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Bevezetés

A féjdalom szerves része életiinknek, egy olyan életfontos jel, mely a szervezetiinket érd, azt karositd
ingerre figyelmeztet. A Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag (IASP) definicioja alapjan a fajdalom: ,,eqgy
kellemetlen szenzoros és emocionalis élmény, amely 6sszefligg aktualis vagy potencialis sériiléssel,
vagy azok keretében leirhato" (Merskey és Bogduk 1994). Az IASP 2010-ben deklaralta, hogy a
megfeleld fajdalomcsillapitas alapvetd emberi jog, megallapitotta, hogy a kronikus fajdalom egy
0nallo entitas, melynek kezelése az orvostudomany egy oOnallo szakteriilete, amely megfeleld
gyakorlatot és forrast igényel (Declaration of Montreal 2013). A fajdalom kezelése, kiilondsen
kronikus esetekben, jelentds egészségiigyi probléma, melynek stlyos kovetkezményei érintik az

egyént, annak csaladjat és a szocialis, egészségiigyi ellatd rendszert.

Az oOpioidok, elsésorban a morfin és annak szarmazékai maig a leghatékonyabb készitmények a
fajdalom csillapitasaban. Baziskészitményként tekintenek rajuk a sulyos, akut és kronikus
fajdalommal jaré korképek kezelésében. A kronikus, nem daganatos jellegli fajdalomesillapitasban a
hosszan tartd Opioid kezelés szerepe vitatott, de az 0j terapias utmutatasok javasoljak hasznalatukat
még ilyen esetekben is (Trescot és mtsai, 2008). Az opioidok alkalmazhatdsagat alapvetéen
meghatérozza mellékhatasaiknak gyakorisaga és sulyossaga. Ujtipusi, kedvezdbb mellékhatas profil
opioid szarmazékok fejlesztésével ndvelhetjiik a kezelés hatékonysagat és a beteg biztonsagat.

Az 1990-es évek elején izolaltak és klonoztak a harom nagy opioid receptor csaladot, a u (MOR), «
(KOR) ¢és 6 (DOR) receptor tipusokat (Law és Loh 1999, Pasternak, 2004). 1994-ben egy negyedik
taggal boviilt az opioid receptorok csaladja, nociceptin vagy orfanin FQ receptor (NOP) vagy opioid
receptor-like orphan receptor (ORL) néven (Mollereau és mtsai, 1994; Meunier és mtsai, 1995). Az
opioid receptorok a G-fehérjéhez kotott heptahelikalis transzmembran (7-TM) receptor (GPCRS)
szupercsalad tagjai. A morfin mellett szamos ligand, beleértve endogén peptideket képesek aktivalni
ezen receptorokat (pl. endorfinok, enkefalinok és dinorfinok), melyekre jellemz6, hogy az N-
terminalis végen Tyr-Gly-Gly-Phe szekvenciat tartalmaznak. 1997-ben Zadina munkacsoportja
szarvasmarha és emberi agyvel6bdl meghatarozott egy 0j szekvenciat, endomorfin-1 néven (Tyr-Pro-
Trp-Phe-NH,), mely jelent6s affinitast mutatott a p-o6piod receptorhoz (Zadina és mtsai, 1977;
Hackler és mtsai, 1997). Ugyanakkor egy masik, csaknem hasonloan potens anyagot is izolaltak,
amely csak egy aminosavban tért el az endomorfin-1-t61 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,), az endomorfin-2
(EM-2) nevet kapta (Zadina és mtsai, 1977; Hackler és mtsai, 1997). Mindkét ligand hatranya, hogy
rovid hatastartammal bir, mely korlatozza felhasznalhatésagukat. Az opioid peptidkutatds {6
célkitlizése, hogy olyan uj fijdalomcsillapitokat fejlesszenek ki, melyek képesek kivaltani a morfint,
annak ismert mellékhatasaitol mentesen (Olson és mtsai, 1998). A természetes aminosavak modositasa
kiilonboz8 poziciokban 2°,6’-dimetil-tirozinra (Dmt!)-re, 2-aminociklohezan-karboxilsavra [cis-
(1S,2R)Ache?/cis-(1R,2S)Ache?], B-metilfenilalaninra [(2R,3R)BMePhe?/(2S,3S)BMePhe?] és para-

fluorfenilalaninra (pFPhe?), proteolitikusan stabil vegyiiletet eredményezett, magas MOR aktivitassal



(Mallareddy és mtsai, 2011). A vizsgalati eredmények azt igazoltak, hogy a Dmt' és Ache?-t
tartalmazo analégok fokozott MOR aktivitassal rendelkeznek, fliggéen a beépiilt Ache?
konfiguracidjatol. A szarmazékok kombinalasa pFPhe*-val vagy PMePhe*-val magasabb kotddési

potencialt eredményezett, mig a hatdsossdguk nem kiilonbdzott az eredeti ligandtol.

