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1. BEVEZETES

Az opioidok ma is a legelterjedtebben alkalmazott analgetikumok, mind akut,
mind kronikus fajdalomban. Sajnos azonban erds fajdalomcsillapité hatasuk mellett
jelentds mellékhatasaikkal is szamolnunk kell, mint az obstipacid, 1€gzés depresszio,
hanyinger-hanyas, szedacid, dependencia ¢és a tolerancia kialakuldsa, amelyek
nagymértékben korlatozzak mindennapi hasznalatukat. Az akut fijdalom csillapitasa
megoldottnak tekinthetd, ellenben a kronikus daganatos és neuropathias fajdalommal,
amelyek jelenleg is intenziv kutatasok targyat képezik, azonban eddig nem taléltak
igazan hatékony ¢és biztonsadgos gyodgyszert elleniik (Eisenberg és Suzan, 2014; Furst,
2008).

A fajdalom kutatdsaban nagy attorést jelentett, amikor a kutatok az 1980-as évek
végén periférias opioid receptorokat azonositottak a szenzoros neuronokon, majd ezek
endogén ligandjait is megismerték. gy olyan j tipust opioidok keriiltek az érdeklédés
kozpontjaba, melyek nem a kézponti idegrendszerben, hanem csak a periféridn hatnak,
kovetkezésképpen centralis mellékhatasaik sem jelentkeznek.

Kutatdsainkat a fenti célok vezérelték, nevezetesen olyan 0 vegyiiletek (14-O-
metilmorfin-6-O-szulfat) megtervezése ¢és vizsgalata melyek fajdalomcsillapito
hatasukat a periférian fejtik ki.

Kisérleteink soran az enkefalin analég DAMGO ([D-Ala”, N-MePhe*, Gly-ol’]
enkephalin) periférias hatasanak alapos vizsgélata arra 6sztonzott benniinket, hogy egy
hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezd vegytiletet alkossunk meg, mely nem jut at a vér-
agy gaton, igy hatasat csak a fajdalom helyén fejti ki. Ezen kisérleteinket és

torekvéseinket foglalja 6ssze az alabbi munka.
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1.1. Irodalmi hattér

A Kklinikai fajdalom kezelése soran azt, hogy milyen féjdalomcsillapitot
valasztunk, a fajdalom tipusa hatarozza meg. Az opioid agonistak, mint a morfin és
szarmazekai a leghatékonyabb vegyiiletek melyekkel a sulyos fajdalmakat csillapitani
tudjuk. Rovid és hosszutdvi hasznalatuk azonban nemkivanatos mellékhatasokat von
maga utan, mint az obstipacio, 1égzésdepresszid, hanyinger, hanyas, szedacio, testi-lelki
fliggdség (dependencia) és tolerancia kialakulasa, amelyek nagymértékben korlatozzak
mindennapi hasznalatukat.

Az 1980-as években nagy attorést jelentett a fijdalom kutatdsaban, hogy a
primer €érzé neuronok periférids idegveégkésziilékén is azonositottak opioid receptorokat,
melyek részt veszenek az opioid fajdalomcsillapitasban. Azota szdmos tanulmany
bizonyitotta, hogy az opioidok képesek hatékony fajdalomcsillapitasra a primer érzo
neuronon 1évo periférias opioid receptorok aktivalasan keresztiil (Stein és mtsai, 2003).
Ezeken a periférias opioid receptorokon hatd vegyiiletek megoldast jelenthetnének a

centralis nemkivanatos mellékhatasok kikiiszobolésére.

1.1.1. A fajdalom utvonala

Az TASP (Interntional Association for the Study of Pain) 1996-ban a fijdalmat a
kovetkezOképpen definidlta: olyan kellemetlen szenzoros €s emociondlis élmény,
amelyet a szovetek aktualis vagy potencialis kdrosodéasa okoz. Mc Caffery 1968-ban igy
ira le: a fajdalom az, amit a beteg annak érez.

A fajdalom komplex élmény, mely megitélése szubjektiv, befolyasoljak érzelmi,
értelmi  és kulturdlis nézetek. A fajdalom bonyolut 0Osszjatéka a jeltovabbitd
érzékelésének (Steeds, 2009).

Nocicepcionak nevezzilk a fijdalom keletkezését, transzmissziojat ¢&s
tudatosulasat. A nociceptorok, a fajdalmat felvevd szabad idegvégzddések, szinte
minden szovetben fellelhetéek, a bortél, az izmokon, iziileteken at, egészen a

zsigerekig. Amint az erds mechanikai, kémiai, elektromos és hd hatdsok elérik a
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fajdalomkiiszobot, fajdalommediatorok szabadulnak fel, melyek ingerlik a
nociceptorokat.

A nociceptoroknak 2 6 tipusa ismert.

Ad rostok, melyek kis atmériijek, mielinhiivelyesek, szabad idegvégzddéseik a
borben taldlhatéak. Magas ingerkiiszobliek, csak extrém mechanikai €és termikus
hatdsokra jonnek ingeriiletbe. Az ingeriiletvezetés sebessége gyors, 15m/s, ezek a rostok
feleldsek az €les, primer, szomatikus fajdalom tovabbitasaért.

A polimodalis nociceptorok, nagy atmérdjii mielinhiively nélkiili C rostok,
melyeket mechanikai, kémiai, termikus ingerek széles skaldaja hoz ingeriiletbe.
Ingeriiletvezetési sebességiik lasst, 1m/s, ezek a rosotok felelések a masodlagos,
zsigeri, diffaz f4jdalomért. A C-rostok megkozelitéleg 15%-a ,,csendes nociceptor”,
ezek csak szoveti sériiléseknél vagy gyulladasos korilmények kozott jonnek
ingertiiletbe.

A fijdalmat két hulldmban érzékeljiik. A fajdalmas ingert kovetden éles,
intenziv, jol lokalizalhat6 fajdalmat érziink, ezért az Ao rostok feleldsek, majd késdbb
ez egy diffuz, tompa, €g6 érzésbe megy at, amit a C rostok kozvetitenek.

Mindkét tipusu afferens rost pseudounipolaris idegtestje a hatsé gyoki
ganglionban talalhato, centralis axonjaik a gerincveld hats6 gydkén keresztiil a hatsod
szarv feliiletes zonaiban 1évé neuronokon végzddnek. A C rostok és néhany Ad rost
foleg a lamina I-ben ¢és IlI-ben (substantia gelatinosa) végzddnek, itt kapcsolodnak at,
mig a tobbi Ad rost tobbnyire a lamina V-ben szinaptizal a felszalld palya neuronjaival.
A lamina II és V fontos teriiletek a fajdalom lokalizacidja és modulacidja szempontjabol
(Steeds, 2009).

A nociceptorok nem, vagy alig adaptalodnak a tartds behatdshoz, sot, tartds
ingerlés hatasara fokozodik az érzékenységiik.

A fajdalom ¢és hdimpulzusokat masodrendii neuronok szallitjdk tovabb a
gerincveld hatso szarvabol. A felszallo afferensek kétféleképpen kapcsolodhatnak at a
masodrendli neuronokra, vagy kozvetleniil szinaptizalnak, vagy interneuron
kozbeiktatasaval. A masodrendli neuronoknak harom tipusat kiilonboztetjiik meg. Az
els6, a specifikus nociceptiv neuronok (nociceptive specific), itt csak magas
ingerkiiszobii Ao és C rostok kapcsolddnak at. Az atkapcsolds a lamina I-ben és II1-ban

talalhatd. A masodik a széles dinamikus s&vli neuronok (wide dynamic range), ezeken
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magas ingerkiiszobili nociceptiv €és alacsony ingerkiiszobii mechanoreceptor afferensek
(ezek az AB rostok, melyek érintési és nyomasi afferensek) végzddnek. A lamina V-ben
¢s VI-ban taldlhatdo az atkapcsolds. Ez az afferens nociceptiv és nem nociceptiv
impulzusokat is szallit, ezért az innen kiinduld palyakat multimodalisnak nevezziik. A
harmadik tipus a nem nociceptiv neuronok (low-threshold), ezek kis intenzitasi, nem
fajdalmas mechanikai/ h6 ingereket szallitanak.

Atkapcsolas utan a felszalld palyak nagy része keresztezédik, azaz a
kontralateralis oldalon halad tovabb, mig kis résziik a belépés oldalan, ipszilateralisan
marad ¢és halad a magasabb régiok felé.

A felszallo palydk koziil az egyik legfontosabb a tractus spinothalamicus.
Mindhéarom tipustt masodrendli neuront megtalalhatjuk itt, elsdsorban a lamina I-bdl és
V-bdl erednek és kontralateradlisan haladnak (Almeida €s mtsai, 2004). A tractus
spinothalamicus-t két részre oszthatjuk, a filogenetikailag régebbi tractus
paleospinothalamicus-ra mely a thalamus nem specifikus intralamindris €és posterior
medialis magjain végzddik. Altalanos fajdalmi reakciokat kozvetit (ébresztés, autonom
valaszok, affektiv reakcid), nincs finom lokalizaci6 és diszkriminacié. A masik a tractus
neospinothalamicus, mely a thalamus specifikus magjaiban végzdédik. A ventralis
posterolateralis maghoz futnak a torzsbol és végtagokbdl érkezd ingerek, mig a fejbdl
érkezd informaciok a ventralis posteromedialis magba jutnak. Finom lokalizacid és
mennyiségi értékelés jellemzi, ezt érzékeljiik akut fajdalomkeént.

Kisugarz6 fajdalom. A hats6 szarv V-lamindjdban a borbdl, illetve a zsigeri
szervekbdl szarmazo primer afferensek azonos felszalld palyan haladnak tovabb, ezért a
thalamus ¢és az agykéreg mar nem képes a fajdalom keletkezésének tényleges helyét
megallapitani, igy a zsigeri fajdalom nem a keletkezés helyén, hanem a test felszinén,
kisugarzé fajdalomként jon l1étre. Head irta le azt eldszor, hogy a visceralis fajdalom
kisugarzik a megfelelé dermatomakba, ezeket nevezzilk Head—féle zonaknak
(Greenberg, 2003). Példaul a szivizom oxigénhidnyat jelenté anginas fajdalom
jellemzden a bal felsé végtagba sugarzik ki.

Tractus spinomesencephalicus, a kozépagy periaquaeductalis
sziirkeadllomanyaban végzddik, itt megy végbe a fajdalomérzet modulacioja. A felszallo
rostok a gerincveld két oldalan haladnak felfel¢ és a kozépagy centralis

sziirkeallomanyaban, féleg szerotoninerg neuronokon végzodnek.
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Tractus spinoreticulothalamicus, fOleg a lamina V, VII, VIII-bdl ered,
kollateralisokat ad az agytorzs formatio reticularisaban 1évé neuronokhoz. Az innen
kiindulé neuronok csatlakoznak a felszallo spinoreticulothalamicus palyahoz, majd a
thalamusbdl kilépve a limbikus kéreghez szallitjdk az informacidkat. Ez a palya foleg a
hangulati elemeket, a fajdalom pszichés komponensét kozvetiti.

Tractus spinohypothalamicus, neuronjai f0képp a lamina I, V, X-bdl erednek.
Fé4jdalmas ¢és nem fajdalmas ingereket kozvetitenek az izmokbol, inakbol, iziiletekbdl,
borbol és zsigerekbodl. A fajdalom kivaltotta hormondlis valaszok kialakitasaban
jatszanak szerepet, a valasz a hipofizisen €s mellékvesén at érvényesiil (Komoly, 2010).

Harmadrend neuronok. Thalamocorticalis palyak adjak a fajdalomvezetés ezen
szakaszat. A nociceptiv informaciok tobb kiilonb6zo ton érik el az agykéreg szenzoros
teriiletét (szomatoszenzoros kéreg, insula, prefrontalis kéreg, anterior cingularis kéreg),
ahol a fajdalom lokalizalasa, feldolgozasa, tudatosulasa torténik. Eddig nem sikeriilt az
agykéregben a nocicepcid szomatotopids elrendezését megfigyelni. A szenzoros
teriiletrdl a fajdalom a frontalis lebenybe tovabbitodik, ahol az affektiv komponense
keletkezik. A thalamus adja a fajdalom negativ élményét. Ha ez sériil, rendkiviil erds
fajdalom jelentkezik az ellenkezd testfélen, valdodi fajdalmas inger jelenléte nélkiil
(thalamus szindroma). Viszont ha megszakitjuk az agykéreg 0sszekottetéseit, a fajdalom

pszichés megélése marad el.

1.1.2. Szupraspinalis gatlas

A szupraspindlis gatlas az endogén leszallo analgetikus rendszer révén valdsul
meg. Kozponti részét a kdzépagyi periaquaeductalis sziirkeallomanybdl (PAG) és a
nyultveléi raphe magvakbol (NRM) induld leszalld monoaminerg (noradrenerg ¢és
szerotonerg) neuronok képezik, amelyek interneuronok kozvetitésével gatoljak a primer
nociceptiv afferensek gerincveldi atkapcsolodasat a felszallo palyakra.

A PAG elekromos ingerlése fajdalomesillapitd hatast, az ide injektalt morfin
sokkal erésebb fajdalomcsillapitd hatdssal rendelkezik, mint barhol masutt a kozponti
idegrendszerben. A PAG bejovo informécidt kap a thalamusbol, a hipothalamuszbol, a

cortexbdl és a spinothalamikus traktusbol. Az innen kiindulé neuronok aktivaljak a

10
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NRM sejtjeit, melyek leszallva a gerincveld hats6 szarvaba gatoljak a fajdalom
tovabbitasat a magasabb régiok felé (Steeds, 2009).

Az NRM neuronjainak sejttestjei a nyultveld raphe magvaiban taladlhatok, ezek
szerotininerg neuronok, axonjaik a gerincvel6i sziirkedllomany lamina II-ben taldlhato
sejtjeivel szinaptizalnak, de szinapszisokat hoznak létre a lamina Ill-ban is. A raphe
létre, hogy a stimulaci®6 hatdsara felszabaduldé szerotonin aktivalja a gatld
interneuronokat, igy gatolva a fajdalom tutjat (Steeds, 2009).

Fiziologias esetben a fent leirt leszalld palya GABA-erg neuronok ténusos
gatlasa alatt all. A monoaminerg palyak elektromos stimulélasa, vagy a GABA-erg
gatlas gatlasa opioidokkal, cs6kkenti a fajdalom tovabbitasat, és ezzel a fajdalomérzetet.
Az opiodok az idegsejtek membranjaban 1€évé opioid receptorokhoz kotddnek, majd
azok aktivalasaval K -csatorndk nyitasa és/vagy Ca” -csatorndk zardsa Gtjan, a receptort
expresszaldo neuron - jelen esetben a GABA-erg neuron - gatlasdhoz vezetnek. Az
opioid receptoroknak vannak endogén ligandjaik is, ezek az endogén opioidok. A
kozépagyban vannak endogén opioidokat tartalmaz6 neuronok, amelyek a GABA-erg
neuronokon végzddnek, igy a gatlas gatlasaval a leszalld analgetikus palyat aktivaljak.
Tovabba a gerincveloben a leszall6 monoaminerg palya opioid interneuron
kozvetitésével gatolja a fajdalom transzmisszidjat. Ez az opioid interneuron
preszinaptikusan csokkenti a neurotranszmitter felszabadulast és posztszinaptikusan
gatolja az akcids potencidlok tovabbitdsat a spinothalamikus palyakon (1.4bra).
Endogén opiodok felszabaduldsaval magyarazhatd, hogy az extrém helyzetekben sulyos
sériilések ellenére sem jelentkezik fajdalomérzet. Talan ennek a rendszernek éppen ez a

feladata, hogy az igen erds fajdalom ne bénitsa meg a szervezetet (Furst, 2007).
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L.dbra. Szupraspinalis gatlas (sajat abra).

1.1.3. Spinalis gatlds

A fajdalom jelentésen méddosulhat a gerincveld hatsé szarvaban. A nociceptiv
afferensek kollaterdlisaik révén gatoljdk a gatld interneuronokat, igy a fajdalom
tovabbitodik. Ha a gerincveld hatsé szarvaba a fajdalmas ingeren kiviil
mechanoreceptorokbol szarmazo ingeriilet is érkezik, akkor az AB rostokon szallitddo
impulzusok ingeriiletbe hozzédk a gatlo neuronokat, igy a fajdalominger gerincveldi
szinten megreked, azaz a taktilis primer afferens neuron gatolja a nociceptiv afferens
atkapcsolasat. Példaul a sériilt borfeliilet fajdalma csokkentheté a szomszédos rész

gyengéd érintésével. Ez a gerincveldi kapukontroll.

1.1.4. Az opioid receptorok tipusai

Héromféle opioid receptortipust kiilonboztetiink meg, ezek a p (MOR), k¥ (KOR)
¢s 0 (DOR). Ezek fobb altipusai a p; (fajdalomérzd palya), p, (1égzdkdzpont), ps
(immunsejtek). K1a, Kip K2, K3, 01 €s 02. Az opoidok szerkezetiiktdl fliggden, kiilonbdzd
affinitassal kotddnek ezekhez a receptorokhoz, igy farmakoldgiai hatasuk is eltérd
(Fowler és Fraser, 1994; Traynor, 1994).

Az opioid receptorok a G-protein-kapcsolt receptorok csaladjaba tartoznak

(Pasternak és Pan, 2013). 7 transzmembran hélixszel rendelkeznek, mely a membranban
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talalhatd, ez a receptor ligandkotd része, valamint egy funkciondlisan kapcsolddni
képes, 3 alegységbdl allo (a, B, y) G-proteinbdl.

Hatasmechanizmusukra jellemzd, hogy az adenilat-ciklaz gatlasaval csokkentik
az intracellularis cAMP (ciklikus adenozin monofoszfat) szintetet, igy zarjak a
fesziiltségfiiggd Ca’" csatornakat a preszinaptikus idegvégzédésekben (Womack és
McCleskey, 1995). Ezenkivill K'-csatornak nyitasaval hiperpolarizaljak a
posztszinaptikus neuronokat, igy csokkentik a masodlagos ¢érzd idegsejtek
ingerelhetdségét, gatoljak az akcios potencial tovabbterjedését (Schneider és mtsai,
1998). A C és Ad rostok gerincvel6i atkapcsolodasan a preszinaptikus MOR aktivacioja
az N tipusu, és kisebb mértékben a P/Q tipusu fesziltségfiiggs Ca’" csatorna gatlasan
keresztiil a serkentd neurohormonok és neuropeptidek, ugymint a glutamat és P-anyag,
felszabadulasat csokkenti, tehat az opioidok fajdalomcsillapitd hatdsa ezen
mechanizmusoknak kdszonhetd (Heinke és mtsai, 2011).

