Valasz Dr. Biré Tamas egyetemi tanarnak, az MTA doktoranak doktori értekezésemrdl
adott opponensi véleményére

Nagyon kdszéndm Professzor Urnak, hogy elvéllalta a ,Nociceptiv ioncsatornak és a
kalcitonin gén-rokon peptid szerepe a trigeminovaszkuldris rendszerben —a migrén
patofiziolégiai folyamatainak allatkisérletes vizsgalata” cim{ doktori értekezésem biralatat.
K&szondm az értekezés stilusara és szerkesztésére vonatkozo elismerd szavait és
észrevételeit. Az aldbbiakban szeretnék valaszolni a felvetett kérdéseire és megjegyzéseire.

5. fejezet — Meningedlis kemoszenzitiv afferensek és extrakranidlis kollateralisaik
morfoldgiai azonositasa és funkcionalis jellemzése

1. Talan a legjelentésebb kritika a dolgozatban bemutatott eredményekkel kapcsolatban,
hogy az immunfluoreszcens dbrdk gyenge minéségliek. Ez ezért is problematikus, mivel
tobbszorés jelélés alkalmazdsa utdn adott molekuldk ko-lokalizdciéjdra vonatkozd
kévetkeztetéseket von le a szerz6. Kérdésem, hogy pl. a 9. dbrdn a TRPV1 és a CGRP ko-
lokalizdcidjanak vizsgdlata sordn tértént-e kisérlet a ko-lokalizdcié mértékének kvantitativ
meghatdrozdsdra?

Patkany dura materének vastagsaga 200-300 um. A dura mater totalpreparatumként a
koponya csonthartyajardl lefejtve valamennyi ér és idegelemet tartalmazé,
immunhisztokémiai festésre is alkalmas szovet. A benne haladé ér és ideg képletek viszont a
dura teljes vastagsagaban gyakran egymast keresztez6 képletek, ami kiléndsen
hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdp haszndlata esetén megneheziti az igazan jé minbségd
dokumentadciot szolgdld felvételek készitését. Az arteria meningea media agait szenzoros és
vegetativ rostokat tartalmazé vastag idegkotegek kisérik, melyek esetében lehetetlen
megbizhatd kvantitativ adatokat nyerni totalpreparatum mikroszkdpos kiértékelésével. A
dura mater immunhisztokémiai festését kisérleteink soran szinte minden esetben —igy a 9.
abran bemutatott TRPV1 és CGRP festés esetében is - kvalitativ meghatarozas céljabol
alkalmaztuk, egyedil a diabéteszes allatok preparatumain probaltuk sztereoldgiai médszert
alkalmazva az egyébként felt(in6 és jelentds kontrolltdl eltéré mérték festédésbeli
kiilonbséget kvantitativ morfometriai meghatdrozassal is alatamasztani. Kolokalizaciéra
vonatkozd megallapitasokat a lathaté erektél tavolabb, a dura mater kot6szovetes
allomanyaban haladd egyes rostok esetében tettlink.

2. A TRP joncsatorndk elleni antitestek kbzismerten nem minden esetben rendelkeznek
abszolut specificitdssal. Milyen mddon igazoltdk a kapott immunfluoreszcens (és Western
blot) jelélések specificitdsat?



Az antitestek kivalasztasanal és hasznalatanal mindig a lehetd legnagyobb koériltekintéssel
jartunk el. A festési eljarast a Histochemical Society immunhisztokémiai festések soran
alkalmazandé kontrollokra vonatkozé utmutatasanak szem el6tt tartasaval végeztiik (Hewitt
et al. 2014).

A primer antitestek specificitdsanak meghatarozasakor alkalmazandé pozitiv és negativ
kontrollok esetében természetesen tamaszkodtunk az antitestek gyartdi altal rendelkezésre
bocsatott adatokra. Pozitiv kontroll tekintetében amennyiben lehet&séglink volt ra (pl. CGRP
immunhisztokémiai kimutatasakor) mi magunk is megbizonyosodtunk az antitest
specificitdsarél; hatsogyoki ganglionbdl késziilt metszeten elvégezve az immunhisztokémiai
festést, annak eredményét 6sszevetettiik az irodalombdl ismert adatokkal. Negativ kontroll
tekintetében igyekeztlink olyan antitesteket hasznalni, melyek a gyartd altal is
dokumentdltan a kérdéses fehérjét nem expresszald knockout allatok szoveteiben (pl.
TRPV1, TRPA1 esetében) nem eredményeztek immunhisztokémiai festédést. Lehet&ség
szerint a primer antitestet reagdltattuk a megfelel6 fehérjével (abszorpcids kontroll pl. CGRP,
RAMP1, CRL kimutatasa esetén), a primer antitest ezt kovetéen alkalmazva nem, vagy alig
eredményezett immunhisztokémiai jel6l6dést. Ezeken fellil, az antitest aspecifikus
kotédésének kizarasa céljabdl teszteltiik a primer antitest higitdsdval megegyez6
koncentracidban alkalmazott izotipus-specifikus immunglobulin hasznalataval nyert
immunhisztokémiai jel6l6dést is. A masodlagos antitestek specificitdsardl minden esetben a
primer antitest elhagydsaval végzett festéssel bizonyosodtunk meg.

Hewitt SM, Baskin DG, Frevert CW, Stahl WL, Rosa-Molinar E: Controls for immunohistochemistry: the
Histochemical Society's standards of practice for validation of immunohistochemical assays. J Histochem
Cytochem. 2014 Oct;62(10):693-7. doi: 10.1369/0022155414545224,

3. Mi magyardzza azt a jelenséget, hogy a szisztémds capsaicin deszenzibilizdcio kivédte 100
nM capsaicin (TRPV1 és CGRP felszabadulds-fiiggs) vazodilatdtor hatdsdt, de nem
befolydsolta 10 uM capsaicin vazokonstriktor hatdsdt?

