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Bevezetés

A nociceptiv rendszer figyelmeztetd funkcidt 1at el, ezért megfeleléen alacsony az ingerkiiszobe ahhoz,
hogy a tényleges szovetkarosodas kialakulasa el6tt aktivalodjon. A jelenlegi fajdalomcsillapitasi
stratégiak elsésorban nem-szteroid gyulladascsokkentd gydgyszerek, opioidok és helyi érzésteleniték
alkalmazasan alapulnak. Adhatok szisztémasan, vagy regionalis fajdalomcsillapitasi céllal is
(epiduralis, topikalis és infiltrativ analgézia). Az elmilt évtizedekben a helyi érzéstelenités kiemelkedd
szerephez jutott szamos miitét soran. A fogaszati beavatkozasokkal jaro akut fajdalom is
kikiiszobolhetd ezekkel a szerekkel. Analgetikus hatasuk mellett ezek a készitmények jelentésen
befolyasoljak a motoros funkciokat is. Hatasuk az akcids potencial, és ezaltal az axonalis aktivitas
csokkentésén, illetve teljes gatlasan alapul. Els6dleges célpontjaik a fesziiltségfliiggd natrium csatornak
(VGSCs), melyek a natrium ionok bearamlasdhoz sziikséges transzmembran fehérjék. Szerepiik

létfontossagn az ideg— és izomsejtek elektromos aktivitasanak kialakitasaban és tovabbitasaban.

A periférias idegrendszerben talalhatdé axonok nagymértékben kiilonboznek fiziologiai
tulajdonsagaikban és mitkddésiikben. A C-tipusa érz6 rostokon szamos ligandkots hely van, melyek
befolyasolhatjak azok mitkodését (pl. interleukin-6 receptor, gamma-amino-vajsav receptor, proteaz
aktivalta receptor 1, tranziens receptor potencial vanilloid 1 [TRPV1] és inzulin receptorok), mig ezek
nem jellemzéek a motoros idegekre. A motoros idegek tehat megbizhatobb modellt nyujthatnak

kiilonb6z6 farmakologiai agensek VGSC-medialt hatasanak szelektiv vizsgalatahoz.

Gyogyszerek ¢és farmakologiailag aktiv ligandok széles spektruma képes jelentds mértékben
befolyasolni a fesziiltségfiiggd natrium csatornak funkciojat, melyek gyakran nagyon kiilonbozd

kémiai jellemzékkel birnak.

Helyi érzésteleniti szerek

A klinikumban hasznélatos helyi érzéstelenitdk tercier aminok (pl.: lidocain, bupivacain és ropivacain).
Az altaluk kivaltott érzé, motoros és vegetativ rostok egyidejii gatlasa elfogadhaté néhany esetben,
mint példaul miitétek soran, de mas klinikai koriilmények kozott szelektiv hatas volna kivanatos. A
nocicepci6 blokkolasa a motoros és vegetativ funkci6 érintettsége nélkiil komoly segitséget jelenthet a
betegek korai mobilizalasban, példaul térd és csipd protézisek beiiltetését kovetden. Régota cél az érzo
funkciora szelektiv szerek kifejlesztése a gydgyszeriparban. Strichartz el6szor 1973-ban irta le a

lidocain hidrofil kvaterner szarmazékat, az N-etil-bromidot (QX-314), melyre nézve a mielinizalt



rostok sejtmembranja impermeabilis. Kimutattak azonban, hogy a QX-314 képes atjutni az aktivalt
TRPV1 csatorndkon (capsaicinnel aktivalt), ezzel szelektiven blokkolva az érzé rostokat. Ugyancsak
képes kevert idegeken (nervus ischiadicus) erésiteni a hagyomanyos helyi érzéstelenitdk hatasat mind
az érz6, mind pedig a motoros funkciogatlas tekintetében. A kevert idegek esetében azonban nem lehet
kizarni az érz6 idegek reflexk6rokon at gyakorolt indirekt hatasat a motoros funkciéra, ami jelentésen

befolyasolhatja az eredményeket.

Nisoxetin

A nisoxetin egy noradrenalin Gjrafelvételt gatlo szer, melyet affektiv korképek kezelésében hasznalnak.
Kémiai szerkezete nagyban hasonlit a klasszikus helyi érzéstelenitékére: egy lipofil rész talalhato a
molekula egyik végén, amin csoport a mésikon. igy nem megleps, hogy in vitro vizsgalatok szerint a
nisoxetin szintén blokkolja a VGSC-Kket, és subcutan beadast kovetden helyi érzéstelenitd hatassal is

rendelkezik, mely a VGSC-k blokkolasaval lehet 6sszefliggésben.

