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1. Bevezetés

Az opioid fajdalomesillapitok az emberiség torténetének
legrégebb oOta alkalmazott szerei kozé tartoznak,
ugyanakkor mind a mai napig a fajdalomcsillapitas
alapvetd gyogyszerei. Azonban koézponti idegrendszeri
mellékhatasaik  (pl.:  1égzésdepresszio,  fliggdség,
analgetikus tolerancia kialakulasa) nagyban korlatozzak
alkalmazhatosagukat. Nem megfeleld alkalmazasuk
konnyen tuladagolashoz, és akar halalhoz is vezethet.

Az  opioidok  kozponti  idegrendszerben  (KIR)
megvalosuld fajdalomcesillapitd hatasa mellett egyre tobb
irodalmi adat tAmasztja ald a periférids opioid receptorok
szerepét. TObb vizsgalat szerint gyulladasos fajdalomban
az opioid receptorok szama mind a periférian, mind a KIR -
ben emelkedik. E kedvezd valtozas megteremtheti a
periférian megvaldsuld fajdalomesillapitds lehetdségét
gyulladasos fajdalomban. Jelenleg a klinikai gyakorlatban
megfeleld hatékonysagt, kedvezé mellékhatasprofillal
rendelkezd, periférian hat6 opioid agonista nem ismert.
Neuropatias fajdalmak esetén a kiilonbozd terapidkra
altalanossagban a betegek kevesebb, mint 50%-a reagal
megfelelden. Az opioid vegyiileteket neuropatidk
kezelésére jelenleg masodvonalbeli szereknek tekintik,
hatékonysagukkal kapcsolatban ellentmondasosak az
irodalmi adatok. Az idegi eredetii fajdalmak kezelése
oriasi  kihivds, nagy sziikség volna Uj, hatékony
gyogyszerekre. Szemben a gyulladdsos fajdalommal,
neuropatiakban az opioid receptorszam csokken. llyen
koriilmények kozott olyan nagy hatékonysagu (efficacy)



opioid analogok lehetnek célravezet6k, melyek a csokkent
receptorszam mellett is képesek megfeleld hatas elérésére.

2. Célkitiizések

1. Az 0j opioid agonista, a 14-O-metilmorfin-6-O-szulfat
(14-O-MeM6SU) hatékonysaganak vizsgalata, ismert
referencia vegyliletekkel (morfin, vagy morfin-6-O-
szulfat; M6SU) Gsszehasonlitasban:
e akut- és szubkronikus gyulladasos fajdalom-
modelleken: egér vonaglasos teszt, patkany formalin
teszt, patkany CFA modell
e necuropatias  fajdalom-modellen:  eldrehaladott
diabeteses polineuropatia patkanyon

2. A vegyliletek hatadscsokkenésének vizsgéalata a
diabeteses neuropatias modellen

3. A periférias hataskomponens vizsgalata a vegyiiletek
teljes fajdalomcesillapitod hatasaban

4. A vegyiiletek kozponti idegrendszeri hatasainak tovabbi
vizsgalata in vitro GTP-aktivitasi vizsgalatokkal,
neuropatias allatokbdl nyert mintdkon

5. A tesztelt vegyiiletek mellékhatasprofiljanak vizsgélata
e gasztrointesztindlis tranzitra gyakorolt hatasok
vizsgalata egéren
e respiratdrikus funkciok vizsgélata patkdnyon
e szedativ hatdsok vizsgélata patkanyon
e toleranciaprofil vizsgalata egéren



3. Méodszerek

3.1. Kisérleti allatok

Az éllatokat (him Wistar patkdnyok, vagy NMRI egerek)
a SE Farmakologiai és Farmakoterapids Intézetének
allathazaban tartottuk, 12/12 6ras fény/sotét ciklusban, 20
+ 2°C homérsékletli szobaban. Standard taplalék €s ivoviz
elérhet6 volt ad libitum. Az allatokat standard ketrecekben
tartottuk, a diabeteses, ill. a diabeteses-kontroll allatokat
racsos alju ketrecekben (5-6 allat/ketrec).

A kisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga
altal felallitott etikai iranyelveknek megfelelden torténtek
(engedély szam: PEI/001/276-4/2013), melyek az Eurdpai
Uni6 utmutatasan alapulnak (EU Directive 2010/63/EU)
¢s megfelelnek a Magyarorszagon jelenleg érvényes
szabalyozasnak (XXVIILtv. 32.8).

3.2. Alkalmazott vegyiiletek

Az 1j vegyiiletet (14-O-MeM6SU), valamint a M6SU-ot a
SE Gyogyszerészi Kémiai Intézetében Dr. Hosztafi
Sandor szintetizalta. Minden vegyiilet analitikai tisztasagu
volt, ellenorzott kereskedelmi forrasbdl szarmazott. Az
anyagokat 0,9%-0s NaCl-oldatban (fizioldgias sdoldat)
oldottuk, a streptozocin (STZ) kivételével, melyet
kozvetleniil a kisérlet el6tt hideg (4°C >) desztillalt vizben
oldottunk. A naloxon-metiljoditot (NAL-M) szintén
kozvetleniil a kisérlet elott oldottuk fiz. sooldatban, a
degradacio elkertilése érdekében. A kisérleteket a beadott
anyagokra €s dozisokra vakon végeztiik.



3.3. Gyulladasos fajdalom-modellek

3.3.1. Akut gyulladasos fajdalom-modellek

Az egér vonaglasos tesztben him NMRI egereket
hasznaltunk (20-30 g), melyeket 0,6%-0s ecetsavoldattal
kezeltiink, kivaltva a vonaglasos reakcidkat (abdominalis
izmok kontrakcidja, hatsd labak nyujtasa). 5 perccel az
ecetsav beaddsa utan a vonaglasok szamat 10 percen
keresztiil mértiik. Az allatokat szubkutan (s.c.), vagy intra-
cerebroventrikularisan (i.c.v.) kezeltik 15 perccel az
ecetsav beadasa elétt 14-O-MeM6SU-al, vagy M6SU-al.
A patkany formalin teszt soran him Wistar patkanyok
(200-300 g) jobb hatso talpat 2,5%-0s formalin oldattal
kezeltink (50 pl/allat). Ezutan az allatokat rogton
megfigyeld boxokba helyeztiik és szamoltuk a nociceptiv
reakciokat (sériilt 1ab rdzasa, nyalogatisa, harapdalésa,
emelgetése), 60 percen keresztiil, 5 perces periodusokra
bontva. A 60 perces megfigyelési periddust két fazisra
osztottuk: 1. fazis (0.-10. perc; a formalin direkt
irritacidjanak kovetkezménye), II. fazis (11.-60. perc;
kiilonb6z6 gyulladdsos mediatorok felszabaduldsanak
kovetkezménye). Az allatokat s.c. kezeltiik 15 perccel a
formalin  beadasa el6tt  14-O-MeM6SU-al, vagy
morfinnal. Egy masik kisérletsorozatban a vegyiiletek
hatasat lokalis kezelés utdn is vizsgaltuk (injektalas a
formalin kezelt talpba; 100ul/allat). Végeztiink tovabba
vizsgélatokat az ellenoldali talp kezelése utan is. Ezen
esetekben a vizsgalt anyagot 5 perccel a formalin beadasa
eldtt adtuk.



3.3.2. Szubkroénikus gyulladisos modell: CFA modell

A Freund féle modellben him Wistar allatok jobb talpat
kezeltiik 0,15 ml CFA-val (Complete Freund’s Adjuvant;
elolt mycobaktériumokat tartalmazo szuszpenzid). Az
allatok mechanikus fajdalomkiiszobét Randall-Selitto
teszttel hataroztuk meg a CFA beadasa el6tt, valamint
utdna a 4. és 7. napon. A gyulladt, valamint az intakt talp
kiiszobértékeit egyarant mértilk. A miiszer az allatok
talpara két oldalr6l folyamatosan ndvekvd nyomast
helyez, a kiiszObértékeket (az allat a labat elrantja)
grammban rogziti. A 4. és 7. napon az alap kiiszobértékek
meghatdrozdsa utdn az dallatokat s.c. kezeltik a
vizsgaland6é anyaggal (14-O-MeM6SU, vagy M6SU),
majd ismét méréseket végeztiink 30, 60 és 120 perccel a
s.C. injektalas utan. ,,Cut off” értéknek az allatok alap
kiiszobértékének a kétszeresét valasztottuk, melyet 100%-

nak vettiink, majd a kapott értékeket szdzalékban fejeztiik
Ki.