A meningedlis erekben a capsaicin topikalis applikacidja két, a meningealis véraramlas
szempontjabdl ellentétes hatdst valtott ki. Egyrészt a trigeminalis afferensek TRPV1
receptorainak stimulacidja révén kivaltott Ca?* bedramlas CGRP felszabadulast
eredményezett, ami az artéridk és arterioldk simaizmanak relaxaciéja révén véraramlas
fokozd hatasu volt, masrészt a vaszkularis simaizom TRPV1 receptorainak aktivalasaval
kivaltott Ca®" bedramlas révén vazokonstrikciot eredményezett. A periférias szévetekben a
TRPV1 receptor kimutathato a kemoszenzitiv nociceptorok periférias nydlvanyain és az
arterioldk simaizomsejtjein is (Fernandes et al. 2012). A vaszkularis helyzetl TRPV1 receptor
expresszidja f6leg a hGszabalyozasban szerepet jatszé szovetek (b6r, trachea, dura mater)
arterioldin volt igazolhaté (Cavanaugh et al. 2011).



A kisérleti allatok ismételt nagy dézisu szisztémas capsaicin kezelése a TRPV1 receptort
expresszald primer szenzoros neuron populacié szelektiv karosodasat valtja ki, melynek
kovetkeztében karosodik az innervalt periférias szovet neurogén gyulladasos reakcidja is
(Jancso N et al. 1967, Jancsd G et al. 1981). A vaszkularis TRPV1 receptorok érzékenysége
azonban ilyen korilmények kozott is megtartott, amit Toth Attila munkacsoportja bizonyitott
2013-ban kisérleti allatok Gjszilott kori capsaicin kezelését kovetéen (Czikora et al. 2013). A
kisérleteinkben alkalmazott feln6tt kori szisztémads capsaicin deszenzibilizacié a kordbbi
megfigyeléseknek megfelel6en karositotta a meningealis vaszkularis reakcié neurogén
TRPV1-fligg6 komponensét, de nem befolyasolta a direkt vaszkularis TRPV1-medialta
vazokonstrikciot. A jelenség lehetséges magyardzata, hogy a TRPV1 receptorok két
populdcidja valdszinlleg eltéré érzékenységgel rendelkezik a receptor agonistaival szemben.
Mig a neuronalis TRPV1 receptor tartds aktivacidja a kovetkezményes Ca** bedramlas révén
neurotoxikus hatasu, a vaszkuldris simaizom kevésbé érzékeny a receptor agonista hatdsara,
amit a simaizom sejtek proliferacidja és a kdrosodott receptorok ilyen médon lehetséges
pdtlasa magyarazhat. A TRPV1 aktivaciohoz kéthetd Ca** bedramlas toxikus hatdsa nem
jelentkezik a simaizom sejtekben, amit az egyéb vazokonstriktor hatdsokra adott megtartott
vaszkularis reakciodk igazolnak (Czikora et al. 2012). In vivo véraramlas vizsgdlataink soran a
meningealis artéridk capsaicin deszenzibilizaciot kdvetben is intaktnak tekinthetd funkcidja
magyarazhatja a magasabb capsaicin koncentraciok megtartott vazokonstriktor hatdsat.
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D, Basbaum Al. Trpv1 reporter mice reveal highly restricted brain distribution and functional expression in
arteriolar smooth muscle cells. J Neurosci. 2011 Mar 30;31(13):5067-77. doi: 10.1523/JNEUROSCI.6451-
10.2011.
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4. Ezzel kapcsolatban a szerz6 az 58. oldalon az irja: ,,A capsaicin CGRP felszabadulds révén
kivdltott vazodilatdtor és kézvetlen vazokonstriktor hatdsa ...”. Ugy vélem, hogy a
disszertdcio meggy6z4 és bizonyito erejii adatokat szolgdltat az idézett mondat elsé felérdl,
ugyanakkor a mdsodik felérél nem. Kérdésem, hogy milyen adatokkal tudja aldtdmasztani a
capsaicin ,,kbzvetlen vazokonstriktor hatdsat”, illetve annak hatdsmechanizmusdt?

A capsaicin vazokonstriktor hatasanak hatterében feltételezhet6en tobb kilonb6z6
mechanizmus allhat. Jelenleg a legatfogdébb ismeretekkel a vaszkularis TRPV1 receptorokrdl
rendelkeziink. Ezek jelenlétét funkcionalis és morfolégiai vizsgalatokkal igazoltak kiilonboz6,
elsGsorban a h6szabalyozasban szerepet jatszé szovetek arterioldin (Keeble & Brain 2006,
Cavanaugh et al. 2011), de kimutattdk jelenlétiiket mezenterialis (Pérszasz et al. 2002) és
vazizom arteriolakban is (Lizanecz et al. 2006, Kark et al. 2008).

A vaszkularis TRPV1 receptorok aktivacidja révén kivaltott Ca®* bedramlas simaizom
kontrahdld hatasa mellett egyéb capsaicin-indukdlta vazokonstriktor mechanizmusokat is
igazoltak kisérletes korilmények kozott killonboz6 értipusokban. Ezek részvétele a capsaicin
vazokonstriktor hatdsdaban a meningedlis erek esetében sem zdrhatd ki. Patkany aorta
simaizom sejt kultiran a capsaicin fesziiltség fligg6 K*-csatorndakra kifejtett gatld hatasat
igazoltak, ami a sejtek depolarizacidja révén Ca** bedramlashoz és simaizom kontrakciéhoz
vezetett (Lo et al. 1995).

Tovabbi lehetséges mechanizmus a capsaicin vazokonstriktor hatasanak hatterében az
endothel sejtekbdl torténd endothelin felszabaditasa, ami a vaszkularis simaizom sejteken
parakrin moédon fejtheti ki hatasat. Capsaicin infazidja kisérleti allatokban szisztémas
vérnyomas emelkedést valt ki. A presszor valasz keretében megvaldsuld vazokonstrikcid
hatterében endothelin-1 felszabaduldsat igazoltak. A capsaicin hatasara bekovetkez6
vérnyomasemelkedés az ET, receptor blokkoldsaval kivédhet§ volt. Az aorta eredet(
endothel sejtek sejtkulturaban a capsaicin hatasara dozisfliggd modon fokoztak endothelin-1
termelésiiket (Ohanyan et al. 2011).
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6. fejezet — Nitrogénmonoxid és nitroxil szerepe a meningealis véraramlas
szabalyozasaban

1. A szerz6k elegdnsan mutatjdk be az NO és a HNO komplex — a szenzoros idegvégzédések
és a nem-neurondlis strukturdk ésszjdtékat magdban foglaldé — részben TRPA1 medidlt és
CGRP fiiggl szerepét a meningedlis vérdaramlds szabdlyozdsdban. Kérdésem, hogy
megbecsiilhet6-e, hogy az idegi és nem-idegi hatdsok kéziil melyik a domindns?

