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1. Absztrakt 

Az opioidok használata járványként terjed Észak-Amerikában, évente több 

millió túladagolásos eset fordul elő. Az opioid készítmények, mint a 

fentanil, a mű-opioid receptorokat célozzák, és akár végzetes 

légzésdepressziót is előidézhetnek. Az opioid kutatás fő feladata egy olyan 

biztonságos fájdalomcsillapítási módszert találni, amely nem jár 

hipoventilációval. A potenciális készítmények felkutatása jelenleg – a 

megfelelő állati modell hiányában – korlátozott. A zebradánió (Danio 

rerio) magas reprodukciós képessége, valamint gyors fejlődése miatt igen 

népszerű modell, amelynek fiziológiája és genomja figyelemreméltó 

hasonlóságokat mutat az emlősökéhez. Ugyanakkor az még nem ismert, 

hogy a zebradánió hasonló opioid rendszerrel rendelkezik-e, és hogy az 

opioidokra adott légzési és fájdalomcsillapítási válaszok hasonlóak-e az 

emlősökéhez. A zebradánió lárváknál a fentanil csökkenti a légzés közbeni 

állkapocsmozgást, és csillapítja a fájdalmat, amelyet a mű-opiát receptor 

antagonisták visszafordítanak. A zebradánió olyan evolúciósan kialakult 

hatásmechanizmusokat mutat az opioidok hatására, amelyek az 

https://doi.org/10.7554/eLife.63407
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emlősöknél is megfigyelhetőek, tehát modellként alkalmazható a 

fenotípus alapú drogkutatások során.  

2. Bevezetés 

A jelenleg Észak-Amerikát sújtó opioid-járvány döbbenetes mértékét 

bizonyítja az évente milliós nagyságrendű sürgősségi ellátás és a több mint 

45 000 haláleset (Florence et al., 2016).  A szintetikus opioidok, mint a 

fentanil és az oxikodon, vagy a természetes opioidok, például a heroin 

vagy a morfium erősen addiktívak (Wilkerson et al., 2016), és légzési 

depressziót okozhatnak (Dahan et al., 2010; Montandon et al., 2016a; 

Nagappa et al., 2017), ami túladagolás esetén halálos kimenetelű lehet 

(Gomes and Juurlink, 2016; Jones et al., 2013). Az opioidok alapvető 

fontosságú fájdalomcsillapító szerek, amelyek hatékonysága jelenleg 

egyedülálló (IASP, 2018). Ezen készítmények mellékhatásai azonban 

korlátozzák a hatékony használatot és szuboptimális fájdalomcsillapítást 

eredményezhetnek.  

Az opioid készítmények a mű-, kappa-, delta-receptorokon keresztül 

(Gutstein, 2001) az agyban hatnak. Bár az ezeken a receptorokon 

aktiválódó opioidok száma igen magas, a leghatékonyabb opioidok, mint 

a fentanil és az oxikodon elsősorban a mű-opioid receptorokhoz (MOR) 

kötődve fejtik ki a hatásukat (Sora et al., 1997). Mivel a MOR-ok az 

idegrendszerben fejeződnek ki, a légzést, valamint a nocicepciót is 

befolyásolva, a fájdalomcsillapításra szánt opioidok egyéb hatásokat is 

produkálnak. A MOR készítmények felelősek olyan mellékhatásokért, mint 

a függőség (Le Merrer et al., 2009), szedáció (Montandon et al., 2016a) és 

hipoventiláció (Dahan et al., 2010; Montandon and Slutsky, 2019; 

Nagappa et al., 2017). A hipoventiláció jellemzői a lelassult légzés 

(Macintyre et al., 2011), csökkent oxigénfelvétel (Ferguson and 

Drummond, 2006), meghosszabbodott légzésszünetek (Mogri et al., 2008; 

Nagappa et al., 2017) és súlyos oxigénhiány kialakulása (Brown et al., 

2006). Túladagolás során a teljes légzésleállás és bradycardia tartozik a fő 

elhalálozási okok közé (Pattinson, 2008). Az opioid túladagolás során 
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bekövetkező légzésdepresszió és a légzés teljes leállása lényegében az 

opioidok agytörzsi légzésszabályozási központra gyakorolt hatása miatt 

következik be (Montandon and Slutsky,  2019). Az egyetlen elérhető szer, 

amellyel az opioid túladagolás miatti légzési depresszió visszafordítható, a 

MOR antagonista naloxon, ami közvetlenül gátolja az opioid ligandumok  

eLife digest Amikor erős fájdalomcsillapításról van szó, az orvosok 

eszköztára a szintetikus és természetes opioidokban merül ki, az utóbbiak 

közé tartozik a morfium, fentanil és oxikodon. Azonban ezek a vegyületek 

a légzést lassabbá és felületessé tehetik, rohamosan csökkentve ezzel a 

szervezet oxigénszintjét, és halálhoz vezethetnek. Ezen halált okozó 

mellékhatás különösen megrendítő, mivel az opioidok nem megfelelő 

használata az Egyesült Államokban radikális mértéket ölt, ezzel kialakítva 

az „ópioid járványt”, amely 2020-ban több mint 80 000 amerikai haláláért 

volt felelős. Ebből kifolyólag létfontosságú, hogy egy olyan veszélytelen 

készítményt találjunk, amely nincs negatív hatással a légzésre, de az erre 

irányuló kutatást lassította az új vegyületek hatásának vizsgálatára 

alkalmas állatmodellek hiánya. 

A zebradánió egy kisméretű édesvízi halfaj, amelyre a gyors szaporodás és 

fejlődés jellemző, genetikája azonban nagyban hasonlít az emlősökéhez, 

és komplex idegrendszer jellemzi. Ellenben még nem tudni, hogy a 

zebradánió opioidokra adott válasza összehasonlítható-e az emlősök 

válaszával, tehát egyelőre kérdéses, hogy használható-e új 

fájdalomcsillapítószerek tesztelésénél. 

Ezen feltevés megválaszolására Zaig és társai fentanil hatásának tettek ki 

zebradánió lárvákat, és kimutatták, hogy a gyengülő légzés jeleként a 

halak álkapocsmozgása lassult. A fájdalmas ingereket is hosszabban 

tolerálták, tehát az opioid csökkentette a fájdalmat az állatokban. Az 

eredmények együttesen azt mutatják, hogy a zebradánió opioid válaszai 

hasonlóak az emlősökéhez, demonstrálva, hogy ez a halfaj alkalmazható 

potenciális fájdalomcsillapítószerek teszteléséhez. A Zaig és társai által 

kifejlesztett módszerekkel nagy számban és gyorsan vizsgálhatók a 
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gyógyszer-hatóanyagok, akárcsak a fájdalom megjelenése és  

megállításának a dekódolása is. 

mű-receptorokhoz való kapcsolódását. Ugyanakkor a naloxon a 

fájdalomcsillapító hatást is gátolja, emiatt nem használható kiegészítő 

kezelésként. A mellékhatásként hipoventilációt nem okozó, hatékony 

fájdalomcsillapításra alkalmas új opioid készítmények vagy 

gyógyszerkombinációk kutatása visszaesett a megfelelő állati modell 

hiányában, amellyel a fájdalmat és légzést érintő viselkedési tesztek 

elvégezhetőek lettek volna.  

A biztonságos opioid terápiák kifejlesztéséhez a legfontosabb lépés az új 

molekuláris célpontok és gyógyszerhatóanyagok meghatározása. A MOR 

gátlást szabályozó mechanizmusok összetettsége miatt a 

gyógyszerhatóanyagok működésének széleskörű szűrése az ismert 

konstrukció alapján rágcsálómodellben nem lehetséges. Egy olyan 

alkalmas modell megtalálása tehát elengedhetetlen, amelynek 

segítségével mindez megvalósítható, mégpedig a gerincesek összetett 

központi idegrendszerének és viselkedésének megőrzésével. Kihívást 

jelent az olyan összetett fenotípusok számszerű és teljeskörű 

meghatározása, mint a légzőszerv idegi aktivitása és a nocicepció. A 

rágcsálók nem megfelelőek, a nagy méretük, generációs idejük miatt, és a 

gyógyszerek elérhetősége is nehezíti a szűrési skálát. Erre alternatíva a 

zebradánió lárva, amely anatómiájában, fiziológiájában és genomja nagy 

részében hasonlít az emberre. A zebradánió esetében a lárva kis mérete, 

a halak könnyű szaporíthatósága, és az egyszerű génkiütést lehetővé tevő 

külső termékenyülés teszi a fajt kedvelt modellszervezetté, amellyel a 

géneket és gyógyszerhatóanyagokat lehet vizsgálni. Jelen tanulmányban a 

zebradániót javasoljuk további elemzésre, mint egyszerű, mégis hatékony 

állati modellt annak érdekében, hogy a MOR légzési és nociceptív 

gátlásának molekuláris folyamatait meg tudjuk határozni. Fontos 

megjegyezni, hogy a zebradánió lárva alkalmazható széleskörű 

gyógyszertesztekben új gyógyszerhatóanyagjelöltek azonosítására. 