Az opioid receptorok az endogén és exogén opioidok célpontjai. Funkcionalis
opioid receptorok talalhatbak szamos periférids szovetben, immunsejtekben,
preszinaptikusan a centralis és periférias elsddleges €érzé neuronok terminalisaiban, a
hatsogyoki ganglionban, a gerincveldi atkapcsolodasnal, interneuronokon, valamint a
kozépagyban ¢€s az agykéregben is (Coggeshall és mtsai, 2004; Hassan és mtsai, 1993;
Mousa ¢s mtsai, 2010; Schafer és mtsai, 1995; Stein, 2013; Stein €s mtsai, 1990).

A p-opioid receptorok mind a gerincvel6i, mind a szupraspindlis szinten
(thalamus, hypothalamus, amygdala, PAG) nagy stirtiségben fordulnak elé (Mansour és
mtsai, 1995). Az is jol ismert, hogy ezen MOR-ok aktivacioja gatolja az akut és
gyulladasos fajdalmat is (Furst és mtsai, 2005; Ossipov és mtsai, 2004).

1.1.5. Periférias opioid receptorok

A periférids opioid receptorok a vékony, a kdézepes és vastag atmérdjii érzd
neuronokon helyezkednek el. A primer pseudounipolaris neuron idegtestje a hatsogyoki
ganglionban van, itt expresszalodik mindhdrom receptor tipus mRNS-e és proteinjei a
P-anyaggal ¢s a CGRP-vel egyiitt (Stein és mtsai, 2003). Emberben és allatban a

szintézist kdvetden az opioid receptorok axonalis transzporttal széllitodnak a neuron
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nyulvanyain keresztiil a periféria, valamint a kozpont felé (Hassan €s mtsai, 1993). A
neuron termindlisok membranjaba beépiilve funkcioképes receptorokka valnak.

Ezt kdvetden exogén, illetve endogén opioidok hatadsara, a receptorok gatld G-
proteineken (Gi/G,) keresztiil direkt, vagy indirekt modon (cAMP csokkenésén
keresztiil) a Ca®" és Na" aramléasat akadalyozza, és csokkenti a P-anyag felszabadulasat,
mint ahogyan a 2. dbra szemlélteti (Stein és mtsai, 2003). A centralis neuronokon az
opioidok a K kiaramlas fokozasan keresztiil hyperpolarizaljak a membrant, hatsé gyoki
ganglionokban ezt még nem sikeriilt kimutatni. Ebbdl kiidulva az opioidok periférias
szenzoros neuronon kifejtett gatld hatdsaért felteheten elsésorban a Ca’'csatornak

befolyésolasa lehet a felelds (Akins és McCleskey, 1993).

Hatso gyoki ganglion

sP
Axon

Gerincvel6

Zeichnung © Christine Voigts-Grafik/UKBF Berlin
K
©
X

Mikrotubulus

Na’csatorna . v ~— Perineurium
@\ ® (
~—*CAMP¥

7{ Giro "
EO g x@ Ca csatorna
® v

OP

2.dabra. Opioid receptor transzport és jeltovabbitas a pirmer afferens neuronon. Az opioid receptrok és a
neuropeptidek (pl. P-anyag) a hatsogydki ganglionban szintetizalodnak és intra-axondalis mikrotubulusok
segitségével transzportalodnak a primer afferens neuronban. A terminalisokon az opioid receptorok
egyesiilnek a memrannal és funkcioképes receptorokka valnak. Endogén vagy exogén opioidok hatdsdra
gatlo  G-feherjékkel kapcsolodnak. Ennek kovetkezményeként direkt vagy indirekt modon (cAMP
csokkentésén keresztiil) gdtoljdk a Ca’" és Na* dramlasatvalamint csokkentik a P-anyag felszabadulast.
OR - opioid receptor, sP - P-anyag, EO — exogén opioid, OP — endogén opioid peptid, G, — gatlo G-
fehérje, cAMP — ciklikus adenozin monofoszfat (Stein és mtsai, 2003).
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A tetrodotoxin rezisztens Na' csatorndk a nociceptorok membranjaban
expresszalodnak, ahol jelentds szerepiik van a fajdalomimpulzus kialakuldsaban és az
akcios potencialok vezetésében. A szenzitizalt nociceptorokon ezen csatornadk spontan
aktivitast mutatnak, a sériilt idegeknél a sériilés helyén felhalmozddnak (Stein €s mtsai,
2003). Az opioidok az adenil-cikldz gatlasan keresztiil csokkentik ezen tetrodotoxin
rezisztens Na'-szelektiv csatorna és mas nem szelektiv kation csatorna miikodését (Gold
¢s Levine, 1996). Az opioidok ioncsatorndkon kifejtett hatdsaik révén csokkentik a
nociceptor végkésziilékek ingerlékenységét, az akcidés potencidlok tovabbitasat,
valamint a periférias idegvégzddésekbdl a serkentd proinflammatorikus neuropeptidek
(P-anyag, CGRP) felszabadulasat gatoljak, és megakadalyozzdk a C rostok ingerlése
altal kivaltott vazodilataciét. Mindezek alapjan elmodhatdé hogy 0Osszetett mddon
csillapitjak a fajdalmat (Stein és mtsai, 2001).

Tobb tanulmany is megerdsitette a periférids opioid receptorok jelenlétét az Ad-
¢s C-rostokon, a capsaicin receptorral rendelkezdé visceralis rostokon, valamint a P-
anyagot, CGRP-et ¢és izolektin B4-et szintetizald6 neuronokon is (Borgland és mtsai,
2001).

Tovéabbi megfigyelés még, hogy a bradykinin az intracellularis DOR-okat a
szenzoros neuronok plazma membranjahoz iranyitja. Ezt bizonyitja, hogy bradykininnel
eldkezelve ezen neuronokat, a DOR agonistak erdsebb gatld hatést fejtettek ki a CGRP
felszabadulasra és nagyobb mértékben csokkentették a cAMP szintet (Stein és Lang,
2009).

1.1.6. Szoveti sériilés és a periférids opioid receptorok

Egyre tobb tanulmany szamol be a periférias opioid receptorok kiemelkedd
szerepérdl gyulladasos eredetii, valamint visceralis-, h6-, csont-, és daganatos fajdalmak
csillapitasdban (Al-Khrasani és mtsai, 2007; Bedini és mtsai, 2010; Furst €s mtsai,
2005; Iwaszkiewicz és mtsai, 2013; Mousa és mtsai, 2010; Obara és mtsai, 2007; Stein
¢s Lang, 2009). A neuropathids fajdalmakban is felvetették szerepiiket, de ennek

bizonyitasahoz egyenldre nincs elég adat (Guan és mtsai, 2008).
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A hats6 gyoki ganglionban a szoveti gyulladas kovetkeztében a periférias opioid
receptorok szintézise €és expresszidja fokozddhat, axondlis transzportjuk is felgyorsul.
Feltehetoleg ennek kivaltdé oka, hogy citokinek hatdsara transzkripcios faktorok
kapcsolodnak az opioid receptor gén promoteréhez (Kraus és mtsai, 2001). Mivel a
szintézis, az expresszio €s a transzportalds hosszadalmasabb folyamat rovid, par percig
tartd gyulladast kivaltdo stimulusban nem né meg az opioid receptorok szama a
szenzoros idegvégzdodéseken. Az opioid receptorok axonalis transzportjat a sériilt
szovetbdl felszabadulo citokinek és novekedési faktorok stimulaljak, emelkedett opioid
receptor striiséget eredményezve a periférias idegvégeken (Stein és Lang, 2009). A
gyulladas okozta alacsony pH és prosztaglandin felszabadulds mind novelik az opioid
agonistak hatasat a fokozott G-protein kapcsolodason keresztiil. Ezenkiviil ilyen
esetekben a szenzoros idegvégkésziilékek szama is megnd, tovabba a perineurium
permeabilitas fokozddasa segiti az opioidok hozzaférését receptoraikhoz (Machelska és
Stein, 2002). A gyulladasos szovetekben fokozddik az endogén opioid peptidek
szekréciodja is, ami additiv vagy szinergista modon hat a periférias opioid receptorokra.
Hassan ¢és munkatarsai is megfigyelték, hogy gyulladasban emelkedik az opioid
receptor szam ¢&s gyorsul az axonalis transzportjuk, tovabba funkciojuk is
megsokszorozodik (Hassan ¢és mtsai, 1993). A gyulladds korai szakaszaban még
alacsony a perifériasan taldlhato opioid receptor mennyis€g, majd az endogén analgézia
fokoz6dik a gyulladds elérehaladtdval (Mousa ¢és mtsai, 2001). Gyulladasos
fajdalomban a lokalisan injektalt opioid agonistak kis dozisa, mely dozis szisztémdasan
adva hatéstalan, aktivalja a periférias opioid receptorokat €s erds, klinikailag mérhetd,
dozisfiiggd tajdalomcesillapitd hatassal rendelkezik. Ez a periféridas MOR, DOR és KOR
aktivaciojat jelenti (Stein és mtsai, 2003).

A szisztémasan vagy helyileg adott MOR, DOR ¢és KOR agonistdk mas
vizsgalatokban is sokkal kifejezettebb fajdalomcsillapitd hatést fejtettek ki gyulladasos
kornyezetben, mint ép viszonyok kozott. Tegeder és munkatarsai haromféle artalmas
ingert hasznaltak a fajdalom kivaltadsara, krioléziot, izomkontrakciot és elektromos
stimulust. Morfin-6-gliikuronid, ami csak gyengén penetral az agyba, és morfin adasa
utan, az elsé két esetben fajdalomcsillapitast tapasztaltak, mert ezek a fajdalmak
gyulladasos eredetiick voltak. Az elektromos stimulussal 1étrehozott fajdalom azonban

csak morfinnal volt csillapithat6. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontak le a kutatok, hogy a
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periféras opioid fajdalomcsillapitas csak gyulladdsos kornyezetben lehetséges (Tegeder
¢és mtsai, 2003).

Ezzel ellentétben, Coggeshal és mtsai (Coggeshall és mtsai, 1997), nem
gyulladasos koriilmények kozott kimutattdk, hogy a helyileg injektalt DAMGO
(szintetikus opioid fehérje, magas MOR szelektivitassal és affinitassal) patkanyoknal
aktivalta a borben talalhat6, mielinhiively nélkiili érzé idegsejtekben taldlhato6 MOR-
okat. A morfin ezzel szemben nem gyulladdsos modellen, szisztémasan adva,
elsddlegesen centralis fajdalomcsillapitd hatdssal rendelkezik (Al-Khrasani €s mtsai,
2007; Furst és mtsai, 2005).

Tobb vizsgalatra lenne sziikség ahhoz, hogy meg tudjuk kiilonboztetni a
periférias opioid receptorok szerepét ép kornyezeti viszonyok, idegi sériilés, valamint

alland6 gyulladas esetén.

1.1.7. Endogén opioidok

A emberi szervezetben megtalalhatd fajdalomcsillapité vegyiileteket endogén
opioidoknak nevezziik, amelyek az opioid receptorok természetes endogén peptid
ligandjai. Az 1980-as években mutattak ki jelenlétiiket a primer szenzoros neuronokban
¢s a hatsé gyoki ganglionokban is. Els6sorban a gerincveld hatso szarvaban talalhatoak
meg, ahol a primer szenzoros neuron centralis termindljan hatva akadalyozzdk meg,
hogy a fajdalom a felsébb szintekre jusson. Ezen kiviil jelen vannak még a bdrben,
szubkutan szovetekben, a synovium sejtjeiben, a hizosejtekben, a granulocitdkban, a
limfocitakban és a makrofagokban is.

Héarom f6 csoportjuk ismeretes, az enkefalinok, endorfinok és dinorfinok.
Jellemzo6jiik, hogy kiilonbozé gének koédoljak oket, prekurzorokbol képzddnek,
hatdsukban kiilonboznek, receptor szelektivitast mutatnak, valamint jellegzetes az
anatomiai elhelyezkedésiik. A jelenlétiikkel hozhatd Gsszefiiggésbe, hogy nagy szdveti
traumaknal alacsonyabb szintli fajdalom érzet jelentkezik (Furst, 2007).

Az enkefalinok a proenkefalin, illetve a prodinorfin prekurzorbdl képzddnek. Az
enkefalinok a DOR-t preferaljak (Lord és mtsai, 1977).

Az endorfinok koz¢ soroljuk a legerdsebb farmakoldgiai hatassal rendelkezd B-
endorfint, amely a hipofizisben a proopiomelanokortinbél (POMC) képzddik,

hatastartama hossz, igy hatasat keletkezési helyétdl tavolabb is képes kifejteni, ezért
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neurohormonnak tartjdk. Nagy mennyiségben talalhaté a thalamusban, a
hypothalamusban, a hypophysisben és a locus coeruleusban. Az endorfinok a MOR-hoz
¢s a DOR-hoz egyarant nagy affinitassal kotédnek (Dores €és mtsai, 1984).

A harmadik ismert endogén opioid a dinorfin. Ezen beliil dinorfin A-t és
dynorphin B-t kiilonboztetiink meg, amelyek szintén a prodinorfinbol képzddnek.
Jelentés mennyiségben fordulnak elé a gerincveld hatsdé szarvaban, és szerepet
jatszhatnak a hyperalgézia kialakulasdban, amely hatast az NMDA receptoron fejtik ki.
Legnagyobb affinitdssal a KOR-hoz kotddnek (Chavkin és mtsai, 1982).

Ezek az endogén vegyliletek a leszallo analgetikus palya agytorzsi, illetve a
gerincveldi opiod receptorok neuromodulatorai illetve neurotranszmitterei, amelyek az
exogén opioidokkal egyiitt fejtenek ki fajdalomcsillapitdé hatast. Tovabba a primer
szezoros neurononon 1évd opioid receptoroknak is endogén ligandjai. Sokan vizsgaltak
mar ezen peptidek hatasat gyulladasos fajdalomban is. Egyik kisérletben proenkephalin
cDNS-t tartalmaz6 herpesz virus vektort hasznalva, a szenzoros neuronokban az
enkephalin szintézise, transzportja €s periférids felszabaduldsa novekedett, ami a
patkanyokban kivaltott polyarthritises kronikus fajdalom és gyulladas csokkenéséhez
vezetett (Braz és mtsai, 2001).

A kutatasok tovabbi endogén opioid peptideket mutattak ki. A szarvasmarha
agybol izolalt endomorfin-1 €s endomorfin-2 analgetikus hatasat szelektiven a MOR-on
fejti ki, de mostandig nem sikeriilt a prekurzorukat azonositani (Ronai €s mtsai, 1999;
Zadina ¢és mtsai, 1997). Szerkezetileg nem hasonlitanak az eddig ismert opioidokhoz, és
foleg olyan helyeken fordulnak el6 ahol nagy a MOR stirtiség, mint példaul a primer
szenzoros neuronok ¢és a gerincveldi hatso szarv. Ronai A. és Kiraly K. felvetette az
endomorfin-2 de novo szintézisének lehetdségét a hatsd gyoki ganglionban (Kiraly és

mtsai, 2009; Ronai és mtsai, 2006).

1.1.8. Endogén opioid tartalmu immunsejtek

Az immunsejtek a legtobbet vizsgalt olyan sejtek, amelyek endogén opioid
tartalma a periférids opioid receptorokkal kapcsolatba 1ép. POMC-bol képzddd opioid
peptideket kimutattak szamos gerinces ¢s gerinctelen faj leukocita sejtjeiben
(Machelska ¢s Stein, 2002). Ezekben a sejtekben megtalalhatoak az opioid

prekurzorokbdl szarmazo peptidek, tovabba a prohormon konvertazok és
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karboxipeptiddzok, illetve a poszttranszlacidhoz sziikséges enzimek is (Mousa és mtsai,
2004). Az immunsejtekben €s a neuronokban is ugyanazon prekurzorokbodl képzddnek
ezen peptidek. Szdmos vizsgalat igazolta, hogy a sériilt szovetekben az endogén
peptidek a limfocitdkban, monocitakban, makrofagokban és a granulocitakban
termelddnek. Ezen sejtek az opioidokat vezikulakba csomagoljak, majd stimulacio
hatdsara plazmamembranjukba juttatjak (Rittner ¢€és mtsai, 2007). Nemrég
megallapitottdk, hogy az immunsejtek gyulladdshoz valé irdnyitasa neurokinin-1
receptor fliggd. Erds fajdalommal jaro gyulladasban a POMC mRNS-e, 3-endorfin, met-
enkefalin €s dinorfin talalhatoak a keringd immunsejtekben €s a nyirokcsomdkban.

Az immunsejteken kiviil a hipofizis és a mellékvese is endogén opioid forras,
de eddig ugy tlinik, egyik sem vesz részt a periférias fajdalomcsillapitasban. Tovabba
nem gyulladt szovetben is észleltek periférias fajdalomcsillapitast keratinocitakbol
endothelin-1 és cannabinoid agonistdk stimulald hatdsara felszabaduldé B-endorfinon
keresztiil (Ibrahim és mtsai, 2005; Stein és Lang, 2009). A T-limfocitakrol azt irtak le,
hogy a visceralis fajdalmat B-endorfin felszabaditason keresztiil csillapitjak (Verma-

Gandhu ¢és mtsai, 2006).

1.1.9. Opioid tartalmu sejtek migrdacioja a szoveti sériiléshez

Az endogén opioid termeld sejtek jol szabalyozott Iépéseken keresztiil érik el a
felszabadulas helyét, ezt nevezik migracionak. Az adhézids molekuldk iranyitjak a
keringd leukocitakat a sériiléshez. Az elsé 1épés a ,,rolling”, ami szelektineken keresztiil
megy végbe. A szelektinek a vérereket beliilr6l hatarold endotelialis sejtek felszinén
talalhatok, ahol segitenek ,kipanyvazni” az elhaladé fehérvérsejteket a gyulladas
korzetében. A fehérvérsejtek felszinén L-szelektin, mig az endothelsejteken a P- és E-
szelektin van.

