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Bevezetés

A fajdalom minden ember szamara jol ismert érzés. A Nemzetko6zi Fajdalom Tarsasag

megfogalmazasa szerint nem mas, mint egy kellemetlen szenzoros €s emocionalis tapasztalat,
mely akut vagy potencidlis szovetkarosodassal jar. A fajdalmas ingert specidlis receptorok, a
nociceptorok érzékelik és tovabbitjak a gerincveld felé, ahol atkapcsolodnak egy tovabbi
neuronra, mely a talamusz és az agykéreg egyes teriiletei felé viszi az informaciot. Egyes
receptorok vagy csak fajdalmas mechanikai, vagy csak fajdalmas hé ingerre reagalnak, ezek
az unimodalis receptorok, melyek vékony velOhiivelyes Ao rosttal rendelkeznek. A
nociceptorok masik csoportjat a polimodalis receptorok alkotjdk, melyek fajdalmas ho,
mechanikai vagy kémiai ingerrel egyarant ingeriiletbe hozhatok. Ezek a receptorok vékony,
velohiively nélkiili C rosttal rendelkeznek.
A fajdalmat két hullamban érezziik. Az els6 hullam kozvetlen a sériilést kovetden 1ép fel, egy
¢les, szuro, jol lokalizalhato fajdalom forméjaban, majd késobb egy elmosddottabb, tompa
fajdalom jelentkezik, melynek a pontos helye nem behatarolhat6. Az elsé hullamért az Ad
rostok, mig a masodik hullamért a C rostok aktivalddasa a feleldsek. A nociceptiv neuronok
centralis idegvégzddéseibdl elsésorban glutamat szabadul fel, mely az egyik leggyakoribb
serkentd neurotranszmitter a kdzponti idegrendszerben. A glutamat metabotrép és ionotrop
receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Az ionotrop glutamat receptorok szama a gerincvel6 I-
IT rétegében, kiilondsen a substantia gelatinosaban igen magas. Az AMPA receptorok a gyors
EPSP kialakitasaban, mig az NMDA receptorok a hosszan elhuz6dd, szenzitizacios
folyamatokban, a fijdalom fenntartasaban jatszanak jelentés szerepet. Igy kronikus fajdalom
esetén az NMDA receptorok gatlasaval hatékony fajdalomcsillapitd hatast érhetiink el. Ezen
kiviil szdmos mas tényezd is befolyasolja a fajdalomérzet kialakulasat: nociceptiv és nem-
nociceptiv rostok kapcsolata, felsobb kozpontokbol kiinduld leszallo palyak, melyek gatld és
serkentd interneuronok kozvetitésével befolydsoljak a felszallo, afferens nociceptiv
informéaciot.

A ketamin egy nem kompetitiv NMDA receptor antagonista, melyet un. disszociativ
anesztetikus hatdsa miatt mar a vietndmi habort 6ta hasznalnak a klinikai gyakorlatban. Az
altalanos altatassal jaro esetleges komplikaciok csokkentése végett egyre inkabb eldtérbe
keriil az epidurdlisan, ill. spindlisan adhat6 €s hatd analgetikumok és anesztetikumok
hasznalata az orvosi gyakorlatban is. Az utobbi évtizedekben a sztereokémia fontossaga a
klinikai farmakologiaban mar egyre inkabb elfogadott tény, kiilondsen a gyogyszerfejlesztés
teriiletén. A klinikai gyakorlatban az optikailag aktiv szerek esetén fOleg a racém elegy
hasznalata terjedt el, mely a két optikai izomer 1:1 keveréke. Az érzéstelenitd szerek kozel 60
%-a kiralis vegyiilet, melyek koziil néhany enantiomerje a mindennapi gyogyitas eszkoze. Bar
az R- ¢és S- izomerek ugyan azt a szubsztituenst tartalmazzak, de mas a térbeli
elhelyezkedésiik. Igy lehetdség nyilik mas-mas 3D-s kapcsolatok kialakitisara az
aszimmetrikus kornyezetiikben, ami az enantiomerek egymadstol eltérd farmakokinetikai és
farmakidinamids tulajdonsagaiban mutatkozik meg.

A spindlisan beadott racém ketamin analgetikus hatdsdt mar tobb tanulmany is
bizonyitotta, de intratekalis adagolasrol még egy kézlemény sem jelent meg.