 

27 
 

A zebradánió lárva ideális modellé vált a gyógyszer- és génkutatásban, 

mivel egy in vivo modell biológiai bonyolultságát társítja egy olyan 

idegrendszerrel – ideértve a légzőrendszer idegi hálózatát –, amely 

homológ az emberével. Habár a halak más módon veszik fel az oxigént és 

adják le a szén-dioxidot, mint az emlősök: ritmusos állkapcsi mozgást 

végeznek, miközben a vizet a kopoltyújukon keresztül áramoltatják. Az 

ingola légzőszervi idegi hálózata magába foglalja a paratrigeminális légzési 

csoportot (pTRG), valamint a nucleus vagust, és ez a hálózat hozza létre az 

állkapocs ritmikus mozgását (Bongianni et al., 2016). A közeli evolúciós 

eredetükből kifolyólag (Missaghi et al., 2016) a légzőszervi hálózatuk 

hasonlóságokat mutat az emlősök légzőszervi hálózatával (Cinelli et al., 

2013), ami irányítja a légzést és szabályozza az opioidok által kiváltott 

légzési depressziót (Montandon et al., 2011). A pTRG hasonló funkcióbeli 

tulajdonságokat mutat, mint az emlősök légzőrendszere, mint például 

érzékenység a P anyagra (Mutolo et al., 2010) és az opioid ligandumokra 

(Mutolo et al., 2007). Feltevésünk szerint a légzési állkapocsmozgást mint 

légzőszervi aktivitás mutatót lehetne alkalmazni, hasonlóan az 

emlősökben légzési tevékenység közben használt  trigeminális 

izommozgáshoz (Jacquin et al., 1999). A zebradánió – az emlősökhöz 

hasonlóan – rendelkezik gerincvelői, agytörzsi és szubkortikális 

idegpályákat felölelő nociceptív rendszerrel (Taylor et al., 2017). Bár a 

fájdalomérzékelés és az opioidokra való válaszadás közvetlenül nem 

értékelhető, egy nociceptív stimulusra adott menekülő úszási 

válaszreakció könnyen megállapítható a zebradanió lárváknál. A formalin 

(Magalhães et al., 2017) vagy (allyl)-isothiocyanate (AITC, mustár olaj) 

által kiváltott nociceptív inger alkalmazható lárvakori zebradánión. Az 

AITC, a tranziens receptor potenciál ankyrin-1 csatornán és a tranziens 

receptor potenciál vanilloid-1 csatornán (Oda et al., 2016) aktiválódik, 

amelyek szerepet játszanak a kémiai anyagok által előidézett 

fájdalomérzékelésben (Bamps et al., 2021). Ennek kapcsán indítványozzuk 

annak a meghatározását, hogy a légzésdepresszió és a fájdalomcsillapítás 

mérhető-e zebradánió lárvákban.  
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Az opioid fájdalomcsillapítók és kábítószerek a MOR-okhoz kötődve 

váltják ki hatásukat (Gutstein, 2001). Az emlősök és zebradániók MOR-jai 

igen homológok és 74%-ban megegyezik az aminosav-szekvenciájuk 

(Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008). A MOR hasonló kötődési 

tulajdonságokkal rendelkezik, mint az emlősökre ható morfin és DAMGO 

együttese (Marron Fdez de Velasco et al., 2009; Mutolo et al., 2007). A 

zebradánió és az emlősök respiráció, fájdalom és opioid rendszerekbeli 

hasonlósága okán feltételezzük, hogy a zebradánió imitálhatja az 

emlősökben az opioidok által kiváltott légzésdepressziót, valamint 

fájdalomcsillapítást és más, opioid készítményekhez köthető 

következményt. Tanulmányunk célja, annak bebizonyítása, hogy a 

zebradánió az emlősökhöz hasonló, evolúciósan konzervált opioid 

tulajdonságokat mutat. Ezek alapján azt mondhatjuk, hogy a zebradánió 

lárva alkalmas az opioidok okozta légzésdepresszió és fájdalomcsillapítás 

tanulmányozására. Célunk még, hogy igazoljuk a lárva állapotú zebradánió 

opioid gyógyszerhatástanának egyezését az emlősökben és emberekben 

megfigyeltekkel, valamint annak bizonyítása, hogy a jelenleg alkalmazott 

légzésdepresszió megakadályozására szolgáló gyógyszerterápiák 

tesztelhetők zebradánió lárvákban. 

3. Eredmények 

A zebradánió a kopoltyúját használja a gázcserére a vízben. A víz kopoltyún 

történő átfolyása egy összetett, az agytörzsi légzőrendszer által generált 

folyamat, amely tulajdonságaiban és anatómiájában hasonlít az emlősök 

gázcseréjéhez (1A ábra). A légzőrendszer ritmikus izommozgást indukál, 

amely segíti a víz kopoltyúba áramlását. Ezen izmok egyike a 

háromosztatú ideg által mozgatott állkapocsizom, amely szabályozza az 

állkapocs nyitását és zárását. Az állkapocsmozgás a légzőszervi aktivitás 

egyértelmű jele, és könnyen rögzíthető egy, az úszó zebradánió fölé 

helyezett nagy felbontású kamera segítségével (1B,C ábra). Az 

állkapocsmozgás számszerűsíthető az ezen a területen található pixelek 

intenzitásában bekövetkező változások számolásával (1B ábra), illetve 
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annak időbeli változása is rögzíthető (1D ábra). Az állkapocsmozgás üteme 

az állkapocsmozgás csúcsainak számával fejezhető ki (piros karikák, 1D 

ábra), amely a légzőrendszer ritmusát mutatja, és itt a légzésszám 

mutatója. Multi-well plate-eket alkalmazva, az 1E ábrán látható módon 

használtuk a gyógyszerek kombinációit embrió médiumhoz adagolva. A 

gyógyszerkombinációkat külön csoportba tartozó halakon alkalmaztuk. 

Minden egyes állatot egyetlen gyógyszerkeverékkel kezeltünk, nem pedig 

egymást követő keverékekkel, mivel ezeket lehetetlen eltávolítani a vízből.  

Annak érdekében, hogy megállapítsuk, a zebradánió alkalmas modell-e az 

opioid indukálta légzésszám depresszió meghatározására: embrió 

médiumot, mint kontrollt és fentanilt, mint általánosan használt 

fájdalomcsillapítót alkalmaztunk a lárvákon, miközben számszerűsítettük 

az állkapocs mozgásának sebességét (2A ábra). A zebradánió lárvák 

kontroll körülmények között (embrióvíz) percenként 15-115 

állkapocsmozgást produkáltak. Az 1 μM fentanilnak kitett lárvák 

légzésszámát 30 percen keresztül rögzítettük (2B ábra). A 

kontrollcsoportban a kiindulási ponthoz képest kezdetben növekedett a 

légzésszám, de szignifikáns változás nem történt a 30 perces időtartam 

alatt (2B ábra). A fentanillal kezelt csoportban a légzésszám határozottan 

csökkent 4 perccel a fentanil hozzáadása után. Mivel 5 perccel az expozíció 

után volt a legerősebb a légzésdepresszió, összehasonlítottuk a kontroll- 

és a fentanillal kezelt csoportok 5-6. perc közötti légzésszámát (2C ábra). 

A 0,2 és 0,4 μM koncentrációjú fentanil a kontrollhoz képest nem 

csökkentette szignifikánsan az állkapocsmozgást (p = 0,473 és p = 0,797) 

(2C ábra). A kontrollhoz képest (p = 0,006 és p = 0,038 , 2C ábra) a 

fentanillal kezelt egyedek (1 és 3 µM) állkapocsmozgása szignifikánsan 

csökkent. Az adatoknak az alapértéknek vett sebességhez való 

standardizálását követően a csoportokon belüli változatosság jelentősen 

csökkent (2D ábra). 1 µM (p < 0,001) és 3 µM (p < 0,001) fentanil 

szignifikánsan csökkentette az alapértéknek vett sebességet a 

kontrollcsoporttal összehasonlítva (2E ábra), viszont a 0,2 µM (p = 0,275) 

és 0,4 µM (p = 0,200) koncentráció nem eredményezett ilyen csökkenést. 
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Összefoglalva, a fentanil indukálta légzésdepresszió a tesztelt 1 és 3 µM 

koncentrációkban volt mefigyelhető. Megállapítottuk, hogy ez a 

normalizálás képes leginkább reprezentálni a fentanil okozta 

légzésdepressziót, és csak normalizált adatokat mutattunk be a következő 

légzésdepresszió ábrákon. Ahhoz, hogy megfejtsük az opioid receptorok 

gyógyszerhatástanát a zebradánióban, három csoportot hasonlítottunk 

össze: önmagában fentanilnak, illetve két MOR antagonista vegyülettel, a 

naloxonnal és a CTAP-pal kombinált fentanilnak kitett halak csoportjait (3. 

ábra). A fentanilnak kitett halak állkapocsmozgási sebessége csökkent (3A 

ábra). 10 µM MOR antagonista naloxon a fentanil indukálta 

légzésdepressziót nem fordította vissza szignifikánsan (p = 0,178, 3B ábra). 

Ugyanakkor 20 µM naloxon már szignifikánsan megfordította a fentanil 

keltette hatást (p < 0,001, 3B ábra). A szelektív MOR antagonista CTAP (4 

µM) nem változtatott szignifikánsan a fentanil miatti légzésdepresszión 

(p = 0,077, 3B ábra), habár a számított valószínűség a 

szignifikanciahatárán mozgott. Annak meghatározására, hogy a naloxon 

vagy a CTAP önmagában növelheti-e a légzésszámot, összehasonlítottuk a 

CTAP-nak (4 µM) vagy a naloxonnak (5 és 20 µM) kitett halcsoportokat a 

kontrol halakkal (3C ábra). Önmagában sem a CTAP, sem pedig a naloxon 

nem mutatott hatást a légzésszámra (egytényezős ANOVA, p = 0,122). 

Összegezve, a fentanil által kiváltott légzésdepressziót a MOR antagonista 

naloxon gátolta, viszont a CTAP nem. 

A korábbi kísérletekben a naloxon fentanillal egyidejűleg alkalmazva 

meggátolta a légzésdepressziót (3A,B ábra). Majd teszteltük, hogy a 

naloxon képes-e teljesen visszafordítani a fentanil (1 µM) által okozott 

légzésdepressziót, ha a légzésdepressziót követően alkalmazzuk (3D ábra). 

Ahogy az várható volt, a fentanil szignifikánsan csökkentette a légzést 

(p = 0,009), amelyet 9 µM naloxon (p = 0,111) nem volt képes 

visszafordítani. Habár érdemes egy szekvenciális megközelítést alkalmazni 

az ismétlések miatt, két kihívás jelentkezett közben. Az első, hogy a 

kétszeri pipettázás a többlyukú sejttenyésztő lemezekben befolyásolta a 

halak viselkedését, ami magyarázatot adhat a naloxonra adott nagyfokú 
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változékonyságra. A második, hogy a plate-ek lyukaiban kevés víz valamint 

törzsoldat volt, tehát a naloxon koncentrációjának növelése aligha volt 

lehetséges a fentanil koncentrációjának felhígítása nélkül. Így arra a 

következtetésre jutottunk, hogy a gyógyszerhatóanyagok szekvenciális 

adagolása nem a legkonzisztensebb, ezért a gyógyszerkombinációkat 

elkülönített halcsoportokon hasonlítottuk össze. 