A dura materben a HNO képzG6désében szerepet jatszé NO-ot és H,S-t szintetizalhatjak mind
neuronalis, mind nem neurondlis szoveti elemek, elsGsorban vaszkularis strukturak. Normal
korilmények kozott a NO termel6dését patkdny dura materében az artériak és arteriolak
endotheljében sikerilt kimutatni, sem a kapillarisok, sem a posztkapillaris érszakaszok nem
termelték. Patkdny dura materében csak elvétve lehetett néhany nNOS pozitiv idegrostot
azonositani, ezek is valdszin(ileg paraszimpatikus eredetliek voltak (Messlinger et al. 2012). A
nNOS-t ugyanis a dura mater paraszimpatikus innervaciojat szolgaltaté ganglion
sphenopalatinum és ganglion oticum neuronjainak 80 %-a expresszalja, mig a trigeminalis
eredet(i neuronoknak csupan téredéke. A paraszimpatikus rostok, mivel CGRP-t nem
tartalmaznak, nem tekinthet6k a HNO altal medialt véraramlas szabalyozasban szerepet
jatszd elsédleges strukturaknak sem (Tajti et al. 1999, Csati et al. 2012). Mivel a NO
féléletideje a szovetekben 1 sec koril van, interakcidja a legnagyobb valdszinliséggel a
térben kozeli sz6veti elemekbdl szarmazd H,S-nel képzelhetd el. A vaszkularis endothel és
simaizom egyarant termelhet H,S-t, s6t termel6dését az adventicidhoz kozeli helyzeti
sejtekben is kimutattdk (Yang & Wang 2015). Nagy valdszinliséggel a vaszkularis elemekben
termelt H,S a helyben termelt NO-dal reagalva allit el6 HNO-t. Sajat megfigyelésiink is az
arteria meningea media faldban lokalizaltan mutatta ki mind a NO, mind a H,S jelentGsebb
mértékl termelGdését. Bar a kdrnyezs szoveti strukturakban (idegi és kdtGszoveti
elemekben) is kimutathatd volt HNO jelenléte, az els6dleges forrdsnak mégis nagy
valdszinliséggel a vaszkularis képleteket tekinthetjlik. Mivel nem csak a NO és a H,S, de maga
a HNO is szabadon atdiffundalhat az idegrostokba, a vaszkularis elemekben termelé HNO
parakrin modon fejtheti ki aktivalé hatdsat a trigeminadlis TRPA1 receptorokra és
szabadithatja fel a vazodilatator hatasu CGRP-t (Cuevasanta et al. 2012). Vagyis sajat



megfigyeléseinket az irodalmi adatokkal 6sszevetve az altalunk vizsgalt kisérleti modellben
valdszinlbbnek tinik a HNO vaszkularis eredete.
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2. A 73. oldalon a szerzé emliti, hogy mds munkdjukban celluldris rendszerekben (patch-
clamp és Ca-imaging technikdkat alkalmazva) vizsgdltdk a HNO és a TRPA1 szerepét a fenti
folyamatokban. Kérem, réviden foglalja 6ssze ezen eredményeket!

Kutatdcsoportunk kilénb6z6 in vitro, ex vivo és in vivo kisérleti modellekben vizsgéalta a HNO
és az ennek keletkezésében szerepet jatszé NO és H,S interakcidja soran bekovetkezé TRPA1
ioncsatorna aktivaciét és ennek nociceptiv reakcidkra kifejtett hatasat. A doktori
dolgozatomban is részletesen bemutatott in vivo meningedlis véraramlds mérések és ex vivo
meningeadlis CGRP felszabadulds mérésre vonatkozé kisérleteinken til munkacsoportunk
egyéb szovetekben is igazolta a HNO donor Angeli’s salt hatdsara bekovetkez6, illetve a HNO
szovetekben torténd spontan termelédését eredményezd NO és H,S interakcidjat kovetd
TRPA1 receptor aktivalédast és kovetkezményes CGRP felszabadulast. Whole cell voltage
clamp maddszerrel TRPA1 receptort expresszald kinai horcsdg ovarium sejteken Angeli’s salt
applikaciéjaval intenziv befelé iranyuld ionaramot sikeriilt mérni, mely ismételten
blokkolhaté volt a TRPA1 receptor antagonista HC030031 applikaciéjaval. A szévetekben
spontan médon is gyorsan inaktivalddd Angeli’s salt lebomlott formajaban hatdstalannak
bizonyult.

Vad tipusu egerek hatségyoki ganglion sejtjeibél késziilt neuron tenyészeten calcium imaging
mddszerrel Angeli’s salt applikacidja a neuronok 28 %-aban valtott ki intracellularis Ca**
koncentracio emelkedést. Ezen sejtek dontd tobbsége a klasszikus TRPA1 receptor agonista
allyl isothiocyanate-tal is aktivalhato volt, a TRPA1 receptor antagonista HC030031 pedig
felfliggesztette a HNO 4dltal indukalt ca® szignalt. A TRPA1-/- allatok hatsogyoki
ganglionsejtjeibdl késziilt tenyészetben sem az Angeli’s salt, sem az allyl isothiocyanate nem
véltott ki Ca®* koncentracié emelkedést. Ugyanebben a kisérleti modellben vad tipusu allatok
ganglionsejtjeiben sem a NO donor DEANONOate, sem a H,S donor Na,S nem véltott ki Ca**-
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tranzienst, a két anyag egyuittes alkalmazasa azonban igen. Ez a reakcid is gatolhaté volt
TRPA1 receptor antagonista el6kezeléssel, a TRPAL receptorral nem rendelkezé allatokbdl
szdrmazo hatsé gyoki ganglion sejtekben pedig nem volt kivalthaté.

Vad tipusu egerek ex vivo nervus ischiadicus prepardtumabdl az Angeli’s salt jelentGs
mennyiségli CGRP-t szabaditott fel, ami kivédhetd volt TRPA1 receptor antagonista
el6kezeléssel. TRPA1 -/- dllatok nervus ischiadicus preparatumdban az Angeli’s salt nem
fokozta a CGRP felszabadulast.

