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ROVIDITESEK JEGYZEKE

a.: artéria

AA: arachidonsav

Ach: acetilkolin

ADP: adenozin-difoszfat

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propionsav
ANOVA: variancianalizis

Arg: arginin

ASA: acetilszalicilsav

ATP: adenozin-trifoszfat

BA: arteria basilaris

BK: bradykinin

BOLD: vér oxigén-szint fligy

bp: bazispar

BVR: biliverdin reduktaz

C1-C2: cervicalis gerincvél 1-2 szegmentum

Ca'™: kalcium ion

CGRP: calcitonin génnel-rokon peptid

CGRP-R: CGRP receptor

CLR: calcitonin receptor-sziereceptor

CO: szénmonoxid

COX: cyclooxygenaz

C-PON: neuropeptid Y C-terminalis flanking peptidje
CSD: tovaterjed kérgi gatlas

CSF: agy-gerincvél folyadék

DBH: dopamin-béta-hydroxylaz

DMEM: Dulbecco szerint modositott Eagle-féle médium
DNS: dezoxiribonukleinsav

DPM: bomlas per perc

DRG: hats6 gyoki ganglion

EAA: excitdtoros aminosav

EET: epoxyeikozatriénsav

ERKZ1/2: extracellularis szignal-szabalyzott kinadgsl2
FHM: familiaris hemiplégias migrén

FITC: fluorescein izothiocyanat

fMRI: funkcionalis magneses rezonancias képalk@égalat
Glu: glutaminsav

Gly: glycin

GABA: y-amino-vajsav

GFAP: glia fibrillaris savi protein

GHRH: ndvekedési hormon felszabadit6 hormon
GON: nervus occipitalis major

GS: glutamin szintetaz

H™: hidrogén ion

5-HT: 5-hydroxy-triptamin

12-HHT: 12-hydroxy-heptadecatriénsav

HETE: hydroxy-eikozatetraénsav

HO: hem-oxigenaz

HO-1: hem-oxigenaz-1

HO-2: hem-oxigenaz-2

HPETE: hydroperoxy-eikozatetraénsav

HPLC: magasnyomasu folyadékkromatogréfia
HRQoL: egészséggel kapcsolatos életingy

IHS: International Headache Society, Nemzetkdzidi&s$ Tarsasag
IL: interleukin

ip.: intraperitonealis

ir: immunreaktivitds/immunreaktiv

iv.: intravénas

K*: kalium ion

KIR: kdzponti idegrendszer
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LC: locus ceruleus

LO: lipoxygenaz

m.: musculus

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MEK: MAPK/ERK kinaz

Mg*": magnézium ion

MRA: magneses rezonancias angiographia
MRI: magneses rezonancias képalkoté vizsgalat
MRNS: hirvi\b ribonukleinsav

MRS: magneses rezonancias spectroscopia
MS: témegspektrometria

n.: nervus

Na': natrium ion

NA: noradrenalin

NKA: neurokinin A

NK-1: neurokinin-1

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-oxid-szintetaz

NPY: neuropeptid Y

NPY Y, neuropeptid Y Y receptor

NPY Y,: neuropeptid Y Y receptor

NR: raphe magcsoport

NRM: nucleus raphe magnus

NTG: nitroglycerin

OBOT-A: onabotulinumtoxin-A

OTC: over-the-counter, vény nélkil kaphato
PAC;: PACAP1 receptor

PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipegbti
PAG: periaqueductalis szirkeallomany

PCR: polimeraz lancreakcio

pPERKZ1/2: foszforilalt extracellularis szignal-szajztt kindz 1 és 2
PET: pozitron emissziés tomografia

PGD;: prosztaglandin B

PGE: prosztaglandin £

PGF,: prosztaglandin

PGFEy: prosztaglandin &

PGG: prosztaglandin gendoperoxid

PGH,: prosztaglandin Hendoperoxid

PGHS: prosztaglandin-H szintaz

PGl,: prostacyclin

pH: pondus Hidrogenii, hidrogénion-kig&wémhatas
PHI: peptid histidin isoleucin

PHM: peptid histidin metionin

pro-CT: pro-calcitonin

gPCR: kvantitativ polimeraz lancreakcio

r.. ramus

rCBF: regionalis agyi vérataramlas

RAMP1: receptor aktivitast befolyasolo proteinl
RCP: receptor komponens protein

RIA: radioimmunoassay

RP-HPLC: reverz fazisu-magasnyomasu folyadékkrografa
RT-PCR: reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio
SCG: ganglion cervicale superius

S.D.: standard deviacio

S.E.: standard error

S.E.M.: standard error of the mean, az atlag étlag szérasa
Ser: szerin

SF: térbeli frekvencia

SGC: satellita glia sejt

SP: P-anyag

SPG: ganglion sphenopalatinum
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SSN: nucleus salivatorius superior

