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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC: adenilat-ciklaz

AM 251: 1-(2,4-dikl6rfenil)-5-(4-jodfenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-karboxamid
Angeli’s salt: natrium-[trioxo-dinitrat]

anti-ET1: endothelinl ellenes

ASIC: savérzékeny ioncsatorna (acid sensing ion channel)
ATP: adenozin-trifoszfat

B-Arr: B-arrestin

BBB: vér-agy gat (blood-brain barrier)

BDA: biotinilalt dextrdn amin

BK: bradykinin

CAM: kalmodulin

CaMKII: Ca**/kalmodulin-dependens protein kinaz Il

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CB: kannabinoid

CBS: cisztationin B-szintaz

CET: cetirizin

¢GMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid

CGRPg_37: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum
CIM: cimetidin

CLR: calcitonin receptor-like receptor

CNS: kozponti idegrendszer

CREB: cAMP response element-binding protein

CSD: agykérgi kiszé depolarizacio (cortical spreading depression)
CSE: cisztationin y-liaz

Cy3: indokarbocianin

DA: dura mater artéria

DAB: 3,3'-diaminobenzidin

DAF-FM: 4-amino-5-metilamino-2’,7'-difluoreszcein-diacetat
DAG: diacilglicerol

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid
DEANONOate: 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid dietilammadnium sé
DNS: dezoxiribonukleinsav

DV: dura mater véna

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EIA: enzyme-linked immunoassay

eNOS: endothelidlis nitrogén-monoxid szintaz

ER: endoplazmas retikulum

ERK: extracellular signal-regulated kinase

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

Gapy: G-fehérje aPy alegységek

HA: hisztamin

HCO030031: 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-7H-purin-7-
acetamid

5-HT: szerotonin (5-hidroxitriptamin)



dc_1628_19

IB4: Griffonia simplicifolia izolektin B4

IL-1B: interleukin-1B

IL-6: interleukin-6

iNOS: indukalhato nitrogén-monoxid szintaz

IP3: inozitol triszfoszfat

IP3-R: inozitol triszfoszfat receptor

IRMA: immunoradiometrikus assay

L-NAME: N-nitro-L-arginin metilészter hidroklorid
L-NMMA: N,-metil L-arginin acetat

MMA: arteria meningea media

mRNS: messenger ribonukleinsav

NADA: N-arachidonoil-dopamin

NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NADPH-d: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz
NGF: idegndvekedési faktor (nerve growth factor)

NKA: neurokinin A

nNOS: neuronalis nitrogén-monoxid szintaz

NOC-12: N-etil-2-(1-etil-2-hidroxi-2-nitrozohidrazino)-etanamin
NOS: nitrogén-monoxid szintaz

OA: oxalsav amid

0DQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolil[4,3-a]kinoxalin-1-on

PA: pia mater artéria

PAR2: proteaz aktivalt receptor 2

PBS: foszfat pufferes séoldat (phosphate-buffered saline)
PGE2: prosztaglandin E2

PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PKA: proteinkindz A

PKC: proteinkinaz C

PKCe: protein kinaz Ce

PLCB1: foszfolipaz C1

PU: perfuzids egység (perfusion unit)

RAMP1: receptor activity-modifying protein 1

RCP: receptor component protein

RNS: ribonukleinsav

SEM: atlag standard hibaja (standard error of mean)

SIF: szintetikus intersticialis folyadék

SLIGRL-NH;: Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-amid

SNAP: S-nitrozo-N-acetil-D,L-penicillamin

SP: P-anyag (substance P)

SpVc: nucleus tractus spinalis nervi trigemini nucleus caudalis
SpVi: nucleus tractus spinalis nervi trigemini nucleus interpolaris
STN: nucleus tractus spinalis nervi trigemini

TH: tirozin-hidroxilaz

TH-ir: tirozin-hidroxildz-immunreaktivitas

TNFa: tumor nekrézis faktor a

TRIM: 1-(2-trifluorometilfenil)imidazol

TRP: tranziens receptor potencidl
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TRPA1: tranziens receptor potencial ankyrin 1

TRPV1: tranziens receptor potencidl vanilloid 1

TrV: tractus spinalis nervi trigemini

WSP-1: 3’-metoxi-3-oxo-3H-spiro[izobenzofuran-1,9’-xanten]-6’-il 2-(piridin-2-
ildiszulfanil)benzoat
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2. BEVEZETES

A fajdalomérzés és fajdalomcsillapitas kutatasa mind medicindlis, mind tarsadalmi
jelent6ségének kdszonhetben a neurobioldgiai kutatasok intenziven mdvelt teriilete. Bar a
fajdalom a leggyakoribb tiinet, amivel a betegek orvoshoz fordulnak, a kilonb6z6
megbetegedésekhez tdarsuld, vagy onallé korképként jelentkez6 "primer" fajdalom
csillapitdsa napjainkban sem tekinthet6 megoldottnak. A specidlis fajdalomformak kozil a
fejfajasok a leggyakrabban el6forduld fajdalmak kozé tartoznak (Burch és mtsai., 2018). A
migrén, mint primer fejfajas betegség a kiilonb6z6 felmérések szerint a n6k 11,2-25 %-at, a
férfiak 4-9,5 %-at érinti (Lipton és mtsai., 2001, 2003; Manzoni és mtsai., 2003; Rasmussen,
1999, 2001; Stewart és mtsai., 1992; Stovner és mtsai., 2007). Eurdpdban korilbelil 41 millié
feln6tt ember él migrénnel (Andlin-Sobocki és mtsai., 2005). 1998-ban a Bank és Marton
altal készitett epidemioldgiai felmérés Magyarorszagon a migrén egyéves prevalencidjat 9,6
%-nak taldlta (Bank és Marton, 2000).

A migrénes rohamok megnehezitik, sok esetben lehetetlenné teszik a beteg szamara
a normalis életvitelt, a munkabdl vald kiesés pedig jelentds szocialis és gazdasagi terhet ré
nemcsak az egyénre, hanem a tarsadalomra is. A migrén tinetei O0sszetettek. Jellemz&en
egyoldali, liktets, gorcsos jellegl fejfajassal jar, a rohamok 4-72 éran at tarthatnak, mely
soran a fajdalmat a fizikai aktivitas sulyosbitja. A fajdalomhoz sok esetben tarsul fokozott
fény- és hangérzékenység, hanyinger, hanyds. Az esetek 30 %-dban a migrénes rohamot aura
vezeti be. Az aura reverzibilis jelleg(i vizualis és/vagy szomatoszenzoros tinetekkel, motoros-
illetve beszédzavarral jarhat, melyek kivaltasaért Ujabban az agykérgi kuszé depolarizaciét
(cortical spreading depression: CSD) teszik felel6ssé (Charles és Baca, 2013; Headache
Classification Committee, 2018).

Bar a migrén patogenezisét napjainkban sem ismerjiik, a keletkezésére vonatkozé
korabbi vaszkularis és neurogén elképzelések kozotti hatarokat feloldotta az utdbbi
évtizedek modern funkciondlis és morfoldgiai vizsgalatainak eredménye, ami a két elképzelés
Otvozésével a neurovaszkularis szemléletet alakitotta ki (Edvinsson és Uddman, 2005;
Edvinsson és mtsai., 2012; Goadsby, 2005; Ho és mtsai., 2010a). A migrén patofizioldgidjat
érinté bizonytalansagok ellenére viszonylag kordn felismerték a trigeminovaszkularis
rendszer nociceptorainak jelents hanyadaban expresszalddd neuropeptid, a kalcitonin gén-
rokon peptid (CGRP) kozponti szerepét ezekben a folyamatokban. Klinikai vizsgalatok soran

migrénes betegek vena jugularis-anak vérében migrénes roham alatt az érintett oldalon

7
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emelkedett CGRP koncentracidkat mértek (Gallai és mtsai., 1995; Goadsby és Edvinsson,
1993; Goadsby és mtsai., 1990; Sarchielli és mtsai.,, 2000). Ez az emelkedés bizonyos
esetekben a migrénes rohamok kozotti id6szakokban is megfigyelhetd volt. CGRP intravénas
mtsai., 2002, 2008).

A CGRP migrén patofiziolégidban betoltott kozponti szerepét kisérletes és klinikai
megfigyelések mellett egyértelm(ien igazolja az a tény is, hogy az elmult hdarom évtized soran
a migrén terapidjaba bevezetett vagy fejlesztés alatt allo készitmények valamennyien a CGRP
vagy a CGRP receptor blokkoldsa utjan fejtik ki jotékony hatasukat. llyen médon hatnak az
1991 6ta forgalomban 1évé ,triptan”-ok, a jelenleg klinikai kiprébalds alatt allé6 nem peptid
természetli CGRP receptor blokkold "gepant"-ok, illetve a krénikus migrén terapidjadban
igéretes CGRP- illetve CGRP receptor ellenes monoklonalis antitestek (Benemei és mtsai.,
2017; Macone és Perloff, 2017; Yuan és mtsai., 2017). Bar ezek a készitmények jelent6s
el6relépést hoztak a migrén terdpiajdban, tovabbra is igen keveset tudunk ezek
hatdsmechanizmusardl, illetve a migrén tineteinek hatterében 4llé patofizioldgiai
folyamatokrél. Pedig, mint minden kérdllapot, igy a fejfajdsok esetében is a betegség
patomechanizmusanak megismerése el6feltétele a racionalis terapias lehet6ségek
feltarasanak.

Doktori értekezésemben ismertetendé kutatdmunkam sordan a trigeminalis
nociceptorok fizioldgias és patofizioldgias korilmények kézott bekdvetkezé aktivalédasat, a
kovetkezményes CGRP felszabadulast és a CGRP altal kivaltott funkcionalis valtozasokat
vizsgaltam allatkisérletekben. Vizsgdlataimat a jelent6s szenzoros innervacidval rendelkez6
kemény agyhartya (dura mater encephali) nociceptiv folyamataira 6sszpontositottam, mivel
az itt kialakuld nociceptiv reakciok a fejfajasok keletkezése szempontjabdl napjainkban
kulcsfontossagunak tekintett Un. periférias és centrdlis szenzitizacié folyamataiban egyarant
szerepet jatszanak (Burstein, 2001). A migrén patofizioldgiai folyamatainak megértése
szempontjabdl fontos intrakranialis képletek szenzoros innervacidja és az afferensek
neuropeptid tartalma szempontjabdl igen hasonldak az ember és a ragcsalok szovetei, igy a
kisérleti allatainkon (patkdny, egér) tett megfigyeléseink a migrén patofizioldgidja

szempontjabdl is relevansnak tekintheték.
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2.1. A dura mater anatdmiaja, vérellatasa, beidegzése

A dura mater encephali az agyat borité agyburkok legkiilsé rétege, mely maga is két
lemezbdl all: a kiilsé periosztealis rétegbhdl, mely kézvetleniil kapcsolddik a koponyacsontok
csonthartydjdhoz és erekben, idegekben gazdag struktura, valamint a belsé meningealis
rétegbdl. A dura mater két lemeze kozott helyezkednek el a vénas szinuszok. A dura mater
meningealis rétege szeptumot képez a nagyagy- (falx cerebri) és a kisagy féltekéi kozott (falx
cerebelli), elvalasztja a kisagyat és az agytorzset az agy okcipitalis lebenyétél (tentorium
cerebelli), valamint a hipofizist a koponyagddortdl (diaphragma sellae).

A dura mater vérellatdsat biztositd legfébb artéria az arteria meningea media, mely
az arteria maxillaris aga. Az artéria a foramen spinosum-on keresztil Iép be a kdzéps6
koponyagoddorbe. Az eliils6é koponyagddor vérelldtasaban részt vesznek még az arteria
meningea anterior, amely az arteria ethmoidalis anterior dga és az arteria ophthalmica
meningealis 4gai is. A hatsé koponyagodor teriiletére az arteria meningea posterior (az
arteria pharyngea ascendens aga), az arteria occipitalis és az arteria vertebralis meningedlis
agai szallitanak vért (Szentagothai és Réthelyi, 2002).

Altaldnosan elfogadott tény, hogy az ember és a ragcsaldk kemény agyhartyajanak
beidegzésében azonos elvek érvényesiilnek. Elektronmikroszkdépos vizsgalatok igen dus,
doéntéen vékony vel6s Ab- és velbtlen C-rostokbdl allé haldzatot igazoltak a dura mater
encephali-ban (Andres és mtsai., 1987; Messlinger és mtsai., 1993). A dontéen a nervus
trigeminus agai dltal biztositott szenzoros innervdcié (O’Connor és van der Kooy, 1986)
mellett jelent6s a dura mater ganglion cervicale superius-bdl szarmazé szimpatikus
beidegzése (Keller és mtsai., 1989). Emellett a dura mater a ganglion sphenopalatinum-bél
és a ganglion oticum-bdl paraszimpatikus posztgangliondris idegrostokat is kap (Bleys és
mtsai., 1996). A szenzoros és vegetativ axonok vastag kotegeket alkotva kisérik az artéridkat,
de egyes idegrostok ©ndlléan, a dura kotGszovetes allomanydban, az erektdl tavolabbi
terileteken is megfigyelhet6ek.
aga, a nervus ophthalmicus (V1), a nervus maxillaris (V2) és a nervus mandibularis (V3) is
részt vesz (McNaughton, 1938). A primer szenzoros neuronok sejttestei a koponyaalapon a
ganglion trigeminale-ban (Gasser duc) helyezkednek el, centralis nyulvanyaik az agytoérzsben
szinaptizdlnak a masodlagos neuronokkal; az extra- és intrakranidlis szovetek nociceptorai és

termoreceptorai a nucleus tractus spinalis nervi trigemini-ben, a nucleus caudalis teriletén.
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A dura mater okcipitalis teriiletének érz6 beidegzését az elsd két gerincvel6i szegmentum
biztositja (Keller és mtsai., 1985), melyek neuronjai a cervikalis gerincvel6be projicialnak.
Ultrastrukturalis vizsgdlatok igazoltak, hogy a meningedlis AS- és C-tipusu afferensek donté
hanyada szabadon végz6dik az innervalt szovetben. Ruffini-szerl végzédéseket magasabb
rend( gerincesekben, emberi dura materben is azonositottak, els6sorban azokon a
terlileteken, ahol az agyi vénak a sinus sagittalis-ba dmlenek (Andres és mtsai., 1987). A dura
vonatkozo els6, éber embereken végzett nyitott koponyam(itétek soran tett megfigyelések
Harold Wolff és Wilder Penfield nevéhez fiz6dnek (Feindel és mtsai., 1960; Ray és Wolff,
1940). Ezek az 1900-as évek kdzepérdl szarmazd, napjainkban mar klasszikusnak szamité
megfigyelések igazoltdk, hogy mig az agyburkok kiilonb6z6 szenzoros stimulusokkal térténé
ingerlése altal kivalthaté egyetlen érzésféleség a fajdalom, mely lokalizaciéjdban is megfelel
a spontdn jelentkezé fejfajasoknak, addig maga az agy allomanyanak és az agyi erek

tobbségének ingerlése semmilyen érzetet nem valt ki.

2.2. A meningeidlis szoveteket innervalé kemoszenzitiv neuron populacié

A kemoszenzitiv vagy capsaicin szenzitiv neuron populacié jelenlétét korabban
szamos szervben igazoltak. A kemoszenzitiv neuronok a hatsé gyoki ganglionokban és az
agyidegek érz6 ducaiban elhelyezkedd kis- és kozepes méret(i pszeudounipolaris neuronok,
melyek vékony vel6s Ad- vagy vel6tlen C-tipusu rostokkal rendelkeznek (Henrich és mtsai.,
2015; Jancs6 és mtsai., 1977, 1980, 1985a; Lynn, 1990; Nagy és mtsai., 1983; Scadding,
1980). A kemoszenzitiv neuronok mind morfoldgiai-, mind neurokémiai- és funkcionalis
tulajdonsagaik tekintetében sajatos populdciojat alkotjdk a primer szenzoros neuronoknak
(Buck és Burks, 1986; Holzer, 1991; Jancsé, 1992; Jancsé és mtsai., 1977, 1987; Szolcsanyi,
2004). A tranziens receptor potencidl (TRP) receptor csaldadhoz tartozd receptorokat
expresszdlnak, jelentés hanyaduk a tranziens receptor potencidl vanilloid 1 (TRPV1) vagy
capsaicin receptort, illetve a tranziens receptor potencidl ankyrin 1 (TRPA1) receptort
(Benemei és mtsai., 2015; Bessac és Jordt, 2008; Caterina és mtsai., 1997; Guo és mtsai.,
1999; Jancsé és mtsai., 1977, 1985a; Lehmann és mtsai., 2016; Szigeti és mtsai., 2012).

A TRP receptorok nem szelektiv kation csatornak, melyek aktivalédasa a Na* mellett
jelentés mennyiségl ca® sejtbe jutasat eredményezheti (Julius, 2013). A sejtbe aramld

kationok felel6sek a neuron depolarizaciéjaért, az idegingerilet tovaterjedéséért és végsé
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soron a nociceptiv informdcié tovabbitdsdért. A Ca®* bedramlas neuropeptidek
felszabaduldsat valtja ki a peptiderg érzé neuronokbdl. A TRP csatornak kilonféle nociceptiv
ingerek: endogén és exogén eredetli kémiai anyagok, a pH, a hémérséklet és az ozmotikus
viszonyok vdéltozasait szignalizalé receptorok. A TRP receptorok kdzponti jelentéségre tettek
szert a kiilonb06z6 szervek fizioldgias és patofizioldgias folyamatainak megértésében (Gees és
mtsai., 2012; Nilius és Owsianik, 2011).

A kemoszenzitiv neuronok jelentGs hanyada neuropeptideket, tobbek kozott CGRP-t,
P-anyagot (substance P, SP), neurokinin A-t (NKA), szomatosztatint és hipofizis adenilat-ciklaz
aktivald polipeptidet tartalmaz (Hokfelt és mtsai., 1980; Hou és mtsai., 2002; Jancsé és
mtsai., 1981; Kestell és mtsai., 2015; Lundberg és mtsai., 1992; Zhang és mtsai., 1997). A
peptiderg nociceptorok 6sszetett funkcidval rendelkeznek; egyrészt afferens miikodésiknek
megfelel6en tovabbitjdk a nociceptiv informaciot a kozponti idegrendszer irdnydba, masrészt
a periférias végz6déseikbbl neuropeptideket felszabaditva efferens funkciot is betoltenek. A
periférias végz6désekbdl szabaddd vald peptidek az innervalt szovetben lokalis szabalyozd
szerepet latnak el; részben kozvetlenll, részben szoveti hizdsejtekbél tovabbi vazoaktiv
mediatorokat felszabaditva simaizom relaxaciét, vazodilatdciot és érfal permeabilitds
fokozddast eredményeznek (Buck és Burks, 1986; Holzer, 1991; Jancsé és mtsai., 1968, 1977,
1980; Maggi és Meli, 1988; Szallasi és Blumberg, 1996; Szolcsanyi, 1988). Bar az igy kialakuld
steril szbveti neurogén gyulladdsos reakcidé bioldgiai szerepének megitélése a kiilonboz6
szervekben és szovetekben némileg eltér6, a fokozott szoveti véraramlas kétségkivil
el6segiti a szOveti integritds meglrzését. A gyulladasos medidtorokat tartalmazd szévetben
kialakuld neurogén gyulladasos reakcié a fokozott véraramlds révén felgyorsitja a karos
anyagok eltavolitasat és segiti a szoveti restitlciét (Pintér és mtsai. 2002).

Kisérleti adatok arra utalnak, hogy az aktivalt kemoszenzitiv afferensek nem csak
gyulladaskelté hatasu neuropeptideket, hanem a gyulladasos reakciot gatld hatasu
szomatosztatint is felszabadithatnak, mely a keringésbe jutva szisztémas fajdalomcsillapitd
hatast fejthet ki (Helyes és mtsai., 2000; Lembeck és mtsai., 1982; Pintér és mtsai., 2006;
Szolcsanyi és mtsai., 1998).

A neurogén gyulladasos reakcié két f6 komponensének, a CGRP altal kivaltott
vazodilataciénak és a dont6en a SP hatdsanak tulajdonitott érfal permeabilitds fokozédas
szerepének megitélése a migrén patogenezise szempontjabdl eltéré. Bar kisérletes

koriulmények kozott a trigemindlis afferensek elektromos ingerlésével permeabilitas
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fokozoddas volt kivalthatd a dura mater ereiben (Buzzi és mtsai., 1989), klinikai vizsgalatok
soran bebizonyosodott, hogy a neurogén plazma extravazacié gatldsa neurokinin 1 receptor
antagonistakkal sem a migrénes roham kialakuldsat, sem a roham soran jelentkez6 fajdalom
mértékét nem befolyasolta (Williamson és Hargreaves, 2001). Mindent Osszevetve a
neurogén plazma extravazacié szerepe a migrén patomechanizmusdban minden
valdszinliség szerint elhanyagolhatd, még akkor is, ha Ujabb megfigyelések migrénes aura
kialakuldasat Osszefliggésbe hoztak a meningealis erek fokozottan atereszt6vé valasaval
(Rotstein és mtsai.,, 2012). A fejfajasok patomechanizmusat vizsgald kutatasok soran
egyértelmlen nagyobb figyelem fordult a kemoszenzitiv nociceptorok aktivalddasat kiséré
CGRP felszabadulas és a kévetkezményes szenzoros neurogén vazodilatdcié felé (Benemei és

mtsai., 2009; Dux és mtsai., 2003; Edvinsson és Warfvinge, 2017).

2.3. A tranziens receptor potencial vanilloid 1 receptor

Bar a capsaicin okozta csipls érzés kivaltasaért felel6s receptor létezésének
gondolata mar jéval kordbban felmerilt (Szallasi és Blumberg, 1990; Szolcsanyi és Jancso-
Gdbor, 1975), a capsaicin receptort, - melyet elGszor vanilloid receptor 1-nek neveztek el,
majd kés6bb, szerkezetének pontos megismerését kovetéen a TRP receptor csalddba
soroltak be és TRPV1 receptornak neveztek el - 1997-ben Caterina és munkatarsai kléonoztak
(Caterina és mtsai., 1997).

A funkcionadlis TRPV1 receptor négy alegységhdl épil fel. Egy alegység hat
transzmembran doménnel rendelkezik, az 5. és 6. transzmembran régié kozott egy rovid
hidroféb pérust formaléd szegmenttel, mely csatorna régidként mdikodik (1. abra). A
periférias idegrendszerben a TRPV1 receptor déntéen a kis- és kdzepes méretl hatsé gyoki-
és trigeminalis nociceptiv primer szenzoros neuronokban fejez6dik ki (Caterina és mtsai.,
1997; Huang és mtsai.,, 2012; Hwang és mtsai., 2005). Kimutattdk tobbek kozott a bért
(Tsukagoshi és mtsai., 2006), hugyhdlyagot (Liu és mtsai., 2014), légutakat (De Logu és
mtsai., 2016; Zhao és mtsai., 2016), a cochledt (Vass és mtsai., 2004), a tdpcsatorna
strukturait (Holzer, 2011) és a szivet (Freichel és mtsai., 2017) innervald primer nociceptor
végz6déseken. A TRPV1 receptort kdzponti idegrendszeri strukturdkon is azonositottak (pl.
frontalis kéreg, kisagy, limbikus rendszer, bazalis ganglionok, agytorzs) (Cavanaugh és mtsai.,
2011; Cristino és mtsai., 2006; Mezey és mtsai., 2000). A receptort nem csak neuronok

expresszaljdk; vaszkularis simaizomsejteken (Cavanaugh és mtsai.,, 2011; Kark és mtsai.,
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2008; Sand és mtsai.,, 2015), az epidermisz keratinocitdin (Caterina és Pang, 2016), a
hugyhdlyag simaizom sejtjein és az urotheliumon (Lazzeri és mtsai.,, 2004), neutrofil
granulocitdkon (Kose és Naziroglu, 2015) és makrofagokon (Ninomiya és mtsai., 2017) is
el6fordul.

A TRPV1 receptort magas h6mérséklet (>43 °C), savas pH és kiilonféle exogén és
endogén eredetld anyagok aktivdlhatjdk (Tominaga és Caterina, 2004; Tominaga és
Tominaga, 2005). A receptor els6ként azonositott és egyben legtébbet tanulmanyozott
archetipikus exogén agonistaja a capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide), a paprika
(Capsicum annuum) csip8s anyaga (Jancsé és mtsai., 1968, 1987). Egy tovabbi természetben
el6forduld agonistdja a receptornak a reziniferatoxin, a marokkdi Euphorbia resinifera
nedvébdl nyert diterpén (Hergenhahn és mtsai., 1984; Szallasi és mtsai., 1999). A bors csip8s
anyaga a piperin és a gyombérbdl kinyerhet6 zingeron, valamint az etanol szintén ismert
aktivatorai a receptornak (Liu és Simon, 1996). Reaktiv oxigén gyokok diszulfid hidak képzése
révén modosithatjdk a TRPV1 receptor szerkezetét és mikodését (Taylor-Clark, 2016). A
TRPV1 receptor endogén agonistai kozott taldlunk kilonb6z6 membran lipid metabolitokat,
mint az eikosanoidok és az endovanilloidok. Utébbiakrél ismert, hogy kannabinoid receptor
agonista endokannabinoidokként is hatnak (Ahluwalia és mtsai., 2003; Di Marzo és mtsai.,
2002; Zygmunt és mtsai., 1999). Az arachidonoil-etanolamid (anandamid) a TRPV1 receptor
legrészletesebben tanulmanyozott endogén ligandja, amely hatasos aktivatora a
kannabinoid (CB) receptoroknak is. Az endovanilloid anandamidot és N-arachidonoil-
dopamin-t (NADA) kordbban hatsé gyoki ganglionokban mint természetes korilmények
kozott is el6fordulé TRPV1 agonistakat mutattak ki (Dinis és mtsai., 2004; Khasabova és
mtsai., 2013; van der Stelt és mtsai., 2005).

Hasonldan mas receptor fehérjékhez, a TRPV1 receptor is szamos foszforilacids
hellyel rendelkezik, ahol a proteinkinaz C (PKC) (Bhave és mtsai., 2003; Premkumar és mtsai.,
2004), a proteinkinaz A (PKA) (De Petrocellis és mtsai., 2001; Rosenbaum és Simon, 2007)
vagy a Ca?*/kalmodulin-dependens protein kindz Il (CaMKIl) (Zhang és mtsai., 2011b)
szerkezeti modositast hozhat létre, ami a receptor funkcidjat is befolyasolja. Szoveti
gyulladdsos mediatorok mint a bradykinin, szerotonin és a prosztaglandinok, vagy az
idegnovekedési faktor (nerve growth factor, NGF) a TRPV1 receptor szerkezetét foszforilacid
révén modositva fokozza a csatorna hé, protonok vagy kémiai anyagok iranti érzékenységét

és a csatorna nyitasanak valdszinliségét (Jankowski és Koerber, 2010; Mizumura és Murase,
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2015). A receptor fehérje defoszforilaciodja (pl. kalcineurin révén) ugyanakkor csdkkenti a
receptor valaszkészségét (Bevan és mtsai.,, 2014). A membran foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) komponensei, illetve ezek foszfolipaz C 4ltali hasitasa szintén befolyasolja a
TRPV1 ioncsatorna aktivalhatésagat (Rohacs, 2015).

A nociceptorok periférids ingerek hatdsara létrejové szenzitizaciéjat a migrénes
roham kialakuldsaban is jelent8s patofizioldgiai tényezének tekintjik (Burstein és mtsai.,
2011; Dodick és Silberstein, 2006; Levy, 2012; Martins és mtsai., 2017; Tajti és Vécsei, 2009).
A szenzitizdlddott primer szenzoros neuron gyakrabban kiild impulzusokat az agytorzs
masodlagos neuronjai irdnydba (periférias szenzitizacid). Ennek az dllapotnak a tartds
fennallasa végsé soron megvaltoztathatja a masodlagos neuron érzékenységét is, ami igy
mar a periféria fel6l érkezé fokozott impulzusok hidnydban is gyakrabban aktivalodik
(centralis szenzitizacio).

Bar a capsaicin akutan a TRPV1 receptorok aktivaldsa révén égé fajdalomérzést valt ki
a bdéron és a nydlkahartydkon, tartds- vagy ismételt alkalmazdasa a fajdalommal jaré kdrképek
esetében fajdalom csillapitd hatdsunak bizonyult. Jancsé Miklés szegedi farmakoldgus
professzor kutatdsai mutattak rd el6szor, hogy a capsaicin ismételt alkalmazasaval kisérleti
allatokban az analgézidanak egy sajatos formdja valthatd ki: az érz6 idegvégzGdések
érzéketlenné valnak fajdalomkelt6 kémiai ingerekkel szemben, ugyanakkor a mechanikai
ingerekkel szembeni védlaszkészséglik megmarad (Jancsé és Jancsd, 1949; Jancsé és mtsai.,
1967, 1968). KésGbb allatkisérletes megfigyelések is igazoltdk, hogy a capsaicin ismételt vagy
tartds applikaciojat kovetGen a kemoszenzitiv neuronok deszenzibilizalédnak, ami kezdetben
csak a TRPV1 receptor funkcidvesztésében nyilvanul meg, nagyobb capsaicin ddzisok
azonban mar a neuron teljes funkcioképtelenségét okozzdk (Jancsé és mtsai., 1987; Nagy,
1982; Nagy és mtsai., 2004; Szallasi és mtsai., 1999; Szolcsanyi, 1984). Alacsony capsaicin
koncentraciok alkalmazasaval, illetve rovidebb expozicids id6t kovetéen a TRPV1 receptor
funkcidvesztésének hatterében valdszinlileg a receptor defoszforilaciéjat eredményezé
intracellularis folyamatok dllnak (Novakova-Tousova és mtsai., 2007). Magasabb capsaicin
koncentracido, vagy hosszabb expozicios id6 a neuronok génexpresszidjat is
megvaltoztathatja, ami a nociceptiv informacié feldolgozasdban szerepet jatszé receptorok
és transzmitterek szintézisét, illetve a receptorok membranba vald kihelyez6dését
vdltoztatja meg (Sanz-Salvador és mtsai., 2012). A nagy dodzisu capsaicin hatasara a sejtbe

s / 2 s , o . . s . . ,
aramlé Ca”" a kemoszenzitiv neuronok degenerativ folyamatait is kivalthatja, ami extrém
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esetben a TRPV1 receptort expresszalé szenzoros neuronokban lizoszdmak széteséséhez és
protedzok aktivalddasahoz vezethet (Chard és mtsai., 1995, Jancsé és mtsai., 1977, 1978,

1985a, 1987; Kiraly és mtsai., 1991; Marsh és mtsai., 1987; Olah és mtsai., 2001).
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1. abra. A TRPA1 és TRPV1 receptor monomerek szerkezete. TRPA1: tranziens receptor potencial
ankyrin 1, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1, PIP,: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat,
TRP: TRP box, CAM: kalmodulin, ATP: adenozin trifoszfat (Bessac és Jordt, 2008).

2.4. A tranziens receptor potencial ankyrin 1 receptor

A TRPA1 kation csatorna a tranziens receptor potencidl ankyrin receptor csalad
emberben ismert egyetlen képviselGje (Nilius és mtsai., 2005). A TRPA1 receptor jellegzetes
szerkezeti eleme az N-terminalis helyzet( nagyszamu ismétl6dé ankyrin szekvencia (1. abra).
Ragcsaldkban a ganglion trigeminale neuronjainak kb. 8 %-a expresszalja a TRPA1 receptort,
ugyanilyen aranyban mutathatd ki a TRPA1 receptor a dura matert innervalé trigeminalis
afferenseken is (Huang és mtsai., 2012). Human trigemindlis ganglionban a ragcsalékhoz
hasonldan a neuronoknak csupdn egy kis populacidja expresszalja a TRPA1 receptort (Flegel
és mtsai., 2015). A TRPA1 pozitiv sejtek szinte kizarélag kis- és kdzepes méretli neuronok,
dontd tobbségiik (97 %) peptiderg, CGRP-t, SP-t tartalmaz (Hajna és mtsai., 2016; Story és
mtsai., 2003; Wang és mtsai., 2019). A TRPA1 csatorna aktivacidja kozvetiti a mustarolaj
(allil-izotiocianat), a fokhagymaban |évé allicin és a fahéjaldehid irritdlé hatasat (Nieto-
Posadas és mtsai., 2011). Az akrolein, ami a dohanyfist és a jarmivek kipufogd gazanak

egyik komponense és mas irritalé gazok (pl. a fejfajas fanak nevezett Umbellularia californica
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altal a leveg6be juttatott umbellulon) belégzése a nociceptorok TRPA1l receptorainak
aktivalasa révén provokalhatnak migrénes fejfajast arra hajlamos emberekben (Benemei és
mtsai., 2014; Nassini és mtsai., 2012; Silva-Néto és mtsai., 2014). Ezen irritdnsok apnoét és
kdnnyezést is okozhatnak a légutak és a nyalkahartydk kemoszenzitiv nociceptorainak
izgatdsa révén. A receptor endogén agonistaja a szovetekben képz6dd hidrogén peroxid,
illetve a lipid peroxidacid soran termel6dé 4-hidroxi-nonenal és az endogén eredet(i akrolein
is (Andersson és mtsai., 2008; Macpherson és mtsai., 2007a; Trevisani és mtsai., 2007). A
kémiai irritdnsok mellett a TRPA1 receptor a fajdalmas hideg (<17 °C) szenzoraként (Pan és
mtsai., 2018), illetve a hallasban szerepet jatszé szérsejtek transzdukcids csatornajaként is
mUikodik (Corey és mtsai., 2004).

A TRPA1 receptor agonistai alapvetfen két egymastdl eltéré mddon aktivalhatjak a
receptort. Az agonistdk egy csoportja hasonléan a capsaicin TRPV1 receptoron kifejtett
aktivalé hatasahoz a receptor meghatarozott szekvenciajaval valé atmeneti kapcsolddas
atjdn fejti ki hatdsat, mig masok elektrofil agensként a receptor fehérje cisztein
komponenseinek tiol lancaival reagdlva hoznak létre a receptor aktivalédasat eredményezé
szerkezeti vdltozast (Hinman és mtsai., 2006; Macpherson és mtsai., 2007b; Meents és
mtsai., 2017). A TRPV1 receptorhoz hasonldan, a receptor fehérje foszforilacidja érzékenyiti
a TRPA1 csatornat agonistdival szemben. Gyulladasos mediatorok (pl. bradykinin) foszfolipaz
C vagy PKA aktivaldsa utjan szenzitizalhatjak a receptort (Gouin és mtsai., 2017; Wang és
mtsai., 2008).

Hisztoldgiai és funkcionadlis vizsgalatok igazoltdk a TRPA1 és a TRPV1 receptor
kolokalizaciéjat ragcsaldk spinalis és trigeminalis ganglion sejtjeiben. A TRPA1-immunreaktiv
neuronok 97 %-a expresszalja a TRPV1 receptort is (Jordt és mtsai., 2004; Salas és mtsai.,
2009; Story és mtsai., 2003). Bar a két receptort aktivald stimulusok eltéréek, egylittes
el6fordulasuk a nociceptorokban lehet6séget biztosit a receptorok kozotti interakciéra, ami
megvaltoztathatja a nociceptiv neuron valaszkészségét is. A mustarolajjal kivaltott TRPA1
csatorna aktivaciot pozitiv moédon befolydsolja a TRPV1 receptorok jelenléte (Salas és mtsai.,
2009), ugyanakkor a TRPA1l receptor aktivacidja segit helyreallitani a neuron TRPV1
receptorainak capsaicin iranti érzékenységét deszenzibilizalt allapotban (Zhang és mtsai.,
2011a). Funkcionalis szempontbdl a két receptor kozott kialakuld interakcidk a szévetek

gyulladasos allapotdban lehetnek kiilondsen fontosak.
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A perivaszkuldris helyzet( afferensek TRPA1 receptorainak aktivacidja révén kivaltott
CGRP felszabadulds és kovetkezményes vazodilatacid a kardiovaszkularis rendszerben
altaldanosan megfigyelt reakcié (Aubdool és mtsai., 2016; Earley, 2012; Sullivan és mtsai.,
2015). Patkanyok cerebralis és cerebellaris rezisztencia artéridiban ezen feliil endothel fliggé
vazodilataciot is kimutattak (Earley és mtsai., 2009), ami az endothel-simaizom hataron (un.
mioendothelidlis junkcid) expresszalédé TRPA1 receptorok aktivaléddsanak kovetkezménye.
A két sejttipus ezen kiilonleges kapcsolddasi pontjain Ca®*-fliggé K'-csatorndk (Kca3.1) és
konnexin expressziéjat mutattak ki (Haddock és mtsai., 2006; Sandow és mtsai., 2006). Az
endothelidlis TRPA1 receptorokon keresztil bedramlé Ca®* az endoplazmas retikulumbdl
tovdbbi Ca**-felszabadulast indukal, ami a Ca**-fiiggd K'-csatorndk nyitdsa révén
hiperpolarizalja az endothelt. Az endothel hiperpolarizacidja mioendothelidlis gap junction

utjan terjed tovabb a szomszédos simaizom sejtekre, ahol relaxaciot valt ki.

2.5. A kalcitonin gén-rokon peptid

A CGRP-t el6szor, mint a kalcitonin gén alternativ hasitasi termékét azonositottak
(Amara és mtsai., 1982; Rosenfeld és mtsai.,, 1983). Mig a kalcitonin messenger
ribonukleinsav (mRNS) a pajzsmirigyben, addig ez a kés6bb azonositott peptid - melyet
CGRP-nek neveztek el - jellemz6en neuronokban fordul el6 (Rosenfeld és mtsai., 1984). A
CGRP egyarant kimutathaté szenzoros-, motoros- és integrativ funkcidval rendelkez6
idegrendszeri strukturakban, valamint egyéb, nem neuronadlis eredetl sejtekben;
endothelsejtekben, zsirsejtekben, keratinocitdkban és fehérvérsejtekben (Cai és mtsai.,
1993; Gupta és mtsai., 2007; Hou és mtsai., 2011; McGillis és mtsai., 1991).

A CGRP 37 aminosavbdl allé peptid. Emberben a CGRP két izoformdja, az egymastol
mindossze 3 aminosavban kilénb6z6 oCGRP és BCGRP a 11. kromoszéma két kilon
génjének terméke (Steenbergh és mtsai., 1986; Wimalawansa és mtsai.,, 1990). Igen
nagyfoku a hasonldsdg az allatkisérletekben hasznalt ragcsalék (patkany, egér) és a human
CGRP izoformadk kozott is (Russell és mtsai., 2014). Az aCGRP és a BCGRP bioldgiai hatasuk
tekintetében is nagyfoku hasonlésagot mutatnak (Morris és mtsai., 1984; Steenbergh és
mtsai., 1986). Hagyomanyosan az aCGRP-t a periférids és centrdlis idegrendszerben, a
BCGRP-t az enterdlis idegrendszerben el6forduld formanak tekintik, bar Ujabb adatok az
érrendszer egyes szakaszain a két forma egyuttes el6forduldsara utalnak (Brain és Grant,

2004; Mulderry és mtsai., 1985). A neuronokban a CGRP szintézisét kovetéen nagy dense
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core vezikuldkban tdrolddik, melyekb6l a neuron depolarizaciéjat kovetéen Caz+—f[]gg()'

exocitozissal urdl.

2.6. A kalcitonin gén-rokon peptid a trigeminovaszkularis rendszerben

Emberben a trigeminalis ganglion neuronjainak jelentés populdcidja (49 %-a)
tartalmaz CGRP-t, a neuronok egy kisebb hanyadaban SP-vel kolokalizdltan (Eftekhari és
mtsai., 2010). Immunhisztokémiai festéssel human és ragcsalé dura materben is jelentGs
szadmban mutathaték ki CGRP tartalmu axonok a vérellatdst biztositd arteria meningea
medidt kiséré idegrost kotegek formdjaban, a sinus sagittalis superior és a sinus transversus
mentén, illetve az erekt6l tavolabbi kotészovetes terileteken is (Keller és Marfurt, 1991;
Strassman és mtsai., 2004). A dura materben a CGRP tulnyomdan a kemoszenzitiv
afferensekben fordul el6, a TRPV1 receptort expresszalé afferenseknek pedig 70 %-a
tartalmaz CGRP-t is (Shimizu és mtsai., 2007). A dura materben el6fordulé valamennyi CGRP-
immunreaktiv axont szenzoros eredetlinek tekintjiik; a nervus trigeminus, vagy a fels6
gerincvel6i  szegmentumok  primer szenzoros neuronjainak nyulvdnya. Human
szovetmintakban CGRP-immunreaktivitds nem mutathaté ki a dura matert innervald
szimpatikus és paraszimpatikus ganglionokban (Csati és mtsai., 2012; Tajti és mtsai., 1999).
CGRP tartalmu perivaszkularis idegrostok szinte valamennyi szervben megfigyelhet6ek,
valamivel nagyobb gyakorisagban az artéridk/arterioldk, mint a vénak falaban (Edvinsson és
mtsai., 2001; Yokomizo és mtsai., 2015).

A CGRP biolégiai hatasainak vizsgalata soran Brain és munkatarsai tették azt az
alapvet6 megfigyelést, miszerint a CGRP rendkivil potens vazodilatator hatassal rendelkezik,
mind allatkisérletes modellekben, mind pedig human vizsgdlatokban (Brain és mtsai., 1985;
Russell és mtsai., 2014). Viszonylag koran egyértelm(vé valt a perivaszkularis axonokbol
felszabadulé CGRP keringésszabalyozasban betoltott szerepe is. Edvinsson és munkatarsai
1985-ben macskak intracerebradlis artéridin végzett kisérletei igazoltak a perivaszkularis CGRP
tartalmu afferensek jelenlétét az agyi erek kozelében, valamint az ezekb 6l felszabadulé CGRP
vazodilatator hatasat (Edvinsson és mtsai., 1985). A CGRP nem csak cerebralis artéridkban,
hanem a migrén patomechanizmusa szempontjabdl kiemelt jelentéség(i meningedlis ereken
(dura mater és pia mater artériai) is erGs vazodilatator hatasu anyagnak bizonyult (Jansen-

Olesen és mtsai., 1996).
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A meningeadlis nociceptorok valaszkészségének fokozdédasa (szenzitizalédasa) nem
csak a specifikus nociceptor ioncsatorndk (TRPV1, TRPA1) kiilonbozé vér- és szoveti eredet(
faktorok (pl. prosztaglandinok, bradykinin) hatdsara bekovetkezé receptor fehérje
foszforilacio eredménye lehet. A migrén patogenezisében szerepet jatszhatnak olyan
mechanizmusok is, melyek a nociceptorok membranpotenciadljanak megvaltoztatasa révén
érzékenyitik a primer szenzoros neuront (Levy és mtsai., 2008; Zhang és mtsai., 2007).