A szovet eredetli kemokinek szabalyozzak az integrineket, amelyek segitik a
sejtek erds kapcsolddasat az endothelhez, kolcsonhatasba 1épve az immunglobulinok
csaladjaba tartozo intercellularis adhézidés molekulaval (ICAMI1). Tehat az ICAMI1
segiti a fehérvérsejtek biztonsagos kapcsoldodasat az endothelhez és a diapedesist (az
érfalon val6 atjutést).

Az Osszes adhézids molekulanak megvan a sajat ligandja, amihez kapcsolddni

tud. Ezt a folyamatot megszakitva blokkolhaté az immunocita érbdl valo kilépése,

19



DOI:10.14753/SE.2017.1994

illetve a szelektineket vagy az ICAMIl-et gatolva csokken az opioid termeld
immunsejtek szama a gyulladt szovetben (Stein és mtsai, 2003). Megfigyelték, hogy a
B-endorfint tartalmazo fehérvérsejtek L-szelektint is expresszalnak gyulladasos
koriilmények kozott.

A keringd immunsejtek miutan a sériiléshez jutottak, stressz vagy serkentd
faktorok hatdsara a termelt opioidot szekretaljak, ilyen serkentd faktor lehet a CRH
(corticotropin-releasing faktor) vagy az IL-1 (interleukin-1), amik sajat receptorral
rendelkeznek az immunsejtek felszinén. Ezt kovetden a felszabadult endogén opioidok
kapcsolodnak a primer szenzoros neuron végkésziilékén -elhelyezkedé opioid
receptorukhoz, és kivaltjak fajdalomesillapitd hatdsukat (Stein €s mtsai, 2003). Végiil a

kitiriilt immunociték a regionalis nyirokcsomdkba vandorolnak (,,homing”) (3. abra).
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3.abra. Opioidok a periférian. ICAM 1: intercellular adhézios molekula 1, CRF': corticotropin-releasing
faktor(=CRH), CRFR: corticotropin-releasing faktor receptor, OR cDNS: opioid receptor komplementer
dezoxiribonukleinsav, OR mRNS:opioid receptor messenger ribonukleinsav, SP: P-anyag, TRPV,
receptor. tranziens receptor potencial vanilloid 1 receptor, EO: exogén opioid, OP:endogén opioid
peptid, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, NA: noradrenalin, AR: adrenerg receptor (Stein és Lang,
2009).

Az opioid tartalmu sejtek migracidja a periférias sériilt szovetben egyre inkdbb

ugy tiinik, hogy centralis mechanizmusok altal szabalyozott folyamat (Heurich és mtsai,
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2007). Ezt bizonyitja, hogy morfin fajdalomcsillapité dézisanak intratekalis adasa utan,
csokkent a B-endorfin tartalmt leukocytak periférias sériiléshez valé vandorlasa. Ezt
klinikai vizsgalattal is megerdsitették, amikor epiduralis analgeziat alkalmaztak mutéten
atesett betegeken. Tehat a hatdsos centralis fajdalomcsillapitas csokkenti ezen sejtek
gyulladashoz torténd kivandorlasat, mivel mérsékli sziikségességiiket (Schmitt és mtsai,

2003).

1.2. A kutatasi témahoz kozvetleniil kapcsolodé kutatasi eredmények

ismertetése

1.2.1. A DAMGO-val végzett kisérletekhez kapcsolodo kutatasok

Bentley ¢és mtsai (Bentley és mtsai, 1981) leirtak tobb anyagot, tobbek kozott az
ecetsavat is, mint olyan vegyiiletet mellyel zsigeri fajdalmat valthatnak ki. Az ezen
vegyliletek altal kivaltott reakcidt vonaglasként irtdk le. Az ecetsav altal kivaltott zsigeri
fajdalom mértékét egereknél és patkdnyoknal is a vonaglasok szama alapjan becsiiljiik
meg, mely szam szorosan Osszefligg a sav altal kivaltott kartékony hatassal (Harada és
mtsai, 2000; Mu ¢és mtsai, 2010).

Az ecetsav altal kivaltott vonaglasos teszt napjainkban a legelfogadottabb ¢és
legszéleskoribben hasznalt kisérleti modszer, mellyel modellezni tudjuk mind a
nemszteroid gyulladascsokkentok mind az opioidok fajdalomcsillapitok hatasat, valamit
alkalmas arra is hogy ezen utébbiak fajdalomcsillapitok hatasdnak centralis €s periférias
oldalat elkiilonitsiik.

Az 1.p. ecetsav altal kivaltott vonaglasok legalabb 120 percig fennmaradnak
(Harada és mtsai, 2000; Mu ¢és mtsai, 2010). A fajdalmas valaszok szama az 1i.p.
injektalast kovetd elsd 30 percben ér el egy csucspontot, majd fokozatosan csokken a
kovetkezd 90 percben, a vonaglasokat s.c. morfinnal valo eldkezelés megsziinteti
(Harada ¢és mtsai, 2000). Kevés vonaglasos patkanykisérlet van nagy szelektivitasu
MOR agonistakkal tartds visceralis fajdalomban tudomasunk szerint el6ttiink senki sem
vizsgalta a DAMGO illetve a morfin opioid agonista késdi zsigeri fajdalomban valo

hatasat.

21



DOI:10.14753/SE.2017.1994

Jelen vizsgalat célja a fenti teszt segitségével annak meghatarozéasa volt, hogy a
MOR agonista DAMGQO, illetve a morfin altal kivaltott fajdalomcsillapitdsban milyen
szerepe van a centrélis és a periférias hatiasoknak. Ujdonsag a kisérletsorozatban, hogy a
vegyliileteket nem eldre, a zsigeri fajdalom kifejlodése eldtt, hanem csak azt kdvetéen

kaptak meg az allatok.

1.2.2. Az uj opioid agonista 14-O-MeM6SU-al végzett kisérletekhez kapcsolodo
kutatasok

Sok, jelenleg hasznalt opioid agonista mutat jelentés - opioid receptor
kozvetitette - fajdalomcsillapité hatast helyileg, a sériilt szovetek kezelésénél, mind
ragcsaloknal, mind embernél, olyan dozisban mely egyébként szisztémasan hatastalan
lenne (Stein és Yassouridis, 1997).

Szamos kutatds célja, ¢és a jelenlegi is azok kozé tartozik, olyan
fajdalomcsillapitd vegyiilet 1étrehozdsa mely periférias adagolast kovetéen nem, vagy
csak nagyon kevéssé jut be a kozponti idegrendszerbe. Egyik modja, hogy ilyen
vegyliletet kapjunk, ha polarissa €s hidrofillé tessziik 0ket (Machelska és mtsai, 1999).

A Kklinikai gyakorlatban a morfin az egyik legismertebb vegyiilet melyet
évszazadok ota hasznalnak sulyos fajdalmaknal a terapias gyakorlatban. A morfin az
opium f6 alkaloidja és az opioid agonistak f6 prototipusa.

Emlésokben a morfint a m4j enzimjei bontjak le metabolitokra, mint a morfin-3-
gliikuronid (M3G), morfin-3-szulfat (M3SU) és a morfin-6-gliikkuronid (M6G). Ezeknek
a metabolitoknak, nincs vagy csak kis hatasuk van periféridsan adagolva, mig i.c.v
injektalva, a morfinhoz hasonldan, fajdalomcsillapité hatassal rendelkeznek (Brown és
mtsai, 1985; Mori és mtsai, 1972; Shimomura ¢és mtsai, 1971; Woods, 1954). A morfin
metabolitjai koziil a M6G i.c.v. adagolva sokkal nagyobb fajdalomcsillapitd hatassal
rendelkezik, mint a morfin (Mori €s mtsai, 1972; Shimomura és mtsai, 1971).

A szinetikus analdog morfin-6-O-szulfit (M6SU) a M6G-hoz hasonlo
fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik (Mori és mtsai, 1972), az eredmények azonban
azt mutatjadk, hogy emlds szovetekben a morfin biotranszformaciéja soran nem

keletkezik M6SU (Donnerer €s mtsai, 1987; Nagano és mtsai, 2000).
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A klinikai gyakorlatban, a morfin mellett, a f€lszitetikus, az oximorfon
szarmazekot is alkalmazzak a stlyos fajdalmak csillapitasaban. A vegyiilet a morfinnal
haromszor nagyobb affinitassal kotédik a MOR-hoz (Riba és mtsai, 2010).

Uj, er6s fajdalomcesillapito hatdssal rendelkezd morfin szarmazékok
kifejlesztésénél az oximorfonon (14-O-metiloximorfon) 14-O-metoxi csoportja jo
kiindulési alapnak bizonyult (Schmidhammer és mtsai, 1984). Az igy kapott analégok
magasabb affinitdst mutattak a MOR-hoz, megtartottdk p-receptor szelektivitasukat,
csakugy mint a kiinduld vegyiilethez, az oximorfonhoz, hasonld fajdalomcsillapitd
hatdsukat (Furst és mtsai, 2005; Lattanzi és mtsai, 2005; Riba ¢és mtsai, 2010;
Schmidhammer €és mtsai, 1984).

A fenti kisérletekbdl kiindulva alkalmaztuk ezt a stratégiat a M6SU esetében is,
azaz 14-O-metoxi csoporttal modositottuk a kiindulédsi vegyiiletet. A jelen munka egyik
célja a 14-O-MeM6SU szintézise volt, valamint opioid receptrokohoz vald
szelektivitasanak és affinitdsanak vizsgalata biologiai (mouse vas deferens - MVD, rat
vas deferens - RVD) és biokémiai (egyensulyi kompeticios kotés) tesztek segitségével.
Tovéabbi célunk volt, hogy megvizsgaljuk a 14-O-MeM6SU hatdserdsségét ¢s
hatékonysagat a kiindulé vegyiilethez, a M6SU-hoz képest, illetdleg hogy
Osszehasonlitsuk a kapott eredményeket két MOR szelektiv vegyiilettel a morfinnal és
az enkefalin analog DAMGO-val MVD-n, RVD-n valamint funkcionalis [*°’S]GTPyS
kotési kisérletekben. Végiil tail-flick teszttel Osszehasonlitottuk a 14-O-MeM6SU,
M6SU, morfin és DAMGO fajdalomcsillapitod hatasat.
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran két részben 0sszefiiggd témakort jartam kortl.

I. DAMGO ¢és morfin farmakologiai hatasdnak vizsgalata 0 tesztrendszerlinkben

(vonaglésos teszt, patkanyon).

1) Osszehasonlitani az opioid agonista peptid DAMGO fajdalomcsillapito
hatdsat a nem peptid opioid agonista morfinéval intraperitonalis (i.p.) ¢és
intracerebroventrikularis (i.c.v.) adagolast kdvetden.

2) Igazolni a periférids opioid receptorialis hatast i.p. és i.c.v injektalt,
periféridsan hatdé opioid antagonista, a naloxone methiodide (NAL-M)
segitségével az agonistak 1.p. adagolasa mellett.

3) A tesztrendszer segitségével demonstrailni a DAMGO ¢és morfin

fajdalomcsillapito hatasanak centralis illetve periférias jellegét.

II. 14-O-MeM6SU farmakologiai hatasainak és tamadaspontjanak vizsgalata.

1) In vitro tesztek
a) biokémiai tesztek (receptor kotési vizsgalatok, G-fehérje aktivacio):
affinitas, szelektivitas és hataserdsség meghatarozasa
b) biologiai tesztek (egér vas deferens, patkany vas deferens):
szelektivitas, hatékonysag és hataserdsség meghatarozasa

2) In vivo teszt (patkany tail-flick teszt)
a) a 14-O-MeM6SU ¢s a referencia vegyiiletek (morfin-6-szulfat,
morfin) fajdalomcsillapitd hatasanak osszehasonlitasa szubkutan (s.c.) és
1.c.v adagolasnal.

b) ai.c.v./s.c. aranyok meghatarozasa
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3. MODSZEREK

3.1. A DAMGO centralis és periférias fajdalomcsillapito hatasanak

vizsgalata
3.1.1 Allatok

A kisérleteket 100-140 g-os him Wistar patkanyokon végeztiikk (Toxicoop ¢és
Charles River, Budapest, Magyarorszag). Az allatok kozos ketrecekben voltak
elhelyezve (5-7 éllat), kontrollalt hdmérsékletli allathdzban (22 + 2 °C). Az allathazban
12 oras ciklusokban valtakoztak a sotét és vildgos periodusok (7-19 oraig vilagos
periodus), az allatok a vizet és a taplalékot ad libitum kaptak.

A kisérleteket a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaganak szabalyai szerint
végeztiik, mely szabalyzat a Helsinki Egyezményen alapul (EC Directive 86/609/EEC).

Minden allatot csak egyszer hasznaltunk kisérleteink soran.

3.1.2. Vegyiiletek

Kisérleteink soran felhasznalt vegyiiletek: morfin hidroklorid, naloxon (ICN,
Tiszavasvarl) DAMGO, NAL-M (Sigma-Aldrich, Budapest). A vegyiiletek 0,9 %-os

fiziologias sooldatban lettek feloldva.

3.1.3. Ecetsav dltal kivaltott vonagldsos teszt

A fajdalmas valaszokat i.p. injektalt ecetsavval vatottuk ki, a tesztet Hayashida
(Hayashida és mtsai, 2003) koradbban kozolt modszere alapjan végeztiik, kissebb
modositasokkal. Nulla percnél az allatoknak 2%-os ecetsav oldatot adagoltunk i.p. 3
ml/ttkg mennyiségben. Ezutan az allatokat plexitivegbdl késziilt ketrecekben (25 cm x
25 cm x 25 cm) helyeztiik el, minden ketrecben 1 allat volt. A tovabbiakban lejegyeztiik
az ecetsav okozta fajdalmas valaszokat azaz a vonagladsok szdmat. A fajdalom jeleként
értékeltik a kovetkezoket: egyik vagy minkét hatsé végtag kinyljtasa, a hat

hatrafesziilése, az allat normal testtartasbol vald oldalra dolése, az abdominalis izmok
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Osszehuzodéasa. Az eldzetes kisérletekben, az i.p. ecetsav injektalasat kovetden, a
vonaglasok szamat a nulladik perctdl a 120. percig szamoltuk, hogy
megbizonyosodjunk, a késébbi reprodukélhatosag érdekében, melyek azok az
idopontok, amikor a vonaglasok szama allandonak tekinthetd (4. abra). Azokat az
allatokat melyek nem mutattak semmiféle fajdalmas valaszt 10 perccel az i.p. ecetsavas
kezelést kovetoen, kizartuk a kisérletbol a kontroll kisérleteknél és a tovabbi
kisérleteknél egyarant.

Maga a vizsgalat 120 percig tartott. Ezt a 120 perces megfigyelési idét 12 szakaszra
bontottuk, minden szakasz 10 percig tartott. A vonaglasok szdma a masodik ¢€s a
harmadik szakaszban volt a legmagasabb (10 és 30 perc kozott), majd fokozatosan
csokkent, mignem az 50. percre stabilizalodott és ez a stabilitds fennmaradt a 90. percig
Ennek megfelelden a tovabbiakban a vizsgélati szakasznak is ezt az iddszakot
valasztottuk (4. abra). A fiziologias s6 oldatot illetve a vegyiileteket az 55. percben
injektaltuk i.p. vagy i.c.v., majd hatdsukat a vonaglasok szdmara a 60.-80. perc kozott
(6. és 7. szakasz az 4. dbran) mértiik. Ezen idészakra esé fajdalmas valaszokat ,késoi
permanens/tartés fajdalomnak” nevezziik. Az 1.p./i.c.v. aranyokat a dozishatdsgorbékbol
kapott EDsg értékek alapjan szamoltuk ki (EDsy (nmol/kg) i.p. / EDsy (nmol/patkény)

1.C.V)
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4.dbra. A fajdalmas valaszok idébeni lefutasa 2%-os i.p. ecetsav injektalasa utan. A pontok a 10

perces periodusokban megfigyelt fajdalmas valaszok szamat mutatjak (atlag + S.E.M., n=10).
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3.1.4. Kezelések

A fiziologias séoldatot, a morfint és a DAMGO-t i.p. vagy i.c.v. adagoltuk. L.p.
injektalas esetén az allatok 5Sml/ttkg-os mennyiséget kaptak a fiziologias séoldatbol,
27-s tivel rendelkez6 Hamilton fecskenddvel, 3 mm hosszu tiivel végeztiik. A szuras
helye a bregma vonalatol 2 mm-re kaudalisan és 2 mm-re lateralisan volt. A fizioldgias
sooldatot illetve a vegyiileteket 10 pl/allat térfogatban adagoltuk. I.c.v. adagolas
esetében a kisérlet végeztével, az allatok ledlését kovetden, minden esetben
megvizsgaltuk a szras pontossagat. Ezt eloszor a koponya feliiletén néztiik meg, majd
felnyitva a koponyat az eltavolitott agyon megvizsgaltuk magat az oldalkamrat is. Azon
allatokat ahol kétség mertilt fel a szuras pontossagat illetden, kizartuk a kisérletbdl. A

kisérletek soran csoportonként 4-15 allattal dolgoztunk.

3.1.5. A kiserlet kivitelezése

A vegyiiletek és a fizioldgids soéoldat i.p. és i.c.v. adagolasa 55 perccel az
ecetsav injektalasa utan tortént. A morfin és DAMGO dozishatasgorbéit a 60-80 perc
kozotti vonagladsok szama alapjan vettiik fel. A tovabbiakban az antagonista NAL-M
jelenlétében végzett kisérletek sordn az agonistdk azon dozisait valasztottuk, melyek
dozis-hatas gorbéik alapjan 60-80% fajdalomcesillapitdé hatdssal rendelkeztek 1i.p.
adagolast kovetden. A NAL-M-et az i.p. adagolas soran a morfinnal illetve a DAMGO-
val egyiitt injektaltuk. I.c.v. adagolas esetén a NAL-M beadésa utan 5 perccel adagoltuk
az i.p. morfint, DAMGO-t illetve fiziologias sdoldatot.

