PERIFERIAS ES CENTRALIS RECEPTOROK RESZVETELE OPIOIDOK
FAJDALOMCSILLAPITO HATASABAN ES MELLEKHATAS SPEKTRUMABAN.
KORAI DROG EXPOZICIO (PERINATALIS ES ADOLESZCENSZ) HATASANAK
VIZSGALATA PATKANYON

1. Periférias és centrdlis receptorok részvétele opioidok fajdalomcsillapito hatasaban és
mellékhatas  spektrumdaban. A napi  klinikai  gyakorlat szaméara a fajdalom
farmakoterapidjanak biztonsdgos megoldasa siirgetd és relevans igény. Ismeretes a
morfinszarmazékok kivételes szerepe a fajdalom csillapitdsdban, azonban veszélyes
mellékhatasaik (pl. 1égzésdepresszio, euforia, és a kdvetkezményes dependencidhoz vezetd
abuzus potencial) korlatozzak mindennapi biztonsagos hasznalatukat E vegyliletek f6-, és
mellékhatasait els6sorban a p-opioid receptorok kozvetitik, amelyek jelenléte a nociceptiv
palya valamennyi szintjén meggy6zden bizonyitott (Gyires ¢és Fiirst, 2011; Pub. lista; PL 57).
A centralis mellékhatdsok kizarasara az egyik lehetdség a molekuldk hatdsspektrumanak
receptorialis szintli befolyasolasa (pl. kevert agonista-antagonista tipusu szerek, nem opioid
receptorok kontribucidja), a masik lehetdség a centralis tamadaspont elkeriilése a vegyliletek
kémiai szerkezetének manipulacidja utjan. A kezdetben nagyon igéretes, az agyba rosszul
penetralo opioid peptidek szintézise nem hozta meg a vart eredményeket, mert instabilak, és
fajdalomcsillapitd hatasuk gyenge (McNally és Akil, 2002). A kutatasok vilagszerte arra
iranyulnak, hogy mellékhatdsmentes, mégis potens peptid-, peptidomimetikus ill.
heterociklikus opioid szarmazékokat allitsanak eld. Kevés olyan kutatds ismert, amelyben a
p-opioid receptor siirtiségben jelentésen kiilonb6z6 szupraspinalis, spindlis ill. periférids
tamadaspontok relativ kontribliciojat - amely jelentdsen kiilonbozhet a vegyiiletek kémiai és
farmakodinamias karakterétol (hidrofil vagy lipofil természet, “intrinsic efficacy” stb.)
fiiggden - szisztémas kezelés mellett vizsgaljak. Ezért terveztiik a palyazat keretében e téren
folytatni kutatasainkat.

Kutatocsoportunk figyelme elsdsorban heterociklikus vegyiiletek (Schmidhammer, 1998;
Greiner et al., 2003) periférids hatds-szerkezeti Osszefiiggéseinek feltardsara iranyult. Az
oxymorfon kiilonb6zé szarmazékait mar korabban (Fiirst et al. 1993) kollaboracioban
kutattuk, majd egy sikeresen lezart EU-5 palydzat keretében publikéltuk (Spetea et al. 2004;
Fiirst, et al. 2005). Felismertiik, hogy amindsav szubsztituci6 a morfinstruktura C-6
kozponti idegrendszerbe. Ezért, hipotézisiink szerint, amennyiben fajdalomcsillapito hatasuk
kimutathato, ez periférias opioid receptorok kozvetitésével johet létre, tovabba, hogy ezen
szarmazékok nem - vagy csak kevéssé — idéznek elo centralis mellékhatasokat. Jelen
munkdinkban Schmidhammer és munkacsoportja (Innsbrucki Egyetem) altal eléallitott ujabb
amindsavakkal szubsztitualt vegyiiletekkel (8 db 14-fenilpropoxymorfinszarmazék 1063-1081
kodszamok), a mar kozolt (Fiirst et al.2005) hatékony, preferaltan periférids timadasponti 6-
glicin-14-O-metiloxymorfon 7 észterszarmazékaval (729-1083 kodszamok), ill. 4 kiillonbozo
6-guanidinoszarmazékkal (940, 943, 721, 724 kodszamok) végeztiik kisérleteinket. (Ezen
vegyiiletek egy része szabadalmi okokbol nem kozolhetd). Tovabba, tjabb kooperacidoban
(Noszal B. és munkacsoportja, Semmelweis Egyetem, GYK) vizsgaltuk a C-6 szulfat
szubsztitucid jelentdségét 14-szubsztitualt agonistdk (morfin és kodein szarmazékok) ill,
antagonistak (naloxon ill. naltrexon) esetében (8 vegyiilet). A morfinstruktura C-14, és C-6,
valamint a 17-N pozicidjaban individualis 1ill. szimultan végrehajtott szubsztituciok
kovetkezményeit tanulméanyoztuk a molekuldk farmakologiai hatasspektruméra.Opioid
peptidek koziil az endomorfin-2 szarmazékait vizsgéltuk. Kisérleteinkben a referens p
agonista DAMGO ([D-Ala®, N-Me-Phe*, Gly-ol] enkephalin), delta agonista DPDP (D-