A purinerg P2Y receptor és a nem szelektiv ioncsatornaként mikodé P2X receptor
jelent6s szamban expresszalédik a trigeminalis afferenseken, részben a TRPV1 receptorokkal
kolokalizaltan (Ichikawa és Sugimoto, 2004; Ruan és Burnstock, 2003). A dura mater feldl
retrograd modon jeldlt trigeminalis ganglion sejtek tobbsége (52 %) expresszalja vagy a P2X2
vagy a P2X3 receptort, esetleg mindkett6t (Staikopoulos és mtsai., 2007). Az adenozin-
trifoszfat (ATP) és hasitasi termékei a receptor tipusatdl fliggéen vagy Ca** bedramldsa, vagy
G-fehérje altal kozvetitett mddon mddosithatjdk a nociceptorok membranpotencidljat
(Puchatowicz és mtsai., 2014). Bar a G-fehérjék altal kozvetitett hatasok a receptor tipusatdl
fliggben lehetnek pro- vagy antinociceptiv hatasok, patkany izolalt dura materében az ATP
P2Y receptorok aktivalasa révén fokozta a protonok Aaltal kivaltott CGRP felszabaduldst
(Zimmermann és mtsai., 2002).

A dura mater afferenseinek egy része savérzékeny ioncsatorndt (acid sensing ion
channel, ASIC), dont6en az ASIC3 tipusU ioncsatornat expresszal, melyet az alacsony
meningedlis pH aktival (Yan és mtsai., 2011). Az ASIC csatorndk az epithelidlis amilorid-
szenzitiv Na'-csatornak csalddjaba tartoznak (Wemmie és mtsai., 2006). A dura materben
bekovetkez6 viszonylag kismérték( proton koncentracidvaltozas is hatdsos aktivatora az
ASIC3 csatorndnak, amely afferens szigndlt generdlva aktivalja a trigeminalis nociceptiv
palyat. A dura mater pH-jat savas irdnyba tolhatja el a szoveti iszkémia, ami lehet a CSD
kovetkezménye is. A CSD megvaltoztatjia a neuronok valaszkészségét és véraramlds
valtozasokat is kivalt, melyek jelenlegi ismereteink alapjan a migrénes aura tlineteinek
kivaltasaért felelGs valtozdsok lehetnek (Bolay és mtsai., 2002; Lambert és Michalicek, 1994).
A dura mater hizésejtjeinek degranulaciéja, ami a durdban kialakulé neurogén gyulladas
részjelensége, szintén savas metabolitokat szabadit fel, amelyek a szenzoros
idegvégzbdéseket aktivalhatjak (Pejler és mtsai., 2017).

M4ds medidtorok, mint példaul a szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) prejunkcionalis

5-HTip és 5-HTy s receptorain hatva gatolja a primer szenzoros neuronokbdl torténd
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transzmitter felszabadulast (Amrutkar és mtsai., 2012; Buzzi és Moskowitz, 1991). A G-
fehérje altal kozvetitett reakcidé eredményeképpen gatlddik a nociceptorokbdl egyéb ingerek
hatasara bekovetkez6 neuropeptid felszabadulds (Burstein és Jakubowski, 2004; Levy és
mtsai., 2004; Macone és Perloff, 2017). A szerotonin receptor agonista triptanok részben ezt
a hatdst kihasznalva fejtik ki terdpias hatasukat migrénes betegekben. A trigemindlis
rendszerben els6sorban a makxillaris és mandibularis dghoz tartozé neuronokban jelen 1évé
CB1 receptorok (Price és mtsai.,, 2003) endovanilloidokkal/endokannabinoidokkal vald
stimulacidja kilénb6z6 mechanizmusok révén szintén csokkenti a nociceptorok
aktivalhatésagat. A CB1 receptorok stimuladcidja gatolja a sejt adenilat-ciklaz aktivitasat,
gatolja a feszultség fliggd Ca**-csatorndkat és K*-dramot general (Howlett és mtsai., 2010).
Korabban kimutattdk, hogy a trigeminalis CB1 receptorok aktivaciéja gatolja a durdban az
elektromos ingerléssel kivaltott vazodilataciot (Akerman és mtsai., 2004) és a dura mater
héingerlésével kivaltott CGRP felszabaduldst is (Fischer és Messlinger, 2007). A CB1
receptoroknak kiilonleges szerepe lehet a nociceptorok TRPV1 receptorainak aktivaciéjaval
kivaltott CGRP felszabaduldsban, mivel mindkét receptort ugyanazok az endogén ligandok

aktivaljak, mint pl. az anandamid és a NADA (Price és mtsai., 2004).

2.7. A kalcitonin gén-rokon peptid receptora és a peptid cellularis hatdsmechanizmusa

A funkcionalis CGRP receptor 3 fehérjébdl all. A calcitonin receptor-like receptor
(CLR) 7 transzmembran doménnel rendelkezé fehérje, melyet kiegészit egy transzmembran
receptor activity-modifying protein 1 (RAMP1). A RAMP1 felel6s a CGRP specifikus kotéséért.
A funkcionalis CGRP receptor harmadik komponense egy intracellularis fehérje, a receptor
component protein (RCP), ami a receptort az intracelluldris szignalizacids uthoz kapcsolja G-
fehérjén és adenilatcikldzon keresztil (Evans és mtsai., 2000; Flihmann és mtsai., 1995;
Messlinger, 2018; Muff és mtsai., 1998).

Humadn és ragcsald kemény agyhdartydban a CLR és a RAMP1 kimutathatd az artéridk
simaizomsejtjein, patkany dura mater mintdkban azonositottdk még mononukledris sejteken
és Schwann sejteken is (Eftekhari és mtsai., 2013; Lennerz és mtsai., 2008). A trigeminalis
ganglionban a CGRP receptor neuronokban, valamint Schwann- és szatellita sejtekben volt
kimutathatd (Eftekhari és Edvinsson, 2010; Lennerz és mtsai., 2008). Bar a neuronoknak kb.
harmada expresszalia mind a CRL, mind a RAMP1 receptor komponenseket, ezek

kolokalizaciéja a CGRP peptiddel nagyon ritkdn volt megfigyelhet6 (Eftekhari és mtsai., 2010;
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Lennerz és mtsai., 2008). A primer szenzoros neuronok centralis végzédéseinél, az agytorzsi
nucleus tractus spinalis nervi trigemini felszines lamindiban szintén kimutathaté a CGRP
receptorok jelenléte. Arra vonatkozdéan, hogy az agytorzsi masodlagos neuronok
tartalmaznak-e CGRP receptorokat, jelenleg egymasnak ellentmondé irodalmi adatok allnak
rendelkezésre. A primer szenzoros neuronok altal felszabaditott CGRP ennek megfeleléen
vagy direkt mdédon aktivalhat agytorzsi masodlagos neuronokat, vagy a CGRP receptort
expresszald trigemindlis afferensek receptorain hatva preszinaptikus hatasként moduldlja az
ezekbdl felszabaditott glutamat mennyiségét és ezen keresztil a nociceptiv transzmisszioét
(Bower és mtsai., 2016; Eftekhari és mtsai., 2016; Lennerz és mtsai., 2008).

Jelenlegi ismereteink szerint a CGRP a leger6sebb hatdsu vazodilatator anyag az
intracerebrdlis keringésszabdlyozdsban, aminek a hatasa is viszonylag tartés. HataserGssége
tizszerese a leger6sebb hatasu prosztaglandinoknak és sokszorosan meghaladja az acetilkolin
vagy a SP vazodilatator hatdsat (Brain és mtsai., 1985). Kisérletes koriilmények kdzo6tt a CGRP
meningealis  véraramlasfokozd/vazodilatator hatdsa jéIl mérhet6 lézer Doppler
aramlasmérdvel, vagy videomikroszkopos eljarassal (Dux és mtsai., 2003; Fischer és mtsai.,
2010; Gupta és mtsai., 2006; Kurosawa és mtsai., 1995). A meningealis nociceptorokbdl a
periférids szovetben szabadda valé CGRP tovabbi hatasa lehet a kdrnyez6 hizésejteken hatva
azok degranuldcidja és bel6liik tovabbi, a nociceptiv transzmissziét vagy a lokalis szoveti
reakcidkat befolyasold mediatorok (pl. hisztamin, triptadz) felszabaditdsa (Ottosson és
Edvinsson, 1997; Schwenger és mtsai.,, 2007). A periférids nociceptor végz&désekbdl
felszabadulé CGRP kozvetlen meningealis afferenseket stimulalé vagy szenzitizalé hatasat
eddig még nem sikerllt bizonyitani, aminek oka lehet a CGRP receptorok hidnya a dura
mater afferensein (Lennerz és mtsai., 2008).

A CGRP 3altal kivaltott vazodilatacidban valészinlileg tobb kiilonb6z6 intracelluldris
mechanizmus aktivalddasa is szerepet jatszik. Korabbi vizsgdlatok kimutattak mind
endothelium fliggd, mind endothel funkciétdl fuggetlen mechanizmusokat (Brain és Grant,
2004). A szovetekben legjellemz6bb és ennek megfeleléen a legtobbet tanulmdanyozott az
endothel-fliiggetlen vazodilatdci6. A CGRP altal kivaltott véraramlas fokozdédas az
intrakranialis erek esetében is dontSen ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) altal medialt
folyamat (Brain és Grant, 2004; Edvinsson és mtsai., 1985; Yoshimoto és mtsai., 1998). Ennek
soran a CGRP a vaszkuldris simaizom CGRP receptorain hatva fokozza a simaizomsejtek

adenilat-ciklaz aktivitasat, ami fokozza a sejt cAMP termelését. Az ennek kodvetkeztében
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aktivalodo PKA foszforilacié révén ATP-fiiggs K'-csatornakat nyit, a K'-kidramlas pedig a sejt
hiperpolarizaciojat és a simaizomsejtek kovetkezményes relaxacidjat okozza. Kisérleti allatok
meningedlis artéridiban a CGRP dltal kivaltott vazodilatacid jelentésen gatolhaté volt az ATP-
szenzitiv K*-csatorna blokkolé glibenclamid szisztémas infuzidjaval (Gozalov és mtsai., 2005;
Nelson és mtsai., 1990). A CGRP véraramlas fokozé hatdsdban valésziniileg mas tipusu K'-
csatornak aktivacidja is szerepet jatszik, pl. a Ca**-fuggd K'-csatorndk a pia mater

arteriolainak dilataciéjaban (Hong és mtsai., 1996) (2. abra).
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2. dbra. A CGRP receptor szerkezete és az altala kézvetitett hatas cellularis mechanizmusai. PKCe:
proteinkindz Ce, DAG: diacilglicerol, PIP,: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat, PLCB1 foszfolipaz CB1:,
Gapy: G-fehérje aBy alegységek, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, CLR: calcitonin receptor-like
receptor, RAMP1: receptor activity-modifying protein 1, RCP: receptor component protein, B-Arr: -
arrestin, AC: adenilat-ciklaz, PKA: proteinkindz A, NOS: nitrogén-monoxid szintdz, CREB: cAMP
response element-binding protein, ERK: extracellular signal-regulated kinase, ER: endoplazmas
retikulum, IP5: inozitol triszfoszfat, IPs-R: inozitol triszfoszfat receptor, anti-ET1: endothelinl ellenes
(Russell és mtsai., 2014).

A CGRP endothel fliggé vazodilatator hatdsa az intrakranialis erek esetében nem
egyértelmd. Bar human cerebrdlis artériak endothel sejtjeiben valamennyi CGRP receptor
komponens mRNS-e kimutathatd, az endothel eltavolitdsa mégsem okoz valtozast a CGRP-
indukalta vazodilatacié mértékében (Jansen-Olesen és mtsai., 2003). Kisérleti allatok egyes
értipusaiban ezzel szemben az endothelidlis CGRP receptor aktivacidja fokozza a sejt

nitrogén-monoxid (NO) termelését, ami a simaizomsejtekhez diffundalva aktivdlja a
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guanilatciklazt, ami ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) keletkezése révén vazodilataciot
valt ki (Gray és Marshall, 1992). Kisérleti allatokban a CGRP altal kivaltott meningealis
véraramlds fokozédas valdban gatolhatd volt az endothelidlis NO-szintaz gatlasaval
(Akerman és mtsai., 2002a). A dura mater elektromos stimulalasaval kivaltott vazodilatacio,
amely igazoltan a dura afferenseibél felszabadulé CGRP 3altal kivaltott folyamat, szintén
csokkenthet6 volt NO-szintdz gatld szisztémas vagy topikalis alkalmazdasaval (Messlinger és
mtsai., 2000).

A CGRP altal a célsejtekben kivaltott hosszabb tavu hatasok hatterében elképzelhetd
egyes gének upregulacidja is. Ezen mechanizmusoknak kdszonhetéen fokozta a CGRP a P2X3
receptor expressziéjat trigeminalis neuron tenyészetben (Fabbretti és mtsai.,, 2006;
Simonetti és mtsai.,, 2008). In vivo korlilmények kozott a génexpresszid valtozdsokban
valészinlleg kozremikodnek a ganglion sejtek szatellita sejtjei is, melyekben CGRP hatasara
fokozdédik az indukalhatd NO-szintaz aktivitasa és ezen keresztlil a NO termel6dése (Li és
mtsai., 2008), ami viszont a szomszédos neuronokban mitogén-aktivalt protein kinaz
aktivalas révén fokozott CGRP termel6déshez vezet (Bellamy és mtsai., 2006; Russell és

mtsai., 2014).

3. CELKITUZESEK

Kisérleteink alapvetd célkitlizését a fejfajasok, elsGsorban a migrén kialakuldsaban
szerepet jatszd meningedlis és agytorzsi neurondlis illetve vaszkularis folyamatok
patomechanizmusanak vizsgalata képezte. Munkank alapvetéen arra a feltételezésre épiilt,
hogy a szervezet egyéb nociceptiv folyamataihoz hasonléan a kemoszenzitiv, TRPV1
(capsaicin) receptort kifejez6 afferensek fontos szerepet jatszhatnak a fejfajasok, illetve a
meningeadlis nociceptiv mikodések mechanizmusaban. Ezért kezdeti vizsgalatainkban célul
tlztlk ki a kemoszenzitiv primer szenzoros idegek meningeadlis el6forduldsanak funkciondlis
és farmako-morfoldgiai moddszerekkel torténé bizonyitasat. Ezt késébb a meningealis
kemoszenzitiv afferens idegek extrakranialis axon kollaterdlisainak feltérképezésével és
funkcionalis jelent&ségének vizsgdlataval egészitettiik ki.

Tekintettel arra, hogy a migrénes fejfajasok kialakulasa szorosan 6sszefiigg a dura
mater érrendszerében létrejové vaszkuldris folyamatokkal, megvizsgaltuk a kemoszenzitiv

afferenseken kifejez6d6 nociceptiv ioncsatorndak, a TRPV1 és a TRPA1l receptorok
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aktivaldsaval kivalthatd meningealis érreakciokat a kisérletes fejfajaskutatasban alkalmazott
patkdny nyitott koponyaablak modellben. Farmakolégiai és immunhisztokémiai
maddszerekkel kivantuk bizonyitani a TRPV1 és TRPA1 nociceptiv ioncsatorndk, a CGRP és a
CGRP receptor-komplex, valamint a PAR2 receptorok szerepét a meningealis szenzoros
neurogén vazodilatacié mechanizmusaban. Megvizsgaltuk a gdz transzmitterek, a NO és a
kénhidrogén (H,S) interakciéjanak szerepét a meningedlis vaszkuldris reakciokban.
Méréseket végeztiink a meningedlis nociceptorok aktivaléddsa kdvetkeztében felszabaduld
CGRP szisztémds keringés, illetve likvor tér irdnydba torténd transzportjara és lehetséges
hatasaira vonatkozdéan.

Tovabbi vizsgdlataink kilonb6z6 patoldgidas folyamatoknak a meningealis
kemoszenzitiv primer afferens idegek funkciéjara kifejtett hatdsanak feltdrasara irdnyultak.
Megvizsgaltuk a népbetegségnek szamitd - és fokozott migrén prevalenciaval tarsuld -
elhizas kisérletes allatmodelljében a nociceptiv ioncsatornak aktivalasaval kivalthatd
meningeadlis érreakcidkban, a CGRP felszabaduldsban és a dura mater beidegzésében
bekodvetkez6 vdltozdsokat. Ugyancsak vizsgdlat targyava tettik a kisérletes diabetes mellitus
meningedlis szenzoros neurogén vazodilatdciora, CGRP felszabaduldsra és a dura mater
innervacidjara  kifejtett  hatasat. Allatkisérletes modellben tanulmanyoztuk az
onkoterapidban széleskorlen alkalmazott - és szenzoros neuropatia kialakuldasahoz vezet§ -
adriamycin kezelés kovetkezményeit a meningealis vaszkuldris reakcidkra, a CGRP

felszabaduldsra és a CGRP receptor komplexre.

4. MODSZEREK
Ebben a fejezetben a kisérletekben alkalmazott moddszerek altaldnos leirasat
ismertetem, az egyes kisérletsorozatokra vonatkozé részletes informaciok az adott

fejezeteknél talalhatdk.

4.1. Kisérleti allatok

Valamennyi allatkisérletiinket az International Association for the Study of Pain és az
Eurdpai Parlament 2010/63/EU iranyelveivel 6sszhangban terveztilk meg. Kisérleteinket a
Szegedi Tudomdnyegyetem és a Debreceni Egyetem Allatetikai Bizottsdgainak, valamint a

Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen-Nlrnberg Etikai Bizottsaganak és az illetékes
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szakhatdsagok engedélyeinek birtokaban végeztiik. A kisérletek soran a felhasznalt allatok
szamat a szikséges minimumon tartottuk. /n vivo és ex vivo méréseink sordn egy-egy
allatcsoportban 5-22 dllatot, hisztokémiai és elektronmikroszképos vizsgalataink soran 3-4
allatot haszndltunk fel.

Kisérleteink soran feln6tt (250-350 g) mindkét nembeli Wistar és Sprague-Dawley
patkanyokat, valamint C57BI/6 vad tipusu és TRPA1-/- knockout egereket hasznaltunk. Az
allatokat standard laboratériumi koriilmények kozott tartottuk (12 6ras vildgos/sotét
periddus, 22 + 2 °C hémérséklet, 50-70 % relativ paratartalom). Az allatok a legtobb
kisérletlinket megel6z6en standard Osszetételli ragcsdld tdpot és csapvizet kaptak ad

libitum.

Magas zsir- és magas szénhidrat tartalmu diéta hatdsanak vizsgdlata:

Ebben a kisérlet sorozatban 150-170 g tomegl, 6 hetes him Sprague-Dawley
patkanyokat hasznaltunk. Az dllatokat random mddon két csoportra osztottuk. Az egyik
csoport standard laboratériumi patkdnytdpot kapott (3,20 kcal/g, 59 % szénhidrat, 32 %
fehérje, 9 % zsir, diet code: S8106-S011 SM R/M-Z+H, ssniff Spezialdidten GmbH, Germany)
és csapvizet ivott. A masik csoport magas zsir és magas szénhidrat tartalmu tapot evett (4,56
kcal/g, 35 % szénhidrat, 20 % fehérje, 45 % zsir, diet code: 824018, Special Diets Services,
UK) és 5 % szachardz tartalmu csapvizet ivott. Az allatok folyadék és tap fogyasztasat nem
korlatoztuk. Ebben a kisérlet sorozatban valamennyi kisérletiinket az allatok 20 hetes

diétdjat kovetben végeztik.

4.2. Kisérleti allatok el6kezelése
Capsaicin deszenzibilizacio:

Az allatok ezen csoportja 3 egymast koveté napon emelkedé ddzisban (10, 20 és 100
mg/kg) capsaicin oldatot (Sigma-Aldrich, Germany) kapott szubkutan injekciok formajaban
(Ferdinandy és mtsai., 1997). A kontroll csoportba tartozé allatokat a capsaicin olddszerével
(6 % etanol és 8 % Tween 80 fizioldgids sdoldatban) kezeltik. A kisérleteket legkorabban 4

nappal a kezelés befejezése utan végeztik.
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Streptozotocin kezelés:

A kisérleti allatokban diabetes mellitust streptozotocin 65 mg/kg (Sigma-Aldrich,
Germany) egyszeri intravénas injekcidjaval valtottunk ki (Wimhurst és Manchester, 1970). A
diabéteszes allatok egy csoportja inzulin szubsztitucidban részesilt a streptozotocin kezelést
kovet6 3. naptdl kezdve. Az inzulint az allatok naponta egyszer, szubkutan injekcid
formajaban kaptak (Lantus 1 1U/100 g, Aventis Pharma Deutschland GmbH, Germany). A
kontroll csoport allatait a streptozotocin olddszerével (0,1 M citrat puffer, pH 4) kezeltik. Az
allatokat 2, 4 és 6 héttel a streptozotocin kezelést kovet6en hasznaltuk kisérleteinkhez. Az

allatok vércukor szintjét a kisérletek el6tt ellendriztiik.

Adriamycin kezelés:

Az allatok ezen csoportja intravénas injekciék formajaban 15 mg/kg kumulativ
dézisban adriamycin (Doxorubicin, Pharmacia ltalia, Italy) kezelésben részesilt (Tong és
mtsai., 1991). Az adriamycint az allatok 2 héten keresztiil, heti 3 egyenlé részre elosztva (2,5
mg/kg) kaptak. A kontroll allatok fizioldgids sdoldatot kaptak. A kisérleteket 2-7 nappal a

kezelés befejezését kovetben végeztik.

4.3. Kisérleti allatok taplaltsagi dllapotanak vizsgalata

A magas zsir és magas szénhidrat tartalmua tapon tartott allatok és kontroll tarsaik
tapldltsagi allapotat a kordbban a vérplazma biomarkereinek meghatarozasara (Modszerek
4.4) haszndlt allatokon vizsgaltuk. A vérmintdk gyljtését kovet6en az dllatokat tiopental-
natriummal (Thiopental, Biochemie GmbH, Austria vagy Insera Arzneimittel GmbH,
Germany) tulaltattuk (150 mg/kg i.p.), az intraabdomindlis és az epididimalis fehér
zsirszovetet eltavolitottuk és tomegiliket lemértiik. Az elhizas mértékét a teljes zsirszovet

tomeg teljes testtomegre vonatkoztatott szazalékaban hataroztuk meg.

4.4. Vérplazma biomarkerek vizsgalata: vércukor, inzulin, tumor nekrézis faktor a,
interleukin-1B és interleukin-6 koncentraciék meghatarozasa

A 20 héten keresztil kontroll vagy magas zsir és magas szénhidrat tartalmu tapon
tartott allatokat egy éjszakan keresztil éheztettiik. Mdsnap az allatokat tiopental-
natriummal (100 mg/kg, i.p.) altattuk, majd a jobb oldali arteria carotis communis-ba kanilt
vezettlink vérminta gy(ijtésének céljabdl. Rovid stabilizacids periddust kovetben a kaniilon
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keresztul nyert vérmintakat Eppendorf csébe gydjtottik. A mintakban meghataroztuk a
vércukor koncentrdaciéjat (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Magyarorszag, mérési tartomany:
0,6 - 33,3 mmol/l), ezt kovet6en a vérmintakat 2 percig 4 °C-on 10.000 g-n centrifugdltuk,
aliquotoztuk, lefagyasztottuk és a mérések elvégzéséig -70 °C-on taroltuk. Az éhgyomri
inzulin szintet a plazma mintdkban immunoradiometrikus assay (IRMA) kit (Institute of
Isotopes, Hungary, mérési tartomany: 8,6 - 861 uU/ml, érzékenység: 2,8 uU/ml) segitségével
uU/ml egységekben mértiuk. A plazma tumor nekrézis faktor a (TNFa, Thermo Scientific,
USA, mérési tartomany: 15,6 - 1000 pg/ml, érzékenység: <4 pg/mL), interleukin-1B (IL-1B,
Thermo Scientific, USA, mérési tartomany: 25,6 - 2500 pg/ml, érzékenység: 12 pg/ml) és
interleukin-6 (IL-6, Life Technologies, USA, mérési tartomany: 23,5 - 1500 pg/ml,
érzékenység: 5 pg/ml) koncentracidit a kereskedelemben megvasarolhatd enzyme-linked
immunoassay (EIA) kitek segitségével hataroztuk meg, a gyartdk utmutatdsai alapjan. A

plazma citokin koncentracidit pg/ml egységekben mértik.

4.5. Meningealis véraramlas mérés in vivo nyitott koponyaablak preparatumban

A kisérletek kezdetén a patkdnyokat tiopental-natrium intraperitonealis injekcidjaval,
vagy zdart dobozban 5 % izoflurdn (Forene, Abbott, Germany) belélegeztetésével altattuk.

A tiopentdl-natriumot 120 mg/kg kezd6 ddzisban, majd a kisérlet folyaman sziikség
szerint 25 mg/kg kiegészit6 ddzisban alkalmaztuk. A kisérlet folyaman fajdalmas ingerrel (a
fil megcsipésével) ellendriztik idérél id6ére az anesztézia mélységét és arra torekedtiink,
hogy az allat ennek hatdsara se mutasson nociceptiv motoros reakcidkat vagy artérids
vérnyomas valtozast. A tiopental-natriummal altatott allatok a kisérlet folyaman trachea
kanulon keresztlil spontan lélegeztek. Az izofluran anesztéziat a kisérlet folyaman 2 %
izofluran belélegeztetésével tartottuk fenn kezdetben a fejre helyezett maszkon, kés6bb
trachea kanulon keresztil.

Az allatok atlagos artérids vérnyomasat a jobb oldali arteria femoralisba vezetett
kanilon keresztil folyamatosan mértik. Az 3allatok testhGmérsékletét melegité lap
segitségével 37-37,5 °C-on tartottuk. Anyagok szisztémds (intravénds) adasa céljabdl az
allatok jobb oldali vena femoralisaba is kanilt vezettiink.

A meningedlis véraramldst a Kurosawa és munkatarsai altal ismertetett nyitott
koponyaablak mddszerrel mértik (Kurosawa és mtsai., 1995). Az allatok fejét sztereotaxids

készlilékben rogzitettik, a fejteté bdrét a kézépvonalban megnyitottuk és a koponyat a
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parietdlis terlleten szabadda tettiik. A koponyacsontot az egyik oldalon a szabadda tett
parietdlis terlileten kb. 4x6 mme-es teriileten fogdszati furdval eltdvolitottuk. Ekozben a
csontot fizioldgias sdoldattal folyamatosan hitottik, hogy elkeriljik a szévetek
tulmelegedését.

A véraramlast az arteria meningea media dgai folott, a lathaté pia mater artériakat
elkeriilve lézer Doppler aramldasmérével (Periflux 4001 Master, Perimed, Sweden vagy DRT4,
Moor Instruments, UK) mértik. A mérések soran vékony méré szondat (kilsé atmér6: 1 mm,
optikai szalak tdvolsaga: 0,25 mm) haszndltunk, amelyet kozvetlenll az arteria meningea
media aga folé poziciondltunk. Az ilyen feltételek mellett mért véraramlas értékek dontéen a
dura mater artérias véraramlas valtozasairdl szolgaltatnak informdciot. A szabadda tett dura
mater felszinét szintetikus intersticialis folyadékkal (SIF) fedtiik, melynek 6sszetétele: 135
mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5 mM CacCl,, 10 mM gliikéz és 10 mM Hepes (pH 7,4). A
meningedlis véraramlas valtozdsokat a dura mater felszinére topikalisan adott anyagokkal
valtottuk ki. A kilonb6z6 hatdanyagokat 40 pl térfogatban 3, 5 vagy 10 perc id6tartamra
pipettaztuk a dura mater felszinére. Ezt kovetSen eltdvolitottuk és a dura felszinét
ismételten dtmostuk SIF-kal, amig az applikacid el6tti bazdlis véraramlas értékek vissza nem
tértek. Ez a legtdbb esetben 5-10 perc alatt bekdvetkezett. Ujabb applikacidra csak ezt
kdvetben kerllt sor. A vérdramlast perfuzios egységekben (perfusion unit, PU) mértik. A
véraramlas értékeket és az atlagos artérids nyomas értékeit a hasznalt Iézer Doppler dramlas
mérd tipusanak megfelel6en vagy a Perisoft szamitégépes programmal (Perimed, Sweden)
vagy a MoorSoft for Windows (Moor Instruments, UK) programmal rogzitettiik és értékeltik
ki. A bazalis véraramlds értékeket az anyagok applikaciéjat megel6z6 3 percben mért
véraramlds értékek atlagaként hataroztuk meg. A kiilonb6z6 anyagok applikacidjaval
kivaltott véraramlas vdltozasokat a teljes applikacids id6tartam (3, 5 vagy 10 perc) egészére
vonatkoztatott atlag véraramlasként hataroztuk meg, egyes esetekben a percenként vagy
két percenként mért értékek atlagat szamoltuk ki és a bazalis véraramlds szinthez viszonyitva
szazalékos valtozasként fejeztiik ki.

A kiilonb6z6 neurondlis és vaszkularis lokalizaciéju receptorok stimulacidjaval
kivaltott véraramlas valtozasok vizsgalata soran a stimulus alkalmazasat megel6z6en a dura
matert elGkezeltiik a megfelel6 receptor antagonistaval, bizonyos esetekben a receptor
aktivdlasaban szerepet jatszé anyag szintéziséért felel6s enzim(ek) inhibitordval. Az

el6kezelés a kilonb6z6 gatlészerek 5, 10, 15 vagy 20 perc idStartamu topikalis
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applikacidjaval tortént. A receptor antagonistak, illetve az enzim gatldk eltavolitasat
kovetéen a dura SIF-kal torténd atoblitése nélkil kerilt sor a megfelel6 stimulus
alkalmazasara. Néhany kisérlet soran a stimulald és/vagy a gatldszereket intravénas injekcio
formajdban juttattuk az allatok keringésébe. Ezekben a méréssorozatokban a receptor
agonistanak az antagonista/inhibitor applikacidjat/injekciojat megel6z6en és azt kdvetGen
mért meningealis véraramlasra gyakorolt hatdsat hasonlitottuk 6ssze.

Az intrakranidlis trigeminadlis afferensek extrakranidlis kollaterdlisainak kimutatasa
céljabdl végzett kisérleteinkben az arteria meningea media agai folott mért perfiziét
meghataroztuk, majd 20 pl fiziolégias séoldatot vagy 1 uM capsaicin oldatot injektaltunk
lassan (10 sec alatt) a véraramlds méréssel azonos oldalon a musculus temporalisba, a
csonthartydhoz kozeli teriiletre. Néhany esetben a ganglion blokkold hexamethonium
kloridot (20 mg/kg fizioldgids sdoldatban, Sigma-Aldrich, Germany) injektaltuk intravénasan,
mas esetekben a CGRP receptor antagonista kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentumot
(CGRPg37 100 uM, Sigma-Aldrich, Germany) pipettaztuk topikdlis el6kezelés formajaban a
dura materre a capsaicin injekcidjat megel6z6en 4 perccel. Ezekben a kisérletekben a
capsaicin injekciéjat kovet6 4 percben mért vérdramlas atlagértékeket a bazilis
véraramlassal hasonlitottuk 6ssze.

A dura mater kémiai stimulaciéjaval kivaltott centrdlis és periféridas CGRP
felszabaduldst vizsgalé kisérleteink sordn a preparaldast megel6z6en kaniilt vezettiink az
allatok koponyaablakkal azonos oldali vena jugularisaba, melyet 10 U/ml heparin
(Ratiopharm, Germany) tartalmu fizioldgias séoldattal toltottiink fel. A kanill hegyét kranialis
parietdlis koponyacsont eltavolitdsat megel6z6en a nyakizmokat a ko6zépvonalban
kettévalasztottuk, majd a ligamentum atlantooccipitale és a dura mater atvagasaval
megnyitottuk a cisterna cerebellomedullarist (cisterna magna); az agytorzs dorzalis felszinét
szabadda tettik vérdramlas mérés és likvor mintdk gyljtésének céljabél. A canalis
infraorbitalis-on keresztlil vékony szilikon cs6hoz csatlakoztatott 27G tdt vezettiink a
ganglion trigeminale-ba. A csévet 40 ul 2 %-os lidokain hidroklorid (Xylocain, AstraZeneca,
Germany) és 40 pl 0,1 % metilénkék oldataval (Sigma-Aldrich, Germany) toltottik fel, a két
oldatot egymastdl 10 pl térfogatu leveg6é buborékkal elvalasztva. A metilénkék oldatot a
kisérletek végén, a véraramlas mérések befejezése utan juttattuk a ganglionba. Ezt kbvetSen

a tulaltatott allatokat fizioldgids séoldattal transzkardialisan perfundaltuk, a koponyat
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felnyitottuk és meggy6z6dtiink a trigeminalis ganglion kék elszinez6désérél, ami a
ganglionba vezetett tl megfelel6 helyét igazolta. A kisérlet sordan nyert, lidokain
intraganglionaris injekciéjanak hatdsara vonatkozd mérési eredményeinket csak a ganglion
kék elszinez6dése esetén értékeltik ki statisztikailag.

Az in vivo vérdramlas mérést kovetben a kisérletek végén az dllatokat tiopental-

natrium (250 mg/kg i.v.) injekcidjaval tulaltattuk.

4.6. Kalcitonin gén-rokon peptid felszabadulas mérése ex vivo dura mater preparatumban

A meningedlis afferensekb6l nyugalmi koérilmények kozott, illetve kilonb6z6
stimulusok hatasdra bekovetkez6 CGRP felszabaduldst patkany és egér dura mater
preparatumban mértiik ex vivo (Ebersberger és mtsai.,, 1999). Az allatokat tiopentdl-
natriummal (150 mg/kg i.p.) vagy CO, belélegeztetésével talaltattuk majd dekapitaltuk, a
koponydrdl a bért és az izmokat eltavolitottuk, az allkapcsot a temporomandibuldris izliletnél
levdlasztottuk, majd a koponyat a kozépvonalban megfeleztiik. Az agyféltekék o6vatos
eltdvolitdsat kovetben az intakt dura materrel fedett koponyafeleket 30 percen keresztil
karbogén (95 % 0, + 5 % CO,) gazzal atdramoltatott SIF-ban el8inkubaltuk, majd 37 °C-os
nedveskamraban a koponyagédorrel felfelé rogzitettiik. Patkanyokon végzett mérések soran
a koponyagddorbe minden esetben 300 pul, egereken végzett mérések soran 50 ul térfogatu
oldatot pipettaztunk 5 vagy 10 perc id6tartamra. A bazalis CGRP felszabadulast SIF
applikaciéjat kovetéen hataroztuk meg. A mintdkat Eppendorf cs6be gydjtottik, 25 ul EIA
pufferrel (SPI-Bio, Bertin Pharma, France) higitottuk és -70 °C-on tdroltuk. A mintdk CGRP
tartalmat EIA modszerrel, a SPI-Bio (Bertin Pharma, France) EIA kit felhasznalasaval mértik.
A kit érzékenységének alsé hatara 0,7 pg/ml volt. A mintdk CGRP koncentracidjat DYNEX
MRX vagy Opsys MR (Dynex Technologies, Germany) fotométerrel mértik. A kilonbo6zé
stimulusokkal kivaltott CGRP felszabaduldst pg/ml értékekben hataroztuk meg és a bazalis
CGRP felszabadulassal hasonlitottuk 6ssze.

A meningedlis afferensek extrakranidlis kollateralisait vizsgdld kisérleteink soran ex
vivo dura mater prepardtumunkat annyiban maddositottuk, hogy a dekapitalast kovetben a
bért eltdvolitottuk, de az alatta fekv6 izmokat és a csonthartyat érintetlendl hagytuk. 30
perces SIF-ban torténé elGinkubaciét kovetGen vékony szilikon csével és fecskendGvel
csatlakoztatott 26G t(it vezettiink mélyen a musculus temporalisba, vagy a musculus splenius

és a musculus longissimus capitis tapadasi pontjainak kozelébe a tarkétajon. Az injekcios
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rendszert 1 uM-os capsaicin oldattal t6ltottik fel, amit etanolban oldottunk és SIF-kal
higitottunk a végsé koncentraciéra. A kisérlet sordn a dura materrel fedett koponyagddroket
SIF-kal toltottiik fel 10 perc id6tartamra. Két egymast koveté minta szolgdlt a bazdlis CGRP
felszabadulds meghatdrozdsdra, a harmadikat 20 pl capsaicin oldat intramuszkularis
injekciéjat kovet6en gyl(ijtottik, majd 2 tovabbi mintat gy(jtottiink a stimulust kévetéen.
Abbdl a célbdl, hogy kizarjuk annak a lehet&ségét, hogy a koponyan keresztil diffundalé
capsaicin direkt mdédon aktivdlja a dura matert innervdld intrakranidlis afferenseket, a
koponyagddorbe a TRPV1 antagonista capsazepin 1 uM-os oldatat (Sigma-Aldrich, Germany,
100 mM torzsoldat dimetil szulfoxidban oldva és SIF-kal tovabb higitva) toltottik. A
kisérletek végén Ugy bizonyosodtunk meg az afferensek funkcidképességérdl, hogy capsaicin
0,1 uM-os oldatat pipettaztuk a koponyagdodorbe és 10 perc elteltével egy tovabbi mintat
gyljtottink belSle, amelyben meghatdroztuk az intrakranialis afferensek direkt
stimulacidjaval kivaltott CGRP felszabaduldst. Amelyik koponyafél a direkt capsaicin
stimuldcidra nem mutatott a kordbbi kisérleteinknél tapasztalt mértékd CGRP koncentracid
emelkedést, azt nem hasznaltuk fel a statisztikai kiértékelés soran.

Azokban a kisérletekben, amelyekben az extrakranidlis afferenseket nem kémiai
ingerrel (capsaicin applikacidval), hanem elektromos ingerrel stimulaltuk, vékony elektréda
part szdrtunk a musculus temporalisba. Az elektromos ingerlést 10 percen keresztiil 1 ms, 5

mA és 10 Hz paraméterekkel (WPI A360; World Precision Instruments, UK) végeztik.

4.7. Plazma és likvor mintdk kalcitonin gén-rokon peptid tartalmanak meghatarozasa

A dura mater kémiai stimulaciéjaval kivaltott centrdlis és periféridas CGRP
felszabaduldst vizsgald kisérleteinkben az in vivo véraramlas mérésnél leirt preparalds soran
a vena jugularisba vezetett kanllon keresztil vett vérmintdk és a cisterna
cerebellomedullarisbodl gyljtott likvor mintak CGRP tartalmat is meghataroztuk.

A vénas vér 300 pl-ét 10 ul 0,5 M etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA, Sigma-Aldrich,
Germany) tartalmu fecskendébe gydijtottiik, majd Eppendorf csében 60 ul peptiddz inhibitort
tartalmazé EIA pufferrel (SPI-Bio, Bertin Pharma, France) higitottuk. A mintakat 2 percig 700
g-n centrifugaltuk, ezt kovet6en a plazmat Osszegyljtottik és a CGRP koncentracio
meghatarozasaig -20 °C-on taroltuk. A CGRP koncentracidkat a dura mater 60 mM KCl-dal
torténd stimulaciéjat megel6z6en 10 perccel és azt kozvetleniil kdvetGen vett vérmintakbdl

nyert plazmaban hataroztuk meg és hasonlitottuk 6ssze.
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Az allatok preparaldsa soran szabadda tett agytorzs dorzalis felszinét borito likvort
pipettaval gy(jtottik 0Ossze a kornyez6 szovetek érintése nélkil. ElSkisérletekben
25 pl likvort gy(jtottink kozvetlenll a preparalas utan, majd egy kovetkez6t 15 perccel
kés6bb. A koponyaablak kifurdsat kévet6en kozvetleniil, majd 15 percenként tovabbi 3-7
likvor mintat gydjtottiink.

A dura mater kémiai stimulaciéjaval kivaltott meningedlis és agytorzsi véraramlas
valtozasok vizsgdlata sordn a likvor mintak gy(ijtését 30 perccel a koponyaablak elkészitése
utan kezdtik meg, mivel el6kisérleteink eredményei alapjan a preparalds kovetkeztében
atmenetileg megemelkedé CGRP koncentracid ekkorra stabilizdléddott. Ezt az értéket
tekintettik kisérleteink sordn bazalis CGRP felszabaduldsnak. A dura mater kémiai
stimulacidjanak (60 mM KCl applikdcidja) hatdsat a stimulus alkalmazasat 10 perccel
megel6z6en és azt kozvetlenlil kovetéen vett likvor mintdk CGRP tartalmanak
Osszehasonlitasaval hatdroztuk meg. A likvor mintdkat minden esetben Eppendorf cs6be
pipettaztuk, négyszeres térfogatu EIA pufferrel higitottuk és -20 °C-on taroltuk.

A plazma és likvor mintak CGRP tartalmat az ex vivo koponya preparatumokban CGRP
felszabadulds mérésére hasznalt EIA kit segitségével, az ott ismertetett médon hatdroztuk
meg (SPI-Bio, Bertin Pharma, France). A gyarté a CGRP kit érzékenységét plazma mintak

esetében 2 pg/ml értékben hatarozta meg.