3.2. 14-0O-Metilmorfin-6-O-szulfattal végzett kisérletek

3.2.1. Allatok

A receptor kotéses kisérleteknél 250-300g-os him Wistar patkdnyokat és R9-es

torzsbdl szarmazd tengerimalacokat hasznaltunk. Az allatok Szegeden a Biologiai
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Kutato Kozpont sajat allathazédban voltak 4-8 allatot tartalmazo ketrecekben elhelyezve.
Az éllathdzban 12 6rés ciklusokban valtakoztak a sotét €s vilagos periddusok.

Az RVD, MVD illetve Tail-flick teszthez hasznalt Wistar patkanyok (RVD
esetén 170-250g-, tail-flick esetén 120-160g sulytak voltak és a SE-NET kozponti
allathdzabol szarmaztak) ¢s NMRI egerek (35-45g sulyuak voltak és a Toxicoop-bol
szarmaztak) a Semmelweis Egyetem Farmakologiai ¢és Farmakoterdpidas Intézet
allathdzédban voltak elhelyezve 5 allatot tartalmazo ketrecekben, a fent leirtakhoz
hasonldan 12 o6ras ciklusokban valtakoztak a sotét és vilagos periodusok. Az allatok a
taplalékot és a vizet minden esetben ad libitum kaptdk. A kisérleteket a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsaganak szabdlyai szerint végeztiik, mely szabalyzat a Helsinki
Egyezményen alapul (EC Directive 86/609/EEC) és azon magyar torvény szerint mely
az allatok védelmérdl és kiméletérdl szol kisérletes munkdban (XXVIILtv. 32.8). Az

allatokat csak egyszer hasznaltunk kisérleteink soran.

3.2.2. Vegyiiletek

A 14-O-metilmorfin-6-O-szulfat (14-O-MeM6SU), a morfin-6-O-szulfat
(M6SU, szintézisét korabban kozoltiik (Varadi és mtsai, 2011)), a naloxon hidroklorid
(NAL) és a naltrexon hidroklorid (NTX) a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai
Intézetében szintetizaltdk, a szintézist Dr. Hosztafi Sandor végezte. A morfin
hidrokloridot az Alkaloida-INC-t61 (Tiszavasvari, Magyarorszag) rendeltiikk, az
etilketociklazocint (EKC) a Sterling Winthrop-tol (Rensselaer, NY, USA), a [d-Ala?, d-
Leu’] enkefalin-t (DADLE) és a naltrindol-t (NTI) a Sigma-Aldrich-t6] (Budapest,
Magyarorszag). Minden vegyiiletet 0,9%-os fiziologias sdoldatban oldottunk.

A 5-a,7-a,8-a-(-)-N-methyl-N-[ 7-(1-pyrrolidinyl)-1-oxaspiro-(4,5)-dec-8yl]-
benzeneacetamide-t (U-69,593) az Upjohn Co.-tdl szereztiik be (Kalamazoo, MI), a [D-
Ala’, NMePhe*, Gly’-olJenkephalin-t (DAMGO) a Bachem Holding AG-t6] szarmazik
(Bubendorf, Switzerland). Az Ile>*deltorphin II (DIDII), a [’H]DAMGO-t (41 Ci/mmol)
és a ["H]DIDII-t (49 Ci/mmol) Szegeden a Biologiai Kozpont Izotop laboratoriuma
szintetizalta, ez utobbi vegyiileteket Dr. Toth Gézatol kaptuk. A [*H] U-69,593 (44
Ci/mmol) Amersham-t6] szereztiilk be. Minden tovabbi, a kisérletek soran felhasznalt,

vegyliletet a Sigma Aldrich-t6l szarmazik.
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3.2.3. A 14-O-metilmorfin-6-O-szulfit szintézise

A 14-O-MeM6SU-ot Budapesten, a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai
Intézetében Dr. Hosztafi Sandor és Dr. Varadi Andras szintetizalta Professzor Dr.

Noszal Béla vezetésével.

3.2.4. Receptor kotéses kisérletek

A receptorkotési kisérleteket Szegeden, a Magyar Tudomanyos Akadémia,
Biologiai Kutaté Kozpont, Biokémia Intézetében végeztiik, Dr. Zador Ferenc és Rapavi

Réka, Dr. Benyhe Sandor ¢s Professzor Dr. Borsodi Anna vezetésével.

3.2.4.1. Membranpreparalas

A patkédnyagyi membranpreparatumot korabban publikdlt protokoll alapjan
készitettiik el (Benyhe és mtsai, 1997). A patkanyokat dekapitaltuk, az agyakat
egészben, gyorsan eltavolitottuk, majd jégen homogenizaltuk 50nM-os Tris-HCI
pufferben (pH 7.4) Teflon-liveg homogenizaloval. A homogenatumot 4°C-on, 40000 %
g-n 20 percig centrifugaltuk, az tiledéket friss pufferrel ujra szuszpendaltuk majd 30
percig 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden megismételtiik a centrifugalast. Az igy kapott
végso tiledéket 0.32 M szacharozt tartalmazo 50mM-os Tris-HCI pufferrel (pH 7.4)
szuszpendaltuk. A membran homogendtumot felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A
tengerimalac agybol késziilt membranpepardtumok a fentiekkel azonos mddon

késziiltek.

3.2.4.2. Kompeticios kotési kisérletek

A kompeticios kotési tesztek soran fagyasztott patkany és tengerimalac agyi
membranpreparatumokat elobb lecentrifugaltuk (40000 % g, 20 perc, 4°C) a szachardz
eltavolitasa céljabol, majd a kapott pelletet SOnM Tris-HCI pufferben szuszpendaltuk
(pH 7.4).
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A membranhomogenatumokat a radioaktiv ligandoknak megfelel6en inkubaltuk, a
[PHIDAMGO és a ["H]DIDII radioligandokat 35°C-on 45 percig, a ["H]U-69,593
radioligandot pedig 30°C-on 30 percig. Az inkubacids elegy végso térfogata a jeldletlen
14-O-MeM6SU  és M6SU (10''-10° M) ligandokkal, illetve a ~ 1 nM-os
[PHIDAMGO, [’H]DIDII, vagy ~ 3 nM-os ["H]U-69,593-al egyiitt minden esetben 1 ml
volt. A radioaktiv ligandok teljes kotését a jeldletlen ligandok jelenléte nélkiil
allapitottuk meg, mig a nem specifikus kotés szintjét, a vizsgalt opioid receptortdl
fliggden, 10 uM jeldletlen DAMGO, DIDII vagy U69,593 jelenlétében hataroztuk meg.
Az inkubécidt kdvetden a receptorhoz kotddott és nem kotddott radioligandokat gyors
vakuumsziiréssel valasztottuk szét (Brandel M24R Cell Harvester), melyet 5 ml, 50
mM-os jeges Tris-HCI (pH 7.4) pufferrel torténé haromszori atmosas kovetett. A
vakuumsziirés Whatman GF/C (PH]DAMGO, [*H]DIDII) vagy GF/B (["H]U-69,593)
iivegszalas filteren keresztiil tortént. A kiszaritott filter korongok radioaktivitasat
UltimaGoldTM F szcintillacios koktél segitségével (PerkinElmer) Packard Tricarb
2300TR folyékony szcintillacios szamlaloval detektaltuk. A kompeticios kotési
vizsgalatokat mindig két parhuzamos méréssel hajtottuk végre, haromszor

megismételve.

3.2.4.3. Funkciondlis [*>S]GTPyS kotési kisérletek

A funkcionalis kotési kisérletek, néhany aprobb valtoztatast leszamitva Sim és
mtsai (Sim és mtsai, 1995) illetve Traynor és Nahorski (Traynor és Nahorski, 1995)
kozleményei alapjan lettek kivitelezve. A patkany és tengerimalac agyi membran
preparatumokat 50 mM-os Tris HCI pufferrel (pH 7.4) higitottuk, hogy megteleld
fehérje mennyiséget kapjunk a vizsgalatokhoz (~ 10 pg fehérje/minta). A membran
frakciok 30°C-on 60 percig inkubalodtak Tris-EGTA pufferben (pH 7.4), 1 ml
végtérfogatban. A puffer osszetétele 50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 100
mM NaCl és 30 uM GDP volt. Tovabba tartalmazott 20 MBq/0.05 cm® [*>S]GTPyS
radioaktiv nukleotid analégot (0.05 nM), valamint névekvé koncentracioban (107'° — 10°
> M) 14-0-MeM6SU, M6SU, DAMGO, DIDII és U-69,593 jeloletlen ligandokat. A
teljes kotés értékét a jeloletlen ligandok jelenléte nélkiil, mig a nem-specifikus kotés
szintjét 10 uM jeldletlen GTPyS jelenlétében allapitottuk meg. A [*>S]GTPyS specifikus
kotésének értékét a kettd kiilonbsége (T-NS) adja meg. A jeldletlen ligandok jelenléte
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nélkiil meghatarozott [°S]GTPyS specifikus kotési értéke a receptor G-fehérje
alapaktivitasat jeloli, melyet 100 %-nak vettiink. A kotddott és nem kotddott
[°SIGTPyS szétvalasztasat, valamint a mintdk detektalasat a kompeticios kotési
tesztekhez hasonloan végeztiik el. A vakumszlrést Whatman GF/B iivegszalas filteren
keresztiil tortént, a filterek radioaktivitasat pedig OptiPhase Supermix szcintillacids
koktél segitségével (PerkinElmer) detektaltuk. A [*>S]GTPyS kotési vizsgalatokat

mindig harom parhuzamossal hajtottuk végre és legalabb haromszor megismételtiik.

3.2.5. Izoladlt szervek

3.2.5.1. Egér vas deferens (MVD)

A szerv kipreparalasat és a kisérleti protokollt egy, kordbban a csoport altal
kozolt modszer alapjan hajtottuk végre (Ronai €s mtsai, 1977). A him NMRI egerekbdl
eltavolitottuk a vas deferens-t, majd 5 ml-es szervedényben 1év0 szervfiirdobe
helyeztiik. A szervfiirdé Mg-mentes Krebsz oldatbol allt, ennek dsszetevéi mmol/dm’
(mM) szédmolva: NaCl= 118, NaHCOs;= 25, KCl= 4,7; KH,PO4s= 1,2; glukoz= 11,
CaCl= 2,5. A szervfiirdébe karbogén (950, + 5CO;) aramlott folyamatosan,
homérseklete 31°C volt. A szerveket két elektrod kozé fiiggesztettiik (a felsé elektrod
gylrli formaju volt, mig az als6 egyenes). A szerveket 0,1 g eléfeszitésnek tettiik ki. Az
elektromos ingerlés paraméterei a kovetkezOk voltak: paros négyszogimpulzusokat (1
ms-0s 9 V/cm jelerdsség) alkalmaztunk 100 ms pulzus tavolsagban, 10 s-onként

ismételve. Az izomkontrakciok amplitadojat szamitogépen kovettiik.

3.2.5.2 Patkany vas deferens (RVD)

Him Wistar patkdnyokbdl eltavolitottuk a vas deferens-t, az ezt kdvetd protokoll
néhany moddositast leszamitva ugyanaz volt, mint az MVD esetében. Ebben az esetben
Krebsz-oldatot hasznaltunk (NaCl= 118, NaHCO;= 25, KCl,= 4,7; KH,POs,= 1,2;
glukoz= 11, CaCl,= 2,5; MgS04=1,2 mM/L). A kezdeti szervfeszesség 0,5 g volt,
négyszogimpulzusokkal (1 ms széles, 9 V/cm intenzitasu) ingereltik 0,1 Hz

frekvenciaval.
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3.2.5.3. Kiserleti protokoll

Az izolalt szervekkel végzett kisérleteknél, a szerveket Kkipreparaltuk,
szervfiirdébe helyeztiik ¢és két elektrod kozé fiiggesztettiik, majd a fenti paraméterek
alapjan stimulaltuk. A szervek stimulalast kovetéen MVD esetén 30-40 perc, mig az
RVD esetén 90-120 perc volt a kalibracios 1d6, ezt kovetden adtuk az els6é dozis
agonistat. A  koncentracid-fliggd dozishatdsgorbéket az agonistdk kummulativ
adagoléasaval kaptuk meg. A dozishatasgorbe felvétele utan a preparatumokbdl kimostuk
az agonistat. A mosast mindaddig folytattuk, amig a szervek izomkontrakcioi vissza
nem alltak az agonsita adagoldsa elotti allapotukba. Ezt kovetden a szerveket
antagonista jelenlétében 20 percig inkubaltuk, majd mosas nélkiil rdadtunk egy dozis
agonistat. A kisérletek soran, hogy megéllapithassuk a morfin és M6SU K. értékét
NAL-al szemben, felvettiink egy teljes dozishatasgoérbét az emlitett agonistakkal NAL
jelenlétében. Az agonistak disszociacids konstansanak megallapitasdhoz a doézis arany
(DR) értékeket single-dose modszer segitségével kaptuk meg melyet Kosterlitz és Watt
dolgozott ki (Kosterlitz és Watt, 1968).

3.2.6. Antinociceptiv teszt

Patkany tail-flick tesztet (RTF) alkalmaztunk. A patkanyoknak a fiziologias
sooldatban oldott anyagokat s.c. vagy i.c.v. injektaltuk. A kisérleteket, a kordbban a
csoport altal leirtak szerint végeztiik el (Furst és mtsai, 1993).

A mérést a farok kozépso-disztalis harmadanak dorzalis felén végeztik. A
kisérlet kezdetén meghataroztuk az elrantas alap latenciaértékét. Az anyagok hatasat s.c.
beadasat kovetden a 20., 30., 60. és 120. percben mértiik. I.c.v. adagolast kovetden a
mérések a 10., 20., 30., 60. és 120. percben torténtek. Maximalis hatasnak a latencia
kétszeres megnyulasat tekintettiik, ezt elérve a mérést a szovetsériilés elkeriilése végett
megszakitottuk. A kapott értékeket szazalékban fejeztiik ki (,,beadast kdvetd latencia™-

»alap latencia” / 2x ,,alap latencia™).
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3.3. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + S.E.M.-ben (standard error of mean) fejeztiik ki.

Az ecetsav altal kivaltott vonaglasos tesztben a fajdalomcsillapité hatast a
fajdalmas valaszok szama alapjan szamoltuk ki €s szazalékban fejeztiik ki a kovetkezd
egyenlet alapjan: fajdalomcsillapité hatas (%) = (C-T)/C x 100, ahol a C a fijdalmas
valaszok atlaga a csak fizioldgids sooldatot kapott allatoknal, a T a fajdalmas valaszok
atlaga a vegyiiletekkel kezelt allatoknal. A doézishatasgoérbéknél a fajdalmas valaszok
gatlasat szazalékban, illetve az 50%-os fajdalomcsillapitd hatds eléréséhez sziikséges
dozist (EDsp) a kdvetkezd log-linedris modell alapjan szamoltuk ki: E = S x (logD) + 1,
ahol az E a vegylilet hatdsa, a D a vegylilet dozisa, az S a ddzis-hatas gérbe egyenes
szakaszanak meredeksége ¢és az 1 az y tengelymetszete. A 95%-os konfidencia
intervallumokat a kordbban leirtak alapjan szamoltuk ki (Litchfield és Wilcoxon, 1949).
Variancia analizist (egyszempontos ANOVA) kovetéen Tukey’s post-hoc tesztet
végezve allapitottuk meg a fiziologias sdoldattal, az agonistaval és az agonista + NAL-
M-el kezelt allatcsoportok kozotti kiilonbséget. Az eredményeket statisztikailag
szignifikansnak itéltiik, ha a p<0,05 volt.

A kompeticios kotesi kisérleteket GraphPad Prism 5.0 segitségével értékeltiik,
meghataroztuk azt a vegylilet koncentraciot mely leszoritotta a megfeleldé radioaktiv
ligandok 50%-at (ICso).

A funkcionalis [35S]GTPyS koteési kisérleteknél a LogECsy és Enax értékek,
valamint a szignifikancia szintek szintén GraphPad Prism 5.0-val 1szdmoltuk (GraphPad
Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).

Az MVD és RVD kisérletekben az 50%-os effektiv koncentraciot (ECsp)
valamint a maximalis hatast (E..x) nem-linearis regresszioval szamoltuk ki (Hill 3
paraméter egyenlettel) az egyéni logaritmusos d6zishatasgorbékbdol.

MVD esetén a NAL egyensulyi disszocidcios konstansat (K.) single-dose médszerrel
(Kosterlitz és mtsai, 1981) szdmoltuk ki.

Az antagonista affinitasa (K. érték) a kovetkezOképpen lett kiszdmolva: K=
[antagonista koncentracidjal/dose ratio - 1. Mivel a morfin és a M6SU MVD-n részben
képes gatolni az elektromosan kivaltott izomkontrakcidkat, ezért, hogy ezeknek a

vegyiileteknek is meghatirozhassuk a K. értékét NAL-al szemben, null moddszert
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alkalmaztunk. A dose ratio-t (DR) az ECsy értékébdl szamoltuk ki NAL jelenlétében és
anélkiil.