Mivel a zebradánió vonalak genetikailag különbözhetnek, valamint 

eltérhet az opioidokra való érzékenységük (Marron Fdez de Velasco et al., 

2009; Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008), ezért a fentanil okozta 

légzésdepressziót különböző vonalakon is összehasonlítottuk (3E ábra). Az 

AB vonal légzésszámát jelentősen csökkentette a fentanil (1 µM), ahogyan 

azt korábbi kísérletek során már megállapítottuk (p < 0,001), viszont 

ugyanez a Tübingen (TU) vonal esetében nem volt megfigyelhető (p < 

0,001), sem az AB × TU keresztezetteknél (p < 0,001). Egyedül az AB vonal 

reagált érzékenyen a fentanilra, és a későbbi kísérletekhez ezt a vonalat 

használtuk. Összefoglalva, az opioid receptorokon keresztül aktiválódó 

fentanil légzéscsökkenést váltott ki, amely hatást a naloxon visszafordított.  

A széleskörűen használt morfin kevésbé komoly légzésdepressziót vált ki, 

mint a rendkívül erős opioidok pl. a fentanil (Gutstein, 2001). Vizsgáltuk a 

morfin lehetséges légzésdepressziós hatását zebradánión. A növekvő 

morfin adagoknál (1, 10, 20, 50 és 200 µM, p = 0,088, 3F ábra) nem volt 

megfigyelhető dózisfüggő hatás. A többszörös összehasonlító tesztek 

kimutatták, hogy a kontrollhoz képest 1 µM morfin jelentősen lassította a 

légzést (p = 0,021), viszont a többi tesztelt koncentrációban nem (p > 

0,488). Ezek az eredmények vetik fel, hogy alacsony koncentrációban a 

morfin lassítja a légzést, viszont magas koncentrációban gerjesztő hatást 

fejthet ki. 

Ahhoz, hogy meg tudjuk határozni, vajon az emlősökhöz hasonlóan, 

meghatározott gerjesztőszerekkel a zebradánió légzése is fokozható, két 

légzésfokozó szert alkalmaztunk a halakban, amelyekről ismert, hogy 

serkentik az opioidok által csökkentett légzést. Elsőnek az 5-HT4A 

szerotonerg ligandumhoz kapcsolódó BIMU8 (Manzke et al., 2003) szert 
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alkalmaztuk fentanillal együtt és nélküle (4A ábra). A fentanil és BIMU8 

(10 µM) együttes, a fentanil csoporttal összevetve (p = 0,193), nem 

mutatott visszafordulást a légzésszámban. A kizárólag BIMU8-nak kitett 

halak szignifikánsan magasabb légzésszámot produkáltak, mint a kizárólag 

fentanillal kezeltek (p = 0,008), viszont ez az érték nem tért el a 

kontrollcsoporttól (p = 0,294). A BIMU8 és fentanil kombinációja 

jelentősen alacsonyabb légzésszámot váltott ki, mint a BIMU8 egyedül és 

a kontroll (p = 0,018 és p = 0,007). Összegezve, a fentanilhoz adott BIMU8 

nem fordította vissza jelentősen a fentanil által kiváltott légzésdepressziót. 

A CX614 alloszterikus AMPA aktiváló jelentősen visszafordította a fentanil 

okozta légzésdepressziót (p < 0,001, 4B ábra). A CX614+fentanil magasabb 

légzésszámot eredményezett, mint csak a fentanil, vagy a kontroll (p = 

0,021), valószínűsítve, hogy a CX614 ebben a dózisban megfordította a 

fentanil okozta légzésdepressziót. Önmagában a CX614 nem növelte a 

légzésszámot a kontrollhoz képest (p = 0,058), azonban a kapott 

valószínűségi érték a szignifikancia határán volt. Magasabb dózisok roham 

előidézése miatt nem kerültek tesztelésre. Annak érdekében, hogy 

meghatározzuk, hogy a fentanil révén fellépő légzésdepresszió a fentanil 

közvetlen hatása vagy pedig a szedáció miatt (Montandon and Horner, 

2019), illetve a fájdalomra bekövetkező (Jiang et al., 2004) közvetett 

válasz-e, vizsgáltuk a lidokaint is, mint nem mű-opioid receptorokon 

keresztül ható fájdalomcsillapítót (Lopez-Luna et al., 2017). A lidoicain 

nem okozott szignifikáns légzésszámbeli változást a kontrollhoz képest 

(p = 0,267, 4C ábra). 

A gyógyszerek oldására DMSO oldószert használtunk, ami hatással lehet a 

légzésre. Az alkalmazott 0,0016% DMSO nem változtatott a légzésszámon 

(p = 0,342). Azért, hogy meghatározzuk az opioid szerek zebradánió 

lárvákban kifejtett fájdalomcsillapító hatását, egy egyszerű nocicepció 

modellt készítettünk, amelyben kombináltuk a formalin expozíciót, mint 

nociceptív ingert, és az ezt követő menekülő úszásreakció mértékét. Az 

egyes lárvák mozgását, embrió médium, formalin, valamint formalin és 

fentanil kombináció tartalmú többlyukú sejttenyésztő lemezekbe 
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helyezve, videófelvételen keresztül követtük végig (5. ábra).  Kétféle úszási 

viselkedést határoztunk meg (5A ábra): úszási sebesség (megtett mm/mp) 

és szögsebesség (fordulási szög foka/mp, 5. ábra – kiegészítő ábra 1). A 

formalinnak kitett egyedek úszási sebessége alapvetően fokozódott a 

formalin hatására (5B ábra). A fentanil formalinnal kombinálva jelentős 

sebességcsökkenést eredményezett a kizárólag formalinnal kezeltekhez 

képest (5B ábra). Az ezt követő formalin expozíció szignifikánsan gyorsult 

úszási sebességet eredményezett az első 3 percben (5C ábra, kék oszlop), 

amely reakció a kontroll és formalin/fentanil csoportnál nem volt 

megfigyelhető (5C ábra). A lárvák csoportjainak gyógyszeres kezelését 

követő első 3 percben produkált átlag úszási sebességét 

összehasonlítottuk. A kontrollcsoporthoz viszonyítva (p < 0,001, 5D ábra) 

a formalin csoport szignifikánsan gyorsabb sebességet mutatott. Az úszási 

sebesség szignifikánsan lassabb volt a formalin/fentanil csoportban, mint 

a formalin csoport egyedeinél (p = 0,037), ami arra utal, hogy a fentanil 

csökkentette a formalinra adott menekülési reakciót, amely jelezheti 

annak fájdalomcsillapító hatását. Ugyanakkor, ez betudható a fentanil 

úszásra gyakorolt közvetlen hatásának is. A kontrollal összevetve a fentanil 

önmagában alkalmazva nem csökkentette az úszási sebességet 

(p = 0,221), ami mutatja, hogy önmagában nem befolyásolta az úszást. 

Következőnek a µ-opioid receptor antagonista naloxon és CTAP hatását 

határoztuk meg (5D ábra). A naloxon csoportoknál megfigyelt sebesség 

nem volt jelentősen magasabb, mint a formalin/fentanil csoportoknál 

(p > 0,122), mindez azt jelenti, hogy a naloxon nem gátolta a fentanil 

fájdalomcsillapító hatását. A CTAP/formalin/fentanil csoportok és a 

formalin/fentanil, valamint az önmagában fentanillal kezelt csoportok 

között nem volt különbség (p = 1,000 és p = 1,000). A fentanil és 

kontrollcsoportoknál magasabb sebességet mutattak a 

naloxon/formalin/fentanil csoportok (5D ábra). Ez valószínűsíthetően a 

naloxon egyedüli hatásának tudható be 50 µM koncentrációban (5E ábra). 

Ezután a formalin szögsebességet érintő hatását néztük. A kontroll 

csoporttal összehasonlítva a formalinnal kezelt lárvákat csökkent 
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szögsebesség jellemezte (p < 0,001, 5. ábra – kiegészítő ábra 1), amely 

hatást a fentanil nem fordított vissza (p = 0,151). Az utóbbiból következik, 

hogy a szögsebesség nem használható a formalin által kiváltott 

menekülési válasz értékelésére.  

Igaz, hogy a naloxon nem akadályozta, vagy fordította vissza a fentanil 

fájdalomcsillapító hatását, de ez betudható a formalin hatására jelentkező 

nagy variabilitású úszási válaszok következményének. Ami azt illeti, a 

formalin/fentanil/naloxon hatására az úszási sebesség 0,3-4 mm/mp volt, 

ami lényegesen magasabb a kontroll- és a fentanil csoportok 

variabilitásánál. A még biztosabb nociceptív válaszok elérése érdekében 

allil-izotiocianátot (AITC) alkalmaztunk, amely a tranziens receptor 

potenciál ankyrin-1 csatornán és a tranziens receptor potenciál vanilloid-

1 csatornán keresztül aktiválódik (Oda et al., 2016). A formalin 

tesztelésekor használt módszerhez hasonlóan kombináltuk az AITC-t 

fentanillal és/vagy naloxonnal. A kontrollhoz képest 100 µM AITC 

intenzívebb úszást eredményezett, amely hatást a fentanil csökkentette 

(6A ábra). A gyógyszerhatóanyag hozzáadásának első 3 percében a lárvák 

kezdeti megnövekedett úszási sebességgel reagáltak, amely megegyezett 

a formalinra adott válasszal. Ennek ellenére a fentanil (6 µM) és AITC (100 

µM) kombinációjával kezelt halak az AITC-vel kezeltekhez képest nem 

mutattak úszási reakciót (6B ábra). Mindez azt mutatja, hogy a fentanil 

csökkentette az AITC-ra adott nociceptív válaszreakciót. A formalin 

tesztben alkalmazott fentanil koncentrációhoz képest (3 µM) az AITC 

hatásainak megszüntetéséhez magasabb koncentrációra volt szükség (6 

µM). Önmagában alkalmazva a fentanil ezen koncentrációja (6 µM) nem 

csökkentette a kontrollegyedek sebességét (6B ábra). Az AITC-vel kezelt 

halak átlagsebessége szignifikánsan magasabb volt, mint a 

kontrollcsoporté (p < 0,001, 6C ábra) és ez az emelkedés szignifikánsan 

alacsonyabb volt a fentanillal és AITC-vel kezelt egyedeknél (p < 0,001). Az 

AITC által előidézett szögsebesség megnövekedett, amelyet a fentanil nem 

fordított vissza (6. ábra – kiegészítő ábra 1.) Érdekes módon a 20 és 50 µM 

naloxon, AITC és formalin keverék gyorsabb úszási sebességet 
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eredményezett, mint ami az AITC-vel vagy fentanillal kezelt csoportok 

egyedeinél volt megfigyelhető (p = 0,003 és p < 0,001, egyenként), míg a 

CTAP-val kezelteknél nem (p = 0,342). Összefoglalva: az AITC intenzív 

úszásgyorsulást okozott, amit a fentanil jelentősen csökkentett, amely 

hatást a naloxon visszafordított. 

