalanos jellemzéi és fajtai

A fajdalomingerek felfogasara specializalodott periférids idegvégzddések a
képez6 idegsejtek periférids terminalisai. A nociceptorok osztalyozdsakor méretiik valamint a
velOshiively megléte vagy hidnya alapjan beszélhetiink vékony mielinhiivellyel rendelkez6 Ao
rostokrol és nem mielinizalt, lassabban vezetd C rostokrol (6sszefoglaloként lasd Lynn, 1994;
Woolf és Ma, 2007). Az aktivald ingereknek megfelelden beszélhetiink mechano-, termo-,
illetve kemonociceptorokrol. Amennyiben csak egyféle inger aktivalja a nociceceptorokat,
azokat unimodalisaknak nevezziikk, amennyiben tobb, pl. mechanikai, forro6 és kémiai
(kapszaicin, bradikinin, alacsony pH stb.) egyarant, azokat polimodalisaknak. A polimodalis
nociceptorok szerepe a forrd ingerek felfogasaban szinte kizarolagos, és membranjukban
megtalalhato a paprika csipds anyaganak, a kapszaicinnek a farmakoldgiai receptora, az Un.
tranziens receptor potencidl vanilloid 1-es (TRPV1) receptor. A primer afferens neuronok
farmakologiailag kapszaicin-érzékeny, polimodalis ¢€s kapszaicin-inszenzitiv csoportra
oszthatok. Elébbieknek van egy jelentds alcsoportja, amelyik neuropeptideket tartalmaz
(6sszefoglaloként 1asd Holzer, 1991; Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996; Szallasi és Blumberg,
1999). Ezen peptiderg nociceptoroknak kettds funkcidjuk van: inger hatasara aktivalodnak,
depolarizalodnak ¢és informacidt kozvetitenek a kozponti idegrendszer felé, ez a klasszikus
afferens funkcidjuk, mig az idegvégzddésekbdl kiszabadult neuropeptidek lokélis efferens
hatdsokat kozvetitenek. Az efferens funkcid felelés a neurogén gyulladds szdmos szdveti

reakcidjanak létrehozasaért (Jancso és mtsai, 1967; 1968; Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996).

1.2. A héérzékeny ioncsatornak

A TRPV1-receptor volt az elso feltételezett (Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975) majd
bizonyitott (Bevan ¢és Szolcsanyi, 1990; Szalldsi és mtsai, 1993; 1995) kapszaicin- ¢€s
héérzékeny, Na', K" és Ca®" ionokra permedabilis ioncsatorna, melyet végil 1997-ben
klénoztak (Caterina és mtsai, 1997). Specialis sajatossaga e receptornak, hogy forr6 (> 43 °C)
ingerek, illetve szamos egyéb kémiai agens (lasd lejjebb) hatasara is aktivalodik. Ezek kozé
tartozik a resiniferatoxin (RTX) is, ami szintén egy ndvényi eredetii irritans, és a kapszaicin

ultrapotens analogja (Szolcsanyi €s mtsai, 1990; Szallasi és Blumberg, 1999). Ezen kiviil



szamos endogén anyagrol kimutattak, hogy képes aktivalni a TRPV 1-receptort (alacsony pH,
bradykinin, ATP, anandamid, lipoxigenaz-termékek stb). Meglepé moédon TRPV 1-receptor-
génhianyos (,,knock-out”) egerekben nem karosodik a forr6 ingerek detektalésa, de elmarad a
gyulladasos reakcié soran kifejlédé termalis hiperalgézia (Caterina és mtsai, 2000; Davis és
mtsai, 2000; Woodbury és mtsai, 2004; Bdolcskei és mtsai, 2005; Zimmermann €s mtsai,
2005). A TRPV1-receptor-agonistak néhany képviseldje (kapszaicin, RTX) egyediilall6 abban
a tekintetben, hogy a kezdeti izgatd hatast kdvetden egy tartos refrakter allapotot hoz 1étre,
melyet szenzoros deszenzibilizdcionak neveziink (Jancso, 1959; Holzer, 1991; Szolcsanyi,
1993; 2004; Szallasi és Blumberg, 1999). A TRPVl-receptoron hatd antagonistak is
ismeretesek. Ezek koziil a capsazepin a kapszaicin vagy az RTX hatasat kompetitive gatld
szer, mig a ruténium vOrds a TRPVI1-receptor ioncsatorna részét blokkold agens. A jod-
resiniferatoxin (I-RTX) egy ujabb, a capsazepinnél potensebb TRPV1-receptor-antagonista
(Wahl és mtsai, 2001; Rigoni és mtsai, 2003).

A TRPVl-receptor felfedezését kovetden tovabbi o0t hasonld szerkezetli
membranfehérjét azonositottak, igy a TRPV-receptorcsalad hat tagbol (TRPV1-6) all,
amelyek koziil a TRPV2, TRPV3 ¢és TRPV4 bizonyult még hdéérzékenynek, eltérd aktivacios
kiiszobokkel (6sszefoglaloként lasd Benham és mtsai, 2003, Dhaka és mtsai, 2006).

1.3. A termonocicepcio és a termalis hiperalgézia jellegzetességei

Allatkisérletekben szigora értelemben véve sem fajdalom, sem analgetikus
gyogyszerhatdsok nem mérhetdk, mivel nem tudjuk, hogy az éllatok mit éreznek. Ez utdbbira
indirekt modon az allat viselkedésébdl lehet kovetkeztetni: ha egy olyan ingerre, amelyik
intenzitdsa alapjan emberben fajdalomkeltd, az allat elkeriil6, elharitdé vagy menekiild
magatartasi valaszt (Un. nocifenziv reakcid) mutat vagy vokalizacidéval reagal, joggal
kovetkeztethetlink arra, hogy az éllat fijdalmat érez. Ilyen kisérleti koriilmények kozott a
nocicepci6 kifejezés helyettesiti szemantikailag a fajdalmat. A kivaltd inger természete
alapjan beszéliink termo-, mechano-, illetve kemonocicepciordl. A nocicepcid kémiai
agenssel vagy fizikai eljarassal torténd csokkentése esetén antinociceptiv hatdsrol beszEliink.
Ha az allat vagy ember egy fajdalomkeltd ingerre fokozott reakciot mutat, hiperalgéziardl van
sz6. A kivaltd inger alapjan ez lehet termalis, mechanikai vagy kémiai hiperalgézia.
Amennyiben a szervezet érzékenysége annyira fokozddik egy inger irant, hogy normal
koriilmények kozott nem fajdalomkeltd inger is nocifenzidt, illetve fajdalmat valt ki,

allodyniar6l  beszélink. A hiperalgéziat vagy allodynidt csokkentd hatasokat



antihiperalgetikusnak, illetve antiallodynidsnak nevezziik. Az antinociceptiv hatds magéaba
foglalja a nem érzékenyitett allapotban a fajdalomingerrel kivaltott reakcid csokkentését
épplgy, mint a hiperalgézia vagy allodynia mérséklését.