Pen’’-enkephalin ), ill. p antagonista CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH),)
¢s delta antagonista TIPPszi (cha-TIPPy (cyclohexyl-Ala-Ticy-Phe-Phe-OH) peptidek
hatésait vizsgaltuk. A palyazati periddusban in vitro biokémiai modszerek (receptorkotés),
elektrofiziologiai technikak (heterogén opioid receptorkészlettel rendelkez6 izolalt szervek:
egér/patkdny izolalt vas deferens: MVD/RVD; receptor konstansok-, affinitds €s intrinsic
aktivitds  meghatarozasa) ill. in  vivo moddszerek  (fajdalomcsillapito  hatas,
viselkedésfarmakologiai  tesztek, tolerancia-dependencia) alkalmazéasaval  végeztiink
vizsgalatokat, elsésorban a lehetséges periférias tdmadaspont tisztazasa céljabol. Vizsgaltuk
opioidok hé-, kémiai (viscerdlis) ill. gyulladasos stimuluson alapuld fajdalomcsillapitd
hatdsanak tamadéaspontjat szubkutdn (sc), intracerebroventrikularis (icv), spinalis (it),
valamint periférias (intraplantaris, i.pl.) adagolassal, patkany tail flick (RTF), egér-patkany
writhing, ill. a gyulladasos Freund’s complete adjuvant teszten, a receptor szelektivitast
specifikus (u, kappa, delta ) opioid antagonistakkal, a periféris hatast tercier-, quaterner-, ill.
peptid természetli opioid antagonistak segitségével jellemeztiik.

tulnyomo tobbsége a p, d, és k opioid receptorkészlettel rendelkez6 MVD-n nagy affinitassal
kotddik a p  receptoraltipushoz, kivéve a 6-glicin és 14-fenilpropoxy szubsztitualt
szarmazékokat, (PL. 11, 59) amelyek kevésbé szelektivek, 1. lejebb). Vizsgaltuk tovabba ezen
vegyliletek agonista, antagonista ill. parcialis agonista karakterét. RVD modellen
kidolgoztunk egy egyszerli, prediktiv értéki moddszert opioidok intrinsic efficacy-janak
(hataser6sségének) értékelésére (PL 49). Az altalunk alkalmazott, heterociklikus szelektiv p
agonistak a (14-metiloxymorfon ill. a 14-metoxymetopon) hatdsat az anyavegylilet
oxymorfon, ill. morfin, valamint az ugyancsak szelektiv p agonista peptid a DAMGO,
hatasaival hasonlitottuk 0ssze. Kotési tesztben, a két C-14 szubsztitualt szarmazék affinitasa
ragesalok agyi p receptoraihoz jelentdsen megndtt, az anyavegylilethez viszonyitva. 1zolalt
szerveken 3-10x bizonyultak hatékonyabbnak, mint a DAMGO. Eredeti felismerésiink volt,
hogy mig a tesztvegyiiletek ¢s a DAMGO >70% gatlast értek el MVD preparatumon, a
morfin ¢és oxymorfon joval gyengébb agonistanak mutatkoztak, ugyanakkor RVD
preparatumon — amelynek p receptor készlete 1ényegesen kisebb, mint a MVD-¢ —a két 14-
szubsztitualt vegyiilet ill. a DAMGO szintén >70 %-os gatlast ért el, mig a morfin és az
oxymorfon igen gyenge gatloszerek, (18% ill. 4 % gatlads). A C-14 szubsztitucid noveli a
vegyliletek intrinsic efficacy-jat, full p agonista karakterét. Bizonyitottuk, hogy a RVD ¢és a
MVD p receptorkészlete azonos karakteri, mivel a p antagonista naltrexon K. értékei
DAMGO ellen nem kiilonboztek a két preparatumon. (PL.11, 49). Fenti eredményeink alapjan
a RVD joval relevansabb alternativa lehet az intrinsic efficacy (a vérhatd periférids
hatékonysdg markere) meghatdrozasara, mint a bonyolultabb ¢és kevésbé fiziologias
koriilmények kozott kivitelezett [3SS]GTPyS kotési teszt.