Egér sziven végzett ex vivo mérések igazoltak, hogy NO vagy H,S donor magaban nem, de
egyuttesen adva CGRP felszabadulast valt ki a szenzoros axonokbdl. Az ilyen médon kivaltott
CGRP felszabadulast a TRPV1 receptor antagonista BCTC elGkezelés nem befolydsolta, de a
TRPA1 antagonista HC030031 kivédte. A NO és H,S kombinacidja TRPV1-/- allatokban a
kontrollokéhoz hasonlé mérték(i CGRP felszabadulast valtott ki, TRPA1-/- egerek szivében
azonban ez a hatas nem volt megfigyelhetd.

A TRPA1 receptort expresszald nociceptorok aktivaléddsa fajdalomérzést valt ki. Ezért
onként vallalkozdkon teszteltlik az Angeli’s salt alkar voldris felszinébe intrakutan adott
injekcidjaval (10 nmol/kg) kivaltott fajdalomérzést is. Angeli’s salt injekcidja azonnal
jelentkez6 ég6 fajdalmat valtott ki, ami atlagosan 7,5 perc alatt lecsengett és 0-10 terjed6
szubjektiv skdlan atlagosan 3,6 + 0,4-nek értékelt maximalis fajdalomérzést valtott ki. A
lebomlott Angeli’s salt injekcidja se fajdalmat, se viszketést nem valtott ki. Lézer Doppler
szkennerrel az Angeli’s salt beadasanak helyén jelent6s axon reflex erythema volt mérhetd,
amit nem befolydsolt a H1 receptor antagonista el6zetes adasa, vagyis nem a hizésejtekbdl
kivaltott hisztamin felszabadulds eredménye volt. A HNO képz&dését elGsegité DEANONOate
és Na,S egyuttes intradermalis injekcidja is kiterjedt vazodilataciét okozott, melyet fajdalom
vagy viszket6 érzés kisért.

A kil6nboz6 kisérleti modellekben nyert valamennyi eredményiink a HNO TRPA1
ioncsatornat aktivalé hatdsat igazolta, mely a nociceptorok aktivaldsa révén fajdalomérzést
valt ki és CGRP felszabadulashoz vezet, amely lokalis véraramlds fokozddast eredményez
(Eberhardt et al. 2014).

Eberhardt M, Dux M, Namer B, Miljkovic J, Cordasic N, Will C, Kichko TI, de la Roche J, Fischer M, Suarez SA,
Bikiel D, Dorsch K, Leffler A, Babes A, Lampert A, Lennerz JK, Jacobi J, Marti MA, Doctorovich F, Hogestatt ED,
Zygmunt PM, Ivanovic-Burmazovic I, Messlinger K, Reeh P, Filipovic MR: H2S and NO cooperatively regulate
vascular tone by activating a neuroendocrine HNO-TRPA1-CGRP signalling pathway. Nat Commun. 2014 Jul
15;5:4381. doi: 10.1038/ncomms5381.

7. fejezet — Kemoszenzitiv afferensek és hizosejtek kozotti interakcio a dura materben

1. Minor hiba, hogy a 30. dbrarol lemaradt egy ,,u” betd.



Kosz6ndm az észrevételt, a 30. abran a hisztamin koncentracidinak jelélésekor valdban
lemaradt az abrarél egy u jelolés.

2. Altaldnosan elfogadott, hogy a hisztamin déntéen a hizésejtekbdl szabadul fel kiilonféle
hatdsokra. Ugyanakkor nem mutat olyan adatot a szerzé, miszerint a hizosejtek jelen
vannak-e az alkalmazott kisérletes elrendezésben a dura materben, valamint, hogy valéban
degranuldlédnak-e az alkalmazott stimulusokra. Kérem, kommentdlja fenti felvetésemet!

Bar korabbi morfoldgiai vizsgalatok is tanulmanyoztak ragcsaldk dura materének
fokuszaltak, hizosejtek el6forduldsara vonatkozo informaciot vagy egyaltalan nem (Andres et
al. 1987), vagy csak érint6legesen tartalmaztak (Keller & Marfurt 1991). Az elsd, részletes
leirast patkany dura materének hizdsejtjeirél Dimlich és munkatarsai publikaltdk 1991-ben
(Dimlich et al. 1991). Ok a hizésejt granulumok tartalmanak metakromazias fest6désén
alapuld hisztokémiai modszerrel és szerotonin tartalmuk immunhisztokémiai kimutatasaval
fénymikroszkdpos eljarassal, valamint elektronmikroszkoépiaval is igazoltak a meningedlis
hizésejtek jelenlétét. Meghataroztak a hizésejtek denzitasat (kb. 250 sejt/mm?), kimutattak
meningedlis artéridkhoz és idegrost kotegekhez kozeli elhelyezkedéstiiket és bizonyitékot
szolgaltattak a hizosejtek degranuldcidjat kivalté compound 48/80 alkalmazasat kovets fény-
és elektronmikroszképos morfoldgiai valtozasokra, melyeket a degranulaciéo morfoldgiai
jeleinek tekintettek. Késébb Dimitriadou és munkatarsai a ganglion trigeminale elektromos
ingerlésével, corticotropin-releasing hormon hatdsara és a dura mater 6sztradiollal torténé
totdlpreparatumban a hizésejtek granulumainak metakromazias festédése alapjan, a bennik
tarolt triptdz immunhisztokémiai kimutatasaval fény-, valamint scanning- és transzmissziés
elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal tdmasztottak ald (Dimitriadou et al. 1991, 1997,
Rozniecki et al. 1999). Patkanyokban a meningeadlis afferensek aktivacidjaval felszabaditott
szenzoros neuropeptidek, a CGRP és P anyag szintén hizdsejt degranulalé hatasunak
bizonyultak (Ottosson and Edvinsson 1997, Rozniecki et al. 1999).