A fajdalmas hdinger intenzitdsa és az arra adott valaszreakcid nagysaga kozotti
relaciot harom paraméterrel jellemezhetjiik: (i) a hokiiszob az a legkisebb ingerintenzitas
(legalacsonyabb homérséklet), amely mar képes az adott modellben mérhetd valaszt kivaltani;
(i) a maximalis vdalaszreakci6 az a szintje a vdalasznak, amelyiknél nagyobbat az
ingerintenzitds tovabbi novelésével mar nem lehet kivaltani; (iii) az ingerintenzitas—valasz
fliggvény meredeksége az ingerintenzitds kodolasanak az erdsitése (in. ,,gain”). A patologias
koriilmények kozott kifejlddd termalis hiperalgézia kapcsan tipusos esetben mindharom
emlitett paraméter karakterisztikusan megvaltozik: a hokiiszob csokken, a maximalis

valaszintenzitas és az erdsités né.

1.4. A termonocicepcio6 klasszikus vizsgalomodszerei

A termonocicepciot vizsgalé hagyomanyos moddszerek, mint pl. a forré lap (,,hot
plate”), a farok- (,tail flick”) illetve labvisszahuzasos (,,paw withdrawal” vagy ,,plantar’)
tesztekben a kiiszobfeletti intenzitast hdingerek altal kivaltott elhdritdé magatartasi reakciok
latenciaidejét mérik (Osszefoglaloként lasd Le Bars ¢és mtsai, 2001). Egy konstans
homérsékletet allitanak be akar a forrd lapon, akar a vizfiirddben, illetve egy koncentralt
hésugarzast irdnyitanak az allat farkdra vagy labara, és azt az id6t mérik, amig az allat
nocifenziv magatartast nem mutat (ez lehet a 1ab felemelése, megnyalasa, rdzasa, ugréas,
illetve a 1ab vagy a farok forrd vizfiirdébol vald kirantasa). A fent emlitett tesztek egyik
potencialis hatranya, hogy ismételt méréseknél a latenciaidd modosulhat: csokkenhet (az
elézdleg alkalmazott kiiszobfeletti ingerek érzékenyitd hatdsa miatt) vagy néhet (a korabbi
ingerlések részleges deszenzibilizalé hatasa kovetkeztében). Ezért a latenciaidd
reprodukélhatésaga korlatozott, kiilonosen rovid idokozonként ismételt tesztelés soran
(Gamble és Milne, 1989; Milne és Gamble, 1989; Carstens ¢s Wilson, 1993; Plone és mtsali,
1996; Sandkiihler és mtsai, 1996). Egyértelmli hatranya ezen moddszereknek, hogy a mért
latenciaidd nem vethetd Ossze az elektrofizioldgiai egyrost-elvezetéses vagy ,,patch-clamp”
kisérletek eredményeivel, ugyanis ezekben (ritka kivételtdl eltekintve) nem latenciaidot,
hanem aktivacids kiiszobhdémérsékletet (hokiiszobot) hataroznak meg. Emberen végzett
kisérletekben szintén a hokiiszobot szoktdk meghatarozni (Hardy és mtsai,1950; Szolcsanyi,

1977; Meyer és Campbell, 1981; La Motte és mtsai, 1982; Sycha és mtsai, 2003).



Belathato, hogy a latenciaidé lényegében a konstans, kiiszobfeletti héingerre adott
valasz intenzitasat tiikr6z6 paraméter. Kézenfekvo lenne a masik termonocicepcios paraméter,
a nociceptiv hokiiszob mérésén alapuld modszerek alkalmazésa, mar csak azért is, mert a
mechanonocicepcié vizsgalatdban a nociceptiv kiisz0b meghatdrozasa széles korben
alkalmazott eljaras, pl. a Randall-Selitto teszt esetében. Nem elhanyagoland6 szempont az
sem, hogy a hokiiszob mérése kisebb mértékli szenvedést okoz az 4allatoknak, mint a
latenciaidé-mérés. Meglepd moddon a szakirodalomban csak elvétve taldlunk olyan
allatkisérletes kozleményeket, amelyek hokiiszobmérési paradigmaval nyert eredményeken
alapulnak. Az els¢ dokumentalt probalkozas Szolcsanyi nevéhez fiizddik, aki a vizfiirdoben
alkalmazott 1abvisszahtizasos tesztet modositotta a nociceptiv hokiiszob mérésére (Szolcsanyi,
1985; 1987). Hunskaar ¢és munkatdrsai (1986) a ,hot plate” modszert moddositottik,
kifejlesztve az emelkedd hémérsékleti forrd lapot, amely szobahdmérsékletrdl az allat
labanak megnyalasaig folyamatosan emelkedd hdmérsékletével lehetdvé tette a nociceptiv
hékiiszob pontos mérését. Ez a mddszer eléggé érzékenynek bizonyult a morfin, paracetamol
¢s acetilszalicilsav antinociceptiv hatasanak kimutatdsara (Hunskaar és mtsai, 1986), de a
kapszaicin vagy mas TRPV1-receptor-agonista hatasait nem vizsgaltak ezzel a modszerrel, €s
hiperalgézia-modellt sem dolgoztak ki ra. A mddszer 1ényegében feledésbe mertilt.

A fentiek figyelembevételével érdemesnek tiint a nociceptiv hokiiszob mérésén

crcr

vizsgalata.

2. CELKITUZESEK

Célunk a termonocicepcid vizsgalata volt a magatartasi nociceptiv hokiiszob
mérésével. Tekintettel arra, hogy munkank kezdetén nem volt kaphatdé olyan késziilék,
amellyel e paraméter mérhetd lett volna, egy helyi ipari egylittmiikodés keretében Ujonnan
kifejlesztett emelkedd hémérsékletli forrd lapot hasznaltunk. Kisérleteink elsd sorozatainak
célja az volt, hogy e késziiléket bioldgiai szempontbol validaljuk. Ennek részeként az
antinociceptiv gyogyszerhatdsok mérésére alkalmas 10j hiperalgézia-modellek kidolgozasat is
célul thztik ki. Az emelkedé homérsékletii forr6 lap bioldgiai validdlasanak keretében az

alabbiakat vizsgaltuk:



a. A hokiiszob reprodukalhatdsaga: milyen mértékben valtozik ismételt mérések esetén a
hokiiszob kezeletlen allatokban?

b. Referencia-analgetikumok hatdsa a hdkiiszobre: milyen mértékben alkalmas e
modszer a direkt termalis antinociceptiv hatas kimutatasara?

c. Hokiiszobesokkenésen alapuld hiperalgézia-modellek kidolgozasa: milyen mértékben
képesek a TRPV 1-receptor-agonistak a nociceptiv hokiiszob csokkentésére?

d. Referencia-analgetikumok termalis antihiperalgetikus hatdsdnak vizsgalata: hogyan
befolydsoljak a TRPVl1-receptor-agonistaval kivaltott hokiiszobesokkenést a
konvencionalis analgetikumok?

e. Kimutathaté-e a TRPVI1-receptor-agonistak szenzoros deszenzibilizal6 hatasa az

emelkedé hdmérsékletii forro lappal?