SSS: sinus sagittalis superior

TCC: trigemino-cervicalis komplex

TF: idébeli frekvencia

TH: tyrozin hydroxylaz

TMS: transzkranialis magneses ingerlés
TNC: caudalis trigemindlis magcsoport
TNF-a: tumor nekrézis faktoer

TRIG: ganglion trigeminale

TRITC: tetramethyl rhodamin izothiocyanat
TxA,: thromboxan A

TxB,: thromboxan B

Tyr: tyrozin

USA: Amerikai Egyesiilt Allamok

VEP: vizudlis kivaltott valasz

VIP: vasoactiv intestinalis polipeptid
VMAT: vesicula monoamin transzporter
VR;: vanilloid receptorl

VPAC;: VIP, vagy PACAR receptor

VPAC,;: VIP, vagy PACAR receptor

VS.: versus

WDR: wide dynamic range, széles dinamikaju tartoman
WHO: World Health Organization, Egészségigyi Vildgsezet
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1. BEVEZETES

1.1. Torténeti attekintés
A migrénil alkotott elképzelések dsszefliggnek az orvoslfigdesével. Kulturtorténeti

emlékeink szerint a koponyalékeléseket azért végette. 7000-ben), hogy szabad utat
nyissanak a fejfajast okozé gonosz szellemek t®am (Lyons and Petrucelli 1987).
Csontosodasi vizsgalatok szerint — bar megleggyes paciensek tulélték ezen idegsebészeti
beavatkozast (Thorwald 1962; Edmeads 1990; Rawlamgs Rossitch 1994; Rapoport and
Edmeads 2000). &szamitasunk étt 1200-bol a mai Egyiptom terlletévaloé az a papirusz
tekercs (felfedaférol George Ebers lipcsei egyiptologusrdl elnevezett,Ebers-féle”
tekercs), mely az eldrasos bizonyitéka a migrén tineti leirasanéktesapias javaslatokat is
tartalmaz. Ajanlja, hogy a beteg fejére agyagb&kké krokodilt helyezzenek, annak sz4jaba
gyogyfuveket tegyenek, és azt vaszoncsikkal, mehzeistenek nevét irtak, szorosan a
paciens fejére rogzitsék (Den Boer 1993). Hippdsat(i.e. 460-377) ugy vélte, hogy a
migrént a majbaol kigzolgo és a fejbe jutd ,para” okozza. Ugyanakkovolt az el§, aki az
auraval jaré migrén vizualis jeleit leirta (Critelgl 1967; Den Boer 1993; Lance and Goadsby
1998). Kappadodciai Aretaeus (i.u. |. szazad) maopcogositotta a fejfajasokat.
Megkllonboztette a ,cephalalgia™t (rovid ideig ttar enyhe), a ,cephalea’-t (krénikus,
sulyos), és a ,heterocrania’™t (féloldali, hanyinggé hanyassal tarsuld) (Adams 1856;
Prusinski 1993). Galenus (i.u. Il. szdzad) a ,hmteania’ helyett bevezette a ,hemicrania”
elnevezést, melyet a mai napig alkalmazunk. A ,aigg” fogalom a galenusi ,hemicrania’-
bol j6tt 1étre,6si angol és francia szavak atalakulasanak eredrkény€Lance and Goadsby
1998). A XVII. szdzadban Thomas Willis — a neuridolifejezés megalkotdja, az agyalapi
artérias rendszer a ,Willis kor” leirgja (Willis #8) — a ,,de Anima Brutorum” (1672) cim
miivének masodik fejezetében, a ,de Cephalea’-banulass ereddinek vélte a migrént.
Elképzelése szerint a rohamot a koponyan belik smazmusa és dilatacidja valtja ki.
Sulyossaguk szerint osztalyozta a rohamokat. Kdgicgo fedezett fel a légkori
nyomasvaltozas, az évszakok, a diéta és a migrésezullétek jelentkezése kozott (Sacks
1992; Prusinski 1993). A XIX. szdzadban Edward ligemunkassagaként felmerilt a
migrén neuronalis eredete. A migrénes rohamot abay keletke& ,viharnak” (,nerve
storms”) — az idegi elemek tulfokozottikbdésének - tartotta. Osszefliggést latott a migsén
az epilepszia kozott, a kdzponti idegrendszeri (KérRedetiknél fogva (Liveing 1873). A
modernkori laboratériumi migrén kutatasok kezdetarold Wolff nevéheziizédnek (Wolff
1938; Graham and Wolff 1938; Ray and Wolff 1940n@8uoacher and Wolff 1941). A Willis
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iskoldja nyoman kifefildé vascularis és a Liveing-féle neurogén elmélet iteaotti
tudomanyos vitdk, és hipotézisek versengése (Ggadsb al. 2002) a migrén
pathomechanizmuséval kapcsolatban mind a mai napithnak. Modern vizsgélatok
eredményei azonban egy Uj kozds szemléletmod kit eredményezték, a
.neurovascularis” rendszer elméletét (Goadsbhy 200%dvinsson et al. 2012; Tajti et al.
2011; Taijti et al. 2012; Pietrobon and MoskowitZ20 Szamos torténelmi személyisggr
vagy a tudomanyok és ainészetek tertletén kiemelkiédalkotorol jegyezték fel, hogy
migrénben szenvedett: Julius Caesar, Szent Pah Qalvin, Queen Mary Tudor, Blaisel
Pascal, Carolus Linnaeus, Thomas Jefferson, Fecieddietzsche, Immanuel Kant, Edgar
Allan Poe, Frédéric Chopin, Charles Darwin, KarlrkjaPjotr Csajkovs.zkij, Alfred Nobel,
Lev Tolsztoj, Grant Ulysses, Sigmund Freud (Adkeale1987; Jones 1999).