Fénymikroszkdpos vizsgdlat soran a hizdsejt degranulacié egyértelmd morfoldgiai jelének
tekinthetd, ha egy metakromaziasan fest6dé hizésejt kornyezetében 5 vagy ennél tobb
fest6dd vezikula lathaté. A sejtek halvanyabb fest6dése és hatarozatlan konturijai is a
degranuldcio jeleinek tekinthetdk. Transzmisszids elektronmikroszkdpos vizsgalattal a
preparatumban az elektrondenz megjelenésiiket elveszté granulumok intracellularis
jelenléte, scanning elektronmikroszképos vizsgalattal pedig a hizdsejtek filopddiumainak
elvesztése és felszinen lathatd granulumainak szambeli csokkenése utal a degranulacidra. A
hizésejt degranulacido morfoldgiai jeleivel parhuzamosan funkcionalis valtozasok is
igazolhatoak voltak, melyek aldtamasztottak, hogy a hizdsejtek degranulaciojaval kivaltott
mediator felszabadulds a meningedlis nociceptorok szenzitizaciéjat eredményezi. A
compound 48/80-nal kivaltott meningedlis hizdsejt degranulacid a nociceptiv palya
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aktivacidjat az agytorzsi masodlagos neuronokban is kivaltotta, ami a c-fos expresszid
fokozéddsaval volt igazolhato (Levy et al. 2007).

Andres KH, von Diiring M, Muszynski K, Schmidt RF: Nerve fibres and their terminals of the dura mater
encephali of the rat. Anat Embryol (Berl). 1987;175(3):289-301.

Dimitriadou V, Buzzi MG, Moskowitz MA, Theoharides TC: Trigeminal sensory fiber stimulation induces
morphological changes reflecting secretion in rat dura mater mast cells. Neuroscience. 1991;44(1):97-112.

Dimitriadou V, Rouleau A, Trung Tuong MD, Newlands GJ, Miller HR, Luffau G, Schwartz JC, Garbarg M:
Functional relationships between sensory nerve fibers and mast cells of dura mater in normal and
inflammatory conditions. Neuroscience. 1997 Apr;77(3):829-39.

Dimlich RV, Keller JT, Strauss TA, Fritts MJ: Linear arrays of homogeneous mast cells in the dura mater of the
rat. ) Neurocytol. 1991 Jun;20(6):485-503.

Keller JT, Marfurt CF: Peptidergic and serotoninergic innervation of the rat dura mater. J Comp Neurol. 1991 Jul
22;309(4):515-34.

Levy D, Burstein R, Kainz V, Jakubowski M, Strassman AM: Mast cell degranulation activates a pain pathway
underlying migraine headache. Pain. 2007 Jul;130(1-2):166-76. Epub 2007 Apr 24.

Ottosson A, Edvinsson L: Release of histamine from dural mast cells by substance P and calcitonin gene-related
peptide. Cephalalgia. 1997 May;17(3):166-74.

Rozniecki JJ, Dimitriadou V, Lambracht-Hall M, Pang X, Theoharides TC: Morphological and functional
demonstration of rat dura mater mast cell-neuron interactions in vitro and in vivo. Brain Res. 1999 Dec 4;849(1-
2):1-15.

3. Az ebben a fejezetben bemutatott eredményeket tartalmazo kézleményeket 2007-ben és
2009-ben publikdltdk a szerz6k. Van-e azdta ujabb adata a dura mater hizosejtjeirél, kiilénds
tekintettel a migrén patofizioldgidjdra?

Jelenlegi ismereteink alapjan fontos tényezének tekintjliik a migrén pathogenezisében a
trigeminalis nociceptiv palya periférias és centralis szenzitizaciojat. Mivel a dura mater
neurogén gyulladasos folyamata mindkét mechanizmus kivaltasaban szerepet jatszhat, a
trigeminalis nociceptorok aktivaldodasa kovetkeztében felszabaduld szenzoros neuropeptidek
pedig a hizdsejtek degranuldcidjat valthatjak ki és igy tovabbi vazoaktiv és nociceptor
szenzitizalé hatasu mediatorokat tehetnek szabadda, logikus feltételezés a dura mater
hizésejtjeinek is szerepet tulajdonitani ezekben a folyamatokban.

Gerincesekben, igy emberben is jelentds szdmban mutathaték ki hizésejtek a kemény
agyhartyaban (Ottosson & Edvinsson 1997, Varatharaj et al. 2012), melyek helyzetiiknél
fogva idealis kommunikaciét biztositanak az erek, neuronok, gliasejtek, az extracellularis
matrix és egyéb immunkompetens sejtek kozott. A hizdsejtek kiilonb6z6 stimulusok hatdsara
szamos mediatort (tobbek kozott hisztamint, protedzokat, prosztaglandinokat, citokineket,
chemokineket) szabithatnak fel, melyek révén befolyasoljak a meningealis véraramlast és
szenzitizalhatjak a primer szenzoros neuronokat (Silver & Curley 2013). A hizésejtek
meningealis nocicepcidban betoltott szerepére vonatkozd kisérleteink 6ta eltelt b6 10 év



soran publikalt kisérletes eredmények tovabbi adatokat szolgaltattak ragcsalékban a
meningealis hizosejtek és a trigeminalis nociceptiv funkciok kozotti kapcsolatokra

vonatkozdan. Itt szeretném megjegyezni, hogy a hizdsejtek migrén patofizioldgiaban
feltételezett szerepe mind a mai napig dontéen allatkisérletes eredményeken alapul.

Az elmult id6szakban allatkisérletekben igazoltak a dura pH-janak savas irdnyba toldddsa
kovetkeztében fellépd nociceptor szenzitizacid és ASIC3 csatorna (melyet a meningedlis
afferensek 80 %-a expresszal) aktivacidé hatterében a hizdsejt eredetl medidtorok
szenzitizald szerepét (Yan et al. 2013). Bizonyitottak tovabba patkanyokban a dura matert
innervald paraszimpatikus idegek potencialis hizésejt degranuldlé hatasat: a muszkarinos
acetilkolin receptor stimulacidja a hizésejtekben morfoldgiailag igazolhaté degranulaciét
valtott ki (Shelukhina et al. 2017). A hizésejtek meningealis nocicepcidban betdltott
lehetséges szerepét igazoltak patkanyokban azok az elektrofizioldgiai vizsgalatok is, melyek a
szerotonin trigeminalis afferenseket aktivalé hatdsat bizonyitottdk (Kilinc et al. 2017).
Egerekben a szerotonin felszabadulds lehetséges mechanizmusaként a meningealis
hizésejtek P2X7 purinerg receptorainak ATP-vel torténé stimulacidjat igazoltak. A glia,
neuronalis vagy endothel eredetl ATP és annak metabolitjai vazodilatator és nociceptor
szenzitizalé hatdsuknal fogva szerepet jatszhatnak a migrén patofizioldgiajaban is (Burnstock
1981).