Tovabbi kisérleteink sordn — szintén az emelkedd hdmérsékletii forrd lap segitségével —
lipid jellegli vegyiiletek nociceptiv hdkiiszobre gyakorolt hatdsait tanulmanyoztuk. Ezen beliil
az alabbi zsirsavamidokat vizsgaltuk: a TRPV1-receptor nemrég azonositott agonistajat, az N-
oleoil-dopamint (OLDA), az OLDA két ujonnan szintetizalt metilalt szarmazékat, a 3-metil-
N-oleoil-dopamint (3-MOLDA) és a 4-metil-N-oleoil-dopamint (4-MOLDA), valamint az N-
oleoil-etanolamidot (OEA). Célunk volt a kettds, CB; cannabinoid/TRPV1-receptor-agonista,
szintén zsirsavamid szerkezetli anandamid hatisainak tanulméanyozasa is. A fent emlitett
agensek hokiiszobre kifejtett akut hatdsainak tanulmanyozasa utan arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy a carrageninnel kivaltott szubakut gyulladds allapotdban is lecsokken-e a

nociceptiv hokiiszob.

3. MODSZEREK

3.1. Eszkozok

Kisérleteink megkezdésekor egy uj fejlesztésti, a pécsi Supertech Kft altal épitett,
szamitogéppel vezérelt emelkedd hdémérsékletli forré lapot hasznaltunk. 2003-ban
kereskedelemi forgalomba keriilt egy Un. ,,incremental hot plate” késziilék (IITC Inc. Life
Science, Woodland Hills, CA, USA), amely az emelkedd hémérsékletii lizemmodd mellett

hagyomanyos, alland6 hémérsékletii forré6 lap iizemmoédot is lehetdvé tesz. Ujabb



vizsgalatainkat (3. sajat kozlemény) ezzel a késziilékkel végeztik. A mérés ,cut-off”

hémérsékleteként mindkét készulék esetén 50 °C volt beallitva.

3.2. Kisérleti allatok

A kisérleteket 140-200 grammos ndstény Wistar patkdnyokon végeztik, illetve
korlatozott szamban 2842 grammos ndstény vad tipusa (/") C57BL6 egereken, illetve ezek
TRPV1-receptor-génhianyos (,,knock-out”, /) parjain is végeztiink hokiiszObméréseket. Az
egerek tenyészparjait dr. John B. Davis (Glaxo SmithKline, Harlow, UK) bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az 4llatokat a kisérlet el6tti napon szallitottuk le a laboratériumba, ahol
standard ketrecben biztositottuk szabad mozgasukat, ¢lelemhez és vizhez val6 hozzajutdsukat.

Kisérleti modszereinket, amelyeket az IASP (International Association for the Study
of Pain) etikai itmutatasa (Zimmermann, 1983) szerint terveztiink, a Pécsi Tudomanyegyetem

Allatkisérletes Etikai Bizottsaga jovahagyta.

3.3. A nociceptiv hokiiszob mérése

A kisérleteket ndstény patkanyokon végeztiik, mivel himek esetében a lappal érintkez6
herezacskd melegitésével kivaltott nocifenziv reakcid megzavarta volna a lab nocifenziv
reakcigjara iranyuld megfigyeléseket. Kisérleteinket zajmentes ¢és légkondicionalt
laboratoriumban végeztiik. Minden allat csak egy mérési sorozatban vett részt. A mérések
el6tt minden allatot kondicionaltunk. A kondicionalas, azaz a mérési metdédushoz valo
szoktatas azt jelenti, hogy egy hokiiszObmérést végeztiink, amelynek eredményét nem
vontunk be az analizisbe. A kiiszobmérés sordn az allatot a megfigyeld kamraba a fémlapra
helyeztiik, melynek homérsékletét 30 °C-ra allitottuk. Ezt kovetden a lemezt melegiteni
kezdtilk 6 °C/perc sebességgel, amig az allat valamelyik végtagjat érintd nocifenziv
magatartast nem mutatott. A jellegzetes valasz valamelyik hatso 1ab nyalasa volt, ldbemelést
vagy -razéast nagyon ritkdn tapasztaltunk. A nocifenziv reakcid6 megjelenésekor a flitést
azonnal leallitottuk, és az allatot eltavolitottuk a laprol. Azt a lemezhdmérsékletet, amelynél a
nocifenziv reakci6 megjelent, az allat nociceptiv hokiiszobeként értelmeztiik. A nociceptiv
hokiiszob leolvasasat kovetden a lapot egy jégen tartott fémlemez rahelyezésével lehiitottiik
30 °C ala. 30 perc mulva ujra megmértiik a hokiiszobot, és a két érték atlaga szolgalt az allat

kontroll hékiiszobeként.



Azokban a kisérletsorozatokban, amelyekben hokiiszobcsokkentd hatasti szer
egyoldali intraplantaris adasara kerilt sor, a patkany egyik hats6 ldbanak hokiiszobét
hataroztuk meg 15 °C kiindulasi laphdmérséletet és 12 °C/perc flitési sebességet alkalmazva
(ezt a hiperalgéziat kivaltd szerek massziv hokiiszobcsokkentd hatasa €s annak rovid tartama
indokolta, a részleteket 1asd az Eredmények fejezetben). Az elsé mérési sorozat alkalmaval a
lap flitését addig folytattuk, amig az allat valamelyik hats6 végtagjan meg nem jelent a
nocifenziv reakcio. 30 perccel késébb a masodik mérésnél a fiitést folyamatosan fenntartottuk,
amig az a lab nem mutatott reakciot, amelyiknek a hokiiszobét az el6z6 mérés soran
meghataroztuk, tekintet nélkiil arra, hogy a masik végtagon megjelent-e elébb nocifenziv

reakcio vagy sem. A két ért¢k atlaga szolgalt a vizsgalt hatso végtag kontroll hokiiszobeként.