4.8. Hisztamin felszabadulas mérése ex vivo dura mater preparatumban

A dura mater hizésejtjeib6l nyugalmi kortlmények kozott, illetve CGRP hatasara
bekovetkez6 hisztamin felszabaduldst ex vivo patkany dura mater preparatumban mértiik. A
preparatum el6készitése és a kisérlet folyaman a mintak gydjtése a CGRP koncentraciok
meghatdrozasara hasznalt prepardatumainkkal azonos maddon tortént (Mddszerek 4.6).
Ezekben a kisérletekben SIF két egymast kdvetS 5 perces applikacidja soran nyert mintdk
hisztamin koncentracidjanak meghatarozasaval nyertiink adatot a bazalis hisztamin
felszabaduldsra vonatkozdan, ezt kdvetben pipettaztuk a koponyagddorbe a CGRP (Sigma-
Aldrich, Germany) 10 uM-os oldatanak 300 pl-ét. A stimulaciét kdvetGen Ujabb két mintat
gy(ijtottink SIF jelenlétében, amivel megbizonyosodtunk a hisztamin felszabadulas bazdlis

értékre torténd visszatérésérdl. Néhany kisérletben a sorrendben masodik, harmadik és
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negyedik mintahoz hasznalt SIF, illetve CGRP tartalmu oldatokat kiegészitettiik a CGRP
receptor gatlé CGRPg 3710 uM koncentraciéju oldataval.

A mintdkat a hisztamin koncentracié meghatdrozasdig -70 °C-on taroltuk. A mintak
hisztamin tartalmat EIA moddszerrel, az IBL Germany altal forgalmazott EIA kit
felhasznaldsdval mértiik. A mintak hisztamin koncentraciéit standard gorbe segitségével
Dynatech, Canada fotométerrel 450 nm-en hatdroztuk meg. A gyartd altal rendelkezésiinkre
bocsatott adatok szerint az EIA kit érzékenységének alsé hatara 2,4 ng/ml hisztamin

koncentracio volt.

4.9. A ganglion trigeminale tranziens receptor potencial vanilloid 1 fehérje tartalmanak
meghatarozasa enzyme-linked immunoassay modszerrel

Kontroll és adriamycinnel szisztémasan kezelt patkanyokat tiopentdl-natrium (200
mg/kg) intraperitonedlis injekcidjaval tulaltattunk, majd dekapitaltunk. A bér és az izmok
eltdvolitasat kovetéen a koponydt a kozépvonalban kettévagtuk, a ganglion trigeminale-t
eltdvolitottuk, tomegét lemértiik, foszfat pufferes sdéoldatban (phosphate-buffered saline,
PBS) homogenizéltuk, majd egy éjszakdn keresztiil -20 °C-on taroltuk. Két fagyasztas-
felolvasztdsi ciklust kdvet8en a homogenizatumokat 4 °C-on 5 percig 5 g-n centrifugaltuk, a
fellluszét dsszegy(ijtottik és a mintdk TRPV1 tartalmdnak meghatarozdsaig -70 °C-on
taroltuk. A mintak TRPV1 fehérje tartalmat EIA modszerrel mértiik az Aviva Systems Biology,
USA-tdl beszerezhet§ kit segitségével. A rendszer gyartd altal ismertetett érzékenysége 0,1

ng/ml volt. A TRPV1 kocentraciot pg/mg szévet értékekben hataroztuk meg.

4.10. A ganglion trigeminale tranziens receptor potencial ankyrin 1 fehérje tartalmanak
meghatarozasa Western blot mddszerrel

A 20 héten keresztiil kontroll vagy magas zsir és magas szénhidrat tartalmu diétan
tartott allatokat egy éjszakdn keresztil éheztettilk. Mdsnap az dllatokat tiopental-
natriummal (150 mg/kg, i.p.) tulaltattuk majd dekapitaltuk. A koponyat a kdzépvonalban
kettévagtuk, a trigeminalis ganglionokat eltavolitottuk, majd 1 mM fenil-metil-szulfonil-
fluorid és proteaz gatlé (mindketté Sigma-Aldrich, USA) tartalmd NP40 pufferben (Thermo
Fisher Scientific, USA) jégen homogenizadltuk. A homogenizatumokat kétszer 10 sec-ig
szonikdltuk, majd 2 6rdig 4 °C-on razattuk. A lizdtumokat 20 percig 4 °C-on 13.680 g-n

centrifugdltuk. A fellluszé fehérje koncentrdciéjat BCA protein assay (Thermo Fisher
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Scientific, USA) segitségével hatdroztuk meg. 10 % SDS poliakrilamid gél-elektroforézist
kdvetben a blottolast nitrocelluléz membranra végeztiik, majd nydlban termeltetett TRPA1-
ellenes ellenanyaggal (1:2500, Alomone Labs, Israel) B-aktinnal parhuzamosan (1:1000, Cell
Signalling Technology, USA) egy éjszakan keresztiil 4 °C hémérsékleten inkubaltuk. Ezt
kdovetéen a membrant szamarban termeltetett nyul ellenes IgG-HRP konjugdtummal (1:5000,
Santa Cruz Biotechnology, USA) 1 6ran keresztil szobah&mérsékleten inkubaltuk. Az
immunreaktiv sdvokat SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, USA) haszndlataval Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak, Japan) segitségével
vizualizaltuk.
4.11. Mustarolajjal kivaltott plazmaextravazacio vizsgalata patkany labhat bérében

A kontroll és magas zsir, magas szénhidrat tartalmu diétdn tartott allatokat tiopental-
natriummal (100 mg/kg, i.p.) altattuk, majd intravénasan 50 mg/kg Evans kék (Sigma-Aldrich,
Germany) festék oldatot (1 % fizioldgids sdéoldatban) injektaltunk. Ezt kovetben a jobb hatso
végtag labhat bérét 5 %-os mustarolaj (Sigma-Aldrich, Germany) oldattal ecseteltiik. 5 perc
varakozasi id6 utan digitalis fényképeket készitettiink a labakrdl. A [dbhat bér Evans kék
extravazacio okozta kék elszinez6dését Image-Pro Plus 7.0 (Qlmaging, USA) szamitogépes
program segitségével értékeltik ki. Az atlagos pixel intenzitds (vildgossag) értékeket a labfej

teljes felszinét lefedd 3x3 mm nagysagu négyzetekben hatdroztuk meg.

4.12. Meningealis afferensek extrakranidlis kollaterdlisainak azonositdsa neuronalis
palyakoévetési eljarassal

A patkanyokat zart dobozban 5 % izofluran belélegeztetésével altattuk. Minden
sebészeti beavatkozast altaldnos érzéstelenitésben végeztiink 3 mg/kg ketamin (Pfizer,
Germany) és 3 mg/kg xylazin (KVP Pharma, Germany) intramuszkularis injekciéjat kovetéen.
Az allatok a mdtét ideje alatt maszkon keresztlil 2 % izoflurant lélegeztek be. A mitétet
kovet6en az allatok ivovizébe metamizolt (Ratiopharm, Germany) adagoltunk (10 mg/kg
dézisban).

A musculus temporalist hosszaban megnyitottuk és 1 mm hosszisagl metszést
ejtettiink az alatta fekvd periosteumon a crista supramastoidea-tél kranidlis irdnyban, kozel
az os occipitale crista nuchalis-dhoz. A pdlyakovetésre az dllatok egy csoportjanal biotinilalt

dextran amint (BDA, 3000 MW, Molecular Probes, USA), egy masik csoportjanal Texas Red
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fluoreszcens festékkel konjugdlt dextran amint (Texas Red, 3000 MW, Molecular Probes,
USA) hasznaltunk. A jel6l6 anyagot kristalyok formdjaban juttattuk a musculus temporalison
ejtett bemetszésbe. 5 perccel késébb a sebet zselatin szivacs darabbal zartuk (Abgel, Sri
Gopal Labs, India) és egy réteg parafilmmel fedtiik abbdl a célbdl, hogy a tracer kérnyez6
szOvetek altali felvételét megakadalyozzuk. Az izmot és a bdért steril varréanyaggal
Osszezartuk. 48-52 Oras tulélést kovetGen az allatokat tiopental-natriummal (150 mg/kg i.p.)
tulaltattuk, el6bb 250 ml fiziolégias séoldattal (NaCl 0,9 %), majd BDA jel6lés esetén 200 ml
2,5 %-os glutdraldehidet, Texas Red konjugatum haszndlatakor pedig pufferezett (0,1 M
foszfat puffer, pH 7,4) 4 % paraformaldehidet tartalmazé fixdlé oldattal transzkardialisan
perfundaltuk. Mintat vettlink a parietalis dura materbdl, tovabba eltdvolitottuk a kezelt
oldali trigemindlis gangliont és az agytorzset. A gangliont total preparatumként fluoreszcens
sztereomikroszkdppal (Leica MZ FLIIl, Leica Microsystems, Germany) értékeltik. Ezt
kévetéen a ganglionokat és az agytérzset egy éjszakan keresztiil 4 °C-on 30 %-os szacharéz
oldatban tartottuk, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és kriosztattal (CM 3050 S
Leica, Switzerland) 20 um vastag hosszanti metszeteket készitettiink bel6liik. A BDA-t avidin-
biotin-peroxiddz médszerrel vizualizaltuk (Vector Laboratories, USA) a 3,3'-diaminobenzidin
(DAB) reakcio terméken nikkel intenzifikaciot alkalmaztunk. A dura matert, a ganglion
trigeminale és az agytorzs metszeteit targylemezre fektettiik és Fluoromount G-vel (Science
Services, Germany) fedtiik. A metszeteket konfokalis mikroszképpal (LSM 710, Carl Zeiss
Microlmaging, Germany) értékeltik ki.

Néhany kisérletben a musculus temporalis Texas Red fluoreszcens festékkel konjugalt
dextran amin (Dextran, Texas Red, 3000 MW Lysine Fixable, Invitrogen, USA) jelolését az
intrakranidlis meningedlis afferensek Rhodamine green fluoreszcens festékkel konjugilt
dextran amin (Dextran, Rhodamine Green, 3000 MW Lysine Fixable, Invitrogen, USA)
jelolésével kombinaltuk. Ezekben a kisérletekben a musculus temporalis mtéti teriletének
zardsat kovetben nyitottuk meg a bért a koponya kdzépvonalaban, majd a jeldlt musculus
temporalis-szal azonos oldalon a parietalis terlileten fogdaszati furéval eltdvolitottuk a
csontot és szabaddd tettiik a dura matert. A Rhodamine green fluoreszcens festékkel
konjugalt dextran amin kristdlyokat az arteria meningea media againak kézelében helyeztiik
a dura mater felszinére, a sebet néhany perces varakozast kovet6en parafilmmel fedtik, a
bért steril varréanyaggal Osszezartuk. 48-52 6rds tulélést kovet6en az allatokat tiopentdl-

natriummal (150 mg/kg i.p.) tulaltattuk, el6bb 250 ml fizioldgias séoldattal (NaCl 0,9 %),
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majd pufferezett (0,1 M foszfat puffer, pH 7,4) 4 % paraformaldehidet tartalmazé fixald
oldattal transzkardiadlisan perfundaltuk. A trigemindlis ganglionokat eltavolitottuk, egy
éjszakan keresztiil 4 °C-on 30 % szachardz oldatban tartottuk, majd folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk és kriosztattal 20 um vastag hosszanti metszeteket készitettiink bel6lik. A
metszetek kiértékelése konfokalis mikroszképpal (LSM 710, Carl Zeiss Microlmaging,

Germany) tortént.

4.13. Dura mater szévetmintak elektronmikroszképos vizsgalata

Him Wistar patkanyokat tiopental-natriummal tdlaltattunk (150 mg/kg i.p.) majd
dekapitdltunk. A bér, az izmok és az allkapocs eltavolitdsat kovetéen a koponyat a
kozépvonalban megfeleztiik és az agyféltekéket kiemeltiik. A koponyafeleket karbogénnel
ataramoltatott Krebs oldatba (119 mM NaCl, 25 mM NaHCOs3, 1,2 mM KH,PQO4, 1,5 mM
MgSQ4, 4,7 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 11mM glikéz, pH 7,4) helyeztiik. A capsaicin-szenzitiv
afferensek azonositdsdra Kirdly és munkatarsainak modszerét haszndltuk (Kirdly és mtsai.,
1991). Tiz perc 37 °C-os Krebs oldatban térténd elSinkubacidt kévetéen 10 pM-os capsaicin
oldatot, vagy a capsaicin oldészerét ugyanilyen koncentraciéban adtuk az inkubalé oldathoz.
10 perccel kés6bb az oldatokat lecseréltiik friss Krebs oldatra, amelyben még tovabbi 60
percig inkubdltuk a preparatumokat. A szovetmintakat 3 oraig in situ fixaltuk 2 %
paraformaldehidet és 1 % glutdraldehidet tartalmazo fixdléban (0,1 M foszfat puffer, pH 7,4),
majd kisméretd, artéria agakat is tartalmazé darabokat metszettiink ki bel6le, ezeket 2 %
ozmium tetroxidot tartalmazé oldatban utéfixaltuk 2 6rdig, alkoholsorban dehidraltuk és
Durcupan-ba (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich, Germany) agyaztuk. A szovetmintakbdl
Reichert-Jung Ultracut E ultrotommal ultravékony metszeteket készitettliink, melyeket
uranilacetattal és Reynolds szerint dlomcitrattal kontrasztoztunk (Reynolds, 1963). A

preparatumokat Jeol Jem 1010 elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.

4.14. Immunhisztokémia

Patkdnyok dura mater totalprepardtumait, az agytorzset boritdé pia mater
totdlpreparatumat és a ganglion trigemindlébdl készilt metszeteket indirekt
immunfluoreszcens technikdval vizsgaltuk. Az allatokat tiopental-natriummal (150 mg/kg,
i.p.) talaltattuk, majd el6bb fiziolégias sooldattal, majd pufferezett (0,1 M foszfat puffer, pH

7,4) 4 % paraformaldehidet tartalmazé fixdlé oldattal perfundaltuk. Az allatokat
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dekapitaltuk, majd a koponyardl eltdvolitottuk a bdért és az izmokat. A koponydt a
kozépvonalban megfeleztiik. Az agyféltekéket kiemeltiik, a dura mater parietalis teriiletérdl
vett szovetmintakat 1 oran keresztil 4 % paraformaldehidet tartalmazé fixdld oldatban
utofixaltuk, majd indirekt immunfluoreszcens technikdval egyes vagy kettGs
immunhisztokémiai festést végeztiink rajtuk.

Néhany kisérlet sordn a trigeminalis ganglionokat is kimetszettiik, 1 6ra utéfixalast
kévetéen egy éjszakdn keresztiil 4 °C-on 30 %-os szachardz oldatban tartottuk, majd
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és kriosztattal (CM 3050 S Leica, Switzerland) 14 pum
vastag hosszanti metszeteket készitettlink bel6liik.

Az agytOrzsi véraramlds valtozasokat vizsgald kisérleteink végén néhany esetben a
tulaltatott kisérleti allatokat fizioldgias séoldattal transzkardidlisan perfundaltuk, majd az
agytorzset 1 éran keresztll 4 % paraformaldehidet tartalmazé fixald oldatban in situ fixaltuk.
Az agytorzs dorzalis felszinét boritd pia matert eltavolitottuk és immunhisztokémiai festést

végeztink rajta.

Ellenanyag Ellenanyagot Higitas Forras
termeld allatfaj

anti-TRPV1 nyul 1:500 Alomone Laboratories, Israel
anti-CGRP egér 1:500 Sigma-Aldrich, Germany
anti-CGRP nyul 1:1000 Peninsula,Germany
anti-CGRP nyul 1:100 Dianova, Germany
anti-nNOS nyul 1:1000 Calbiochem, Germany
anti-TRPA1 nyul 1:500, 1:100 | Abcam, UK
anti-CBS egér 1:100 Santa Cruz Biotechnology, USA
anti-RCP egér 1:50 Santa Cruz Biotechnology, USA
anti-RAMP1 kecske 1:50 Santa Cruz Biotechnology, USA
anti-PAR2 kecske 1:200 Santa Cruz Biotechnology, USA
anti-TH birka 1:2000 Novus Biologicals, USA

1. tablazat. A kisérleteink soran hasznalt primer ellenanyagok. TRPV1: tranziens receptor potencial
vanilloid 1, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, nNOS: neuronalis nitrogén-monoxid szintdz, TRPA1:
tranziens receptor potencial ankyrin 1, CBS: cisztationin B-szintdz, RCP: receptor component protein,
RAMP1: receptor activity-modifying protein 1, PAR2: proteaz aktivalt receptor 2, TH: tirozin-
hidroxilaz.
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A preparatumokat a primer antitestekkel 4 °C-on egy éjszakdn keresztiil, az ezt
kdvetd mosds utdn a masodlagos antitestekkel szobah6n 2 6ran keresztil inkubaltuk. A total
preparatumokat targylemezre helyeztik, Fluoromount G-vel (Science Services, Germany)
fedtik és konfokalis mikroszképpal (LSM 700 vagy LSM 780 Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Germany) értékeltik ki. A kisérletek soran hasznalt primer antitestek tipusait, higitasat és

forrasat az 1. tablazatban, a masodlagos antitestek adatait a 2. tablazatban foglaltam 6ssze.

Fluoreszcens | Ellenanyagot termeld Higitas Forras

jelolés allatfaj

Alexa 488 szamar (nyul ellenes) 1:500, 1:1000 | Molecular Probes, USA

Alexa 555 szamar (kecske ellenes) | 1:500, 1:1000 | Molecular Probes, USA

FITC szamar (nyul ellenes) 1:500 Jackson Immunoresearch
Laboratories, USA

Cy3 szamar (kecske ellenes) | 1:500 Jackson Immunoresearch
Laboratories, USA

Cy3 kecske (nyul ellenes) 1:200 Dianova, Germany

FITC kecske (egér ellenes) 1:500 Sigma-Aldrich, USA

DyLight 488 | kecske (egér ellenes) 1:500 Jackson Immunoresearch
Laboratories, USA

Alexa 488 szamar (birka ellenes) 1:1000 Molecular Probes, USA

2. tablazat. A kisérleteink soran hasznalt masodlagos ellenanyagok. FITC: fluoreszcein-izotiocianat,
Cy3: indokarbocianin.

e ez

Streptozotocinnal kezelt diabéteszes 4dllatok dura materének innervaciéjaban
bekodvetkez6 valtozasok morfometriai kiértékelését x20 nagyitas mellett Image-Pro program
(Qlmaging, USA) segitségével végeztik. Egy-egy dura mintaban 10 mm? teriileten szamoltuk
meg a TRPV1 immunreaktiv képletek cikloid gorbéket tartalmazé mérd sablonnal képezett
metszéspontjait az egyes axonok és a rostkotegek vonatkozasaban. A metszéspontok szamat
é]tlag/mm2 + SEM értékekben hatdroztuk meg (Howard és Reed, 1998).

Néhdany preparatum esetében a sejtmagokat a masodlagos antitestekhez adott 4',6-
diamidino-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI, Sigma-Aldrich, USA) 2 pg/ml oldataval tettik

lathatova.
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4.15. Nitrogén-monoxid, kénhidrogén és nitroxil fluoreszcens hisztokémiai kimutatasa

A NO, H,S és nitroxil (HNO) termel6dését patkdnyok fixalatlan dura mater
preparatumaiban fluoreszcens szenzorokkal mutattuk ki. A tiopentdl-natriummal (150
mg/kg, i.p.) talaltatott és dekapitalt allatok koponyajat megfeleztik, az agyféltekéket
kiemeltiik. A parietdlis teriiletrél kimetszett dura mater mintdkat 37 °C-on 15 percig
inkubaltuk a reagens oldatokkal. A NO kimutatdsara 5 uM
4-amino-5-metilamino-2',7'-difluoreszcein-diacetat  (DAF-FM) oldatot  (Sigma-Aldrich,
Germany), a H,S kimutatara 5 uM 3’-metoxi-3-oxo-3H-spiro[izobenzofuran-1,9’-xanten]-6'-il
2-(piridin-2-ildiszulfanil)benzoat-ot (WSP-1, Cayman, Germany), a HNO kimutatasara pedig
HNO-szelektiv fluoreszcens festéket 10 uM koncentracidban (CuBOT1, a Friedrich-Alexander-
Universitat Erlangen-Nirnberg Lehrstuhl fiir Bioanorganische Chemie munkatdrsai altal a
Rosenthal és Lippard altal kidolgozott mddszerrel elGallitva) (Rosenthal és Lippard, 2010)
haszndltunk. Ezt kdvetSen a dura mintdkat SIF-kal mostuk, majd tovabbi 30 percig 37 °C-on
inkubaltuk SIF-ban. Néhany kisérletben a dura mintakat 45 percig el6inkubaltuk 2 mM N-
metil L-arginin acetat (L-NMMA, Sigma-Aldrich, Germany) vagy 2 mM oxalsav amid (Sigma-
Aldrich, Germany) oldatdban, néhdany esetben egyidejlileg mindkettében, mielStt a kordbban
ismertetett fluoreszcens szenzorokat alkalmaztuk volna. A reakcié eredményeként létrejott
z6ld fluoreszcenciat minden esetben fluoreszcein-izotiocianat (FITC) detektalasara alkalmas
filter segitségével LSM 780 konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk.

A dura mater NO termelésének mennyiségi kimutatasara izolalt dura mater mintakat
30 percig 37 °C-on el8kezeltiink 2 mM oxalsav amid oldataval, majd 30 percig inkubaltunk a
NO szenzor DAF-FM-tal. Hasonléan a szbveti H,S termelés kimutatdsa céljabol 2 mM L-
NMMA el6kezelést kovetben reagdltattuk a mintakat WSP-1 oldatban. Ezeknél a méréseknél
a folyadékban kialakuld fluoreszcencidt Jasco spectrofluoriméterrel vizsgaltuk (Jasco
Analytical Instruments, Germany) a DAF-FM esetében Aex 485 és Aem 538 nm, a WSP-1
esetében pedig Aex 465 és Aem 515nm hulldmhosszak mellett. A szbvettomegre
vonatkoztatott mért fluoreszcencia intenzitdst a kontralateralis, el6kezelés nélkili dura

mater értékeivel hasonlitottuk ossze.

4.16. Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz aktivitas hisztokémiai kimutatasa
Az arteria meningea media agait tartalmazo dura mater mintakat 0,3 % Triton X-100

tartalmd 0,1 M PBS-ben 60 percig el8inkubaltuk, majd 37 °C-on 15 percig reagaltattuk a
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nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)-diaforaz kimutatdsdra szolgdlé oldatban (1
mg/ml nitroblue tetrazolium, 0,4 mg/ml B-NADPH, 0,3 % Triton X-100 0,1 M PBS-ben,
valamennyi Sigma-Aldrich, Germany). A dura mintakat targylemezre helyeztik, lefedtiik és

fénymikroszkdéposan vizsgaltuk.

4.17. Felhasznalt anyagok

A kisérleteink soran hasznalt acetilkolin, akrolein, CGRPg3;, cimetidin, 2-(N,N-
dietilamin)-diazenolat-2-oxid dietilammodnium sé (DEANONOate), fentolamin-hidroklorid,
forskolin, hisztamin, N-nitro-L-arginin metilészter hidroklorid (L-NAME), natrium-szulfid,
oxalsav amid, Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-amid (SLIGRL-NH,), 1-(2-trifluorometilfenil)imidazol
(TRIM) és tripszin a Sigma-Aldrich, Germany terméke volt. Az 1-(2,4-diklérfenil)-5-(4-
jodfenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-pirazol-3-karboxamid (AM 251), az arachidonoil-
etanolamid (anandamid), az 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-
7H-purin-7-acetamid (HC030031), az N-arachidonoil-dopamin (NADA) és a tioperamid
maleat a Tocris Bioscience, UK, a natrium-[trioxo-dinitrat] (Angeli's salt), az N-etil-2-(1-etil-2-
hidroxi-2-nitrozohidrazino)-etdnamin (NOC-12), az 1H-[1,2,4]oxadiazolil[4,3-a]kinoxalin-1-on
(ODQ) és az S-nitrozo-N-acetil-D,L-penicillamin (SNAP) pedig a Calbiochem, Germany

terméke volt. A cetirizint az UBC Pharma, Germany forgalmazta.

4.18. Statisztikai modszerek

Valamennyi eredménylinket atlag + atlag standard hibdja (SEM) értékek formdajaban
hatdroztuk meg. Eredményeink statisztikai elemzéséhez az SPSS, illetve a Statistica 12 és 13
programokat hasznaltuk. A csoportok eloszlasanak jellegér6l a Shapiro-Wilk teszt
segitségével bizonyosodtunk meg. Ennek eredményétél fliggben a csoportokat Student-féle
t-prébaval vagy Mann-Whitney U teszt segitségével hasonlitottuk 0Ossze. Az allatok
metabolikus paramétereinek kiértékelésére, in vivo véraramlds vizsgalataink soran az
anyagok kiilonb6z6 koncentrdcidinak hatdsara mért vdlaszreakcidk, illetve ezek ismételt
applikacidinak és topikalis vagy szisztémdas elGkezelést megel6z6en és azt kdvetGen mért
hatdsainak 0Osszehasonlitdsara, valamint az ex vivo CGRP és hisztamin felszabadulds
kiértékelésére egy szempontos variancia analizist (ANOVA) alkalmaztunk Fisher, Tukey vagy
Bonferroni post hoc teszttel kiegészitve. Eredményeinket p < 0,05 érték mellett tekintettik

statisztikailag szignifikansnak.
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5. MENINGEALIS KEMOSZENZITIV AFFERENSEK ES EXTRAKRANIALIS KOLLATERALISAIK
MORFOLOGIAI AZONOSITASA ES FUNKCIONALIS JELLEMZESE
5.1. Bevezetés

Az elmult néhany évtized sordn szamos szerv esetében igazoltak a kemoszenzitiv
primer szenzoros idegek jelenlétét, valamint ezen idegek nocicepcidban és lokalis véraramlas
szabalyozasban betoltott szerepét (Domoki és mtsai.,, 2003; Holzer és mtsai., 1991;
Hottenstein és mtsai., 1991; Hughes és Brain, 1994; Liu és mtsai., 1992; Rdzsa és mtsai.,
1984; Vass és mtsai., 1995). Bar a migrén patomechanizmusanak vizsgalata kapcsan is
felmeriilt a dura matert innervaléd capsaicin szenzitiv, TRPV1 receptort expresszald
afferensek lehetséges szerepe, ezek létezésének igazolasara tett er6feszitések a 2000-es
évek elejéig nem jartak sikerrel (Peitl és mtsai.,, 1999) annak ellenére, hogy korabban
kisérleti allatokban a dura mater elektromos ingerlésével kivaltott vazodilatdcid hatterében
CGRP felszabadulast igazoltak (Kurosawa és mtsai., 1995). A Jancsé Gabor professzor
vezetésével mikodd funkciondlis neuromorfoldgiai laboratériumunkban éppen ebben az
id6szakban kezdtiink foglalkozni a trigeminalis kemoszenzitiv primer szenzoros neuronok
nociceptiv.  folyamatokban  és  vaszkuldris  reakcidkban  betoltott  szerepének
tanulmanyozasaval. igy a korabbi sikertelen prébalkozasok ismeretében igazi kihivast
jelentett szdmunkra olyan funkcionalis és morfoldgiai megkdzelitést talalni, ami segithet
azonositani a dura materben is ezt a fontos, a migrén patofiziolégiajdnak szempontjabdl is
feltételezhet8en jelentds nociceptiv neuron populaciot.

Mig a kisérletes orvostudomany szempontjabél a TRPV1 receptorokat expresszald
kemoszenzitiv neuronpopulacié meningealis nocicepcidban bet6ltétt szerepének igazolasa,
addig a klinikai orvostudomany szempontjabdl ezen afferensek fizioldgias/patofizioldgias
korilmények kozotti aktivalhatésaga a kozponti kérdés. A fejfajasok patogenezisével
kapcsolatban kordbban felmerilt a perikranialis szoveteket innervald afferensek lehetséges
szerepe is. Klinikai és kisérletes megfigyelések igazoltak, hogy a perikranialis szévetek
nociceptiv ingerekkel torténd stimulacidja, kiilonésen a temporadlis és okcipitalis-cervikalis
régidoban fejfajast valthat ki, illetve részt vehet a periférids szenzitizacido folyamataban
(Burstein és mtsai., 2006; Calhoun és mtsai., 2010; Jensen, 1993). Ezek a megfigyelések
egybecsengenek azokkal a klasszikus intraoperativ megfigyelésekkel is, melyek sordn
igazoltdk, hogy nem csak kizdrdlag az intrakranialis szOvetek ingerlése, hanem extrakranialis

strukturak, mint a perikranidlis izmok és ezek artéridinak ingerlése is fejfajast eredményez
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(Ray és Wolff, 1940). Kosaras és munkatarsai kisérletes korilmények kozott egerekben
mutattak ki olyan peripherin- és CGRP-immunreaktiv idegrostokat, melyek athatolnak a
koponyacsonton és OsszekoOttetést biztositanak a galea aponeurotica és a meningealis
szovetek kozott (Kosaras és mtsai.,, 2009). Hasonld 0Osszekottetések létezését emberben
Luschka igazolta (von Luschka, 1856).

Kisérleteink soran célul tlztik ki a dura matert innervald kemoszenzitiv
neuronpopulaciod létezésének és meningealis nociceptiv folyamatokban betdltott szerepének
igazoldsat, valamint annak bizonyitdsdt, hogy ezek az afferensek extrakranialis
kollaterdlisokkal is rendelkeznek és morfoldgiai alapjat képezhetik az extrakranialis szovetek
fel6l érkez6 stimulusok és a koponydn bellil érvényesil6 hatdsok integracidjanak és a
kdvetkezményes nociceptiv reakcidknak. Kisérleteink soran olyan endogén anyagok hatasait
is vizsgaltuk, melyek a nociceptorok aktivaciéjdhoz vezethetnek és igy migrénes betegek
esetében a periférids és centrdlis szenzitizacid folyamataiban is szerepet jatszhatnak.
Kisérleteink soran olyan endogén vanilloidok TRPV1 receptorokon kifejtett hatdsat vizsgaltuk
a trigeminadlis rendszerben, melyek jelenlétét korabban hatségyoki ganglionokban igazoltdk.
Vizsgaltuk ezen anyagok kett&s hatdsanak kovetkezményeit is; a trigeminalis afferensek altal
expresszalt TRPV1 és CB1 receptorokon kifejtett hatasok dsszegz6dését és ennek nociceptor

funkciét befolyasolé kovetkezményeit.

5.2. Alkalmazott modszerek

Kisérleteink sordan kontroll és capsaicin deszenzibilizadlt (Mddszerek 4.2.)
patkanyokban in vivo l|ézer Doppler mddszerrel tanulmanyoztuk endogén és exogén
vanilloidok topikdlis applikaciéjat kovet6 meningealis véraramlas valtozasokat, illetve a
TRPV1 receptorok és a kovetkezményes CGRP felszabadulds szerepét az igy kivaltott
véraramlas valtozasokban (Mddszerek 4.5.). Ex vivo kisérletekben vizsgaltuk az intra- és
CGRP felszabaduldst (Mddszerek 4.6.). A meningedlis afferensek extrakranidlis kollateralisait,
valamint ezen neuronok trigeminalis ganglionban elfoglalt helyét és agytorzsi trigeminusz
magba torténé projekcidjat az extrakranidlis szovetek fel6l torténd retrograd axonalis
transzport segitségével mutattuk ki (Modszerek 4.12.). Az extra- és intrakranidlis szovetek
irdnyabdl transzportalodd két kilonboz6 fluoreszcens festékkel jelolt tracer segitségével a

trigeminalis ganglionban olyan neuronokat kerestiink, melyek mindkét periférias tertleten
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afferens végz&désekkel rendelkeztek. A kemoszenzitiv trigeminalis afferensek |étezésének
direkt morfoldgiai bizonyitasara elektronmikroszkdpos vizsgalatokat végeztiink (Modszerek
4.13.), a TRPV1 receptor és a vazodilatator neuropeptid CGRP kolokalizaciojat a meningealis

afferensekben immunhisztokémiai festéssel igazoltuk (Mddszerek 4.14.).

5.3. Eredmények
5.3.1. Capsaicin hatasa a meningedlis véraramlasra

A capsaicin a TRPV1 (capsaicin) receptor archetipikus exogén agonistdja. Ezért in vivo
kisérleteinkben |ézer Doppler véraramlas méréssel kontroll dllatokban teszteltiik kiilonb6z6
koncentracidju (10 nM - 10 uM) capsaicin oldatok dura mater felszinére térténd topikalis

applikaciéjanak meningealis véraramlasra kifejtett hatasat (3. abra).

lézer Doppler véraramlas méré/l

//'
ganglion trigeminale
NUAS

] J W arteria meningea media
arteria meningea media ~ \

3. abra. In vivo véraramlas mérés kisérleti elrendezése patkanyban.

10 nM capsaicin oldat 5 perces topikalis applikaciéjat kévet6en még nem, de a
koncentracid emelésével a véraramlds szignifikdns mértéki emelkedését mértik. Az
emelkedés 50 nM-os capsaicin oldat esetében a bazdlis véraramlas 6,4 + 2,1 %-a, 100 nM
capsaicin oldat applikacidjat kovetéen pedig 12,8 £ 3,5 %-a volt. A véraramlas minden
esetben az applikacié 2.-3. percében érte el a maximumot (4. abra A, C). Tovabb emelve a
capsaicin koncentracidjat, a meningedlis vérdramlas csokkenését figyeltik meg, amely az
applikacid 2. percében volt a legnagyobb mérték(. 1 uM capsaicin oldat hatdsara 7,2 + 1,4
%-0s, 10 puM-os oldat applikaciojat kovetéen pedig 18 + 2,3 %-o0s véraramlas csokkenést
mértiink (4. abra B, C). A capsaicin applikacidjaval kivaltott hatds minden koncentracié

esetében ismételhetd volt, de a magas, 10 uM capsaicin egyetlen 5 perces applikacidja is
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gatolta a tovabbiakban az alacsonyabb koncentraciok vazodilatator hatasat. Ezen informacié
birtokdban ebben a kisérlet sorozatban és a kés6bbiekben is, a capsaicin oldatokat mindig
emelked6 koncentracidban teszteltiik. Az allatok atlagos artérias vérnyomdsat a topikalis

capsaicin applikacié nem befolyasolta.

A C

PU 20 :

3504 MM A T

3001

250 <

e < 10 -
capsaicin 100 nM Q
(e}
B i L

&

PU &
@

375 o >

300 - -10 4 -

225

150

—— — 20 — J_
capsaicin 10 uM 1 min *
10nM 50nM 100nM 1uM 10 um
capsaicin

4. abra. Kiilonb6z6 koncentracioju capsaicin oldatok applikaciojanak hatasa a meningealis
véraramlasra. Lézer Doppler aramlasmérével mért eredeti regisztratumok 100 nM (A) és 10 uM (B)
capsaicin topikalis applikacidjat kovetben. Capsaicin oldatok 5 perces applikacidja alatt mért atlagos
véraramlads valtozasok (C, atlag £ SEM, n=6-10). Egy szempontos ANOVA-t kdvet6 Tukey teszt.*:
szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlds értéktdl. PU: perfuzids egység.

Nagy dozisu capsaicin szisztémas adasdval deszenzibilizdlt patkdnyokban az
fokozd hatdsa nem volt megfigyelhet6, mig a nagy ddézisu capsaicin vazokonstriktor hatdsa
valtozatlanul fennallt, s6t 1 uM capsaicin oldat estében még meg is haladta a kontroll
allatokban mért értéket. Deszenzibilizalt allatokban az 50 nM-os capsaicin oldat mindossze 3
* 2,4 % véraramldas fokozddast valtott ki. A capsaicin oldat 100 nM koncentraciéban 0,6 £ 1,4
%, 1 uM koncentraciéban 19,2 + 3,8 %, 10 uM koncentracidban pedig 27,7 + 6,2 %

véraramlds csokkenést eredményezett (5. abra).
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5. abra. Szisztémas capsaicin deszenzibilizacié hatdsa a capsaicin meningealis véraramldasra kifejtett
hatdsara. Az oszlopok kontroll és szisztémds capsaicin deszenzibilizacién atesett allatok 5 perces
capsaicin applikacidos periddusanak 3. percében mért véraramlas értékeit abrazoljak (atlag + SEM,
n=5-7). Egy szempontos ANOVA-t kdvet6 Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér a kontroll allatokban
mért atlagos véraramlas valtozastol.

5.3.2. A dura mater tranziens receptor potenciadl vanilloid 1 receptort expresszald
kemoszenzitiv afferenseinek morfoldgiai és funkcionalis azonositasa

Az a tény, hogy az allatok capsaicin deszenzibilizacidja gatolta a capsaicin véraramlas
fokozd hatdsat, valdszinlsitette a kemoszenzitiv afferensek szerepét ebben a folyamatban.
Abbdl a célbdl, hogy feltételezésiink tovabbi igazolast nyerjen, kontroll dllatok dura materét
el6kezeltik a TRPV1 receptor antagonista capsazepinnel. Capsazepin (10 uM) applikacidja
nem befolydsolta a bazdlis véraramlast, capsazepin elGkezelést kbvetéen azonban a 100 nM
koncentracidju capsaicin oldat véraramlds fokozddas helyett kismérték( véraramlas
csokkenést valtott ki (5,7 + 0,8 %). A CGRP receptorok CGRPs.37 peptiddel (10 uM) torténd
blokkoldsa 6nmagdban szintén nem valtoztatta meg a meningedlis véraramlast, de
el6kezelés formajaban megsziintette az azt kovetSen applikdlt capsaicin (100 nM)
vazodilatdtor hatdsat. A CGRP receptorok blokkoldsa a TRPV1 receptorok gdatlasahoz
hasonldéan atforditotta a 100 nM-os capsaicin oldat vazodilatdtor hatdsat kismértéki

konstrikcidba (a bazalis értékhez képest 2,9 + 2,5 %-os csokkenés) (6. abra).
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6. dbra. A TRPV1 receptor antagonista capsazepin és a CGRP receptor antagonista CGRPj3;
topikalis applikaciéjanak hatasa a capsaicin vazodilatator hatasara kontroll dllatokban. Az oszlopok
az 5 perces capsaicin applikacié alatt mért meningealis véraramlas értékeket abrazoljak (atlag + SEM,
n=5-6). Egy szempontos ANOVA-t kovetS Tukey teszt. *: szignifikansan eltér a capsaicin hatasara az
antagonista applikacidjat megel6z6en mért atlagos véraramlas értékektSl. CGRPg.3;: kalcitonin gén-
rokon peptid 8-37 fragmentum.

In vivo vérdramlas méréseink eredményét aldtdmasztottdk ex vivo dura mater
preparatumban nyert capsaicin oldattal kivaltott CGRP felszabaduldsra vonatkozé méréseink
eredményei is. Dura mater prepardtumokban a SIF applikacidéja mellett mért bazalis CGRP

felszabadulads 18,6 + 2 pg/ml volt. Capsaicin (10 uM) a CGRP felszabadulast 61 + 11,7 pg/ml-

re fokozta (7. abra).
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7. abra. Capsaicin hatasa a CGRP felszabadulasra ex vivo dura mater preparatumban. Ex vivo
patkany koponya preparatum (A) és 10 uM capsaicin applikacié hatdsa a meningealis afferensekbdl
felszabaduld CGRP koncentraciéjara (B, atlag + SEM, n=8). Student-féle egymintds t-prdéba. *:
szignifikdnsan eltér a kontroll (SIF) értéktél. SIF: szintetikus intersticialis folyadék, CGRP: kalcitonin
gén-rokon peptid.

Funkcionalis vizsgdlataink sikerét kovet6en, melyek soran igazoltuk a dura matert

innervalé kemoszenzitiv neuronokbdl felszabadul6 CGRP vazodilatator hatasat, direkt
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morfoldgiai mddszerrel, a capsaicin szelektiv neurotoxikus hatasat kihasznalva, az axonok
finomszerkezetében  capsaicin  hatdsara  bekovetkez6 ~ degenerativ  valtozasok
elektronmikroszképos kimutatdsaval is megkiséreltiik azonositani ezeket az afferenseket.
Kontroll dura mater preparatumokban, melyeket a capsaicin olddszerével inkubaltunk,
semmilyen patoldgias elvaltozast nem taldltunk sem a vel6s, sem a vel6tlen idegrostok
morfolégidjaban. Ezzel szemben a capsaicin 10 pM-os oldataban 10 percig inkubalt
szovetmintakban a velStlen rostok egy csoportjaban feltlind szerkezeti médosuldasokat
figyeltiink meg. Ezek a szerkezeti valtozasok jellemz6en az axonok degenerdcidjara utaltak:
az érintett velGtlen axonok axoplazmajat amorf elektrondenz anyag toéltotte ki, az axonok
jellegzetes strukturalis elemei nem voltak felismerhet6ek. A capsaicinnel kezelt dura mintak
velGs rostjai egyetlen esetben sem mutattak szerkezeti eltérést. Egyéb széveti elemek mind a

kontroll, mind a capsaicinnel kezelt dura mintakban épek voltak (8. abra).

8. dbra. Capsaicin hatdsara bekovetkez6 finomszerkezeti valtozasok a dura mater velGtlen
axonjaiban. In vitro olddszer (A) és 10 uM capsaicin (B, C) hatasa patkany dura mater velGs (nyilvég)
és vel6tlen (nyil) axonjainak morfolégidjara. Elektronmikroszképos vizsgélattal capsaicin kezelést
kévet6en néhany vel6tlen axon ozmiofil degenerdcio jeleit mutatta. A nagy nagyitasu felvételen a nyil
degeneralédd axonra mutat. Kontroll mintdkban olddszer kezelést kdvetSen hasonlé morfoldgiai
elvdltozast nem tapasztaltunk. A és B nagyitasai megegyeznek.