A vilag szamos orszagaban a kannabiszt széles korben hasznaljak fajdalomesillapitasra, igy
napjainkban a készitmény iranti érdeklddés megnovekedett. A kannabinoid receptorok (CB1 és CB2)
felfedezése utan, melyek szintén a GPCRS szupercsalad tagjai (Howlett és mtsai, 2002), a kovetkez6
1épést endogén ligandjaiknak a meghatarozasa jelentette. Az els6 agyi metabolit, mely aktivitast
mutatott a CB1 receptorral, az arachidonoil-etanolamid (anandamid, AEA) volt (Devane és mtsali,
1992), melyet a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) kovetett (Mechoulam és mtsai, 1995; Stella és mtsai,
1997).

Az AEA kotédve a CB1 receptorhoz, agonista hatast fejt ki. CB2 kotédése is bizonyitott, bar
biologiailag szignifikans hatast itt nem tapasztaltak (Devane és mtsai, 1992; Felder és mtsai, 1995;
DiMarzo és Deutsh 1998). Ugyanakkor az anandamid egyéb receptorokkal is kélcsonhatasba 1ép, igy a
kapszaicin-szenzitiv tranziens receptor potencial vanilloid 1-vel (TRPV1), mely szintén szerepet
jatszik antinociceptiv hatasaban (Zygmunt és mtsai, 1999; DiMarzo és mtsai, 2002; Horvath és mtsai,
2008). A 2-AG aktivalja a CB1 receptort, noha a kot6dési affinitasa relative alacsony, ugyanakkor
nem rendelkezik TRPV1 aktivitassal (Mechoulam és mtsai, 2003).

A gyulladas okozta fijdalomban a kannabinoidok hatasat széles kortien vizsgaltadk periférias
(Richardson és mtsai, 1998; Hargraeves és mtsai, 1998), spinalis (Hohmann és mtsai, 1998; Drew és
mtsai, 2000) és intracerebralis (Lichtmann és mtsai, 1996; Martin és mtsai, 1999) alkalmazas mellett.
A hatékony fajdalomcsillapité dozis alkalmazasa mellett azonban gyakran észleltek mellékhatasokat,
melyek korlatoztak alkalmazhatosagukat, kiilondsen a kronikus allapotok kezelésében. Egy lehetséges
alternativat jelenthetne egy szelektiv CB1 receptor agonista, mely nem jut at a vér-agy gaton, igy
csokkentve a mellékhatas profilt. Tovabbi lehetéség a CB1, CB2 receptor hatas ndvelésére a
kannabinoidok lebontasanak szelektiv gatlasa, mellyel novelheté az endogén kannabinoidok szintje
(Kathuria és mtsai, 2003).

A hemopresszin (HP) egy nonapeptid (H-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Leu-Leu-Ser-His-OH), mely a
hemoglobin a lancabol szarmazik, kivonasara patkany agyszovetbdl keriilt sor (Rioli és mtsai, 2003;
Lippton és mtsai, 2006). Elnevezése abbdl ered, hogy képes kis mértékben a vérnyomast emelni. In
vitro tanulmanyok igazoltdk, hogy a HP inverz agonistaként kapcsolodik a CB1 receptorhoz, képes
mind a periférids, mind a centralis fajdalom utat in vivo befolyasolni (Heimann és mtsai, 2007; Dodd
¢és mtsai, 2010). Ezen tanulmanyok megallapitasai szerint a HP el6kezelés fajdalomcsillapitd hatasa

lokalis, szisztémas, spinalis valamint agyi szinten.



Célkitiizéseim

Uj EM-2 szarmazékok: EMD1: Tyr-(1S,2R)Ache-Phe-pFPhe-NH2, EMD2: Tyr-(1S,2R)Ache-

Phe-(2S,3S)bMePhe-NH2, EMD3: Dmt-(1S,2R)Ache-Phe-pFPhe-NH2, EMDA4: Dmt-

(1S,2R)Ache-Phe-(2S,3S)bMePhe-NH2) antiallodinias doézis-hatas vizsgalata, valamint

Osszehasonlitasuk  morfinnal, krénikus gyulladasos fajdalom modellben, intratekalis

alkalmazas soran.

e Intratekalisan alkalmazott anandamid és 2-AG fajdalomcsillapité hatasanak jellemzése, akut
iziileti gyulladasos modellben.

e A hemopresszin fajdalomcsillapitd hatasossaganak megallapitasa spinalis szinten, akut iziileti
gyulladasos modellben.

e Annak meghatarozasa, hogy a 2-AG hatasat hogyan befolyasoljak az intratekalisan

alkalmazott CB1 és CB2 antagonistak illetve a hemopresszin gerincvel6i szinten, akut iziileti

gyulladdsos modellben.