RTF esetén megvizsgaltuk a dozishatasgorbék kozotti Osszefiiggéseket,
meghataroztuk az 50%-os fajdalomcsillapitd hatashoz (EDs) sziikséges dozisokat, majd
Litchfield-Wilcoxon modszerével (Litchfield és Wilcoxon, 1949) kiszamoltuk a 95%-os
konfidencia intervallumokat. A csoportok kozotti kiilonbségeket egyszempontos
ANOVA (analysis of variance) segitségével hataroztuk meg, Tukey post hock tesztjét

alkalmazva. A p<0,05 érték statisztikailag szignifikdnsnak szamitott.
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4. EREDMENYEK

4.1. DAMGO-val végzett kisérletek eredményei

4.1.1. A morfin és a DAMGO fajdalomcsillapito hatdsa zsigeri fajdalom

modellen

A 5/A ¢és B éabra mutatja a morfin és a DAMGO féjdalomcsillapité hatasat i.p.
adagolt ecetsav altal kivaltott vonaglasos teszten. A vegyiileteket az ecetsavat kovetd
55. percben injektaltuk, hatasukat a 60. ¢és 80. perc koz¢ es6 periodusban mértiik. A
DAMGO 1i.p. adagolést kovetden a morfinéhoz hasonld dozistfiiggd fajdalomcesillapitd
hatassal rendelkezik (5/A abra). A morfin EDs értéke 238,57 nmol/kg, mig a DAMGO-
¢ 289,52 nmol/kg-nak bizonyult (1. tdblazat). Ezen értékek azt mutatjak, hogy a két
vegyiilet fajadalomcsillapitd hatdsa Osszemérhetd i.p. adagolast kovetden. I.c.v.
adagoléasnal szintén mindkét vegyiilet dozisfliggd fajdalomcesillapitd hatast mutatott (5/B
abra). A kiszamitott EDsy értékek alapjan a morfin (2,02 nmol/allat) és a DAMGO
(0,006 nmol/allat) is sokkal hatékonyabbnak bizonyult mint i.p. injektalas esetén (1.
tablazat). Az is megallapithatd, hogy i.c.v. adagolast kovetéen a DAMGO Iényegesen
hatékonyabb a morfinndl. A fentiecknek megfeleloen a DAMGO EDs, értékeinek

1.p./i.c.v aranya szintén magasabb, mint a morfiné (1. tdblazat).
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S.abra. A morfin és a DAMGO dozisfiiggo fajdalomesillapito hatasa i.p. (5/4) és i.c.v. (5/B) adagolas
utan ecetsav altal kivaltott vonaglasos teszten. A vegyiileteket 55 perccel az i.p. ecetsav kezelés utan
injektaltuk. A vonaglasokat az ecetsavas kezelést kovetd 60 és 80 perc kézé esé 20 perces periodusban

szamoltuk. Az adatok szdzalakban vannak kifejezve a fiziologias sooldattal kezelt kontrol kisérletekhez

Log doézis (nmol/kg, i.p.)

viszonyitva (atlag = S.E.M.)

1. tablazat. A morfin és a DAMGO fajdalomcsillapito hatasa i.p. és i.c.v. adagolas utin, ecetsav dltal

kivaltott vonaglasos teszten, patkdanyokon.

A dozishatasgérbét az i.p. ecetsavas kezelést koveté 60 és 80 perc kiézé esé 20 perces periodusban - a

vegyiiletek 55. percnél valo i.p. és i.c.v adagoldsa utan - vettiik fel, az EDs, értékek ezen dozishatasgérbék

alapjan lettek kiszamitva.
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Log dézis (nmol/patkany, i.c.v.)

EDsy
Vegyiiletek i.p./i.c.v.
i.p. (nmol/kg) i.c.v. (nmol/allat)
Morfin 238,57 (156,77-362,99) 2,02 (1,33-3,08) 118
DAMGO 289,52 (151,87-551,40) | 0,006 (0,002—-0,015) 48253
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4.1.2. Az antagonista hatdsa a fajdalomcsillapitisra

4.1.2.1. Az i.p. adagolt, perifériasan hato opioid antagonista NAL-M hatdsa az
i.p. adagolt morfinra és DAMGO-ra

A vartnak megfeleléen az Onmagaban i.p. injektalt NAL-M-nek (2130,83

nmol/kg) nem volt hatdsa a vonagldsok szamara, azonban szignifikansan csokkentette

az 1.p. injektalt morfin, illetve DAMGO féjdalomcsillapitd hatasat (6/A és B abra).

60+ A
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*k*%k
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w
o
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H Fiziologias sooldat (i.p.), n=9
™ Morfin (298,20 nmol/kg, i.p.), n=15
== Morfin (298,20 nmol/kg, i.p.)

+ NAL-M (2130,83 nmol/kg, i.p.), n 11
72 NAL-M (2130,83 nmol/kg, i.p.), n=

++

10 * %%k

A fajdalmas valaszok
szama
3

I Fiziolégias sooldat (i.p.), n=27
10 DAMGO (365,07 nmol/kg, i.p.), n=8
== DAMGO (365,07 nmol/kg, i. p. )

+ NAL-M (2130,83 nmol/kg, i.p.), n 6
722 NAL-M (2130,83 nmol/kg, i.p.), n=

o [T

6.dbra. Az i.p. adagolt NAL-M hatdsa az i.p. adagolt morfin (6/4) és DAMGO (6/B) fajdalomcsillapito

hatasara ecetsav daltal kivaltott vonaglasos teszten, patkdanyokon.
Meghataroztuk az i.p. adagolt morfin (298,20 nmol/kg) és DAMGO (365,07 nmol/kg) fajdalomcsillapito
hatasat dnmagaban illetve NAL-M-el egyiitt adva (2130,83 nmol/kg).

Az adatok minden csoportnal atlagban (x S.E.M.) fejezik ki a fajdalmas valaszok szamat, a 20 perces

megfigyelési szakasz az i.p. ecetsav injekciot kovetd 60. és 80. perc kozé esett.

**¥p <0,001 fiziologias sooldathoz viszonyitva

++p <0,01 a morfin + NAL-M illetve DAMGO + NAL-M -hez viszonyitva.
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4.1.2.2. Az i.c.v. adagolt perifériasan hato opioid antagonista NAL-M hatadsa az i.p.
adagolt morfinra és DAMGO-ra

Hogy leteszteljiik milyen szerepiik van a centralisan elhelyezkedd opioid
receptoroknak a szisztémasan injektdlt morfin és DAMGO éltal kivaltott
fajdalomcsillapitdsban, a NAL-M-et i.c.v., mig ezzel egyidejiileg a morfint és a
DAMGO-t i.p. adagoltuk. Az i.c.v. injektalt NAL-M (21,31 nmol/allat) szignifikansan
csokkentette az 1.p. injektalt morfin hatasat (7/A abra), ugyanakkor nem volt hatasa a

szisztémasan adagolt DAMGO fajdalomcsillapité hataséara (7/B abra).
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g N +NAL-M (21,31 nmol/animal, i.c.v.), n=16
£ 9 204
3 +
<
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B
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I Fiziolégias soéoldat (i.p.), n=10

20- M DAMGO (365,07 nmol/kg, i.p.), n=19

— E== DAMGO (365,07 nmol/kg, i.p.)
+NAL-M (21,31 nmol/rat, i.c.v.), n=10

A fajdalmas valaszok
szama

M

7. @bra. Az i.c.v. adagolt NAL-M (21,31 nmol/allat) antagonizalo hatdisa az i.p. adagolt morfin (298,20
nmol/kg, 7/4) és DAMGO (365,07 nmol/kg, 7/B) fajdalomcsillapito hatasdara ecetsav altal kivaltott
vonaglasos teszten, patkanyokon.

A morfin és a DAMGO 55 perccel az i.p. ecetsav utan lett injektdalva, mig a NAL-M illetve a fiziologias
sooldat a 60. percnél.

Az adatok minden csoportnal atlagban fejezik ki a fajdalmas valaszok szamat £ S.E.M, a 20 perces
megfigyelési szakasz az i.p. ecetsav injekciot koveté 60. és 80. perc kozé esett.

***p <0,001 fiziologias sooldathoz viszonyitva

+p <0,05 az agonistik énmagukban szemben a morfin + NAL-M illetve DAMGO + NAL-M csoportokhoz

viszonyitva
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4.2. 14-O-Metilmorfin-6-O-szulfat-al végzett kisérletek eredményei

4.2.1. In Vitro tesztek

4.2.1.1. Receptor kotési kisérletek

Megvizsgaltuk az 0j opioid ligand, a 14-O-MeM6SU, kotési affinitasat és
szelektivitaisat MOR-ra és DOR-ra patkany agyi-, mig KOR-ra tengerimalac agyi
membranpreparatumokon, ehhez radioligandként ["THIDAMGO (), ['H]DIDII (8) és
[H]U69,593 (k) hasznaltunk (8/A, 8/B és 8/C 4brak). A 14-O-MeM6SU gatolta a
[PHIDAMGO, [*H]DIDII és a ["H]U69,593 specifikus kotédését. A kompeticios kotési
gorbék alapjan a kovetkezd K; értékeket kaptuk: 1,12; 10,23 és 295,12 nM (2. tablazat).
Osszevetve a tesztvegyiiletekkel (M6SU, morfin és homoldg opioid ligandok) a legjobb
MOR affinitassal a 14-O-MeM6SU rendelkezett, illetve jelentds a DOR-hoz vald
affinitasa is, bar 9-szer alacsonyabb a MOR-hoz képest (2. tablazat, 8/A, 8/B ¢és 8/C
abrak).
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8.dbra. 8/A. A [HIDAMGO kompeticiés kitési gorbéi patkdny agyi membrdnprepardtumokon. A
radioligand specifikus kotési értékeit névekvd koncentracioju jeléletlen DAMGO, morfin, M6SU és 14-O-
MeM6SU jelenlétében hatdroztuk meg. 8/B. [FH]DIDII kompeticiés kotési gorbéi patkdny agyi
membranpreparatumokon. Az adatokat névekvo koncentracioju jeloletlen DIDII, morfin, M6SU és 14-O-
MeM6SU jelenlétében kaptuk. 8/C. A [PH]UG69,593 kompeticiés kotési gorbéi tengerimalac agyi
membranpreparatumokon. Az adatokat névekvd koncentracioju jeloletlen U-69,593, morfin, M6SU és14-
O-MeMG6SU jelenlétében kaptuk.
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kisérletekben, jelolt radioligandok jelenlétében patkany és tengerimalac agyi membranprepardatumokon.

“: patkany agy

b tengerimalac agy

K;(nM) = SEM Szelektivitasi
arany
Vegyiilet 3 3 =5 3
["HIDAMGO | [’H]ILedeltorfin ['H]U69,593
. . . d/n K/u
(1)) 11 ®) ()
4,37 + 0,30 2951,21 £1039,70 nem
Morfin 621
(n=6) (n=4) értékelheto
11,48 +1,59 524,81 + 109,54 275,42 + 138,43
M6SU 56 24
(n=6) (n=4) (n=6)
1,12 £0,27 10,23 + 2,62 295,12 + 96,79
14-0O-MeM6SU 9 269
(n=6) (n=6) (n=6)
3,24 + 0,37 3,63 +0,50 0,74 + 0,12
Homolég ligand - -
(n=5) (n=4) (n=4)

4.2.1.2. 14-O-MeM6SU-tal stimuldlt [*>S]GTPyS kotés

A 14-O-MeM6SU agonista, parcialis agonista vagy antagonista karakterének
meghatdrozasara mindhdrom opioid receptoron funkcionalis [*>S]GTPyS kétési
kisérleteket végeztiink. E kotési teszt tipus segitségével meghatarozhatjuk a vizsgalt G-
receptort aktivalo ligand aktivald képességét (ECso) a receptor aktivacidja soran. A G-
fehérje vizsgalatokat patkany é€s tengerimalac agyi membanpreparatumokon végeztiik.
A patkany agyi membranpreparatumokban a 14-O-MeM6SU altal kivaltott receptor
medialt G-protein maximalis aktivacidja (En.) lényegesen magasabb volt, mint a
morfiné vagy a M6SU-¢ (p<0,0001) és hasonlo, mint a DAMGO-¢, mely egy rendkiviil
hatékony szintetikus MOR agonista peptid (9/A ébra, 3. tablazat). A morfin és a M6SU
Emax értékei, a DAMGO teljes agonista hatdsahoz hasonlitva, megegyeznek a részleges
agonista tulajdonsaggal. Hataserdsségiik sorrendben, a kdvetkezoképp alakult: morfin >
14-O-MeM6SU > M6SU > DAMGO > DIDII. Az opioid antagonista NAL (10 uM), a

patkany agyi membranhomogendtumokhoz adva, a vakozasoknak megfelelden, jobbra
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tolta a 14-O-MeM6SU-tal stimulalt [*>S]JGTPyS kotési gorbéjét, megerdsitve a kisérlet
opioid specifikussagat (az adatok nincsenek feltlintetve). A tengerimalac agy, melyben a
patkany agyhoz képest nagyobb mértékben expresszalodnak KOR-ok, a 14-O-MeM6SU
hatékonyan stimuldlta a KOR medidlt G-protein aktivaciét, mindezt nagyobb

hatékonysaggal, mint az U-69,593 KOR szelektiv ligand (9/B abra, 3. tdblazat).

>
w

220 - DAMGO X 2201 = U-69,593
» S200{ * lle>® deltorfin Il - 8 200{ -& 14-0-MeM6SU ,--I
g S180{ -¥ 14-O-MeM6SU A é‘% 180 /i
2%160- - m:{," " 2% 160-
) - )
8 g 140 x;_g 140
S 120- S 120-
1004 1004 l
T T . T * T T T . T * T
Alap 1 100 10000 Alap 1 100 10000
Koncentracié (nM) Koncentracié (nM)

9.dbra. 9/4. A [35S]GTPyS kétés stimulacioja patkany agyi membranpreparatumon kiilonbézo

e

DAMGO, morfin és DIDII esetében is. A pontok az dtlag értékeket jelentik = S.E.M. 9/B. A

[35S]GTPyS kétées stimulacioja tengerimalac agyi membranprepardtumokohoz  kiilonbézo

e

pontok az atlag értékeket jelentik + S.E.M.
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3.tabldzat. 14-O-MeM6SU, M6SU és morfin hatékonysdaga (E,.) és hataserdssége (ECsy) dsszehasonlitva
a MOR agonista DAMGO-val, a DOR agonista DIDII-vel és a KOR agonista U-69,593-al funkcionalis
[°S]GTPyS kétési kisérletekben.

ECs5y = S.E.M.
Vegyiilet Emax = S.E.M.
(nM)
142,1 + 3,3 15,85 + 9,64
Morfin
n=4 n=4
132,5+3,3 104,71+ 63,66
Mé6SU
n=3 n=3
200,7 + 3,4 19,05+ 4,43
14-0O-MeM6SU
n=10 n=10
197,7 + 6,3 257,04 £ 90,55
DAMGO
n=>5 n=>5
180,3+ 7,4 407,38 + 204,75
DIDII
n=3 (n=3)
164,0 = 5,0 85,11 +£29,99
U-69,593
n=>5 (n=5)

4.2.1.3. Az opioid agonistaik aktivitasa MVD-n és RVD-n

MVD-n a 14-O-MeM6SU, M6SU, morfin ¢s DAMGO ECsy (nM) értékei a
felsorolas sorrendjében a kovetkezOk voltak, 4,38; 102,81; 346,63 ¢és 238,47 (4.
tablazat). A 10/A abrén jol latszik, hogy a 14-O-MeM6SU, a DAMGO-hoz hasonlo6an,
koncentracio fliggden erdsen gatolja MVD-n az elektromosan kivaltott izom
kontrakciokat. Ezzel szemben a morfin és a M6SU nem képes maximalis gatlas
kifejtésére. A kapott Enax = S.E.M értékek szazalékban: 99,10 + 0,90 a 14-O-MeMSU,
96,99 + 1,88 a DAMGQO, 36,87 + 3,36 a M6SU ¢és 42,51 + 6,43 a morfin esetében (4.
tablazat). A NAL K. értékei 0,66 és 1,92 kozott valtoztak mind a négy vegyiiletnél (4.
tablazat). Ha a K. értékeket naltrindol (NTI - DOR antagonista) vagy norbinaltorfimin
(nor-BNI - KOR antagonista) jelenlétében vizsgaltuk, 14-O-MeM6SU esetében a
kovetkezo eredményeket kaptuk a fent leirtak sorrendjében: 12,95 + 5,30 (n=7) ¢és 34,24
+ 11,37 (n=5). [d-Ala,, d-Leus] enkefalin (DADLE, DOR agonista) esetén a K. értékek
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NTI-vel szemben 0,14 £ 0,05 (n=8) voltak, mig etilketociklazocin (EKC - KOR
agonista) esetén nor-BNI-vel szemben 0,51 = 0,17 (n=3). 10 nM NTI jelenlétében
kapott dose ratio (DR) 14-O-MeM6SU-al és DAMGO-val szemben 2,16 + 0,26 (n=7)
¢és 1,20 + 0,23 (n=3) volt.

RVD-n mind a 14-O-MeM6SU, mind a DAMGO koncentracio fiiggden gatolta
az elektromosan kivaltott izomkontrakciokat, mig a morfin és a M6SU nem volt képes
erre (10/B. abra). A 5. tablazatbol latszik, hogy a 14-O-MeM6SU koriibeliil 5-szor
hatékonyabb volt a DAMGO-nal. A szazaléban kifejezett E.x 14-O-MeM6SU esetében
85,16; mig DAMGO esetében 80,58 volt. A 14-O-MeM6SU ¢és a DAMGO mutattdk a
legerésebb hataserdsséget ¢s a legmagasabb hatékonysagot, mig a morfinnak ¢és a

M6SU-nak nem volt hatasa, ez alacsonyabb hatékonysagra utal.
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4.tabldazat. A 14-O-MeM6SU, M6SU és a referencia vegyiiletek opioid tulajdonsagai izolalt egér vas
deferensen.

ECsp: 50%-ban hatékony koncentracio.

E,..: maximalis hatas

K,.: a NAL equilibracios disszocidacios allandoja

Vegyiilet ECs (nM) Emax K. (nM)
346,63 + 22,26 42,51 + 6,43 0,66 = 0,16
Morfin
n=4 n=4 n=4
102,81 +£ 8,79 36,87 £ 3,36 1,40 = 0,22
M6SU
n=12 n=12 n==6
4,38 + 0,77 99,10 + 0,90 1,92 = 0,21
14-0O-MeM6SU
n=4 n=4 n=4
238,47 + 65,54 96,99 + 1,88 1,66 = 0,26
DAMGO
n==6 n==6 n=4
A B
100 1 100
S
o * 14-0-MeM6SU e
% 60 " DAMGO < o0
& = = Morfin
‘g 40 3 40 4 M6SU
1 ®  14-0-MeM6SU
20 20 Y DAMGO
0 r T T r T ) 0 ; — ¥ E li
0.1 1 10 100 1000 10000 100000 1 10 100 1000 10000
Koncentracié (nM) Koncentracié (nM)

10.abra. 10/A. A 14-O-MeM6SU, M6SU, morfin és DAMGO dozishatas gorbéi, elektromosan ingerelt
egér vas deferensen. Az adatok atlagban vannak abrdazolva = S.E.M. 10/B. A 14-O-MeM6SU, M6SU,
morfin és DAMGO dozishatas gorbéi, elektromosan ingerelt patkany vas deferensen. Az adatok atlagban

vannak abrazolva = S.E.M.
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S.tablazat. A 14-O-MeM6SU, M6SU és a referencia vegyiiletek opioid tulajdonsdgai izolalt patkany vas

deferensen.
ECsp: 50%-ban hatékony koncentracio.