Ujabb bizonyitékokat nyertiink az oximorfon szarmazékok p receptor szenzitiv antinociceptiv
hatasanak periférids jellegére (PL 1, 2, 7, 11, 24, 29, 40, 52, 59). A vér-agy gatat rosszul
passzalo glicinnel szubsztitualt modellmolekula jelentds fajdalomcesillapitod hatast fejt ki, mind
sc mind icv adagolasnal egéren, a visceralis fajdalom modellen is. A periférids tamadéaspontot
bizonyitja az agyba rosszul penetrald opioid antagonista a CTAP gatl6 hatisa a
modellmolekula, ill. a szintén limitaltan penetrald DAMGO ellen, mig hatastalansaga a foleg
centralisan haté morfin ellen (PL. 11, 12). Egy masik kisérletsorozatban 17-N-metil-, ill. N-
ciklopropilmetil (CPM) morfinanok Ujonnan szintetizalt 6-glicin és 14-fenilpropoxy
szubsztitualt  szdrmazékairdl receptorkotési  tesztben  kimutattuk, hogy a @ 14-
fenilpropoxymorfindnok affinitdsa ndtt a 14-metoxi szubsztitualtakhoz viszonyitva, azonban
szelektivitasuk modosult: kotddésiik mértéke a -p, d, k -opioid receptorokhoz hasonld. A G-
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jelzett [°S]GTPyS kotéssel lehet meghatarozni. Agonista hataséra a receptor aktivalodik,



GTPyS kotddik hozza, azonban a GTP-vel ellentétben hidrolizis nem kovetkezik be, a
receptor stimulélt 4llapotban marad. [>>S]GTPyS kotés segitségével kimutattuk, hogy a két N-
CPM vegyililet parcidlis agonista, nemcsak a 1, hanem a tobbi opioid receptoron is. A vizsgalt
vegyliletek ebben a csoportban 17-226 -szor erdsebb antinociceptiv hatdssal rendelkeznek,
mint a morfin, RTF teszten mérve. E munkak soran érdekes, 0j hatas -szerkezeti 6sszefiiggést
szubsztitucidja - erds agonista- azaz analgetikus- hatdst eredményezett (PL. 59). Amint az
irodalombdl jol ismert) a N-CPM ill. N-allil szubsztituci6 legtobbszor antagonista hatast
szerekhez vezet (Casy és Parfitt, 1986; Schiitz et. al 2003; PL 31, Gyires és Fiirst, 2011) bar
vannak arra is példak, hogy agonista karaktert kolcsonéz a vegyiiletnek (PL. 31). Jelen
vizsgalatban az N-CPM szubsztitualt vegyiiletek jelents analgetikus (agonista) hatasat
figyeltik meg gyulladdsos - carrageenan hiperalgézia- teszten is. Kvaterner naloxonnal
bizonyitottuk, hogy a mért hatas elsdsorban periférids opioid receptorok kozvetitésével jon
létre (PL. 59). A vegyliletek penetracios képességét a centralis (icv) ill. periférids (sc)
hatékonysagi ardnyok meghatarozasaval jellemeztiik: ez pl. a referens fentanyl esetében 23
(First et al. 2005). Fenti molekulék tobbségében az sc/icv hatékonysagi aranyt 40- 400 kozott
hataroztuk meg. Minél kisebb ez az ardny, anndl jobban penetrdl a vegyiilet. A jelentOs
kiilonbség az sc/icv medidn analgetikus dozisok kozott arra utal, hogy ezek a vegyiiletek
szisztémas adagolasnal vagy egyaltalan nem jutnak be az agyba, vagy csak igen kis hanyaduk
képes penetralni, ezért valosziniisithetd, hogy fajdalomcsillapitd hatasuk elsdsorban periférias
(feltételezhetéen a szenzoros neuronokon elhelyezkedd) opioid p receptorok kozvetitésével
jon létre. A periférias tamadaspont tovabbi igazoldsanak tekintettiik a szisztémasan adott,
rosszul penetralé antagonistak (kvaterner naloxon, CTAP) hatékonysagat (PL. 11, 12, 24, 59).
Az endomorfin-2 (H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH;) a kézelmultban felfedezett hatasos, szelektiv p
agonista peptid (Zadina, 1997). Ujonnan szintetizalt endomorfin-2 spiro-analégjairdl
molecular modeling segitségével, ill. izolalt MVD preparatumon demonstraltuk, hogy e
szarmazékok potens és szelektiv p agonistak/parcidlis agonistdk. Ezen pszeudopeptidek
jelentésége tovabba, hogy felismerve a peptidvaz flexibilitasdnak jelent0ségét a p receptor
szelektivitasban az (oldallancokon kiviil), megengedi a p receptor-p ligand interakcio
vizsgélatanak 01j dimenziojat (PL. 39).