Annak meghatározására, hogy kiderítsük, vajon a zebradánió másfajta 

fájdalomcsillapítókra is érzékenyen reagál-e, lidokainnal, vagyis nem-

opioid fájdalomcsillapítóval kezeltük a lárvákat (7A ábra). A korábbiak 

alapján kimutattuk, hogy a formalin a kontrollhoz képest megnövekedett 

úszási sebességet eredményez (p < 0,001, 7B ábra). A lidokainnak és 

formalinnak kitett halak sebessége jelentősen csökkent a formalin 

csoporthoz képest (p = 0,002). A lidokainnal kezelt egyedek úszási 

sebessége nem különbözött a kontrollétól (p = 0,693). Mivel a lidokain 

oldásához viszonylag magas koncentrációjú DMSO-t (1%) használtunk, 

összehasonlítottuk, hogy az 1%-os DMSO-val kezelt csoport különbözött-e 

a kontrollcsoporttól és a két csoport között nem találtunk különbséget 

(p = 0,879, 7A ábra). A formalinnal ellentétben a lidokain nem váltott ki 

szögsebességbeli változást (7. ábra – kiegészítő ábra 1.) 

Következtetésképpen, a két fájdalomcsillapító típus (fentanil és lidokain) 

mérsékelte a formalinra adott úszási reakciót, tehát ezek a tesztek 

megfelelőek a fájdalomcsillapító hatás mérésére. 

A zebradániókban fentanil okozta légzésdepresszió 

visszafordíthatóságának tesztelésére BIMU8 és CX614 stimulánsokat is 

alkalmaztunk. Szignifikánsan egyedül a CX614 tudta visszafordítani a 

hatást. Ennélfogva megvizsgáltuk a két stimuláns fentanil általi 

fájdalomcsillapító hatásának visszafordíthatóságát is. A BIMU8 

(20 µM)/formalin/fentanil kombináció nem változtatta meg szignifikánsan 

az úszási sebességet, összevetve a kontroll- (p = 1,000) vagy a 

formalin/fentanil csoportokkal (p = 1,000, 7B ábra). A CX614 (5 

µM)/formalin/fentanil kombináció azonban növelte az úszási sebességet 

a kontrollcsoporthoz (p < 0,001), valamint a formalin/fentanil 

kombinációhoz képest (p = 0,007). Ez azt mutatja, hogy a CX614 ampakine 
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vegyülettel mind a fentanil okozta légzésdepresszió, mind pedig a 

fájdalomcsillapító hatás visszafordítható. Befejezésképpen, a fentanil nem 

okozott légzésdepressziót a Tübingen vonalban, ezért megvizsgáltuk, hogy 

ez a vonal a fentanil fájdalomcsillapító hatására is hasonlóan érzéketlen-

e. A TU vonal, formalin és formalin/fentanil csoportja között nem volt 

különbség az úszási sebességben (p = 0,132), (7C ábra), ami szerint a 

fentanil nem csökkentette a formalin indukálta nocicepciót.  

4. Következtetések 

Az opioid gyógyszerkészítményeket széleskörűen alkalmazzák 

fájdalomcsillapításra, azonban a használatuk súlyos mellékhatásaként 

légzésdepresszió lép fel, túladagolása pedig halálos is lehet. Az erős és 

krónikus fájdalom csillapítására jelenleg nem létezik biztonságos opioid 

kezelés. Az új, hatékony és mellékhatás nélküli fájdalomcsillapítószerek 

beazonosításához az opioid gyógyszerkutatásnak új vizsgálati utakat kell 

feltérképeznie. Új megközelítés a gyógyszerkutatásban például a 

számítógéppel szimulált szerkezet-alapú gyógyszerkutatás (Manglik et al., 

2016) vagy a sejt tesztek (Winpenny et al., 2016). A gyógyszerkutatásra 

leginkább a cél alapú szemlélet jellemző, amely több olyan 

gyógyszerhatóanyag-jelöltet kizár, amely nem specifikusan a kiválasztott 

fehérjéket célozza. Jelen kutatásban egy fenotípus-alapú 

gyógyszerkutatási szemléletet javaslunk zebradánió lárva modellben a 

hatékony opioid fájdalomcsillapító szerek megtalálására, a 

mellékhatásként jelentkező légzésdepresszió nélkül. A zebradánió lárva 

nagyon fontos modellé vált a gyógyszer-, valamint a génkutatás terén, 

mivel az in vivo modellek biológiai összetettségét kombinálja az 

emberéhez hasonló idegrendszer sajátosságaival, ideértve a 

légzőrendszer idegi hálózatát is. Az effajta megközelítéssel lehetőség van 

számos gyógyszerhatóanyag hitelesítésére bármilyen hatásmechanizmust 

vagy célt illető feltételezés nélkül. A gyógyszerkutatási szemléletünk azt 

kívánja tesztelni, vajon a gyógyszerhatóanyagok vagy ezek kombinációi 

használhatók-e a légzésdepressziónak mint mellékhatásnak az 
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elkerülésével.  Egy ilyen eljárásra jelentős érdeklődés mutatkozik (Dahan 

et al., 2018; Montandon and Slutsky, 2019). Többféle elemzési mintát 

kombináltunk a fájdalomcsillapítók légzésdepresszió és fájdalomcsillapító 

hatásának vizsgálatára. Kimutattuk, hogy a zebradánió lárva (12-14 nappal 

a megtermékenyítést követően) használható az opioid 

gyógyszerkészítmények fájdalomcsillapító hatásának tesztelésére, 

valamint a légzésdepresszió erősségének kimutatására. Tesztjeink 

egyszerű, mégis hatékony módot biztosítanak a potenciális 

gyógyszerhatóanyag jelöltek gyors vizsgálatára egy komplex 

állatmodellben, mialatt megóvják annak központi idegrendszerét és a vér-

agy gát hálózatát. A nagy számú halembriónak köszönhetően, ezek a 

fenotípusos tesztek alkalmasak nagy áteresztőképességű szűrési 

protokollok elvégzésére, amelyek nem lennének megvalósíthatók más 

állatmodellen. Fontos megjegyezni, hogy a gyógyszerhatóanyagok szűrése 

patkányban nem kivitelezhető annak jelentős idő- és erőforrás igénye 

miatt. Jelen tanulmányban egy olyan új, zebradánió lárván kivitelezhető 

viselkedési tesztet javaslunk, amelynél az élő állat központi idegrendszere 

annak sértetlenségével befolyásolható. Mindez, az opioid készítmények 

által előidézett légzésdepresszió és fájdalomcsillapító hatás 

összekapcsolásával felhasználható a fenotípus-alapú gyógyszerkutatás 

területén. 

Az opioidok okozta légzésdepressziót széleskörűen vizsgálták egerekben, 

patkányokban, kutyákban és juhokban (Krause et al., 2009; Montandon et 

al., 2011; Montandon et al., 2016b). Az összetett állati modellek 

bevonásával járó légzési változók megállapítása számos kihívással jár. 

Annak érdekében, hogy pontosan meg lehessen állapítani az opioidok 

általi légzésdepressziót, először az érzéstelenítők használata nélkül kell 

számszerűsíteni a légzési változókat, mivel azok befolyásolhatják a 

légzőszervrendszerrel, gyógyszer-anyagcserével és az opioid gyógyszerek 

hatásmechanizmusával való kölcsönhatásokat. A patkányok érzéstelenítés 

nélküli légzésfelmérése egy általános eljárás, azonban aggodalomra adhat 

okot az állatok kezelése során fellépő stressz, opioid injekció és a 
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váltakozva fellépő izgalmi és viselkedési állapotok (Montandon et al., 