3.4. Anyagok

Az RTX-t (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) etanolban oldottuk, majd a
torzsoldatot (1 mg/ml) fiziologias sooldattal tovabb higitottuk 0,48 uM koncentraciora. A I-
RTX-t (Tocris Cookson Ltd, UK) hasonl6éan oldottuk és higitottuk a végsd 10, illetve 1 uM
koncentracidig. A morfint (Ph. Hg. VIL. gyogyszerészeti tisztasagu) ¢és a diclofenacot
(Research Biochemicals International, Natick, MA, USA) fiziologias sdoldatban oldottuk. A
paracetamolt (Ph. Hg. VII. gyogyszerészeti tisztasagt) 12,5 % 1,2-propandiolban oldottuk
(elészor egy rész tiszta 1,2-propandiolban révid melegitéssel, majd 7 rész fizioldgids soéoldat
hozzaadasaval). Az o,B-metilén-ATP-t és a piridoxalfoszfat-6-azofenil-2’4’-diszulfonsavat
(mindkettd Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fiziol6gids sdoldatban oldottuk fel. Az
OLDA-t (Tocris Cookson Ltd, UK) 10 % etanolban, 10 % TWEEN 80-ban és 80 %
fiziologias sooldatban oldottuk, majd a nyert 10 mM-os torzsoldatot fiziologias soval
higitottuk tovabb. A 3-MOLDA ¢és a 4-MOLDA szintézise a Magyar Tudomanyos Akadémia
Kémiai Kutatokdzpontjdban, Budapesten tortént. A 3-MOLDA, 4-MOLDA ¢és az OEA
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 10 mM-os torzsoldatat DMSO-val készitettiik,
majd megfeleld pufferekkel higitottuk. Az OEA oldatait minden kisérlet elott frissen
készitettiik.

A vegyiiletek illetve szolvenseik szisztémas hatasait intraperitonealis (i.p.) injekciot
(0,3 ml/100 g térfogatban) kovetden vizsgaltuk. A lokalis hatdsokat a hatso végtag talpbdre
ala adott 50 vagy 100 pl térfogatu intraplantaris (i.pl.) injekcioval hoztuk létre. A szerek
hatdsait mindig szolvensiikkel 6sszehasonlitva vizsgaltuk. A hokiiszobmérést végzd személy

nem tudta, hogy aktiv kezelés vagy szolvens adésa eldzte-e meg a mérést.



3.5. Statisztikai eljarasok

A Student-féle egymintéas t-probat hasznaltuk akkor, amikor ugyanazon allatokban a
gyogyszeres kezelés elotti és utani értékeket hasonlitottuk 0ssze. A Student-féle kétmintas t-
probaval a szerek hatasait vetettiik Ossze a szolvenseik altal kifejtett valtozasokkal. Tobb
alkalommal ismételt mérések soran a varianciaanalizist (ANOVA) koveté Newman-Keuls
post hoc teszttel vizsgaltuk a szignifikanciat. A kiilonbségeket P<0,05 esetén tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.

4. EREDMENYEK

4.1. A nociceptiv hékiiszob meghatarozasa és direkt farmakolégiai modulacidja (1. sajat
kozlemény)

4.1.1. A nociceptiv hékiiszob reprodukalhatésaga

Az emelkedd homérsékletli forrod lap validaldsanak elsé 1épéseként meghataroztuk a
kezeletlen allatok hokiiszobét, amely 45,3+0,3 °C-nak adoédott (n=36). Annak érdekében,
hogy az allatpopulacion beliili hdkiiszob-variabilitast megbecsiiljiikk, ugyanazon allatokban
ismételt méréseket végeztiink 5, 30 perc és 24 o6ra intervallumokban. A hdkiiszobok
alakuldsédban jelentOs eltéréseket nem talaltunk, azaz igen nagyfoku reprodukalhatosagot
tapasztaltunk. Nem taldltunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a kdvetkezok
vonatkozasdban: 1. ugyanazon lab kiilonb6z6 idopontokban mért hokiiszobei kozott; 2. az
allat kiilonb6z6é id6pontokban meghatarozott hdkiiszobei (a két 1ab hokiiszobe koziil az
alacsonyabb érték) kozott; 3. adott iddpontban mérve az allat jobb és bal laban mért hokiiszob
kozott.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a kiilonbozd kisérletsorozatokban, kiilonbozé
allatcsoportokban mért hokiiszobok sem mutattak jelentds eltéréseket jelezve, hogy a

populéciok kozotti hokiiszob-variabilitasok szintén nem tul nagyok.

4.1.2. A morfin, diclofenac és paracetamol hatiasa a nociceptiv hékiiszobre

A morfin, paracetamol és diclofenac hdkiiszobre gyakorolt hatasainak mérésekor a
kontroll hdkiiszob meghatarozasat kovetden az allatcsoportok egyik felét a vizsgalt szerrel, a
masikat annak szolvensével kezeltiik i.p. injekcido formajaban. A hdkiiszobmérést 30 perc

mulva megismételtiik.



Mindhdrom szer a patkdnyok nociceptiv hdkiiszobének megemelkedését okozta
dozisfiiggd modon, mig szolvenseik nem okoztak szignifikans eltérést. A morfin, diclofenac
¢s paracetamol szignifikdns hokiiszobemelkedést okozd minimalis effektiv dozisai rendre 3,

10 és 200 mg/kg voltak.

4.2. A resiniferatoxin (RTX) hatasa a hokiiszobre és annak farmakologiai modulacioja
(1. sajat kozlemény)

4.2.1. A TRPVl1-receptor aktivaciojan alapulo, hékiiszobcsokkenéssel jaro termalis
hiperalgézia-modell

Megvizsgaltuk az RTX (0,048 nmol, 100 pul) egyoldali i.pl. injekciojanak hatasat a
hokiiszobre patkanyokban. Egy mérési sorozatban (n=12) mind a kezelt, mind a kezeletlen
végtag hokiiszobét meghataroztuk 5, 10, 15, 20 és 25 perccel az RTX beaddsa utdn. Az RTX
oldészerének alkalmazasa semmilyen nocifenziv reakciot nem valtott ki, €s nem valtoztatta
meg a hokiiszobot.

Az i.pl. RTX-injekciot kdvetden akut nocifenziv reakciot (a kezelt 1ab nyalasa, razasa)
figyeltiink meg, mely kevesebb mint 5 percen belil lezajlott. Az RTX jelentds
hokiiszobcsokkenést okozott. Az emelkedd homérsékletli forré lapon az els6 megfigyelt
reakci6 majdnem minden alkalommal a kezelt 1ab emelése volt, amit szinte soha nem
tapasztaltunk kontroll korilmények kozott. A 1ab emelése az alacsonyabb hdomérsékleti
tartomanyban (3441 °C) jelent meg, mig a 1ab nyalasa 41 °C-nal magasabb hdmérsékleten
jelentkezett. A kiiszob mindkét reakciora nézve az 5. percben volt a legalacsonyabb, és

fokozatos visszatérést mutatott, 25 perc mulva térve vissza a kiindulasi értékre.

4.2.2. A morfin, diclofenac és paracetamol hatasa az RTX-szel Kkivaltott
hékiiszobesokkenésre

A morfin, diclofenac és paracetamol RTX indukalta hékiiszobcsokkenésre gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor az allatcsoport egyik fele 25 perccel az RTX beadésa el6tt i.p.
analgetikumot kapott, mig a masik felét annak szolvensével kezeltiik el6. A hokiiszoboket
csak a kezelt ldbon hatdroztuk meg 5, 10, 15 és 20 perccel az RTX injekcid beaddsat
kovetden. A mérési eredményekbdl dozis—hatds gorbét vettiink fel, és a gyogyszeres kezelés
gatld hatdsat az RTX indukalta hokiiszobcsokkenésre %-ban kifejezve adtuk meg. Az
eredmények analiziséhez egyrészt az 5. percben mért hokiiszobcsokkenést, masrészt globalis

mutatoként az 5., 10., 15. és 20. percben mért kiiszobcsokkenések dsszegét vettiik alapul.