1.2. Afejfdjasok csoportositasa
A Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag (International Hehdasociety, IHS) a klinikai és a kutatoi

munka hatékonysaganak novelése céljab@sz&lr 1988-ban tette kozzé a fejfajasok
csoportositasat (Headache Classification Commitfethe International Headache Society
1988), melyet 2004-ben és 2013-ban meguijitott (Hetael Classification Committee of the
International Headache Society 2004, 2013). E mardzés alapjan a fejfajasoknak két f
tipusat kulonboztetjuk meg: az 6nallé (eleges) és a tuneti (masodlagos) formakat. Az
onallo fejfajasokat a fejfajas és a jellegzetenikdi tiinetek hatarozzak meg. Ide tartoznak a
migrén, a tenzios tipusu fejfdjas és a trigemintmadm cephalalgidk. A migrénnek szamos
altipusa van, melyek kozul az aura nélkili és aawal jaré forma a leggyakoribb. A tineti

csoportba a kulonbézmegbetegedéseket kisdejfajasokat soroljuk.

1.3. Epidemiologia

1.3.1. Prevalencia

Kezdeti tanulmanyok alapjan a migrén prevalenciigjgn eltéé (1-35%) ertékekre becsilték
(Rasmussen 1994). Az IHS kritériumrendszere, a éedsi formak, az érzékenységi és
specificitasi statisztikai tény8k meghatarozasa és egységes alkalmazéasa égdent
pontositotta az eredményeket (Olsen 199%ervard 1994). Amerikai (Breslau and Davis
1991; Stewart et al. 1992, Lipton et al. 2007),ddm (Edmeads et al. 1993; Pryse-Philips et
al. 1992), angliai (Steiner et al. 2003) és egyd@d@ai (Henry et al. 1992; Rasmussen et al.
1991) felmérések hasonlo eredményeket adtak. Eunypgati orszagaiban a félit lakossag
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11-16%-a érintett (Scher et al. 1999; Lipton et 2007). Mas tanulmanyok az eurdpai
populaciéban 17%-o0sdnés 8%-o0s férfi megjelenéssel szamoltak (Stovndrtdagen 2006).
Gyermekkorban a fiu és leany arany 1:1, mig pubekidveten fokozatosan eltolédik a nemi
megoszlas aranya és a korai 40-es életévekre immdédrany 1:3-ra mdédosul (MacGregor
1999).

Dan vizsgalatok szerint a migrén élettartam-prevaga 16% (a férfiakban 8% és ékben
25%), a férfi:d arany 1:3 volt. Az egy évre vonatkoztatott migpgavalencia 10% volt: 6%

a férfiakban és 15% adkben (Rasmussen et al. 1991). Ugyanezen régioblaiinpéévvel
késibb végzett felmérések szerint az egy évre vonadkotztprevalencia 5% volt a férfiakban
(2% aura nélkili, 3% auraval) és 16% dkimen (11% aura nélkili, 5% auraval) (Rasmussen
1995). Franciaorszagban 12,1% volt az éves presialenértéke (férfiakban 6,1%gkben
17,6%) (Rasmussen et al. 1991). #&ls felmérések az USA-ban férfiakban 5,7-7%-0s, mig
nékben 17,6-18%-0s migrén prevalenciat allapitottagr(Lipton et al. 1992; Stewart et al.
1992; Lipton et al. 2001/a, b, c; Bigal et al. 2D0djabb vizsgalatok magasabb értékeket
talaltak: férfiakban 6-10%-0s,6kben 17-25% -0s migrén prevalenciat (Victor et24110;
Smitherman et al. 2013). Felmérések szerint az U&MA-a prevalencia magasabbnak
mutatkozott az alacsony szocio-6kondmiai statuggé@mekben (Lipton and Bigal 2005). Az
élettartam prevalenciatékben 33%-nak, férfiakban 13%-nak talaltak (Launerle 1999;
Waters 1970). Magyarorszagon egy kis varosban @ ks, 748 valaszado) és egy faluban
(1680 lakos, 767 valaszadd) végzett felmérésekrndzevarosban 9,6%, mig a faluban 12%
gyakorisagot talaltak, a férfisnarany 1:3 volt (Guseo and Giczi 1994). Hazai \d@tatpk
szerint az aura nélkuli migrén 1 éves prevalendighdo (férfi:ro arany=1:3), mig az auraval
jaré migrén esetében 2% volt (férf:mrany=1:2) (Bank and Marta 2000). A fentiek alapja
Magyarorszagon megkozélén 1,2-1,6 millié ére tehet a migrénben szenvédéciensek
szama. Az elmult évek sordn a vildg kulonboarszagaiban készilt 39 tanulmanyt
0sszegezve a migrén prevalencigében 12,6%, a férfiakban 8,4% értékeket mutatotlym