Anyag és médszer

Kisérleteinket him Wistar patkanyokon végeztiik a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi és Etikai
Bizottsaga altal jovahagyott kisérleti protokoll alapjan.

Kisérleteink soran a koOvetkezé szereket hasznaltuk: ketamin hidroklorid, xylazin hidroklorid,
gentamicin, mononatrium-jodoacetat (MIA), A-karragén, morfin hidroklorid, lidokain, 2-arachidonoil-
glicerol (2-AG), arachidonoil-etanolamid (anandamid), AM 251 (CB1 receptor antagonista),
SSR144528-2 (CB2 receptor antagonista), EM-2 ¢és szarmazékaik; EMD1: Tyr-(1S,2R)Ache-Phe-
pFPhe-NH2, EMD2: Tyr-(1S,2R)Ache-Phe-(2S,3S)p MePhe-NH2, EMD3: Dmt-(1S,2R)Ache-Phe-
pFPhe-NH2, EMD4: Dmt-(1S,2R)Ache-Phe-(2S,3S)BMePhe-NH2, dimetil szulfoxid (DMSO), etanol

valamint hemopresszin.

Intratekalis katéterezés

Az allatok elaltatasat kovetéen (ketamin hidroklorid és xylazin, 72 illetve 8 mg/kg intraparitonealisan)
az intratekalis (i.t.) katétert a cisterna magnan keresztiil vezettik be a szubaraknoidalis térbe
kaudalisan 8,5 cm mélységben (Yaks és Rudy 1976). Ez a szint (T12-L12) a patkanyok hatsé mancsat
beidegzé szegmentumok magassiaganak felel meg (Dobos és mtsai, 2003). Azokat az allatokat,
amelyekben a beavatkozas utan neurologiai deficit alakult ki (10 %), illetve azokat, amelyeknél 100

ug lidokain beadasa utan nem mutatkozott paralizis egyik mancsban sem (0.5 %), kizartuk a tovabbi



vizsgalatbol (Dobos és mtsai, 2003). Az allatok felépiilésére legalabb 4 napot biztositottunk. A

vizsgalatot végzo személynek nem volt tudomasa az alkalmazott kezelésrol.

Gyulladas 1étrehozasa

Elsé kisérleti sorozat

Az iziiletbe adott MIA, a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gatlasa révén a kondrocitak
gliikkolizisét befolyasolja, ezaltal porckarosodashoz, kovetkezményes fajdalomhoz vezet, ezért az
oszteoartritisz fajdalom modelljeként alkalmazzak (Bove, 2010). Az osteoartritiszt az allatok jobb
hatso labanak a tibio-tarsalis iziiletébe, két egymast koveté napon injektalt MIA-val (1 mg/30uL)
valtottuk ki.

Masodik kisérleti sorozat

A gyulladast ebben a kisérlet sorozatban A-karragén (tengeri vords algabdl kivont szulfatalt
mukopoliszacharid, 300 pg/30ul) intraartikularis adasaval hoztuk létre, melyet az allat egyik hatso

tibio-tarsalis iziiletébe fecskendeztiink (Dobos és mtsai, 2003; Mécs és mtsai, 2009).

Mindkét Kkisérleti sorozatban a létrejott gyulladast az iziilet duzzanata jelezte, melyet az

anteroposterior és mediolateralis &tmér6k mérésével igazoltunk, mind a kisérlet elején, mind a végén.

Magatartas teszt

A labelhuzas kiiszobértékét a talpi nyomas mérésével allapitottuk meg, melyet dinamikus talpi

eszteziométerrel mértiink (Ugo Basile, Comerio, Italy). A maximalis nyomasérték 50 g volt.

Kisérleti protokoll

Elso kisérleti sorozat

MIA beadasa el6tt meghataroztuk a tibio-tarsalis iziilet atméréit és a mechanikus labelhuzas
kiiszobértékét. A méréseket a 7 és 14. napon megismételtiik. Ezt kdvetéen keriilt sor az i.t. kaniil

beiiltetésére. Egy hét elteltével (a 21. napon) meghataroztuk a MIA beadasa utani értékeket, majd a

kivalasztott négy Gj EM-2 ligand kiilonb6z6 dézisanak (0.3, 1, 3 és 10 pg) antiallodinias hatasat.



A kontroll csoport fiziologias sooldatot kapott. A pozitiv kontroll csoport egyedei 10 pg morfint
kaptak. A fajdalom kiiszob meghatarozasara 10, 20, 30, 45, 60, 70, 90 és 120 perccel az i.t. beadast
kovetden kertilt sor. Az értékek atlagat 10-30, 45-70 és 90-120 perces id6kozokben analizaltuk.