A morfin, a diclofenac és a paracetamol dozisfliggd modon gatolta az RTX okozta

hokiiszobesokkenést, 1, 1 illetve 100 mg/kg minimalis effektiv dozissal.

4.2.3. A TRPVl-receptor-antagonista jod-resiniferatoxin (I-RTX) vizsgalata az
emelkedd hémérsékletii forré lappal

A joéd-resiniferatoxin (I-RTX) egy tjabban kifejlesztett, a capsazepinnél potensebb
TRPV1-receptor-antagonista (Wahl és mtsai, 2001). Kisérleteink elvégzésének idejéig az I-
RTX in vivo TRPV 1-receptor-antagonista hatasardl csak kevés adat allt rendelkezésre (Wahl
¢s mtsai, 2001; Undem ¢és Kollarik, 2002).

Az els6 sorozatban megvizsgaltuk az [-RTX akut €s hossza tavu hatasat a hokiiszobre.
[-RTX-et (0,1 és 1 nmol/100 pul végtagonként, n=8-8) adagoltunk mindkét hatsd végtagba. A
kétoldali kezelésre azért volt sziikség, hogy az I-RTX esetleges hokiiszobemeld hatasanak
kimutatdsat ne zavarja meg a nem kezelt 1ab nocifenziv reakcidja, amelynek fellépése
allatvédelmi szempontbdl sem lett volna kivanatos. A hdkiiszob-meghatarozasokat 5, 10, 15,
20, 30, 40 ¢és 50 perccel az I-RTX beadasat kovetden végeztiik, illetve 1, 2, 4 és 6 6ra mulva a
nap folyaman, valamint 5 tovabbi napon at naponta egyszer. Az [-RTX egyik ddézisban sem
valtott ki nocifenziv reakciot vagy hokiiszobvaltozast a vizsgélt rovid és hossza tavu
iddszakban.

A masodik mérési sorozatban azt vizsgaltuk, hogy az I-RTX képes-e gatolni az RTX
hokiiszobcsokkentd hatasat, illetve hogy hatdsa szelektiv-e a TRPV1-receptorra. Utobbi
kapcsan azt teszteltiik, hogy az I-RTX befolyésolja-e egy nem a TRPV1-receptoron hatd, de
hékiiszobesokkenést okozd agens, az o-B-metilén-ATP hatasat. [-RTX-et (0,05 nmol/50 pul
végtagonként) vagy ennek oldoszerét (0,03 % etanol) adagoltuk 5 perccel az RTX (0,048
nmol/100 pl) illetve az a,B-metilén-ATP (0,3 umol/100 pl) ugyanabba a végtagba torténd
beadasa elétt. Csak a kezelt hatsd végtag hokiiszobének meghatarozasat végeztiik 5, 10, 15 és
20 perccel az RTX illetve a,B-metilén-ATP adagolasat kovetden.

Az I-RTX elokezelés szignifikdnsan csokkentette az RTX 4ltal indukalt
hokiiszobcsokkenést, az 5. percben mért gatlo hatds 51 %-nak, mig az Osszesitett
hokiiszobcsokkenések tekintetében a gatlas 64 %-nak adodott. Az a,p-metilén-ATP szintén
csOkkentette a hokiiszobot 39,5+1,2 °C-ra az 5. percben és 42,0+0,9 °C-ig a 10. percben, mig
a késébbi mérési idopontokban mar nem okozott mérhetd kiiszobvaltozast. Az a,B-metilén-
ATP hatasat megmértiik a P2-purinergreceptor-antagonista piridoxalfoszfat-6-azofenil-2’4’-
diszulfonsav (PPADS, 0,15 pmol/50 ul) vagy annak szolvensével végzett 5 perces i.pl.
elokezelést kovetden is. A PPADS az a,B-metilén-ATP hokiiszobesokkentd hatasanak 83 %-
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os gatlasat eredményezte az 5. percben (n=8, P<0,01). Az [-RTX elékezelés nem gatolta az

a,B-metilén-ATP okozta hékiiszobcsokkenést.

4.2.4. Az RTX hosszu tava hatasa a nociceptiv hokiiszobre

Az emelkedd hémérsékletii forrd lap validalasanak részeként megvizsgaltuk az RTX
hokiiszobre gyakorolt hosszu tavu hatasat. Az allat mindkét hatso végtagjat i.pl. kezeltik
RTX-szel (0,048 nmol/100 pl végtagonként), illetve annak szolvensével (0,03 % etanol),
hogy elkeriiljik a nem kezelt 1ab nocifenziv reakcidjanak zavard hatisat. A hokiiszob-
meghatarozasokat az RTX beadasat kovetd 5, 10, 15 és 20 percben végeztik, illetve 1, 2, 4 €s
6 6ra mulva, majd naponta 1 héten at. A hokiiszob-meghatarozas alapjaként az elsOként
reagald végtag szolgalt. Ha a ,,cut-off” homérsékletet elértiik, az allatot azonnal eltavolitottuk
a lemezrél, és 50 °C-t tekintettiik a mérés eredményének.

A kétoldali RTX-kezelés hatdsara a hokiiszob mar a beadast kovetd elsd ora végén
megnott, tobb napig emelkedett szinten maradt (az emelkedés maximuma kb. 3 °C volt), majd
a kezelést kovetd 6. napra tért vissza a kiindulasi tartomanyba. Az RTX szolvense nem

okozott szignifikans hokiiszobvaltozast a hosszl tava mérések sordn sem.

4.2.5. A TRPVI-receptor-génhianyos (,,knock-out”) és vad tipusi egerek nociceptiv
hékiiszobének 6sszehasonlitasa

Ebben a kisérletsorozatban a TRPV1-receptor-génhianyos egerekben és vad tipusu
parjaikban hasonlitottuk 6ssze a nociceptiv hokiiszobot. Ennek érdekében 28-42 grammos
ndstény vad tipust (/") C57BL6 egereken, illetve ezek TRPV 1-receptor-génhianyos (,,knock-
out”, /) parjain végeztiink hdékiiszobméréseket A hokiiszob-meghatarozasokat ugyanugy
végeztiik, mint a patkdnyoknal, a tipikus végpont valamelyik hatsé végtag nyaldsa vagy
rdzasa volt.

Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a két egérpopulacid nociceptiv

hékiiszobe kozott (vad tipusu: 45,2+0,4 °C, knock-out: 45,6+0,5 °C).