3.4. Neuropatias fajdalom-modell: elérehaladott
diabeteses polineuropatia patkanyokban

Az 1l-es tipusu diabetest him Wistar patkdnyokban
valtottunk ki 60 mg/kg intraperitonealis STZ kezeléssel.
Abszolut kontrollként vivéanyaggal kezelt csoportot
hasznaltunk. Az allatok vércukorszintjét, sulyvaltozasat,
viz- és taplalék fogyasztasat mértiik az STZ kezelés el6tt,
¢és utdna szdmos iddpontban.

Az allatok kiilonboz6 testsulya befolyasolja a mechanikai
kiiszobértékeket (a  nagyobb  testsuly magasabb
kiiszobértéket eredményez), ennek  kikiiszobolése
érdekében ,,suly egyez0 allatokat” is alkalmaztunk (sulyuk
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a diabeteses allatokéval volt megegyezd). A suly egyezd
allatokat teljes mértékben azonos korilmények kozott
tartottuk, az egyetlen kiillonbség, hogy egy, vagy két hétig
tartézkodtak az allathazban a kisérlet el6tt. A diabetes altal
kivaltott allodynia meghatarozasara dinamikus plantaris
anaesthesiométert (DPA) hasznaltunk. A miiszer az
allatok talpara egy 0,5 mm atmérdji tompa tivel alulrol
fokozatosan novekvO nyomast helyez, melynek maximum
érteke (,,cut off”) 50 g, a kiiszobértekeket grammban
rogziti. Az értékeket meghataroztuk az STZ kezelés elott
¢s utana 3 hetente. Az elsé kisérletsorozatban az allatok
kiiszobértékeit hetente meghataroztuk az STZ injektalas
utan a 12. hétig, az allodynia csticsanak meghatarozasa
érdekében. Egy allatot akkor tekintettiink neuropatidsnak,
ha a stly egyezd allatokhoz képest min. 20%-al csokkent
a kiiszobértéke.

A 9. héten (allodynia maximuma) felvettik a 14-O-
MeM6SU, valamint a morfin dézis-hatas gorbéjét. A
hatékonysagbeli  kiilonbségek  meghatarozasara a
vegyliletek ED3o értékét vetettiik 0ssze
(E DSOdiabeteses/ E D30nem diabeteses)-

3.5. A tesztelt vegyiiletek periférias hatas-
komponensének vizsgalata

A periférias opioid receptorok hozzajarulasat a vegytiletek
teljes hatasahoz NAL-M egyiittadasaval vizsgaltuk. A
NAL-M egy kvaterner opioid antagonista, mely az
alkalmazott dozisban a vér-agy gaton nem jut at, igy a
KIR-be nem 1ép be. A CFA modellen lokalisan adagolt
(gyulladt talpba adott) NAL-M mellett is végeztiink
kisérleteket.



3.6. In vitro G-protein aktivitasi vizsgalatok

A [*S]GTPyS kotédési vizsgalatokban a Gaio protein
GDP — GTP cseréje (azaz a receptor aktivitasa)
meghatdrozhatd egy nem hidrolizalhatdé GTP analdg, a
[*®S]GTPyS segitségével, szcintigrafids modszerrel.

A kisérleteket diabeteses és nem diabeteses allatok agy- €s
gerincveld mintain végeztiik melyeket 9, valamint 12
héttel a STZ beadasa utan vettiink.