a 25-55. életévek kozott volt a legmagasabb (Liod Bigal 2005). Globalisan a féth
népesség 11%-a szenved migrénben (Stovner et @F),2thely 2010-re mar elérte a 3.
leggyakoribb prevalenciaja megbetegedést (HeadaClassification Committee of the

International Headache Society 2013).

1.3.2. Incidencia

A migrén incidencigja relative kicsi, melyet tobleghatarozo tanulmany is bizonyit.
Stewart prevalencia vizsgalataiban azt az életkette elgdleges szempontnak, amelyben az

elss migrénes rosszullét kialakult, és ébbindirekt mddon becsilte meg a migrén
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incidenciajat. Férfiakban az auraval jard6 migrééves korban (6,6/100@/Ev), mig az aura
nélkali migrén 10-11 éves kor kozott mutatott csieket (10/1000 6fév). Nokben az
auraval jard6 migrén incidenciaja 12-13 éves kor¢ki£14,1/1000 d/év), az aura nélkili
migrénben 14-17 éves életkorban (18,9/106@MV) a legnagyobb. Tehat a férfiakban a
migrén korabbi életkorban keddik, mint a rdkben. Az auraval jar6 migrén hamarabb
jelentkezik, mint az aura nélkili migrénes fejfaj8sewart et al. 1993).

Breslau és munkatarsai fiatal féttek (21-30. életév) random csoportjabdl meriteték
adataikat. Felmérésuk szerintkbben 22/1000 d/év, féerfiakban 5/1000 6fév volt az
incidencia mértéke (Breslau et al. 1994).

Stang tanulmanyat orvosi dokumentumokbal allitédgaze, 60 éves korig bezardlagkNen
2,9/1000 &/év, ferfiakban 1,4/10006fév volt az incidencia mértéke.ckben az incidencia
legalacsonyabb volt az egészen fiatal és @&z @Eetkorokban, magas volt a 10-49 évesek
k6z06tt, mig a csucsértéket a 20-29 évesek kodattak (Stang et al. 1996).

Danidban a 25-64 évesek kozo6tt a migrén éves incida rokben 3/1000 d/ev, férfiakban
15/1000 &/év volt. N\okben az incidencia csucsa a 37-44 évesek kozdit 211000 &/év
aranyban (Lyngberg et al. 2003).

1.4. Klinikum
A migrén és fejfajasroham nég§y $zakaszra oszthatprodroma, aura, fejfajas, labadozas

(rekonvaleszcencja

1.4.1. Prodroma

A migrénesek tébb, mint felében kialakul a prodromaly egyertd aranyban jelentkezik az
auraval jar6 és az aura nélkili migrén esetébdhgStein et al., 1998). A prodroma soran a
mentélis, a neurogén és az altalanos allapot \&d&a2ikrog tinetek alakulnak ki.

Mentalis tlnetek: deprimalt hangulat, hiperaktisjtéeuphoria, dysphoria, beszédesség,
irritabilitas, nyugtalansag, koncentracié gyengeseg

Neurogén tiinetek: photophobia, phonophobia, hypamnsn

Altalanos tiinetek: a nyak és a tarko izmainak nsgfge, étvagytalansag vagy élelem utani
sbévargas, odéma készseég, fokozott vizeletlritésnéaés vagy szekrekedeés (Silberstein and
Young, 1995).

1.4.2. Aura

A migrén aura jelek, melyek a migrénesek kb. 30%nahlakulnak ki a cortexbe vagy az
agytorzsbe lokalizalhatod reverzibilis neurologianétek, melyek fokozatosan, 5-20 perc alatt
alakulnak ki és altalaban 60 percig tartanak (Aeghd Hassanein, 1990). A migrénes aura

10
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tineteket vizualis, szenzoros, motoros eltérésekzddzavar, agytorzsi funkcidzavar vagy
ezek kombinacidi alkotjak. E jeleket azonnal, vagyesebb, mint egy 6ra mulva fejfgjas,
és/vagy hanyinger, illetve photophobia kbdvet. Egf@mérések szerint az aurat csak 80%-
ban kiséri fejfajas (Jensen et al. 1986).