A mellékhatasok koziil a legfontosabb -1égzésdepresszio, obstipacio, fizikalis dependencia-
jelenségeket vizsgaltuk (eredmények publikaciora eldkészitve). A legzésre gyakorolt
hatasokat altatott patkanyon a 1égzési anmplitudo, frekvencia valamint a vérgézok (O, ill.
CO,) ¢és a PH valtozasaival jellemeztiikk, fentanylhoz ¢és morfinhoz hasonlitottuk.
Megallapitottuk, hogy a néhany kivalasztott hatékony 6-glicin szarmazék terapias indexe
(haldlos légzésdepressziot okozd dozis/analgetikus dozis ) lIényegesen kedvezObb, mint a
fentanyl¢ ill. a morfiné.Hasonld eredményre jutottak mds szerzdk, a hasonld szerkezetii 14-
metoxymetoponnal végezve kisérleteiket, kutyan (Freye et al. 2000). A centralisan ¢és
periféridsan regulalt gasztrointesztindlis motilitast (charcoal teszt, egéren és patkdnyon) a
tesztvegyliletek €s a morfin ekvianalgetikus dézisban gatoltdk. A fajdalomcsilllapitoé hatashoz
(RTF) kialakuld toleranciat patkanyon értékeltiik, tobbféle adagolasi séma (kisebb ill.
nagyobb dézisok konstans, 1ill. folyamatosan emelkedé dozisok) alkalmazasaval.
Kiszamitottuk a dose-ratio-kat (DR: fajdalomcsillapité EDsy kezelt/ EDsy naiv allat).
egallapitottuk, hogy a tolerancia alakulasanak id6 fliggése és mértéke a morfinhoz hasonlo. A
fizikalis  dependencia modelljét (Saelens féle ugras- teszt, egér) alkalmaztuk,
morfinszarmazékok konstans ekvianalgetikus dozisaival 7 alkalommal kezelt allatokon.
Megallapitottuk, hogy a parcidlisan periférids tamadasponti 0j vegyiiletek a morfinhoz
hasonl¢ fizikalis dependenciat okoznak. Erdekes modon a pszichés dependencia (az abuzus
motivacid) modelljén a conditioned place preference teszten (CPP) a néhany kivalasztott 6-
amindsav szubsztitualt szdrmazék morfintol eltéréen — terapias adagban nem valtott ki