3.7. A vegyiiletek mellékhatas-profiljanak vizsgalata
A 14-O-MeM6SU, a M6SU és a morfin
gasztrointesztinalis tranzitra gyakorolt hatdsait szén
szuszpenzios modszerrel vizsgaltuk him NMRI egerekben
(20-25 g). 30 perccel az anyagok s.c. beadasa utan az
allatokat dekapitaltuk, vékonybeliiket eltavolitottuk. A
szénszuszpenzd vékonybélben megtett tavolsdgat mértiik,
majd szazalékban fejeztiik ki (100%: teljes vékonybél
hossz).

A vegyliletek 1égzési funkciot befolyasolo tulajdonsagait
teljestest pletizmografidaval meértilk éber, szabadon
1¢legzd, him Wistar patkanyokban (200-300 g).

A szedativ hatasok vizsgalatara a szerck anesztézia
potencirozd hatdsat mértiik. Him Wistar patkdnyokat
altattunk a s.c. adagolt tesztanyagok csucshatasanak
idépontjaban. Az  allatokat  intravénasan  adott
tiobutabarbitallal (153 pmol/kg), vagy fiz. sooldattal
kezeltiik, majd 30 °C-os melegitett parnan oldalukra
fektettiik. Az alvasi 1d6t (ébredés: amikor az allat négy
labara visszafordul — ,,righting reflex’’) percben mértiik.
Egy masik kisérletsorozatban az 4llatokat 3%-0s



izoflurannal altattuk inhalécids modszerrel, majd az alvasi
idét masodpercekben hataroztuk meg.

Az analgetikus toleranciat indukalo hatdsokat him
NMRI egerekben (20-30 g) vizsgaltuk 3 napos, napi
kétszeri 14-O-MeM6SU, ill. morfin s.c. kezelés utan. Az
antinociceptiv hatasokat tail-flick teszten meértiik. Az
allatok kiiszobértékeit, amikor a farokra irdnyitott hGsugar
elrantasi reakciot valt ki, masodpercben mértiik. A
maximalis 1d6 (cut off) 6 masodperc volt a szdveti
sériilések elkeriilése érdekében. A tesztanyagok dozis-
hatds gorbéit a fiz. sooldattal 3 napig kezelt kontroll
allatokban vettiik fel. A gorbéket meghataroztuk 14-O-
MeM6SU, valamint morfin kezelt allatokban, mindkét
anyag esetén. A hatékonysag, ill. a hatékonysagbeli
kiilonbségek meghatarozasara a kiszdmolt EDsp értékeket
vetettlik Ossze.

3.8. Statisztikai analizis

Az analiziseket minden esetben professzionalis statisztikai
szoftverrel végeztiik (GraphPad Prism 5.00, vagy 6.00).
Tobb, mint két csoport Osszevetése esetén egy-, vagy
kétutas ANOVA-t alkalmaztunk a kisérleti protokollnak
megfeleld post hoc teszttel. Annak eldontésére, hogy a
tesztelt  vegyliletek  befolyasoltdk-e a  vizsgalt
paramétereket, minden esetben vehikulummal kezelt
kontroll csoportokat hasznaltunk. Az eredményeket
szignifikansank értékeltiik, amennyiben p<0,05.



4. Eredmények

4.1. Gyulladasos fajdalom-modellek

Mind az akut modelleken (egér vonagldsos teszt ¢€s
patkany formalin teszt), valamint a szubkronikus
modellen is (CFA modell) a 14-O-MeM6SU a referens
vegyitileteknél potensebbnek bizonyult.

Az egér vonaglasos teszten a 14-O-MeM6SU a M6SU-
ndl s.c. adagolés utan 23-szor, mig i.c.v. adagolés utan 5-
szOr potensebbnek mutatkozott. A kiszdmolt, nagy
s.c./i.c.v. hatékonysagi aranyok a vegyiiletek limitalt
vegyiiletek fajdalomcsillapitd hatasat gatolta.