2016a; Montandon and Slutsky, 2019), amelyek végső soron kihatással 

lehetnek a kutatás eredményeire. Először sikerült zebradánió lárvákban 

bemutatnunk, hogy a légzőrendszer aktivitása mérhető, és hasonló 

módon mutatkozik meg náluk is az opioidok kiváltotta légzésdepresszió, 

mint ahogyan az emberben. Az emberben megfigyelt opioid 

gyógyszerhatástan továbbá a zebradánióban is végbemegy. A legtöbb 

halfajban egy bonyolult légzőrendszer áramoltatja a vizet a kopoltyúkon 

át. Habár más stratégiát alkalmaznak az oxigén felvételére és a szén-dioxid 

leadására, mint az emlősök, állkapcsukat ritmikusan mozgatva 

áramoltatják a vizet kopoltyúikon keresztül. Az ingolákban a 

paratrigeminális légzési csoport (pTRG) generálja a ritmikus állkapcsi 

lemezmozgást (Bongianni et al., 2016). Közeli evolúciós eredetük miatt 

(Missaghi et al., 2016) a pTRG az emlősök légzőrendszerével mutat 

hasonlóságokat (Cinelli et al., 2013) a légzés lebonyolításában és az 

opioidok kiváltotta légzésdepresszió szabályozásában (Montandon et al., 

2011). A pTRG, az emlősökére jellemző funkcióbeli jellemzőkkel is 

rendelkezik (Gray et al., 1999), mint a P elemre (Mutolo et al., 2010) és az 

opioidokra való érzékenység (Mutolo et al., 2007). Emiatt úgy véljük, hogy 

a légzési állkapocsmozgást a pTRG legalább részben szabályozza, ami 

felhasználható lehetne a légzőrendszer aktivitási indexeként, hasonlóan, 

mint az emlősöknél a trigeminális izom (Jacquin et al. 1999). Kimutattuk, 

hogy a MOR ligand fentanil dózisának növelésekor a légzés sebessége 

dózisfüggő csökkenést eredményezett. Bár a fentanillal való kezelés 

összehasonlítása nehézkes zebradánió és emlős esetében, mivel az 

előbbinek a vizét kezelik, az utóbbiba befecskendezés útján kerül az anyag, 

a zebradánióknál alkalmazott dózisok megfelelnek a rágcsálóknál 

használtakéval (Yassen et al. 2008). A fentanil okozta légzésdepressziót a 

MOR antagonista naloxon lényegében meggátolta, ami megegyezik azzal 

a ténnyel, hogy a fentanil főként a MOR receptorokon keresztül hat (James 

and Williams, 2020). A kifejezetten szelektív MOR antagonista CTAP nem 

gátolta meg a fentanil okozta légzésdepressziót, ami hasonló az egyes 
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rágcsálókísérletben megfigyelt részleges antagonizmus jelenséghez 

(Zhang et al. 2007). Ezen eredményekből az következik, hogy a fentanil 

vagy más opioid receptorokon keresztül hat, vagy pedig a CTAP nem jutott 

át a zebradánió vér-agy gátján a nagy molekulatömege miatt. Meglepő 

módon 1 µM morfin szignifikáns légzéscsökkenést idézett elő a zebradánió 

lárváknál, ami megegyezik a klinikai tanulmányokkal (Montandon et al., 

2016a), viszont magasabb koncentrációkban nem figyeltünk meg hasonló 

hatást. A légzésdepresszió hiánya magas koncentrációkban betudható a 

zebradánió légzését szabályozó ingerületvezetés gátlásának. A 

rágcsálóknál a ventrális tegmentális régióban a morfin feloldja a 

gátlásokat (Chen et al., 2015), ami az agynak az alvás-ébenlét és izgalmi 

állapotokért felelős területe (Venner et al., 2019). Mivel a megnövekedett 

izgalmi állapot csökkenti az opioidok okozta légzésdepresszió súlyosságát 

(Montandon et al., 2016a; Montandon and Horner, 2019), a magas 

morfinkoncentrációban csökkent légzésdepresszió váltható ki.  

 A két fő vad típusú vonal, az AB és a Tübingen (TU), eltérő 

érzékenységet mutatott a fentanilra. Az AB vonalnál jelentős légzési 

depresszió jelentkezik, a TU halaknál ez nem figyelhető meg, a használt 

koncentrációtól függetlenül (nem bemutatott adat). Ez a vonal-sajátosság 

felveti, hogy az opioid készítmények hatásmechanizmusai különböznek a 

zebradánió vonalakon belül, ami a MOR gén polimorfizmusának 

tulajdonítható – ahogyan ezt az embereknél is megfigyelték (Oertel et al., 

2006) –, vagy a MOR gátlásban szerepet játszó különböző gének genetikai 

többféleségnek (Bian et al., 2012). Annak érdekében, hogy megállapítsuk, 

hogy a légzést serkentő szerek visszafordíthatják-e az opioidok által 

kiváltott légzési depressziót a lárvakorú zebradániókban, két típusú 

agonistát teszteltünk, amelyek az izgató receptorokra hatnak: az 

ampakineket, amely készítmények az AMPA receptorokon keresztül 

hatnak (Ren et al., 2006), és a szerotonerg hatású anyagokat (Manzke et 

al., 2003). A CX614 alloszterikus AMPA aktiváló visszafordította a légzési 

depressziót a lárvakorú zebradánió modelljeinkben, ami megegyezik a 

rágcsálókban (Re net al., 2006) vagy emberekben (Dahan et al. 2018) 



 

40 
 

tapasztalt hatásokkal. A BIMU8, egy 5-HT4A agonista és fentanil 

kombinációját összehasonlítottuk a fentanillal önmagában. A BIMU8 nem 

fordította vissza szignifikánsan a légzési depressziót a tesztelt 

koncentrációkon, ami összhangban van ennek a kezelésnek az embereknél 

tapasztalt alacsony hatékonyságával (Lötsch et al., 2005). Más szerotonerg 

anyagok, mint például a 5-HT1 és 5-HT3 agonisták (van der Schier et al., 

2014) könnyen tesztelhetők a zebradánió modelljeink segítségével. 

Zebradánió lárvákat korábban is használták már, mint a fájdalom és 

fájdalomcsillapítás állati modelljeit. Azért, hogy fájdalmat idézzenek elő, 

ecetsavat vagy citromsavat adtak a vizükhöz (Lopez-Luna et al., 2017; 

Steenbergen and Bardine, 2014). Modeljeinkben nem használtunk 

savakat nociceptív inger gyanánt, mivel azok megváltoztatják a víz pH-ját, 

amire a zebradániók érzékenyek (Avdesh et al., 2012; Steenbergen and 

Bardine, 2014). Ehelyett formalint használtunk, egy, a rágcsáló 

modellekben széles körben használt, fájdalmat indukáló nociceptív 

stimulánst (Yoon et al., 2015), és kimutattuk, hogy a formalin növelte a 

halak úszási sebességét. Következtetésünk, hogy a megnövekedett úszási 

sebesség, mint a formalinra adott reakció egyenlő a nociceptív ingerre 

adott menekülő válasszal. Ami azt illeti, a nem-opioid lidokain és formalin 

együttesen szignifikáns csökkenést eredményezett a csupán formalin 

alkalmazásához képest. A lidokain csillapítja a fájdalmat az idegsejtekben 

lévő feszültségvezérelt nátriumcsatornák inaktiválásával, anélkül ,hogy 

aktiválná az opioid receptorokat (Tetzlaff, 2000), és ezek az eredmények 

alátámasztják azt az elméletet, hogy a formalin fájdalmat okoz a lárvakorú 

zebradániókban. A fájdalomcsillapítás elősegítéséhez fentanilt és 

formalint kombináltunk, ami csökkentette a formalinra adott úszási 

választ, arra utalva, hogy a fájdalom is mérséklődött. Az általunk végzett 

vizsgálatokban megfigyelt menekülési reakció oka lehet, hogy a formalin 

hatását a mozgásszervi aktivitásra (nem a nocicepcióra) fejtette ki, és a 

fentanil alkalmazása után jelentkező csökkent válasz magyarázata lehet a 

motoros aktivitás gátlása. A fentanil ugyanakkor önmagában nem 

csökkentette a lárvák úszási sebességét a kontrollcsoporthoz viszonyítva. 
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A formalinnal végzett nociceptív vizsgálat kiegészítésére AITC-t 

használtunk, más néven mustárolajat, amely a tranziens receptor 

potenciál ankyrin-1 csatornán és a tranziens receptor potenciál vanilloid-

1 csatornán aktiválódik (Oda et al., 2016), két olyan receptoron, amelyek 

részt vesznek a vegyi anyagok okozta nocicepcióban (Bamps et al., 2021). 

A formalinhoz hasonlóan az AITC-ra adott úszási választ a fentanil 

mérsékelte. A fentanilra adott fájdalomcsillapító válaszokban az µ-opioid 

receptorok szerepének meghatározásához az antagonista naloxont is 

bevontuk. A formalin tesztek során a naloxon nem gátolta a formalin 

hatásait, viszont az AITC tesztek során igen, a naloxon ezen hatásai 

megegyeznek az emberekben jelentkezőkkel (Gutstein, 2001). Bár a 

naloxon nem gátolta jelentősen az érzéstelenítést formalin jelenlétében, 

az az 5d ábrából egyértelmű, hogy alapjában véve növelte egyes állatok 

úszási sebességét, egyesekét pedig csökkentette. Összegezve, a fentanil 

csökkentette az AITC és formalin nociceptív válaszait, két olyan anyagét, 

amelyek más mechanizmuson keresztül idéznek elő nocicepciót. Ez azt 

mutatja, hogy a módszereink helyesen értékelik a zebradániókban 

bekövetkező fájdalomcsillapítást, míg az opioid gyógyszerhatástan 

továbbra sem értelmezhető a formalin/fentanil tesztekben. Ahogyan azt a 

légzésvizsgálatoknál már megfigyeltük, a CX614 visszafordította a 

fájdalomcsillapító hatást, ami összehangban van a rágcsálókban tapasztalt 

hatásokkal (Dahan et al., 2018). A BIMU-8 nem fordította vissza a 

fájdalomcsillapító hatást, ami megegyezik a klinikai vizsgálatok során 

tapasztalt hatáshiánnyal (Dahan et al., 2018). Tehát létrehoztunk egy 

olyan opioid fájdalomcsillapító hatás tesztet, amely alkalmas a fájdalom 

és az új opioid kezelések fájdalomcsillapító hatásainak mérésére, és amely 

felhasználható széleskörű gyógyszerkutatások során, zebradánió lárva 

modellben.  

 Az opioid fájdalomcsillapítók alapvető részei a fájdalomterápiának, 

amely során halált okozó mellékhatásként légzésdepresszió léphet fel, ez 

okból hatékony klinikai és otthoni használatuk behatárolt. Jelenleg nincs 

hatékony, biztonságos fájdalomterápia, mivel nehéz azonosítani az  új 
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gyógyszerkombinációkaat, amelyek erős fájdalomcsillapítást biztosítanak, 

de csökkentik a légzési mellékhatásokat (Dahan et al., 2018). A zebradánió 

lárva modell használatát javasoljuk a fenotípus-alapon megközelített 

gyógyszerkutatás során, azaz a gyógyszerek tesztelésének lehetővé tételét 

a működési mechanizmusokra és célpontokra vonatkozó feltételek nélkül. 