helypreferenciat, csak ennek tobbszordosének megfeleld dozisban, ami szintén a limitalt
centralis hatékonysagra utal. Az opioid tipust tolerancia kialakulasdnak mechanizmusait
kutattuk a Bolognai Egyetem Farmakologia és Farmakognozia tanszékével (P.Romualdi és
munkacsoportja) kollaboracidéban. A prodynorfin génexpresszio €s a dinorfin szint valtozasat
vizsgaltuk opioidokkal kronikusan kezelt patkanyokon a dependenciaért/toleranciaért felelds
kiilonbozé agyi régiokban (N. accumbens, striatum, hippocampus, hypothalamus.
Megallapitottuk, hogy az agyi dinorfinerg rendszer szerepet jatszik az opioid tolerancia
kialakulasaban. Két altalunk vizsgalt, redukalt deszenzitizacidt kivaltd szadrmazék morfintdl
eltéréen befolyasolta a prodynorfin génexpressziot (PL. 5). A delta opioid receptorok szerepe
a fajdalomcsillapitasban €és az opioid tolerancia kifejlodésében kevéssé tisztazott. Delta
receptor ligandok morfin-tolerans egérnek it adagolva eltéréen befolyasoltak a mii agonista
DAMGO f3ajdalomcsillapitd hatasat, mig naiv egérben nem volt ilyen hatasuk. A delta,
agonista DPDP gatolta, a delta, agonista deltorphin II nem befolyasolta, mig a delta
antagonista TIPPsi potencirozta DAMGO fajdalomcsillapitod hatasat. Feltételeztiik, hogy p és
a delta receptorok interakcioja all a hatds hatterében, s lehetséges, hogy a DPDP facilitalja
delta/p receptor dimerek képzddését, (azaz virtualisan ,,down reguldlja” a p receptorokat), és
ezért gatolja DAMGO hatésat. Azok a ligandok, amelyek nem modositjak a fajdalomesillapito
hatast, feltehetéen nem befolyéasoljak a dimer képzddést, de azok a szerek, amelyek képesek
szétkapcsolni a dimereket, csokkenthetik a p agonistdhoz kialakult spindlis toleranciat.
Patkdnyon mind a kontroll, mind a morfin tolerans csoportban a delta ligandok (naltrindol
kivételével) potenciroztak (2-5 szoros értek) DAMGO hatasat. A morfin tolerdns csoportban
visszaallitottak DAMGO hatasat a naiv kontrollokon mért szintre. Kisérleteink arra utalnak,
hogy a delta opioid ligandok masképpen viselkednek egéren, mint patkanyon. Egyik
lehetséges magyardzat, hogy patkdnyon eleve nagyobb a p/delta dimer komplexek stirtisége.
A naltrindol gatl6 hatasa DPDP féjdalomecsillapito hatdsara magyarazhat6 azzal hogy e peptid
p/delta szelektivitasa viszonylagos (PL. 42, 48).E teoria vizsgalatara terveink kozott szerepel
[**S]GTPyS GTP-gamma-S kotési kisérletek végzése naiv és morfintolerans egerek agy és
gerincvel0 homogenizatumain. Egy masik hasonld kisérletsorozatban patkanyokon morfin
toleranciat valtottunk ki. Ezeken az allatokon a DAMGO fijdalomcsillapitd hatdsanak a
kontrollokhoz viszonyitott 3-6 szoros gyengiilését figyeltiik meg (kereszttolerancia). Ezzel
parhuzamosan MVD-n vizsgaltuk aTIPPpsi ¢és a szelektiv mii antagonista peptid CTAP
affinitasat a delta, illetve a ml receptorhoz . A TIPPpsi Ke értéke DPDPE ellen 1,37nM., a
CTAP Ke érteke pedig DAMGO ellen 34,25 nM. Megallapitottuk, hogy a TIPPpsi (peptid
opioid delta antagonista) DAMGO potencirozd hatdsa doézisfiiggd. 1nmol/allat TIPPpsi
potencirozta a DAMGO hatésat naiv patkanyban (ED50: 35,7pmol/allat vs. 13,4pmol/allat),
mig a 0,Inmol/allat koncentracibban nem befolyasolta. A TIPPpsi potenciroz6 hatasa
dozisfiiggd, bar a hatasos koncentracid igen nagy. In vitro a TIPPpsi delta affinitdsa 20x
nagyobb, mint a CTAP mi affinitasa, viszont a CTAP-nak a DAMGO antinociceptiv hatasat
gatld dozisa mindossze 15 pmol/allat. Az adatokbodl valdsziniisithetd, hogy a TIPPpsi nem a
delta receptor monomerhez kotédik, hanem mas struktirdhoz, amely lehet mii-delta dimer is
(Ezen munkak eldadésra és kozlésre elokészitve).

A fajdalom mechanizmusok €s az endogén opioid rendszer kapcsolatat periférias, gyulladasos
fajdalom modellen (Freund’s adjuvant teszt) ill. stressz (erdltetett hidegvizben uszas)
helyzetben vizsgaltuk. Ilyen koriilmények kozott a szenzoros neuronok opioid receptorai
aktivalédnak, ez pedig a lokalis (periférias) gyulladasos fajdalom mérséklédéséhez vezet.Az
opioid peptidek ilyenkor a PMN leukocytakbdl szabadulnak fel, amelyek a gyulladasos szdvet
intercellularis adhézids molekula-1 (ICAM) expresszidjanak kovetkeztében csoportosulnak a
gyulladas helyén. A berlini Charité Egyetem Aneszteziologia tanszékével- M.Schéfer és
C.Stein munkacsoportjaval egylittmikodve - akiknek nevéhez fiizOdik a periférias opioid