A patkany formalin teszten a 14-O-MeM6SU, valamint a
morfin dozisfliggd modon gatolta a fajdalmi reakciokat.
S.c. ekvianalgetikus dozisok alapjan az 0j vegyiilet a
morfinnal mintegy 15-, ill. 31-szer potensebbnek
bizonyult sorrendben az els6- és masodik fazisban.
Lokalis adagolas utan kb. 77-szer, ill. 38-szor potensebb
az 0j vegyiilet az els6- és masodik fazisban. A NAL-M a
s.c. adott 506 nmol/kg 14-O-MeM6SU hatasat mindkét
fazisban teljes mértékben gatolta. Ugyanakkor a magasabb
dozisok, ill. a morfin hatdsat csak részlegesen
befolyasolta. A 14-O-MeM6SU lokalisan hatékony dozisa
az ellenoldali talpba valé adast kovetden hatéstalan
maradt. A morfin  legalacsonyabb,  lokalisan
fajdalomcsillapito dozisa az ellenoldali talpba valo
injektalas utan is szignifikans hatdst mutatott. Ezek az
adatok alatamasztjak, hogy a 14-O-MeM6SU megfeleld



doézistartomanyban, szemben a morfinnal, periférian
megvalosuld antinociceptiv hatast mutat.

A szubkronikus patkany CFA modellen a 14-O-
MeM6SU, valamint a M6SU hatékonysdga is nagyban
megemelkedett a gyulladt 1dbon, a nem gyulladt 1abhoz
viszonyitva. Ezen d6zisok hatasat (melyek csak a gyulladt
lab kiiszobértékeit emelték szignifikdnsan) mind a s.c.,
mind pedig a lokalisan adott NAL-M gatolta. Ezek az
eredmények  szintén aldtdmasztjdk a  periférian
megvalosuld antinociceptiv hatést.

4.2. Neuropatias fajdalom-modell: elérehaladott
diabeteses polineuropatia patkanyokban

A diabeteses allatok (vércukorszint: 14 mmol/l felett)
szignifikansan tobb vizet és taplalékot fogyasztottak,
sulyuk szignifikansan alacsonyabb volt a nem diabeteses
kontrollhoz viszonyitva.

A STZ kezelés utan 3 hét elteltével a mechanikus
fajdalomkiiszob szignifikdnsan lecsokkent, mely az
allodynia kialakulasat jelzi. Az allodynia a 9. héten
tet0zott, a kiiszobértekek a 9. hét utdn mar szignifikansan
nem valtoztak. Ezért tovabbi kisérleteinket a 9. és 12.
héten végeztiik.

A 14-O-MeM6SU és morfin dozis-hatas gorbéje alapjan
a morfin hatdsdban 7-szeres csokkenést figyeltiink meg a
diabeteses allatokban, a nem diabeteses allatokhoz képest.
A 14-O-MeM6SU hatdsa nem csokkent. Diabeteses
allatokban az 0j vegyiilet mintegy 48-szor potensebb a
morfinnal. Az allodynidt megsziinteté dozisok hatasat az
egyitt adott NAL-M nem befolyasolta, mely a KIR-i
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receptorok szerepére utal. A 12. héten, azonos ddzisokban
a vegyiiletek a 9. héttel megegyez6 hatast produkaltak.

4.3. In vitro G-protein aktivitasi vizsgalatok

A diabetes allatok gerincvelé mintdin a 14-O-MeMG6SU a
nem diabeteses mintdkkal megegyezé G-protein aktivitast
produkalt. A morfin hatasa diabetes allatok gerincveld
mintain szignifikdnsan lecsokkent (Emax). A diabeteses
allatokbdl nyert agyi mintdkon a vegyiiletek hatasa nem
valtozott. A mérési eredmények a 9. és 12. héten vett
mintakon megegyeztek.

4.4. A vegyiiletek mellékhatas-profilja

A s.c. adott 14-O-MeM6SU, M6SU, valamint morfin
dozisfiiggd modon gatoltdk a gasztrointesztinalis
tranzitot egerekben.

A teljestest pletizmografia alapjan sem a 14-O-MeM6SU,
sem a M6SU, ill. sem a morfin nem befolyasolta a légzési
paramétereket patkanyokban, a vizsgalt alacsony
antinociceptiv dozistartoméanyban.

NAL-M-dal gatolhaté antinociceptiv dozisokban sem a
14-O-MeM6SU, sem a M6SU nem novelte a
tiobutabarbital indukalta alvasi iddt. Magasabb dozisok
esetén az alvasi 1d6 szignifikansan megemelkedett
mindkét vegyiilet esetén. A morfinnal ellentétben a 14-O-
MeM6SU bizonyos antinociceptiv dozistartomanyban
nem ndvelte az izoflurdn indukalta alvasi idét.