4.3. Lipid jellegii vegyiiletek nociceptiv hékiiszobre gyakorolt hatasanak vizsgalata

4.3.1. Az N-oleoil-dopamin (OLDA) hékiiszobre gyakorolt hatiasanak vizsgalata (2. sajat
kozlemény)

Béar szdmos d4gensrél ismert, hogy képes aktivalni a TRPVI-receptort

(6sszefoglaloként 1asd Pingle és mtsai, 2007), nem tisztdzott, hogy mely vegyiilet(ek) e
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receptor endogén liganduma(i). Az anandamid és a 12-(S)-hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-
HPETE) (Zygmunt és mtsai, 1999; Hwang ¢és mtsai, 2000) utan egy Ujabb jelolt kertilt
reflektorfénybe, amikor leirtak egy kapszaicinhez szerkezetileg hasonlé endogén lipidet, az V-
oleoil-dopamint (OLDA). E vegyiilet i.pl. adds utan nocifenziv reakciot valtott ki. Mindezen
valaszokat I-RTX-szel antagonizalni lehetett, mutatva a TRPV1-receptor kdzvetitd szerepét
(Chu és mtsai, 2003).

A Kkisérletekben azt vizsgaltuk, hogy képes-e az OLDA csokkenteni a nociceptiv
hokiiszobot, illetve, hogy nocifenziv hatdsdnak mi a receptoridlis hattere. Az allatok egyik
hats6 1ababa 5 nmol OLDA-t adtunk. Az OLDA beadasat az allatok egyik csoportjdban az I-
RTX szolvensének, mig masik felében 0,05 nmol I-RTX 1.pl. beadésa eldzte meg. Az OLDA
beadasat kdvetd elsd tiz percben a heves nocifenziv reakcidt valtott ki, amely 10 perc mulva
megszint. Ezutdn az OLDA az RTX-hez hasonl6an jelentds, 6—9 °C-os hdkiiszobecsokkenést
okozott, amely a 60. percre visszatért a kontroll értékre. Az OLDA hdkiiszobcsokkentd
hatasat az i.pl. I-RTX-elokezelés az OLDA beadasa utani 10-30. percben szignifikansan
gatolta.

A Kkisérlet tovabbi részében megvizsgaltuk az OLDA (50 nmol/50 pl i.pl.) nocifenziv
reakciot okozd hatasat TRPV 1-receptor-génhidnyos (,,knock-out) egerekben, 6sszehasonlitva
vad tipusu parjaikkal. A mérés soran az injekcid beadasat kdvetden mértiik a 1ab emelésének
¢s nyalasanak iddtartamat. Egerekben a patkanyokhoz hasonloan az i.pl. adott OLDA
azonnali és heves nocifenziv reakciot valtott ki, amely a TRPV1-génhidnyos egerekben
szignifikansan rovidebb id6 alatt lezajlott, mint a vad tipusi parjaikban. Azonban a
génhianyos egerekben az OLDA még mindig képes volt némi nocifenziv reakciét kivaltani,

ellentétben a szolvenssel, ami praktikusan hatastalan volt.

4.3.2. A 3-metil-N-oleoil-dopamin (3-MOLDA), 4-metil-N-oleoil-dopamin (4-MOLDA) és
az N-oleoil-etanolamid (OEA) TRPVI1-receptorra gyakorolt hatasainak vizsgalata (3.
sajat kozlemény)

A TRPVl-receptor-agonistanak  bizonyult ~OLDA-val végzett kisérleteink
folytatasaként megvizsgaltuk egyrészt az OLDA két metilalt szarmazékéanak, a 3-metil-N-
oleoil-dopaminnak (3-MOLDA) ¢és a 4-metil-N-oleoil-dopaminnak (4-MOLDA) a TRPV1-
receptorra kifejtett hatdsait, elsésorban a nociceptiv hokiiszob mérésével. Masrészt egy rokon
zsirsavamidrol, az N-oleoil-etanolamidrél (OEA) nyert ellentmondédsos irodalmi adatok
fényében (Ahern, 2003; Wang és mtsai, 2005; LoVerme és mtsai, 2006; Suardiaz ¢s mtsai,
2007) az OEA TRPV1-receptorra gyakorolt hatasanak analizise is célszertinek latszott.
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Ebben a sorozatban az esetleges TRPV1-receptor-agonista hatas vizsgalata soran a
kontroll hdkiiszob mérése (,,incremental hot plate”, IITC Inc. Life Science) utan az egyoldali
3-MOLDA, 4-MOLDA vagy OEA (i.pl., 100 pl) hatasat vizsgaltuk. A TRPV1-receptor-
antagonista hatds kimutatdsdhoz a korabban bemutatott RTX hiperalgézia/allodynia tesztet
alkalmaztuk.

A 3-MOLDA 1i.pl. injekciodja (5 nmol) azonnali nocifenziv reakciot valtott ki, amely 10
percen beliill megsziint. Ezt kovetden az emelkedd hémérsékletii forré lappal mérve a 3-
MOLDA ezen doézisa szignifikdnsan csokkentette a hokiiszobot, és a hatds maximuma a
beadast kovetd 15. percben volt. A 3-MOLDA hdkiiszobcsokkentd hatdsat gatolni lehetett a
TRPV 1-receptor-antagonista [-RTX-szel torténd elokezeléssel (0,05 nmol i.pl. 5 perccel a 3-
MOLDA adésa el6tt). A 3-MOLDA-val ellentétben a 4-MOLDA ¢és az OEA nem valtott ki
semmilyen nocifenziv reakcidt, és nem valtoztatta a hdkiiszobot az i.pl. adott 5 nmol
dozisban.

Mivel a 4-MOLDA és az OEA 6nmagaban adva nem valtott ki valaszt a magatartasi
vizsgalatokban, a tovabbiakban esetleges TRPV 1-receptor-antagonista hatasukat teszteltiik a
referencia agonista RTX-szel szemben. A 4-MOLDA kozepes és legmagasabb dozisa (1,5 és
5 nmol/50 pl i.pl.) szignifikdnsan csokkentette az 5 perccel késdbb adott RTX (0,05 nmol)
hokiiszobesokkentd hatasat. Az OEA eldkezelés (5 perccel korabban) (0,5, 1,5 és 5 nmol i.pl.)
szintén gatolta az RTX kiiszObcsokkentd hatasat. Ennél a szernél egyértelmii dozis—hatas
Osszefliggést talaltunk, a szazalékos gatlas 2,6-t61 84,2 %-ig terjedt, és az OEA IDs, értéke 1,4

nmolnak adodott.