Vizudlis tiinetek: a latotérben kialakulé scotomalyra paciensek harmadaban jelentkezik
(Lance, 1982). Gyakori a latotér kulonkdopontjaiban felvillané vagy a latétéren athalado
szines foltok, csillagok (scotoma scintillans) fekezése. Jellegzetes aura jelenség a
kozépkori ebditményhez hasonlé alakzat (fortifikacios spektrumggjelenése a latotérben.
Homalyos latés, a latotér aszeli beszikulése (,célatds”), az egyik vagy mindkét szem
elsotetid latoterében kialakuld ,lyuk” latas johet |étre. 2dilis hallucinaciok, micropsia,
macropsia, mozaiklatas is kialakulhat.

Szenzoros tlnetek: gyakori aura tiinet a végtageptrasia, mely altalaban a felgégtag
ujjaibdl induld és az alkar, felkar irAnyaba tovalkla zsibbadasérzédhall (Manzoni et al.,
1985).

Motoros tlnetek: végtag gyengeség, Ugyetlenségdkarios zavar.

Beszédzavar: szotalalasi, sz6hasznélati neheggietts

Agytorzsi tinetek: vertigo, ketslatas.

Idészakosan apraxia, agnosia, beszédzavar, ,déja jyarhais vu” élmények, delir6zus
allapot is Iétrejohet a migrénes rosszullét auekazzaban (Jensen et al. 1986; Manzoni et al.,
1985; Silberstein and Young, 1995). Leggyakrabbavizadlis, a szenzoros tinetek és a
beszédzavar alakul ki (Russel and Olesen, 1996).

1.4.3. Fejfgjas

A tipusos migrénes fejfdjas egyoldali, lUktgrcsos jellety, a fajdalom intenzitasa az
enyhébél a sulyos mértékig terjed, melyet a fizikai akii@g kifejezetten ront. A fajdalom lehet
kétoldali (az esetek 40%-aban) vagy az egyik oldakzddik, de a késbbiekben atterjed az
ellenoldalra és bilateralissa valik (Selby and legrik960).

A migrénes fejfajas a nap minden szakaban kialatulie leggyakrabban a reggeli 6rakban
jelentkezik (Selby and Lance, 1960). Fokozatosghodik ki és 4-72 odran at tart. A
fajdalomhoz a betegek 90%-aban hanyinger és 1/8-&dmyas csatlakozik (Silberstein,
1995). Gyakran tarsul a fejfajashoz photo- és ppbabia, sdpadtsag, a szemhéj-arc
0démasodasa, hideg-melegségérzés és a nyaki izrmmvsége (Selby and Lance, 1960;
Silberstein and Saper, 1993).

11
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1.4.4. Labadozas (rekonvaleszcencia)

Fejfdjast koveten - mely altaldban lassan, fokozatosan oldddik betegek rendszerint
faradtak, ingerlékenyek, figyelmetlenek, koncentéec képtelenek. A paciensek kis
szazalékban a fajdalom elmultaval euforikus hartgal&kerilnek, mig masok deprimaltta
valnak. Rendszerint a fajdalmat koden 24 6ra mulva érik el a betegek szokdsos napi
aktivitasukat (Silberstein et al., 1998).

1.5. Rohamgyakorisag
Daniadban végzett tanulmanyok alapjan évente a megréetegek 59%-anak 1-7, 25%-anak

8-14 és 16%-anak 15-30 fejfajasrohama volt (Rasemussal. 1991). Az USA-ban @&kben

a havi migrénes rohamgyakorisag: 25%-a 4, 35%-a4-40%-a 1 sulyos migrénes rohamot
szenvedett el havonta (Silberstein et al. 1998)alktiv migrénesek k6zott a rohamfrekvencia
atlaga 1,5 roham/hd és a betegek 10%-anak hetemtesskulléte volt (Stewart 1994/a;
Stewart 1994/b). A rohamok atlagostartama 1 napon belili volt, de a betegek 1/5-ében
elérte a 2-3 napot (Ferrari 1998).

Magyarorszagon a fenti adatok alapjan évente 2liormtigrénes roham valdsZisithet
(Berky 1999).

1.6. Oroklgdés
Medfigyelések szerint a migrén csaladokon bellimioalottan fordul &, ugyanakkor az

oroklédés menete nem egyértéirgStewart et al. 1997; Silberstein et al. 2002mgrénnek

a szubkrol a gyermekekre valo atvitelét mar a XVII. szazadbaegfigyelték (Willis 1682).
Ezt kéveben szamos kutatdcsoport felismerte a pozitiv csdtadorténetet. Az eddigi
tanulméanyok alapjan ugyinik, hogy az auraval jaré migrén kialakuldsa nagyékden fligg