Ha gerincvel6i szinten akarjuk befolydsolni a nociceptiv inger tovabbjutasat, fontos
tudnunk, hogy a gerincvelé mely szakaszdhoz kell juttatnunk a terdpias anyagot annak
érdekében, hogy a megfeleld teriileten érjliink el anesztetikus, ill. analgetikus hatast. A
spindlis anesztézia dallatkisérletes modellezésére az intratekalis kaniil beiiltetése valt
altalanosan elterjedt modszerré. Ennek sordn lehetdség van éber, szabadon mozg6 allaton
vizsgélni az egyes anyagok fajdalomcsillapitd hatdsat, illetve a kisérletek végén ellendrizni
lehet, hogy a beadott szerek a gerincveld mely szintjén jutottak ki a kaniilbél.



Célkitiizés
I. Kisérletsorozat

Korabbi kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy az intratekalisan adott szerek hatdsa
némely esetben oldalszelektivitast mutatott patkany hatso laban végzett fajdalomteszteken.
PhD dolgozatomban az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1. A kiilonb6zé dozist lidokain intratekalis adagolasat kovetden megfigyelhet6-e
oldalkiilonbség a motoros €s szenzoros hatasokban?

2. Van-e 0Osszefliggés az intratekalis kaniil végének helye és az intratekalisan adott
kisd6zist lidokain oldalszelektiv hatdsa kdzott?

3. Hol talalhat6 az intratekalis kaniil vége?

I1. Kisérletsorozat

Bar a mai orvosi gyakorlatban hasznalt vegyiiletek tobb mint fele rendelkezik optikailag
aktiv centrummal (kiralitascentrum), a legtobb esetben mégis a racém elegy hasznalata a
gyakori, ami a két optikai izomer 1:1 aranyl keveréke. Tobb vegyiiletrél bebizonyosodott,
hogy a tiszta enantiomert tartalmazé oldat hatékonyabb, kevesebb mellékhatassal bir, mas
esetekben viszont a racém elegyrdl lehetett ugyanezt megallapitani. A ketamin, amit mar tobb
mint 40 éve hasznalnak anesztetikumként az orvosi gyakorlatban, szintén rendelkezik
kiralitascentrummal. PhD dolgozatomban arra kerestem a valaszt:

1. Van-e kiilonbség a ketamin racém elegyét, illetve tiszta enantiomerjét tartalmazo
oldatok antinociceptiv hatdsa kozott patkanyon végzett akut és Qgyulladasos
fajdalomteszteken?

Anyagok

- Ketamin-hidroklorid (Ketalar; Pfizer Med-Inform, Bécs, Ausztria)

- Xylazin-hidroklorid (Rompun; Bayer, Leverkusen, Németorszag)

- Phenobarbital-natrium (Hungaropharma Rt., Budapest, Magyarorszag)

- Lidokain 2% and 10% (Egis, Budapest, Magyarorszag)

- A-karragenin (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag)

- Racém-ketamin-hidroklorid [SR( +-)], S( +)- ketamin-hidroklorid, és R(-)-ketamin-
hidroklorid (mindegyik ketamin ajandék volt a Parke-Davis; Godecke Ltd.-t6l, Bécs,
Ausztria)

Modszerek

Intratekalis kaniil beiiltetése

A lidokain és ketamin gerincveldi szintli antinociceptiv hatasanak éber allaton vald
vizsgalatara intratekalis kaniilt iltettiink be him Wistar patkdnyokba. Ehhez az atlanto-
occipitalis membranon kis nyilast ejtettiink és a cisterna magna-n keresztiil a polietilén kaniilt
8,5 cm hosszan farok iranyba 6vatosan bevezettiik az intratekalis térbe. A kaniilt kiviilrdl a
fejborhoz rogzitettiik. A miitétet kovetéen az 4allatokat kiilon dobozba helyeztiik, ahol
szabadon hozzafértek a taplalékhoz és az ivovizhez. 3 napos gyogyulast kovetden keriiltek az



allatok eldszor kisérletbe. A stressz csokkentése végett az allatokat a kisérletek eldtt kézhez
szoktattuk.

Intratekalis adagolas

A 100 illetve 500 pg lidokain d6zishoz 2 ill. 10 %-os steril oldatot hasznaltunk.
A ketamin enantiomerjeit steril fizioldgias soéoldatban oldottuk frissen, a kisérlet napjan.
5 ul injektaltunk kaniilon keresztiil, melyet 10 ul steril fizioldgias sooldattal mostunk be 30 s
alatt.
A kumulativ adagolas az elobb leirtak szerint tortént, csak az egymast kovetd dozisokat az
el6z6 beadasat kovetd 30. percben injektaltuk.