4.3.3. Az anandamid hatasa a nociceptiv hokiiszobre (3. sajat kozlemény)

Egy masik zsirsavamid, az anandamid vagy mds néven arachidonil-etanolamid a
cannabinoidreceptorok, elsdsorban a CBj-receptor endogén ligandja (6sszefoglaloként lasd
Pertwee, 2001). Az anandamid szamos kiilonbozé in vivo allatkisérletes modellben
antinociceptiv hatastinak bizonyult, mivel CBj-receptorokon keresztiil csokkentette a
gyulladasos ho- €s mechanikai hiperalgéziat (Calignano és mtsai, 1998; Jaggar és mtsai, 1998;
Richardson és mtsai, 1998; Farquhar-Smith és mtsai, 2002). Ujabb adatok szerint az
anandamid a TRPV1-receptorokat is képes aktivalni in vitro (Zygmunt és mtsai, 1999; Smart
¢s mtsai, 2000), bar Iényegesen magasabb koncentracidban (Németh ¢és mitsai, 2003;

Ahluwalia ¢és mtsai, 2003). Mindezek alapjan ma az anandamidot ketts, cannabinoid-
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/TRPV1-receptor-agonistaként szoktak emliteni. Kisérleteink célja az volt, hogy sajat in vivo
kisérleti modelliinkben megvizsgaljuk az anandamid TRPV 1-receptorra gyakorolt hatasat.

Az i.pl. adott anandamid (0,03-0,3 nmol) nem valtott ki nocifenziv reakcidt, és nem
befolyasolta az ,,incremental hot plate” késziilékkel mért hokiiszobot sem. A tovabbbiakban
az anandamiddal végzett 5 perces eldkezelés hatasat vizsgaltuk az RTX-szel kivaltott
hokiiszobesokkenésre. Az i.pl. adott anandamid (0,03 nmol/50 pl) szignifikdnsan gatolta az
RTX (0,05 nmol 1.pl.) hékiiszobcsokkentd hatdsat. A szelektiv CBj-receptor-antagonista
SR141716A (0,18 nmol i.pl.) az anandamiddal val6 egyiittes adas esetén teljesen kivédte az

anandamid gatl6 hatasat az RTX okozta hdkiiszobecsokkenésre.

4.4. A carrageninnel kivaltott szubakut gyulladas hatasa a nociceptiv hokiiszobre

A korabbiakban targyalt kisérleteink egyértelmiien mutatjak, hogy szamos agens képes
csOkkenteni a nociceptiv hokiiszobot. Az RTX, az OLDA ¢és a 3-MOLDA, illetve az a,p-
metilén-ATP egyarant olyan receptorokon (TRPV1 illetve P2X3) hatnak, amelyek aktivacioja
akut gyulladasos reakcio kifejlodését eredményezi. Ezen agensek okozta akut termalis
hiperalgézia magéaba foglalja mind a latenciaidé megrdvidiilését, mind a nociceptiv hokiiszob
csOkkenését. Felvetddik a kérdés, hogy a termalis hiperalgézia ezen két paramétere mindig
egylitt valtozik-e? Ennek vizsgalata érdekében egy szubakut gyulladdsos modellt
valasztottunk, amelyben carragenin i.pl. injekcidjaval valtottunk ki tobb o6rdn at fennalld
gyulladasos reakciot a kezelt talpban. Irodalmi adatok egyértelmiien mutatjak, hogy ezen
agens a hagyomanyos termonociceptiv tesztekben latenciardvidiilést okoz (lasd pl.
Hargreaves és mtsai, 1988). Kihaszndlva az ,,incremental hot plate” (IITC Inc. Life Science)
azon elényét, hogy segitségével emelkedd hémérsékletli iizemmoddban hokiiszobot lehet
mérni, konstans hdmérsékletiiben pedig latenciaidét, kisérleteinkben parhuzamosan vizsgaltuk
ugyanabban az éallatcsoportban a carragenin hatdsdt a nociceptiv hdkiiszdbre, illetve a
kiiszobfeletti hdingerre adott nocifenziv reakcié latenciaidejére.

A carragenin adasa eldtt ugyanazon allatokban meghataroztuk az egyik hatsé végtagra
vonatkozdan mind a hdkiiszobot, mind pedig az 50 °C-os konstans laphdmérsékletnél a 1ab
megnyalasaig eltelt latenciaid6t. Ezutan carragenint (3 %, 100 pl) adtunk i.pl. abba a labba,
amelyre nézve a kontroll értékeket elézetesen meghataroztuk. A carragenin mar egy oraval a
kezelés utan a patkanyok hats6 végtagjan gyulladasos reakciot valtott ki, amely 3—4 6ran at
fennmaradt. Az ,,incremental hot plate” késziilékkel emelkedd hémérsékletli lizemmodban

mérve a carragenin meglepd moédon nem okozott hékiiszobcsokkenést a kontrollhoz képest.
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Ugyanezeknél a carrageninnel kezelt allatoknal latenciaid6-mérést is végeztiink a késziilék
alland6é homérsékletli lizemmodjaban, 50 °C-os homérsékleten. Azt tapasztaltuk, hogy ezt a
kiiszobfeletti hdingert alkalmazva a carrageninnel kezelt hatsd 1ab megnyalésaig eltelt id6

szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz képest.

5. MEGBESZELES

Az ujonnan kifejlesztett emelkedd hdmérsékletli forré lap megbizhatd eszkdznek
bizonyult a nociceptiv hdkiiszob meghatarozdsara, valamint gyodgyszerek termalis
antinociceptiv hatasainak mérésére éber, szabadon mozgd patkadnyokban. Az emelkedd
homérsékletii forrd lap Iényeges tulajdonsaga, hogy a hdkiiszob nagyon jol reprodukalhatéan
mérhetd. A modszer tovabbi elénye a hagyoméanyos forrd laphoz képest, hogy a valodi
nociceptiv  hdkiiszobot méri, amely 0Osszevethetd az elektrofiziologiai vagy human
pszichofizikai kisérletekben mért hokiiszobértékekkel.

Vizsgalataink soran kidertilt, hogy a morfin mellett a nem-szteroid gyulladascsokkentd
diclofenac ¢és a nem-opioid analgetikum paracetamol is képes megemelni a nociceptiv
hokiiszobot dozisfiiggd mddon, mig a klasszikus standard hémérsékletii forrd lap csak az
opioidok antinociceptiv hatdsat képes kimutatni, és nagyban érzéketlen a ciklooxigenaz-
gatlok irant (a részleteket lasd Vogel és mtsai, 1997; Le Bars és mtsai, 2001).

Az i.pl. adott RTX-szel kapcsolatos kisérleteink mutattak ki elséként egy TRPV1-
receptoron hatd 4gens tényleges nociceptiv hokiiszobesokkentd hatdsat éber, mozgasukban
nem korlatozott allatokban. Az RTX nagyon markéans hdkiiszobcsokkenést okozott, és ez a
reakcid jo modellnek bizonyult analgetikus gydgyszerhatasok mérésére. A morfin, diclofenac
¢s paracetamol RTX-allodyniat/hiperalgéziat gatld6 minimalis effektiv ddzisai kisebbnek
bizonyultak, mint a harom szer hdkiiszob-emelkedést kivaltd minimadlis effektiv doézisai.
Megallapithaté, hogy az RTX-szel kivaltott hokiiszobecsokkenés mérése emelkedd
hémérsékletii forrd lap segitségével egy 0j hiperalgézia-modell, amely nagy érzékenységet
mutat a klasszikus referencia-analgetikumok irdnt.