A fentebb leírt új gyógyszerkutatási modelleink képesek nagy 

áteresztőképességű gyógyszerszűrésre egy egyszerű és megfelelő állati 

modell segítségével, amelynek a gyógyszerhatástani és genetikai profilja 

hasonló az emberéhez (MacRae és Peterson, 2015). Bár a zebradániót 

régóta használják új érzéstelenítők és azok hatásmechanizmusainak 

identifikálásához (McGrath et al. 2020; Yang et al. 2019), a mi 

tanulmányunk foglalkozik először az opioidok által kiváltott 

légzésdepresszióval, fájdalomcsillapítókkal kombinálva. A nagy 

áteresztőképességű szűrés mellett, az általunk létrehozott modell 

használható a transzgenikus és génkiütött vonalakkal is, annak érdekében, 

hogy jobban megértsük az opioid gátlást, fájdalomcsillapítást és 

légzésdepressziót, valamint a fájdalom és a légzés idegköreit érintő élő 

mikroszkópos vizsgálatokat (Ahrens et al., 2013). 

 

5. Anyag és módszer 

5.1 . Állattenyésztés 

A felnőtt halak, lárvák és szaporító állományok tartását, valamint a rajtuk 

végzett kísérleteket a laboratóriumi szabványoknak megfelelően végeztük 

(Avdesh et al., 2012). Az eljárást a Földikutya- és Ürgevédelmi Tanács 

(Canadian Council on Animal Care) által meghatározott elvek szerint 

végeztük, amelyet a Szt. Mihály Kórház állatjóléti bizottsága hagyott jóvá. 

A kísérletekhez AB vonalhoz tartozó, a termékenyüléstől számított 12-14 

napos (days post-fertilization (dpf)) zebradánió lárvákat használtunk, 

kivéve amikor a vonalak közötti összehasonlítást végeztük. A Tübingen 

(TU) vonalat és a TU x AB keresztezett lárvákat a vonalak összehasonlítása 

céljából használtuk. Minden tesztet AB halakon végeztünk, kivéve ahol 
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kifejezetten TU-t említünk. A halakat 14 óra világos, 10 óra sötét 

fényprogramban és 28 °C ± 0.5 °C-on tartottuk. A lárvákat a  Torontói 

Mississauga Egyetem Gyermekkórházától szereztük be (Toronto, ON). Az 

ívatáshoz felnőtt, 4 hónapos hím és nőstény egyedeket helyeztünk 

elválasztóval felszerelt szaporítóedényekbe. A következő napon az 

elválasztó eltávolítása után a halak elkezdtek ívni a világos program első 

fél órájában, majd visszakerültek a medencékbe (Aquaneering, CA, United 

States). Az ikrákat E2 embrió médiummal (NaCl, 15,0 mM; KCl, 0,5 mM; 

MgSO4, 1,0 mM; CaCl2, 1,0 mM; Na2HPO4, 0,05 mM; KH2PO4, 0,15 mM; 

NaHCO3, 0,7 mM) megtöltött Petri-csészébe helyeztük. A 

termékenyületlen ikrákat eltávolítottuk.  

A termékenyülés utáni 5. naptól a lárvákat Ziegler AP100 (mesterséges 

plankton) száraz lárvatáppal (100 mikron) etettük és 20hal/100 ml 

sűrűségben áthelyeztük őket 0,8 literes, rendszervízzel töltött 

medencékbe, ahol a kísérlet végéig maradtak. A víz minősége 7,5 ± 0,5 pH 

értékű és 500-1000ppm vezetőképességű volt. Az oldott oxigén szintjét 6-

7ppm között, a nitrit és ammónia értéket pedig <150 ppm-en tartottuk. A 

kísérleteket a fényszakaszban végeztük és a halakat 28,5 ± 0,5 °C 

hőmérsékleten inkubáltuk. 

5.2. Gyógyszeres kezelések 

Minden opioid készítmény használata a Health Canada 

gyógyszerfelügyeleti szerv jóváhagyásával történt. A fentanil-citrátot a 

Sandoz (QC, Kanada), a naloxon-hidrokloridot az Omega (QC, Kanada) 

biztosította, a MOR antagonista CTAP-t (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-

Thr-NH2), a lidokaint, az Ampakine CX614-et és az 5-HT4A  receptor 

antagonista BIMU8-at a Tocris (ON, Kanada) szolgáltatta. 

A légzési állkapocsmozgások meghatározása 

Az élő zebradánió lárvák légzési állkapocsmozgásait egyedi rendszer 

segítségével, egy nagyteljesítményű 4K videokamerával (Basler 4K, 4096pi 

x 3000pi, modell acA4112-30um, Edmunds Optics) és részben 

telecentrikus 7x nagyításos lencsékkel (Edmund Optics) 
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számszerűsítettük. A vizet a többlyukú sejttenyésztő lemezek alá helyezett 

melegítőpárnák segítségével állandó 28,5±0,5 °C hőmérsékleten 

tartottuk. Ezzel a módszerrel 12 zebradánió lárvát lehet egyidejűleg 

felvételezni. A légzőrendszer aktivitási indexeként mértük az 

állkapocsmozgásokat, és számszerűsítettük a légzésszámot (1A ábra). A 

zebradánió embriók 12-lyukú (átmérő 10mm, mélység 4mm) 

sejttenyésztő lemezekbe kerültek, 54 µL embrió médium/lyuk térfogattal. 

A videokamera rendszerünket használva minden gyógyszerkombinációról 

dorzális felvételeket készítettünk. Kétféle megközelítéssel határoztuk meg 

az állkapcsi mozgások számát. Az egyik megközelítés során az 

állkapocsmozgásokat két, egymással kapcsolatban nem álló kutató 

számolta a kombinációk ismerete nélkül. A mozgásokat percenként 

számolták egyedekre és kezelésekre lebontva. A másik megközelítéskor az 

állkapocsmozgást a lárva fejének meghatározott részén történő 

pixelintenzitás változás alapján mértük. A pixelintenzitás nyomát és a 

sebességben bekövetkezett intenzitás számszerűsítését, valamint 

ábrázolását az egyedi Matlab szoftver segítségével készítettük 

(Mathworks, US). A szemrevételezéskori és a szoftver által adott adatokat 

összehasonlítottuk. 

5.3. Opioidok által kiváltott légzésdepresszió zebradánióban 

A zebradánió lárváknak a lyukakba helyezést követően 10 perc 

hozzászokási időt hagytunk. A viszonyítási alapul vett légző mozgásokról 1 

perces videót készítettünk. Ezt követően a gyógyszerkombinációkat 6 

µL/lyuk elosztásban alkalmaztuk. A kezelések után 30 perces intervallumú 

VA videót rögzítettünk. Annak meghatározására, hogy a különböző 

gyógyszerek kiváltanak-e légzésdepressziót, a különböző lárvacsoportok 

állkapocsmozgását összehasonlítottuk: kontrollcsoport (embrió médium), 

fentanil csoport, fentanil/naloxon csoport (fentanil és naloxon 

kombinációja), fentanil/más gyógyszerek (fentanil és potenciális 

gyógyszerek kombinációja). Lehetőség szerint a különböző csoportok 

egyedeit egy 12-lyukú sejttenyésztő lemezben szimultán vizsgáltuk (példa: 

4 lárva/csoport x 3 különböző csoport). Ahhoz azonban, hogy minden 
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csoportban megfelelő mennyiségű állat legyen, szükséges volt több 

különállóan felvételezett 12-lyukú sejttenyésztő lemezes vizsgálatokra is. 

A zebradánió lárvák légzésszám értékeit, a gyógyszerek beadása előtt mért 

és alapul vett állkapocsmozgás szerint normalizáltuk. Ennek során 

jelentősen csökkent az egyedek közötti magas variabilitás. A lárvák 

egymástól eltérő növekedési, illetve viselkedési jellemzőket mutathatnak 

12-14 napos korukban, mindez az eltérő fejlődési változóknak, valamint a 

medencében elérhető tápláléknak és a benne található tápértéknek 

tulajdonítható. A hasonló fejlődési állapotban lévő lárvák kiválasztásához 

szelekciós kritériumokat állítottunk fel. A légzésvizsgálatokhoz nem vettük 

figyelembe azokat az egyedeket, amelyek állkapocsmozgási sebessége 

nem érte el a 60, illetve meghaladta a 160 mozdulat/perc alapértéket 

(kezelés előtt). Az ilyen kizáró kritériumok jelentősen csökkentik a 

csoportok közötti variabilitást.  

5.4. Az úszási viselkedés számszerűsítése 

A nocicepció meghatározása a nociceptív stimulánsokra adott menekülő 

úszási reakciók mérésével történt. A zebradániókat egyedenként, 

speciális, 90 µL embrió médiumot tartalmazó 24-lyukú sejttenyésztő 

lemezbe helyeztük. A lemez fehér akrilfesték bevonatot, valamint 

háttérvilágítást kapott a videófelvételek kivitelezhetősége miatt. A 

lemezeket 28,5 ± 0,5°C hőmérsékleten tartottuk. A fentebb leírt 

felvételezési koncepció alapján készültek a videók a lárvákról. Az úszási 

kísérletek értékeléséhez egy kereskedelmi szoftvert használtunk 

(EthoVision XT v15, Noldus Information Technology, Hollandia), amellyel 

az úszási sebességet (mm/mp) és szögsebességet (szög/mp) 

számszerűsítettük. A vízzel és lárvákkal teli lyukakba való 

gyógyszerkiadagolással 10 percet vártunk. Csak azokat az egyedeket 

vontuk be a vizsgálatba, amelyek ebben a 10 perces időszakban 0,1 és 2 

mm/mp közötti úszási sebességet mutattak. Ezt követően, mint nociceptív 

stimulánsokat a formalint vagy az allil-izotiocianátot (AITC) alkalmaztuk. 