Bar az elmult évtized allatkisérletes vizsgalatai tovabbi részleteket tartak fel a meningealis
hizésejtek és a trigeminalis nocicepcio kdzotti 6sszefliggésekrél, hasonld mechanizmusok
igazolasa a humdn dura mater vonatkozasaban még vérat magara. Ugy t(inik, hogy a
ragcsalokban igazolt szenzoros neuropeptidek altal kivaltott hizésejt degranulacié emberben
nem jatszik jelentds szerepet a hizésejtek medidtorainak felszabaditasaban.
Immunhisztokémiai vizsgalatok ugyanis csak a CLR CGRP receptor komponens jelenlétét
igazoltdk a hizdsejteken, a RAMP1 receptor komponensét azonban nem, ami pedig
el6feltétele lenne a funkcidképes CGRP receptor expresszidjanak (Eftekhari et al. 2013).
Humadn dura materben sem CGRP, sem P anyag nem valtott ki hisztamin felszabadulast
(Ottosson & Edvinsson 1997). Annak ellenére, hogy hisztamin infuziéjaval a migrénes
betegekben fejfajas provokalhato (Krabbe & Olesen, 1980) és a migrén profilaxisdban
alkalmazhato triciklikus antidepresszans kezelés hizdsejt degranuldciot gatlé hatasat
igazoltak (Kraeuter Kops et al. 1990), a H1 és H2 receptorokon hatd antihisztaminok terdpias
hatasat nem sikerdlt klinikai vizsgalatokban bizonyitani (Worm et al. 2019). Bizakodasra
adhat okot azonban az az Ujabb feltételezés, hogy a hizésejtek altal felszabaditott
proinflammatorikus citokinek, az IL-1, IL-6 és a TNF toltenek be olyan kdzponti szerepet a
meningedlis szOveteket érintd patofizioldgids allapotokban, melyek nociceptor
szenzitizacidhoz és a migrén soran fellép6 neurovaszkularis reakcidk feler6sodéséhez
vezethetnek (Conti et al. 2019). Ez, a hizdsejtek migrén patofizioldgidban betoltott
lehetséges szerepére vonatkozd Uj feltételezés 6sszhangban all az altalunk elhizott
allatokban ezen proinflammatorikus citokinek TRP nociceptor ioncsatornat szenzitizald
hatdsara vonatkozéan tett megfigyeléseinkkel.
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Worm J, Falkenberg K, Olesen J: Histamine and migraine revisited: mechanisms and possible drug targets. J
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is sensitized by mast cell mediators. Headache. 2013 Sep;53(8):1250-61. doi: 10.1111/head.12152.

9. fejezet — A kemoszenzitiv meningealis afferensek miikodésében bekovetkezd valtozasok
patofizioldgias koriilmények kozott.

1. 47. dbra: A szerzé bemutatja, hogy elhizott dllatokbdl szarmazoé prepardtumokon azonos
akrolein koncentrdcio nagyobb dramldsfokozoddst vdltott ki. Ugyanakkor a szerzé nem
mutat adatot arra, hogy a mechanizmus tovdbbra is TRPA1 aktivdcio és CGRP-filiggé maradt-
e (azaz nem mutat inhibitorokkal végzett kisérletes eredményeket). Kérem, kommentdlja
fenti felvetésemet!

Jelenlegi ismereteink alapjan a dura mater kiilonb6z6 sz6veti strukturaibdl felszabaduld
vazodilatator hatasu anyagok koziil a szenzoros idegrostokbdl szarmazé CGRP a
leghatasosabb. Emellett még szdba johetnek a szenzoros rostoknal joval kisebb szdmban
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jelen 1évé paraszimpatikus rostokbdl felszabaduld acetilkolin, VIP és PACAP (Edvinsson &
Uddman 1981), a dont6en endothel eredetl NO és a hizésejtek hisztaminja. Az acrolein
specifikus TRPA1 receptor agonista (Bautista et al. 2006, Moghe et al. 2015). A TRPA1
receptorok expresszidja a meningealis paraszimpatikus rostokon nem mutathato ki. A
hizésejtek rendelkezhetnek ugyan TRPA1 receptorral és az intrakranialis ereken is kimutattak
TRPA1 receptorokat, melyek aktivacidja Ca** fuggs K csatornakra kifejtett hatasa révén
vezet simaizom hiperpolarizaciéhoz és véraramlas fokozéddashoz (Earley et al. 2009), igy
elméletileg mds, TRPA1-medialt, de nem CGRP felszabadulas altal megvaldsuld véraramlas
fokozodas elhizott allatokban sem lenne kizarhato, de ennek a valdszinliségét minimalisra
csOkkenti az a megfigyelésiink, hogy elhizott allatokban acrolein hatdsara mintegy 90 %-kal
emelkedett a trigemindlis afferensekbdl felszabadulé CGRP mennyisége, ami mar magaban is
kielégité magyarazatot adhat a nagyobb mértékd véraramlds fokozddasra. Kisérleteink soran
csak a normal tapon nevelt allatok esetében kontrollaltuk az acrolein meningealis
véraramldsfokozo hatasanak hatterében allé mechanizmust. Az elhizott allatokban
acroleinnel kivaltott CGRP felszabaduldsra vonatkozé eredményeink arra utalnak, hogy az
acrolein vazodilatator hatasa ezekben az allatokban is hasonlé mechanizmus révén valdsul
meg.

Bautista DM, Jordt SE, Nikai T, Tsuruda PR, Read AJ, Poblete J, Yamoah EN, Basbaum Al, Julius D: TRPA1
mediates the inflammatory actions of environmental irritants and proalgesic agents. Cell. 2006 Mar
24;124(6):1269-82. doi: 10.1016/j.cell.2006.02.023.

Earley S, Gonzales AL, Crnich R: Endothelium-dependent cerebral artery dilation mediated by TRPA1 and Ca2+-
Activated K+ channels. Circ Res. 2009 Apr 24;104(8):987-94. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.108.189530.