Az emelkedé homérsékletli forrd lappal sikeriilt kimutatni az RTX hosszu tava, de
még reverzibilis szenzoros deszenzibilizald6 hatdsadt is, amely a hdkiiszob tartds
emelkedésében nyilvanult meg.

Az emelkedd homérsékletli forrd lapot hasznalva az [-RTX potens és szelektiv

TRPV1-receptor-antagonistanak bizonyult, mivel igen kis dozisban gatolta az RTX-szel
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kivaltott hokiiszobcsokkenést, de nem befolyasolta az a,B-metilén-ATP hoékiiszobesokkentd
hatasat. Az I-RTX nem okozott hosszii tava hokiiszob-emelkedést, igy RTX-szé vald
metabolikus atalakuldsa nem valdsziniisithetd ebben a modellben. Az o,B-metilén-ATP-
indukalta hokiiszobesokkenést a P2 purinerg receptor antagonista PPADS gatolta, jelezve P2-
receptor-aktivacio szerepét.

Mivel a TRPVl1-receptor-génhianyos (,,knock-out”) egerek hokiiszObe nem
kiilonbozott vad tipust tarsaikétol, illetve az [-RTX nem okozott hdkiiszob-emelkedést
patkdnyban, arra kdvetkeztethetlink, hogy a periférids nociceptorok TRPV1-receptorai nem
vesznek részt a nociceptiv hdkiiszob meghatarozasaban fiziologids koriilmények kozott.

Az OLDA a TRPV1-receptor agonistajaként viselkedve lecsokkentette a hokiiszobot,
illetve nocifenziv reakciét okozott. Erdekes médon nocifenziv hatisidban a TRPV 1-receptor
aktivacigja mellett egy ettdl fliggetlen, nem azonositott mechanizmust is sikeriilt igazolni.

Kisérleteink kimutattdk, hogy a 3-MOLDA TRPVI-receptor-agonistaként, mig a 4-
MOLDA ¢és az OEA TRPVl-receptor-antagonistaként (esetleg nagyon gyenge parcialis
agonistaként) viselkedett. Erdemes hangsulyozni, hogy a 3-MOLDA és 4-MOLDA a TRPV1-
receptor-agonista OLDA két metilalt szarmazéka, amelyek csak az aromds gylirlin 1évd
metilcsoport helyzetében kiillonboznek, mégis eltéré modon viselkednek. Ezek az eredmények
mutatjak, hogy egy kis kémiai valtozasnak is dramai hatasa lehet egy ligand TRPV1-
receptorra gyakorolt hatdsaban.

Egy tovabbi vizsgilt zsirsavamid, az anandamid szintén gatolta az RTX
hokiiszobesokkentd hatdsat. Az anandamid a cannabinoidreceptorok — elsésorban a CBi-
receptor — endogén ligandja (részletesen lasd Pertwee, 2001). Tovabba az anandamid képes a
TRPVI1 receptor aktivaciojara is (Zygmunt et al., 1999; Smart et al., 2000), bar joval
magasabb koncentracoban, mint amely a cannabinoidreceptorok aktivalasahoz sziikséges
(Németh et al.,, 2003; Ahluwalia et al., 2003). Jelen adataink nem tamasztjak ala azt a
hipotézist, hogy az anandamid a TRPVI-receptorok endogén, fizioldgias aktivatoraként
szolgalna, mivel az anandamid gatolta az RTX hdkiiszobcsokkentd hatdsat, €s ez utdbbi
valaszt CB,-receptor-antagonistaval teljesen meg lehetett sziintetni, vagyis az anandamid
antihiperalgetikus hatasat CB,-receptor-agonistaként fejtette ki.

Az emelkedd homérsékletli forré lappal nem sikeriilt hokiiszobesokkenést
kimutatnunk a carrageninnel kivaltott szubakut gyulladasban. Masrészt ugyanazzal a
késziilékkel, de allandd hémérsékletii izemmodban mérve, ugyanazon kezelt allatok erdteljes
héingerre adott elharitd reakcidjanak latenciaideje szignifikansan lecsokkent. Mindezek

alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy bizonyos gyulladasos koriilmények kozott a termalis
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hiperalgézia két komponense — a kiiszobfeletti ingerre adott nocifenziv reakciod
latenciaidejének rovidiilése és a nociceptiv hokiiszob csokkenése — nem feltétleniil egyiittjaro
jelenségek.

Végiil, de nem utolsésorban, fontosnak tartom annak hangstlyozéasat, hogy bar a
nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedd homérsékletli forrd lappal szamos gyakorlati €s
elméleti kérdés vizsgalatara igen alkalmasnak bizonyult, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
hokiiszobmérés eldnyeinek és korlatainak pontosabb megismeréséhez. A régota vagyott Uj
tipusi €s hatdsmodu analgetikumok kifejlesztéséhez minden bizonnyal a hagyomanyos,
latenciaido-mérésen alapuld és a hokiiszob-meghatarozast alkalmazé modszerek egyilittes

alkalmazasara egyarant sziikség lesz.
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6. A PhD-DISZERTACIOBAN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK TETELES
OSSZEFOGLALASA

1. A magatartasi nociceptiv hokiiszob megbizhatéan és nagyon jol reprodukalhatéan mérhetd

az emelkedd homérsékletti forro lappal.

2. A TRPVl-receptor nem jatszik szerepet a magatartasi nociceptiv hdokiiszob

meghatarozasaban.

3. A nociceptiv hokiiszob megemelkedésének mérésével kimutathatd a morfin, diclofenac és

paracetamol direkt termalis antinociceptiv hatésa.

4. A hokiiszobméréssel a TRPV1-receptoron hatdo agonistdk akut, termadlis hiperalgéziat
okozd (RTX, OLDA, 3-MOLDA) és kronikus, szenzoros deszenzibilizdcion alapuld

termalis antinociceptiv hatasa (RTX) egyarant jol kimutathato.

5. Az ipl. adott RTX-szel kivaltott, hokiiszobcsokkenésen alapuldé — termalis
hiperalgézia/allodynia modell alkalmas standard analgetikumok (morfin, diclofenac és
paracetamol), TRPV1-receptoron haté antagonistak (I-RTX, 4-MOLDA, OEA) ¢és CB;-

cannabinoidreceptor-agonista (anandamid) vizsgéalatara egyarant.

6. A carrageninnel kivaltott szubakut gyulladdsos modell vizsgalataval kimutattuk, hogy a
termalis hiperalgézia két komponense — a hokiiszob csokkenése és a kiiszobfeletti
hdéingerre adott nocifenziv reakcid latenciaidejének megrovidiilése — nem feltétleniil

egylittjard jelenségek, ami eltérd patofizioldgiai szabalyozasukra utal.
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