Ezen stimulánsok használatát korábban már igazolták emlősökkel és 

zebradániókkal foglalkozó tanulmányokban (Magalhães et al., 2017; Oda 
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et al., 2016). Az A1 potenciális tranziens receptoron közvetlen ható AITC 

részt vesz a fájdalomérzékelésben. Az opioid analgetikumokkal formalint, 

illetve AITC-t kombináltunk az opioid fájdalomcsillapítók hatásának 

meghatározására zebradánió lárvában. 

5.5. Az opioid fájdalomcsillapítás zebradánió lárvákban 

A zebradánió lárváknak (megtermékenyülés után 12-14 naposan) a 24-

lyukú lemezbe helyezését követően 10 perc hozzászokási időt 

biztosítottunk. Az alap légzőmozgásokról ebben az időintervallumban 

videófelvételt készítettünk. A 10 perc leteltekor minden lyukba 10 µL 

gyógyszerhatóanyag-kombináció került és ezekről 15 perces videófelvétel 

készült. A különböző kombinációk fájdalomcsillapító hatásának 

meghatározásához összehasonlítottuk a csoportok úszási sebességét: 

kontroll csoport (embrió medium), formalin vagy AITC csoport, 

fentanil/formalin vagy fentanil/AITC csoport (fentanil és formalin 

kombináció), formalin/fentanil/naloxon vagy AITC/fentanil/naloxon 

csoport. A naloxon helyett CTAP-t is használtunk. Lehetőség szerint ezen 

csoportokat egy 24-lyukú lemezen belül szimultán teszteltük (négy 

csoport tesztelése esetén csoportonként hat lárva). Több felvétel 

elkészítésére volt szükség a megfelelő egyedszám/csoport érdekében. Az 

úszási- és szögsebesség kiszámítása a kezelést követő első 3 percben (0-3 

perc) történt, amit a kiértékeléskor használtunk. 

5.6. Statisztikai értékelés 

A zebradánió lárvakban felvett adatok nem mindig normál eloszlásúak. 

Emiatt Shapiro-Wilk próbával  normalitás-vizsgálatot végeztünk és Brown-

Forsythe próbával vizsgáltuk a varianciák egyenlőségét. Az „Eredmények” 

alcím alatt feltüntetett összes légzési adat normál eloszlást követett, 

miután a légzési sebességet normalizáltuk az alapul vett légzési 

sebességhez (mielőtt még bármilyen kezelés történt volna). Az adatok 

normál eloszlásakor egyszerre több csoportot értékeltünk egyszempontos 

ANOVA-val és az egyes csoportokat Holm-Sidak-féle post hoc teszttel 

hasonlítottuk össze. Az eredményeket egyedekre levetített adatok és 
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csoportátlagok formájában mutattuk be, illetve a szórást hibasávokkal 

írtuk le. Az adatok azonban gyakran nem normális eloszlásúak. Példaként 

az úszási sebesség és szögsebesség nem mutatott normál eloszlást, még a 

kiindulási értékekre normalizálva sem. A kísérleti csoportoknál a Wilcoxon 

próbát, valamint Dunn-féle post hoc tesztet alkalmaztuk a változók nem 

normális eloszlásakor. Az adatokat különálló adatpontként és mediánként 

mutattuk be, hibasávokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist ( interkvartilis 

tartományt) mutatják. Egyes esetekben kiugró értékeket tapasztaltunk. 

Ezen értékek objektív azonosításához kiválogattuk és kiiktattuk az 

adatbázisból azokat az adatpontokat, amelyek az interkvartilis tartomány 

1,5-szerese alatt vagy felett voltak megtalálhatók (Michel et al., 2020). Az 

összes statisztikai próbát és grafikont a Sigmaplot (14. verzió, SAS) 

segítségével, a képeket pedig az Adobe Illustratorral (Creative Suite 5, 

Adobe) készítettük. 
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Ábrák és táblázatok 

 

1. ábra A légzőszerv hálózati aktivitásának számszerűsítése a szabadon mozgó lárvakorú 

zebradánió állkapocs mozgása alapján. (A) A zebradánió agytörzsi légzésszabályozó 

központja felelős a légzéskori állkapocsmozgásért. (B) A légzéskori állkapocsmozgás, mint 

a légzőszervi hálózat aktivitási mutatója. (C) Állkapocsmozgás számszerűsítése a terület 

pixelváltozásainak alapján 4K nagyfelbontású kamerával. (D) A lárvák légzésszámának 

meghatározása a termékenyülést követő 12-14 napos korban történt, 12 lyukú lemezbe 

helyezve. A piros karikák mutatják az állkapocsmozgás csúcsértékeit. (E) Az opioid 

készítmények okozta hipoventiláció számszerű meghatározásához a halakat embrió 

médiummal (kontroll), fentanillal valamint a naloxon és a fentanil kombinációjával 

kezeltük. 
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2. ábra A fentanil analgetikum okozta légzésdepresszió zebradánió lárvákban. (A) Embrió 

médium és fentanil (1 µM) reprezentatív hatása az állkapocs mozgására. A légzés 

gyorsasága jelentősen csökkent a fentanil hatására. (B) A fentanil expozíció 30 perces 

időintervallumának 4. percében megfigyelt erőteljes légzéscsökkenés. A légzés 

sebessége nem egyenletesen oszlott el, így az adatokat középértékekkel megjelölt 

dobozdiagrammal ábrázoltuk, kifejezve az interkvartilis tartományt. (C) A fentanil 

koncentráció növelése dózisfüggő légzéslassulást indukált. A kontrollhoz képest (n = 17) 

szignifikáns légzéscsökkenés jelentkezett 1 µM (n = 9) és 3 µM (n = 8) fentanil 

koncentrációnál, viszont 0,2 µM (n = 6) és 0,4 µM (n = 3) koncentrációban nem. (D) Az 

állkapocsmozgások arányának eloszlása egyenetlen a légzési sebesség nagyfokú 

változékonysága miatt. Az egységesebb adatok bemutatása érdekében meghatároztuk az 

alapértéknek vett gyógyszerkészítmények használata előtti légzési sebességet, ezáltal 

jobban szemléltethető a hatóanyagok hatására bekövetkező változás. (E) A kontrollhoz 

képest szignifikáns légzéscsökkenés jelentkezett 1 µM és 3 µM fentanil koncentrációnál, 

viszont 0,2 µM és 0,4 µM koncentrációban nem. A C és E grafikonokon az árnyékolás az 

átlagos adatok számításához használt időszakokat jelzi. B és C diagrammon az adatokat 

mediánként ± 75. és 25. percentilisként ábrázoltuk. A D és E ábra az átlag ± szórást 

mutatja. A körök reprezentálják a tesztelt zebradánió egyedeket. * a p < 0,05 kontrollhoz 

képest szignifikánsan eltérő mediánt jelöl. Forrásadatok megtalálhatók a 2. ábrán – 

forrásadat 1. A cikk online verziójában a következő forrásadatok találhatók a 2. ábrához: 

Forrásadat 1.  Az opioid analgetikum fentanil általi légzésszám-csökkenés. 
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3. ábra A zebradánió lárvák légzését szabályozó, opioid receptorokon keresztül 

ható gyógyszerek hatása. (A) A lárvák állkapocsmozgása fentanil (1 µM) 

hatására lelassult, amit a MOR antagonista naloxon (20 µM) visszafordított. 

(B) A kontrollcsoporthoz viszonyítva (n = 10) a fentanil (1 µM) szignifikáns 

lassulást idézett elő (n = 9), amely hatást a MOR antagonista naloxon 

szignifikáns mértékben fordított vissza (20 µM, n = 7), azonban a kifejezetten 

szelektív MOR antagonista CTAP (4 µM, n = 9) nem. (C) A CTAP és naloxon 

önmagukban nem hatottak a légzésre. (D) A fentanil csökkentette a légzés 

sebességét (n = 7), amely hatást a hozzáadott naloxon (9 µM) visszafordított. 

(E) A fentanil okozta légzésdepresszió egyedül az AB vonalnál (n = 9) 

következett be, a TU (n = 9) vagy az AB x TU keresztezetteknél nem (n = 7). (F) 

A kontrollal összehasonlítva, a morfinnal kezelteknél nem volt dózisfüggő 

légzéslassulás, viszont 1 µM már szignifikáns csökkenést okozott.* jelezvén a 

kontrolltól p < 0,05 szignifikánsan eltérő medián értékeket. A normalizált 

adatokat átlagokban ± szórásokban fejeztük ki. A körök reprezentálják a 

tesztelt zebradánió egyedeket. AB, mint AB vonal, és TU, mint Tübingen vonal. 

A forrásadatok a 3. ábrán találhatóak – forrásadatok 1. A cikk online 

verziójában a következő forrásadatok találhatók a 3. ábrához: Forrásadat 1.  Az 

opioid receptor gyógyszerhatástanának szerepe a légzésdepresszió 

szabályozásában. 
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4. ábra Légzési depresszió és légzésserkentők lárvakorú zebradániókban. (A) A 

légzésserkentő BIMU8 (10 mM), egy 5-HT4A szerotonin receptor agonista hatását 

fentanillal kombinálva (n = 20) hasonlítottuk össze a csak fentanillal (n = 4), illetve csak 

BIMU8-val (n = 21) kezelt csoportokéval. A BIMU8 nem volt elegendő a fentanil által 

kiváltott légzési depresszió visszafordításához. (B) Az AMPA pozitív aloszterikus 

modulátor CX614 (5 mM) és fentanil (n = 6) fentanillal összehasonlítva (n = 7) vagy a 

kontrollal (n = 7). A CX614 + fentanil csoport jelentősen magasabb légzési rátát mutatott, 

mint a fentanil, a DMSO és a kontroll csoportok. (C) Az analgetikum lidokain (n = 4) 

összehasonlítva a DMSO-val (0,0016%) (n = 5) és a kontrollal (n = 5) alacsonyabb légzési 

rátát mutatott, mint a kontroll csoport. A normalizált adatokat átlag ± szórás formában 

mutatjuk be. A pontok az zebradánió egyedekben mért értékeket jelölik. A fekete vonalak 

és a * jelzik azokat a csoportokat, amelyek szignifikánsan különböznek p < 0,05 

valószínűség mellett. Az adatok forrása megtalálható a 4. ábra forrásadatai 1. 