E,..: maximalis hatas

Vegyiilet Enmax ECso (nM)
nincs hatas
Morfin N.D.
n==~6
nincs hatas
Mé6SU N.D.
n=4
85,16 = 4,85 92,80 + 23,42
14-0O-MeM6SU
n==~6 n==~6
80,58 + 3,74 483,1 = 57,29
DAMGO
n=4 n=4

4.2.2. Fajdalomcsillapito hatds

Tail-flick teszen, patkdnyokon, s.c. injektalast kovetden a 14-O-MeM6SU, a
M6SU ¢és a morfin dozis fiiggden valtotta ki a fajdalomcsillapitd hatasat. Az igy kapott
s.c. EDsy értékek alapjan a 14-O-MeM6SU 51-szer volt hatékonyabb, mint a M6SU ¢és
34-szer hatékonyabb, mint a morfin (6. tablazat).

Intracerebroventrikuléris injektalas utdn a 14-O-MeM6SU 23-szor bizonyult
hatékonyabbnak a M6SU-nal, ez az érték a morfinnal szemben 2456-volt (7. tablazat).
A NAL (1 mg/kg, s.c.) teljes mértékben antagonizalta mindhdrom vegyiilet (14-O-
MeM6SU, M6SU, morfin) fajdalomesillapitd hatdsat. A hatdsmaximumon a s.c./i.c.v.
dozis arany 12242 volt a 14-O-MeM6SU-, 26137 a M6SU-, és 161 a morfin esetében.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a fenti opioid vegyiiletek kiillonb6z6 analgetikus

hatékonysaggal rendelkeznek, mely fligg a beadas modjatol.
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6.tablazat. A 14-O-MeM6SU, M6SU és morfin fajdalomcsillapito hatasa, hosugar daltal kivaltott
fajdalomra, patkany tail-flick teszten 30, 60 és 120 perccel a vegyiiletek s.c. beadasat kdvetien.

A zarojelben lévo adatok a 95%-os konfidencia intervallumok. Dozisonként minimum 5 allat volt egy
csoportban és 3-4 dozist hasznaltunk, hogy meghatdrozzuk az EDs értékét.

“a hatds maximuma.

EDsy (nmol/kg, s.c.)
Vegyiilet
30’ 60’ 120’

6220,84" 6842,92 40435,46

Morfin
(4354,59-8709,18) (4976,67-9642,30) | (14930,02-109797,82)

9578,54 9304,87" 11220,58

M6SU
(6568,14-13683,63) | (6020,80-13957,31) | (6841.82-18883.42)
267,32 182,35% 366,97
14-0-MeM6SU
(167,17-427,67) (110,52-300,46) (155,27-867,22)

7.tablazat. A 14-O-MeM6SU, M6SU és morfin fajdalomcsillapito hatdasa, hésugar dltal kivaltott
fajdalomra, patkany tail-flick teszten 20, 30, 60 és 120 perccel a vegyiiletek i.c.v. beadasat kévetéen.

A zarojelben lévo adatok a 95%-os konfidencia intervallumok. Dozisonként minimum 5 allat volt egy
csoportban és 3-4 dozist hasznaltunk, hogy meghatdarozzuk az EDs értéket.

“a hatds maximuma.

EDs¢ (nmol/allat, i.c.v.)
Vegyiilet
20' 30' 60' 120’

55,365 38,569 49,145

Morfin -
(32,037-94,868) | (22,084—67,496) | (28,927-83,670)

0,573 0,356" 0,730 0,966

M6SU
(0,348-0,944) (0,179-0709) (0,462-1,155) (0,407-2,294)

14-0- 0,0157° 0,0175 0,0172 0,0233
MeM6SU (0,0101-0,0240) | (0,0119-0,0253) | (0,0119-0,0248) | (0,0164—0,0331)
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5. MEGBESZELES

5.1. DAMGO

Az elmult két évtizedben nagy figyelmet kapott a periférids opioid receptorok
vizsgalata, hiszen ha a periférids opioid receptor agonistakkal erds fajdalomcsillapitd
hatas érhet6 el, akkor ezek a szerek alkalmasak lehetnek lokalisan, a sériilés, gyulladas
helyén a fajdalom csillapitasara sulyos centralis opioid mellékhatasok nélkiil.

Kisérleteinkben zsigeri gyulladasos fajdalom modellt alkalmaztunk. A zsigeri
fajdalom kialakulasdban részt vevd neurotranszmitterek, receptorok és ioncsatornak
mennyiségileg ¢és mindségileg is kiilonboznek a szomatikus €s a neuropatids
fajdalométol (Brumovsky és Gebhart, 2010; Robinson és Gebhart, 2008).

Allatmodelleken a zsigeri fajdalom az eliilsé hasfal izomzatan megfigyelheté
visceromotoros valaszt valt ki a konvergencia miatt, s a fajdalom objektiv mérésére
alkalmas. Ilyen fajdalom wvalthato ki pl. experimentalis colitis, ecetsav indukalta
peritonitis és colorectalis distensio esetén is. A zsigeri konvergencia a szervek kereszt
szenzitizacidjadhoz vezet, aminek eredményeként az egyik visceralis szerv fokozza a
masik szervben kialakuld fajdalmat, ha azonos spinalis szegmentumbol idegzddnek be
(Brumovsky ¢és Gebhart, 2010; Robinson és Gebhart, 2008). A konvergencia miatt a
visceralis fajdalom rosszul lokalizalt, diffuz és gyakran a szomatikus kisugérzas alapjan
azonosithaté (Blackshaw és mtsai, 2007).

Szamos receptor €s ioncsatorna aktivaldsa vesz részt a visceralis fajdalom
kialakulasdban. Ilyen példaul a TRPV-1 (transient receptor potential vanilloid-1), Ca-
csatornak, GABA-B csatorna, a 1, 0 €és K opioid receptorok és szomatosztatin receptorok
(Ahlbeck, 2011).

Az opioid agonistdk fajdalomcsillapité hatasdt kordbban mar kiterjedten
tanulmanyoztak egéren, ecetsav altal kivaltott zsigeri fajdalom modellen. Néhany
tanulmany foglalkozik ugyan a MOR agonistak fajdalomcsillapité hatdsaval patkany
zsigeri fajdalom modellen is (Harada €s mtsai, 2000; Kharkevich és Churukanov, 1999),
de ezekben az esetekben a vegylileteket rendszerint preventiv, azaz a varhatd fajdalom

elott, alkalmaztak.
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A jelen vizsgalatban, ellentétben a kordbbiakhoz, ahol a vegyiileteket preventiv
azaz még a zsigeri fajdalom kivaltasa eldtt adtak (Harada és mtsai, 2000; Hayashida és
mtsai, 2003; Narayana Raju és mtsai, 2005), akkor adtuk a vegyliketeket amikor mar
kialakult a zsigeri fajdalom, igy sokkal jobban modellez egy klinikai allapotot.

Kisérleteinkben a DAMGO ¢és a morfin mind periférids, mind centralis
alkalmazast kovetéen, dozisfiiggden csokkentette a késéi permanens zsigeri fajdalmat
patkanyoknal. I.c.v. injektalt NAL-M-el végzett kisérleteinkben az egyidejiileg i.p.
adagolt DAMGO fajdalomcsillapité hatasat a periférias opioid receptorokon keresztiil
fejtette ki, ezzel szemben az i.p. adagolt morfin ugyanezt a hatast a centralis MOR-on
keresziil érte el, habar némi periférias hatas itt is megfigyelheté volt. A DAMGO
nagyon nagy affinitassal kotddik a p-opioid receptrokhoz, ezerszer szelektivebben mint
a o-oipid receptorokhoz (Handa ¢és mtsai, 1981; Schiller ¢és mtsai, 1989),
fajdalomcsillapitd hatdsa NAL-al antagonizalhat6, ezek alapjan elmondhato, hogy a
megfigyelt hatdst a p-opioid receptorok kozvetitik.

A DAMGO ¢s a morfin i.p. adagolva hasonld fajdalomcsillapité hatédssal
rendelkezik, ezzel szemben i.c.v. adagolasnal a DAMGO 336-szor bizonyult
hatékonyabbnak a morfinndl. Kovetkezésképpen az igy kapott i.p./i.c.v. EDsy dozis
arany lényegesen magasabb a DAMGO esetében. A kiilonbség a vegyiiletek vér-agy-
gaton vald penetracidjaval magyarazhato. A DAMGO fehérje szerkezetének
koszonhetden nehezen jut at a vér-agy-gaton, ez azt sugallja, hogy i.p. beadast
kovetden, a fajdalomcesillapitod hatasért a periférids opioid receptorok feleldsek.

A kapott eredmények Osszhangban vannak a korabbi vizsgélatokkal, miszerint a
MOR agonistak csokkentik a kémiai anyagok altal kivaltott zsigeri fajdalmat periférias
¢s centralis adagolas mellett is (Al-Khrasani és mtsai, 2007; Porreca és mtsai, 1987;
Takasuna ¢€s mtsai, 1994). A p-opioid szelektiv dermorfin esetében is azt irtak le, hogy
intracerebroventrikuarisan vagy intratekalisan (i.t.) adagolva sokkal hatékonyabb mint a
morfin, ugyanakkor periférias alkalmazéas soran hasonld hatékonysaggal rendelkezik
(Negri és Improta, 1984). Ezen kiviil mas fajdalom modellt, pl. tail-flick tesztet (ho altal
kivaltott fajdalom), hasznalva az opioid agonistak hatasdnak vizsgalatara, i.t. (Riba és
mtsai, 2002) és i.c.v. (He és Lee, 1997) adagolva a DAMGO ugyancsak erdsebb hatast

mutatott a morfinhoz képest patkanyokon és egereken is. A vegyiiletek kozotti ezen
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eltéréseknek tobb oka is lehet, mint példaul a hatékonysag, a hataserdsség vagy a
fizikai-kémiai tulajdonsagaik.

Annak, hogy a DAMGO fijadalomcsillapitdé hatasa kiilonbozik centralisan és
perifériasan, a fent emlitett farmakokinetikai okok mellett farmakodinamias okai is
lehetnek. Farmakodindmids ok lehet, hogy perifériasan kicsi a MOR készlet, emiatt
ahoz hogy a DAMGO 1i.p. kifejthesse fajdalomesillapitd hatdsat nagyobb dozisokra van
sziikség.

A MOR agonistdk nagyobb hatassal rendelkeznek az olyan szerveken, ahol
magas a MOR készlet (Miller és mtsai, 1986). Korabbi vizsgalatokbol ismert, hogy a
DAMGO f3jdalomcsillapité hatdsa intravénas (i.v.) adagolast kovetden gyorsan
megsziinik, eliminécids fél-¢letideje minddssze 15 perc volt (Szeto €s mtsai, 2001).
Osszehasonlitasképpen, a morfin eliminacios fél-életideje 47,2 perc intravénas (iv.).
adagolast kovetden (Hasegawa és mtsai, 2010). A DAMGO, hasonloan a masik
szelektiv  p-opioid agonista DADLA-hoz (H-Tyr-d-Arg-Phe-Lys-NH;), csak
korlatozottan tud bejutni a kozponti idegrendszerbe (Schiller 1990, Szeto 2001).

A DAMGO-val ¢és morfinnal i.p. egyiitt adagolt naloxon mindkét vegytlet
fajdalomcsillapitd hatasat teljes mértékben kivédte igy a periférias és a centralis
hataskomponensek elkiilonitésére nem alkalmas.

A kvaterner opioid antagonistakat viszont gyakran hasznaljak a centralis €s periférias
opioid agonista hatas megkiilonboztetésére. A legfobb oka ennek az, hogy kisebb
dozisban (esetiinkben a hasznalt NAL-M dozis 2130,83 nmol/kg volt) nem jutnak at a
vér-agy gaton (Furst és mtsai, 2005; Khalefa ¢és mtsai, 2013; Lewanowitsch és Irvine,
2002; Stein és mtsai, 1995). Ebbdl kiindulva, ha az i.p. adott kvaterner opioid
antagonista, esetiinkben NAL-M, nem gatolja a szintén i.p. adott agonista hatasat, vagy
ha az i.c.v. injektalt NAL-M antagonozalja az i.p. adott agonista hatasat, bizonyos, hogy
a hatas a kézponti idegrendszer opioid receptorain jon Iétre.

Kisérleteink egyik legfontosabb eredménye az volt, hogy a kvaterner antagonista
vegyiilet, a NAL-M, i.p. egyiitt adva a MOR agonistakkal (morfin vagy DAMGO),
szignifikansan csokkentette az agonista vegyiiletek fajdalomcsillapitd hatasat.

Az i.c.v. adott NAL-M részlegesen, de szignifikdnsan gatolta az i.p. adott morfin
hatdsat, ugyanakkor az i.p. adott DAMGO fajdalomcsillapitdé hatdsara nem volt
befolydsa. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az ip. adott DAMGO
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fajdalomcsillapitd hatdsaban foleg periférids és kevéssé centralis hatdskomponensek
vesznek részt.

Ezzel ellentétben az i.p. adott morfin fajdalomcsillapité hatdsdban mind a
periférias mind a centrélis opioid receptorok szerepet jatszanak. Azokban az esetekben,
(Al-Khrasani ¢és mtsai, 2007; Fields, 2007; Takasuna és mtsai, 1994) amikor a morfint a
kémiai stimulus (ecetsav) elott adtak, fajdalomcsillapitd hatdsat a centralis opioid
receptorokon keresztiil valtotta ki. Ismert, hogy a fajdalomcsillapitdsban a kdzponti
idegrendszer mellett a periférias opioid rendszer is részt vesz (Goicoechea és mtsai,
2008; Ji és mtsai, 2006; Nozaki-Taguchi €és Yaksh, 1999; Stein és Lang, 2009). He ¢és
mtsai a metadonnal kapcsolatban kimutattdk, hogy egereken ¢és patkanyokon végzett
tail-flick teszten, mind szisztémasan, mind centralisan adagolva fajdalomcsillapito
hatasat szignifikans mértékben a periférids opioid receptorokon fejti ki. A centrélis és
periférias hatas elkiilonitéséhez NAL-M-et hasznéltak (He ¢és mtsai, 2009).
Eredményeink 0Osszhangban vannak olyan korabbi vizsgalatokkal ahol szintén
kimutattdk a morfin hatasanak periférias komponensét (He és mtsai, 2009; Labuz és
mtsai, 2007). Klinikai kutatdsokban a morfin intraartikularis alkalmazasat sokszor
vizsgaltdk, s6t ma mar alkalmazzdk is terapiasan. Térd mitétek utan helyileg adva,
csokkenti a betegek fajdalmat, illetve mérsékli az egyéb fajdalomcsillapitok iranti
igényt (Mousa ¢s mtsai, 2007). A morfin lokélis analgetikus hatdsat bizonyitja az a
kisérlet is, amelyben lokalisan adott opioid antagonista fokozta a posztoperativ
fajdalmat (Stein és Lang, 2009). Fontos megfigyelés, hogy a lokalisan alkalmazott
morfin fajdalomcsillapitd hatasat a periférias opioid receptorokon keresztiil fejti ki, igy
a centralis mellékhatasoktol nem kell tartani (Stein és mtsai, 2001).

Csoportunk korabbi vizsgalatban megallapitotta, hogy egy 1) morfin szarmazék,
a 14-O-metiloximorfon-6B-glicin (HS-731), korlatozottan tud csak bejutni a kdézponti
idegrendszerbe, patkdny tail-flick teszten ¢és egér zsigeri fajdalom modellen
fajdalomesillapitod hatasat a periférias opioid receptrokon fejti ki (Al-Khrasani és mtsai,
2007; Furst és mtsai, 2005). Csoportunk azt is leirta, hogy a DAMGO preemtiv
szisztémas adagolast kdvetden periférias fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik egér
zsigeri fajdalom modellen (Al-Khrasani és mtsai, 2007). Takasuna és mtsai (Takasuna
¢s mtsai, 1994) leirtdk, hogy a loperamid, szemben a morfinnal, nem jut 4t kénnyen a

vér-agy gaton, igy fajdalomcsillapitd hatdsat perifériasan fejti ki (kisérleteiket egéren
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végezték ¢és vonaglasos tesztet hasznaltak). Elekotrofizioldgiai bizonyitékok szintén
alatdmasztjak, az opioidok fajdalomcsillapité hatasanak periférias oldalat. A patkanyok
szOros borére lokalisan adott morfin gatolta a glutamat altal a finomrostokban kivaltott
fajdalmat (Tian és mtsai, 2005). Goicoechea €s mtsai hot-plate teszt alkalmazasaval
kimutattak (Goicoechea ¢és mtsai, 2008), hogy a fentanil anal6g N-[1-fenilpirazol-3-yl]-
N-[1-(2-fenetil)-4-piperidil] propenamid (IQMF-4) nagy affinitassal és szelektivitassal
kotédik a MOR-hoz (Giron ¢és mtsai, 2002) ¢és fajdalomcsillapité hatasat részben
periférias uton fejti ki. Az endomorfin analégok szintén rendelkeznek periférids
fajdalomcsillapitd hatassal egér zsigeri fajdalom modellen (Bedini és mtsai, 2010;
Spampinato és mtsai, 2003).

A periférias MOR funkcionalis up-regulacidja kovetkezik be viszonylag rovid ideig
tarto, gyulladast kivalté mediator expozicid hatdsara (Berg és mtsai, 2007; Patwardhan
és mtsai, 2006; Rowan ¢és mtsai, 2009). Az opioid receptorok, mRNS-eik illetve
fehérjéik jelenléte jol dokumentalt a zsigeri szovetekben (Bagnol ¢és mtsai, 1997; Fickel
¢és mtsai, 1997; Pol és mtsai, 2001). Labuz és mtsai kimutattak, hogy az egér peritoneum
periférias idegvézddésein is expresszalédnak p-, k- és o-opioid receptorok (Labuz és
mtsai, 2007). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az opioidok megfigyelt periférids
hatésa a periférias idegek végkésziilékein jon 1étre.