a genetikai tényéktol, mig az aura nélkuli migrén genetikai és kornyetgmyesdk egyuttes
fuggvénye (Russel and Olesen 1995). Monozigotazgata ikreken végzett megfigyelések
soran jeleriis monozigéta konkordanciat allapitottak meg, eégybalyoztak a genetikai és a
kornyezeti hatdsok jeletgegét (Merikangas et al. 1994; Honkasalo et al5;1Blrsson et al.
1995; Ziegler et al. 1998; Ulrich et al. 1999; dkst al. 1999/a; Gervil et al. 1999/b). A
migrén kulonb6é formai kézll ezideig a familiaris hemiplégias néignek (FHM) ismert a
genetikai hattere. A FHM autoszomalis dominans Gdésmendt A betegek vezétaura
tlinete az atmeneti, a teljes bénulasig fokozodéétggengeség, melyhez gyakran magas laz,
szédulésérzés, zavartsag vagy kdma is tarsulhatdlt1998). Ez igen ritka formaja a

migrénnek, csak kevés (néhany szaz) csalad ismkgszerte. A FHM kialakulasat
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pontmutacio hozza létre. A pontmutacio létre jGhd?/Q-tipusu "fesziltség fugykalcium
ioncsatornan-1A-alegységét kddoldé génben (CACNA1A) a 19pl13 kwemdman (Ophoff et
al. 1996). Ez a tipus az FHM-1 elnevezést kapt®/@ tipusu ,feszlltség fugy kalcium
ioncsatornak etsorban a cerebellumban, a cortexben, a thalamuabaypothalamusban és
a fel$ agytorzsben vannak jelen. A ,feszlltség féiglgalcium ioncsatornak a membranon
athalado fesziltségnek megféksh szabalyozzak a kalcium ionok fQabejutasat a sejtbe.
Az ioncsatornak rendkivili fontossagat az adja,yhag intra- és extracellularis térben dév
Ccd* gradiens befolyasolja a neurotranszmitter felsdaldsat és a neurondlis excitaciot
(Ophoff et al. 1996; Ophoff et al. 1998), tovabl#alslyozzak a caudalis trigeminalis
magcsoportban (TNC) a durdlis nocicepcidéban rés#étveuronok aktivitasat (Ebersberg et
al. 2004). Az FHM-1-ben szenvé&dkilonbdd csaldadokban eltér mutaciokat talaltak a
CACNALA génben. Az egyik mutacié (R192Q) a’Cimncsatorna fesziiltségérzékelomain
alegységében alakult ki. A masik, mely a leggyakmrmnutacio (T666M) a csatorna masodik
domain-jén (,por-forming P hairpin loop”) tortém.harmadik és negyedik mutaciok (V714A
és 11811L) azon transzmembran egységekben jottek, lénelyek befolyasoljgk a €a
ioncsatorna inaktivaciojat és igy a’Caranszport blokkolasat (Ahmed et al. 1996; Elioale
1996; Ophoff 1996; Ophoff et al. 1998; Terwindtadt 1997/b). Az FHM-1-ben észlelt
mutaciok funkciondlis jeletiségére utalnak azok a kisérleti megfigyelések, ekblgn
.knock-in” egér modelleket alkalmaztak. Ezen tokzse human FHM-1 R192Q mutaciot
hordozzdk és a neuromuscularis junkcidoban fokozmtirotranszmissziot, valamint a
tovaterjed keérgi géatlas (cortical spreading depression, CSi3pkkent kiszobét és
megndvekedett sebességét eredményezik (van dend®laaerg et al. 2004). Az adatok
szerint ezen mutacid megndveli a corticalis hipeitékilitdsra vald hajlamot. Migrénes
testvérparok genetikai vizsgalata szerint azonlkzafHiM-mel nem jard esetekben is talaltak a
mutaciokat (May et al. 1995; Terwindt et al. 199@earwindt et al. 2001). Olasz (De Fusco et
al. 2003) és dan (Vanmolkot et al. 2003) vizsg&laém az 1-es kromoszOman talaltak
.missense” mutacidkat. Ez a forma az FHM-2 tipuseeézést kapta. Az ATP1A2-génben
tortént két kilonboz ,missense” mutacio, mely a NaK*-ATPasea, alegységét kodolja (De
Fusco et al. 2003). Ez az alegység koti a natriomokat (N&), a kalium ionokat (K), az
ATP-t és az ATP hidrolizisét felhasznalva eltayalia Nd&-okat. A N&-pumpa altal
biztositott telitett N gradiens esszencidlis az aminosavak és & Ganszportjahoz. Az
ioncsatorna karosodasa kovetkeztében csokkehéska glutamat szinaptikus réstorténs
elmozditasa. Feltételezések szerint ezen mutaciétkéztében fogékonyabba valik az agy a
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CSD kialakulasara. Néemet FHM-ben szertvedaladokban ismertek fel egy masik missense
mutaciot, mely a FHM-3 nevet kapta. A mutacio as2keomoszéma hosszu karjan (2924
kromoszéma) az SCN1A génben jott létre, mely aowilis fesziltség-figgNa™ (Na, 1.1)
ioncsatornaa; alegységét kédolja (Dichgangs et al. 2005). Az $&Ngénmutacio
kovetkeztében megvaltozott funkciéju Nancsatorna nagy mennyiségxtracellularis N&
felhalmoz6dashoz vezet. Ezen ioncsatorngkddése alapvéen befolydsolja a corticalis
neuronokban az akcids potencial keletkezését gsléset. A mutacio kdvetkeztében méagn
neuronok tlizelési ideje és excitabilitasa, melyeklményeként CSD alakul ki (Ferrari 2005;
van den Maagdenberg et al. 2005; Dichgangs et0O@b)2 Az FHM-ben szenvédcsaladok
55%-aban a hibas gén a 19-es kromoszéman (Terwin@dl. 2001), 15%-aban az 1-es
(Ducros et al. 2001; Gardner et al. 1997), mig aanhék 30%-aban a 2-es kromoszéman
talalhatd, illetve nem ismert a pontos lokalizacidz FHM-es csaladokban (19-es
kromoszomahoz kapcsolt vagy ehhez nembdi@t genotipus-fenotipus korrelaciokat sem
lehetett feldllitani (Ducros et al. 2001). Ugyanakkaz egyes klinikai tinetek, mint a
cerebellaris ataxia megjelenése a 19-es kromoszd@tiarést mutaté csaladok 50%-aban
alakult ki (Joutel et al. 1994; Ophoff et al. 1994utel et al. 1993; Haan et al. 1994; Teh et al.
1995), a fejfajasrohamok gyakran a fejet ért kisehhmas Utések utan alakultak ki, vagy a
rohamhoz coma tarsult (Terwindt et al. 1996). AzM-B altipushoz gyakran epilepszia
csatlakozott (Vanmolkot et al. 2003; Jurkat-Rottakt2004). Az ismert mutaciok alapjan
felmertilt, hogy a migrént vagy legalabbis egyesolégiai vonatkozasu goctineteit (mint pl.
az aurét) ioncsatorna eltérések okozzak, igy ezekesatorna betegség kovetkezményenek is
tarthatjuk (Goadsby and Ferrari 2001; Goadsby 26@4rari 2005; van den Maagdenberg et
al. 2005).