Fajdalomtesztek
1. Farok elrdntdsi (tail flick, TF) teszt

A TF soran az allatokat a kisérleti asztalon letakartuk, és gyengéden a helyiikdn
tartottuk. Miutan megnyugodtak, a farkuk utols6 5 cm-ét meleg vizbe meritettiik (51,5 °C), és
mértiik a farok kirdntasaig eltelt id6t. Ha az allat 20 méasodperc mulva sem rantotta ki a farkat,
felfiiggesztettiilk a mérést, hogy megel6zziik a szovetkarosodast (cut off time). A ketamin
beadasa el6tt meghataroztuk az alapértékeket, majd a mérést megismételtiik minden egyes
ketamin dozis (10-50-100 pg) beadasat kovetd 10. és 30. perchen.

2. Forré lemez (hot-plate HP) teszt

A HP teszt soran a patkdnyokat egy forrd lemezen (52,5°C) levd kalitkaba helyeztiik
¢s mértiik azt az id6t, ami a behelyezéstol az egyik hatso 1ab felemeléséig, megnyalasig vagy
felugrasig eltelt. Ha az allat 60 masodperc mulva sem reagalt a hére, megszakitottuk a mérést
(cut off time). Az alapérték lemérése utdn minden egyes ketamin dézis (10-50-100 pg)
beadasat kovetd 10. és 30. percben megismételtiik a tesztet.

3. Gyulladasos fajdalomteszt

A labelrantasi (paw-withdrawal, PWD) teszt soran az allatokat egy iiveg aljl
plexikalitkaba helyeztiik, és kiilon-kiilon a hatso labuk talpi részét fokuszalt fénnyel melegitve
mértiik a 1ab elrantasaig eltelt id6t (héfajdalom kiiszob). Ha az allat 20 masodperc mulva sem
emelte fel a 1abat, megszakitottuk a mérést (cut off time).

Az elsé Kisérletsorozatban 100 pg lidokain beadasat kovetéen 1, 5, 10 és 20 perc
mulva meghataroztuk a PWD értékét. 500 ng lidokain beadasa utan megvizsgaltuk az allatok
hats6 labat, hogy mutatkozik-e atmeneti motoros funkcié zavar, bénulas, majd a lidokain
beadasat kdvetd 5 percen beliill megmértiik a PWD 1d6t.

A masodik Kisérletsorozatban az alapértékek (-180 min) lemérését kovetden a jobb
hatso 1ab talpbore ala injektalt A-karrageninnel (3 mg/0,1 ml) gyulladast idéztiink el6, mely
csticsat 3 ora mulva érte el. Ekkor megismételtiik a labelrantési tesztet, mellyel meghataroztuk
a gyulladas indukalta termalis hiperalgézia mértékét (0 min), majd 30 perces kiilonbséggel 10,
50 és 100 pg ketamin izomereket (S, R, SR) injektaltunk intratekalisan az allatokba. Minden
adagolast kovetd 10. és 30. percben meghataroztuk a PWD értékét. Az egyes ketamin
koncentraciok 10 és 30 perces PWD értékeit Osszatlagoltuk a kivaltott hatas mértékének
megallapitasahoz, és a tovabbiakban ezt viszonyitottuk a termalis hiperalgézia mértékéhez.



Motoros funkcio zavaranak vizsgdlata

A lidokain intratekalis beadasat kovetéen megvizsgaltuk a patkdnyok hatsd labat:
mutatkozik-e valamilyen motoros miikodésbeli eltérés, gyengiilés, atmeneti bénulds. A
motoros funkcidézavar objektiv megitéléséhez 23 allaton lemértiik a hatsé labak kapaszkodasi
erejét a lidokain beadasa el6tt, és a beadas utan 5 perccel.

Az intratekalis kaniil helyének meghatdrozasa

A kaniil helyének pontos meghatarozasara az allatokat a kisérlet utan pentobarbitéllal
elaltattuk, majd 5 pl 1%-os metilénkék oldatot injektaltunk a kaniilon keresztiil, amit 10 ul
fiziologias sooldattal mostunk be. Dekapitalas utdn a gerinccsatorna megnyitasat kovetéen
lathatova valt a kaniil, illetve a beadott metilénkék terjedésének helye (az adott teriilet
bekékiilt). A kaniil végének hosszanti helyzetét a csigolyakhoz viszonyitottuk, mig a
keresztmetszeti elhelyezkedésnek megallapitasara 4 iranyt hataroztunk meg: jobb- baloldal,
illetve dorzélis-ventralis, ha a kaniil kozel helyezkedett el a kozépvonalhoz.