Immunhisztokémiai vizsgalatainkban kontroll allatok dura mater preparatumait
TRPV1 receptor ellenes és CGRP ellenes primer antitestekkel, majd a megfelel6 masodlagos

antitestekkel inkubaltuk. Az arteria meningea media agait kisérd idegrost kotegek jelentds
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hanyadaban figyeltik meg a TRPV1 receptor és a vazodilatdtor hatdsu neuropeptid
kolokalizaciéjat. Az immunreaktiv axonok nem csak az erek kozelében, hanem azoktodl
tdvolabb is, a dura mater kotdszovetes allomanyaban, egyes rostok formajdban is

megfigyelhetdek voltak (9. abra).

9. dbra. TRPV1 és CGRP immunreaktiv idegek patkany dura mater preparatumban. AMM: arteria
meningea media, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, TRPV1: tranziens receptor potencidl vanilloid 1.

5.3.3. Endovanilloidok hatasa a dura mater vaszkularis reakcidira

A kemoszenzitiv/capsaicin szenzitiv meningedlis afferensek létezésének funkcionalis
és morfoldgiai igazoldsat kovetGen vizsgdltuk ezek endogén eredetli anyagok iranti
érzékenységét is. Kisérleteink soran olyan endogén vanilloidokat teszteltiink, melyek

jelenlétét hatso gyoki ganglionokban korabban kimutattak.

Stimulus Koncentracié | Véraramlas valtozas (%)
NADA 10 nM 7,4 +£2*
(n=8-10) 100 nM 24 +£4,7*
1uM -7,7+4,3
Anandamid 100 nM 3,4+1,5
(n=6-11) 1uM 2,5+ 1%
10 uM -2,1+0,8*

3. tablazat. NADA és anandamid topikalis applikaciéjanak hatasa a meningealis véraramlasra. Egy
szempontos ANOVA-t kdvetd Bonferroni teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas értéktdl.
NADA: N-arachidonoil-dopamin.

Az endovanilloid NADA topikalis applikacidéja (10-100 nM) a dura materben

dézisfliigg6, szignifikans véraramlas fokozdddast okozott. A véraramlas emelkedés mértéke a
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bazdlis vérdaramlashoz viszonyitva 7,4 + 2 %, illetve 24 + 4,7 % volt a két kiilonb6z6
koncentracid esetében. Ezzel szemben a NADA 1 uM koncentracidban 7,7 + 4,3 %-kal
csOkkentette a meningedlis véraramlast (3. tablazat).

Korabbi megfigyeléseinkkel 0Osszhangban, capsaicin deszenzibilizalt allatokban,
melyekben a capsaicin (100 nM) applikaciéjaval véraramlas fokozdédas nem volt kivalthatd, a
NADA (100 nM) applikacidja is véraramlas fokozddas helyett kismérték{ csokkenést (0,9 +

1,2 %) eredményezett (10. dbra).

NADA
B 10(‘)|'nM
+20—

CGRP,., (10 pM)
+10- + NADA (100 nM)
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#
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-10 capsazepin (10 uM) capsaicin deszenzibilizalt
+ NADA (100 nM) NADA (100 nM)

10. dabra. Capsazepin és CGRP;3; eldkezelés, valamint az allatok szisztémas capsaicin
deszenzibilizaciéjanak hatdasa a NADA véraramlas fokozé hatasara. Az oszlopok a 3 perces NADA
applikacié alatt mért meningealis véraramlas értékeket abrazoljdk (atlag + SEM, n=8-13). Egy
szempontos ANOVA-t kovetd Bonferroni teszt. *: szignifikdnsan eltér a NADA applikacidval
antagonista el6kezelés nélkul kivaltott véraramlas értékektdl, #: szignifikansan eltér a kontroll
allatokban mért értéktél. NADA: N-arachidonoil-dopamin, CGRPg3;: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37
fragmentum.

Annak igazolasara, hogy a NADA altal kivaltott véraramlads fokozédas a TRPV1
receptorok stimulaciéjaval, CGRP felszabadulas révén kivaltott folyamat, in vivo véraramlas
modelliinkben vizsgdltuk a TRPV1 receptor antagonista capsazepin (10 uM) és a CGRP
receptor antagonista CGRPg3; (10 uM) topikalis elGkezelés hatdsat a NADA (100 nM) altal
kivaltott véraramlas fokozdoddasra. Maguk a gatlészerek ebben a mérés sorozatban sem voltak
hatdssal a meningedlis véraramlasra, de a NADA vazodilatator hatdsat jelentés mértékben
csokkentették, illetve kivédték. Capsazepin applikacidjat kovetéen a NADA minddssze 2,2 +
3,3 % perfuzid fokozodast, a CGRP receptor antagonista applikacidjat kovetéen pedig 4,8 +

1,4 %-nyi perfuzié csokkenést eredményezett (10. abra).
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Ex vivo dura mater preparatumban a NADA (100 nM) hasonldéan az exogén vanilloid
capsaicin hatdsahoz, szignifikdns mértékli CGRP felszabaduldst valtott ki a meningealis
afferensekbdl, mely a bazadlis felszabadulas 140,3 + 16,2 %-a volt. A NADA CGRP-t
felszabaditd hatdsanak tesztelését kovetéen minden preparatumban meggy6z6dtiink a
kemoszenzitiv nociceptorok funkcioképes dllapotardl. Ebb6l a célbdl 100 nM capsaicin
oldatot hasznaltunk, ami atlagosan a bazdlis érték 328,8 + 63,6 %-ara emelte a CGRP
felszabadulast. Ez az érték megfelelt az altalunk korabbi kisérletekben kontroll allatok dura

mater preparatumaiban mért CGRP felszabadulds mértékének (11. abra).

300 —

200

*

CGRP (%)

SIF NADA capsaicin
100 nM 100 nM

11. abra. Az endovanilloid NADA hatasa a meningealis CGRP felszabaduldsra. Az oszlopok a
koponyafelekben SIF applikacidéja mellett mért bazalis CGRP felszabadulas szdzalékdban abrazoljak a
NADA és a capsaicin applikacidjaval kivaltott CGRP felszabadulast (atlag + SEM, n=11). Egy
szempontos ANOVA-t kovet6 Bonferroni teszt. *: szignifikdnsan eltér a SIF CGRP felszabadito
hatdsatél. NADA: N-arachidonoil-dopamin, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, CGRP: calcitonin
gén-rokon peptid.

A NADA hatdsatdl eltér6en a masik altalunk tesztelt endogén vanilloid, az anandamid
applikacidja csupan elenyész6 mértékl hatast gyakorolt a meningeadlis vérdramlasra. A 100
nM és 1 uM koncentraciéju anandamid oldatok 3,4 + 15 % és 25 + 1 %
véraramlasfokozédast valtottak ki, mig a 10 uM-os koncentracidju oldat kismértékd (2,1 +
0,8 %) véraramlds csokkenést eredményezett (3. tablazat).

Annak érdekében, hogy tisztdzzuk a primer afferenseken lokalizalt CB1 receptorok
neuropeptid felszabaduldsra kifejtett esetleges médositd hatasat, a dura matert el6kezeltik

a CB1 receptor antagonista 1-(2,4-dikldrfenil)-5-(4-jodfenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-
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pirazol-3-karboxamid (AM 251) 100 uM koncentraciéju oldataval. Az anandamid 10 uM
koncentracidban csak a CB1 receptorok blokkoldsat kovetéen okozott kismértéki, de
szignifikdns vazodilataciét (a bazalis vérdramlas 4,1 + 0,6 %-a). Ez a vazodilatacio
egyértelmden az afferensekbdl felszabadulé CGRP hatdsanak kévetkezménye volt, mivel azt
a CGRP receptor antagonista teljes mértékben kivédte. A CB1- és a CGRP receptorok
egyidejl blokkoldasa mellett az anandamid (10 uM) 1,1 + 1,8 % véraramlas csokkenést valtott

ki (12. abra).
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300 —
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12. abra. A CB1- és CGRP receptorok gatlasanak hatasa az anandamid vazodilatator hatasara. A
lézer Doppler véraramlasmérével rogzitett eredeti regisztratum (A) és a véraramlasvaltozasok
statisztikai kiértékelése (B) mutatja az anandamid 4altal CB1 receptor antagonista (AM 251)
applikacidjat megel6z6en és azt kovetden, illetve CB1- és CGRP receptor antagonistak egyittes
alkalmazasat kovet6en kivaltott véraramlas valtozasokat (atlag + SEM, n=6-10). Egy szempontos
ANOVA-t kbvet6 Bonferroni teszt. *: szignifikdnsan eltér az anandamid CB1 receptor gatlast kbvetGen
mért véraramlas fokozd hatdsatdl. CGRPg3;: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum. PU:
perfuzids egység.
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Ex vivo dura mater modelliinkben az anandamid (10 uM) koncentraciéban a CGRP
felszabaduldst 22,2 + 9,6 %-kal fokozta, CB1 receptor antagonista el6kezelést kovetéen a
CGRP felszabadulds mértéke jelentGsen, a bazalis érték 170,4 + 23,7 %-ara emelkedett (13.

abra).

1 SIF
1 anandamid 10 uM

B AM 251 100 pM + anandamid 10 uM

*

200
X 150
a .
o
G 100 -

50 -

7 s

13. dbra. Anandamid hatdsa a meningealis afferensekbdl torténé CGRP felszabaduldsra. Az
oszlopok a koponyafelekben SIF applikaciéja mellett mért bazalis CGRP felszabadulds szdzalékaban
abrazoljdk az anandamid és a CB1 receptor antagonista AM 251 és anandamid kombindcidjaval
kivaltott CGRP felszabaduldst (atlag + SEM, n=10). Egy szempontos ANOVA-t kbvet6 Bonferroni teszt.
*. szignifikdnsan eltér a SIF CGRP felszabadité hatdsatoél. #: szignifikdnsan eltér az anandamid CGRP
felszabaditd hatasatdl. SIF: szintetikus intersticidlis folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

5.3.4. Meningeadlis  afferensek  extrakraniadlis  kollateralisainak  szerepe a
trigeminovaszkularis érreakcidokban és a kalcitonin gén-rokon peptid felszabaduldasaban
Annak igazoldsara, hogy az intrakranidlis meningealis afferensek a koponyacsontok
preformalt nyildsain athaladd és az extrakranialis szoveteket innervalé kollateralisokkal
rendelkeznek, az extrakranialis szovetekbe applikalt, retrograd axonalis transzport utjan az
ered6 sejttestekbe jutd jelol6 anyagokat hasznaltunk. Alacsony molekulasulyd dextran-
konjugatumok musculus temporalis alatti csonthartyara torténé applikaciéjat kovetéen
olyan jelolédott idegkotegeket azonositottunk, melyek az os occipitale és az os temporale
szuturain és az emissarium vénak athaladdsara szolgald nyilasain keresztiil |éptek be a
koponyaliregbe. A penetrdlé idegrostok a kozépsé koponyagoddor teriletén a parietdlis
durdban voltak kimutathatdk, kovették az arteria meningea media agait a ganglion
trigeminale iranyaba, lefutasuk sordn sok esetben vékonyabb kotegekre és egyediilallé
rostokra agazédtak, amelyek féként az artéridk kozelében, de az erektsl tavolabbi

teriileteken is kimutathatdak voltak (14. abra).
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14. abra. Meningedlis afferensek extrakranialis kollateralisainak kimutatdsa. A dextran amin
(Tracer) jelol6 anyag applikaciéjanak helye a musculus temporalis alatt fekvé csonthartyara (A). A
retrograd Uton transzportalddd jelolé anyag kimutatdasa DAB reakcidéval a dura materben szdmos
idegrostot és rost koteget tett lathatéva (B, C). B: A dura materbe az emissarium véndk mentén
belépd idegrost kotegeket * jeldli, a belépési pontoktdl rosztrdlis irdnyba haladd rostkotegeket nyilak
mutatjdk. vv: véna. C: Az extrakranialis szovet iranyabdl retrograd médon jelolt idegrost koteg (nyillal
jelolve) csatlakozik az arteria meningea media dgaihoz (mma, a jobb lathatdsag érdekében az artéria
agakat korilrajzoltuk).

A ganglion trigeminale-ban azonositott, retrograd transzport utjan jelol6dott
neuronok tébbnyire a nervus trigeminus ramus mandibularis-anak megfelelGen, ritkabban a
ramus maxillaris teriletén voltak megfigyelhet6ek. A ramus ophthalmicus-nak megfelel6
teriilet egyetlen kisérlet esetében sem tartalmazott jeldlt neuronokat. Egy-egy dllat

trigeminalis ganglionjaban daltaldban 30-45 visszajelolt sejtet taldltunk (15. abra).

15. abra. Texas Red fluoreszcens festékkel konjugalt dextran amin retrograd transzportja a
ganglion trigeminale neuronjaiba. A felvétel a ganglion totalpreparatumaban mutatja a tracert
transzportald nervus spinosust (N. spinosus), valamint a jelol6dott neuronokat, melyek a nervus
trigeminus ramus makxillaris-dnak (V2) és ramus mandibularis-anak (V3) megfelel6en voltak
kimutathatdk. A ganglion konturjat és a V2, V3 régidkat pontozott vonal jeldli.
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Azokban az allatokban, melyekben Texas red-del konjugalt dextran amint hasznaltunk,
transzganglionaris jel6l6dést tudtunk kimutatni az ipszilateralis nucleus tractus spinalis nervi
trigemini terlletén, a trigeminusz mag caudalis részén. Jel6l6dést az agytorzsnek mind a

felszines (I és Il lamina), mind a mélyebb rétegeiben megfigyeltiink. Jel6l6dést sem a

kontralateralis oldalon, sem a C1-C3 cervikalis gerincvel6 teriiletén nem lattunk (16. abra).

A

MV

20 um 20 pm

A musculus temporalis és a parietalis dura mater eltéré fluoreszcenciat mutatd kettés

jelolésével ki tudtunk mutatni olyan neuronokat a ganglion trigeminale teriiletén, melyek
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16. abra. Idegi struktarak
transzganglionaris jelol6dése a nucleus
spinalis nervi trigemini teriiletén. Az
agytorzs hosszanti metszetén (A) a
canalis centralis-t * jeloli, a tractus
spinalis nervi trigemini (TrV) és az
agytorzsi laminak (I/1, NI/IV) hatarait
szaggatott vonal dbrazolja. B, C és D a
transzganglionarisan jelolédott
strukturak helyzetét jelzi. A sematikus
rajz az agytorzs konturjat és ezen belil a
nucleus tractus spinalis nervi trigemini
nucleus interpolaris (SpVi), nucleus
tractus spinalis nervi trigemini nucleus
caudalis  (SpVc) és a cervikalis
gerincvelgi szegmentumok (C1-3)
helyzetét abrazolja. B, C és D:
transzgangliondrisan jelol6dott agytorzsi
neuronadlis strukturak nagy nagyitasu
képe.
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mindkét festéket tartalmazva egyértelmlien igazoltdk, hogy a primer szenzoros neuron

mindkét periférias strukturaban afferensekkel rendelkezik (17. abra).

Dura mater

Tracer

A

17. abra. Intrakranialis és extrakranidlis végz6déssel egyarant rendelkez6 neuronok identifikdlasa a
ganglion trigeminale teriiletén. A konfokalis mikroszképpal készilt felvételen a musculus temporalis
(Temp. muscle) iranyabdl Texas red-del jeldlt tracer-t (piros), a parietalis dura mater (Dura mater)
iranyabdl Rhodamin green-nel jeldlt tracert (zo6ld) transzportalo és mindkét tracert tartalmazoé (sarga)
sejtek lathaték. A nyilhegy a musculus temporalis irdnyabdl Texas red-del jeldlt tracert szallité axonra
mutat.

Az intra- és extrakranidlis strukturdk kozotti axon kollaterdlisok utjan megvaldsuld
kommunikacié morfoldgiai mddszerrel torténd igazolasat kovetéen arra voltunk kivancsiak,
az intrakranidlis szovetekbdl? Stimulusként a musculus temporalist elektromos
impulzusokkal ingereltik (1 ms, 5 mA, 10 Hz), amit ex vivo dura mater preparatumunkban
szignifikdns mértékd CGRP felszabadulas kovetett (bazalis CGRP felszabadulds: 10,6 + 1,8
pg/ml, stimulalt 33,8 £ 5,6 pg/ml). A kemoszenzitiv afferensek szelektiv stimulalasa céljabdl a
musculus temporalisba injektalt 20 ul 1 puM capsaicin oldat 20,5 + 3 pg/ml-rél 45,6 + 8,6
pg/ml-re emelte a CGRP felszabadulast (18. abra A), a musculus splenius és musculus
longissimus capitis tapadasi pontjainak kozelébe injektdlva a capsaicin ugyanilyen
koncentracidban 16 + 1,7 pg/ml-rél 31,5 + 4,8 pg/ml-re emelte a CGRP felszabadulast (18.
abra B).
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18. dbra. Extrakranialisan alkalmazott stimulusok hatasanak vizsgalata az intrakranialis végz6dések
CGRP felszabadit6é képességére. A gorbék a musculus temporalis elektromos ingerlését és capsaicin

CGRP koncentraciokat abrdzoljak (atlag + SEM, n=11-17). Egy szempontos ANOVA-t kdvet§ Tukey
teszt. *: szignifikdnsan eltér a stimulust megel6z6en mért CGRP koncentraciétol. SIF: szintetikus
intersticialis folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

Az extrakranidlis kollaterdlisok stimulaciéjaval kivaltott intrakranidlis CGRP
felszabadulds meningealis véraramldsra gyakorolt hatasat in vivo modelliinkben teszteltik. A
parietalis helyzetl koponyaablakban szabaddd tett arteria meningea media agai folott
meghatdroztuk a bazdlis vérdramlast, majd az azonos oldali musculus temporalisba
fizioldgias sdoldat 20 pl-ét injektaltuk, ami nem befolyasolta a meningedlis véraramlast (1,8 +
2 % véraramlas novekedést mértiink). Capsaicin 1 uM-os oldatanak injekcidja azonban
szignifikdnsan megemelte a szoveti perfuziot a bazalis véraramlds 7,6 + 1,5 %-aval. Annak
céljabdl, hogy kizdrjuk az esetleges paraszimpatikus aktivacié kovetkeztében fellépd
vazodilatdciot, néhany kisérletben a ganglion blokkolé hexamethonium kloridot adtuk
intravénasan az allatoknak a capsaicin injekciojat megel6z6en, ami - bar az allatok atlagos
artérias vérnyomasanak 16,3 + 10,2 %-os csokkenését eredményezte - alapvetéen nem
maodositotta az intramuszkuldrisan adott capsaicin vazodilatator hatasat (7,2 + 1,1 %
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véraramlds fokozddds). A dura mater CGRP receptor antagonista CGRPg3; (100 uM)
el6kezelése ellenben megsziintette az extrakranialis capsaicin injekcié véraramlds fokozo
hatdsat. A CGRP receptorok gatldsat kovet6en az izomba injektalt capsaicin atlagosan 1,2 +
1,5 %-kal csokkentette a bazalis véraramlast (19. abra). Eredményeink egyértelmlen
igazoltak, hogy az extrakranialis izmok és az alattuk fekvé perioszteum kémiai stimulacidja az

intrakranidlis kemoszenzitiv afferensekbdl torténé CGRP felszabaditasa révén véraramlas

fokozddast valt ki.

arteria meningea media )
: | _ lézer Doppler

musculus temporalis

capsaicin (1 uM) \ o)

B
SR ‘\\
S,
*““ * 1 0,9 % NaCl
110+

Il capsaicin 1 pM
B hexamethonium 20 mg/kg + capsaicin 1 uM
[ CGRPg,, 100 puM + capsaicin 1 uM

100+

véraramlas valtozas (%)

19. abra. Extrakranialis szovet stimuldaciéjaval kivaltott meningealis véraramlas valtozasok (atlag +
SEM, n=9-14). Egy szempontos ANOVA-t kovets Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér a musculus

temporalisba injektalt 1 pM-os capsaicin vérdramlas fokozé hatdsatdl. CGRPg.3;: kalcitonin gén-rokon
peptid 8-37 fragmentum.

5.4. Megbeszélés

A vazodilatator hatasu szenzoros neuropeptid CGRP migrén patogenezisében
betoltott szerepét szamos klinikai megfigyelés tamasztja ald. Klinikai vizsgalatok és kisérletes
megfigyelések szamos adatot szolgdltattak arra vonatkozéan, hogy a CGRP szoveti- illetve
allithatd, mig a CGRP felszabadulds/hatas gatlasa a migrén terapidjaban is kiemelt
jelentéséggel bir (Barbanti és mtsai.,, 2017; Benemei és mtsai.,, 2017; Messlinger, 2018;

Wrobel Goldberg és Silberstein, 2015). A korabbi vizsgalatok soran a trigeminalis
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kemoszenzitiv afferensek nocicepcidban és meningeadlis véraramlas szabdalyozasban betdltott
szerepének bizonyitasat valdszinlileg nehezitette az a tény, hogy a CGRP nem csak
kemoszenzitiv neuronokban fordul el6, hanem ahogyan a legtobb szovet esetében, egyéb
szenzoros funkcidval rendelkezé afferensek is tartalmazzak (Carr és Frings, 2018; Carr és
Lipkowski, 1990; Kang és mtsai., 2010). Ennek ismeretében nem meglepd, hogy a dura mater
elektromos ingerlésével kivaltott vazodilataciét, melynek hatterében valamennyi peptiderg
afferens aktivacidja all, sem az dllatok capsaicin deszenzibilizacidja (Peitl és mtsai., 1999) sem
a szisztémdsan adott capsazepin (Akerman és mtsai., 2003) nem tudta jelentGsen
befolyasolni. A dura mater elektromos ingerlése a kemo/capsaicin inszenzitiv idegrostokbol
capsaicin deszenzibilizaciot, illetve a TRPV1 receptor antagonista capsazepin szisztémads
adasat kovetben is olyan jelentds mennyiségli CGRP felszabaduldst eredményezhet, ami a
meningedlis erek maximalis vazodilataciéjat kivaltva elfedheti a capsaicin szenzitiv
afferensek hianyat.

Elektronmikroszkdpos vizsgalataink soran a nagy ddézisu capsaicin hatdsara a vel6tlen
afferesek egy részében megfigyelhet6 degenerdciéra utalé morfoldgiai jelek egyértelm(ien
igazoltdk az érintett idegrostok capsaicin érzékenységét (vo. Kirdly és mtsai., 1991). In vivo
véraramlds modelliinkben illetve ex vivo dura mater preparatumunkban a kemoszenzitiv
afferensek stimuldciéjaval CGRP felszabadulast és kovetkezményes meningealis véraramlas
fokozdédast tudtunk igazolni. A TRPV1 receptor és a CGRP kolokalizacidjat a dura mater
afferenseiben immunhisztokémiai vizsgdlataink eredménye is megerGsitette. Véraramlas
vizsgalataink ugyanakkor igazoltdk a TRPV1 receptor agonista capsaicin kett6s hatdsat a
meningeadlis artéridkon. Kisérletes kortilmények kozott az afferensekbdl felszabadulé CGRP
vazodilatator hatdsa mellett szdmolnunk kell a capsaicin vazokonstriktor hatasaval is, ami a
vaszkularis simaizmon expresszalédd TRPV1 receptorok, illetve egyéb Ca?*-csatornakon
kifejtett capsaicin hatdas eredménye lehet (Duckles, 1986; Kark és mtsai., 2008; Porszész és
mtsai., 2002; Toda és mtsai.,, 1972). A capsaicin CGRP felszabadulds révén kivaltott
vazodilatator és kozvetlen vazokonstriktor hatdsa az alkalmazott capsaicin koncentracid
figgvényében  egylittesen hatdrozza meg a  szoveti perfuzigt. A  CGRP
felszabaduldsanak/hatasanak gatldasa a  kisérleti  allatok  szisztémas  capsaicin
deszenzibilizacidjaval, illetve a meningealis TRPV1- vagy CGRP receptorok topikalis gatlasa

egyarant felerGsitette az artériak capsaicin hatdsara mutatott vazokonstriktor valaszat.

58



dc_1628_19

Hasonldéan kett6s, a kemoszenzitiv afferensekbél torténé CGRP felszabadulds révén
kivaltott vazodilatacidt és valdszinlileg kozvetlenlil a vaszkuldris receptorokon kialakuld
vazokonstriktor valaszt tapasztaltunk a trigemindlis kemoszenzitiv afferensek endogén
vanilloidokkal torténd stimuldciéjat kovetéen is. A trigeminovaszkularis rendszer endogén
vanilloidok iranti érzékenységének vizsgalatat az indokolta, hogy migrénes rohamban a
membran lipid metabolitként a szovetekben fizioldgias kortilmények kozott is termel6dé
endogén vanilloidok/kannabinoidok  feltételezhetGen nagyobb  valdszinliséggel
szerepelhetnek a kemoszenzitiv neuronok TRPV1 receptorainak aktivatoraként, mint a
hémérséklet emelkedése, vagy a pH savas iranyba torténd eltoléddsa. Bar az endovanilloidok
szenzoros neuronokban kimutathatd koncentracidja igen alacsony (Pacher és mtsai., 2006), a
szintézisért felel6s enzim aktivitdsdnak, vagy az endovanilloidok sejtmembranon keresztiil
torténd transzportjanak fokozdédasa a nociceptiv afferensek és a meningedlis hizdsejtek
interakcidjaként kialakuld neurogén gyulladas okozta patofizioldgids korilmények kozott
jelent6sen megnoévelheti a koncentracidjukat (McVey és mtsai., 2003).

Eredményeink azt mutatjak, hogy az anandamid és a NADA eltér6 vazoregulator
hatdssal rendelkezik a trigeminovaszkuldris rendszerben, aminek a hatterében az eltéré
peptid felszabaditd képességiik all. Mig a NADA jelentls, addig az anandamid
elhanyagolhatd mérték( véraramlas fokozdédast tudott kivaltani a meningealis ereken in vivo
véraramlds modelliinkben. Az eltérés oka valdszinlleg a két anyag TRPV1 és CB1
receptorokon kifejtett eltéré hataserdssége (Starowicz és mtsai.,, 2007). Az anandamid
gyengébb vazodilatator hatasat a prejunkcionalis CB1 receptorokon kifejtett erGsebb hatasa
magyardzza, ami viszont intracelluldris mechanizmusok révén csékkenti a TRPV1 receptorok
aktivaldsaval kivaltott CGRP felszabaduldas mértékét (Ahluwalia és mtsai., 2003). Ezt a
feltételezéslinket igazoltak azok az eredményeink, melyek soran kimutattuk, hogy az
anandamid CGRP felszabadité és vazodilatator hatasat jelent6sen fokozza a CB1 receptorok
el6zetes blokkoldsa. Az ilyen mddon kivaltott szignifikdns mértékl véraramlas fokozddas
teljes egészében a megnovekedett CGRP felszabadulds eredménye volt, mivel a CGRP
receptorok jarulékos gatlasa megsziintette a CB1 receptorok gatlasa mellett megfigyelhet6
anandamid altal kivaltott véraramlas fokozddast.

Funkcionalis és morfoldgiai vizsgalataink eredményei egyértelm(ien igazoltak, hogy a
trigemindlis nociceptorok aktivalédasa/szenzitizdlédasa nem kizardlag az intrakranialis

afferensek stimulacidja utjan, hanem ezek extrakranialis kollaterdlisainak aktivalédasa
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kovetkeztében is |étrejohet. Ezek az extrakranidlis axon kollateralisok szenzoros informaciét
tovabbithatnak a perikranidlis szovetek fel6l a dura mater irdnydba, ami valészin(ileg
szerepet jatszik a meningealis nocicepcid folyamataiban és a periférids neuropeptid
felszabadulasban, ami az erek kozelében vazodilataciot és véraramlas fokozodast valt ki. Az
aktivalt extrakranidlis afferensek a koponyaba lépve antidrémosan aktivalhatjdk a teljes
intrakranidlis axon halézatot, ami kiterjedt neuropeptid felszabaduldst eredményez. Az
extrakranialis szovetekbdl retrograd transzportdlodé jel6l6 anyag az arteria meningea media
mentén haladd axon kotegeken keresztiil egészen a trigemindlis ganglionig kdvethet6 volt,
ami egyértelmien igazolja ezeknek az axonoknak a trigeminalis eredetét. A retrograd
transzportalédd festék kimutathatd volt az ipszilateralis nucleus tractus spinalis nervi
trigemini nucleus caudalis-anak felszines laminaiban, ami egyértelmd(en igazolta ezeknek a

strukturdknak a nociceptiv trigeminovaszkuldris rendszerhez valé tartozasat.

6. NITROGEN-MONOXID ES NITROXIL SZEREPE A MENINGEALIS VERARAMLAS
SZABALYOZASABAN
6.1. Bevezetés

Az intrakranialis véraramlas szabalyozdsaban a neuronokbdl felszabaduld vazoaktiv
peptidek mellett dontéen metabolikus faktorok jatszanak szerepet (Faraci és Heistad, 1991;
Peterson és mtsai., 2011). A metabolikus faktorok koziil valésziniileg a NO a legjelent6sebb
vazodilatator, amely az artéridk simaizom sejtjeiben solubilis guanilat-ciklazt aktivalva az
intracelluldaris cGMP mennyiségének emelése révén fejti ki simaizom relaxalé és
kovetkezményes véraramlas fokozd hatasat (Brian és mtsai., 1996; Buchanan és Phillis, 1993;
Moncada és mtsai., 1988). A meningealis szovetekben normal korilmények kozoétt a NO f6
forrasa az artériak endotheliuma (Nemade és mtsai., 1995). Neuronadlis nitrogén-monoxid
szintaz (nNOS) aktivitds néhany trigeminalis és paraszimpatikus eredetl axonban mutathaté
ki (Nozaki és mtsai.,, 1993). A NO folyamatos termel6désének donts6 szerepe van a
meningeadlis szovetek bazalis perfuzidjanak biztositdsdban (Messlinger és mtsai., 2000).
Gyulladdsos folyamatok sordn a dura matert elaraszté makrofagokban jelentés
mennyiségben expresszalddik a nitrogén-monoxid szintaz indukalhatd formaja (iNOS), ami a
szoveti NO termelést erfsitve vesz részt a vaszkuldris reakciokban (Koedel és mtsai., 1995;

Korytko és Boje, 1996; Reuter és mtsai., 2001).
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A szervezetben NO-ot felszabaditd nitroglicerin fejfajast indukdlé hatasa az 1800-as
évek kozepe Ota ismert, az err6l szélé elsé beszamolé magatdl a nitroglicerint feltalald
Ascanio Sobrero-tél szarmazik (Marsh és Marsh, 2000). Bar ekkor még természetesen nem
volt ismert a NO-dal valé kapcsolata, a nitroglicerin erds vazodilatator hatasat mar ebben az
id8szakban is kihasznaltak anginds panaszok enyhitésére. Az utdbbi évtizedek szisztémas
vizsgalatai 6ta ismert, hogy nitroglicerin intravénas injekcidja egészséges emberekben
fejfajast provokadl, migrénes betegekben pedig a spontdn rohamokhoz nagyon hasonld
migrénes fejfajast valt ki (lversen és mtsai., 1989; Olesen és mtsai.,, 1994). A NO és a
peptiderg meningealis afferensek egylttmikodésére utald fontos megfigyelés volt a cluster
fejfajasos betegekben nitroglicerinnel provokalt fejfajas alatt mért emelkedett vérplazma
CGRP koncentracio (Fanciullacci és mtsai., 1995). Ezen klinikai megfigyelések birtokaban a
vazodilataciot kivaltd meningealis NO felszabadulasra, mint a primer fejfajasok
patogenezisében jelentds tényez6re kezdtek tekinteni (Olesen és mtsai., 1994), a széveti NO
termelés és neurondlis CGRP felszabadulds kozotti lehetséges interakcidt pedig mint a
trigeminovaszkularis  rendszerben  kialakulé  periférids  szenzitizacié lehetséges
mechanizmusét kezdték vizsgalni. Allatkisérletekben bizonyithaté volt, hogy a meningeélis
afferensek elektromos ingerlésével kivaltott véraramlas fokozédds, ami igazoltan az
afferensekbdl felszabadulé CGRP hatasanak kovetkezménye, csokkentheté volt a NO
szintézis gatlasaval (Messlinger és mtsai., 2000).

A gdz halmazallapotu NO rovid életidejli, de igen reakciéképes molekula, amely a
szOvetekben tovabbi, bioldgiai funkcidval rendelkez6 metabolitok képzésében vesz részt.
Oxidacidja soran nitrit- illetve nitrat ionok keletkeznek, szuperoxid gyokkel torténé reakcidja
mtsai., 2011). Bioldgiai hatdsainak koszonhet6en az utdbbi id6ben kiemelt figyelem fordult a
NO redox parja, az egy elektron felvételével képz6d6 HNO felé (Fukuto és Carrington, 2011;
Fukuto és mtsai., 2005). A HNO a kardiovaszkularis rendszerben hatasos vazodilatatornak
(Ellis és mtsai., 2000), pozitiv inotrop és luzitrép hatdssal rendelkezé anyagnak bizonyult
(Gao és mtsai., 2012; Sabbah és mtsai., 2013), hatasmechanizmusaval kapcsolatban pedig
felmerilt az afferensekbdl torténé CGRP felszabadité képessége (Paolocci és mtsai., 2001).
Mivel a HNO donorok alkalmazdsa nem jar a nitratok tartds hasznalata soran elkeriilhetetlen
tolerancia kialakulasaval, terdpias alkalmazasukhoz jelent6és reményeket flznek. A

szivelégtelenség terapidjaban mutatott el6nyds hatdsai ellenére azonban hosszu ideig
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kérdéses volt az is, hogy a HNO termel&dik-e egyaltalan a szervezetben, és ha igen, milyen
biokémiai reakciok eredményeként? Nem volt ismert a HNO CGRP felszabaduldsra kifejtett
hatasanak pontos mechanizmusa sem (Flores-Santana és mtsai., 2011; Fukuto és Carrington,
2011; Fukuto és mtsai., 2005). A kérdés megvalaszoldsdban attorést jelentettek egy masik
gaz halmazdllapotd mediator, a leveg6ben el6forduld, de a szoveteinkben normadlis
korilmények kozott is termel6d6 H,S vaszkuldris tédnus szabalyozasban betdltott szerepével
kapcsolatos megfigyelések (Yang és mtsai., 2008), illetve a H,S és a NO kozotti interakcid
eredményeként megvaldsuld vaszkuldris hatasok megismerése. A szervezetben a H,S cisztein
vagy homocisztein felhasznaldsdval enzimatikus Uton keletkezik. Termelése a kilonb6z6
szovetféleségekben legaldbb 3 kiilonb6z6 enzim, a cisztationin B-szintdz (CBS), a cisztationin
y-lidz (CSE) és a merkaptopiruvat-szulfurtranszferdaz miikédésének eredménye (Kabil és
Banerjee, 2014; Kabil és mtsai., 2014).

A H,S termel6dését mind a vaszkuldris simaizomban, mind az endothel sejtekben
kimutattak. A H,S direkt véraramlas fokozé hatasanak hatterében korabban az ATP-fiiggé K'-
csatornakra és egyéb K'-csatorndkra kifejtett aktivald hatdst azonositottdk (Tang és mtsai.,
2005). A H,S ezen felll tobb kiilonb6z6 mechanizmus Utjan potencirozza a NO vazodilatator
hatdsat is (Holwerda és mtsai., 2015). Ezek kozott szerepel a H,S hatdsara fokozodé
endothelidlis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) expresszid, valamint az eNOS foszforilacidja,
ami az enzimet stabilizdlva optimalis szinten tartja a NO termelést (Altaany és mtsai., 2014).
A NO hatasara termel6d6 cGMP erételjesebb bioldgiai hatasa részben a H,S hatdsara
bekovetkez6 szerkezeti stabilizacid, részben pedig a foszfodiészteraz 5 enzim gétlasa révén
lassabban megvaldsulé cGMP lebomlas kovetkezménye. A H,S révén keletkezd poliszulfidok
kozvetlendl is aktivalhatjdk a cGMP-dependens proteinkindz G-t (Bettowski és Jamroz-
Wisniewska, 2014; Kimura, 2017). Végil, de nem utolsé sorban néhdany évvel ezel6tt a NO és
a H,S interakcidja soran lejatsz6dd kémiai reakciok szambavételekor felmerilt annak
lehet6sége is, hogy ezek interakcidja egy tovabbi vazodilatator hatasu anyag, nevezetesen a
HNO keletkezéséhez vezet (Filipovic és mtsai., 2013).

Az irodalmi adatok ismeretében kisérleteink ezen szakaszaban célul tlztiik ki a NO és
a kemoszenzitiv nociceptorok kozott |étrejové interakcidk vizsgalatat kilonos tekintettel a
NO trigemindlis afferensekbdl tortén6é CGRP felszabaditd hatdsdra és ennek fizioldgiai
megnyilvanuldsara, a véraramlas fokozédasra. Vizsgaltuk a HNO donor ndtrium-[trioxo-

dinitrat] (Angeli's salt) meningedlis véraramlas szabalyozasban jatszott szerepét, a hatas
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hatterében all6 mechanizmusokat, illetve vdlaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy van-e
lehetéség a trigeminovaszkularis rendszerben, és ha igen, pontosan milyen szoveti
elemekben a HNO fizioldgias korilmények kozott torténd termelédésére? Ennek elddntése
céljabol vizsgaltuk a NO és H,S interakciéjanak hatdsdra a meningedlis szbvetekben

bekovetkezd CGRP felszabadulast és véraramlas valtozasokat.

6.2. Alkalmazott modszerek

Kisérleteink soran kontroll patkanyokban in vivo és ex vivo modellekben vizsgaltuk
kiilonb6z6 NO donorok CGRP felszabaduldsra és meningedlis véraramlasra kifejtett hatdsat
(Modszerek 4.5. és 4.6.). Vizsgaltuk patkdny és egér in vivo és ex vivo preparatumban a HNO
donor Angeli's salt CGRP felszabaditd és vazodilatator hatasat, valamint a TRPA1 receptorok
szerepét a HNO altal kivaltott véraramlds fokozéddasban. Vizsgaltuk a H,S és NO altal kivaltott
vazodilatacié és CGRP felszabaduldas mechanizmusdban ezen anyagok szévetekben vald
termelédésének szerepét. NADPH-diafordaz reakcidéval (Médszerek 4.16.) kimutattuk a
durdban a NO termel6dés helyét. Immunfluoreszcens festéssel kimutattuk a dura materben
a TRPA1l-, valamint a nNOS immunreaktiv strukturakat, illetve a trigemindlis ganglion
sejtekben a TRPA1 és a CBS enzim expresszidjat (Modszerek 4.14.). Fluoreszcens
hisztokémiai eljarassal azonositottuk a dura materben a NO, H,S és HNO termel6désének

szoveti lokalizaciéjat (Mddszerek 4.15.).

6.3. Eredmények
6.3.1. Nitrogén-monoxid hatdasa a meningedlis perfuzidra és a kalcitonin gén-rokon peptid
felszabadulasara

In vivo kisérleteinkben lézer Doppler véraramldas méréssel kontroll patkdnyokban
teszteltlik a NO donor topikalis applikaciojaval kivaltott véraramlas valtozasokat, valamint a
CGRP felszabadulas szerepét a NO altal indukalt vazodilatator valaszban. Kisérleteink sordn a
kovetkez6 harom NO donor vazodilatator hatdsat teszteltiik: S-nitrozo-N-acetil-D,L-
penicillamin (SNAP), 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid dietilammanium sé (DEANONOate)
és N-etil-2-(1-etil-2-hidroxi-2-nitrozohidrazino)-etdnamin (NOC-12), mindharom anyagot 0,1
és 1 mM kocentracidkban alkalmazva. Mindharom NO donor koncentracié fliggd
meningedlis véraramlas fokozddast valtott ki, ami a dura mater CGRP receptor antagonista

CGRPg37 (0,1 mM) el6kezelésével jelentGsen csokkenthet6 volt (4. tablazat).
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Stimulus CGRP8.37 el6tt CGRP8-37 utan
(bazalis %-a) (bazalis %-a)
SNAP 0,1 mM (n=6) 118,2 £ 4* 107,6 £ 2,8*#
SNAP 1 mM (n=6) 130,4 + 4* 121,1 + 3,3*"
DEANONOate 0,1 mM (n=10) 148,2 +9,8* 106,9 + 3,4"
DEANONOate 1 mM (n=10) 171,8 + 18* 146,1 £ 12,2*#
NOC-12 0,1 mM (n=8) 109,9 + 6,5 9,8 +1,1"

NOC-12 1 mM (n=8)

128,4 +£11,5*

110,1 +1,1**

4. tablazat. NO donorok hatdsa a meningealis véraramlasra CGRP receptor gatldst megel6z6en és
azt kovetSen (atlag + SEM). Egy szempontos ANOVA-t kovetS LSD teszt. *: szignifikdnsan eltér a
bazalis véraramlas értéktdl, #: szignifikdnsan eltér a CGRPs.3; (0,1 mM) applikacid el6tt mért értéktdl.
SNAP: S-nitrozo-N-acetil-D,L-penicillamin, DEANONOate: 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid
dietilammoénium s6, NOC-12: N-etil-2-(1-etil-2-hidroxi-2-nitrozohidrazino)-etanamin, CGRPg_37:
kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum.

Hasonlé eredményre jutottunk a meningedlis afferensek NO donorral toérténé
stimulacidjat koveté CGRP felszabadulds meghatdrozasaval. Kontroll patkdnyok ex vivo dura
mater prepardtumaban a DEANONOate applikacidja doézisfiggd modon fokozta a CGRP

felszabadulast (5. tablazat).