A morfin és a 14-O-MeM6SU analgetikus toleranciat
indukalé hatasat egerekben vizsgéltuk, 3 napos, napi
kétszeri s.c. kezelés utan, tail-flick teszten. Fiz. s6oldattal
elokezelt allatokon az uj vegyiilet a morfinnal 17-szer
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potensebbnek bizonyult. A haromnapos morfinkezelés
3.41, ill. 2.02-szeres hatascsokkenést okozott, sorrendben
a morfin ¢és a 14-O-MeM6SU esetén. A 14-O-MeM6SU-
al tortént 3 napos kezelés a morfin hatasaban 5.86, mig
sajat hatdsaban 3.34-szeres csokkenést okozott. Az Uj
vegyiilet mind morfinnal, mind 14-O-MeM6SU —al tortént
el0kezelés utan igéretes antinociceptiv hatast mutatott.
Osszefoglalva, a 14-O-MeM6SU a referens vegyiileteknél
kedvezobb mellékhatas-profillal rendelkezik, a szedativ és
tolerancia indukald hatasok tekintetében. A 1égzési
funkcidkra, valamint a gasztrointesztindlis tranzitra
gyakorolt hatasokban szignifikans eltérést nem talaltunk a
vegyiiletek kozott.

5. Kovetkeztetések

1. A 14-O-MeM6SU a referens vegyiileteknél
hatékonyabb akut- ¢és szubkronikus gyulladasos,
valamint neuropatias koriilmények kozott is.

2. Az elorehaladott diabeteses neuropatiaban a morfin
hatasaban 7-szeres csokkenést okozott, mig a 14-O-
MeM6SU hatékonysaga nem valtozott.

3. Periférian megvalosulé fajdalomcsillapitas elérheto
gyulladasos koriilmények kozott 14-O-MeM6SU-al (vagy
ahhoz hasonld, KIR-be limitaltan penetrald, nagy
hatékonysagu opioid szdrmazékokkal), akar szisztémas
adagolas utdn is. A szisztémads alkalmazéssal elkeriilhet6k
lehetnek  a lokalis injektalds soran kialakulé helyi
fertdzések, fizikai karosodasok. A megfeleld dozistitralas
azonban alapvetd fontossagu.
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Neuropatias  koriilmények kozott a KIR  szerepe
elengedhetetlennek tiinik.

4. A gerincveld mintdkon végzett G-protein aktivitasi
vizsgalatok a morfin hatdsanak szignifikans csokkenését
igazoltdk, mig a 14-O-MeM6SU hatékonysdga nem
valtozott. Ez az 0j vegyiilet tovabbi elényét mutathatja,
hiszen a gerincveld kulcsfontossagat a fajdalom
percepcidjaban.

Az elorehaladott diabeteses neuropatiaban (klinikai
gyakorlatban is) megfigyelt opioid hatékonysagcsokkenés
kikiiszobdlhetd lehet olyan nagy hatékonysagu (efficacy)
szarmazékok alkalmazasaval, mint a 14-O-MeM6SU. A
14-O-MeM6SU, szemben a parcialis agonista morfinnal,
a csokkent receptorszam mellett is képes megfeleld hatas
elérésére.

5. A 14-O-MeM6SU mellékhatas-profilja kedvezonek
bizonyult a szedativ- és analgetikus tolerancia indukal6
hatdsok szempontjabol.

Kiilonb6z6 fajdalomtipusok esetén esszencialis a
megfeleld opioid, valamint kezelési protokoll valasztasa,
hiszen a kiilonb6z6 szarmazékok hatékonysaga nem csak
azok fizikai-kémiai tulajdonsagaitol, hanem a fajdalom
tipusatol is nagyban fiigg.

Eredményeink igazoljak, hogy a 14-O-MeM6SU,
valamint  hasonld  szdrmazékok, nagy  klinikai
jelentéséggel birhatnak.
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