1.7. Térsadalmi-gazdaséagi hatas
Az Egészsegugyi Vilagszervezet (World Health Orgaton, WHO) 2001-ben a migrént a

19. helyre sorolta be azon okok k&zott, melyek egggkarosodast okoznak (World Health
Organization, 2001; Leonardi et al. 2005). Gloha#810-ben végzett felmérés szerint a
hetedik leggyakoribb megbetegedés, mely egészsespdast okoz (Headache Classification
Committee of the International Headache Society3201

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) (az Americfigraine Study Il becslése szerint)
28 milli6 ember szenved sulyos fejfajassal jard rémghl (Lipton et al. 2001/a). A betegek
vény nélkil kaphato (over-the-counter, OTC) gydégyskre minden tipusu féajdalom

csillapitasa céljabdl megkozédn 3,2 milliard US dollart koltottek, ezen 6sszeég-4 volt,
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melyet csak a fejfajas csillapitasara szantak (Qwoes Healthcare Products Association
2000). Az Eurdpai Unidban is nagy terhet jelenejédfasban szenvéldl gondozasa (Menken
et al. 2000, Steiner et al. 2014), tébb mint 27li&nd eurot forditanak évente kezelésukre
(Andlin-Sobocki et al. 2005; Olesen et al. 20123.WSA-ban 1976-77 koz6tt a betegek 4%-a
fejfajas miatt jelentkezett a csaladorvosi rendaigsnely tobb, mint 10 millié vizsgalatot
jelentett (National Center of Health Statistics 99Telentano et al. 1992). Washington
allamban a férfiak 8%-a és aki14%-a a Stang-féle tanulmany 4 hete8simhka alatt
migrénes rosszullét miatt maradt tavol a munkahélygagy hianyzott az oktatasbol (Stang
et al. 1994). A kiesett vagy csokkent hatékonysBlggmlgozott munkanapok - paciensekként
evente 19,5 nap - miatti anyagi veszteség éventgadaeliti a 17 milliard US dollart (Micieli
1993; Osterhaus et al. 1992; Stang and Osterha@; Terth et al. 2001). Magyarorszagra
szamitva a nemzetkdzi adatokat 1,4 milli6 a migréatt a munkabdl kiesett és 2,8 millié a
csokkent hatékonysaggal ledolgozott munkanapok azgBerky 1999). Ezen adatok

gazdasagi kovetkezményeinek értékelése kozgazdésadlata.