Masodik kisérleti sorozta

Az iziileti atméré és a mechanikai labelhuzasi kiiszob meghatarozasat kovetden beinjektaltuk a
karragént (karragén beadasa el6tti érték). A mérést 3 oraval a beadas utan megismételtiik (karragén
beadasat koveto érték). Ezt kovetden keriilt sor a HP (0.3, 1, 3, 10, 30 ug), 2-AG (1, 10, 100, 200 png)
vagy anandamid (10, 30, 100, 200 pg) i.t. beadasara, valamint az érzékenység vizsgalatara 10, 20, 30,
45, 60, 75, 90 és 105 perc elteltével.

A 2-AG fajdalomcsillapitdé hatasaban szerepet jatszo CBL illetve CB2 receptorok érintettségének
meghatarozasahoz az allatok egy részét eldkezeltik AM251-vel (CB1 receptor antagonista, 10 pg)
vagy SSR-144528-val (CB2 receptor antagonista, 15 ug) 20 perccel a 200 pg 2-AG beadasa eldtt. A
HP antagonista potencialjanak vizsgalatahoz 3 vagy 30 pg Hp-t egyidében adtunk 200 ug 2-AG-val.

Statisztikai analizis

Az adatokat egyszempontos és Gsszetartozo mintas varianciaanalizissel vizsgaltuk. Post hoc tesztként
a Fisher LSD tesztet alkalmaztuk. A p értéket 0.05 érték alatt tekintettiik szignifikansnak. Az értékek
analiziséhez a STATISTICA (Statistica Inc.Tusla, Oklahoma, USA) szoftvert hasznaltuk.

Eredmények

Iziileti 6déma

Els6 kisérletben a MIA beadasat kovetden jelent6s térfogat novekedést tapasztaltunk a gyulladt
bokaiziiletben, 6sszehasonlitva az ellenoldallal (48.4+0.37 mm? szemben 38.3+0.15 mm?, p<0.01).

A masodik kisérletben 3 oraval a karragén beinjektalasat kovetéen szignifikansan, a beadasi értékhez
képest jelentdsen megnovekedett a boka teriilete (36£0.1 mm?2-r6l 73+0.5 mm?-re p<0.01).

Az 6déma mértékét egyik kezelés sem befolyasolta.



Mechanoszenzitivitas

Elso kisérletsorozat

Az alap labemelési kiiszobérték 41+0.6 g volt. Ezt a MIA beadasa jelentGsen csokkentette, egy héttel a
beadast kovetden 15+0.6 g volt, mely késobb 24+0.5 g értéken stabilizaloédott. A MIA nem
befolyasolta az ép oldal fajdalomkiiszobét (43+0.5 g).

Mindegyik alkalmazott EM-2 szarmazék fajdalomcsillapitd hatast valtott ki, igy dsszehasonlitottuk az
analogok kiilonbozé dozisainak hatasat az eredeti EM-2-vel. A post hoc 6sszehasonlitas feltarta, hogy
a legalacsonyabb dozis (0.3 pg) mellett az EMD3 és az EMD4 rendelkezik fajdalomcsillapito hatassal,
mig az EM-2 és a masik két szarmazék hatastalannak bizonyult. 3 pg dézis beadasa esetén mindegyik
szarmazék és az EM-2 is hatasos Volt. Post hoc Gsszehasonlitas igazolta, hogy az EMD3 az utolso6
id6intervallumban (75-120 min) hatasosabb volt, mint az EM-2. Mivel a legmagasabb dozis (10 ug)
mellett az EMD3 elhuzod6 paralizist okozott, ezért ebben a dozisban, ezt a ligandot nem analizaltuk.
A post hoc vizsgalat igazolta, hogy mindegyik szer a kontroll csoporttal dsszehasonlitva hatasos volt
az elsé ¢és masodik periodusban, az EMD4 azonban a teljes periodus alatt hatékonyabb volt, mind a
kontroll, mind az EM-2-h6z viszonyitva. A morfin (pozitiv kontroll csoport) elhizod6 hatasu, nagy
hatékonysagu fajdalomcsillapito tulajdonsdgot mutatott. EM-2, EMDI1 ¢s EMD2 a morfinhoz hasonlo
hatast csak a vizsgalat els6 szakaszaban (10-30 min) mutatott, mig az EMD4-nek a teljes peridédusban

a morfinnal megegyez6 hatasat igazoltuk.

Masodik kisérletsorozat

Az alap mechanikai labelhtazasi kiiszobérték 45+0.4 g volt, a karragén ennek szignifikans csokkenését
eredményezte a gyulladt oldalon (10+0.3 g), de az ép oldalra szignifikans hatasa nem volt.