Egyes kutatok tgy vélik, hogy a NAL-M kis mennyiségli NAL-al valo
szennyezOdése az oka a NAL-M megfigyelt antagonista hatdsanak (Bianchi és mtsai,
1982). Ebben az esetben az i.p. adott NAL-M teljesen gatolna az i.p. morfin hatasat.
Hogy elkeriiljiilk ennek még a lehetdségét is, alacsony dozisua (2130,83 nmol/kg) NAL-
M-et hasznaltunk. Mindezek miatt valoszintitlennek tartjuk, hogy a NAL-M antagonista
hatdsa az i.p. morfinra vagy DAMGO-ra NAL szennyezddés kovetkezménye lenne. A
fentiek tiirkében érdemes lenne tudni, hogy mennyi id6 alatt metabolizalodik a NAL-M,
de errdl nincsenek irodalmi adatok. Ezért, hogy teljesen kizarjunk a NAL-al vald
szennyezOdés lehetdségét, megvizsgaltuk az i.c.v. injektalt NAL-M hatasat is az i.p.
morfinra és DAMGO-ra. NAL-al valo szennyezddés esetén az i.c.v. adott NAL-M

teljesen gatolna az i.p. injektalt morfin ¢s DAMGO hatésat.

A célkitizésekben felallitott kérdésekre az alabbi valaszokat kaptuk késoi

permanens zsigeri fajdalmnal, patkanyokkal végzett kisérletekben:
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1. A szisztémasan és centralisan injektalt DAMGO ¢és morfin dozisfiiggden
csokkentette a fajdalmat.

2. A NAL-M szisztémasan egyiitt adva a DAMGO-val vagy a morfinnal
szignifikansan csokkentette azok fajdalomcsillapité hatasat. A centréalisan
injektalt NAL-M szignifikdnsan csokkentette a szisztémasan adagolt morfin
hatdsat, ugyanakkor nem volt hatasa a szisztémasan adagolt DAMGO
fajdalomcsillapito hatasara

3. Kovetkeztetés: a DAMGO f3ajdalomcsillapité hatasat a periférias opioid
receptorokon keresztiil fejti ki, mig a morfin ugyanezt a hatast a elsdsorban a

centralis MOR-on keresziil éri el.

A kapott eredmények ujdonsagértéke:

- Patkdny  vonaglédsos  kisérletek  soran  elészor  alkalmaztunk  opioid
fajdalomcsillapitast a fajdalom kialakulasat kdvetden, mely jobban modellezi a
klinikai gyakorlatot.

- Ezen a teszten az alkalmazott doézisokban a szisztémasan adott DAMGO

fajdalomcsillapito hatasat a periférian fejti ki.

5.2. 14-O-Metilmorfin-6-O-szulfat

A munkam masik része bemutatja egy Uj opioid agonista, a 14-O-MeM6SU
farmakologiai tulajdonsagait, 6sszehasonlitva a M6SU-al, a morfinnal és a DAMGO-val
in vitro és in vivo kisérletekben.

A vegylilet megtervezése soran f0 szempontunk egy olyan kémiai szerkezet
létrehozasa volt, mely nagy affinitassal, hatékonysaggal és fajdalomcsillapitdo hatdssal
rendelkezik és nem, vagy nehezen jut 4t a vér-agy gaton. A 14-O-MeM6SU esetében, a
morfinhoz képest, a 14-es C-atom metoxi csoportja segiti a receptorialis kotodést és
biztositja a magas hatékonysagot és hataserdsséget, a 6-0s pozicidban jelen 1évo szulfat
csoport negativ toltése pedig a vér-agy gaton at térténd penetraciot neheziti meg.

A 14-O-MeM6SU patkany agyi membranpreparatumokon (kompeticios kotés)
magasabb affinitdst mutat a MOR-ra mint a M6SU, morfin vagy a DAMGO. Emellett

sokkal nagyobb a hataserdssége ¢és a hatékonysdga a referencia vegyiileteknél
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izomkontrakcido gatlasat modellezd kisérletekben (MVD, RVD), csakigy, mint a
[°SIGTPyS kotési kisérletekben. A vegyiilet ezenkiviil erés, és naloxonnal
viszafordithatd fajdalomcsillapité hatast mutatott patkany tail-flick teszten. I.c.v./s.c.
effektiv dozis aranyok, ellentétben a morfinnal mind a 14-O-MeM6SU, mind a M6SU
esetében magasak voltak.

Kompeticios kotési kisérletek. Ezek soran lehetéségiink volt biokémiai
modszerekkel lemérni az interakcidt vegyiilet és receptora kozott. A 14-O-MeM6SU
gatolja a ["THIDAMGO, ["H]DIDII és a ["H]U69,593 specifikus kotodését a p, & és k-
opioid receptorokhoz. Emellett 269-szer magasabb affinitast mutat a MOR-hoz mint a
KOR-hoz, mig a DOR-hoz viszonyitva ez az affinitds 9-szer magasabb. A 14-O-
MeM6SU a M6SU-hoz képest 10-szer nagyobb affinitassal rendelkezik a MOR-ra, mig
ez az érték DOR esetén 51-szeres patkany agyi membranpreparatumon. Erdemes még
megjegyezni, hogy a morfinhoz képest a M6SU 2,6-szor kissebb affinitassal rendelkezik
a MOR-ra, mig 5,6-szor nagyobb az affinitdsal a DOR-ra. A morfinhoz képest ez az
érték a 14-O-MeM6SU esetén 4-szer nagyobb affinitds a MOR-ra és 288-szor nagyobb
affinitds a DOR-ra.

Eredményeink hasonloak Oguri és mts-i (Oguri és mtsai, 1987) altal kapott
eredményekhez, akik leirtdk, hogy a M6SU-nak, a morfinhoz képest, 2-szer kisebb
affinitasa van a MOR-hoz és 30-szor nagyobb affinitasa a DOR-hoz patkany agyi
membranokon. A MOR/DOR szelektivitds kozotti kis kiilonbség ellenére a 14-O-
MeM6SU képes megvaltoztatni a [THIDAMGO kétését a patkany agyi membranokhoz,
mutatva ezzel, hogy ennek a morfin analdégnak van a legnagyobb affinitisa a MOR-hoz.
Ezzel ellentétben a M6SU a [P"HIDAMGO kétését kis affinitassal szoritja le, sugallva
ezzel, hogy a C-14-es pozicidban 1évé metoxi csoport alapvetd fontossagli a kotési
folyamatban a morfin anal6goknal.

Funkcionalis [°S]JGTPyS kotési kisérletek. A 14-O-MeM6SU agonista,
parcidlis agonista vagy antagonista karakterének meghatarozasara mindharom opioid
receptoron funkcionalis [>>S]GTPyS kotési kisérleteket végeztiink.

A receptorra kifejtett hatdsuk alapjan megkiilonbdztetiink teljes- (full) és
parcidlis agonistakat, kevert agonista/antagonistakat és tiszta antagonistakat. A teljes
agonistak a maximalis farmakoldgiai hatas kivaltasara képesek (pl. fentanil). A parcialis

agonistak az 0sszes receptor elfoglalasa utan sem képesek a maximalis hatas elérésére
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(pl. buprenorfin). A kevert agonista/antagonista vegyliletek jellemzdje, hogy az egyik
receptortipuson agonistaként, mig a masikon antagonistaként viselkednek (pl.
nalbuphin). A tiszta antagonistdk minden opioid receptoron gatld hatast fejtenek ki (pl. a
naloxon).

Az opioid agonistdk farmakologiai hatasukat a sejtmembranban 1évo G fehérje
kapcsolt receptorokon keresztiil fejtik ki. Ezen receptorok agonistak altali aktivaciojat
nem hasithaté radioaktiv izotoppal jelslt GTP analdg [°S]GTPyS kotési kisérletekkel
mérhetjiik (Lorenzen és mtsai, 1993; Tian és mtsai, 1994). Ez a mddszer lehetdséget ad
a receptor-medialt G fehérjék opioidok altali aktivacidjanak direkt mérésére (Asano €s
Ross, 1984; Hilf és mtsai, 1989; Kurose ¢és mtsai, 1986). A MOR agonistak
hatékonysdga megbecsiilhetd az agonista 4ltal stimulalt [S]GTPyS kotéssel
(Emmerson és mtsai, 1996; Selley és mtsai, 1997; Traynor és Nahorski, 1995). Az igy
kapott Enax €rtékeket szamos farmakologus hasznalja a hatékonysag mérésére
(Emmerson és mtsai, 1996; Selley és mtsai, 1997; Strange, 2010; Traynor és Nahorski,
1995). Olyan kériilmények kozott, ahol nincs receptor tartalék, a [*°S]GTPyS kotés
maximalis stimulacidja az agonista altal elfoglalt receptoron egyenes 0sszefiiggésben all
az intrinsic hatékonysagaval (Selley €s mtsai, 1998).

Az Enax €rtékek alapjan a 14-O-MeM6S a DAMGO-¢éval azonos hatékonysagi
értékeket mutatott a  [°S]GTPyS kotések  aktivaciojanal patkany  agyi
membranpreparatumokon, ugyanezen koriilmények kozott a M6SU ¢€s a morfin
gyengébb volt. Az igy kapott hatékonysag tendencidjaban mind a négy vegyiiletnél
azonos volt az MVD ¢és RVD kisérleteknél kapottakkal. A magas hatékonysaggal
rendelkezd agonista 14-O-MeM6S ¢s DAMGO minden kisérletnél magas aktivitast
mutatott, mig a részleges MOR agonista morfin és M6SU hatastalan volt RVD-n, az
MVD és [*°S]GTPyS kotési kisérletekben pedig nem tudott maximalis hatast kifejteni.

Munkank sordn biokémiai és biologiai modszereket alkalmaztunk, hogy
meghatarozzuk a teszt vegyiiletek receptor konstansat. Az effektiv MOR tartalékok
mindhdrom vizsgalati médszernél (MVD, RVD és agyi membran) kiilonbozéek voltak,
ennek ellenére 0sszehasonlihatoak a kapott hatékonysagi értékek. Megerdsitettiik a 14-
O-MeM6S ¢és a DAMGO teljes agonista-, mig a M6SU ¢és a morfin részleges agonista
jellegét. A kapott eredmények Osszhangban allnak azzal a kordbbi megfigyeléssel,

miszerint a metoxi csoport jelenléte C-14-es pozicioban hatdssal van az 01j vegyiiletek
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hatékonysagara €s hataserdsségére (Al-Khrasani és mtsai, 2007; Riba és mtsai, 2010;
Spetea ¢s Schmidhammer, 2012).

Az elmult évtized soran kutatdcsoportunk egyiittmitkodve Helmut Schmidhammer
kutatocsoportjaval, szamos 14-O-methoxyloxymorfon farmakoldgiai tulajdonséagait
vizsgalta meg. Schmidhammer és munkatéarsai szdmos 14-alkoxy szdrmazékot vizsgalt
meg ¢és azt talaltdk, hogy magas kotési affinitassal rendelkeznek mindharom tipusa
opioid receptorhoz, valamint magas az agonista aktivitasuk in vitro és in vivo
koriilmények kozott is. A vizsgalt vegyiiletek kozott a 14-O-methyloxymorfon-6f3-
glicin (HS-731) és a 14-ethoxymetopon magas kotési affinitassal rendelkezik a MOR és
a DOR esetén, viszont a KOR-hoz val¢ affinitasa gyenge (Furst és mtsai, 2005; Lattanzi
¢s mtsai, 2005). A 14-O-methyloxymorfon teljes vagy majdnem teljes agonistaként
viselkedik a MOR-on [*>S]GTPyS kotési kisérletekben (patkany és tengerimalac agy
homogenizatumot hasznalva) csakigy, mint RVD-n (Riba ¢&s mtsai, 2010).
Osszehasonlitva a 14-O-methyloxymorfon agonista hatékonysagat és hatdserdsségét a
kiindulési vegyiilettel, az oximorfonnal, jelentésebb MOR aktivitast lathatunk.

A jelen kisérletekben kapott eredmények a 14-O-MeM6SU-al, M6SU-al ¢és
morfinnal egybecsengenek azokkal, amit korabban csoportunk a HS-731 esetén
megfigyelt (Al-Khrasani és mtsai, 2007; Furst €s mtsai, 2005; Spetea €s mtsai, 2004).

Izolalt szervekkel végzett Kisérletek. A vas deferens preparatumok nor-
adrenerg neuronokat tartalmaznak, elektromos impulzussal kontrakcid valthatdo ki
rajtuk. Ez a hatas preszinaptikus elhelyezkedési opioid receptorokon keresztiil
gatolhatd. Ezért alkalmas ez a modell az opioid agonista hatas vizsgalatara. Kisérleteink
soran 2 féle szervpreparatumot hasznaltunk, melyek opioid receptor készlete eltérd. Az
egér vas deferens (MVD) mindharom tipusu opioid-receptorral rendelkezik, bar eltérd
mennyiségben (DOR>MOR>KOR) (Hutchinson és mtsai, 1975; Leslie, 1987; Lord ¢és
mtsai, 1977), mig a patkany vas deferens (RVD) csak kis mennyiségben tartalmaz p-
opioid receptorokat (Smith és Rance, 1983), ezért ezen csak olyan vegyiiletek hatnak,
melyeknek nagy az intrinsic aktivitasuk.

MVD. Az MVD-vel val6 kisérletek soran a 14-O-MeM6SU bizonyult a
leghatékonyabb opioid agonistanak, K. értéke a NAL-al szemben 0,66-1,92 nM kozott
mozgott, hasonléan a DAMGO-hoz, mutatva ezzel, hogy hatdsat ebben a koncentracio

tartomanyban MOR-okon keresztiil fejti ki. Ugyanilyen koriilmények kézott a DOR
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antagonista NTI K. értéke a 14-O-MeM6SU-al szemben 92-szer volt magasabb, mint a
DOR agonista DADLE-val szemben. Tovabba a KOR antagonista nor-BNI K, értéke
14-O-MeM6SU-al szemben 67-szer volt magasabb, mint a KOR agonista EKC-val
szemben. Ha NAL 14-O-MeM6SU-al szembeni K. értékeit 6sszeahasonlitjuk a MOR-ra
nagyon szelektiv kontroll vegyiilet, DAMGO értékeivel megallapithatjuk, hogy ezen
kisérleti koriilmények kozott a két vegylilet azonos receptoron hat. Eredményeink
megegyeznek Miller és mts-i altal kapott eredményekkel, melyekben a NAL K. értékei
a DAMGO-val és a morfinnal szemben hasonld értéktartomanyban vannak (Miller és
mtsai, 1986). Eredményeink megerdsitéseképpen megallapitottuk az NTX K. értékeit
mindkét vizsgalt vegyiilettel szemben. A 14-O-MeM6SU esetében 0,63 nM-t, mig a
DAMGO esetében 0,27 nM-t kaptunk (nem szerepel az eredmények kozott) mely
0sszhangban van az NTX kordbban MOR-ra megallapitott affinitasaval (Al-Khrasani és
mtsai, 2007; Gyires és mtsai, 1997). MVD-n a 14-O-MeM6SU ¢és a DAMGO magasabb
maximalis gatlast mutat, mint a M6SU vagy a morfin. A 14-O-MeM6SU superior
intrinsic hatékonysaga 99% volt, mig a DAMGO-¢ 97%, ehhez képest a M6SU ¢és a
morfin submaximalis gatlo hatasa nem érte el az 50%-ot. Habar a 14-O-MeM6SU a
hasznalt koncentracidban gatlo hatasat a MOR-on fejti ki, nem zarhato ki, hogy
magasabb koncentracioban a DOR-ra és KOR-ra is hatassal van.

Az, hogy egy szovet hogyan reagal egy opioidra az tobb tényezdtdl fiigg: a vegylilet
affinitasatol, intrinsic aktivitasatol és a biologiai rendszer tartalék (spare) receptorainak
szamatol. Példaul a p-receptor agonista DAMGO ugyanugy viselkedik a tengerimalac
ileum, RVD ¢és MVD preparatumokon, hataserdssége viszont kiilonbozik a
preparatumonként. Ez a kiilonbség a receptorkészlet és a tesztelt vegyiilet intrinsic
aktivitasabol adodik.

RVD. Az RVD-vel végzett kisérletek sordn szintén megvizsgaltuk a 14-O-
MeM6SU, M6SU ¢és a referencia vegyiiletek (DAMGO, morfin) agonista aktivitasat.
Mind a 14-O-MeM6SU mind a DAMGO gatlo hatast produkalt 80% feletti értékekkel,
mig a M6SU-nak és a morfinnak nem volt hatasa (a M6SU ¢s morfin altal kivaltott
receptor aktivacid nem elegendd ahoz, hogy agonista valaszt kapjunk). Mindez, illetve
az MVD-vel val¢ kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a 14-O-MeM6SU, hasonloan
a DAMGO-hoz magasabb hatékonysagot mutat a masik két vegyiiletnél. A patkany vas

deferensen nagyon kevés opioid receptor talalhaté és tulajdonsagaik megegyeznek a
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periférias szovetekben talalhatdo p-opioid receptorokéval (Miller és mtsai, 1986; Smith
¢s Rance, 1983). Ezen tulajdonsagai alapjan kivaldéan alkalmas a vizsgalni kivant
vegyliiletek hataser0sségének ¢és hatékonysaganak meghatarozdsara. DAMGO-val és
morfinnal kapott eredményeink 6sszhangban vannak csoportunk és mas kutatocsoportok
korabbi eredményeivel, miszerint a DAMGO sokkal hatasosabb ¢és sokkal nagyobb Eax
értékkel rendelkezik a morfinndl (Al-Khrasani és mtsai, 2007; Riba és mtsai, 2010).
Mas modszerek alkalmazasa is ehhez az eredményhez vezetett. A MOR részleges,
irreverzibilis inaktivacidja valthato ki p-funaltrexamin-al (3-FNA) MVD-n. A DAMGO
ezt kovetden is teljes agonistaként mikodott, mig a morfin részleges agonistaként (Al-
Khrasani ¢és mtsai, 2001; Ronai és mtsai, 2006). A B-FNA képes a MOR készlet
csokkentésére in vitro és in vivo korilmények kozott, csokkentve ezzel a morfin
maximalis hatdsat mindkét tipusu kisérletnél (Adams és mtsai, 1990; Al-Khrasani és
mtsai, 2001; Ronai és mtsai, 2006).