fajdalomcsillapitas a Nature-ben publikalt (Stein et al. 2003) eredeti gondolata- kdzds cikkben
(PL. 50) szamoltunk be e munkankrol. Vizsgaltuk a periférids és a szimpatikus idegrendszer
szerepét az ICAM fokozott expresszidjaban. Ezen idegek szelektiv kémiai destrukcidja
opioid peptidek ¢s az ICAM felszabadulésat, és az i.pl. adott Freund’s adjuvans okozta
fajdalomra gyakorolt gétld hatdst. Eredményeink tjabb bizonyitékat adjak a periférias
idegrendszer és az immunrendszer szoros kapcsolatanak, gyulladasos, periférias fajdalomban.
In vivo eredményeink kiegészitésére a p-opioid receptorok stirliségének kvantitativ analizise
céljabol immunohisztokémiai méréseket és receptorkotési vizsgalatokat is végeztiink (PL
50).E kisérleti elrendezésben sajat periféridsan hatd vegyiileteink vizsgéalata és kozlésre
elokészitése folyamatban van.

(Néhany egyéb mechanizmusra vonatkozo, nem tervezett vizsgéalatunkat eldzetesnek
tekintjiik, folytatasuk, kiegészitésiik varhaté a jovében: PL. 10, 27, 28, 30, 41).

A cannabinoid és opioid rendszer kolcsOnhatasat ismételt, emelked6 doézist morfin
adagolasaval dependenssé tett egereken vizsgaltuk. Nagyméretii open field arénaban
vizsgéalva dependens allatokon a naloxon (1 mg/kg ip) adagoldsa a lokomotoros aktivitast
szignifikansan csokkenti. A naloxon-indukalta lokomocié csokkenést akutan, 20 perccel a
naloxon el6tt alkalmazva, sem a CB1/CB2 agonista 2-AG (2-arachidonylglycerol, 10 mg/kg
ip.), sem a CB1 antagonista SR141716 (5 mg/kg ip.) vegyiilet nem befolyasolta.CB1 knock
out egereken kimutattuk, hogy egér writhing teszten, a vonagldsok szama a kontrollokéhoz
hasonlitva szignifikdnsan csokkent. A cannabinoid opioid interakcidt ezeken az egereken
vizsgadlva megallapitottuk, hogy morfin fajdalomcsillapitd hatasa irdnti érzékenységiik
jelentdsen megndvekedett, ill. hogy a neuroprotekcid periférids mechanizmusaiban, a gyomor
mucosa védelemben szerepe lehet ennek az interakcionak (PL. 3,6 ). (A kisérletek folytatasa,
kozlésre elokészités folyamatban). Az opioidok ill. a cannabinoidok sokszor hasonld
farmakoldgiai hatasainak kozvetitésében jelentds szerepet toltenek be egyes magasabb rendii
neuronalis strukturdk, mint pl. az ilyen szempontbol kevéssé vizsgalt locus coeruleus (LC),
amely résztvesz a leszallo fajdalomgatld palya szabalyozéasaban, ill. a striatum, amely a
mozgéaskoordinacioban betdltott alapvetd szerepe miatt e vegyiiletek mellékhatasaiban
jatszhat szerepet. A LC teriiletén a noradrenerg neuronokat farmakologiailag, a striatum
medium spiny interneuronjait vizuélisan azonositottuk.Voltage clamp whole cell technikaval
8-14 napos patkanyokbodl készitett agyszeleteken dolgoztunk. Mindkét teriileten a spontan
excitatoros aramokat regisztraltuk (sEPSC), amelyek glutamat felszabadulas kovetkeztében
jonnek létre. A GABAerg komponenst bicucullin segitségével kiiktattuk. A CB1 cannabinoid
ligand WIN 55,212-2 mellett megvizsgaltuk a nocicepcioval kapcsolatban szintén intenziv
figyelemre szamot tart6 capsaicin hatdsait is a fenti struktarakon (A kisérletek egy része még
kiértékelés és kozlés alatt all, mivel a portugal kooperacids partner hisztokémiai mérései
folyamatban vannak). A LC kisérletekben capsaicin 10 uM-os koncentracioban a sEPSC-k
frekvenciajat robosztus mértékben, tartésan (deszenzitizacid nélkiil) fokozta, mikozben az
amplitidojat nem befolyasolta. Ez a hatas els6sorban a glutamat felszabadulads erételjes
fokozasat jelenti (preszinaptikus hatds), mig az amplitidora kifejtett hatas hidnya azt mutatja,
hogy posztszinaptikusan nem tortént érdemi interakcié. A CBI1 ligand WIN 55,212-2
alkalmazésakor a tendencia preszinaptikus gatlo jellegli hatasokra utal. A striatum esetében a
capsaicin 10 uM koncentracioban hatéstalan volt, azonban kis, 0,1-1 uM-os, koncentraciéban
atmeneti, szignifikans preszinaptikus serkentd hatast produkalt, amely gyors deszenzitizaciot
mutatott. Ezek a hatdsok capsazepinnel teljes mértékben antagonizalhatok voltak. (A két
hatasban mutatkoz6 kiilonbséget mindenképpen tovabb szeretnénk tanulmanyozni, megtalalni
az okokat arra, hogy a gyorsan deszenzitizalodo TRPV1 receptor miként képes egy tartds
erdteljes hatdst kifejteni a locus coeruleusban). A WIN 55,212-2 szignifikdns mértékben