Statisztika

Az adatokat atlag £ S.E.M. formajaban adtuk meg. Az els6 kisérletsorozat adatain
STATISTICA szoftver segitségével variancia- és korrelacios analizist végeztiink.

A kilonbozé dozisi  ketamin izomerek hatdsait egy- ¢és kétszempontos
varianciaanalizissel hasonlitottuk 0ssze. Post-hoc 0Osszehasonlitast a Newmann-Keuls
probaval végeztiink; szignifikanciahatdrnak a p < 0,05 értéket tekintettiik.



Eredmények
|. Kisérletsorozat:

A PWD alapértékeket lemérve szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk a jobb és a
baloldal kozott. 100 pg lidokain beadasat kovetéen az 1. és 5. percben jelentésen megnétt a
latencia értéke. A hatas azonban csak rovid ideig tartott, a 10. percben mar megkdozelitette az
alapértéket.

100 és 500 pg lidokain beadéasat kovetden szinte azonnal tapasztalhatdo volt az
atmeneti motoros bénulas a patkanyok hatso laban. 100 pg hatasara ez az atmeneti bénulas
csak az egyik oldalt érintette, mig 500 pg hatasara az esetek kozel 90%-ban mindkét 1ab
érintett volt. A nagyobb dozis jelentésen megndvelte a PWD latencia értékét is.

A Kaniil vége a Th12-L2 csigolya szintjéig ért le, mely szignifikdns Osszefiiggést
mutatott a patkanyok méretével (sulyaval). A 376 allat 80 %-ban a kaniil valamelyik oldalon
(jobb vagy bal), 15 %-ban dorzalisan, 5 %-ban pedig ventralisan helyezkedett el. Ezek az
eredmények szignifikans Osszefliggést mutattak a 100 pg lidokain hatdsara bekdvetkezd,
atmeneti hatsé végtagi oldalszelektiv bénulassal és a PWD latencia valtozasokkal.

A kaniil végének helyzete és a 100 pg lidokain beadasat kovetden fellépd
oldalszelektiv izomerd csokkenés szintén korrelaciot mutatott (r = 0,5 jobb oldal; r = 0,51
baloldal).

1. Kisérletsorozat:

Karragenin indukalta termalis hiperalgézat kovetéen a racém(SR)-, és S(+)- ketamin
ismételt, novekvo doézisban torténd adagolasa szignifikdnsan ndvelte a PWD latencia idejét a
kontrollhoz képest, mely hatas dozisfiiggd volt. A racém-ketamin esetén a két nagyobb dozis,
mig az S(+)-ketamin esetén csak a legnagyobb dozis okozott szignifikans valtozast. Az R(-)-
ketamin egyik dozisa utan sem figyelhettiink meg szignifikans eltérést a PWD latencia
értekekben.

Mindkét enantiomer szignifikdnsan ndvelte a HP latenciat, bar ekkor mar
szupraspinalis hatasok is jelentkeztek: az allatok szédelegve forogtak, és fejiiket ingattak.

TF teszten egyik enantiomernek sem volt szignifikéns hatidsa, még a legnagyobb dézist
kovetden sem.

Osszefoglalas

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az intratekdlis kaniil végének helye szignifikansan
fliggott a patkdnyok méretétdl. A kis dozist lidokain hatasara bekovetkezd atmeneti hatséd
végtagbénulas oldalszelektivitasa €s izomerd csokkenése korrelalt a kaniil helyzetével. Ezért a
késobbi kisérletek soran is indokolt a kaniil helyének ellenérzése, hogy megallapithassuk,
van-e kapcsolat az egyes anyagok intratekalis adagolasa soran fellép6 esetleges oldalszelektiv
hatés és a kaniil végének elhelyezkedése kozott.

Akut fajdalomteszten a racém-ketamin ¢és tiszta enantiomerjei kis dozisban nem
rendelkeztek fajdalomcsillapitd hatassal, nagy dozisban pedig csak HP teszten rendelkeztek
antinociceptiv jelleggel, de ekkor mar szupraspinalis hatasok is mutatkoztak. Viszont
karrageninnel kivaltott termalis hiperalgéziaban mind a racém-, mind az S(+) ketamin
fajdalomcsillapitd hatastinak bizonyult, de csak nagyobb dozisok ismételt alkalmazasat
kovetden.
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