MVD-vel ¢és RVD-vel végzett kisérleteinkben demonstraltuk a vizsgalt
vegyliletek kozotti En,x érték kiilonbségeket. A morfin €¢s M6SU kis mértéki gatlo
hatdsa RVD-n, szemben a 14-O-MeM6S ¢és a DAMGO hataséaval, alacsony intrinsic
hatékonysagaval magyarazhato.

Patkany tail-flick teszt. A 14-O-MeM6SU fajdalomcsillapitd hatasat patkany
tail-flick teszten is megvizsgaltuk és Osszehasonlitottuk a M6SU-al és a morfinnal, a
vegylileteket s.c. €s i.c.v. adagoltuk, majd a kezelést kovetden torténtek a mérések. S.c.
injektalas utdan a 14-O-MeM6SU jelentés, dozis fiiggd fajdalomesillapitd hatast
mutatott, a hatds mar 48,05 nmol/kg-os mennyiségben jelentkezett ¢és a dozis
novelésével egylitt ndvekedett. Ugyanez a hatds a M6SU esetében 5145,05 nmol/kg-nal,
mig a morfin esetében 3888,02 nmol/kg-nal kezdddatt. I.c.v. adagolas utan a 14-O-
MeM6SU 2457-szer, mig a M6SU 108-szor volt hatékonyabb a morfinnal. A M6SU-al
kapott eredményeink Osszhangban vannak mas csoportok korabbi eredményeivel
patkany ¢és egér kisérletekben i.c.v adagolast kovetden (Brown és mtsai, 1985; Holtman
¢s mtsai, 2010; Mori €s mtsai, 1972; Zuckerman és mtsai, 1999). Jelen kisérletsorozat
elsddlegesen vizsgalt vegyiilete a 14-O-MeM6SU sokkal erdsebb fajdalomcsillapitd
hatast pordukalt s.c. és i.c.v. adagolast kdvetden, mint a referenciavegyiiletek (M6SU és

morfin).
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Osszehasonlitottuk a vizsgalt vegyiiletek s.c./i.c.v. ardnyait is. A 14-O-
MeM6SU, csakiugy mint a M6SU magasabb aranyt mutatott a morfinnal. A M6SU ¢és a
morfin esetén voltak mar hasonlé megfigyelések. Borow ¢és mts-i (Brown és mtsai,
1985) szerint a M6SU esetén kapott gyenge s.c. hatds a KIR-be valo részleges
bejutasaval magyarazhat6. Valodszinlileg hasonld a magyardzat a 14-O-MeM6SU
esetében is.

A 14-O-MeM6SU elonyei a M6SU-al szemben in vitro mutatott magasabb
hatékonysaga és affinitasa, illetve in vivo mutatott fajdalomesillapitdo hatdsa is sokkal
jelentdsebb mind szisztémas, mind centralis adagolast kovetden. A 14-O-MeM6SU
kotési affinitasi profilja az J és 0 opioid receptorokra jelentdsebb, mint a M6SU-¢é vagy
a morfiné, a MOR/DOR affinit4s ardnya viszont csak 9. Holtman és mts-i (Holtman és
mtsai, 2010) Ggy gondoljak, hogy a M6SU fokozott hatdsa neuropatias és gyulladasos
fajdalomnal pont a a morfintdl kiilonb6z6 (DOR/MOR) kotési profiljaban rejlik. Ebbol
kiindulva érdemes lenne megvizsgalni a 14-O-MeM6SU fajdalomcsillapité hatasat
neuropathias és gyulladasos patkany modellen. A vegyiiletek kiilonb6zé modelleken
valo tesztelése, nagyon fontos azok opioid tulajdonsdgainak meghatarozasaban, ez teszi
lehetévé azt, hogy valos képet kapjunk a réluk. A berlini egyetemmel egylittmikodve
megvizsgaltuk a 14-O-MeM6SU hatasat intraplantarisan Freund’s adjuvanssal
eldidézett gyulladasos modellen. Ezen a modellen a 14-O-MeM6SU, a fentanil, met-
enkefalin és B-endorfin dozisfliggden csillapitottdk a gyulladasos fajdalmat. Mindkoziil
a legjelentdsebb fajdalomcsillapitd hatassal a 14-O-MeM6SU rendelkezett. A kapott
fajdalomcsillapitd hatast a lokalisan adott NAL-M felfliggesztette (Khalefa és mtsai,
2013). Ez az eredmény arra utal, hogy a 14-O-MeM6SU lokalis fajdalomcsillapitd
hatassal is rendelkezik.

Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink megerdsitik korabbi
vizsgalatainkat, miszerint a 14-O-metoxi csoport a morfinon €s oxymorfonon nagy
affinitast, hatékonysagot ¢és fajdalomcsillapité hatast eredményez anélkiil, hogy
szignifikansan megvaltoztatna a receptorkétési tulajdonsagokat. Erdemes megjegyezni,
hogy a 14-O-MeM6SU, ellentétben a M6SU-al ¢és a morfinnal nagy hatékonysagot
mutat G-fehérje aktivacional és izolalt szerveknél is (MVD, RVD).

Elképzelheté, hogy a MOR agonista DAMGO ¢és a 14-O-MeM6SU nagy

hatékonysaganak az oka, hogy hatidsukat egy alternativ splice varidns MOR-on keresztiil
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fejtik ki, mely nagyobb affinitdssal koti 6ket, mint a morfint vagy a M6SU-ot (Rossi €s
mtsai, 1997). Az is lehetséges, hogy a tesztelt vegyiiletek kiilonb6z6 modon okoznak
receptor deszenzitizaciot (pl. receptor internalizécid, endocitdzis, foszforilacid, receptor
szétkapcsolas) (Kelly €s mtsai, 2008; Patierno és mtsai, 2011). Magyarazat lehet még,
hogy a 14-O-MeM6SU ¢és a DAMGO, ellentétben a morfinnal és M6SU-al, az
alkalmazott koncentraciokban B-arrestin medidlta jelatviteli utat aktival a Gs-medialt
jelatvitel helyett (DeWire és mtsai, 2007; Frolich és mtsai, 2011; Rodriguez-Munoz ¢és
mtsai, 2007; Shukla és mtsai, 2008).

A célkitiizésekben felallitott kérdésekre az alabbi valaszokat kaptuk.

1. Az izolélt szervekkel torténd kisérletek (MVD, RVD) illetve a receptorkotéses és
G-protein aktivacios kisérletek alapjan elmondhat6, hogy a 14-O-MeM6SU
nagyobb hataserdsséggel, affinitdssal és hatékonysaggal rendelkezik, mint a
referencia vegyiiletek. A 14-O-MeM6SU DOR/MOR aranya 10-szeres.

2.Patkany tail-flick teszten, szisztémds adagolast kovetden, a 14-O-MeM6SU a
morfinnal 34-szer, a M6SU-nal 51-szer nagyobb hatékonysaggal rendelkezik,
centralis adagolast kovetéen a morfintdl 2456-szor, mig a M6SU-t6l 23-szor
hatékonyabb fajdalomcsillapité hatdssal rendelkezik. Magas s.c./i.c.v. arany

limitalt KIR penetraciora utal.
A kapott eredmények ujdonsagértéke:

- Az éltalunk szintetizalt 14-O-MeM6SU erételjes fajdalomcesillapité hatéssal

rendelkezik, tulajdonséagai alapjan a klinikai gyakorlatban is hasznos lehet.
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6. KOVETKEZTETESEK

Sokéig a kozponti idegrendszernek kizarolagos szerepet tulajdonitottak az
opioidok fajdalomcsillapité hatdsdban. Ezen opioidok a felszallo fajdalmat kozvetitd
palyak atkapcsolasi helyein csokkentik az ingeriilet atvitelt, illetve a leszalld analgetikus
palyak aktivitasat fokozzak. A hatas kifejtéséhez az opioidoknak be kell jutniuk a
kozponti idegrendszerbe, igy sulyos centralis mellékhatasokat okoznak.

A centralis mellékhatasok elkeriilése a periférian hatd opioidok kifejlesztésével
érheté el. A nemrégiben felismert periférias opioid receptorok és ezek szerepe a
gyulladasos fajdalomcsillapitasban, izgalmas lehetdségeket nyitott meg a fajdalom
hogy a periférias szoveti sériilés, illetve gyulladds meghatarozo6 szerepét felismerték az
opioidok periférias fajdalomcsillapitasaban.

Kisérletekkel sikeriilt bizonyitani, hogy ilyen koriilmények kozott fokozodik a
primer szenzoros afferensen taldlhatd opioid receptorok szdma, illetve a leukocitakkal
infiltralt gyulladt szovetekbdl endogén opioidok szabadulnak fel. Habar a korai
vizsgélatok nem tudtdk a periférias opioid fajdalomcsillapitas lehetoségét bizonyitani
fiziologias szoveti koriilmények kozott, tobb eredmény sziiletett a patologias fajdalom
csillapitasaban. Igy a perifériasan hato opioidok a gyulladasos, daganatos, visceralis és
csontfajdalmakban egyarant hatékonynak bizonyultak, mig a neuropatias fajdalomban
hatdsuk  tovabbi  vizsgéalat targyat képezi. A  fajdalomcsillapitdson  és
gyulladascsokkentésen kiviil szerepet jatszanak a sebgyogyulasban is.

A kutatdsok Uj irdnyai ezen periféridsan hatd opioidokkal kapcsolatosak, a
kivant vegyiiletek akkor lennének idealisak, ha az opioid receptorokat a kdzponti
idegrendszeren kiviil aktivalnak, igy a centralis nem kivant mellékhatasok nem
korlatozndk terapias hasznalatukat. A klinikai gyakorlatban a morfin lokalis
alkalmazasa — bizonyos fajdalmak csillapitasara - mar széles korben elfogadott, mig
szisztémasan adhatd, szelektiven a periféridn haté gyogyszerek még hidnyoznak a
klinikusok tarhazabol.

Klinikai gyakorlatban mar hasznalnak lokalisan opioid agonistakat, de sziikség

lenne szisztémasan beadhatd perifériasan hato 0j gydgyszerekre is.
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Kisérleteink a DAMGO-val, illetve az 1) vegyiilet, a 14-O-MeM6SU
megtervezése €s az ezzel vald kutatomunka a fenti céllal sziilettek.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a MOR agonistak gatoljak az ecetsav
altal kivaltott, mar kialakult zsigeri fajdalmat. A morfinnak ez a fajdalomcsillapitd
hatdsa a centralis €s periférias MOR aktivaciojan keresztiil valosul meg, mig a DAMGO
esetében ez foként a periféridas MOR-on keresztiil torténik. A morfin és a DAMGO 1i.p.
injektalas esetén hasonlo hataserdsséggel rendelkezik, ugyanakkor az i.c.v injektalasnal
a morfin 200-szor a DAMGO 1000-szer bizonyult hatékonyabbnak az 1i.p.
eredményeknél. Fontos 1) eredmény, hogy kisérleteinkben a MOR agonistdk a mar
tartosan fennallo zsigeri fajdalom esetében mutattak fajdalomcesillapité hatast. Ez a fent
emlitettek miatt 1ényeges nagyon, mert klinikai koriilmények kozott a mar kialakult
fajdalom csillapitasara van sziikség.

A vizsgalt 4) vegyllet a 14-O-MeM6SU magasabb kotési affinitast mutat a
MOR, DOR ¢s KOR esetén mint a morfin vagy a M6SU. Szelektivitisa a MOR ¢és a
DOR esetében nem mutat nagy kiilonbséget. A 14-O-MeM6SU a DAMGO-hoz
hasonléan nagy hatékonysaggal rendelkezik izolalt szervekkel végzett kisérletekben
(MVD ¢és RVD) illetve a [P°S]GTPyS kotési kisérletekben. A 14-O-MeM6SU a
morfinnal és a M6SU-nal sokkal hatékonyabb fajdalomcsillapité hatassal rendelkezik,
ezenkiviil magas a s.c./i.c.v. ardnya, hasonléan a M6SU-hoz patkany tail-flick teszten.
Ezen tulajdonsagai alapjan, hasznos opioid fajdalomcsillapitd lehet a klinikai

gyakorlatban is.
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7. OSSZEFOGLALAS

Egyre tobb irodalmi adat tamasztja ald a periférias opioid rendszer szerepét a
fajdalomcsillapitdsban. Munkdm f6 célja a MOR agonistak periférids antinociceptiv
hatdsanak tovabbi bizonyitdsa. Kisérleteinkben patkanyokban ecetsavval indukalt
vonaglasos tesztben (writhing test), ill. termalis nociceptiv tesztben (rat-tail flick, RTF)
vizsgaltuk a fajdalomcsillapitd hatdsokat centralis és periférias adagolasi médok mellett.
Egy altalunk tervezett és szintetizdlt ) vegyllet a 14-O-Metilmorfin-6-O-szulfat
tamadaspontjanak ¢€s hatdsspektrumanak vizsgalatat folytattuk in vitro és in vivo
modellekben. E kisérletsorozatunk célja a vér-agy gaton at nem jutd, periféridsan hato
opioid vegyiiletek hatas-szerkezetének elemzése volt. Patkdnyokban a vonaglasos
teszten DAMGO ¢és morfin szisztémasan (i.p.) vagy centrdlisan (i.c.v.) injektalva
dozisfiiggben gatoltak a fajdalmi reakciot. A DAMGO ¢és a morfin EDsy értéke
szisztémas adagolasnal Osszemérhetd volt, ugyanakkor centralisan alkalmazva a
DAMGO sokkal hatékonyabbnak bizonyult. A quaterner opioid antagonista N-
Metilnaloxon (NAL-M) i.p. illetve i.c.v. adva arra utal, hogy a szisztémdsan adagolt
morfin fijdalomcsillapité hatdsaban mind periférias mind centralis, mig a DAMGO-nal
a periférias jelleg dominal. A 14-O-MeM6SU opioid tulajdonsagait (hatékonysag,
hataserdsség, affinitds) izolalt szerveken (egér vas deferens, MVD ¢és patkdny vas
deferens, RVD), receptor kotéses kisérletekben elemeztiik illetve szisztémas (s.c.) €s
centralis (i.c.v.) fajdalomcsillapité hatasat vizsgaltuk RTF-en. Referens kisérletekben a
morfin-6-0O-szulfat-ot (M6SU), a morfint ¢s a MOR szelektiv DAMGO-t hasznaltuk.
MVD-n a 14-O-MeM6SU hatékonyabb volt, mint a M6SU, morfin vagy DAMGO. A
kapott naloxon K. ért¢ék MOR medialt hatasra utal. RVD-n az E, értékek alapjan a 14-
O-MeM6SU ¢és a DAMGO teljes agonistak, mig M6SU ¢€s morfin részleges agonistak.
Ezt a megfigyelést G-protein aktivacios kisérleteink is alatdmasztottdk. A kotési
kisérletekben 14-O-MeM6SU alacsony (8/p) és magas (k/p) szelektivitast mutatott. 14-
O-MeM6SU, M6SU ¢és morfin s.c. és i.c.v. fajdalomcsillapitd hatasat vizsgaltuk RTF-
en. Ezen a teszten a 14-O-MeM6SU volt a legpotensebb analgetikum. A 14-O-
kapott eredmények alapjan reménytkeltonek latszik, hogy a 14-O-MeM6SU ill. a
tapasztalatok alapjan tovabbfejlesztett szarmazékai a klinikai gyakorlat szamara is

alkalmas, biztonsagos fajdalomcsillapitok eldallitasara lehetnek alkalmasak.
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8. SUMMARY

Growing data support the role of peripheral opioid system in relieving pain. The main
objective of my work was to provide further proof for the peripheral antinociceptive
effect of MOR agonists. In our experiments, we applied writhing test induced by acetic
acid in rats or thermal nociceptive tests (rat tail-flick, RTF) to demonstrate the
antinociceptive effects of test compounds following peripheral or central
administrations. We studied the pharmacologyical effect of a new compound, 14-O-
Methylmorphine-6-O-sulfate, designed and synthesised by us, in in vitro and in vivo
models. The main goal of these experiments was to analyse the structure activity
relationship of opioid compounds unable to penetrate through the blood brain barrier. In
writhing tests in rats, DAMGO and morphine, injected systemically (i.p.) or centrally
(i.c.v.), dose-dependently inhibited pain responses. After systemic administration, the
analgesic EDsy values of DAMGO and morphine were comparable, however, after
central injections DAMGO proved to be more effective than morphine. The quaterner
opioid antagonist N-Methylnaloxone (NAL-M) injected i.p. or i.c.v. reveal that
systemically administered morphine has both peripheral and central antinociceptive
effects, in case of DAMGO the peripheral effect was dominated. The opioid properties
of 14-O-MeM6SU (potency, efficacy, receptor preference) were analysed in isolated
organs (mouse vas deferens, MVD and rat vas deferens, RVD) and receptor-binding
experiments; its systemic (s.c.) and central (i.c.v.) analgesic effects were studied in vivo
(RTF). Morphine-6-O-sulphate (M6SU), morphine and MOR-selective DAMGO as
reference ligands were used. In MVD, 14-O-MeM6SU was more potent than M6SU,
morphine or DAMGO. The obtained naloxone K, value refers to MOR-mediated effect.
In RVD, based on E,x values, 14-O-MeM6SU and DAMGO are full agonists, whereas
M6SU and morphine are partial agonists. This observation was also supported by our
G-protein activation experiments. In binding experiments, 14-O-MeM6SU showed low
(0/n) and high (x/p) selectivity. In RTF test, 14-O-MeM6SU was the most potent
analgesic. The higher i.c.v./s.c. ratio of 14-O-MeM6SU and M6SU referred to limited
central nervous system penetration. Based on the obtained results, it seems promising
that approach used to develop 14-O-MeM6SU and its derivatives, may be suitable to

generate safe analgesics for clinical practice.
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