csokkentette a striatumban az SEPSC frekvenciat, mig nem befolyasolta az amplitudot, amely
a vegyiilet glutamat felszabadulast gatlo hatasara utal.

Mivel a fajdalompélya fontos eleme a hatsogyoki ganglion (DRG) szenzoros neuronja,
tanulmanyozasaval kozelebb juthatunk a periféridas mechanizmusok megértéséhez. Ez a
preparatum lehetévé teszi mas, nem opioid receptorok esetleges szerepének feltardsat is.
Whole-cell patch-clamp méréseket végeztiink, és azt tanulméanyoztuk, hogy egy kivalasztott
¢s korabban publikalt (Spetea et al. et al. 2004, Fiirst et al.2005) 6-o0s pozicidoban amindsavval
szubsztituadlt morfinszarmazék a morfinhoz képest milyen hatast fejt ki a hats6 gyoki
ganglion-sejttenyészet neuronjainak ionotrop receptoraira. Kisérleteink ezen szakaszaban
elsésorban a P2X3 receptor funkciot tanulmanyoztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a receptor
agonista o,B-methylen ATP altal kivaltott dramokat a morfin, 10 uM-os koncentracidban
37,9+14,5 széazalékban gatolta. Ehhez képest a 6-aminosav-szubsztitualt szarmazék
lényegesen kisebb koncentracioban, mar 0,1 uM-os koncentracidoban igen erételjes, 45,9+10,6
szazalékos gatld hatast fejtett ki a P2X3 receptor funkcidra. Mig a morfin hatasa kozel teljes
mértékben reverzibilisnek bizonyult 5 perc utan, addig a hidrofil szarmazék gatlé hatasa
sokkal tartosabban fennmaradt. Mindezek az eredmények egyértelmiien a vegyiilet periférias
hatékonysaga mellett szolnak és jO Osszhangban vannak tartds, periféridsnak mindsithetd
analgetikus hatasukkal kapcsolatos korabbi megfigyeléseinkkel (Fiirst, et al. 2005; PL. 11).