HP-nek az alkalmazott dézisok mellett (0.3-30 pg) sem szignifikans antiallodinias, sem motoros
gyengiilést okozo hatasa nem volt.

2-AG fokozatosan kifejlodd, dozisfiiggd antiallodinias hatast fejtett ki, mely maximumat a 45-60
percben érte el. gy, amig a 2-AG 1 pg dozisban hatastalan volt addig, 200 pg dézis mellett elhuzodo
hatast mutatott. Az anandamid dozisfiiggd fajdalomcesillapito hatassal rendelkezett, mely a maximumat
a beadast kovetden koriilbeliil 20 percre érte el. 10 pg anandamid hatastalannak bizonyult, mig a 200
ug elhuzodo elhtizodo hatast fejtett ki.

CB1 ¢s CB2 antagonista AM251 ¢és SSR144528-2 hatasat vizsgalva megallapitottuk, hogy
onmagukban adva egyik sem befolyasolta a fajdalom kiiszobértékét. AM251 elokezelés antagonizalta
a 2-AG (200 pg) dozis mellett jelentkezé antiallodinias hatasat, mig az SSR144528-2 ezt nem



befolyasolta. 3 vagy 30 nug HP és 200 pg 2-AG egyiittes adasa szignifikansan csokkentette a 2-AG

fajdalomecsillapito hatasat.

Megbeszélés

Elso kisérlet sorozat

Szamos  endomorfin  derivitum  fajdalomcsillapit6  hatasat  igazoltdk  szisztémds  és
intracerebroventricular (i.c.v.) alkalmazas soran, akut fajdalom tesztekben, ellenben csak néhany
tanulmany vizsgalta spinalis alkalmazas esetén ezen készitmények hatasossagat. Ugyanakkor nem
rendelkeziink adatokkal ezen vegyiiletek hatasarol kronikus fajdalom modellben. Kiilonboz6 ciklikus
EM-2 analogok sokkal hatasosabb és/vagy elhuzodobb fajdalomcsillapitd hatastiaknak bizonyultak
hot-plate (Hp) tesztben egerekben i.c.v. adast kdvetéen, mint az eredeti ligand (Kruszynski és mtsai,
2005; Perlikowska és mtsai, 2009, 2010). D-aminosavat tartalmaz6 EM analdégok szintén hatasos
fajdalomesillapitoknak bizonyultak Hp és tail-flick (TF) tesztekben i.c.v. alkalmazas mellett
egerekben. (Liu és mtsai, 2007; Pelikowska és mtsai, 2010). Akut Hp tesztben a természetes (pl.
arginin) vagy nem természetes aminosavakat (pl. fenilglicin vagy homofenilalanin) tartalmazé EM
analogok mutattak jelentésebb és/vagy fokozottabb fajdalomcsillapitdé hatast egerekben i.c.v.
alkalmazas soran (Gao és mtsai, 2006; Yu és mtsai, 2007, Wang és mtsai, 2011). Némely analog,
szemben az eredeti liganddal, képes periférias adast kovetéen fajdalomcsillapitd hatast Kifejteni, mely
arra hivja fel a figyelmet, hogy ezen anyagok képesek atjutni a vér-agy gaton (Hau és mtsai, 2002;
Kruszynski és mtsai, 2005; Shi és mtsai, 2007; Perlikowska és mtsai, 2010; Bedini és mtsai, 2010;
Wang és mtsai, 2010). Egymast kovetd pozicidban 1évé N-metilalt aminosavat tartalmazo EM-2
analogok nagyobb fajdalomcsillapitd hatassal rendelkeznek centralis bejuttatast kovetéen egerek Hp
tesztjében (Kruszynski €és mtsai, 2005). Korabbi dimetil EM-2 anal6got (Dmt'-EM-2) viszgalo
tanulmany fajdalomesillapitd hatast mutatott i.t. beadas soran formalin tesztben (Labuz és mtsai,
2003). Dmt!-EM-2 altal kifejtett fajdalomcsillapité hatas az elsé fazisban megegyezett az EM-2-vel,
de a masodik fazisban ez el6bbi hatiasa sokkal nagyobb volt. Ez megegyezett az altalunk
tapasztaltakkal, EMD1 és EMD2 hasonl6 hatasu volt az EM-2-vel, és ez 6sszhangban van a KIMOR
értékeikkel (Mallaredy és mtsai, 2011). EMD3 és EMD4 fokozott affinitast mutat a MOR-hoz in vitro
(Mallaredy és mtsai, 2011). Ebbdl kovetkezoleg modelliinkben az elhuzddé fajdalomesillapitod hatas a
nagyfoki MOR aktivitasnak és megnovekedett metabolikus stabilitasnak kdszonhetd. Valamennyi,
elézbleg emlitett tanulmanyt akut fajdalom modellekben végezték. Az oszteoartritisz a vilagon
emberek millioit érintd allapot, mely krénikus fajdalom kialakulasahoz vezet. Ujabb vizsgalatok
igazoltak, hogy a MIA altal kivaltott iziileti fajdalom szignifikans valtozasokkal jar a gerincveld