Edvinsson L, Uddman R: Adrenergic, cholinergic and peptidergic nerve fibres in dura mater--involvement in
headache? Cephalalgia. 1981 Dec;1(4):175-9. doi: 10.1046/j.1468-2982.1981.0104175.x.

Moghe A, Ghare S, Lamoreau B, Mohammad M, Barve S, McClain C, Joshi-Barve S: Molecular mechanisms of
acrolein toxicity: relevance to human disease. Toxicol Sci. 2015 Feb;143(2):242-55. doi: 10.1093/toxsci/kfu233.

2.A46.,47.,49. és 50. dbra adatai arra utalnak, hogy elhizott dllatokban a TRPV1 és TRPA1
aktivdcidja megnévekedett véraramlds-fokozdddst vdlt ki. Ugyanakkor az 51. abrdan a TRPA1
szignifikdnsan cs6kkent kifejez6dését mutatja a szerzé elhizott dllatokban. Kérdésem: A fenti
érdekes megfigyelést azzal magyardzza a szerzé, hogy elhizds sordn feltehetéen
szenzitizalddik a TRPA1 (és a TRPV1 is?). Tud-e ezen felvetést bizonyité eredményt mutatni?

Elhizott allatokban a TRPV1 és TRPA1 receptorok specifikus agonistaival kivaltott fokozott
meningedlis vazodilatacié hatterében kilonb6z6 mechanizmusok allhatnak. Elképzelhet6 a
receptorok fokozott expresszidja és membranba torténé kihelyez6dése, illetve a receptorok
szerkezeti modosulasara visszavezethetl szenzitizacidja, melyet nem feltétlenil kisér a
receptorok szamanak megvaltozasa. Kisérleteink soran a TRPA1 fehérje mennyiségi
meghatdrozasat végeztik el, amely nemhogy nem igazolta a receptorok szamanak
fokozodasat, hanem egyenesen annak csékkenését mutatta ki. Igy elhizott allatokban a
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receptorok abszolut szamanak csokkenését is ellensilyozd mértéki érzékenységbeli valtozas
kovetkezett be, aminek hatterében feltételezhet6ek mindazok a metabolikus valtozasok,
amik az elhizas soran fellépd oxidativ és nitrozativ stressz (Freeman et al. 2013)
kovetkeztében termelédnek és a TRP ioncsatornak szerkezeti médosulasat valthatjak ki,
illetve a hasonldan csatorna szenzitizaciét eredményez6 emelkedett proinflammatorikus
citokin koncentracidk (Camprubi-Robles et al. 2009). Az altalunk elhizott allatokban is
emelkedettnek mért citokinek esetében elektrofizioldgiai vizsgalatok igazoltak azok
meningealis nociceptor szenzitizdld hatdsat (Yan et al. 2012, Zhang et al. 2012). Az a
jelenség, hogy az egyes receptorok szenzitizacid kovetkeztében fokozott nyitasi
valdszinlsége csokkent abszolut receptor szammal kombinalddik, szintén nem ismeretlen
jelenség. Az altalunk is vizsgalt elhizott allatok metabolikus allapotdval hasonlésdagot mutaté
kisérletesen el6idézett diabéteszben szenvedd dllatokban igazolhaté volt a TRPV1
receptorok szambeli csokkenése, ami mas Ca®* csatornak mikodéséhez kothetd
valtozasokkal parhuzamosan volt megfigyelheté. A jelenség hatterében a tartdsan
megvaltozott kdrnyezetben a neuronok normalis funkcidjat célzé kompenzatdrikus
valtozasait tételezhetjik fel.

Camprubi-Robles M, Planells-Cases R and FerrerMontiel A: Differential contribution of SNARE-dependent
exocytosis to inflammatory potentiation of TRPV1 in nociceptors. FASEB J 2009; 23: 3722-3733.

Freeman LR, Zhang L, Nair A, Dasuri K, Francis J, Fernandez-Kim SO, Bruce-Keller AJ, Keller JN: Obesity increases
cerebrocortical reactive oxygen species and impairs brain function. Free Radic Biol Med. 2013 Mar;56:226-33.
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.577.

Yan J, Melemedjian OK, Price TJ, Dussor G: Sensitization of dural afferents underlies migraine-related behavior
following meningeal application of interleukin-6 (IL-6). Mol Pain. 2012 Jan 24;8:6. doi: 10.1186/1744-8069-8-6.

Zhang X, Burstein R, Levy D: Local action of the proinflammatory cytokines IL-1B and IL-6 on intracranial
meningeal nociceptors. Cephalalgia. 2012 Jan;32(1):66-72. doi: 10.1177/0333102411430848.

2. 52. dbra: Ismert, hogy az inzulin — sajdat receptordhoz kétédve, majd szdmos intracelluldris
jelatviteli folyamat beinditdsa révén — képes a TRPV1 moduldldsdra. Kérdésem: Nem
lehetséges, hogy az a jelenség, hogy az inzulinkezelés normalizdlta 6 hetes diabéteszes
dllatok capsaicin-érzékenységét, az inzulin direkt hatdsdnak, és nem a metabolikus stdtusz
rendezédésének készénhetd?

Az altalunk végzett kisérletek eredményei alapjan valdban nem lehet egyértelmden allast
foglalni arra vonatkozdan, hogy kisérletes diabéteszben a trigeminalis TRPV1 csatornak
funkcidjanak inzulin kezelést kévetd restitlicioja az allatok javuld metabolikus statuszanak
és/vagy az inzulin kézvetlen TRPV1 receptor funkcidt stimulalé hatasanak koszénhetd.

Ismert, hogy az inzulin fizioldgias koncentracidban az idegndvekedési faktorhoz (NGF)
hasonlé neurotrofikus hatdssal rendelkezik, serkenti az axonnévekedést, segiti a szenzoros
és szimpatikus neuronok tulélését. Igazoltak azt is, hogy az inzulin és az inzulin szer(

13



novekedési faktorok (IGF-ek) az NGF-hez hasonldan, azzal azonos szignalizacids utat
hasznalva tréfikus hatast fejtenek ki ezekre a neuronokra (Recio-Pinto et al. 1986,
Fernyhough et al. 1993, Sugimoto et al. 2002, Lazar et al. 2020). Bar széles korben elfogadott
nézet, hogy a diabétesz kapcsan fellépé idegkdrosodas a hiperglikémia kovetkezménye
(Sheetz & King 2002), hosszu tavi human vizsgdlatok eredményei is azt mutatjak, hogy
magaban a hiperglikémia kontrollja és megsziintetése nem védi ki a periférids neuropdtia
kialakuldsat csak az esetek mintegy 60 %-aban (Diabetes Control and Complications Trial
Research Group et al. 1993). Vagyis az inzulin hidny mas mddon is kedvezétlenil befolyasolja
a periférids idegek miikodését.