Capsaicin, arachidonsav és arachidonil-etanolamid

A vanilloid szdrmazék capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamid) felelds az erds paprika altal
kivaltott, mindenki altal j61 ismert csipds érzetért. Igy ez az egyik legenigmatikusabb molekula, amit
novény termel. Hatisat a TRPV1 csatornan keresztiil fejti ki. Néhany in vitro eredmény ramutatott,
hogy a capsaicin képes befolyasolni a VGSC aktivitast is.

Egyéb zsiroldékony molekulak, koztiik a tobbszorosen telitetlen zsirsavak, mint példaul az
arachidonsav (AA) és szarmazéka, az anandamid (arachidonil-etanolamid: AEA; endogén ligandja a
cannabinoid (CB) és TRPV1 csatornaknak), gatoljak a VGSC aktivitast in vitro koriilmények kozott,

azonban in vivo eredmények nem allnak rendelkezésre.

Kinurénsav

Az esszencialis aminosav, triptofan lebontasa a kinurenin Gtvonalon, szamos neuroaktiv molekula
(kinureninek) keletkezéséhez vezet, mint példaul a kinurénsav (KYNA). A kinureninek részt vesznek
az immunregulacioban és a gyulladasos folyamatokban, ahol exitotoxikus vagy épp neuroprotektiv
hatassal is birhatnak. Szerephez juthatnak az oxidativ stresszben, Alzheimer-korban,
Parkinson-korban, Huntington-korban, amiotrofias lateralszklerdzisban és szkelorizs multiplexben is.
Korabbi eredmények alapjan a KYNA intrathecalis beadasa patkanyban antinociceptiv hatéssal bir,

melyhez reverzibilis, dozisfiiggé motoros kiesés is tarsul, hasonldéan a lokalanesztetikumoknal



tapasztaltakhoz. Mivel a KYNA VGSC altal medialt hatasa még ismeretlen, nem zarhat6 ki, hogy

hatasat ezen csatornak blokkolasaval érte el, részben vagy egészben.

Célkitiizések

1. Elsédleges célunk egy in vivo modell kifejlesztése volt, mely alkalmas fesziiltségfiiggd
natrium csatornakon keresztiil kifejtett hatasok vizsgalatara kizarolagosan motoros rostokat
tartalmazo idegen; valamint a modell felhasznélasa kiilonb6z6 kémiai jellemzokkel bird
anyagok tesztelésére.

2.  Masodik célunk a modell megbizhatésaganak tesztelése volt harom klasszikus helyi
érzéstelenit6 szerrel (lidocain, bupivacain, ropivacain).

3. Harmadik kitlizott célunk a t6ltéssel rendelkezé QX-314 molekula in vivo potencialjanak
tesztelése motoros rostokon, illetve a lehetséges gyogyszerkolesonhatasok vizsgalata
QX-314 és lidocain kombinalt beadasa esetén, mely 1j stratégia lehet a helyi
érzéstelenitésben.

Vizsgaltuk tovabba a nisoxetin akciospotencial gatld hatasat in vivo modelliinkben.
Célunk volt még in vivo adatokat szolgaltatni a capsaicin, az AA és AEA VGSC blokkold
hatéasardl is.

6.  Végs6 célunk az volt, hogy informaciot szerezziink a KYNA VGSC-t gatlo potencialjarol.
Moédszertani hattér

Mint fent emlitésre keriilt, a motoros idegek elsésorban fesziiltségfiiggd natrium csatornakat
tartalmaznak, mig az ¢érzék szamos egyéb kotdhellyel is bimak, ami befolyasolhatja
ingerelhetéségiiket. Azok a modellek, melyek csak motoros idegeket tartalmaznak, egyszerii és
megfeleld modszert biztosithatnak az akcids potencialban szerepet jatszo fesziiltségfliggd csatornak,
els6sorban a VGSC-kK, in vivo modulacidjanak vizsgalatdhoz. A patkanyok arcidegének marginalis
mandibulae aga kontrollalja a bajusz szérok (vibrissae) izmainak aktivitasat. Ez az ideg csak motoros
rostokat tartalmaz, és mivel még izomorsok sem talalhatéak ezekben az izmokban, megfelelé modell
lehet a VGSC-k vizsgalatahoz. A bajusz sz6rok mozgasa az egyik legjellegzetesebb és legkdnnyebben
detektalhatd arcmozgas a patkanyokon. A modelliinkh6z a marginalis mandibulae agat véalasztottuk,
tobbek kozott azért is, mert anatomiai elhelyezkedése idealis a sebészi feltarashoz. Az

elektrodiagnosztikai vizsgalatok (beleértve az elektromiografiat [EMG]) a 19. szdzadbol erednek, és



az utobbi 30-40 évben mar folyamatosan alkalmazzuk éket, mind a klinikumban, mind a tudomanyos

munka soran.