DEANONOate | Bazalis CGRP felszabadulas | Stimulalt CGRP felszabadulas
koncentracio (pg/ml) (pg/ml) bazdlis %-a
10 uM (n=6) 33,3+1,2 37,1+1,3* 111,4*
100 pM (n=6) 34,5+3,7 43,5 +5,8* 126,3*

1 mM (n=6) 35,5+3,2 59,2 + 7* 166,8*

5. tablazat. DEANONOate hatasa az ex vivo CGRP felszabadulasra (atlag + SEM). Egy szempontos
ANOVA-t kovetS LSD teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis CGRP felszabaduldst6l. DEANONOate: 2-
(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid dietilammanium sd, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

6.3.2. Nitroxil hatdsa a meningedlis perfaziora és a kalcitonin gén-rokon peptid
felszabadulasara

Patkanyokban és C57BI/6 vad tipusu egerekben a HNO donor Angeli's salt (300 uM)
jelent6sen megnovelte a meningedlis afferensekbdl felszabadulé CGRP mennyiségét, amit a
TRPA1 receptor antagonista 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-

7H-purin-7-acetamid (HC030031, 50 uM) jelenléte az inkubalé folyadékban nagymértékben
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csokkentett. Patkanyokban a 21,5 + 0,3 pg/ml bazalis CGRP koncentracidé 3 egymast kovetd
Angeli's salt stimulacié soran mérve maximum 77,3 £ 1,6 pg/ml-re emelkedett (20. dbra A),
egerek esetében ezek az értékek 30,7 + 2,4 (bazalis) illetve 106 + 16,8 pg/ml (stimulalt)
voltak. A TRPA1 receptor antagonista egyidej(i alkalmazasa patkanyokban 41,7 + 5,6 pg/ml,
egerekben 57,2 + 4,2 pg/ml értékre csokkentette a maximalis CGRP felszabaduldas mértékét.
TRPA1-/- knockout egerekben sem valtott ki jelent6sebb CGRP felszabadulast az Angeli's salt,
a HNO 4ltal indukalt CGRP felszabadulas korilbeliil azonos volt a vad tipusu egerekben a
TRPA1 receptorok blokkolasat kovetéen mért értékekkel (50,8 + 8,3 pg/ml-ig emelkedett)
(20. abra B).

A patkéany dura mater

Angeli’s salt 300 uM —/\— Angeli’s salt 300 yM
. —A— HC030031 50 pM + Angeli’s salt 300 yM
*
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— *
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+HC030031 50 pM
1 I I I | T
5 10 15 20 25 30 min
B egér dura mater
Angeli’s salt 300 uM —A— Angeli’s salt 300 uM (C57BI/6)
—aA— HC030031 50 uM + Angeli’s salt 300 uM (C578BI/6)
. —@— Angeli’s salt 300 UM (TRPA1-/-)
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20. abra. A HNO TRPA1 receptort aktivalo és CGRP felszabadité hatasa. Patkany ex vivo dura mater
preparatumban Angeli's salt fokozta a CGRP felszabaduldst. Ez a hatds gatolhatd volt a TRPA1
receptor antagonista HC030031 applikacidjaval (A, atlag + SEM, n=9). C57BI/6 egér dura mater
preparatumaban hasonlé hatast figyeltiink meg. TRPA1-/- knockout egerekban az Angeli's salt nem
valtott ki a kontroll dllatokhoz hasonlé mérték(i CGRP felszabaduldst (B, atlag + SEM, n=8). Egy
szempontos ANOVA-t kovetd Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér az Angeli's salt applikaciojat
megel6z6en mért bazalis CGRP felszabadulastél. CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, HC030031:
1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-7H-purin-7-acetamid.
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In vivo kisérleteinkben az Angeli's salt (300 uM) topikalis applikacidja szignifikans
véraramlds fokozdédast valtott ki az arteria meningea media agaiban, melynek mértéke a
bazalis véraramlds 124,1 + 5,1 %-a volt. Ez a véraramlas fokozédas gatolhatd volt a TRPA1
receptor el6zetes blokkoldsaval (HC030031, 50 uM) és jelent&sen csokkentette a CGRP
receptorok gatlasa is (CGRPg 37, 100 uM). A TRPA1 receptorok gatldasa mellett az Angeli's salt
applikaciéja mindossze 8,5 + 1,5 %-kal fokozta a bazalis perfuziét, CGRP receptor antagonista

el6zetes addsa utan ez az érték 15,4 + 4 % volt (21. abra).

130

120+

véraramlas (%)

110— T

100 —

HC030031 CGRP,,,
(50 uMm) (100 um)

Angeli’s salt (300 uM)

21. dbra. HNO véraramlas fokozé hatasa a meningealis artéridakban. Az Angeli's salt applikacidjaval
kivaltott véraramlds fokozddast gatolta a TRPAL receptor antagonista HCO30031 és a CGRP receptor
antagonista CGRPg 3; elGkezelés (atlag £ SEM, n=10-12). Egy szempontos ANOVA-t kévetd Fisher teszt.
*. szignifikdnsan eltér az Angeli's salt véraramlds fokozdé hatasatol. CGRPg3;: kalcitonin gén-rokon
peptid 8-37 fragmentum, HC030031: 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-
7H-purin-7-acetamid.

6.3.3. Nitrogén-monoxid és kénhidrogén interakcidja: az endogén nitroxil keletkezése
Annak eldontésére, hogy a feltételezéseknek megfeleléen a NO és a H,S
interakciéjanak eredményeként képzédhet-e HNO endogén mddon is a meningealis
szovetekben, vizsgaltuk ezen két gaz halmazdllapoti mediator egylittes hatdsanak
tulajdonithaté meningedlis CGRP felszabaduldst és kdvetkezményes véraramlas fokozdédast.
NO donorként DEANONOate 200 uM oldatat, H,S donorként pedig natrium-szulfid (Na,S,
300 uM) oldatat hasznaltuk. In vivo véraramlds méréseink soran a NO donor a korabbi
méréseink eredményével 6sszevethet6, 30 % korili véraramlas fokozdodast valtott ki (29,6 +
4,9 %). Ez a véraramlas fokozdédas jelentGsen csokkenthetd volt a dura mater topikalis
oxalsav amid (OA, 2 mM), vagy az allatok szisztémas OA (i.v. 10 mg/kg) elGkezelésével. Az OA

a H,S képzGdéséért felel6s enzimek, a CBS és a CSE nem szelektiv inhibitora. A dura mater 20
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perces és az allatok szisztémas OA kezelése azonos mértékben csokkentette a DEANONOate
véraramlds fokozé hatasat; ez az érték topikalis applikaciot kovetéen 10,2 £ 2,6 %, intravénas
adast kovetben 10,5 + 2,3 % volt. Feltételeztiik, hogy ez a mérsékelt, a NO H,S jelenlététdl
fliggetlenll is megnyilvdnuld vazodilatator hatasa a NO klasszikus, cGMP altal medialt
vazodilatdtor hatdsanak kovetkezménye. Ennek igazoldsara néhany kisérletben a H,S
termelésének i.v. OA adasaval torténd kikapcsoldsat kovetéen a szolubilis guanilat-ciklaz
gatld 1H-[1,2,4]oxadiazolil[4,3-a]kinoxalin-1-on (ODQ) topikalis (50 uM) vagy szisztémas (1
mg/kg i.v.) adasaval gatoltuk a cGMP hatadsat. Ennek eredményeként a NO 4ltal kivaltott
véraramlds fokozddas tovdbbi néhany szazaléknyi csokkenését mértik, bar topikalis
applikaciét kovetéen 8,3 + 3,8 %, intravénds adast kovetben 5,9 + 2,9 % véraramlas

fokozddas tovabbra is megfigyelhetd volt (22. abra).

135 [ 1 DEANONOate
I ] OAtop. 10 min + DEANONOate
130 - ] OAtop. 20 min + DEANONOate
€ 155 * ] OAi.v. + DEANONOate
- ) [ 1 ODQtop.+ DEANONOate
“_g 120 [ ] ODQi.v. + DEANONOate
o
w115+ " " 5
\q) .
= 110 *
105 -
100

OA top. OAtop. OAiv. ODQ top. ODQ i.v.
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22. abra. DEANONOate topikalis applikaciéjanak hatdsa a meningealis véraramlasra. Az oszlopok a
DEANONOate (200 puM) hatdsat, valamint az oxalsav amid topikalis (OA top. 2 mM) 10 illetve 20
percig torténs el6kezelésének, az oxalsav amid intravénds alkalmazasanak (OA i.v. 10 mg/kg),
valamint a szolubilis guanilat-ciklaz gatlé ODQ topikalis (ODQ top. 50 uM) és intravénas (ODQ i.v. 1
mg/kg) el6kezelésének DEANONOate vazodilatator hatasara kifejtett modosité hatasat abrazolja
(atlag = SEM, n=8-14). Egy szempontos ANOVA-t kovetS Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a
DEANONOate véraramlas fokozd hatasatél. DEANONOate: 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid
dietilammonium sd, ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolil[4,3-a]lkinoxalin-1-on, OA: oxalsav amid.

Annak igazolasat kovetéen, hogy a NO maximalis vazodilatdtor hatdsanak
kifejtéséhez szlikség van a szovetekben termel6d6 H,S jelenlétére, forditva is teszteltiik a két

vazodilatator hatasu medidtor egylittm(ikodését. Ezekben a kisérletekben Na,S (300 uM)
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topikalis applikacidjaval valtottunk ki szignifikdans vérdramlas fokozddast a meningedlis
artériakban (19 £ 3,8 %). A H,S donor Na,S vazodilatator hatdsarol egyértelmden igazolni
tudtuk, hogy a TRPA1 receptorok aktivalasa révén, CGRP felszabadulas altal megvaldsuld
folyamat, mivel a vazodilatacids valaszt mind a TRPA1 receptor antagonista (HC030031, 50
uM), mind a CGRP receptor antagonista (CGRPg3;, 100 uM) elGkezelés kivédte. A TRPA1
receptorok blokkolasat kovetéen a Na,S minddssze 1,5 + 1,6 % véraramlas fokozddast, a
CGRP receptorok blokkoldsat kovetéen pedig 0,9 + 2,7 % véraramlds csokkenést
eredményezett. A Na,S-dal kivaltott vazodilatacié nagy mértékben fliggott a NO egyidejl
jelenlététdl; a NO szintaz gatld L-NMMA topikalis (1 mM) vagy szisztémas (12 mg/kg i.v.)
adasa egyarant jelent6és mértékben csokkentette azt. Topikdlis L-NMMA applikaciot
kdvetden a Na,S 6,8 + 2,1 %, intravénas alkalmazasat kovetéen pedig 3 £ 0,8 % véraramlas

fokozédast valtott ki (23. dbra).

(] NaSs
120 B CGRP,., +NaS
[ ] HCO30031 + Na,S
— Bl L-NMMA top. + Na,S
s B L-NMMAiv. + Na,S
@
S 1101 i
‘©
>
P i
g 105 P *
= CGRP
1] 8-37
@ 100 [ -_
> T L-NMMA top.
HC030031 L-NMMA i.v.
95 - *
Na,S

23. abra. Na,S topikalis applikaciéjanak hatasa a meningealis véraramlasra. Az oszlopok a Na,S (300
UM) hatdsat, valamint a CGRP receptor antagonista CGRPg3; (100 uM), a TRPA1 receptor gatld
HC030031 (50 puM) és a NO szintaz gatlé L-NMMA topikalis (1 mM) valamint intravénas (12 mg/kg)
el6kezések Na,S vazodilatator hatasra kifejtett modositd hatasat abrazoljak (atlag + SEM, n=9-12).
Egy szempontos ANOVA-t kovetS Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a Na,S véraramlas fokozé
hatdsatél. CGRPg3y: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum, L-NMMA: N -metil L-arginin
acetat, HC030031: 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-7H-purin-7-
acetamid.

A fizioldgids korilmények kozott mért bazdlis meningedlis CGRP felszabadulas flgg a
szovetekben folyamatosan termel6d6 NO és H,S hatasatdl. Ex vivo dura mater
modelliinkben mind a NO szintézis gatldsa (L-NMMA, 2 mM), mind a H,S termeléséért felel6s

CBS és CSE enzimek muikodésének kikapcsolasa (OA, 2 mM) mérhet6 csokkenést
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eredményezett a trigeminalis afferensekbdl torténé CGRP felszabaduldsban. A SIF applikacio
mellett mért értékhez képest L-NMMA hatdsdra a bazalis CGRP felszabadulas 42,7 + 3,2 %-
kal, OA hatasara pedig 14,2 + 4,7 %-kal csokkent (24. abra).

L-NMMA — 1 )
vagy I
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£ P
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[+ =
(U]
(W)
40 -
20
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24. abra. A szoveti NO és H,S termelés szerepe a meningealis afferensekbdl térténé bazalis CGRP
felszabadulasra. Az oszlopok SIF, L-NMMA és oxalsav amid applikdciéja sordn nyert mintakban
meghatdrozott CGRP tartalmat abrazolnak, ezek applikacidjat megel6z6en SIF jelenlétében mért
értékekhez viszonyitva (atlag + SEM, n=8). Student-féle egymintas t-prdba. *: szignifikansan eltér a
SIF applikacidjaval kivaltott CGRP felszabadulastél. SIF: szintetikus intersticialis folyadék, L-NMMA:
N,-metil L-arginin acetat, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

A bazdlis mellett a stimuldlt CGRP felszabadul3s is a két gaz halmazallapotu mediator
interakcidjat mutatta; a Na,S (300 uM) hatdsara fokozédd CGRP felszabaduldst a NO szintézis

egyidejl gatlasa (L-NMMA, 2 mM) visszaszoritotta (25. abra B), mig extra NO hozzdadasa a
rendszerhez DEANONOate formajaban (200 uM) jelent&sen fokozta (25. abra A).

A # B
*
300 {_._ DEANONOate + Na,5 | L MR 4Rl
—s+—Na,S ’
— 250 4 *
s .
& 200 - el T
S 150 3 * */\‘
b 3 o ) 1 \
/ S — |
100 A A— : ] 40 \ ‘
50 4 Na,s | 20 | {M
DEANONOate | L-NMMA
L% 10 15 20 min 5 10 15 20 25 min

25. abra. NO és H,S szerepe a meningealis CGRP felszabadulasban. Na,S (300 uM) CGRP felszabaditd
hatdsa a NO donor DEANONOate (200 uM) jelenlétében fokozddott (A), mig a NO szintaz gatld L-
NMMA (2 mM) egyidejl alkalmazdsa esetén csokkent (B), (atlag + SEM, n=8). Egy szempontos
ANOVA-t kdvet Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis CGRP felszabaduldstdl. #: szignifikdnsan
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eltér a Na,S CGRP felszabadité hatasatél. DEANONOate: 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid
dietilammoénium sé, L-NMMA: N -metil L-arginin acetat, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.
6.3.4. Nitrogén-monoxid, kénhidrogén és nitroxil termel6 széveti strukturak azonositasa a

dura materben

A NO termel8dését a meningealis szovetekben NADPH-diaforaz reakcidval és a nNOS
immunhisztokémiai festésével mutattuk ki. A NADPH-diaforaz reakciéval NO termeld
strukturdk els6sorban az arteria meningea media agaiban, valamint a bel6lik ledgazd
arterioldkban egészen a kapillarisokig megfigyelhet6k voltak (26. abra A). NO termel6
neuronalis elemeket nNOS immunhisztokémiai festéssel is ki tudtunk mutatni. Néhany
nNNOS-immunreaktiv axon azonosithato volt az artéria dgakat kisérd idegrost kotegekben (26.

4bra B).

A NADPH-d &

100 uM

26. dabra. NO termelés helyének kimutatasa patkany dura materben. NADPH-diafordz fest6dés
kimutatdsa az arteria meningea media agaiban, az arterioldkban egészen a kapillarisokig (A). nNOS-
immunreaktiv idegrostok kimutatdsa immunhisztokémiai festéssel az arteria meningea media
againak kozvetlen kozelében (B). NADPH-d: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz, nNOS:
neuronalis nitrogén-monoxid szintdz, MMA: arteria meningea media, n: idegrost koteg.

In vitro dura mater preparatumban a NO és H,S érzékeny fluoreszcens szenzorok
detektdlhaté mértékld fluoreszcenciat csak az arteria meningea media Aagainak
endotheliumaban eredményeztek. A normal korilmények kozott viszonylag kismértékd
neuronalis NO és H,S termelés ezzel a mddszerrel nem volt detektdlhatd (27. abra A, B). A
HNO termel6dése ezzel szemben szamos szoveti strukturaban kimutathato volt; nem csak az
artéridk falaban, hanem az artéria agakat kiséré idegkotegekben, s6t szamos egyéb
kotészoveti sejtben is megfigyelhetd volt (27. dbra C). A dura mater el6kezelése L-NMMA (2

mM) vagy OA (2 mM) oldatokkal nagyon jelent6sen csokkentette, a két anyag egyiittes
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alkalmazasa pedig teljes mértékben megsziintette a HNO termel&dését a szbvetben (27.

abra D).

27. abra. Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek patkany dura mater preparatumrdl, melyek
az arteria meningea media NO termel6 (A) és H,S termel6 (B) endotheljét, valamint a HNO termel6
vaszkularis, perivaszkularis kotGszoveti és idegi elemeket (C) abrazoljak. A dura mater HNO
szenzorral kimutathatd fluoreszcencidjat a preparatum oxalsav amid (2 mM) és L-NMMA (2 mM)
el6kezelése teljesen megsziintette (D). NO: nitrogén-monoxid, H,S: kénhidrogén, HNO: nitroxil, V:
véna, A: artéria, n: idegrost, m: simaizom.

Patkdny dura mater totdlpreparatum kettés immunhisztokémiai festésével mind a
TRPA1 receptor expressziéjat, mind a CGRP neuropeptid jelenlétét ki tudtuk mutatni az
arteria meningea media agait kiséré idegrostokban (28. dbra A, B). A ganglion trigeminale
metszetein a TRPA1 receptor és a H,S termelésért felel6s CBS enzim kolokalizacidjat

elsGsorban a kozepes és kisméretli neuronokban tudtuk igazolni (28. abra C).

28. abra. A TRPA1 receptor, a CGRP és a H,S termelésért felelés CBS enzim immunhisztokémiai
kimutatasa a trigeminalis neuronokban. TRPA1 (A) és CGRP (B) kolokalizacidja patkany dura mater
afferenseiben kettds immunhisztokémiai festéssel. A TRPAL receptor és a CBS enzim kolokalizacidja a
ganglion trigeminale kis és kozepes méret(i ganglion sejtjeiben (C). TRPA1: tranziens receptor
potencial ankyrin 1, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, CBS: cisztationin -szintaz.
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A szoveti NO és H,S termelés mennyiségi kimutatasa céljabdl a dura mater
inkubacidja soran nyert felGliszd6 NO és H,S szenzor jelenlétében mért fluoreszcencidjat
hataroztuk meg. OA (2 mM) el6kezelést kévetéen a NO szenzor fluoreszcencidja 51,4 + 9,2
%-kal (n=5) emelkedett 6sszehasonlitva a kontralaterdlis kezeletlen durdban mért értékkel,
ami azt mutatja, hogy H,S hidnyaban a termelt NO-bdl kevesebb hasznalédik fel/alakul
tovabb egyéb metabolitta. A H,S szenzor altal produkalt fluoreszcencia 32,9 + 10,8 %-kal
(n=5) emelkedett az L-NMMA-tal (2 mM) el6kezelt koponyafélben, ami hasonléan a NO

hidnyaban csokkent mértékd szoveti H,S felhasznalasra utalt.

6.4. Megbeszélés

Eredményeink egyértelm(ien igazoltdk, hogy a NO-nak mint metabolikus eredeti
vazodilatator anyagnak a meningealis szOvetekben megvaldsuld hatdsa nem kizardlag az
érfal simaizom sejtjein megnyilvanulé cGMP altal kozvetitett hatds, hanem abban a
peptiderg trigemindlis afferensekbdl felszabaditott CGRP is szerepet jatszik. Ezeket a 2000-es
évek elején tett megfigyeléseinket mas kutatok eredményei is alatdmasztottdk; NO-indukalta
vazodilatacié kisérleti allatok dura materében hatasosan gatolhaté volt a migrén
neuronok 5-HTig/1p receptorain hatva a neuropeptidek, igy a CGRP felszabadulasat és a
kdvetkezményes vazodilataciét (Akerman és mtsai., 2002b). Mivel mind a mai napig nem
ismeriink olyan mechanizmust, melynek soran a NO kozvetleniil tudna neuropeptid
felszabadulast kivaltani a szenzoros neuronokbdl, mar akkor felmerilt valamiféle kdzvetitd
molekula lehetséges szerepe, amely kapcsolatot |étesithetne a metabolikus és a neuronalis
vazodilatator faktorok kdzott. Az ezzel kapcsolatos kutatasainknak Uj lendiiletet adtak az egy
évtizeddel kés6bb publikdlt eredmények, melyek rairanyitottak a figyelmet a NO-bdl
kozvetlendl is képz6d6 szintén erGs vazodilatator hatdssal rendelkez6 HNO-ra, mely azonban
intracelluldris hatdsmechanizmusat tekintve eltér a NO-tél (Fukuto és Carrington, 2011;
Fukuto és mtsai., 2005; Hughes, 1999).

A kisérleteink soran HNO donorként hasznalt Angeli's salt 37 °C-on, szdveti pH mellett
azonos mennyiségl nitritet és HNO-t képezve bomlik. A keletkez6 HNO féléletideje
korulbelilil 5 perc, gyorsan dimerizalddik, majd viz leadasaval dinitrogén-oxidot (N,0) képez.
Ezeknek a kémiai tulajdonsagoknak az ismeretében nem meglepd, hogy kisérleteink sordn

viszonylag magas Angeli's salt koncentracidok hasznalatara kényszeriltiink, mivel az anyag
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gyors szoveti inaktivdlédasa kovetkeztében a mérések idején csak kevesebb, mint a fele
lehetett az eredeti Angeli's salt koncentraciénak a hatdsos széveti HNO koncentracio.
Eredményeink, melyek kontroll dllatokban igazoltak a HNO trigeminalis TRPA1 receptorokon
kifejtett aktivald hatdsat, ami az afferensekb6l CGRP-t felszabaditva fokozza a meningealis
véraramlast, kiegészitették munkacsoportunk mas kisérleti modelleken (hatsé gyoki ganglion
neuronokon, kinai hércsdég ovarium sejteken) whole cell voltage clamp és calcium imaging
modszerekkel nyert eredményeit. MALDI-TOF témegspektrometrias mérések HNO hatasara
a TRPA1 receptor cisztein aminosavai kozott diszulfid kotések kialakuldsat igazoltak, amit
elektrofiziolégiai mérések soran alkalmazott redukdlé dithiothreitol hatdsara a gyorsabban
lecsengd HNO-valasz is aldtamasztott. Természetesen ezen kisérletek folyaman felmerilt
annak lehet6sége is, hogy a HNO-nak a kemoszenzitiv peptiderg afferensek masik jellegzetes
receptor tipusan, a TRPV1 receptorokon is hasonlé CGRP felszabadulast kivalté hatdsa lehet,
ezt a lehetGséget azonban TRPA1-/- egereken végzett calcium imaging mérések és a mi CGRP
EIA-méréseink eredményeinek tikrében ki kellett zarnunk.

Eredményeink funkciondlis, morfolégia és hisztokémiai moddszerek segitségével
igazoltak azt is, hogy a trigeminovaszkularis rendszer idealis korilményeket biztosit mindkét
gaz halmazallapotu mediator, a NO és a H,S termeléséhez, ezen idegi és endothelidlis
eredetl mediatorok reakcidja révén termel6dé HNO a kemoszenzitiv nociceptorok TRPA1
receptorait aktivalva CGRP felszabaduldshoz vezet, ami a vaszkularis simaizom sejteken
relaxald hatasu.

A NO és H,S interakcidjaként a trigeminovaszkularis rendszerben keletkez6 HNO
képz6dését nem csak indirekt modon, a CGRP felszabadité és vazodilatator hatas
vizsgalataval, hanem koézvetlenil is ki tudtuk mutatni a HNO érzékeny fluoreszcens festék
CuBOT1 segitségével. A HNO termel6dését jelzé erbs fluoreszcencia mind a dura mater NO
termelésének, mind H,S termelésének gatlasat kovetben gyakorlatilag megsziint. A dura
mater preparatumok mikroszkdépos vizsgalataval igazoltuk a HNO termel§ szoveti elemek és
a TRPA1l receptort expresszdld, CGRP-t tartalmazd trigeminalis afferensek kozeli
lokalizacidjat, ami morfoldgiai alapjat képezi a kozottik kialakuld interakcidoknak.

Eredményeink igazoltdk, hogy a dura materben fizioldgias korilmények kdzott mért
spontan bazalis CGRP felszabadulds, mely a szoveti perfuzioé fenntartasaban jatszik szerepet,
részben a HNO konstitutiv szoveti termel6désének kovetkezménye. Elképzeléseink szerint a

HNO-TRPA1-CGRP signalizaciés Ut a dura materben a kovetkez6képpen valésulhat meg:
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feltételezzilik, hogy fiziolégias korlilmények kozott a NO dontSen a meningedlis artériak
endotheljébdl szarmazik, az eNOS termeli. A NO atdiffundal a perivaszkuldris afferensekbe,
ahol a CBS hatdsdra termel6d6é H,S jelenlétében HNO-Id alakul. A CBS és TRPA1l
kolokalizacidja a trigeminalis neuronokban lehet6vé teszi, hogy a HNO Ca®" bedramlast és
kovetkezményes CGRP felszabaduldst valtson ki, ami viszont a vaszkularis simaizom CGRP

receptorainak aktivaldsa révén eredményez véraramlas fokozddast (29. dbra).

CGRP

oW AsC

DEANONOate:  gimaizom
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Endo-
thelium_
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29. abra. A HNO-TRPA1-CGRP szignalizaciés Ut a meningealis szovetekben. CGRP: kalcitonin gén-
rokon peptid, NO: nitrogén-monoxid, DEANONOate: 2-(N,N-dietilamin)-diazenolat-2-oxid
dietilammoénium sé, L-NMMA: N, ,-metil L-arginin acetdt, eNOS: endothelidlis nitrogén-monoxid
szintdz, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, AC: adenilat-cikldz, CGRPg3;: kalcitonin gén-rokon
peptid 8-37 fragmentum, TRPA1L: tranziens receptor potencial ankyrin 1, H,S: kénhidrogén, Na,S:
natrium szulfid, CBS: cisztationin B-szintdz, HNO: nitroxil.

Igen érdekes megfigyelés, hogy a DEANONOate-tal kivaltott vazodilatacio H,S fliggd

komponensének, vagyis a HNO termelésnek a kikapcsoldsat kovetéen (OA blokk utan) a NO
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donor még mindig kb. 10 %-nyi véraramlas fokozddast tudott kivaltani a bazalis véraramlas
értékekkel 6sszehasonlitva. A vazodilataciénak errél a komponensérél - mely nyilvanvaldan
nem CGRP altal kivaltott reakcio - feltételeztiik, hogy a klasszikus cGMP termelést fokozéd NO
hatds kovetkezménye lehet. Ennek ellenére NO donor hatasara a cGMP termelését gatld
ODQ kezelés utdn tovabbra is 6-8 %-nyi véraramlas fokozéddast mértiink, ami egyrészt azt
mutatja, hogy a meningedlis erekben meglepden kis mértékben jatszik szerepet a klasszikus
cGMP medidlta vazodilatacid, illetve hogy mas vazodilatdtor mechanizmus allhat ennek a
komponensnek a hatterében. Magyardzat az OA gatlas mellett is fennallé kismérték
perzisztens H,S termelés lehet, ami ATP fliggé K'-csatorndk nyitasa révén simaizom relaxalé
hatdsu. llyen jellegl hatast kordbban mi is igazoltunk laboratériumunkban (Eberhardt és
mtsai., 2014). Eredményeink alapjan valdszinUsithet6, hogy a meningealis erekben a H,S
foszfodiészteraz 5 gatld hatasa révén fokozottan megnyilvanulé ¢cGMP szignalizacié sem
jellemz6 Utja a vazodilatacionak. Ebben a tulajdonsdagdban a dura mater valdszindileg eltér
mas egyéb szovetektdl, pl. a koronaridktdl, itt ugyanis az Angeli's salt hatdsara kialakuld
fokozott véraramlas a HNO hatds, illetve a cGMP hatas kikapcsolasaval csdkkentheté volt,

mig a CGRP receptorok gatldsa nem befolyasolta (Chin és mtsai., 2014).

7. KEMOSZENZITIV AFFERENSEK ES HiZOSEJTEK KOZOTTI INTERAKCIOK A DURA MATERBEN
7.1. Bevezetés

Jancsé Miklos farmakoldgus professzor capsaicinnel végzett vizsgalatai soran
kimutatta, hogy az érz6 idegek antidrémos elektromos ingerlése, vagy kémiai irritdnsokkal
(pl. capsaicinnel) torténd stimuldldsa az érintett ideg ellatasi teriiletén értagulatot és plazma
extravazaciot valt ki. Ezeket a jelenségeket O0sszefoglaldan neurogén gyulladasnak nevezte.
Farmakoldgiai és morfoldgiai vizsgalatokkal tisztazta, hogy a neurogén gyulladasért az érzé
idegvégz&désekbdl felszabaduld, akkor még nem azonositott ,,neurohumor” felszabaduldsa
tehet6 felel6ssé. Mivel lokdlis vagy szisztémads capsaicin deszenzibilizaciét kovetéen a
neurogén gyulladads nem volt kivalthaté sem a bérben, sem a nyalkahartyakon, felismerte,
hogy az érintett érz6 neuronok kettds funkciéval rendelkeznek: egyrészt részt vesznek a
fajdalmas ingerek kozponti idegrendszer felé torténé tovabbitasaban, mdsrészt aktivalt
allapotukban vazoaktiv anyagokat szabaditanak fel periférias érzé idegvégz6déseikbdl,

amelyek neurogén gyulladast valtanak ki az innervalt szévetben (Jancsé és mtsai., 1967,
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1968). Kés6bbi vizsgdlatok tisztdztak ezen vazoaktiv anyagok kémiai természetét;
megallapitottak, hogy a neurogén gyulladasos valasz vazodilataciés komponensét a CGRP, az
érpermeabilitds fokozéddasat pedig dontben a SP kozvetiti.

Az aktivalt kemoszenzitiv nociceptorokbdl szabadda valé vazoaktiv peptidek a
periféridas szovet neurogén gyulladdsat valtjdk ki. A neuropeptidek interakcidba lépnek a
kdrnyezé szoveti elemekkel; az ereket bélelé endothel sejtekkel, a vaszkularis simaizommal
és a hizdsejtekkel, ami a gyulladasos reakciok kaszkadjat inditja el, lokalis véraramlas
fokozodast, plazma extravazaciét és a szenzoros neuronok szenzitizaciéjat eredményezve
(Jancs6-Gabor és Szolcsanyi, 1972; Jancsd és mtsai., 1985b; Szolcsanyi, 1988). A neurogén
gyulladds jelentGségét szamos betegség esetében igazoltak, szerepe a primer fejfajasok
patofiziolégiai folyamataiban is jelentfs (Geppetti és mtsai., 2005; Lukacs és mtsai., 2017;
Matsuda és mtsai., 2018). A dura mater hizdsejtjei a nociceptorokkal létesitett két iranyu
kapcsolatuk révén kozponti szerepet tolthetnek be a meningealis szbvetek neurogén
gyulladdsos folyamataiban. A kemoszenzitiv afferensekbél felszabadulé CGRP és SP a
hizésejtekbdl proinflammatorikus medidtorokat; hisztamint, szerotonint, prosztaglandinokat
valamint proteolitikus hatdsu triptazt szabaditanak fel (Dimitriadou és mtsai.,, 1991;
Rozniecki és mtsai., 1999). Ezek a mediatorok tovabb erdsitik a neuropeptidek altal kivaltott
vaszkularis reakcidkat, a nociceptorok érzékenységének fokozasa révén pedig a fajdalomérzé
palyat aktivalhatjak. A hizésejtek, peptiderg afferensek és meningedlis erek egymashoz kozeli
elhelyezkedése idealis korilményeket teremt ezen strukturak kozotti interakcidoknak. Ezen
interakcidk jelentGségét mutatja, hogy emberben hisztamin infaziéjadval a migrénes
rohamhoz igen hasonld jelleg( fejfajas valthato ki (Krabbe és Olesen, 1980).

A neurogén gyulladas keretei kozott megvaldsuld nociceptor szenzitizdcid egyik
mddja a hizdsejtekbdl felszabaduld triptdz aktivald hatasa, melyet a primer szenzoros
neuronok jelentds populaciéjan is expresszalédd G-fehérjéhez kapcsolt protedz aktivalt
receptor 2-n (PAR2) fejt ki. A protedz aktivalt receptorok csalddjaba tartozé PAR2
aktivalédasa a sejtet az extracelluldris tér fel6l éré szerin proteazok, els6sorban a tripszin és
triptdz hatasanak kovetkezménye (Cottrell és mtsai.,, 2002; O’Brien és mtsai., 2001). Az
enzimatikus hasitds eredményeként a receptor fehérje N-terminalis végén szabadda valé
domén bekotédése a receptor fehérjéhez intracellularis szignalizacidt indit el (Hoogerwerf és
mtsai., 2001; Macfarlane és mtsai., 2001; Nystedt és mtsai., 1994). A PAR2 4altal stimulalt

szignalizacios utvonalak rendkiviil sokfélék, ismeriink adenilat-ciklaz, PKC, PKA, foszfolipaz,
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mitogén-aktivalt protein kindz révén megvaldsuld hatdsokat is (Bao és mtsai., 2015; Kanke és
mtsai., 2001; Suen és mtsai., 2010).

A PAR2 expresszidjat mind humadn, mind ragcsalé kozponti idegrendszeri strukturain;
neuronokon illetve asztrocitakon igazoltak (D’Andrea és mtsai., 1998; Kempkes és mtsai.,
2014; Noorbakhsh és mtsai., 2006). El6fordul a hippocampus, kortex, amygdala, thalamus,
hypothalamus, striatum és a hatsé gyoki ganglionok neuronjain is (Steinhoff és mtsai., 2000;
Striggow és mtsai., 2001).

Korabbi vizsgalatok a PAR2-t szdmos kisméret(i és néhdny kdzepes vagy nagyobb
méretl hatségyoki ganglion sejten mutattdk ki immunhisztokémiai festéssel (Dai és mtsai.,
2004; Steinhoff és mtsai.,, 2000). A PAR2 hatsé gyoki ganglion neuronokon jelentGs
kolokalizaciét mutat mind a TRPV1 (Amadesi és mtsai., 2004; Hoogerwerf és mtsai., 2004),
mind a TRPA1 receptorokkal (Dai és mtsai., 2007). Osszességében a hatsogydki ganglion
sejtek tobb mint 60 %-expresszdlja a PAR2-t, ezek jelentés hanyada tartalmaz szenzoros
neuropeptideket is; 40 %-a CGRP-t, 30 % pedig SP-t is (Steinhoff és mtsai., 2000). A PAR2
hasitdsa a szenzoros neuronokban aktivalédé intracellularis folyamatoknak kdszonhetSen
felszabaditja a végz6désekben tarolt vazoaktiv neuropeptideket.

A PAR2 receptor proteolitikus aktivacidja irreverzibilis valtozast idéz elé a receptor
szerkezetében, az aktivalédott receptor a lizoszdmakban degradalddik. Rovid szintetikus
peptidek, melyek az N-termindlis, enzimatikus hasitassal szabadda tett ligand szerkezetéhez
hasonlitanak és kot6dnek a receptor megfelel§ strukturdihoz, agonistai a receptornak (Barry
és mtsai., 2010; Lerner és mtsai., 1996; Yau és mtsai., 2016). A szintetikus receptor agonistak
hatdsa reverzibilis, mivel nem valtoztatja meg a receptor szerkezetét, alkalmazasuk
lehet6séget teremt a receptor funkcid kisérletes vizsgalatara. Korabbi megfigyelések
igazoltak a PAR2 jelent8s szerepét a nociceptiv miikddésekben. PAR2 agonista kis ddzisanak
intraplantaris injekcidja patkanyban és egérben termalis és mechanikai hiperalgéziat valtott
ki, valamint emelkedett Fos fehérje expressziét eredményezett a gerincvelGben (Vergnolle és
mtsai., 2001).

Mivel a meningedlis szoveteket innervald trigeminalis afferensekbdl torténé CGRP
felszabadulds, ami a neurogén gyulladasos reakcid részét képezd vazodilatacié kivaltasaért
felelGs, fontos patofizioldgiai tényezGje a migrénes fejfajasnak, a hizdsejtek pedig helyzetiik
és funkcidjuk révén feler@sithetik azokat a hatdsokat, melyek a nociceptorok periférids és

centralis végz6déseibll peptideket szabaditanak fel és szenzitizadljdk a nociceptiv palyat,
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kisérleteink ezen szakaszdban vizsgdltuk a dura mater trigemindlis kemoszenzitiv
nociceptorai és a hizésejtek kozott lejatszodé interakcidkat. Vizsgdltuk a CGRP hizdsejteket
degranuldlé és hisztamint felszabadité hatdsat, a hisztamin &ltal kivaltott meningedlis
véraramlds valaszok létrejottében szerepet jatszé receptorokat, a hisztamin trigeminalis
afferenseken kifejtett hatdsat, illetve a trigemindlis afferenseken expresszdléoddé és a
hizésejtekbdl felszabaduld triptdz hatdsara aktivalodé PAR2 receptorok trigeminovaszkularis

reakciokban betoltott szerepét.

7.2. Alkalmazott modszerek

Kisérleteink sordn in vivo véraramlds méréssel vizsgaltuk hisztamin topikalis
applikacidjat és intravénads injekcidjat koveté meningealis véraramlds valtozasokat, valamint
a kulonb6z6 vaszkularis és neuronalis lokalizacidju hisztamin receptorok szerepét a hisztamin
altal kivaltott véraramlas fokozéddsban (Moédszerek 4.5.). Vizsgaltuk, hogy van-e szerepe a
hisztamin-indukalta véraramlas valtozasban az afferensekbdl torténd CGRP felszabadulasnak
(Mddszerek 4.6.)? Ex vivo dura mater prepardtumban meghatdroztuk a CGRP hizésejtekre
kifejtett hisztamint felszabadité hatdsat (Mddszerek 4.8.). Kontroll és capsaicin
deszenzibilizalt (Médszerek 4.2.) allatokon vizsgaltuk a tripszin és a szintetikus PAR2
agonista peptid meningealis véraramldsra kifejtett hatasat, a CGRP és NO szerepét a PAR2
aktivacio altal kivaltott véraramlds valtozasokban. Immunhisztokémiai festéssel dura mater
preparatumban kimutattuk a PAR2-t expresszald neuronokat és hizésejteket, valamint a

meningedlis afferenseken a PAR2 és a TRPV1 receptor lokalizaciéjat (Mddszerek 4.14.).

7.3. Eredmények
7.3.1. Hisztamin szerepe a meningealis véraramlas szabalyozasban

In vivo véraramlas méréseink soran hisztamin topikalis applikacidja a meningealis
erekben dézisfliggs, ismételhet vérdramlas fokozddast valtott ki, ami nem befolyasolta az
allatok atlagos artérias vérnyomasat. 10 uM hisztamin 3 egymast kovet6é applikacidja a
véraramlast a bazdlis érték 114,2 + 9,8; 116,7 + 9,9 és 113,2 + 4.8 %-ara (n=6) emelte.
Hisztamin 100 uM koncentraciéban 135,1 + 119,1; 137,6 + 20,3 és 137,8 + 12 %-ra (n=9)
fokozta a meningealis véraramlast.

Azokban a kisérleteinkben, melyekben a hisztamin topikalis applikaciéjat megel6z6en

a dura matert 5 percig a H1 receptor antagonista cetirizinnel (2 és 20 uM) kezeltik, a
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hisztamin dltal kivaltott véraramlas fokozddas nagyobb mértékd volt, mint a H1 receptor
antagonista alkalmazasat megel6z6en mért érték. Bar a cetirizin applikdciéja dnmagaban
nem volt hatdssal a meningealis véraramlasra, 2 uM cetirizin a hisztaminnal (100 puM)
kivaltott meningealis perfuzié fokozéddast az eredeti reakcié 123,5 + 14,7 %-ara, 20 uM

cetirizin 128,2 + 31,2 %-ara emelte (30. abra).
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30. abra. A H1 receptor antagonista cetirizin hatdsa a hisztamin véraramlas fokozé hatasara (atlag +
SEM, n=7-9). Egy szempontos ANOVA-t kovetS Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a hisztamin
véraramlas fokozd hatasatol. HA: hisztamin, CET: cetirizin.

A H2 receptorok aktivaciéjanak részvételét a hisztamin 3ltal kivaltott meningealis
véraramlas reakcidokban a dura mater H2 receptor antagonista cimetidinnel torténé
el6kezelésével és az azt megel6z6en és azt kovetben mért hisztamin applikaciéra mutatott
véraramlas valaszok dsszehasonlitdsaval hataroztuk meg. Cimetidin 0,04-4 mM koncentracid
tartomanyban nem okozott valtozdst a bazalis véraramlasban, viszont dézis flggden
csokkentette a hisztamin hatdsat. 0,04, 0,4 illetve 4 mM cimetidin elGkezelés a hisztamin
(100 uM) véraramlas fokozd hatdsat az eredeti reakcié 80,1 + 21,4; 63,4 + 17 illetve 37,8

18,8 %-ara mérsékelte (31. abra).
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31. abra. A H2 receptor antagonista cimetidin hatasa a hisztamin véraramlas fokozé
hatasara (atlag £ SEM, n=7-8). Egy szempontos ANOVA-t kdvet§ Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér
a hisztamin véraramlds fokozd hatdsatél. HA: hisztamin, CIM: cimetidin.