táblázatban. Ennek a cikknek az online verziója tartalmazza a következő forrásadatokat a 

4. ábrához: Forrásadatok 1. Légzési depresszió és légzésserkentők. 
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5. ábra Nocicepció formalinnal és fájdalomcsillapítás fentanillal lárvakorú 
zebradániókban. (A) A nocicepció indexeként lárvakorú zebradániókban mértük a 
formalinra adott viselkedési válaszokat. Az úszást szabadon mozgó lárvákban mértük. Az 
úszósebességet a másodpercenként megtett távolságban számszerűsítettük. (B) A 
kontroll halak 0,1-től 1,3 mm/s sebességgel úsztak, míg formalinnal az úszósebesség 0,7-
4,1 mm/s-re emelkedett. A fentanil hozzáadása csökkentette az úszósebességet 0,1-2,3 
mm/s-re. (C) A kizárólag embrió médiumban lévő lárvák úszósebessége, formalinnak 
vagy formalin/fentanilnak való kitettség után a formalinnal való kezelést követő 3 percen 
belül jelentősen megnőtt, míg a fentanillal és formalinnal csak mérsékelten emelkedett 
a kontrollcsoportokhoz képest. (D) Az átlagos sebességek összehasonlítása a különböző 
csoportokban a kiindulási pont utáni első 3 percben (kékkel árnyékolt) azt mutatta, hogy 
a formalin (n = 21) szignifikánsan növelte a sebességet a kontrollhoz (n = 22) képest, míg 
a fentanil (n = 13) csökkentette a formalinra adott választ. A naloxon vagy a CTAP nem 
blokkolta a fentanil hatását különböző koncentrációkon. (E) A naloxon önmagában 
növelte a sebességet 50 µM-nél, de 5 és 20 µM -nél nem. A CTAP önmagában nem 
növelte a sebességet. Az adatokat mediánként mutatjuk be, a hibasávok a 25. és 75. 
percentilist vagy az interkvartilis tartományt jelölik. A körök az egyes zebradániókban 
mért értékeket jelölik. * jelzi azokat a csoportokat, amelyek szignifikánsan különböznek 
p < 0,05 valószínűség mellett. Az adatok forrása megtalálható a 5. ábra forrásadatainak 
1. táblázatában. Ennek a cikknek az online verziója tartalmazza a következő 
forrásadatokat és ábrakiegészítéseket a 5. ábrához: Forrásadatok 1. Nocicepció 
formalinnal és fájdalomcsillapítás fentanillal. Ábrakiegészítés 1. Szögsebesség, mint 
válasz a formalinra és opioid gyógyszerek hatására. 
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6. ábra 6. ábra Nocicepció AITC-vel és fájdalomcsillapítás fentanillal lárvakorú 
zebradániókban. (A) Az AITC nociceptív stimulusra adott viselkedési válaszokat mint 
nocicepció indexeket mértük a zebradánió lárvákban. Az úszást szabadon mozgó 
lárvákban mértük. Az úszósebesség magasabb volt az AITC-nek (100 µM) kitett 
zebradániókban a kontrollcsoportokhoz képest. (B) Az AITC-vel kombinált fentanillal (6 
µM) kezelt halak úszósebessége alacsonyabb volt, mint a csak AITC-nek kitett halakban. 
Az AITC-nek kitett lárvák az első 3 perc alatt növekvő sebességet mutattak a felvétel 
során, míg az AITC és fentanillal kezelt lárvák nem mutattak szignifikáns gyorsulást az első 
percek alatt. (C) Az átlagos sebességek összehasonlítása az első 3 percen keresztül (kék 
árnyalattal a Bb-ben) az alapvonal után (idő = 0) azt mutatta, hogy az AITC (n = 26) 
szignifikánsan növelte a sebességet a kontrollhoz (n = 26) képest, míg a fentanil (n = 9) 
csökkentette a formalinválaszt. A fentanil önmagában nem befolyásolta szignifikánsan az 
úszósebességet. A naloxon blokkolta a fentanil hatását 20 µM (n = 12) és 50 µM (n = 17) 
koncentrációkban. A CTAP nem blokkolta a fentanil nociceptív hatását (n = 11). Az összes 
adatot mediánként mutatjuk be hibaszalagokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist vagy 
az interkvartilis tartományt jelölik. A körök az egyes zebradániókban mért értékeket 
jelölik. * jelzi azokat a csoportokat, amelyek szignifikánsan különböznek p < 0,05 
valószínűség mellett. Az adatok forrása megtalálható a 6. ábra forrásadatainak 1. 
táblázatában. Ennek a cikknek az online verziója tartalmazza a 6. ábrához tartozó 
forrásadatokat és ábrakiegészítéseket: Forrásadatok 1. Nocicepció AITC-vel és 
fájdalomcsillapítás fentanillal. Ábrakiegészítés 1. Szögsebesség, mint válasz az AITC-re és 
opioid gyógyszerek hatására. 
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7. ábra Lárvakorú zebradániók analgetikus profiljai. (A) Annak érdekében, hogy 
meghatározzuk, a fájdalomcsillapítási vizsgálatok megismételhetők-e nem-opioid 
analgetikumokkal, lidokaint alkalmaztunk, ami széles körben használt az orvosi 
gyakorlatban. A lidokain formalinnal kombinálva (n = 19) csak mérsékelten csökkentette 
az úszósebességet a formalinhoz (n = 10) képest. (B) A légzésserkentő BIMU8 fentanillal 
és formalinnal kombinálva (n = 17) nem befolyásolta jelentősen az úszósebességet a 
formalin/fentanil (n = 8) kombinációhoz képest. Másrészről a CX614/formalin/fentanil (n 
= 12) szignifikáns különbségeket mutatott a kontrollhoz (n = 21) képest. (C) A fentanil 
fájdalomcsillapító tulajdonságait a Tübingen vonalon is megvizsgáltuk. Ahogyan a légzési 
vizsgálatoknál megfigyeltük, a fentanil (n = 10) nem csökkentette az úszóválaszt a 
formalinhoz (n = 9) képest, ahogyan az AB vonalnál tette. Az összes adatot mediánként 
mutatjuk be hibaszalagokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist vagy az interkvartilis 
tartományt jelölik. A körök az egyes zebradániókban mért értékeket jelölik. * jelzi azokat 
a csoportokat, amelyek szignifikánsan különböznek p < 0,05 valószínűségi értéktől. Az 
adatok forrása megtalálható a 7. ábra forrásadatainak 1. táblázatában. Ennek a cikknek 
az online verziója tartalmazza a a 7. ábrához tartozó forrásadatokat és 
ábrakiegészítéseket: Forrásadatok 1. Larvális zebradániók analgetikus profiljai. 
Ábrakiegészítés 1. Szögsebesség, mint válasz a formalin, a lidokain és a stimulánsok 
hatására. 
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Magyar nyelvű összefoglaló 

Jelen cikk fontosságát indokolja, hogy az opioidok használata 

nagy mértéket öltött, amit jól mutat, hogy Észak-Amerikában 

évente több millió túladagolásos esetet jelentenek.  

Ilyen opioid készítmények – pl. a fentanil, oxikodon, heroin –

széleskörűen alkalmazott fájdalomcsillapító szerek, azonban 

túlzott használat esetén vagy mellékhatásként többek között 

légzésdepressziót idézhetnek elő, amely akár halállal is 

végződhet. Emiatt szükség lenne olyan  készítmények 

felkutatására, amelyek nincsenek negatív hatással a légzésre, 

ehhez pedig elengedhetetlen a megfelelő állatmodell 

megtalálása.  

A zebradánió (Danio rerio) egy igen népszerű modellszervezet 

számos tudományterületen, mivel figyelemreméltó 

hasonlóságokat mutat fiziológiájában és génállományában az 

emberéhez. A Zaig és társai által kifejlesztett módszer lehetővé 

teszi a gyógyszer-hatóanyagok hatásainak és az általuk kiváltott 

fájdalom megjelenésének és megszűntetésének számszerű 

értékelését. Az alkalmazott tesztek egyszerűek, több egyed 

vizsgálatára is alkalmasak. Az állatmodell kiválasztásánál fontos 

szempont volt a gyors és nagy számú utódnemzés mellett, hogy 

egyezzenek az opioidokra kifejezett, emlősöknél is megfigyelt 

hatásmechanizmusok. Jelen cikkben Zaig és munkatársai a 

megtermékenyítéstől számított 12-14 napos lárvák úszási 

sebességét, valamint szögsebességét mérték, mint a különböző  

opioid vegyületekre adott válaszokat.  

Az eredmények alapján, az alkalmazott zebradánió lárva modell 

használatát érdemes átültetni a fenotípus alapon megközelített, 

nagy áteresztőképességű gyógyszerkutatás során végzett szűrési 

eljárásokba. 
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Angol nyelvű összefoglaló 

The importance of the present article is justified by the fact that the use 

of opioids has reached excessive levels, which is well demonstrated in 

North America with millions of overdosing cases annually. Such opioids as 

e.g. fentanyl, oxycodone, and heroin are broadly used analgesics, 

however, if overdosed or as a side-effect these can induce 

hypoventilation, which can even lead to death. Thus, it is vital to discover 

those chemical compounds which don't have such harmful effect on 

breathing, and the amenable animal model is essential for the researches. 

Zebrafish (Danio rerio) is a very popular animal model in numerous fields 

as it remarkably resembles humans in its physiology and large parts of its 

genome. 

The method Zaig et al. have developed enables the quantitative 

assessment of the effects of the pharmaceuticals and the pain as well as 

its cessation induced by these compounds. The applied tests are simple 

and more individuals can be involved at once. When it came to the animal 

model question it was cardinal, besides the high reproduction, that the 

mechanisms of action of opioid drugs should not differ between zebrafish 

and mammals. 

In this article, Zaig et al. measured the 12-14 days post-fertilization larvae’s 

swimming velocity and angular velocity as various responses given to the 

opioid compounds.  

Based on the results, the application of the zebrafish larvae model is 

worthwhile to adapt in phenotype-based high-throughput drug discovery 

procedures. 
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