Médszerek

Kisérleti dllatok, anyagok, és kisérleti protokoll

Wistar patkanyokat intraperitonealis ketamin (72 mg/kg) és xylazin (8 mg/kg) kombinacioval altattunk.
Az arc oldalso teriiletét leborotvaltuk, és egy ,,L” alaki metszés utan a pofabér 6vatosan felemelésével
lathatova valt az arcideg marginalis mandibulae aga a bukkalis teriileten. A bajuszmozgas kivaltasahoz
az ideg proximalis részét unipolaris (0,1 mm) elektréddal stimulaltuk. Unipolaris tiielektrodakat
(26-gauge) helyeztiink a bajusz sz6rok teriiletére, hogy mérhessiik az izmok aktivitasat. A fold
elektroda subcutan, az izom és az ideg kozelébe keriilt. A stimulaciok bifazisos, szupramaximalis
négyszogingerléssel torténtek (1 mA for 250 pus), és az EMG aktivitast az ismételt egyszeri stimulaciok
utan rogzitettiik. Az alapaktivitds meghatdrozasa utan a beadott szerek hatasat vizsgaltuk. Az
anyagokat perineuralisan, a stimulacios elektrodtol distalisan adtuk 20 pl-es térfogatban.

A csoportokban az allatszam 6-10 kozott valtozott. A méréseket a vizsgalt anyagok beadasa utan 30,
60, 90, 120 masodperccel, azt kovetden pedig 2 percenként végeztiik 30 percig. Az adatok atlagai 0,5-2,
4-10, 12-20 és 22-30 perces id6intervallumokban keriiltek elemzésre, mint 1., 2., 3., és 4. idoperiodus.
Az amplitadok szazalékos eltérését szamoltuk ki az alapmérések atlagahoz képest az egyes mérési
pontok esetén, az anyagok beadasa utan.

A gorbe alatti teriiletek (AUC) értékét kiszamoltuk a 30 perces id@szakban, hogy megkapjuk a dézis-
hatas gorbéket az egyes ligandok esetén. A hatasok idobeli vizsgalatara ismételt méréses variancia
analizist hasznaltunk. A post-hoc elemzésekhez Newmann-Keuls tesztet hasznaltunk (p érték <0,05

értékeltiik szignifikansnak).



Eredmények

A perineuralisan adott oldoszer nem befolyasolta az ismételt kivaltott valaszokat a vizsgalt 30 perc

alatt.

Klasszikus lokalanesztetikumok

Az sszes készitmény (lidocain, bupivacain és ropivacain) elhuzodé hatést valtott ki, és csokkentette
az EMG hullamokat a nagyobb dozisok esetén. A linearis regresszids gorbék az AUC adatokon
dozisfiiggd hatast irtak le mindegyik anyag esetben, enyhe kiilonbségekkel az effektivitasban; igy az
EDsy a lidocain esetén volt a legmagasabb, mig a bupivacain és ropivacain némiképp nagyobb
potenciallal birt. A hatasokat vizsgilva megallapithatd, hogy az 1. idSperiodusban a lidocain
hatdsosabb volt, mint a masik két szer, ami az irodalmi adatoknak megfeleléen a gyorsabb
hatéskifejlédést igazolja. A lidocain hatdsa csokkent a 4. idéperiddusra, mig a ropivacain és bupivacain
elhizodo blokadot okozott. A QX-314 6nmagaban hatastalan volt (380 nmol), de kombinaciokban

alkalmazva elnyujtotta a lidocain hatasat.
Nisoxetin

A linearis regresszios gorbe a nisoxetin esetén limitalt hatdsossagot irt le a klasszikus helyi

érzéstelenitékhoz képest.
Capsaicin, arachidonsav és arachidonil-etanolamid

Az AA még nagy dozisban sem okozott szignifikans valtozast a kivaltott valaszokban. Ugyanakkor,
mind a capsaicin (663 nmol), mind az AEA (567 nmol) az éltalunk alkalmazott kozépsé dozisban

50%-os gatlast eredményezett, de mind az alacsonyabb, mind a magasabb dozis hatastalan volt.
Kinurénsav

A KYNA perineuralis alkalmazasa (528.6 nmol, 100 pg; mely motoros kiesést és érzéskiesést okozott

gerincvel6i szinten) nem befolyasolta a kivaltott valaszokat.