szintjén is (Lee és mtsai, 2011). Eredményeink igazoltak, hogy a morfin, EM-2 és az alkalmazott
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derivatumainak i.t. alkalmazasa csokkenti a MIA altal 1étrehozott mechanikai allodiniat, alatamasztva
a gerincvelében az opioid receptorok szerepét ezen tipusu fajdalomban.

Megallapitottuk, hogy az 0j, nem természetes aminosavakat tartalmazé EM-2 analdgok dozisfiiggd
fajdalomcesillapitd hatassal rendelkeznek. Az in vitro eredményekkel Osszhangban, in vivo
tesztjeinkben a magas MOR affinitassal és hosszu felezési idével rendelkezé ligandok (EMD3 és
EMDA4) esetében tapasztaltuk a legnagyobb hatast.

Eredményeinknek koszonhetden el6szor igazoltuk, hogy az EM-2 komplex moddositasa Dmt,
aliciklikus B-aminosav, pMePhe és pFPhe révén, hatékony és elhuzodd hatasu fajdalomcsillapitast
eredményez kronikus artritisz modellben. EM-2 fenti strukturdlis modositdsai igéretes stratégiat
jelenthetnek 0j endorfin analogok Kifejlesztéséhez, mely novelheti a terapias felhasznalhatosagukat,

azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy ezen ligandok lehetséges mellékhatasait tisztazzuk.

Maisodik kisérlet sorozat

Kisérleteinkben a spinalisan alkalmazott anandamid ¢és 2-AG szignifikansan csokkentette a
mechanikai érzékenységet gyulladasos fajdalomban.

A kannabinoidok hasznalata a kiilonb6z6é fajdalmas allapotokban széles korben ismert, a hatas jol
dokumentalt, mind spinalis, mind supraspinalis és periférias alkalmazas mellett (Hohmann 2002;
Guindon és mtsai, 2007), ugyanakkor az endogén ligandok hatasairdl, kiilonosen spinalis szinten,
relative kevés adat all rendelkezésre. Korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy az i.t. alkalmazott
anandamid csokkenti az érzékenységet akut h6-fajdalom tesztben (Hp és TF teszt), tovabba a termalis
hiperalgéziat akut, karragén altal kivaltott, gyulladdasos modellben. A fenti hatasok kialakulasaban
mind a CB1, mind a TRPV1 receptor szerepet jatszik (Yaksh és mtsai, 2006; Horvath és mtsai, 2008;
Tuboly és mtsai, 2009). Tudomasom szerint mi vagyunk az elsdk, akik igazoltak az anandamid gatlo
hatasat mechanikai allodiniaban spinalis szinten.

Az anandamid szamtalan rendszert befolyasolhat (CB-, TRPV1-, glicin-, szerotonin-3 receptor) és az
észlelt hatas ezek egyiittes eredménye (Hajos és mtsai, 2001; Oz és mtsai, 2002, 2006; Kim és mtsai,
2005; Lozovaya és mtsai, 2005; Hejazi és mtsai, 2006). Korabban szamos szerz6 felvetette, hogy
mivel a nagy dozisu anandamid atmeneti fajdalmat okoz, a TRPV1 deszenzitizalasa befolyasolhatja az
anandamid fajdalomesillapité hatasat (van de Stelt és mtsai, 2005; Horvath és mtsai, 2005). igy
lehetséges, hogy a serkentd és gatld transzmitterek felszabadulasanak a valtozasa befolyasolhatja a
projekcios, a szenzoros és/vagy interneuronok aktivitasat.

2-AG, hasonléan az anandamidhoz, csokkentette az allodiniat karragén altal kivaltott artritisz
modellben, és ez a hatas CBI1 antagonistaval gatolhat6, de nem CB2 antagonistaval. 2-AG, a
legnagyobb mennyiségben rendelkezésre allo endogén kannabinoid, koncentracidja az agyban 50-500

s

(Kondo és mtsai, 1998; Agarwal és mtsai, 2007). 2-AG CB1 és CB2 receptor agonista, de nem kotédik