Fizioldgids séoldat 0,3 ml-ének lassu intravénas injekcidja nem befolydsolta sem az
allatok atlagos artérias vérnyomadsat, sem a meningedlis véraramlds értékeket. Az injekciot
kévetd 5 percben mért perfazié a bazélis véraramlas 101,2 + 2,6 %-a (n=8) volt. 10 pg/kg
hisztamin intravénas injekcidja az atlagos artérids vérnyomads gyors, atmeneti csokkenését
okozta, melynek mértéke az egyes kisérletekben 20-40 Hgmm ko6z6tt valtozott. A vérnyomas
értékek minden esetben 2 percen beliil normalizalédtak. A meningedlis erekben atlagosan
40-60 masodperccel a hisztamin injekcidjat kovetéen fokozddott a véraramlas. A véraramlas
emelkedésnek minden esetben két fazisat tudtuk elkiloniteni. Az els6 fazis sordn, amely 90
masodperc alatt lezajlott, a véraramlas gyorsan emelkedett, majd csicsszerl maximumot ért
el, ezt kovet6en a vérdaramlds a kordbbi bazalis értéket valamivel meghaladd szinten
stabilizdlédott (32. dbra A). Mérési eredményeink kiértékelésekor a hisztamin valasz els6
fazisa soran mért atlagos véraramlas értéket a bazalis véraramlas 221,5 + 12,4 %-anak (n=14)
taldltuk, ami szignifikdnsan meghaladta a fiziolégias soéoldat injekcidja mellett mért
értékeket.

Néhany kisérletben a H1 receptor antagonista cetirizint (50 pg/kg) intravénas
el6kezelés formajaban alkalmaztuk a hisztamin intravénas (10 pg/kg) adasat vagy topikalis
(100 uM) applikacidjat megel6z6en. A cetirizin szisztémas injekcidja nem befolyasolta az
allatok atlagos artérids vérnyomdsat, nem valtoztatta meg a bazalis véraramlas értékeket és
nem befolyasolta a hisztamin topikalis applikaciéjaval kivaltott véraramlas fokozddast sem.
Cetirizin injekciét kovet6en a hisztamin az el6kezelést megel6z6en mért véraramlas
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fokozddas 105,4 + 14,6 %-at (n=8) valtotta ki. Az intravénas hisztamin injekcié véraramlds
fokozd hatdsat ellenben a szisztémasan adott cetirizin az eredeti reakcid 31,9 + 9 %-ara (n=5)
mérsékelte (32. dbra B).

A H2 receptor antagonista cimetidin (5 mg/kg) intravénas adasa nem befolydsolta
sem az allatok atlagos artérids vérnyomasat, sem a bazalis meningealis véraramlas értékeket.
A cimetidin nem maddositotta szignifikdnsan sem a topikalisan alkalmazott (az eredeti reakcid
68,8 £ 30,9 %-a, n=5), sem az intravéndsan adott hisztamin véraramlds fokozé hatdsat (az

el6kezelés nélkiil mért reakcié 116 + 31,2 %-a volt, n=9).
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32. abra. Szisztémas H1 receptor antagonista cetirizin hatasa az intravénas hisztamin véraramlas
fokozé hatasdra. Lézer Doppler véraramlds méré eredeti regisztratum szakaszai, melyek az
intravénasan adott hisztamin (10 pg/kg, A) és a cetirizin (50 pg/kg) injekciojat kbvetden szisztémasan
adott hisztamin (10 pg/kg, B) meningealis véraramlasra gyakorolt hatasat dbrazoljak. HA: hisztamin,
CET: cetirizin, PU: perfuzids egység.

Annak eldOntésére, hogy a vaszkuldris receptorokon kifejtett hatds mellett a
kemoszenzitiv trigeminalis afferensekbdl torténé neuropeptid felszabadulas is hozzajarul-e a
hisztamin véraramlas fokozd hatasanak kialakitdsahoz, a CGRP receptorok gatlasa mellett is
dura mater el6kezelése a CGRP receptor antagonista CGRPg37; (100 uM) oldataval nem
befolyasolta a bazdlis véraramlast (102,1 + 4,4 %). A hisztamin (100 uM) véraramlas fokozé
hatdsa sem kilonb6zott a CGRP receptorok gatlasat megel6z6en mért értékektdl, ennek
mértéke a receptor gatlasat megel6z6en mért érték 96,8 + 5,8 %-a volt (n=5).

Periférias szoveteket innervdld kemoszenzitiv afferensek esetében igazoltdk a
hisztamin neuropeptid felszabadulasra kifejtett preszinaptikus H3 receptorok aktivacidja

révén megvaldsuld gatld hatasat. Sziv, bér, légutak esetében a kemoszenzitiv nociceptorok
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H3 receptorainak stimuldcidja jelentésen csokkentette mind a CGRP mind a SP
felszabaduldsat és a kovetkezményes szoveti neurogén gyulladdsos reakciét (Ichinose és
mtsai., 1990; Imamura és mtsai., 1996; Ohkubo és mtsai., 1995). Felmerilt benniink is annak
lehetdsége, hogy a hisztamin altalunk tapasztalt hatdstalansaga a trigeminalis afferenseken a
hisztamin nociceptorokon expresszalédd H3 receptorokon kifejtett gatlé hatdsanak lehet a
kdvetkezménye, ami ellensulyozza a hisztamin CGRP felszabaditd hatasat. Ennek eldontésére
meghatdroztuk a hisztamin 3ltal kivaltott vérdramlas vdlaszokat H3 receptor antagonista
tioperamid maleat 100 uM koncentrdcioju oldatdnak applikaciéjat kovetéen is. A H3
receptor blokkoldsa nem mddositotta sem a bazdlis vérdramlas (99,8 + 0,8 %), sem a
hisztamin-indukdlta (100 uM) véraramlds valtozasok mértékét (az eredeti hisztamin valasz
99,4 £+ 2,6 %-a, n=7). Néhany kisérletben a CGRPg 37 (100 uM) és tioperamid maleat (100 uM)
egylttes applikacidjanak hatasat is teszteltilk, ami hasonléan hatastalan volt a hisztamin
reakcid szempontjabdl. A két gatldszer egyiittes alkalmazasat kovetGen a hisztamin 100 uM
koncentracidoban a gatldszerek nélkil mért véraramlas fokozédas 97 + 5,8 %-at valtotta ki
(n=5).

In vivo vérdramlds vizsgalataink eredményéhez hasonléan ex vivo dura mater
preparatumunkban sem tudtunk hisztamin stimulaciét kéveté CGRP felszabadulast igazolni.
Ezekben a kisérletekben a trigeminalis afferensekbdl szarmazé bazalis CGRP felszabadulds
15,2 + 2,6 pg/ml volt, amit a hisztamin 100 uM koncentracidban nem maddositott (15,3 + 1,6
pg/ml, n=10). Ex vivo preparatumunkban is igazoldst nyert a preszinaptikus H3 receptorok
neuropeptid felszabaduldsra kifejtett hatdsanak elhanyagolhaté volta. Hisztamin (100 uM) a
H3 receptor blokkolé tioperamid maleadt (100 uM) applikdciéjat kovetéen csupan kis
mértékben fokozta a CGRP felszabadulast (14,4 + 1,8 pg/ml-rél 16,9 + 2,7 pg/ml-re, n=8), ami
nem bizonyult szignifikdns mérték( kilonbségnek.

Patkdnyok ex vivo dura mater preparatumaban vizsgaltuk a CGRP hizdsejteket
degranuldld hatdsat és a kovetkezményes hisztamin felszabaduldst is. A CGRP applikaciéjat
megelGz6en a preparatumokban a bazélis hisztamin felszabadulas 12,5 + 0,5 pg/ml volt.
szignifikdnsan meghaladta a stimulust megel6z6en mért értéket (33. dbra A). Néhany mérés
soran, amikor a CGRP applikaciojat megel6z6en és azzal egyilitt is CGRP receptor antagonista
CGRPg3; 10 uM-os oldatat pipettaztuk a koponyagddoérbe, a CGRP hisztamint felszabadito

hatdsa nem érvényesiilt (33. abra B).
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33. dbra. CGRP hisztamint felszabadité hatasa ex vivo dura mater preparatumban. Az értékek a
CGRP applikaciojat (3. minta) megel6z6en az inkubalé folyadékban mért bazalis hisztamin
koncentracidra (2. minta) normalizalt értékeket dbrazol (atlag + SEM, n=10). Egy szempontos ANOVA-
t kovet6 Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a 2. minta hisztamin koncentraciéjatol. CGRP: kalcitonin
gén-rokon peptid, CGRPs_3;: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum.

7.3.2. Proteaz aktivalt receptor 2 szerepe a meningealis véraramlas szabdlyozasban és a
tranziens receptor potencial vanilloid 1 receptorok szenzitizdlasaban

Patkany dura mater kett6s immunhisztokémiai festésével PAR2-t expresszald
trigeminalis afferenseket és perivaszkularis helyzet( hizésejteket azonositottunk (34. abra).
A PAR2-immunreaktiv axonok j6 része a nagyobb artéria agak kozelében helyezkedett el és
koexpresszalta a TRPV1 ioncsatornat, valdszin(sitve ezzel a PAR2 receptort aktivald hatdsok
nociceptor funkciét befolydsolé hatasat, valamint megteremtve a két receptor kozotti

interakcié lehet&ségét.
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34. abra. PAR2-immunreaktiv idegrostok és sejtek patkdny dura materében. PAR2- és TRPV1-
immunreaktivitast mutaté afferensek (A, B) és PAR2 immunreaktiv hizdsejtek (C) patkany dura mater
preparatumaban. TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1, PAR2: protedz aktivalt receptor 2.

Annak eldontésére, hogy az immunhisztokémiai preparatumainkban azonositott
PAR2 receptor valdban szerepet jatszik-e a kemoszenzitiv afferensek mikoédésének
szabalyozasaban, in vivo és ex vivo allatmodelliinkdn vizsgaltuk a receptor aktivalasanak
hatdsat a nociceptorok CGRP felszabadité képességére és a kovetkezményes vazodilataciéra.
A PAR2 receptor hasitasaval aktivald tripszin (0,1-10 uM) és a receptor szerkezetének
reverzibilis médositasa révén hatd szintetikus PAR2 agonista peptid Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-
amide (SLIGRL-NH,) 1-100 uM koncentracio tartomanyban kontroll patkanyokban dozisfliggd
meningeadlis véraramlas fokozddast valtott ki (6. tablazat). Ez a hatds a szintetikus PAR2
agonista esetében ismételhetd volt. SLIGRL-NH, 10 uM koncentracidoban 3 egymast kovetd
applikacié sordn 16 + 1,8; 16 + 2,8 és 14 + 2,4 % (n=5) véraramlds fokozdédast valtott ki. Az
applikacidk kozott eltelt 10 percben, amikor a dura matert ismételten atoblitettiik SIF-kal, a
véraramlas értékek minden esetben visszatértek a stimulust megel6z6en mért értékre. A
szintetikus PAR2 agonista topikalis alkalmazdsa nem befolyasolta az atlagos artérids
vérnyomast, ennek értéke a PAR2 agonista applikaciéjat megel6z6en atlagosan 105 + 12

Hgmm, azt kévetéen pedig 102 £ 9 Hgmm volt.
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Koncentracié (uM) | Véraramlas valtozas (%)
Tripszin 0,1 0,83+1,1
(n=8-10) 1 7,02 +£1,2%
10 12,03 +1,1%*
SLIGRL-NH, 1 2,12+1,2
(n=8-10) 10 16,19 £ 0,9*
100 28,11 +1,2*

6. tablazat. Tripszin és a PAR2 agonista SLIGRL-NH, topikalis applikacidjanak hatasa a meningealis
véraramldsra (atlag £ SEM). Egy szempontos ANOVA-t kévet6 Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér a
bazalis véraramlas értéktdl.

Mivel kisérleteink kovetkez6 szakaszaban tisztazni kivantuk, hogy a PAR2
aktivalasaval kivaltott vazodilatator vdlaszban szerepet jatszanak-e a kemoszenzitiv
nociceptorok, ezért méréseinket elvégeztiik el6zetesen szisztémas capsaicin kezelésen
atesett capsaicin deszenzibilizalt allatokon is. Ezekben az allatokban minden esetben
teszteltik a kemoszenzitiv nociceptorok funkciondlis allapotat, melynek eredményeképpen a
capsaicin 100 nM koncentracidban kismértékben csokkentette a véraramlast (5,7 = 2,9 %),

ami egyértelmden igazolta a kemoszenzitiv nociceptorok funkciévesztését (35. abra).

1 kontroll
+30 A IE capsaicin-deszenzibilizalt
T
+20 A T
= T
X
§ +10 A
9 *
=
>
«w bazdlis i
S
=
=
g~ -10 A
capsaicin SLIGRL-NH, hisztamin
(100 nM) (10 pMm) (10 um)

35. dabra. Capsaicin, SLIGRL-NH, és hisztamin hatdsa a meningealis véraramlasra kontroll és
capsaicin deszenzibilizalt allatokban. Az oszlopok az 5 perces applikacid alatt mért értékeket
abrazoljak (atlag + SEM, n=5-8). Egy szempontos ANOVA-t kdvet6 Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér
a kontrollban mért véraramlas értéktél.
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Capsaicin deszenzibilizalt allatokban jelent&sen csokkent a PAR2 agonista SLIGRL-NH,
(10 uM) vazodilatdtor hatdsa, a topikdlis applikaciot kdvet6en minddssze 3,4 + 1,2 %
vérdramlas fokozédast mértink. Capsaicin deszenzibilizalt &llatokban a vaszkularis
reakcioképesség megtartottsagara utalt, hogy nem volt kilonbség a kontroll és a
deszenzibilizalt allatok esetében mért hisztamin (10 uM) applikacioval kivaltott véraramlas
fokozodasban (kontroll: 15,3 £ 1,3 %, capsaicin deszenzibilizalt: 18,3 + 1,8 %) (35. abra).

Miutdn megbizonyosodtunk a kemoszenzitiv afferensek PAR2 altal kozvetitett
véraramlas vdltozdsokban betoltott szerepérdl, vizsgdltuk ezek TRPV1 receptorainak
részvételét a reakcidoban. Kontroll allatokban sem a capsaicin 10 nM koncentraciéju oldata,
sem a PAR2 agonista SLIGRL-NH, 1 uM koncentraciéju oldata nem okoz véraramlas valtozast.
Ha azonban a PAR2 agonistat 1 uM koncentracidban el6kezelés formajaban alkalmaztuk,
jelent6sen megnovelte az azt kdvetSen applikdlt capsaicin (10 nM) vazodilatator hatasat.
Ennek eredményeként atlagosan 8,3 + 2,1 %-os véraramlas fokozodast mértiink, amely az
applikacié teljes idGtartama alatt szignifikdnsan meghaladta a PAR2 agonista alkalmazasat
megel6z6en mért capsaicin altal kivaltott vazodilatacids vélaszt (36. abra).

—- capsaicin (10 nM)
—/\— SLIGRL-NH, (1 yM) + capsaicin (10 nM)

*

+10 A

+5 1

bazalis

véraramlas valtozas (%)

T T T T T

1 2 3 4 5 min

36. abra. SLIGRL-NH, el6kezelés hatdsa a capsaicin meningeadlis véraramlas fokozé hatasara. Az
értékek a capsaicin (10 nM) altal kivaltott véraramlas fokozddast dbrazoljak a SLIGRL-NH, applikaciot
megel6zG6en és azt kovetben (atlag + SEM, n=6). Egy szempontos ANOVA-t kovets Tukey teszt. *:

szignifikdnsan eltér a capsaicin altal a SLIGRL-NH, applikaciot megel6z6en kivaltott véraramlas
valtozastol.

Eredményeink a  PAR2  agonista  hatdsara  megvaldsulé  vazodilatacié
mechanizmusaként a kemoszenzitiv afferensekbdl torténé CGRP felszabaduldst és

endothelidlis NO termelést igazoltak. A dura mater el6kezelése CGRPg 37 (100 uM) peptiddel,
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illetve NO szintaz gatld N,-nitro-L-arginin metilészter hidroklorid-dal (L-NAME) (100 uM)
jelentésen csokkentette a PAR2 agonista vazodilatator hatasat. A CGRP receptorok
blokkoldsa a SLIGRL-NH;, 10 uM koncentraciéban kivaltott vazodilatator hatasat 17,1 + 2,1 %-
rol 7,7 £ 2,6 %-ra csokkentette az 5 perces applikacios periddus alatt. A NO szintézis gatldsa
16,7 + 1,8 %-rdl 6,2 + 1,2 %-ra csokkentette a vérdramlds fokozddast. ElGkisérleteink sordn
megbizonyosodtunk arrdél, hogy a nem specifikus NO szintdz gatld6 L-NAME maximalis
hatdsanak eléréséhez 15 percig tarté topikalis applikacid szikséges. Ez alatt az id6 alatt a
meningedlis véraramlas a kiinduldsi érték 82,4 + 5,6 %-ara csokkent, majd ezen az értéken
stabilizdlédott. Annak eldontésére, hogy a reakcidéban szerepet jatsz6 NO endothelidlis vagy
neuronalis  eredetli-e, tesztelttk a neurondlis NO szintdaz gatlé  1-(2-
trifluorometilfenil)imidazol (TRIM, 100 uM) hatdsat a SLIGRL-NH, (10 uM) vérdramlds fokozo
hatdsara. A neuronalis NO szintézis gatldsa sem a bazalis véraramlas értékét, sem a PAR2
agonistaval kivaltott véraramlas fokozéddast nem befolyasolta (37. abra). Ez a tény ismételten
igazolta, hogy a dura materben fizioldgias koriilmények kozott csak az endothel sejtek
szolgaltatnak fukcionalis szempontbdl jelentésebb mennyiségl NO-ot. Kisérleteinkben sem a
lokalis CGRP receptor blokkoldsnak, sem a kilonféle NO szintdz gatldk alkalmazasanak nem

volt hatasa az atlagos artérids vérnyomasra.

~B— SLIGRL-NH, (10 pM)

~O— TRIM (100 UM) + SLIGRL-NH, (10 uM)
~O L-NAME (100 puM) +SLIGRL-NH, (10 pM)
—A— CGRP,.,,(100 uM) + SLIGRL-NH, (10 pM)
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37. abra. CGRPg3;, L-NAME és TRIM hatasa a SLIGR-NH, véraramlas fokoz6 hatasara. Az értékek a
percenként mért véraramlds adatait abrazoljak (atlag + SEM, n=5-8). Egy szempontos ANOVA-t
koveté Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér a SLIGRL-NH, 4altal az antagonistak applikaciéjat
megel6zGen kivaltott véraramlds valtozastél. CGRPg.37: kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum,
L-NAME: N, -nitro-L-arginin metilészter hidroklorid, TRIM: 1-(2-trifluorometilfenil)imidazol.
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A kontroll és capsaicin deszenzibilizalt allatok ex vivo dura mater preparatumaiban
mért bazdlis CGRP felszabadulas 16,1 + 1,6 illetve 13,3 + 0,6 pg/ml volt. Bar a capsaicin
deszenzibilizalt allatokban mért értékek kis mértékben elmaradtak a kontroll allatok
értékeit6l, ez a kilonbség nem volt szignifikdns mértékld. SLIGRL-NH, 100 uM
koncentracidban jelentGsen fokozta a CGRP felszabadulast, a bazdlis CGRP koncentracié
133,6 + 13,3 %-ara. Capsaicin deszenzibilizalt allatokban ez az érték minddssze 102,7 £ 5,4 %
volt (38. abra). Eredményeink igazoltdk, hogy a kemoszenzitiv afferensek funkciondlis és
morfoldgiai integritasa alapvet6 a PAR2 mediadlta CGRP felszabadulds és véraramlas valaszok

kialakulasaban.
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38. abra. Capsaicin-deszenzibilizacié hatdsa a PAR2 agonista SLIGRL-NH, meningedlis CGRP
felszabadité hatasara (atlag + SEM, n=6). Egy szempontos ANOVA-t kovet6 Tukey teszt. *:
szignifikdnsan eltér a kontroll allatokban mért CGRP felszabadulastdl. SIF: szintetikus intersticidlis
folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

7.4. Megbeszélés

A kemoszenzitiv nociceptorok aktivalédasa és a periférids neuropeptid felszabadulas
kovetkeztében kialakuld széveti neurogén gyulladdsos reakcié fontos komponense a szoveti
hizésejtek aktivdlédasa és degranulacidja, ami tovabbi vazodilatator anyagokat tesz
szabadd3, feler@sitve ezzel a neurogén gyulladasos reakciét (Foreman, 1987; Jancso-Gabor
és Szolcsanyi, 1972). A dura mater hizdsejtjei a szenzoros végz6désekbdl szabadda valo CGRP
és SP hatdsdra egyarant degranulalédnak (Ottosson és Edvinsson, 1997). Kisérleteink soran
két hizosejt aktivacioval kapcsolatban kialakuld6 mechanizmus meningedlis véraramlasra

gyakorolt hatdsat és nociceptor aktivacidban betoltott szerepét vizsgaltuk, mivel ezek a
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reakcidk nagy valdszinliséggel szerepet jatszhatnak a migrénes fejfajas hatterében kialakuld
periférids és centralis szenzitizacié folyamataiban is.

In vivo és ex vivo kisérleteink eredményei egyértelmlien igazoltdk a nociceptorok
aktivadlédasa kovetkeztében felszabaduldé CGRP hizdsejteket degranuldld és hisztamint
felszabaditd hatdsat. A hisztamin azonban - a jelen kisérleti korilmények kdzott - nem
aktivalta a szenzoros végz6déseket és azokbdl nem valtott ki tovabbi peptid felszabadulast
még a preszinaptikus H3 receptorok blokkoldsat kévetéen sem. Ebben a tekintetben az
altalunk vizsgdlt meningedlis strukturak viselkedése eltér egyéb, kordbban tanulmanyozott
szovetekétdl, melyekben a H3 receptor stimuldcidja gatolta a szenzoros neuropeptid
felszabaduldst (Ichinose és mtsai.,, 1990; Imamura és mtsai., 1996). Bar kisérleti
modelliinkben a hisztamin meningealis perfuzidt befolyasoldé hatdsat nagy valdszinliséggel
csak vaszkularis lokalizaciéju receptorokon fejtette ki, ezek a receptorok érfalon beliili
elhelyezkedésiik és funkcidjuk szempontjabdl is tobb félének bizonyultak, aminek
kdszonhet6en finoman szabdlyozhaté véraramlas valtozasok valdsulnak meg. Ezeknek a
viszonyoknak a tisztdzdsa céljabdl juttattuk két féle mdédon a hisztamint a meningealis
szOvetekbe; a szabaddd tett dura mater felszinére topikalisan applikalva a vaszkuldris
receptorokat a simaizom irdnydbdl megkozelitve, illetve intravéndsan az endothelidlis
helyzetl receptorok iranyabdl. Intravénas applikaciéhoz azt a hisztamin koncentraciét
valasztottuk, melyrél az irodalombdl ismert, hogy infuzidja emberben fejfajast valt ki (Lassen
és mtsai., 1995).

Eredményeink alapjan a hisztamin altal kivaltott vaszkuldris simaizom relaxacio
részben az endothel sejteken lokalizdlt H1 receptorok hatdsanak, részben pedig a
valdszinlileg simaizomsejteken lokalizalt H2 receptorok aktivacidjanak kévetkeztében alakult
ki. Emellett vazokonstriktor hatasi H1 receptorok miikodését is igazoltuk, melyek
valdszinlileg szintén a simaizom sejteken helyezkednek el. Kisérleteinkben a H1 receptor
antagonista cetirizin humdn terapidban is hatasos koncentracidoban alkalmazva (Petersen és
mtsai., 1999) fokozta a hisztamin vazodilatator hatdsat. Ez a megfigyeléslink 6sszhangban all
korabbi vizsgalatok eredményeivel, melyek human intracerebralis artéridkon hisztaminnal
kivalthaté vazokonstrikciot igazoltak (Jansen-Olesen és mtsai., 1997). A kisérleteink sordn
intravéndsan adott cetirizin csokkentette az intravéndsan adott hisztamin véraramlds fokozé
hatdsat, ami a szisztémds addssal jobban megkdzelitheté endothelidlis eredetl vazodilatacid

szerepére utal. A cetirizin injekcidjat kdvetGen is megmaradd kisebb mértéki vazodilataciot
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magyarazhatja a hisztamin érfalon keresztil torténd penetrdldsa, ennek révén a hisztamin
elérheti és izgathatja a simaizomsejteken elhelyezked6 H2 receptorokat is. Természetesen
nem zarhatjuk ki annak lehet6ségét sem, hogy a hisztamin és a cetirizin az érfalon keresztiil
penetralva topikalis applikdciét kovetéen is elérheti az artéridk endotheljén lokalizalt
receptorokat. A cimetidin esetében nem valdszin(i az anyag érfalon keresztil torténd
penetracidja, mivel az intravénasan adott cimetidin nem mddositotta sem az intravénds, sem
a topikalis hisztamin vaszkularis hatasat. A kisérleteink soran nyert, a hisztamin vazodilatator
hatasanak hatterében all6 kilénb6z6 receptorok szerepét igazolé megallapitdsaink
0sszhangban vannak mds munkacsoportok izolalt cerebrdlis és meningealis ereken tett
megfigyeléseivel (Akerman és mtsai., 2002c; Jansen-Olesen és mtsai., 1997).

Mig kisérleti modellinkben a topikdlisan adott hisztamin erételjes vérdramlds
fokozodast valtott ki, addig az intravéndsan adott hisztaminnak csak rovid ideig tarté hatasa
volt. A keringési rendszerbe juttatott hisztamin valdszinlleg csak kisebb koncentracidban éri
el a durat, ami a hisztamin viszonylag gyors széveti metabolizmusanak is kdvetkezménye. A
kilonb6z6 hisztamin receptorok eltérd intracellularis jelatviteli utakat aktivdlnak. A H1
receptorok esetében foszfolipdz C aktivaldddsa vezet inozitol-triszfoszfat és diacilglicerol
képz6déséhez, a H2 receptor aktivaldodasa viszont a cAMP termelés fokozdsa révén fejti ki
hatasat (Al-Gadi és Hill, 1985; Galeotti és mtsai., 2004). Intravénas hisztamin véraramlas
fokozd hatdsanak hatterében endothelidlis NO termelés valdszinlsitheté (Akerman és
mtsai., 2002c).

Bar a hisztamin esetében nem tudtuk bizonyitani annak nociceptorokat stimulald
hatdsat, feltételezhet6en egy, a hizdsejtek degranuldcidja soran szintén szabadda valé
enzim, a hizdsejt eredet(i triptdz aktivalhatja a meningedlis nociceptorokat. Eredményeink
igazoltdk, hogy a PAR2 aktivacidja meningealis véraramlas fokozédast valt ki a kemoszenzitiv
afferensek TRPV1 receptorainak kozvetitésével, CGRP és NO felszabaditasa révén. A PAR2
receptor olyan intracellularis folyamatokat aktivdl, melyek szenzitizdlhatjdk a TRPV1
receptort mas agonistaival szemben is. Kisérleti eredményeinkhez hasonléan a PAR2
aktivacidja szenzitizalta a bér afferensek TRPV1 receptorait héingerekkel szemben (Amadesi
és mtsai.,, 2004). A szenzitizacié hatterében a TRPV1 receptor PKC és PKA dltali
foszforilacidjat igazoltak, ami a mi esetiinkben is valdszinlsithet6 mechanizmusa a receptor
szenzitizaciéjanak (Amadesi és mtsai., 2006; Dai és mtsai., 2004). A TRPV1 receptor PKC altal

torténd foszforilacidjat a receptor bradykinin és ATP hatdsara bekovetkez6 szenzitizacidja
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esetében mar korabban igazoltdk (Numazaki és mtsai., 2002; Sugiura és mtsai., 2002;
Tominaga és mtsai., 2001).

Korabbi vizsgalatok trigemindlis ganglion neuronok tenyészetén kimutattak, hogy a
neuronoknak kozel 80 %-a expresszalja a PAR2 receptort, ezek jelentés hanyada a TRPV1
receptort is (Patwardhan és mtsai., 2006). Patkdnyokban az orr nyalkahartya iranyabdl
retrograd modon jel6lt trigeminalis ganglion neuronokban a tachykininek és a PAR2
kolokalizacidja is kimutathatd volt (Dinh és mtsai., 2005).

Kisérleti eredményeink a PAR2 aktivacio kovetkezményeként nem neuronalis
vazodilatator mechanizmus aktivalodasat, endothelidlis eredetli NO termelédését is
igazoltdk. A PAR2 3ltal kivaltott NO termel6dés helye egyértelm(ien a vaszkuldris endothel
volt, amit a neurondlis NOS gdatlé TRIM hatdstalansaga igazolt. Bar immunhisztokémiai
preparatumunkon nem figyeltiink meg a vaszkuldris endothel sejteken PAR2 jelenlétére
utald festédést, mas szovetekben ezek jelenlétét kimutattdk. Az dltalunk is igazolt
mechanizmushoz hasonldéan PAR2 aktivacidja b6r és mezenterialis erek endothel sejtjeiben is
NO termelés révén valt ki véraramlas fokozddast (Fujii és mtsai., 2017; Matsumoto és mtsai.,
2009).

A PAR2 receptorokat hizdsejtek is expresszalhatjak, melyek triptdz altali aktivalodasa
tovabb fokozhatja a sejtek degranulacidjat és a mediatorok felszabaduldsat (Moormann és
mtsai., 2006; Zhang és Levy, 2008). A dura mater gyulladasos folyamatai a megemelkedett
szoveti protedz koncentracié és a PAR2 expresszié fokozédasa révén idealis koriilményeket
teremthetnek a nociceptorok szenzitizacidjadhoz (Nystedt és mtsai., 1996).

Bar a hizdsejtek degranulacidjanak és a bel6lik felszabadulé mediatoroknak a migrén
patofiziolégidjdban betoltott szerepe nem egyértelm(, ismert, hogy hisztamin infazidja a
migrénhez hasonld liiktetd jellegl fejfajast valt ki (Krabbe és Olesen, 1980), melyet a H1
receptor antagonista kezelés jotékonyan befolyasol (Lassen és mtsai., 1995). Eredményeink
alapjan valdszin(sithetd, hogy amennyiben a hizésejtek aktivalédnak, szamolnunk kell mind
a nociceptorok tovabbi szenzitizacidjaval, ami fajdalomérzést valt ki, mind pedig fokozott
meningeadlis véraramlas valaszokkal, ami viszont a sz6veti metabolitok gyorsabb eltavolitasa

révén jotékony hatasu lehet.
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8. A TRIGEMINALIS NOCICEPTOROK AKTIVALODASAT KOVETO PERIFERIAS ES CENTRALIS
KALCITONIN GEN-ROKON PEPTID FELSZABADULAS VIZSGALATA
8.1. Bevezetés

A CGRP migrénes fejfajasban betoltott patofizioldgiai szerepe és az utdbbi
évtizedekben a migrén terdpidban alkalmazott CGRP hatast csokkentd szereknek készénhet6
el6relépés egyértelmi (Arulmani és mtsai., 2004; Edvinsson és Goadsby, 1994; Goadsby és
Edvinsson, 1994; Lassen és mtsai., 2002). Ennek ellenére keveset tudunk ezen farmakonok
hatasmechanizmusardl, ami valdszinlileg annak is kdvetkezménye, hogy bar ismerjik a
kranialis szovetekben a CGRP lehetséges periférias és centralis forrasait, nem tudjuk, hogy az
ezekbdl torténd CGRP felszabadulds milyen mértékben vesz részt a migrénes fajdalom
kialakitasaban, milyen Uton éri el a tlnetek létrehozasaban szerepet jatszé CGRP
receptorokat, illetve hogy hol vannak azok a kritikus strukturak, melyek a felszabadulé CGRP
és a CGRP hatast gatlo gydgyszerek szamara egyarant elérhetéek?

A vér-agy gat jelenléte az intracerebralis erekben, valamint az agyat és agytorzset
borité pia mater ereiben nem, vagy csak nagyon korlatozottan teszi lehet6vé a gydgyszerek
CGRP ellenes terapias hatasanak kifejtését a trigemindlis nociceptiv palya centralis helyzeti
strukturdin (Dux és Messlinger, 2015; Raffaelli és Reuter, 2018). Kisérletes és klinikai
megfigyelések soran, els6sorban a migrénes aura létrehozasaért is felel6snek tartott CSD
kovetkezményeként tapasztaltak a vér-agy gat atmeneti és reverzibilis diszfunkciéjat, ami az
erek fokozottan ateresztévé valasat okozta és ezzel elméletileg a migrénes roham ideje alatt
az egyébként intakt vér-agy gat altal elzart kozponti idegrendszeri teriileteket is
hozzaférhet6vé tette a terdpids szerek szamadra (Gupta, 2009; Gursoy-Ozdemir és mtsai.,
2004). A vér-agy gat ilyen jellegl atmeneti dteresztévé valasat azonban a migrénes fejfajas
esetében sem Adltalanos, sem specifikus jelenségnek nem tekinthetjik. Egyéb neuroldgiai
betegségekben, epilepszia és cerebrovaszkularis korképek esetében is megfigyeltek hasonld
jelenséget (Martins-Ferreira és mtsai., 2000; Shibata és Suzuki, 2017; Wainsztein és
Rodriguez Lucci, 2017).

A migrén terdpias szerekkel kapcsolatban felmerilé farmakokinetikai kérdések
tisztazdsa mellett legaldbb ennyire fontos lenne ismerniink a roham idején felszabadulé
CGRP szovetekben torténé mozgasat is. A meningeadlis szoveteket innervalé primer
szenzoros neuronok minden kétséget kizardan f6 forrasat képezik migrénes fejfajas soran a

szovetekbe, illetve a keringésbe juté CGRP-nek. A meningealis szoveteket innervald primer
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szenzoros neuronok aktivaldsa nem csak a neuron periférias végzédésébdl szabadit fel
peptideket neurogén gyulladasos reakcidt, vaszkuldris valaszokat generalva, hanem a sejttest
is szabaddda teheti ezeket (Eberhardt és mtsai.,, 2009), aminek hatasara a ganglionban
elhelyezked6 glia sejtek aktivalddhatnak és medidtoraik révén szenzitizalhatjdk a
neuronokat. A primer szenzoros neuronok centrdlis nyulvanyabdl felszabadulé CGRP pedig a
nociceptiv informacié centralis tovabbitasaban jatszik direkt vagy kozvetett szerepet
(Amrutkar és mtsai., 2011; Jansen-Olesen és mtsai., 2014; Kageneck és mtsai., 2014;
Offenhauser és mtsai., 2005).

Ismert hogy migrénes roham esetén a CGRP felszabadulds olyan mérték( lehet, ami a
kranidlis szoveteket elhagydé vénas vérben is kimutathatd koncentraci6 emelkedést okoz
(Goadsby és mtsai., 1988, 1990). A felszabadulé CGRP szisztémas vénds keringés irdnyaba
torténd tovabbitasat klinikai és kisérletes adatok is igazoltak. Az aktivalédo primer szenzoros
neuronok periférias nyulvanyaikbdl és sejttestiikb6l egyarant juttathatnak CGRP-t a vér-agy
gat altal nem védett kornyez6 venuldkba, amely végs6 soron a vena jugularis vérének
emelkedett CGRP tartalmat eredményezheti migrénes roham ideje alatt. Ezzel szemben a pia
mater erei kozelében szintén jelentés szamban megfigyelhet6 CGRP-immunreaktiv
afferensek aktivdlédasa a vér-agy gat miatt mar nem a vér, hanem valdszinlileg a
perivaszkularis téren keresztiil végil a szubarachnoidalis likvor tér CGRP tartalmat fokozza.
Kisérletes korilmények kozott gyulladasos mediatorok agykamraba juttatasa fokozta a likvor
CGRP tartalmat (Hoffmann és mtsai., 2012), amit kovetett a vénas vér CGRP
koncentracidjanak emelkedése is, valdszinlileg a villi arachnoideales-en keresztil torténé
fokozott likvor transzportnak kdszonhetéen. Feltételezhet6en a likvor elvezetést biztosit a
trigeminovaszkularis nociceptorok centralis nyulvanyabdl szabadda valé CGRP szamara is. A
primer szenzoros neuronok centralis végzédésébdl kiszabaduld peptid az ereket védé vér-
agy gat miatt nagyobb valdszinliséggel penetral az agytorzs felszine, végsé soron a likvortér
irdanyaba. A felszabaduldé neuropeptidek ilyen iranyd mozgdsat korabban mikroprobe-
technikaval igazoltak (Schaible és mtsai., 1997).

A felszabadulé CGRP sorsa szempontjabdl jelentés funkciéval birhat az elmult
években azonositott intrakranialis glimfatikus rendszer is. Kisérleti allatokban tracer
alkalmazasaval igazoltak, hogy a likvor a szubarachnoidalis térbél a pia mater artériai mentén
az intracerebrdlis artéridkat korllvevd perivaszkularis térbe jut (lliff és mtsai., 2013),

ahonnan a folyadék az asztrocitdk kozvetitésével aramolhat a véndkat korilvevé
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perivaszkularis tér irdnyaba (Tarasoff-Conway és mtsai., 2015). A folyadék a véndk mentén a
dura mater irdnyaba vandorol, ahonnan a vénas szinuszokat kiséré nyirokerekbe keriil. igy
abban az esetben, ha az agyallomanyba penetrdld cerebralis artéridkat innervald peptiderg
neuronok aktivalddnak, a bel6lik szabadda valé CGRP a perivaszkularis résbe jutva a
glimfatikus rendszeren keresztlil transzportalédhat a nyirokkeringés irdnyaba, ami az
intrakranidlisan felszabadulé CGRP elszdllitdsaban szerepet jatszé harmadik lehetséges
utvonal (Messlinger, 2018). Ennek a transzport Utvonalnak a patofizioldgiai jelent&ségét
l[atszik alatdmasztani az a tény is, hogy CSD sordn a glimfatikus rendszer mikodésében
karosodas Iép fel (Schain és mtsai., 2017).

A trigeminovaszkuldris rendszer aktivalédasanak kovetkeztében felszabadulé CGRP
sorsaval kapcsolatos bizonytalansagok miatt kisérleteink ezen szakaszaban célul téztiik ki
patkany dura mater afferenseinek kémiai Uton torténd aktivacidja/depolarizacidja
kovetkeztében kialakuld periféridas és centrdlis CGRP felszabadulds vizsgdlatat. Mértik a
stimulacidot megelG6z6en és azt kovetSen a vena jugularis-bol vett vérmintdk és a cisterna
cerebellomedullaris tertletérél nyert likvor CGRP tartalmat, amit egyidejlleg hataroztunk
meg a dura mater és az agytorzset fed6 pia mater teriletén a CGRP felszabadulas altal

indukalt véraramlas fokozddassal.

8.2. Alkalmazott médszerek

Kisérleteink soran médositottuk az in vivo meningealis véraramlas modelliinket. Az
agytorzs szabadda tételével lehet6vé tettlik a véraramlas mérést a meningeadlis nociceptorok
centrdlis nyulvanyainak kdzelében, a nyultvel6 dorzélis felszinét boritd pia mater artéridiban
is (Mddszerek 4.5.). Kisérleteink soran ex vivo dura mater prepardtumban meghatdroztuk a
meningeadlis afferensekbdl KCI stimulacidval kivalthatdé CGRP felszabadulds mértékét is
(Moddszerek 4.6.). A vena jugularisba vezetett kanilon keresztiil vett vérmintdkban és a
cisterna cerebellomedullarisbdl nyert likvor mintdkban meghataroztuk a dura mater
afferenseinek kémiai uton, KCl applikacié utjan térténd depolarizacidjaval kivaltott CGRP
koncentracio valtozdsokat, amit a primer szenzoros neuronok sejttesteit tartalmazé ganglion
trigeminale lidokain kezelésével elGidézett vezetési blokkot kovetSen is megismételtiink

(Mddszerek 4.7.).
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8.3. Eredmények
8.3.1. A dura mater KCl stimulaciéjaval kivaltott meningedlis véraramlds valtozasokban

szerepet jatszo tényezok

véraramlas mérés

|ézer Doppler
KCl 60 mM /2

likvor minta vétel

véraramlas mérés
lézer Doppler

\ \ Xy ,."
‘\\ ¢
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{
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39. abra. In vivo kisérleti elrendezés a meningealis és agytorzsi véraramlas egyidejli regisztralasara,
vér- és likvor mintak gydijtésére és a ganglion trigeminale lidokain kezelésére.

In vivo kisérleti elrendezésiinket mutatja a 39. abra. Az altatott dllatokban a
depolarizdlé hatasu KCl (60 mM) applikdcidja a dura mater felszinére a meningealis
véraramlas gyors csokkenését okozta. Ennek mértéke az applikacid elsé 2 percében a bazalis
véraramlds 15,6 + 6,1 %-a volt és a 10 perces applikaciés periédus els6 6 percében
szigifikansan eltért a bazdlis véraramlas értékétél. Az applikaciés periddus 10. percének
végére a meningedlis perfuzid visszatért a kiinduldsi értékre. A dura mater a-receptor
antagonista fentolamin-hidroklorid 100 puM-os oldatdval térténé 5 perces elGkezelését
kovet6en a KCl applikdcidja mar nem csokkentette a véraramldst. Kismértékd, a bazalis
perfazid értékét szigifikansan nem meghaladé véraramlds fokozddast meértink. Az a-
receptor blokkoldt megel6z6en mért KCl altal kivaltott véraramlas értékekhez képest

azonban szignifikans kilonbség mutatkozott az applikacios periddus els6 6 percében (40.

abra A). 40 pl 2 %-os lidokain-hidroklorid (Xylocain) injekcidja az azonos oldali ganglion
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trigeminale-ba vezetett kanilon keresztliil nem befolyasolta a bazalis véraramlas értékeket
és nem modositotta a KCl meningedlis véraramlast csokkentd hatdsat sem.

Ex vivo dura mater preparatumunkban a meningedlis afferensekbdl térténé bazalis
CGRP felszabadulas 15,6 + 4,7 pg/ml volt. Annak ellenére, hogy in vivo véraramlas
modellinkben nem tudtunk Iényeges véraramlds fokozdddast igazolni, ex vivo
preparatumunkban a KCI 60 mM koncentracidban jelentés mértékben, 76,7 + 14,9 pg/ml-re
(a bazalis érték 492 %-a) novelte a CGRP felszabadulast (40. abra B).