11 Korai drog expozicio (perinatalis és adoleszcensz) hatasanak vizsgalata patkanyon

Viselkedésfarmakologiai vizsgéalatokat folytattunk patkanyokon, a perinatalisan (gesztacios €s
laktacios periodus) morfin ill. a pszichostimulans ecstasy (3,4-metiléndioximetamfetamin,
MDMA) expozicidonak kitett anydk adoleszcens kora (PD28-42) utédain. Megallapitottuk,
hogy az utoédok sziiletési sulya mindkét nemben csokkent a kontroll csoporthoz képest, majd
ez a kiilonbség a morfin-expozicionak kitett utodallatok esetében eltiint, a morfin kezelt anyak
utodainak testsuly novekedése a kovetkezd 2 hétben szignifikdnsan nagyobb volt, mint a
kontrolloké. Mig a morfin-expozicié befejezddése (azaz a levalasztas) utan 2 nappal (PD23)
mérve az utodallatok keresé-kutatd lokomotoros aktivitasa nem valtozott, adaptacios
képességiik az 1) kornyezetben szignifikdnsan csokkent. Az emelt keresztpalld tesztben
(anxietas modell) nem mutattunk ki szignifikans eltérést a két csoport kézott, azonban az
erdltetett Uszds teszten a morfin expozicionak kitett allatok depresszid-szerti viselkedést
mutattak, tovabba nyugalmi ACTH és kortikoszteron szintjikk alacsonyabb volt, és a stressz
hatasara bekdvetkezd emelkedés is elmaradt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Kimutattuk,
hogy kronikus MDMA kezelés, morfintol eltéréen novelte az amiloid prekurzor protein (APP)
mRNA szintet és csokkentette a szolubilis APP szintet patkany agyban, amely a neuronalis
utodainak sziiletési sulya mindkét nemben csokkent a kontroll csoporthoz képest és ez a
kiilonbség tartosan (még felndtt korban is) fennmaradt. Kereso-kutatd lokomotoros
aktivitasuk, viselkedésiik az emelt keresztpallo tesztben valamint a szukréz preferencia nem
valtozott, az Uj kdrnyezetben azonban ezeknek az allatoknak az adaptacids képessége is
szignifikansan csokkent. Vércukor, hematokrit érték, a thymus és 1ép stilya csokkent, valamint
a wire suspension (izomerd mérése) ill. rota rod tesztben csokkent teljesitményt nyujtottak.
Az ujsziildttek ACTH prekurzor proopiomelanocortin (POMC) vérszintje magasabb, a him
allatok kortikoszteron szintje emelkedett a kontrollokhoz képest. Mind a morfin, mind az
ecstasy kezelés rontotta az anyai viselkedést. Naloxon nem befolydsolta a kontroll allatok
anyai viselkedését, azonban a morfin-kezelt allatokban az anyai viselkedést csokkentette és
nem védte ki a morfin anyai viselkedést gatlo hatasat. (PL. 44, 45 55, 56). A morfin
expozicionak kitett him utédokon a morfin fajdalomcsillapitd, valamint hyperlokomociot
okozo, ill. az opioid antagonista naloxon hypolokomociét indukalé hatasa szignifikdnsan
csokkent. Nostény allatokban ilyen valtozasokat nem tapasztaltunk. Ecstasy kezelt anyak him



utédaiban csokkent az ecstasy hyperlokomocidt indukélé hatdsa. Dependencia kialakuldsat
vizsgéltuk a terhesség és laktacio iddszakaban, kronikusan morfinnal kezelt patkanyokon. A
morfinelvonas fizikalis és viselkedési tiineteit morfin challenge folyaman vizsgaltuk, részben
a korai postpartum (anyai viselkedés), részben az elvalasztas idészakaban (spontan fizikai
elvonasi tlinetek, naloxon precipitacid, motoros aktivitas, szorongas) A morfinnal kezelt
anyaallatokban a naloxon kisfoku fizikalis elvonasi tiineteket valtott ki, pszichés (viselkedési)
elvonasi tiineteket nem indukalt. Ugyanakkor a morfin kezelt anydk csoportjdban a morfin
rewarding, ill. a naloxon averziv hatdsa iranti érzékenység jelentdsen nétt, feltehetéen az
endogén opioid rendszer miikodésének zavara kovetkeztében. Ugyancsak kifejezettebb volt
ezekben az anyadllatokban a morfin anyai viselkedést ront6 hatdsa. A morfin expozicio
megszliinése utan az utdd allatokban a naloxon igen kisfoku fizikalis elvonasi tlineteket valtott
ki, mig pszichés (viselkedési) elvonasi tiineteket (lokomocié csokkenést) nem indukalt.
Vulnerabilitas kialakulasat vizsgaltuk a gesztacids és laktacios periddus alatt morfinnal, ill.
MDMA-val kezelt anyak utédain. A morfin kondicionalt hely-preferenciat kivalto hatasa a
perinatalis morfin expozicidonak kitett 3 hetes utodokban szignifikansan nagyobb volt és ez a
megnovekedett érzékenység felndtt korban is kimutathatdo volt. A perinatalis morfin
expozicionak kitett felnétt allatokban ugyancsak fokozott volt az ecstasy hely-preferenciat
kivalto hatdsa. A morfin antagonista naloxon kondicionalt hely-averziot provokal, ez a hatas a
morfin expozicidnak kitett utddokban szignifikdnsan kifejezettebb volt. Hasonloképpen az
ecstasy-val kezelt anyak utddain az ecstasy kondicionalt hely-preferenciat kivaltd hatasa
szignifikansan nagyobb volt (PL. 4, 17, 20, 21, 37, 38, 44, 45, 47, 55, 56, 58). Mindez arra
utal, hogy drog-expozicié a perinatalis id6szakban megndveli a vulnerabilitast, noveli az
abuzus kialakuldsanak valosziniiségét.
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