11

a TRPV1 receptorhoz (Mechoulam és mtsai, 1995). Csak kevés szamu bizonyiték tdmasztja ala a 2-
AG fajdalomcsillapitd potencialjat. A 2-AG mint transzmitter részt vesz az endokannabinoidok altal
kozvetitett stressz indukalta analgézidban (Hohmann és mtsai, 2005; Suplita és mtsai, 2006). Igy 2-
AG, de nem anandamid, felszabadulas észlelheté a gerincvel6ben az n. footshock stressz esetében
(Suplita és mtsai, 2006, Hohmann és Suplita 2006). Ugyanakkor, monoacilglicerol lipaz gatlasaval,
mint a f6 endokannabinoid lebont6 enzim, fokozhaté a stressz indukalta fajdalomesillapitas (Suplita és
mtsai, 2006). Egerekben 2-AG, szisztémas adagolas mellett fajdalomcsillapitd hatast mutatott akut
fajdalom tesztben, csokkentette a spontan aktivitast, és a rektalis hdmérsékletet (Mechoulam és mtsai,
1995; Ben Shabat ¢és mtsai, 1998). Lokalisan alkalmazott 2-AG csokkentette a fajdalomra adott valaszt
formalin tesztben, csokkentette a mechanikai allodiniat és termalis hiperalgéziat neuropatias fajdalom
modellben és szintén hatasosnak bizonyult gyulladasos fajdalomban (Guindon és mtsai, 2007,
Desroches és mtsai 2008; Mecs és mtsai, 2010). A 2-AG helyi fajdalomcsillapité hatasa CB1 és/vagy
CB2 antagonistaval gatolhatdo (Guindon és mtsai, 2007; Desroches és mtsai, 2008; Mecs és mtsai,
2010). Ami a spinalis alkalmazast illeti, mi voltunk az elsok, akik igazoltak a szer fajdalomcsillapitd
hatasat és azt, hogy ez a hatas gatolhato CB1 antagonista készitménnyel (CB2 antagonistaval nem),
allitva ezzel, hogy a 2-AG fijdalomcsillapitdé hatasa spinalis szinten féleg a CBI1 receptor
aktivalasanak a kovetkezménye. CBI1 receptorok megtalalhatok a primer afferens rostok
végzOdéseiben és a gerincveld hatso szarvi interneuronokban (Nyilas €s mtsai, 2009; Hegyi és mtsai,
2009), igy az észlelt fajdalomcsillapitod hatast ezek aktivalasa magyarazhatja. Fontos figyelembe venni,
hogy ezen ligandok képesek befolyasolni a hats6 gyoki ganglionok (DRG) aktivitasat is, mivel a
kannabinoid receptorok megtalalhatok a DRG sejtjeiben (Bridges és mtsai, 2003; Sagar és mtsai,
2005; Abram és mtsai, 2006).

Annak a megallapitasnak, hogy a CB1 és CB2 antagonistak onmagukban alkalmazva hatastalanok
voltak a gyulladasos oldalon és a nem gyulladt oldalon is, tobbféle magyarazata lehet. Az egyik
magyarazat szerint a karragén altal kivaltott mechanikai fajdalom kiiszob (~10-15 g) nagyon alacsony
érték, amely mar nem csokkenthetd antagonista altal. Azonban, mivel a normal oldalon az ingerkiiszob
nem valtozott, igy ez nem valoszinli magyarazat. A masik lehetséges magyarazat az, hogy a
felszabadult endogén kannabinoidoknak nincs szignifikdns gatlé hatdsa gyulladasos kornyezetben a
mechanikai ingerkiiszobre, sem a normal, sem a gyulladdsos oldalon. Hasonl6 kdvetkeztetésre jutottak
csont tumor indukalta fajdalom modellben (Curto-Reyes ¢és mtsai, 2010), ugyanakkor mas
tanulmanyok eredményei azt mutattak, hogy i.t. alkalmazott CB1 receptor antagonistak képesek
kivaltani nociceptiv valaszt (Chapman és mtsai, 1999; Lever és mtsai, 2002). Azt feltételezziik, hogy
az ellentmondé eredmények magyarazata az eltéré fajdalom modell. Mivel tanulmanyunkban nem
hataroztuk meg a felszabadult endogén kannabinoid szintet, igy nem tudjuk elddnteni, hogy az
eredményeink a hianyos termelddésnek a kovetkezményei vagy az endogén kannabinoid agonista