Patkdnyok dura mater preparatumaiban kettés immunhisztokémiai festéssel az
arteria meningea media agai és a CGRP tartalmu afferensek kozvetlen kozelében szamos
tirozin-hidroxildz-immunreaktiv axont mutattunk ki, ami igazolta ezek szimpatikus efferens
eredetét (40. abra C). In vivo kisérleteink sordn a vazokonstrikciot, amely legaldbb részben
szimpatikus efferensek aktivacidja kdvetkeztében felszabadulé katecholaminok hatasa, az

afferensekbdl egyidejlleg torténé CGRP felszabadulas valdszinlileg nem tudta ellensulyozni.
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40. abra. KCl hatdsa a meningedlis véraramlasra és CGRP felszabaduldsra. Meningedlis véraramlas
értékek (A) fentolamin applikdciét megel6z6en és azt kovetGen (atlag + SEM, n=10). Egy szempontos
ANOVA-t kovet6 Fisher teszt. KCI CGRP-t felszabadité hatdsa (B, atlag + SEM, n=8). Student-féle
kétmintds t-préba. A dura mater kett6s immunhisztokémiai festése CGRP és tirozin-hidroxilaz ellenes
antitestekkel (C). *: szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas értéktdl. #: szignifikansan eltér a KCl a-
receptor blokkold fentolamin kezelést megel6z6en mért hatdsatél. f: szignifikansan eltér a SIF CGRP
felszabadité hatdsatél. MMA: arteria meningea media, MV: véna, CGRP-ir: kalcitonin gén-rokon
peptid-immunreaktivitds, TH-ir: tirozin-hidroxilaz-immunreaktivitas, SIF: szintetikus intersticidlis
folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

8.3.2. A dura mater KCl stimulaciéjaval kivaltott agytorzsi véraramlas valtozasok
A KCl (60 mM) applikaciéjat kovetéen kisebb mértékli, de stabil és a 10 perces
applikacids id6 alatt a bazdlis véraramlas 3,6 + 0,5 %-aig emelked6 véraramlas fokozédast

mértiink az agytorzs dorzalis felszinét boritd pia mater artéridiban. A trigeminalis ganglion
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lidokain kezelését kovet6en ez a véraramlas fokozddas mar nem volt kimutathaté (41. dbra
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41. abra. Meningealis KCl applikacié hatasa az agytérzsi pia mater artéridiban mért véraramlasra.
KCl meningedlis applikacidjaval kivaltott agytorzsi véraramlds valtozas a ganglion trigeminale lidokain
injekcidjat megel6z6en és azt kovetben (A), (atlag + SEM, n=10). Egy szempontos ANOVA-t kdvetd
Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas értéktdl. #: szignifikdnsan eltér a KCI lidokain
injekciot megel6z6en mért véraramlds fokozd hatdsatél. CGRP-immunreaktiv axonok az agytorzset
borité pia mater totdlpreparatumdaban (B). PA: pia mater artéria, CGRP-ir: kalcitonin gén-rokon
peptid-immunreaktivitas.

Az in vivo véraramlds méréseket kovet6en eltdvolitott agytorzsi pia mater
immunhisztokémiai festésével CGRP-immunreaktiv axonokat azonositottunk az artéria agak

kozelében (41. dbra B).

8.3.3. A dura mater KCl stimulacidjanak hatasa a vér és a likvor kalcitonin gén-rokon peptid
tartalmara

A vena jugularisbdl nyert plazma mintakban a KCl stimuldciét megel6z6en 15 + 2,8
pg/ml CGRP koncentracidt mértink. KCl meningealis applikacidjat kovet6en ez az érték 21,8
+ 2,8 pg/ml-re n6tt, ami a bazalis érték 148 %-a volt (42. abra D).

A ligamentum atlantooccipitale és az alatta fekvé dura mater eltdvolitasaval
megnyitott cisterna cerebellomedullaris-bdl kozvetlenliil a mtéti beavatkozds utdn vett
likvor mintakban a CGRP koncentracidja 245 + 25 pg/ml volt. A 15 perccel kés6bb vett 2.
mintaban 133 + 20 pg/ml. 15 perccel a meningedlis véraramlas mérése céljabdl készitett
koponyaablak kifurasa utan a likvor CGRP koncentracidja mar csak 108 + 12 pg/ml volt. A
kovetkez6 4, 15 perces id6kozokkel gydjtott minta CGRP tartalma kis mértékben tovabb
csokkent, de ez a csokkenés az egyes mintak CGRP koncentraciéjdban mar nem okozott

szignifikdns mérték( valtozast (42. dbra A). Ezen eredmények birtokdaban, a kés6bbi
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kisérletekben a koponya preparaldsanak befejezése utdn 30 perces szlinetet iktattunk be, ezt
kdvetben kezdtik meg a kisérletet és a likvor mintak gydjtését.

Azokban a likvor mintakban, melyeket a KCl meningealis applikdcidjat kovetSen
nyertiink, a CGRP koncentracié 84,3 = 4,9 pg/ml bazalis értékrél 94,9 + 6,1 pg/ml-re
emelkedett (a bazalis érték 114,5 + 5,7 %-a) (42. abra B). A trigemindlis ganglion lidokain
kezelése nem befolyasolta a likvor CGRP tartalmat, de megsziintette a meningealis KCl
applikacié CGRP felszabaditd hatasat. A ganglion lidokainnal torténé kezelését kovetéen a
KCl hatasara bekovetkezé CGRP felszabadulds nem kilonb6zott a bazalis értéktél, annak 91 +

9,1 %-a volt (42. abra C).
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42. abra. A likvor és a vena jugularisbdl nyert vérmintak CGRP tartalma. A cisterna
cerebellomedullaris-bol nyert likvor CGRP tartalmanak valtozdsa (A) kozvetlendl a cisterna
cerebellomedullaris feltarasat kévet6en (post prep), 15 perccel kés6bb, a koponyaablak kifurasat
kovetSen (post cran) majd ezt kovet6en 15 percenként (atlag + SEM, n=8-24). Egy szempontos
ANOVA-t kovetG Fisher teszt. KCl stimulaciét megel6zGen és azt kovetGen mért CGRP koncentraciok a
likvorban a ganglion trigeminale lidokain kezelését megel6z6en (B, n=18) és azt kdvetben (C, n=8).
KCI stimuldcié hatasa a vena jugularis vérmintaibdl nyert plazma mintak CGRP tartalmara (D, atlag +
SEM, n=8). Egy szempontos ANOVA-t kovetd Fisher teszt. ¥: szignifikdnsan eltér minden tovabbi
minta CGRP tartalmatdl. #: szignifikansan eltér a koponyaablak megnyitasat kovetéen 60 perccel
nyert minta CGRP tartalmatél. *: szigifikdnsan eltér a bazdlis CGRP koncentraciétdl. CGRP: kalcitonin
gén-rokon peptid.
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8.4. Megbeszélés

A trigeminovaszkularis rendszer aktivdlédasa kovetkeztében felszabaduld
neuropeptidek vaszkuldris hatdsainak vizsgalata jé indikatora a nociceptorok funkcionalis
allapotdnak. A meningedlis nocicepcid periférids mechanizmusainak vizsgalataval foglalkozo
kutatdmunkank sordn sikerrel alkalmaztuk a dura mater artéridiban bekovetkezd véraramlas
vdlaszok analizisét és a meningeadlis perfuzié kovetkezményes vdltozasainak vizsgalatat a
primer szenzoros neuronok funkcionalis allapotanak megitélésére. Ezen eredmények
birtokdban gondoltunk arra, hogy a periférias végzédéshez hasonléan a nociceptor
aktivalddasa soran a centralis nyulvanybdl a nociceptiv informaciot tovabbité és/vagy
moduldlod funkcidval rendelkezé peptid felszabadulds mértékére vonatkozdan is informaciét
nyerhetiink az agytorzset borité agyburkok ereihez diffundaléd neuropeptid vazodilatator
hatdsanak mérésével. Kisérleti eredményeink pozitiv valaszt adtak arra a kérdésiinkre is,
hogy a koponyatdl elfolyd vér illetve likvor CGRP tartalmanak valtozdsa tlikrozi-e a
nociceptorok aktivalodasat?

Ezekben a kisérleteinkben a dura mater axonjainak depolarizacidjat kémiai
stimulussal valtottuk ki. Az altalunk alkalmazott ingerlési mod mellett természetesen nem
tudjuk kizdrni annak lehet6ségét, hogy a dura mater felszinére juttatott KCl a mélyebb
szovetrétegeket, a pia mater afferenseit is eléri és ott is aktivald hatast fejt ki. A
nociceptorok depolarizacidjaval kivaltott periférids és centralis CGRP felszabadulds és
kovetkezményes véraramlas valtozasok meghatarozasat kovetéen a ganglion trigeminale
lidokain kezelésével blokkoltuk a szenzoros informacio centralis irdnyu tovabbitdsat és ennek
hatasat a centralis CGRP felszabadulasra és véraramlas valtozasokra (Becker és Reed, 2006;
Covasala és mtsai., 2012).

Méréseink soran a vér és likvor mintak bazalis CGRP koncentracidi kozott jelentGs
eltérést tapasztaltunk. A likvor mintak CGRP tartalma jelent6sen meghaladta a vérmintakban
mért koncentraciot, ami a két folyadék eltéré keringésdinamikai sajatsagainak figyelembe
vétele mellett is megerdsiteni latszik azt a feltételezésiinket, miszerint a dura mater
afferenseinek periférids végzddéseibdl felszabaduld peptid a venuldkon keresztiil a vénds
szinuszok, végs6é soron a vena jugularis vérébe kerlilhet, a trigeminalis primer afferens
neuronok centrélis végz6déseibdl, valamint a pia matert innervald érzé neuronok periférids
és centrdlis nyudlvanyaibdl azonban a vér-agy gat miatt a likvor térbe tovabbitédik. Nem

tartjuk valdszinilinek, hogy a dura materben felszabadulé CGRP a szubarachnoidalis likvor tér
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felé diffundaljon, mivel az itt elhelyezked6 sejtkapcsold strukturak ezt megakadalyozzak
(Rascol és lzard, 1976).

A CGRP vér-agy gaton keresztil torténd transzportjardl nincsenek informacidink, de a
masik szenzoros neuropeptid, a SP esetében ismert, hogy a peptidnek elhanyagolhato,
minddssze korilbelil 0,5 %-a keril a vérbél az agydllomanyba (Ermisch és mtsai., 1985).
Ezeket a korilményeket figyelembe véve a kisérleteink soran a likvorban mért CGRP
feltételezhet6en dont6 mértékben a neuronok centralis végz6désébdl, az agytorzsi nucleus
spinalis nervi trigemini terlletérél szarmazik (Lennerz és mtsai., 2008). A felszines laminakbdl
a CGRP valdszinlleg az agytorzs dorzdlis felszinére diffundal, onnan pedig a likvor térbe jut
(43. abra). A primer szenzoros neuronok centralis végzddéseib6l torténd peptid
felszabaduldst kordbban mikroprobe-technikat alkalmazva mutattdk ki az agytorzsi nucleus
tractus spinalis nervi trigemini szuperficialis laminaiban a dura mater savas oldattal torténd
vitro capsaicin és KCl stimulacidé hatasara is jelentés mennyiség(i CGRP felszabadulast mértek
(Kageneck és mtsai., 2014). A centralis CGRP felszabaduldsra vonatkozoé feltételezéslinket
megerd@sitette az a tény, hogy a ganglion trigeminale lidokain kezelésével kivaltott vezetési
blokk meggatolta a periférias meningealis szovetekre applikalt KCI likvor CGRP koncentraciot
likvorban a peptidazok nem fejtenek ki olyan gyors lebonté hatidst a CGRP-re, mint a

vérplazmaban (Stern és mtsai., 1950).
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43. abra. A dura matert és a pia matert innervalé trigeminalis neuronok periférias és centralis
végzddéseibdl felszabadulé CGRP lehetséges transzportja a vér és a likvor irdnydba. DA: dura mater
artéria, DV: dura mater véna, PA: pia mater artéria, BBB: vér-agy gat, STN: nucleus tractus spinalis
nervi trigemini, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.
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Kisérleteink sordn a vérben és a likvorban mért CGRP koncentracidk jelentSsen
elmaradtak azoktdl az értékektdl, amikkel in vitro kisérletekben izolalt ereken vazorelaxaciot
lehet kivaltani. Kilonbozé allatfajok (macska, nyul, patkany) prosztaglandin F2a hatdsara
prekontrahdlt artéridi esetében az EC50 értéket CGRP 5-10 nM (19-38 ng/ml)
koncentraciojaval lehetett elérni (Edvinsson és mtsai., 1985, 1987; McCulloch és mtsai.,
1986). Ezzel szemben a kisérleteink soran a vena jugularis vérében mért CGRP koncentracio
mindo6ssze 5,3 pM (20 pg/ml) volt. Még a 25 pM (95 pg/ml) likvor CGRP koncentracié sem
valdszind, hogy elegendd lenne véraramlds fokozddas kivaltasara. Feltételezésiink szerint a
primer szenzoros neuronok centralis végzédéseibdl felszabaduld és lokalis vazodilataciot
kivalté CGRP koncentracidja magasabb a vérben és likvorban detektalhatd értékeknél, ami
viszont mar eredményezhet véraramlas fokozodast.

In vivo véraramlds méréseink sordan a depolarizdld hatasu KCI meningedlis
applikaciéja mindaddig véraramlds csokkenést eredményezett a meningedlis szovetekben,
amig nem gatoltuk az adrenerg a-receptorokat fentolaminnal. Ez a megfigyelésiink arra
enged kovetkeztetni, hogy a KCl hatdsara a dura materben az erek kdzelében dus haldzatot
alkotd szimpatikus posztganglionaris efferensek is depolarizalédnak (Edvinsson és Uddman,
1981; Keller és mtsai., 1989). A szimpatikus vazokonstriktor hatds pedig ellensilyozza az
afferensekbdl torténé CGRP felszabadulds véraramlds fokozé hatdsat. Bar az a-receptorok
blokkolasat kdvetéen véraramlds csokkenés mar nem volt megfigyelhet6 KCl hatdsara, az ex
vivo preparatumokban is kimutathatd jelent6s CGRP felszabadulds ellenére sem emelkedett
jelent6sen a szovet perfuzidja. Ugyanakkor az agytorzs teriiletén kismértékd, de
kovetkezetes véraramlas fokozddast mértiink. Az a tény, hogy a szimpatikus vazokonstrikcid
kikapcsolasat kovet6en sem emelkedett jelentésen a meningedlis szovet perfazidja, felveti
annak lehet8ségét, hogy a neurondlis hatasok mellett mas mechanizmus is szerepet jatszhat
a KCl véraramlasra kifejtett hatasaban. A CGRP meningealis és intracerebralis ereken kifejtett
vazodilatator hatdsanak hatterében déntéen ATP-érzékeny K'-csatornak aktivaldsa all, és a
K* kidramlds miatti kdvetkezményes simaizom hiperpolarizacié (Gozalov és mtsai., 2005; Ko
és mtsai., 2008; Quayle és mtsai., 1997). Esetiinkben ezt a hatast kompenzalhatta a K*
kozvetlen, simaizmon kifejtett depolarizalé hatdsa. 60 mM KCl hatasdra a simaizom
membranpotencidljanak depolarizacié iranyaba torténd eltolédasa fesziiltség figgs Ca’'-
csatornakat nyit, ami az intracelluldris Ca?* koncentracié emelése révén aktivalja és

kontrahdlja a simaizomsejteket (Nelson és Quayle, 1995). A kisérleteinkben hasznalt
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fentolamin el6kezelés kivédte a KCI altal kivaltott vazokonstriktor valasz szimpatikus eredet(
komponensét, de a kozvetlen simaizom aktivaciénak tulajdonithaté komponenst nem
befolydsolta.

Kisérleteink soran lidokain intragangliondris injekcidja megsziintette a meningealis
KCl stimulacid altal kivaltott agytorzsi véraramlas fokozédast. Korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy a ganglion lidokain kezelése blokkolta a meningedlis receptiv mezével rendelkezd
neuronok agytorzsi masodlagos neuronok irdnydba torténd informacié tovabbitasat (Roch és
mtsai., 2007). Az idegingerilet terjedésének gatlasa kovetkeztében, a centrdlis
végz6désekbdl torténd CGRP felszabadulas hidnyaban nem valdsult meg a vazodilatacidé sem.
Bar betegekben a migrénes roham alatt az érintett oldalon a vena jugularis vérében
emelkedett CGRP koncentrdcidkat mértek (Goadsby és Edvinsson, 1993; Goadsby és mtsai.,
1990), eredményeink alapjan ugy tinik, hogy a meningedlis afferensek kisérletes aktivacidja
soran és valdszinlileg a migrénes roham idején is a neuronokbdl felszabadulé CGRP ennél
joval nagyobb hdnyada a primer szenzoros neuronok centrdlis végz6déseibél szabadul fel és

kozvetlenil a likvor térbe kerul.

9. A KEMOSZENZITIV MENINGEALIS AFFERENSEK MUKODESEBEN BEKOVETKEZO
VALTOZASOK PATOFIZIOLOGIAS KORULMENYEK KOZOTT
9.1. Bevezetés

A trigeminovaszkuldris rendszer nociceptorainak megvaltozott m(ikédése kiemelt
jelent6séggel bir a primer fejfdjasok patomechanizmusaban szerepet jatszd periférids és
centralis szenzitizacié folyamataiban (Burstein és mtsai., 2011). Epidemioldgiai vizsgdlatok
szamos szisztémas betegség esetében igazoltdk a primer fejfajasok emelkedett
prevalencidjat. Ezek a betegségek altaldban a szervezet egészét érint6 metabolikus
valtozasok révén, az immunrendszer miikodésének megvaltoztatasa kovetkeztében vagy
oxidativ/nitrozativ stressz révén modositjak a primer szenzoros neuronok m(ikbdését (Capo
és mtsai., 2018; Cavestro és Ferrero, 2018; Contreras és mtsai., 2018; Moisset és mtsai.,
2017; Turan és mtsai., 2017).

Az Egészségligyi Vilagszervezet statisztikai alapjan a tulsuly és az elhizas napjainkban
mar az egész vilagon népbetegségnek szamit, a probléma kezelése egyike az évszazad nagy

egészséglgyi kihivasainak (GBD 2015 Obesity Collaborators és mtsai.,, 2017). A Kozponti
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Statisztikai Hivatal adatai szerint a magyar lakossdg tébb mint 50 %-a is tulsulyos vagy
elhizott. Elgondolkodtatd, hogy ma Magyarorszagon minden 6todik gyermek sulyfelesleggel
kiizd, bel6lik ugyanis nagyobb valdszinliséggel lesz feln6tt korukban is tulsulyos ember
(Kozponti Statisztikai Hivatal, 2018; Nemzeti Egészségfejlesztési Intézet, 2017). Bar maga az
elhizds nem tekinthet6 betegségnek, szamos sulyos betegség rizikdfaktoraként tartjuk
szamon. Elhizott emberekben nagyobb valdszinliséggel alakulhat ki magas vérnyomas, 2-es
tipusu diabetes mellitus vagy kiilénb6z6 érrendszeri és mozgasszervi betegségek (Choudhary
és mtsai.,, 2007). Klinikai megfigyelések egyértelmi kapcsolatot igazoltak az elhizas és a
primer fejfajasok okozta panaszok kozott is. Az elhizas fokozza a korabban is meglévé migrén
rohamainak gyakorisdgat és sulyossdgat, a migrén kialakuldsdnak kockdzata is magasabb
elhizott emberekben (Chai és mtsai., 2014a, 2014b).

Az elmult évtizedek kutatdsai igazoltdk, hogy a zsirszovet alapvet6 tdpanyag tarold
mUkodése mellett jelentés endokrin funkcidval is rendelkezik. A zsirszovet altal termelt és a
keringésbe juttatott fehérjék kozott taldlhatdk tobbek kdzott ndvekedési faktorok, citokinek,
akut fdazis proteinek, és adhéziés molekuldak is. A zsirszovetbdl a keringésbe aramlo
proinflammatorikus hatasid medidtorok krénikus gyulladdsos allapotot tartanak fenn
testszerte és ennek megfelel6en médosithatjdk a szervek mikodését (Daryabor és mtsai.,
2018). A kemoszenzitiv nociceptorok TRPV1 és TRPA1l receptorairdl tudjuk, hogy
célmolekulai lehetnek azoknak a gyulladasos mediatoroknak, melyek elhizds soran fokozott
mennyiségben termel6dnek (Gouin és mtsai.,, 2017; Lépez-Requena és mtsai.,, 2017). A
receptorok szerkezetének megvaltozdsa a nociceptorok szenzitizdldsa révén moddositja a
fajdalomérzést és a periférias neuropeptid felszabadulds kdvetkeztében létrejové véraramlas
valtozasokat.

Hasonldéan mélyrehatd, hosszabb tavon a periférias idegek és a mikroerek funkcidjat
is veszélyeztet6 metabolikus valtozasokkal jar a pankreasz inzulintermel6 B-sejtjeinek
pusztuldsa, ami 1-es tipusu diabetes mellitus kialakuldsahoz vezet (Derosa és Maffioli, 2016;
Kazamel és Dyck, 2015; Sopacua és mtsai., 2019). Epidemiolégiai vizsgalatok 1-es tipusu
diabetes mellitus esetében is igazoltdk a kiilonb6z6 primer fejfajasok, mint a migrén és a
cluster fejfajds tlineteinek sulyosbodasat, illetve a primer fejfdjasok diabéteszes
anyagcserezavar kialakulasat kovet6 jelentkezését is (Martins és Blau, 1989; Roberts, 1967;

Split és Szydlowska, 1997).
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A szervezet egészét érint6 patofizioldgiai valtozasok meningealis nociceptiv
mechanizmusokra kifejtett hatdsanak tanulmanyozasa soran vizsgaltuk a tumor terdpidban
hasznalt citosztatikum, az adriamycin meningedlis véraramldsra kifejtett hatasat is.
Természetesen adriamycin terapia esetén nem kodzponti kérdés a kezelés esetleges fejfajast
befolyasold hatdsa, tudomasom szerint kordbban nem is foglalkoztak klinikai tanulmanyok a
kozottik fennalld esetleges Osszefliggések kideritésével. Szamos adat utal azonban arra,
hogy a kezelés sulyos funkciondlis/morfoldgiai kdrosodast vélthat ki a szoveteket innervald
kemoszenzitiv neuronokban (Bigotte és Olsson, 1982; Kondo és mtsai.,, 1987; Minow és
Gottlieb, 1975), ami az adriamycin kezelés kovetkeztében kialakuld legjelentésebb
szov6dmény, a kardiomiopadtia sulyossdgat is befolydsolja (Katona és mtsai., 2004).

Az adriamycin az egyik leggyakrabban alkalmazott antraciklin tipusu citosztatikum,
melyet szamos rosszindulatu daganat kemoterdpiaja soran haszndlnak (Carvalho és mtsai.,
2009; Kalyanaraman és mtsai., 2002). Az adriamycin terapia hatdsossagat a
dezoxiribonukleinsav (DNS) és ribonukleinsav (RNS) szintézis kilonb6z6 mechanizmusok
Utjan torténd gatldsa magyarazza (Buja és mtsai., 1974; Kellogg és mtsai., 1998; Meriwether
és Bachur, 1972; Pigram és mtsai., 1972; Pommier és mtsai., 2010; Tewey és mtsai., 1984).
Ezek kozlil a DNS oxidativ kdrositasa (Farhane és mtsai., 2017; Pilco-Ferreto és Calaf, 2016)
vagy az intracelluldris Ca**-koncentracié megemelkedése kovetkeztében egyes membran-
vagy intracelluldris transzporterek karosodasa (Keyes és mtsai.,, 1987; Kohnoe és mtsai.,
1992) olyan hatdsok, melyek a nociceptorok mikodését és a trigeminovaszkularis reakciokat
is befolyasolhatjak. Klinikai megfigyelések és kisérletes eredmények felhivtadk a figyelmet az
adriamycin neurotoxikus hatasara, mely érintheti a primer szenzoros neuronokat (Bigotte és
Olsson, 1982; Kondo és mtsai., 1987; Minow és Gottlieb, 1975), a motoneuronokat (Liu és
mtsai., 1996; Yamamoto és mtsai., 1984) és a szimpatikus efferenseket is (Jeon és mtsai.,
2000). Korabbi tanulmanyok a primer szenzoros neuronok kifejezett strukturalis,
neurokémiai és funkcionalis karosodasat irtdk le adriamycin kezelést kbvetéen (EI-Agamy és
mtsai., 2017; Kosoko és mtsai., 2017). Laboratériumunkban végzett vizsgalatok korabban
patkanyok adriamycin kezelését kovet6en a bért innervald intraepidermalis afferensek
denzitasanak jelent6s csokkenését igazoltak, ugyanakkor az afferensek eloszldsa és sirlisége
a bér mélyebb rétegeiben nem valtozott (Boros és mtsai., 2016).

Munkdnk ezen szakaszdban olyan patofiziolégiai allapotokat modelleztiink kisérleti

allatokon, melyek metabolikus és immunfolyamatokat befolyasold, vagy direkt neurotoxikus
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hatasuk révén befolyasolhatjak a trigeminovaszkularis rendszer mikodését és relevanciaval
birhatnak a primer fejfajasok patomechanizmusat illetéen is. Célunk a trigeminovaszkularis
rendszer mikodésének olyan allat modelleken térténd vizsgalata volt, amely hasonlit az
emberi zsirban és szénhidratban gazdag taplalkozas okozta elhizdshoz, illetve amely
modellezi az 1-es tipusu diabetes mellitus vagy az adriamycin kezelés okozta neuropatias

elvaltozasokat.

9.2. Alkalmazott modszerek

Magas zsir és szénhidrat tartalmu tap fogyasztasa kdvetkeztében elhizott allatokban
(Mddszerek 4.1.), a streptozotocinnal kivaltott 1-es tipusu diabetes mellitusban szenvedd és
az adriamycinnel szisztémasan kezelt allatokban (Mddszerek 4.2.) in vivo véraramlas
méréssel (Modszerek 4.5.) és ex vivo CGRP felszabaduldas meghatarozasaval (Médszerek
4.6.) vizsgdltuk a meningealis kemoszenzitiv afferensek valaszkészségét. Annak érdekében,
hogy megbizonyosodjunk az altalunk alkalmazott magas zsir és szénhidrat tartalma diéta
hatdsossdgdrol, ismételten mértiik az allatok testtomegét, a diétas periddus végén
meghatdroztuk az allatok éhgyomri vércukor-, valamint plazma inzulin és citokin
koncentracioit (Modszerek 4.3., 4.4.). Elhizott Aallatokban tanulmanyoztuk a primer
szenzoros neuronok stimulacidjaval kivaltott neurogén gyulladasos reakcid masik
komponensét, a neurogén plazma extravazaciot is, amelyet a |abhatb6r mustdrolajjal
torténé ecsetelését kovetben a szovetek kozé kidramld, albuminhoz kot6d6 Evans kék
extravazacioval  vizsgdltunk (Modszerek 4.11.). Dura mater preparatumban
immunhisztokémiai festéssel hataroztuk meg a peptiderg kemoszenzitiv afferensek valamint
az RCP és RAMP1 CGRP receptor komponensek denzitdsdban bekovetkezd valtozasokat
(Mddszerek 4.14). A trigemindlis ganglion TRPV1 és TRPA1 receptor fehérje mennyiségének

valtozasait Western blot és EIA mddszerrel mértiik (Mddszerek 4.9., 4.10.).

9.3. Eredmények

9.3.1. Magas zsir és szénhidrat tartalmu diéta hatasa az allatok metabolikus paramétereire
A 20 hetes diétds periddus alatt azok az allatok, amelyek magas zsir és szénhidrat

tartalmu tédpot fogyasztottak és szachardz oldatot ittak, jelentds sulytobbletre tettek szert a

kontroll csoporthoz képest. A diétds peridodus végén a kontroll csoport atlagos testtomege

600 + 14 g, a magas kaldria tartalmu tapon tartott allatoké 745 + 17 g volt. Az elhizott allatok
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joval tobb intraabdominalis és epididimalis zsirszovettel rendelkeztek és a zsirszovet

testtomeghez viszonyitott aranya is jéval meghaladta a kontroll allatokban szamolt értéket

(7. tablazat).

Intraabdominalis Epididimalis Zsirszovet/testtomeg
zsirszovet (g) zsirszovet (g) (%)
Kontroll (n=14) 10,1+3,4 12,5+3,3 3,9+0,8
Elhizott (n=14) 27 +9,3%* 23,6 +5,9* 7,4 +1,4%

7. tablazat. Magas zsir és szénhidrat tartalmu diéta hatdsa az allatok intraabdominalis- és
epididimalis zsirszovetének tomegére, valamint a zsirszévet testtomeghez viszonyitott aranyara
(atlag + SEM). Egy szempontos ANOVA-t kdvetS Bonferroni teszt. *: szignifikansan eltér a kontroll

értéktdl.
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44. abra. Magas zsir és szénhidrat tartalmu diéta hatasa az allatok metabolikus paramétereire és
plazma citokin koncentracioira. Az oszlopok az éhgyomri vércukor (A, n=14) és plazma inzulin (B,
n=14) koncentraciokat, valamint a citokinek vérplazmaban mért koncentracioit dbrazoljak (C, atlag +
SEM, n=9). Egy szempontos ANOVA-t kovets Bonferroni teszt a metabolikus paraméterek esetében,
Mann-Whitney U teszt a plazma citokin koncentracidk esetében.*: szignifikdnsan eltér a kontroll
allatokban mért értékektSl. TNFa: tumor nekrozis faktor a, IL-1B: interleukin-1pB, IL-6: interleukin-6.
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Az elhizott allatokban magasabbnak mértik az éhgyomri vércukor (kontroll: 5,75 +
0,13; elhizott: 6,54 + 0,33 mmol/l) (44. abra A) és plazma inzulin koncentracidkat is (kontroll:
17,46 + 3,31; elhizott: 48,51 + 8,67 uU/ml) (44. abra B). A harom vizsgalt citokin koziil a TNFa
koncentracidja nem kiilonbozott a két allatcsoportban (kontroll: 18,63 + 0,92; elhizott: 17,12
+ 1,2 pg/ml), mig az IL-1B (59,04 + 2,99 vs. 170,04 + 23,78 pg/ml) és IL-6 koncentracidk
(56,39 + 2,15 vs. 114,46 *+ 11,32 pg/ml) elhizott allatok mintaiban joval meghaladtik a

kontrollban mért értékeket (44. abra C).

9.3.2. Elhizas hatasa a bér neurogén plazma extravazacidjara

Az dllatok metabolikus paraméterei; a sulytobblet, az extra zsirszovet és a gyulladdsos
citokinek fokozott termel6dése jol tiikrozték az emberi elhizésra is jellemzé véltozasokat. A
kemoszenzitiv nociceptorok efferens funkcidjaban bekovetkezd valtozasok atfogd vizsgdlata
céljabol teszteltiik a neurogén gyulladas plazma extravazacids komponensében bekévetkezd
valtozasokat is. Evans kék intravénds injekcidjat és az allatok labhat b6rének mustarolajjal
torténd ecsetelését kovetGen a fokozottan ateresztévé valé venuldkbdl a szovetekbe kilép6
albuminhoz kotott festék mennyisége elhizott allatokban nagyobb mértékl volt, amit a bér
intenzivebb kék elszinez6dése mutatott (45. dbra). Ezt tikrozték az atlagos pixel intenzitas
(vildgossag) kiértékelésével nyert eredményeink is. Az elhizott allatok |dbhat bérében a

kontroll értéknek minddssze 62,7 + 9,3 %-at mértik (n=3).

45. abra. Evans kék extravazicidja a labhat bérében. A festék intravénds injekciojat kovet6en
kontroll (A) és elhizott (B) allatok mustarolajjal ecsetelt labhat bérérdl 5 perccel késébb készilt fotdk.
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9.3.3. Elhizas hatdsa a tranziens receptor potencial vanilloid 1 receptorok altal kdzvetitett
trigeminovaszkularis reakciokra

In vivo meningealis véraramlas méréseink soran a kontroll és elhizott allatok sem az
atlagos artérids vérnyomas értékeikben (kontroll: 128 + 17 Hgmm, elhizott: 134 £ 13 Hgmm),
sem a bazalis meningealis perfuzié tekintetében nem kilonboztek egymastdl (kontroll: 245,2
+ 18,1; elhizott: 244,1 £ 19,6 PU). Kontroll allatokban 100 nM capsaicin topikalis applikacidja
kismértékd véraramlas fokozdodast eredményezett (atlagosan 4,3 + 2,1 %), mely csak az 5
perces applikaciéd utolsé 2 percében kiilonbozott szignifikdns mértékben a bazdlis
vérdaramlastol. Elhizott allatokban ez a capsaicin koncentracié sokkal erGteljesebb véraramlas
fokozdédast valtott ki (atlagosan 15,9 + 3,6 %), mely hatasat tekintve a teljes applikacié ideje
alatt szignifikdnsan meghaladta a kontrollban mért értékeket. A magasabb, 10 puM-os
capsaicin oldat vazokonstriktor hatdsa is szignifikdnsan nagyobb volt az elhizott allatokban

(kontroll: 4 £ 2,1 %, elhizott: 12 + 2,7 % atlagos véraramlas csokkenés) (46. dbra).
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46. abra. Magas zsir és szénhidrat tartalmu diétaval indukalt elhizas hatasa a capsaicin altal
kivaltott meningealis véraramlas valaszokra. Capsaicin 100 nM-os (A) és 10 uM-os (B) oldatanak
topikalis applikaciéja altal kivaltott véraramlas valtozdsok. Az értékek a percenként mért atlagos
véraramlads valtozasokat abrazoljdk (atlag + SEM, n=6-9). Mann-Whitney U-teszt. *: szignifikdnsan
eltér a bazalis véraramlds értéktdl. #: szignifikansan eltér a kontrollban mért értéktél.
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9.3.4. Elhizas hatasa a tranziens receptor potencial ankyrin 1 receptorok altal kozvetitett
szenzoros neurogén vazodilatacidra

Kontroll patkanyokban a TRPA1 receptorokat aktivalé akrolein dozisfliggd véraramlas
fokozodast valtott ki a meningealis erekben, ami 100 és 300 uM akrolein koncentraciok
mellett szignifikdnsan eltért a bazalis véraramlastol (annak 107,7 + 1,4 %-a illetve 114,4 + 2,3

%-a volt a maximalis véraramlds valtozadst mutaté egy percben).
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47. dbra. Akrolein véraramldas fokozo hatasa kontroll és elhizott allatokban. Eredeti regisztratumok
(A) és az eredmények statisztikai kiértékelése (B). Az oszlopok a maximalis véraramlds fokozé hatast
abrazoljak (atlag + SEM, n=8-12). Student-féle egymintas t-préba vagy Mann-Whitney U-teszt. *:
szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas értékt6l. #: szignifikdnsan eltér az akrolein (300 uM)
hatasatél, #: szignifikdnsan eltér a kontrollban mért értéktél. PU: perfuzids egység, CGRPg.3y:
kalcitonin gén-rokon peptid 8-37 fragmentum, HC030031: 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-
metiletil)fenil]-2,6-dioxo-7H-purin-7-acetamid.
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Az akrolein véraramlds fokozé hatasat a TRPA1 receptorok stimulacidja révén, CGRP
felszabaditasaval valtotta ki, mivel a TRPA1 receptor antagonista HC030031 (50 uM) és a
CGRPg37 (100 uM) egyarant kivédte az akrolein (300 uM) véraramlas fokozd hatdsat. A
TRPA1 receptorok blokkolasat kovetéen applikalt akrolein mindossze 2 £ 1,2 %, mig a CGRP
receptorok gatldsat kovetden 1,9 + 1,2 % maximalis véraramlasfokozédast valtott ki. Elhizott
allatokban a TRPA1 receptor stimuldciéja (akrolein 100 uM) - hasonldéan a capsaicin TRPV1
receptoron kifejtett hatdsahoz - nagyobb mértéki véraramlds fokozddast valtott ki (a bazalis
érték 13,1 + 2,2 %-a), mint kontroll allatokban (47. abra).

Annak eldontésére, hogy a zsir és szénhidrat dus taplalds befolydsolja-e a meningealis
erek funkciondlis tulajdonsagait és ezen keresztlil a vaszkularis reaktivitast, vizsgaltuk a
vazodilatdtor CGRP (100 pM) és hisztamin (100 puM) kozvetlen dura materre torténd
applikaciéjaval kivaltott véraramlds valtozasokat is. Mindkét anyag mindkét allatcsoportban
szignifikdns mérték( véraramlas fokozdédast valtott ki, amely nem kiilonb6zott egymastdl a
két allatcsoportban és mind mértékében, mind jellegében megfelelt az altalunk kordbban
mas kisérletekben megfigyelt reakcidknak. A hisztamin kontroll allatokban atlagosan 9,7 +
2,1 %, elhizott allatokban 9,4 + 2,1 %, a CGRP applikacidja pedig kontroll allatokban 10,6 +

2,8 %, elhizottakban 10,2 + 3,1 % véraramldas fokozddast valtott ki (48. abra).
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48. abra. Hisztamin (A) és CGRP (B) topikalis applikaciéjanak hatasa a meningealis véraramlasra
kontroll és elhizott patkanyokban. Az értékek a percenként mért atlagos véraramlas valtozasokat
abrazoljak (atlag + SEM, n=8-10). Mann-Whitney U-teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas
értéktél. CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

9.3.5. Elhizas hatasa a trigeminalis nociceptorokbdl torténd kalcitonin gén-rokon peptid
felszabadulasra

Elhizott allatok ex vivo dura mater preparatumaiban mért bazdlis CGRP felszabadulds
mértéke meghaladta a kontroll allatokban mért értékeket (kontroll: 16 + 1,5; elhizott: 40,23
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+6,2 pg/ml). Capsaicin mindkét allat csoportban dozis fuggé modon fokozta a CGRP
felszabaduldsat, elhizott allatokban azonban ennek mértéke mindkét vizsgalt capsaicin
koncentracio esetében szignifikdnsan meghaladta a kontroll allatokban mért értékeket.
Capsaicin 10 nM-os koncentracidja 34,7 + 2,3 pg/ml illetve 120 * 27,6 pg/ml, mig capsaicin
100 nM-os koncentracidja 75,6 + 7 pg/ml illetve 358,1 + 95,5 pg/ml CGRP felszabadulast
valtott ki a két allatcsoportban (49. abra).
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49. 3abra. TRPV1 receptorok aktivacidjaval kivaltott CGRP felszabadulds a meningealis
afferensekbdl SIF és capsaicin applikacidjat kovetéen kontroll és elhizott allatokban (atlag + SEM,
n=6-22). Student-féle egymintas t-préba vagy Mann-Whitney U-teszt. *: szignifikdnsan eltér a SIF
applikacid mellett mért bazalis véraramlds értéktdl. #: szignifikdnsan eltér a kontrollban mért
értéktél. SIF: szintetikus intersticidlis folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

Kontroll preparatumokban a vizsgalt két alacsonyabb akrolein koncentraciénak (10 és
50 uM) nem volt jelent6s CGRP felszabadité hatasa, a két nagyobb koncentracidnak (100 és
300 uM) ellenben igen. A TRPA1 receptorok aktivacidjanak CGRP felszabaduldsban betoltott
szerepét ex vivo méréseink eredménye is aldtamasztotta, TRPA1l receptor antagonista
el6kezelés az akrolein (300 uM) 4altal kivaltott CGRP felszabadulds mértékét a bazalis

értékhez viszonyitott 232,7 + 18,8 %-rdl 132,2 + 15,9 %-ra csokkentette. Elhizott allatokban
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az akrolein (100 uM) szignifikdansan nagyobb mennyiségl CGRP-t szabaditott fel (kontroll:
227,1+29,9 %, elhizott: 336 £ 33,1 %).

Az afferensek KClI (60 mM) applikaciéval kivaltott depolarizdcidéja bar mindkét
allatcsoportban jelent6sen megemelte a CGRP felszabaduldst, ennek mértéke elhizott
allatokban elmaradt a kontrollban mért értéktél (kontroll: 307,4 + 38,3 %, elhizott: 189,9 +

13,4 % a bazalis értékhez viszonyitva) (50. abra).
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50. abra. Akrolein és KCl hatasa a meningealis CGRP felszabadulasra kontroll és elhizott allatokban
(atlag = SEM, n=7-14). Student-féle egymintas t-préba vagy Mann-Whitney U-teszt. *: szignifikansan
eltér a bazdlis CGRP felszabadulastél, #: szignifikansan eltér az akrolein (300 uM) CGRP felszabadito
hatdsatol, f: szignifikdnsan eltér a kontrollban mért értéktSl. CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid,
HC030031: 1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-N-[4-(1-metiletil)fenil]-2,6-dioxo-7H-purin-7-acetamid.

9.3.6. A tranziens receptor potencial vanilloid 1 és tranziens receptor potencial ankyrin 1
receptorok expresszidja kontroll és elhizott allatok trigeminalis neuronjaiban

Western blot méréseink elhizott allatok trigeminalis ganglionjaiban a TRPA1 fehérje
mennyiségének kis mértékl, de szignifikans csokkenését igazoltdk (51. abra A).
Immunhisztokémiai festéssel a TRPV1- és CGRP-immunreaktiv axonok mind kontroll, mind

elhizott dllatok dura mater totdlpreparatumaban kimutathatdéak voltak, f6leg az artéria
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agakat kiséré idegrost kotegek formajaban. Bar kontroll és elhizott allatok esetében sem az
axonok szamaban, sem eloszlasukban nem volt kiilonbség, elhizott allatok dura mater
preparatumaiban szdmos axon mutatott strukturalis elvdltozdast. Mig kontroll
preparatumokban a CGRP-immunreaktivitas egyenletes eloszlasat lattuk az axonok teljes
hosszaban, elhizott allatokban gyakran gyongysor szerl fest6dés volt megfigyelhet6, ami
feltételezéseink szerint dsszefliggésben dllhat az ezen axonok esetében megfigyelt fokozott

peptid felszabadulassal (51. abra B).
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51. dbra. TRPA1 és TRPV1 receptorok expresszidja a trigeminalis neuronokban kontroll és elhizott
allatokban. A TRPA1 receptor fehérje expresszidja a ganglion trigeminale neuronjaiban (A, atlag +
SEM, n=7-8). Mann-Whitney U-teszt. *: szignifikdnsan eltér a kontrolltél. Kontroll és elhizott
allatokbdl szarmazé dura mater kett6s immunhisztokémiai festése TRPV1 és CGRP ellenes
antitestekkel (B). Elhizott allat dura mater preparatumdban a CGRP immunreaktivitds gyongysor
szer(i fest6dést mutatott. TRPAL: tranziens receptor potencial ankyrin 1, TRPV1: tranziens receptor
potencial vanilloid 1, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, MMA: arteria meningea media.