Megbeszélés



Eredményeink bizonyitjak, hogy ez az in vivo modell megbizhatdan szolgaltat adatokat legalabb 30
percen keresztiil a8 motoros ideg ingerlékenységérdl, mivel ez id6 alatt az ismételt kivaltott valaszok
nem valtoztak, és egyik oldoszer sem okozott valtozast a valaszgorbékben.

lgazoltuk, hogy a klasszikus helyi érzéstelenit6k kismértékii potencial kiilonbséggel, de nagy
hatékonysaggal gatoljak a kivaltott akcios potencialokat a csak motoros rostokat tartalmazo idegben.
Kimutattuk tovabba, hogy a QX-314 6nmagaban nem okoz valtozast a motoros funkcioban, de korabbi
vizsgalatokkal megegyezben elnyujtja a lidocain hatasat, ami megmagyarazza a perisciatikus beadas
motoros paralizisét lidocainnal és ropivacainnal egyiitt alkalmazva.

Eredményeink ravilagitottak, hogy a nisoxetin gyenge potenciallal bir ezen a modellen. Néhany
korabbi irodalmi adat azt igazolta, hogy a nisoxetin gatolja a VGSC-ket in vitro modellekben, és
dozisfiggd gatlas érhetd el vele spinalis anesztézia esetén patkanyokban. Az ellentmondés oka az
alkalmazott modellek kozotti kiilonbségekben keresend6. A korabbi modellek a szenzoros funkciora
fokuszaltak, igy felteheten a motoros és szenzoros rostok kozotti kiilonbségek okozhatjak ezt az
eltérést a hatékonysagban.

Feltérképeztiik a tobbszorosen telitetlen zsirsavak, mint az arachidonsav és az arachidonil-etanolamid,
illetve a capsaicin EMG aktivitasra gyakorolt hatasait is. Az AA hatéastalannak bizonyult, mig az AEA
és a capsaicin U-alaki dézishatas gorbéje U-alaku volt. Ellentétben a korabbi in vitro eredményekkel,
a mi eredményeink azt sugalljak, hogy ezek a ligandok alacsony dézisban hatéstalanok.

A KYNA intrathecalis alkalmazasa fajdalomcsokkent6 hatassal bir kiilonb6z6 modelleken. A hatékony
dozis motoros paralizist is okozott a klasszikus helyi érzéstelenitkhoz hasonldéan. Mivel a
perineuralisan alkalmazott KYNA nagy dézisban sem volt semmilyen hatassal a motoros funkciora,
feltételezhetjiik, hogy gerincvel6i szinten sem a VGSC-ken hatott, hanem feltételezhetéen az NMDA
receptorokon.
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Koszonetnyilvanitas

Legmélyebb halamat szeretném kifejezni Horvath Gyongyi professzorasszony felé, az egy évtizednyi
irAnymutatas és timogatas miatt. Onzetlen munkéja tobb volt, mint hatalmas segitség, amit a tézis
irasahoz és a kisérletek elvégzéséhez nytjtott. Tudomanyos és kritikus gondolkodasra tanitott, ami az
egyik legfontosabb eszk6z a klinikai munkam soran, de a mindennapi életben is. Amellett, hogy
kivételes tudods, valédi mentor is szamomra.

Meg szeretném koszonni a folyamatos segitséget és tamogatast Kékesi Gabriellanak, ami esszencialis
volt a tézis megirasakor, valamint a munka végsé fazisaiban is.

Szintén szeretném halamat kifejezni Petrovszki Zitanak a kisérleti munkahoz nyujtott oriasi segitséget.
Koszonom Tuboly Gabornak a lehetdséget, hogy csatlakozhattam kivalé munkajahoz.

K6szondm Abraham-Tandari Agnesnek a tiirelmet és a faradhatatlan munkat, szamtalan modon segitett
a munka soran.

Halamat szeretném kifejezni Liszli Péternek a segitségért, amit a kisérleti protokoll és az eszk6zok
Osszeallitasaban nyujtott.

Oszinte halaval tartozom az egész csapatnak, és kivaltképp Jancsé Gabor és Benedek Gydrgy
professzor uraknak, amiért csatlakozhattam intézetiikhoz, és hozzaférést biztositottak a kutatasi
infrastruktrahoz.

Halaval tartozom Szikszay Margitnak, amiért bemutatott ennek a nagyszerii csapatnak. Biztatott, hogy
folytassam tudomanyos képzésemet, és mikor sziikségem volt ra, bélcsen és ellentmondast nem tiirve

raterelt a megfelel6 utra.