hatasanak a hianya.
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Eddig csak kevés szamll tanulmany vizsgalta a HP in vitro valamint in vivo hatasait. Sejtvonalakban
valamint a striatumban vizsgaltak antitestekkel a HP kotodési karakterisztikajat kiillonb6zo opioid,
kannabinoid, adrenerg, bradikinin és angiotenzin receptorhoz (Heimann és mtsai, 2007). Ezen
vizsgalatok azt igazoltak, hogy a HP a CBL1 receptor inverz agonistaja, igy a HP képes blokkolni a
CBI1 receptort, de nincs hatasa a CB2 receptorra (Heimann és mtsai, 2007; Dodd és mtsai, 2010). A
HP fajdalomcsillapito hatasat vizsgalva Dale és munkatarsai azt talaltdk, hogy intraplantarisan adott
HP (0.1-20 pg) nem befolyasolta a talpi nyomas értékét, de karragén vagy bradikinin el6kezelést
kovetden szignifikansan csokkentette a kialakult mechanikai allodiniat és ezt a hatast oOpioid
antagonistaval nem tudtak gatolni (Dale és mtsai, 2005). Mivel az ellenoldalon alkalmazott HP
ugyancsak ezt a hatast eredményezte, az eredmények a ligand szisztémas hatdsat igazoljdk. Hasonld
tesztben, oralis (50 vagy 100 pg/kg) vagy i.t. (0.5 vagy 5 pg) alkalmazott HP elékezelést kdvetden az
elozo kisérlettel megegyezd eredményt kaptak (Heimann és mtsai, 2007). Ecetsav altal indukalt
visceralis fajdalom modellben intraperitonedlisan alkalmazott (50 vagy 500 pg/kg) HP jelentOs
fajdalomcsillapitd hatdsat igazoltdk. Ezen magas HP koncentracié mellett nem tapasztaltak motoros
gyengiilést vagy a pentobarbital indukalta alvas eltérését.

Sajnalatos moédon az altalunk alkalmazott modellben hasonld fajdalomcsillapité hatast nem
tapasztaltunk. Lehetséges, magyarazat lehet az eltérd beadasi idépont. Az altalunk felallitott
modellben, a kialakult mechanikai allodiniat kovetéen alkalmaztuk a HP-t (utdkezelés), mig a korabbi
tanulmanyokban, ezt megel6zOen alkalmaztak (eldkezelés). Tovabba kiilonbség volt, mind az
alkalmazott fajdalom tesztben (talpi nyomas szemben von-Frey), mind a gyulladaskelt6 anyag
(karragén) beadasanak helyét illetGen is (intraplantar szemben intraartikularis). Eredményeinkkel
Osszecsengenek azok a vizsgalatok, melyek spinalis alkalmazas mellett h6-fajdalom és neuropatias
modellben a HP-t nem talaltak hatékonynak (Hama és Sagen 2011, 2011). A szerzék hatastalannak
tartottdk a HP mint CB1 receptor antagonistat. Ezen megfigyelés ellentétes a mi tapasztalatunkkal,
mivel a HP hasonléan mas szintetikus CB1 receptor antagonistahoz, antagonizalta a 2-AG
fajdalomcsillapitd hatasat. Az eltérd eredmények magyarazata feltételezésiink szerint az eltérd
fajdalom modell (neuropatias szemben akut, gyulladasos fajdalom), valamint a kiilonboz6é kannabinoid
ligand (WIN 55,212-2 szemben 2-AG) alkalmazasa lehet.

Kovetkeztetésként megallapithatjuk, hogy a HP nem volt képes befolyasolni a kisalakult mechanikai
allodiniat, artritisz indukalta fajdalom modellben, de gatolta a 2-AG fajdalomcsillapitod hatasat spinalis
szinten. El6szor igazoltuk a 2-AG fajdalomcsillapité hatasat spinalis szinten és igazoltuk az

anandamid hatasat mechanikai allodinidban, gyulladdsos fajdalom modellben.
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Kovetkeztetések

Megallapitottuk, hogy az uj EM2 derivatumoknak az eredeti ligandhoz hasonld in vivo

hatékonysagat oszteoartritiszes fajdalom modellben.

e EMD3 és EMD4 elnyujtott hatasa azt sugallja, hogy in vivo, ezen készitmények stabilabbak és
magasabb MOR aktivitassal rendelkeznek.

e Morfinnal 6sszevetve csak az EMD4 volt az egész vizsgalati periodusban hatékony.

e Spinalisan adott anandamid és 2-AG szignifikansan csokkentette a mechanikai érzékenységet

gyulladésos fajdalomban.

o Kimutattuk, hogy ebben a modellben, sem a CB1, sem a CB2 antagonista dnmagaban nem

befolyasolja az allodinia mértékét.

e Bizonyitottuk, hogy a 2-AG fajdalomcsillapitdé hatasa megfordithatd CB1 antagonista
készitménnyel, mely azt igazolja, hogy a 2-AG ezen hatasa féleg a CB1 receptor aktivitasanak

a kovetkezménye spinalis szinten.

o Intratekalisan alkalmazott hemopresszin nem volt képes befolyasolni a mechanikai allodiniat
széles dozis-spektrum mellett sem artritisz indukalta fajdalom modellben, de gatolta a 2-AG

fajdalomcsillapito hatasat spinalis szinten.
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