9.3.7. Diabetes mellitus hatasa a trigeminovaszkularis reakciokra és a dura mater
nociceptorainak tranziens receptor potencial vanilloid 1 expresszidjara

Streptozotocin intravénds injekcidjaval dllatok egy csoportjdban a pankreasz
Langerhans szigetek B-sejtjeinek elpusztitdsdval diabetes mellitus-t valtottunk ki. A
streptozotocinnal kezelt allatok egyik csoportja a diabétesz kivaltasat koévetd 3. naptdl
kezdve folyamatosan inzulin szubsztitucidban részesiilt. A harom Jallatcsoport vércukor
értékei a kisérletek idépontjaban 102,7 + 18,5 (kontroll), 384,5 + 46 (diabéteszes) és 154,3 +
38,9 mg/dl (inzulinnal kezelt diabéteszes) voltak. Az allatok testtomege is jol tikrozte az

anyagcseréjiuk allapotat. A 6 héttel korabban streptozotocin, illetve olddszer kezelésen

113



dc_1628_19

atesett allatok tomege 325 + 12,9 (kontroll), 248 + 15 (diabéteszes) és 322,5 + 6,7 g
(inzulinnal kezelt diabéteszes) volt. A trigeminovaszkularis rendszer funkcionadlis allapotat a
korabbi vizsgalataink soran vazodilatator illetve vazokonstriktor hatasunak taldlt capsaicin
koncentracidkkal teszteltlk. /In vivo véraramlas méréssel kontroll allatok meningedlis ereiben
a korabbi kisérleteinknek megfelel6 mértékd véraramlas fokozdédast (13,2 + 2,2 %) mértink
100 nM capsaicin oldat applikacidjat kovet6en. Diabéteszes dllatokban 2 és 4 héttel a
diabétesz kivaltdsa utdn még a kontrollal megegyez6 mérték( vérdramlas fokozddast
mértink (9,4 + 2,8 %, illetve 12 + 1,8 %), 6 héttel utana azonban mar csak enyhe konstrikciot
regisztraltunk (5,9 £ 2,1 % véraramlas csokkenés), ami a kemoszenzitiv afferensekbdl torténd
CGRP felszabadulds karosodasara és ennek kodvetkeztében a capsaicin vdlasz véraramldst
fokozd komponensének kiesésére és a hattérben meghlzédé direkt vazokonstriktor hatas
érvényre jutdsara utalt. A diabétesz kivaltasat kovetGen megkezdett inzulin szubsztitucio
helyredllitotta a capsaicin véraramlds fokozd hatdsat (15 + 2,9 %). A magasabb,
vazokonstrikciét kivalté capsaicin koncentracié (10 uM) mindhdrom allatcsoportban -
flggetlenll a diabétesz fennalldsdnak id6tartamatdl - hasonld mértékd (21-28 % kozotti)
véraramlds csokkenést eredményezett (52. abra). A peptiderg afferensek kozremiikodése
nélkil haté CGRP (10 puM) és hisztamin (10 puM) applikaciéjaval kivaltott véraramlds
fokozddas a harom allatcsoportban nem kiilénb6z6tt. CGRP applikacidjat kovetben 14,6 +
2,8 (kontroll), 19 + 3 (diabéteszes) és 22,1 + 2,8 % (inzulinnal kezelt diabéteszes), hisztamin
applikaciéjat kovet6en pedig 12,8 + 3,4 (kontroll), 11 + 1,6 (diabéteszes) és 17,2 + 2,8 %

(inzulinnal kezelt diabéteszes) véraramlas fokozodast mértiink (n=5-8).
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52. abra. Kiilonb6z6 koncentracidju capsaicin oldatok hatdsa a meningealis véraramlasra kontroll
allatokban, 2-, 4-, 6 héttel a diabétesz kivaltasat kovetden, illetve a diabétesz kivaltasat kovetéen
inzulinnal kezelt allatokban. Az oszlopok a 3 perces applikacids id6 alatt mért értékeket abrazoljak
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(atlag = SEM, n=5-9). Egy szempontos ANOVA-t kdvetd Tukey teszt. *: szignifikdnsan eltér a kontroll
allatokban mért értéktdl.

Immunhisztokémiai festéssel mind kontroll, mind diabéteszes allatok dura mater
preparatumaiban 6 héttel a diabétesz kivaltasat kovetéen a TRPV1-immunreaktiv afferensek
kordbban mar megfigyelt elhelyezkedését tapasztaltuk. Egyes rostok mind az erek
kozelében, a perivaszkularis régidban, mind az erektdl tavolabbi “avaszkularis” régidban
megfigyelhetéek voltak. Mivel a rostkdtegek esetében nem volt megbizhatdéan
meghatarozhaté az azokban haladé rostok pontos szdma, morfometriai kiértékeléslink soran
a cikloid gorbéket tartalmazé méré sablonnal képezett metszéspontokat kilén hataroztuk
meg az egyes axonok és a rostkotegek vonatkozdsdban (Howard és Reed, 1998).
Morfometriai vizsgalataink diabéteszes allatok dura materében mind az artéridkat kiséré
idegrost kétegekben, mind az erektél tavolabbi teriileteken a TRPV1 receptort expresszald
axonok denzitdsanak jelentés csokkenését igazoltdk, mely egyarant érintette a

perivaszkularis és az avaszkularis régiokat (8. tablazat).

Perivaszkularis régio “Avaszkularis” régio
egyes rostok rost kdtegek egyes rostok rost kbtegek
Kontroll (n=3) 51,16 £ 6,13 68,63 + 6,31 39,44 + 8,57 9,5+4,58
Diabéteszes (n=3) | 19,76 +2,28* | 53,88+ 7,41* 11,8 + 3,86* 4,14 + 3,76*

8. tablazat. TRPV1-immunreaktiv idegrostok denzitdsa a dura materben kontroll allatokban és 6
héttel a diabétesz kivaltasat kovetSen. Az értékek a cikloid méré sablon egyes idegrostokkal és rost
kotegekkel képezett metszéspontjainak szamat mutatja a dura mater 1 mm? feliiletére vonatkoztatva
(atlag £ SEM). Student-féle kétmintas t-proba. *: szignifikansan eltér a kontroll értéktél.

9.3.8. Szisztémas adriamycin kezelés hatasa a tranziens receptor potencidl vanilloid 1 és
tranziens receptor potencidl ankyrin 1 receptorok aktivaciéjaval kivaltott meningealis
véraramlas valaszokra

In vivo kisérleteink soran kontroll és adriamycinnel szisztémdsan kezelt patkdnyok
méret és topografia szempontjabdl is hasonlé meningedlis ereiben mértik a véraramlas
valtozasokat. A bazdlis véraramlas értékek mindkét allatcsoportban 200-500 PU kozotti
értékek voltak. Kontroll allatokban capsaicin 100 nM koncentraciéban a dura mater felszinén
topikalisan alkalmazva jelent6sen fokozta a véraramlast (28,6 + 7,9 %), mig adriamycinnel
kezelt allatokban a véraramlas fokozddas csak 11 £ 3 % volt. A capsaicin véraramlas fokozo

hatdsa kontroll allatokban ismételt applikacidk esetében reprodukalhaté volt, a 2. és 3.
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applikaciék 30,3 + 4 és 21,5 + 3,4 % véraramlas fokozéddast eredményeztek. Adriamycinnel
kezelt allatokban a capsaicin ismételt applikacidja véraramlas valtozast gyakorlatilag nem
valtott ki (2,6 +1,8 és 1 + 0,6 %) (53. abra A).

Akrolein ismételt topikalis applikadcidéja hasonlé eredményre vezetett. Kontroll
allatokban 300 uM akrolein 3 egymast kovet6 applikacidja 14 ,4 +2,4; 13,3 +3,7és8,9+ 2,5
% véraramlas fokozddast valtott ki, mig adriamycin kezelést koévetéen az acroleinnel
kivalthaté véraramlas fokozddas jelentds csokkenését figyeltik meg (4,1 £ 1,1; 2,6 £ 1,3 és

1,4 + 1,8 %) (53. abra B).
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53. abra. Ismételt capsaicin (A) és akrolein (B) applikaciok hatasa a meningealis véraramlasra
kontroll és adriamycin-kezelt allatokban (atlag + SEM, n=8-14). Egy szempontos ANOVA-t kévets
Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a bazalis véraramlas értékétdl, #: szignifikdnsan eltér a kontroll
allatokban mért értéktdl, ¥: szignifikdnsan eltér az elsé applikacidé véraramlds fokozd hatdsatol.
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9.3.9. Szisztémas adriamycin kezelés hatasa a kalcitonin gén-rokon peptid, hisztamin és
acetilkolin applikacidjaval kivaltott meningeadlis véraramldas valaszokra

A vazodilatator CGRP (10 uM) harom egymast kovet6 applikacidja kontroll allatokban
20,3 + 5,3; 21,8 + 3,9 és 24,7 + 5,3 %-os vérdramlas fokozddast eredményezett. Az
adriamycinnel kezelt allatokban a CGRP vazodilatator hatdsa csak korilbelll fele volt a
kontrollban mért értéknek, de ismételt applikacidk esetén a vérdramlas fokozd hatasban
nem tapasztaltunk tovabbi csokkend tendenciat (9,8 + 1,6; 10 + 1,9 illetve 8,6 + 1,8 %) (54.
abra A).

A két allatcsoportban nem mértiink kiilonbséget sem a 10 uM hisztamin (21,3 + 3,9
vs. 22,3 + 46 %), sem a 100 uM acetilkolin (15,8 + 3,7 vs. 16,9 + 4,5 %) vazodilatator
hatdsaban. A CGRP hatasanak intracellularis medidlasaért felel6s cAMP szintjét noével6
forskolin (100 uM) hatasat sem befolyasolta az adriamycin kezelés (22 + 8 vs. 22,9 + 9,8 %)
(54. abra B).
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54. abra. Ismételt CGRP applikacié (A) valamint hisztamin, acetilkolin és forskolin (B) meningealis
véraramlas fokozo hatasa kontroll és adriamycin-kezelt allatokban (atlag + SEM, n=10-17). Egy
szempontos ANOVA-t kovets Fisher teszt a CGRP hatas esetében, Student-féle egymintds t-préba a
hisztamin, acetilkolin és forskolin esetében. *: szignifikansan eltér a bazdlis véraramlas értékétdl, #:
szignifikdnsan eltér a kontroll allatokban mért értéktSl. CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid.

9.3.10. Szisztémds adriamycin kezelés hatasa a meningealis kalcitonin gén-rokon peptid
felszabadulasra

Ex vivo dura mater preparatumokban a bazalis CGRP felszabadulas adriamycin-kezelt
allatokban valamivel meghaladta a kontrollban mért értéket (13 + 2,7 vs. 20 + 1,9 pg/ml).
Kontroll allatok dura mater preparatumaiban capsaicin 100 nM koncentracidban

szignifikansan fokozta a CGRP felszabadulds mértékét, ami a stimulus ismétlése esetén sem
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valtott ki az elsétél eltérd hatast. A 3 egymast kdvetd capsaicin stimuldcidé soran a CGRP
felszabadulds a kontroll, SIF applikacid mellett mért bazalis értékhez viszonyitva 294,2 +
51,6; 229,5 + 56,7 és 251,4 + 101,4 %-ot tett ki. Adriamycinnel kezelt allatokban az elsé
capsaicin applikacié szignifikdnsan nagyobb CGRP felszabadulast valtott ki (a bazdlis érték
564,1 + 71,2 %-a) mint kontroll allatokban, a tovdbbi capsaicin applikacidk viszont mar
gyakorlatilag nem eredményeztek tovdbbi CGRP felszabaduldst. A CGRP felszabadulas
mindodssze 117,1 + 19,9 és 80,1 + 12,5 %-a volt a bazdlis felszabaduldsnak a masodik és a
harmadik applikdcid soran (55. abra A).

Kontroll allatokban az akrolein (300 puM) ismételt applikacidja is szignifikans és
hasonlé mértékld CGRP felszabadulast valtott ki (a bazdlis CGRP koncentracio 277,2 + 25,9;
361,9 + 50,6 és 385,6 + 83,3 %-a). Adriamycin-kezelt allatokban az 1. akrolein applikacié a
kontrollal 6sszevetheté mérték(i CGRP felszabaduldst eredményezett (273,9 + 56,2 %), a
tovabbi applikacidknak azonban csak mérsékelt hatasa volt (162,5 + 40,3 és 189,1 + 56,8 %-

re torténd fokozddds a 2. és a 3. applikacid soran) (55. abra B).
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55. abra. Capsaicin (100 nM, A) és akrolein (300 uM, B) hatasa a meningealis afferensekbdl t6rténd
CGRP felszabadulasra kontroll és adriamycinnel kezelt allatokban. Az adatok atlag + SEM értékeket
abrazolnak (n=6-9). Egy szempontos ANOVA-t kovetd Fisher teszt. *: szignifikdnsan eltér a SIF
applikacidja mellett mért bazdlis CGRP felszabaduldstdl. #: szignifikdnsan eltér a kontroll allatok
értékétdl. SIF: szintetikus intersticidlis folyadék, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, caps: capsaicin.
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9.3.11. Szisztémas adriamycin kezelés hatasa a ganglion trigeminale tranziens receptor
potencial vanilloid 1 fehérje tartalmara, a dura mater kemoszenzitiv peptiderg
afferenseinek denzitasara és a kalcitonin gén-rokon peptid receptort alkoté fehérjékre
Kontroll allatokbdl szarmazdé trigemindlis ganglion mintakban atlagosan 6,25 + 2,7
pg/mg (n=10) TRPV1 koncentraciét mértink. Adriamycin kezelt allatokban ez az érték 4 £ 0,5
pg/mg-ra (n=11) csokkent. Kontroll és adriamycin-kezelt allatok dura materében sem a
TRPV1- sem a CGRP immunreaktiv axonok denzitdsaban, sem lokalizacidjadban nem volt
szembetldnd kilonbség. A receptor és a peptid az axonok tobbségében egyiitt fordult el6.
Ezzel szemben lényeges kilonbséget figyeltlink meg a meningedlis erek CGRP receptor
komponens RCP-immunreaktivitasaban. Mig kontroll allatokbdl szarmazdé dura mater
preparatumokban mind az RCP, mind a RAMP1 receptor komponensek kimutathatdak voltak
a meningedlis artériak és vénak faldban, addig az adriamycin-kezelt allatok mintaiban csak a
RAMP1-immunreaktivitds volt megfigyelhetd, az RCP-immunreaktivitds azonban nem (56.

abra).

56. abra. Kontroll (A,B) és adriamycinnel szisztémasan kezelt allatok (C,D) dura mater
totalpreparatumainak kettés immunhisztokémiai festése. A CGRP és a TRPV1 receptor, valamint a
RAMP1 és a RCP CGRP receptor komponensek kimutatdsa. MMA: arteria meningea media, V: véna,
TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1, CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, RAMP1: receptor
activity-modifying protein 1, RCP: receptor component protein.
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9.4. Megbeszélés

Magas zsir és szénhidrat tartalmu tap etetésével kisérleti allatokban az emberi
elhizdshoz sok tekintetben hasonld allapotot hoztunk létre, amit nem csak a 20 hetes diétas
periddus végén mért nagyobb testtdmeg, nagyobb zsirszovet mennyiség, hanem az allatok
metabolikus paramétereiben bekdvetkezett valtozasok is egyértelmden igazoltak (Horwich
és Fonarow, 2010; Singla és mtsai., 2010). Az elhizott allatokban a zsirszovet fokozott
aktivitdsa a glikéz és inzulin homeosztazis karosodasaval kombindlddott, a plazma
emelkedett citokin koncentracidi pedig mérsékelt szisztémas gyulladdsos folyamatra utaltak
(Ellulu és mtsai., 2017; O’Rourke, 2009). Eredményeink direkt bizonyitékul szolgdlnak arra
vonatkozdan, hogy az elhizds megvaltoztatja a kemoszenzitiv nociceptorok funkciéjat, bar
abban nem lehetlink biztosak, hogy az altalunk regisztralt valtozasok a specidlis diétaval
kivaltott elhizott allapot kovetkezményei, vagy ezekért maga az elhizott dllapot, az elhizas
etioldgidjatol fuggetlenil tehetd felelGssé.

A patkanyokban magas zsir és szénhidrat tartalmu diétdval kivaltott elhizds a TRPV1
és a TRPA1l receptorok aktivacidjara bekovetkez6 meningealis szenzoros neurogén
vazodilatdcid fokozéddsat eredményezte, amelynek hatterében fokozott CGRP
felszabaduldst igazoltunk. Elhizott allatok labhat bérében hasonldéan intenzivebbé valt a
neurogén gyulladasos valasz masik komponense, a dontéen SP hatdsnak tulajdonithatd
neurogén plazma extravazacid is. Mivel a meningedlis erekben sem a hisztaminnal, sem a
CGRP-vel kivaltott direkt vazodilatator valasz nem kulénbodzott kontroll és elhizott
allatokban, a vaszkularis reakcidk intenzitasaban capsaicin és akrolein applikaciot kdovetéen
tapasztalt valtozasokért az elhizott allatok nociceptor funkcidiban bekévetkezd valtozasok
tehet6k felelGssé. Bar elhizott allatokban a TRPV1 és TRPA1 receptorok stimuldcidjara
bekovetkez6 CGRP felszabadulas és kovetkezményes vazodilatacid hasonld érintettséget
mutat, ismert, hogy TRPA1 receptorral a TRPV1-et expresszalé neuronoknak csak egy kisebb
populdcidja rendelkezik (Kobayashi és mtsai.,, 2005). Az elhizott allatokban bekovetkezd
TRPA1 receptor szenzitizacié mégsem tekintheté elhanyagolhatd jelenségnek, hiszen korabbi
vizsgalataink igazoltdk, hogy a meningeadlis nociceptorok egy része kollateralisaik révén a
koponydn athaladva extrakranialis strukturdkat is innerval (Schueler és mtsai., 2013). Az orr
nyalkahartyat beidegzé trigemindlis afferensek szenzitizalt TRPA1 receptorai, melyek
érzékenyek a leveg6bl6l belégzett kémiai irritdnsokra (Kunkler és mtsai.,, 2011), a

trigeminovaszkuldris nociceptiv palya fokozott aktivalddasat eredményezhetik elhizott
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allatokban és feltételezhet6en emberben is, ami 6sszefliggésbe hozhatd a primer fejfajasok
gyakoribb és sulyosabb formaban vald jelentkezésével is (Chai és mtsai., 2014a, 2014b).

Bar a fejfajasokkal foglalkozd kisérletes és klinikai vizsgalatok dontéen a peptid
tartalmu neuronpopuldcidkra és az azokat érint6é funkciondlis valtozasokra fokuszalnak, nem
szabad elfelejteniink, hogy a TRPV1 receptort expresszalé kemoszenzitiv neuronoknak egy
jelent8s populacidja nem tartalmaz peptideket (Price és Flores, 2007). Ezek a nem-peptiderg
érz6 ganglion sejtek Griffonia simplicifolia izolektin B4 (IB4) kot6 képességilik alapjan
azonosithatdk. A  nem-peptiderg nociceptiv  afferensek szerepe a fejfajasok
patomechanizmusaban még tisztazasra var. Elképzelhet6, hogy a peptiderg és a nem
peptiderg TRPV1 receptort expresszdld neuronok parhuzamos utakat képviselnek a
nociceptiv informacié centralis irdnyba torténd tovabbitdsdban (Dux és mtsai., 2012). A
peptiderg neuronok aktivaciéja a periférian CGRP felszabadulds révén véraramlas
valtozdsokat generdl, a centrdlis nyulvanyokbdl szabadda valé CGRP azonban valdszinileg
csak modositja az egyéb primer szenzoros neuronokbdl toérténd neurotranszmitter
felszabaduldst és ilyen médon moduldlé szerepet tolt be az informacid centralis irdnyu
tovabbitasaban (Lennerz és mtsai., 2008). Ezzel szemben a nem peptiderg TRPV1 receptort
expresszald neuronok nem vesznek részt a dura mater lokalis keringés szabdlyozasaban, de
az agytorzsi masodlagos neuronokkal |étesitett kapcsolataik révén felel6sek a nociceptiv
informacié kozvetlen centrdlis irdnyld tovabbitasaért (Dux és mtsai., 2012). Az elhizott
allatokban megfigyelt TRPV1 receptor funkcidt érinté valtozasok valdszinlileg hasonldan
érvényeslilnek a peptideket nem tartalmazé trigeminalis szenzoros neuron populdcion is.

Az elhizas okozta trigeminovaszkularis rendszert érint6 funkcionalis valtozasok nem
korlatozédnak a kemoszenzitiv afferensek TRP receptoraira. Eredményeink a magas
capsaicin koncentracié vazokonstriktor hatasanak kivaltasaért felel6s vaszkularis TRPV1
receptorok és/vagy egyéb kation csatornak, valamint a neuronok depolarizacidjat kovetd
CGRP felszabaditasért felel6s fesziiltség fliggd Ca?**-csatornak funkciondlis valtozasait is
igazoltak. A magas zsir és szénhidrat tartalmu diétaval kivaltott elhizas erdsitette a capsaicin-
indukalta vazokonstriktor vélaszt, aminek szerepe lehet az elhizottakban megfigyelhet6
gyakoribb és sulyosabb formdaban jelentkezé fejfajasok kivaltasaban is (Chai és mtsai., 2014a,
2014b). A fokozott vazokonstriktor valasz lassithatja a nociceptorokat aktivalo/szenzitizald

szoveti mediatorok eltavolitasat és ezzel gatolhatja a sz6veti homeosztazis helyredllitasat.
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A TRP receptorok szenzitizaciéja nem csak a receptorok foszforildlt allapotanak
fliggvénye. A receptorok fokozott membranba torténé kihelyez6dése és/vagy fokozott
expresszidja is lehetséges mechanizmusai a nociceptorok szenzitizacidjanak (Meents és
mtsai., 2010). Elhizott allatokban sem az immunhisztokémiai festéssel kimutathatd
kemoszenzitiv afferensek denzitdsa, sem a trigemindlis ganglion TRPA1l fehérje
koncentracidjanak meghatdrozdsa nem igazolt novekedést a TRP receptorok
expresszidjaban. Eredményeink alapjan valdszinlibbnek tinik az elhizas okozta metabolikus
és immunoldgiai valtozasok, az oxidativ és nitrozativ stressz komplex hatasainak
eredményeként |étrejové nociceptor szenzitizacié (Freeman és mtsai., 2013). Bar ezeket a
valtozasokat nem vizsgaltuk minden részletre kiterjed6en, az elhizott dallatokban mért
emelkedett plazma IL-1B és IL-6 koncentraciok mellett megfigyelt trigeminovaszkularis
valtozdsok 0Osszhangban dllnak korabbi megfigyelésekkel, melyek trigeminalis ganglion
sejtekben igazoltak az IL-1B TRPV1 receptort szenzitizdlé hatdsat, melynek hatterében
kizdrhato volt a receptor fokozott expresszidja (Camprubi-Robles és mtsai., 2009). Emellett
IL-1B fokozta a neuronok bazdlis és capsaicin-indukalta CGRP felszabadité képességét
(Capuano és mtsai., 2009; Neeb és mtsai., 2011), valamint intraplantaris injekcidt kévetben
potencirozta a capsaicin-indukdlta neurogén szenzoros vazodilataciét anélkil, hogy
megvaltoztatta volna a CGRP 4dltal kivaltott vaszkularis reakcidkat (Herbert és Holzer, 1994).
In vitro patkany bdr preparatumban mind IL-1B3, mind IL-6 hatdsara fokozddott a hGingerek
CGRP felszabadit6 hatasa (Oprée és Kress, 2000).

Tekintettel a  trigemindlis kemoszenzitiv  afferensek  primer fejfajasok
patomechanizmusaban betoltott kozponti szerepére, mind a TRPV1 receptor agonistdk (a
receptor fehérje deszenzibilizalasa révén), mind a receptor antagonistdi potencialis migrén
terdpeutikumok (Brederson és mtsai., 2013). Uj moddja lehet a receptor funkcié
befolyasolasanak olyan szerek fejlesztése, melyek a receptor foszforilacidjat megakadalyozva
csokkentik az ioncsatorna nyitdsdnak valdszinlségét. Igy kindz gatldk, melyek
megakadalyozzdk a receptor szenzitizacidjat, Uj stratégiaként lehetnek bevethet6k a migrén
funkcidja patofiziolégiai tényezbje a fejfajasok kialakuldsanak (Brederson és mtsai., 2013;
Meents és mtsai., 2010).

Streptozotocin injekcidjaval kivaltott 1-es tipusu diabetes mellitus karositotta a

TRPV1 receptorok aktivacidjaval CGRP felszabadulas révén kivaltott neurogén szenzoros
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vazodilataciét patkany dura materében. Kontroll allatok vaszkularis reakcidival
0sszehasonlitva, a Langerhans szigetek inzulin-termelé B-sejtjeinek pusztulasat kévetéen 2
és 4 héttel végzett mérések még nem mutattak eltérést, 6 héttel kés6bb azonban capsaicin
applikacidjat kovet6en mar nem mértiink meningealis véraramlads fokozdédast. A capsaicin
vazodilatator hatdsanak karosodasa a kemoszenzitiv afferensekbdl torténé CGRP
felszabadulds csokkenésének kovetkezménye, ami kvantitativ immunhisztokémiai
vizsgalataink eredménye alapjan a TRPV1 receptorokat expresszalé meningealis afferensek
csokkent denzitdsdra vezethet6 vissza. Az a tény, hogy a capsaicin-indukalta vazodilatacio
mértéke csak tobb héttel a streptozotocin injekciot kdvetéen csokken, 6sszhangban all a
neuronalis peptid szintek valtozasaval (Rittenhouse és mtsai., 1996); patkany trigeminalis
ganglion sejtjeinek CGRP tartalma csak a streptozotocin injekciot koveté 5. héten kezd
csokkenni (Troger és mtsai., 1999). A B-sejtek pusztuldsat kovetéen megkezdett inzulin
Ennek alapjan a szenzoros efferens funkcié kdarosodasa nem a streptozotocin toxikus
hatdsdnak, hanem maganak a diabéteszes allapotnak a kdvetkezménye. A diabétesz késdi
szovédményeként kialakuld vaszkularis endothel karosodds hosszabb tavon szintén
hozzdjarulhat a véraramlds szabalyozds zavardhoz (Rask-Madsen és King, 2013), ennek
szerepe azonban a kisérleteinkben vizsgalt id6szakon bellil nem mutatkozott jelent&snek.
Bar a kisérleti allatok szisztémas adriamycin kezelését kovet6en a trigeminalis
ganglionban mért csékkent TRPV1 fehérje koncentracid egyértelmlen mutatja a
kemoszenzitiv neuronok karosodasat, immunhisztokémiai festéssel sem a TRPV1 receptorral
rendelkezé, sem a CGRP-t tartalmazé meningealis afferensek denzitasaban nem lattunk
szembetlind valtozast. Ennek ellenére funkcionalis vizsgdlataink a kemoszenzitiv afferensek
m(ikddésének karosoddasat igazoltak. Adriamycin kezelést kévetéen mind a TRPV1, mind a
TRPA1 receptorok stimulacidéjdval kivaltott vazodilatdcid mértéke csokkent. A csokkent
valaszkészség kiulondsen szembetlné volt az ioncsatorndkat aktivadld capsaicin illetve
akrolein ismételt applikacidja esetén. Jelent6s eltérés mutatkozott a trigemindlis TRPV1 és
TRPA1 receptorok ismételt stimuldciéjaval kivaltott CGRP felszabadulas mértékében is.
Kontroll allatokban az egymdst kovet6 capsaicin és akrolein applikaciék hasonlé mennyiség
CGRP-t szabaditanak fel a meningealis afferensekbdl. Bar adriamycinnel kezelt allatok dura

materébdl az els6 stimulacid a kontrollal 6sszevetheté mennyiségli CGRP-t szabaditott fel,
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s6t capsaicin esetében azt még meg is haladta, az ezt kdvetd stimuldcidk hatasa jelentésen
elmaradt a kontrollban mért értékektdl.

Adramycinnel kezelt dllatokban a kezdeti fokozott neuropeptid felszabadulds
kapcsolatban allhat a neuronok megvaltozott intracellularis Ca®* szintjével. Ismert hogy az
intracelluldris/intraterminalis Ca** koncentracié emelkedése elengedhetetlen a szenzoros
rostbol torténd neuropeptid felszabaduldshoz. Ca®* bedramlast mind a TRPV1, mind a TRPA1
receptorok nyitasa, mind egyéb Ca”* csatornak aktivalédasa kivalt. Adriamycin hatdsara Hela
sejtekben is fokozott sejtbe irdnyulé Ca”* transzportot igazoltak (Dasdia és mtsai., 1979).
Kiséleteinkben a kemoszenzitiv afferensek ismételt stimuldldsat kovetdé csokkené CGRP
felszabaduldst a neuronok alapvetéen alacsonyabb peptid tartalma magyardzhatja.

Mivel in vivo véraramlas méréseink eredményei nem tikrozték a kezdeti erételjes
CGRP felszabadulast (a vérdramlas fokozodds mértéke mar az elsé applikacidé esetében is
csokkent mértékl volt), prébdltunk olyan mechanizmus nyomara bukkanni, ami
magyarazatul szolgalhat a CGRP csokkent vazodilatator hatdsara adriamycin kezelést
kovetben. Teszteltik kilonb6z6, a szenzoros neurogén funkcidk részvétele nélkil az
endothel vagy a vaszkuldris simaizom kozvetlen stimuldcidja utjan haté vazodilatator
anyagokat (Brunt és mtsai., 2015; Dux és mtsai., 2002; Holzer, 1998). A hisztamin és az
acetilkolin vazodilatator hatdsa nem valtozott adriamycin kezelést kovet6en, a CGRP-re
mutatott véraramlas valtozas ellenben csak korilbelll fele volt a kontrollban mért értéknek,
ismételt applikaciok esetében azonban nem mutatott tovabbi csokkené tendenciat. Bar
korabbi vizsgdlatok adriamycin kezelést kovetSéen az érfal apoptotikus és nekrotikus
valtozasait irtak le (Murata és mtsai., 2001), funkcionalis vizsgalataink nem tamasztottak ala
ezeket a megfigyeléseket. A hisztaminra és acetilkolinra mutatott valaszreakcidk alapjan
kizarhatjuk, hogy valamiféle altalanos vaszkularis karosodas ronthatna a CGRP vazodilatator
hatdsat. Hasonldan épnek tlint a CGRP vazodilatator hatasaért felelGs intracellularis
mechanizmus: az adenilat-ciklazt aktivald és az intracelluldris CAMP szintet novel6 forskolin
hatasaban sem figyeltlink meg eltérést a kontrollhoz képest (Kanse és mtsai., 1991).

Adriamycinnel kezelt allatok dura mater prepardtumaiban immunhisztokémiai
festéssel jelents valtozast figyeltiink meg a vaszkularis CGRP receptorok szerkezetében,
amely magyarazatul szolgdlhat a CGRP gyengébb vazodilatator hatdsara. Adriamycinnel
kezelt patkanyok dura materében a CGRP receptor komplex RCP komponense nem volt

kimutathaté. A CGRP receptor complex szerkezetében kialakuld valtozas arra utal, hogy
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adriamycin kezelést kovetéen karosodik a CGRP kot6dése receptorahoz és ennek
kovetkeztében a G-fehérje utjan megvaldsuld intracellularis szignalizaciés mechanizmusok is
zavart szenvednek.

Eredményeink a trigeminovaszkuldris rendszerben a receptor fehérjék komplex,
ugyanakkor szelektiv funkciondlis kdrosoddsat igazoltak adriamycin kezelést kovet6en.
Laboratériumunkban korabban tett megfigyelések a bér érz6 beidegzésének funkcionalis
karosodasa mellett az intraepidermalis axonvégz6dések morfoldgiai kdrosoddsat is leirtak
adriamycin kezelést koévet6en (Boros és mtsai.,, 2016). Hasonld morfoldgiai karosodas
kialakuldsa a meningealis szovetekben sem zarhatd ki, de ennek megitélése a dura mater

eltérd szoveti szerkezete miatt egyel6re nem lehetséges.

10. A TRIGEMINOVASZKULARIS NOCISZENZOR KOMPLEX KONCEPCIOJA

Minden betegség, igy a fejfajasok esetében is a betegség korélettandnak részletes
megismerése el6feltétele a raciondlis terdpias lehetdségek feltdrasanak. A primer fejfajasok,
igy a migrén patofizioldgiai mechanizmusai azonban részleteiben nem ismertek. Ezért
kutatomunkank céljat olyan Uj, az alkalmazott experimentdlis fejfajdas modellekben
megfigyelhet6 jelenségek felismerése képezte, amelyek hozzdjarulhatnak ennek a jelentds
életmindség romlassal jard, és nem elhanyagolhatd szocidlis és gazdasagi terhet jelent6
betegség patomechanizmusanak tovabbi tisztazasahoz.

Jelenlegi ismereteink alapjan a migrént neurovaszkularis megbetegedésnek tekintjik,
melynek kialakuldsaban a trigeminovaszkularis rendszer diszfunkcidja jatszik lényeges
szerepet (Burstein és mtsai.,, 2015; Pietrobon és Moskowitz, 2013). Kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a trigeminovaszkularis rendszer altal kozvetitett meningealis neurogén
vaszkularis reakcidk kialakulasaban alapveté szerepet jatszanak a nociceptiv. TRP
ioncsatorndkat kifejez6, a dura materben elektronmikroszkdépos és funkcionalis
vizsgdlatokkal els6ként altalunk azonositott kemoszenzitiv primer afferensek. Igazoltuk a
kemoszenzitiv érz6 idegeken kifejez6d6 TRPV1 és TRPA1 receptorok szerepét a meningealis
szenzoros neurogén vazodilatacid és a nociceptiv primer szenzoros neuronok
szenzitizaciéjanak mechanizmusaban. Ex vivo modell kisérletekben farmakomorfoldgiai,

immunhisztokémiai és funkciondlis mddszerek alkalmazdasaval tisztaztuk, hogy a meningealis
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szenzoros neurogén vazodilatacids valaszt dontéen az érintett idegekbdl felszabadulé CGRP
medidlja.

neuronok mikodésében kulcsszerepet betdlté TRPV1 és TRPA1 receptorokat aktivalhatjak
és/vagy szenzitizalhatjak olyan mediatorok, amelyek fizioldgias koriilmények kozott is jelen
vannak a nociceptorok kornyezetében, koéros korilmények kozott pedig szoveti szintjiuk
megemelkedik. Bizonyitottuk, hogy a NO és a H,S interakcidja soradn keletkez6 endogén HNO
szerepet jatszik a meningedlis TRPA1 aktivdlasaban és a kovetkezményes vaszkularis reakcidk
kdzvetitésében.

A kemoszenzitiv afferensek TRP ioncsatorndinak funkciojat jelent&sen befolyasolhatja
az afferenseken expresszalédd PAR2 receptorok aktivacidja. Kimutattuk, hogy a meningealis
nociceptorok PAR2 receptorainak aktivdlédasa kovetkeztében kialakuld nociceptor
szenzitizaciét fokozott CGRP felszabaduldas és neurogén szenzoros vazodilatacid kiséri.
Allatkisérletes modelliinkben kimutattuk, hogy az elhizads kovetkeztében megvaltozott
metabolikus és immunoldgiai stdtusz, tobbek kozott a proinflammatorikus citokinek
emelkedett plazma és szoveti szintjének koszonhetfen, a nociceptorok szenzitizacidjat,
fokozott meningealis vazodilataciot és CGRP felszabaduldst eredményez. Ezek a valtozasok
kivalté tényez6i lehetnek a fejfajasok, elsésorban a migrén elhizott emberekben megfigyelt
fokozott incidencidjanak. Streptozotocinnal elGidézett kisérletes diabetes mellitusban a
meningealis vaszkularis valaszok és a CGRP felszabadulas jelents csokkenését figyeltiik meg,
amit a meningedlis kemoszenzitiv idegek strukturdlis (csokkent innervaciés denzitas) és
kovetkezményes funkcionalis (csokkent CGRP felszabadulds és vazodilatacié) valtozdasai
magyarazhatnak. Az onkoterdpidaban széleskorlen alkalmazott adriamycin kezelést kdvetd
funkcionalis karosodasok hatterében nem csak a nociceptorok funkciéjat és CGRP
felszabaditd képességét, hanem a CGRP véraramlas fokozd hatdsanak kozvetitéséért felelGs
vaszkularis CGRP receptorok szerkezetét érint6 elvaltozasokat is igazoltunk.

Vizsgdlataink a humdn medicina, a fejfajasok, els6sorban a migrén
patomechanizmusdnak tovabbi tisztazdsa szempontjabdl is jelentGséggel birnak.
Eredményeink, miszerint a CGRP kozponti szerepet jatszik a nociceptiv TRP receptorok altal
kozvetitett meningedlis vaszkularis reakcidkban, 6sszhangban dllnak azokkal a human
megfigyelésekkel, amelyek szerint a migrénes fajdalom kozvetitésében alapvet6 jelent6ségli

a trigeminovaszkularis érz6 idegekben lokalizalt CGRP. Ezeknek a megfigyeléseknek a
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jelent6ségét bizonyitjdk azok az () terdpids torekvések, amelyeknek eredményeként
klisz0bon all a CGRP hatast gatld szerek széleskor(i alkalmazasa a migrén kezelésében.

A fejfajdsok patomechanizmusa szempontjabdl jelentGsége lehet azon
megfigyelésiinknek, miszerint a meningedlis afferensek extrakranialis szovetekben végz6d6
kollateralisainak aktivacidja/szenzitizacidja befolyasolja az intrakranidlis afferens idegek
funkcioit is. Az extrakranidlis kollateralisoknak Iényeges szerepe lehet olyan fejfajas tipusok
provokalasaban, amelyek a belélegzett kémiai irritansok orr nyalkahartydn kifejtett irritalod
hatdsdval (Kunkler és mtsai., 2015), vagy a perikranialis izmok fokozott tdnusaval hozhatdk
Osszefliggésbe (Burstein és mtsai., 2017).

Eredményeink alapjan felvetjlik a trigeminalis nociszenzor komplex, mint az
agyburkok fiziologids és patofizioldgias folyamataiban kulcsszerepet bet6lté funkcionalis

egység koncepcidjat (57. abra).
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57. abra. A trigeminovaszkuldris nociszenzor komplex. A dura mater nociceptorai, hizdsejtjei és a
meningealis erek kdzott [étrejové interakcidk, melyek a primer szenzoros neuronok szenzitizacidjat és
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A nociszenzor komplex elemei a kemoszenzitiv trigeminalis afferensek, a meningedlis
erek és a meningedlis szovetek egyéb sejtes elemei, a hizdsejtek és a makrofagok (Dux és
mtsai., 2012). Ezek a szOovetelemek a kemény agyhartydban olyan szoros anatémiai és
funkcionalis kapcsolatban allnak egymassal, ami lehet6vé teszi 6sszehangolt miikodésiiket. A
nociceptiv idegvégzddésekbdl felszabadulé CGRP és SP a kdrnyezd hizdsejtekbdl tovabbi
vazoaktiv mediatorokat, tobbek kozott hisztamint, illetve proteolitikus hatdsu triptazt
szabadit fel. A hizésejtekbdl felszabaduld hisztamin, hasonléan a SP-hez és a CGRP-hez,
vazodilataciét és plazma extravazaciét valt ki, a triptdz pedig az afferens idegek PAR2
receptorainak aktivalasaval szenzitizdlja a nociceptiv idegvégz6déseket, ami tovabbi
neuropeptid felszabaduldst eredményezhet. A hizésejtekbSl szabaddd valé triptdz a
hizésejtek altal is expresszalt PAR2 receptorokon hatva ezekbdél autokrin vagy parakrin
modon tovabbi mediatorokat tehet szabadda, felerésitve mind a neurondlis, mind a
vaszkuldris reakciokat.

A nociszenzor komplex miikodésével kapcsolatos elképzeléseink jol Osszhangba
allithatok azokkal a klinikai megfigyelésekkel, amelyek a migrénes roham lefolyasara
vonatkoznak. Jelenlegi ismereteink szerint a vérbél vagy a meningealis szovetekbdl szarmazd
mediatorok hatasara bekovetkezd meningealis nociceptor aktivalédas és/vagy szenzitizacio a
leglényegesebb mechanizmus, ami a migrén periféridas és centrdlis szenzitizaciét
eredményez6 folyamataiban egyarant szerepet jatszhat (Durham, 2016). A nociceptor
szenzitizaciét kivaltdé anyagok egy része sajat receptorain, mig masok a TRPV1 és a TRPA1
nociceptiv ioncsatornakon fejtik ki hatdsukat. A nociszenzor komplexen belil lezajlé
interakcidk azonban nem csak a migrénes roham kezdetén sulyosbodd tlinetek
kialakulasdhoz, hanem a roham megsz(inéséhez is hozzajarulhatnak. A migrénes rohamot
kiséré meningedlis vazodilatacid ugyanis - a nociceptorok szenzitizaciéjat kivalté mediatorok
helyi koncentraciojanak csokkentése és/vagy eltavolitasa révén - fontos tényezéje lehet a

szOveti és nociceptor integritas helyreallitasanak.
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