Hatsogyoki ganglionsejtek kb. egyharmada expresszalja mind a TRPV1, mind az inzulin
receptort (Sathianathan et al. 2003). A nagydoktori dolgozatom benyujtasa 6ta eltelt id6ben
laboratériumunkban vizsgaltuk a két receptor el6fordulasat patkanyok trigeminalis
ganglionjdban is, ahol a TRPV1 receptort expresszalé neuronok tobb mint 50 %-a
rendelkezett inzulin receptorral is.

Elektrofizioldgiai vizsgdlatok és calcium-imaging mérések igazoltdk, hogy az inzulin és az IGF-
1 kozvetleniil is képes befolydsolni a TRPV1 nociceptiv ioncsatorna miikddését a receptor
fehérje proteinkinaz C altal torténd foszforilacidja Utjan és a receptor membranba torténdé
kihelyez6désének fokozasa révén. Ezek eredményeként a TRPV1 csatorna nociceptiv
ingerekre, igy capsaicinre is fokozott valaszkészséggel reagal (Van Buren et al. 2005).
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of long-term complications in insulin-dependent diabetes mellitus. N Engl J Med. 1993 Sep 30;329(14):977-86.

Fernyhough P, Willars GB, Lindsay RM, Tomlinson DR: Insulin and insulin-like growth factor | enhance
regeneration in cultured adult rat sensory neurones. Brain Res. 1993 Apr 2;607(1-2):117-24.

Lazdr BA, Jancsd G, Santha P: Modulation of Sensory Nerve Function by Insulin: Possible Relevance to Pain,
Inflammation and Axon Growth. Int. J. Mol. Sci. 2020;21:2507. doi:10.3390/ijms21072507.

Recio-Pinto E, Rechler MM, Ishii DN: Effects of insulin, insulin-like growth factor-Il, and nerve growth factor on
neurite formation and survival in cultured sympathetic and sensory neurons. J Neurosci. 1986 May;6(5):1211-9.

Sathianathan V, Avelino A, Charrua A, Santha P, Matesz K, Cruz F, Nagy |: Insulin induces cobalt uptake in a
subpopulation of rat cultured primary sensory neurons. Eur J Neurosci. 2003 Nov;18(9):2477-86. doi:
10.1046/j.1460-9568.2003.03004..x.

Sheetz MJ, King GL: Molecular understanding of hyperglycemia's adverse effects for diabetic complications.
JAMA. 2002 Nov 27;288(20):2579-88.

Sugimoto K, Murakawa Y, Sima AA: Expression and localization of insulin receptor in rat dorsal root ganglion
and spinal cord. J Peripher Nerv Syst. 2002 Mar;7(1):44-53. doi: 10.1046/j.1529-8027.2002.02005.x.

Van Buren JJ, Bhat S, Rotello R, Pauza ME, Premkumar LS: Sensitization and translocation of TRPV1 by insulin
and IGF-1. Mol Pain. 2005 Apr 27;1:17. doi: 10.1186/1744-8069-1-17.

14



3. Hogyan vdltozott a TRPA1 szintje a trigemindlis ganglionban adriamycin kezelést
kévetéen?

Vizsgalataink nem terjedtek ki adriamycin kezelést kovetéen az allatok trigeminalis ganglion
neuronjaiban a TRPA1 receptor mennyiségi valtozdsdanak meghatdrozasdara. A kérdés
megvalaszolasahoz irodalmi adatok sem allnak rendelkezésiinkre. A doktori dolgozatomban
ismertetett eredményekre alapozva mégis a TRPA1 receptorok mennyiségének csokkenése
valdszindsithet6.

Patkanyok trigeminalis ganglion sejtjeinek kb. 43 %-a expresszdlja a TRPV1 receptort. TRPA1
receptorral a ganglionsejtek 36 %-a rendelkezik (Kobayashi et al. 2005, Salas et al. 2009).
Mivel a TRPA1 receptort expresszald sejtek a TRPV1 receptorral rendelkezé neuronok egy
valamivel kisebb populacidjat alkotjak, valamint a két receptor szerkezete és a funkcidjukat
befolydsold hatdsok is parhuzamba allithatdk, valdszinlleg nem tévediink, ha a kisérleteink
soran a TRPV1 receptor fehérje mennyiségének csokkenésére vonatkozd megallapitasainkra
tamaszkodunk.

Adriamycin kezelést kdvetéen a trigeminalis ganglionban csokkent a TRPV1 receptor fehérje
mennyisége. Irodalmi adatok és kordbbi sajat mérések alapjan tudjuk, hogy az ex vivo dura
mater preparatumban a CGRP felszabadulds meghatarozdasa soran alkalmazott 10 nM
capsaicin és 300 uM acrolein koncentracidk kézel maximalis vazodilatator hatast fejtenek ki
a trigeminalis TRPV1 illetve TRPA1 receptorok aktivacidja és a kovetkezményes CGRP
felszabadulds révén (Dux et al. 2007, Marics et al. 2017, Denner et al. 2017). Kiindulva abbdl,
hogy adriamycin kezelést kovet6en a kismértékben csokkent TRPV1 receptor mennyiség is a
kontrollhoz viszonyitottan kétszer annyi CGRP-t szabaditott fel a capsaicin (els6)
applikaciéjanak hatdsara, a TRPA1 receptorok szamdra hasonldan maximalis ingernek
tekintett acrolein koncentracid viszont csak a kontrollal megegyez6 mértéki CGRP
felszabaduldst eredményezett, mértéktartd becslések alapjan is legaldbb ugyanolyan
mérték( csdkkenése feltételezhetd a funkcidképes TRPAL receptoroknak, mint amit a TRPV1
receptorok esetében mértink.
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