1.8. Eletmingség

Az életmirség magaba foglalja az egyén fizikai és lelki @tap tarsadalmi kapcsolatait,
vallasos meggizodéseét, kornyezete jelenségeih@zétls viszonyat, vagyis jelenti az egyén
eszleletét az életben elfoglalt helyzétékWorld Health Organization 1997; Lipton and Bigal
2005). Az egészséggel kapcsolatos élefsag (health-related quality of life, HRQoL) a
vizsgélt személy értékelése arrél, hogy milyenlegein és mértékben gyakorol hatast életére
a betegség és annak kezelése (Schipper 1983; Lgitah 2001/b). A HRQoL vizsgéalata
alkalmas az egyen pillanatnyi allapotanak, valamézt allapotvaltozas és a terapias
hatékonysag megitélésére. Felmérésekor figyeleralberdnni a paciens mozgasképességét,
pszichés allapotat, elégedettségi szintjét, ordaliafokat, tovabba azt, hogy tarsadalmi
szerepeit hogyan tudja betoélteni, mennyi fajdalémtszenvedést okoz a betegsége (Tarlov
1989; Ware 1991). Az elégedettségi szint meghabarkézeé tartozik az ©nelfogadas, a
masokkal valé kapcsolat, az anyagi flggetlenségszamélyes fefidés, a kornyezet
atalakitasdnak a képessége és az életcél meghdtea(i® Keyes 1995). A tanulmanyok azt
jelezték, hogy nem csak a migrénes roham (Solontoal.€1993), hanem az ezt kodet
kozvetlen idszak (Hasnoui et al. 2003) és a két fejfajas kop@&tiodus (Santanello et al.
1995; Lipton et al. 2000) is befolyasolja a betebQoL-jét. Osszehasonlitva mas krénikus
betegségekkel, Kiht, hogy a migrén nagyobb mértékben befolyasoljdRQoL-t, mint a
depresszio, és sokkal kifejezettebben, mint a tksbenellitus vagy a krénikus arthritis
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(Dahlof 1993). A triptanok (migrén roham ellenegrek) hatasat vizsgalva megallapitottak,
hogy az azonnali és a 6 hénapon tubiszbkban is kedvéen befolyasoltak a HRQoL-t
(Dahlof et al. 1997; Santanello et al. 1997). Arai eurdpai és japan vizsgalatok
egyértelnien jelzik, hogy a migrénes roham a betegek 3/4-élsékkentette a paciensek
szokvanyos aktivitasat (Stewart et al. 1996; Midtehl. 1997). Kanadai felmérések szerint a
migrénesek 1/3-a a roham soran agynyugalmat igéageheads 1993). A betegek tdbb, mint
70%-anak karosodik az interperszonalis kapcsoltingads 1993). A migrénesek jelant
része véli Ugy, hogy betegsége miatt van surlodagmrtnerével (50%), a gyermekével
(52%), otthonaban kevésbéddik hazastarsaval (60%) és gyermekével (59%). Adeknek
kicsivel tébb, mint 1/3-a (36%) allitja, hogy jobéirs lenne, ha nem szenvedne migrénben
(Lipton et al. 2003).

1.9. Pathomechanizmus
A migrén pathomechanizmusa nem ismert, bar az elk@il évtized kutatasi eredményei

jelens ismeretekkel gazdagitottak tudasunkat. A modewiekalaris és funkcionalis
vizsgalatok eredményei a korabbi vascularis (Willg64; Wolff 1938; Graham and Wolff
1938; Ray and Wolff 1940; Sacks 1992; Prusinski3)¥% neurogén (Liveing 1873; Gowers
1888) elméletek kozotti merev hatérokat feloldattaés () kdzds, neurovascularis
szemléletmodd kialakitasat eredményeztéek (Pietrabah Striessnig 2003; Goadsby 2005/b;
Edvinsson and Uddman 2005; Ho et al. 2010; Edvimssb al. 2012; Pietrobon and
Moskowitz 2013).

2. CELKIT UZESEK

Célkitizéseink a migrén korfolyamatanak feltardsara irlaguAzon nemzetkozi klinikai és

kisérletes gondolatkérh6z csatlakoztunk, mely getmino-vascularis rendszer aktivitasat,

szenzitizaciojat, a neuropeptidek szerepét és ayi &gperexcitabilitast a migrén

pathomechanizmusaban lehetséges téikyek tekintette. Ezen hipotézisek tovabbi

vizsgélatara a kovetkézélokat tiztik ki:

2.1. Spontdn migrénes rohamban észlelt, de kordhbaranban fel nem tart neuropeptid,
receptor é€s receptor hindivribonukleinsav (MmMRNS) megjelenésének vizsgalata a
trigemino-vascularis rendszerben: a cranio-cendanglionokban [szenzoros: ganglion

trigeminale (TRIG); parasympathicus: ganglion smipatatinum (SPG), ganglion oticum;
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eés sympathicus: ganglion cervicale superius (SC&)fijgemino-cervicalis komplexben
(TCC) és a ,migrén generator-modulatorokban”.
Megvalositas: 3.1.; 3.3.; 3.4.; 3.5.; 3.6. fejekete

2.2. Magyarazatot talalni, modellt Iétrehozni a réigkronicizalédasanak a folyamatara.
Megvalositas: 3.2. fejezet.

2.3. Valaszt kerestiink a migrénes betegek fejfdj@sna soran tapasztalt parasympathicus
aktivacionak a hatterére.

Megvalositas: 3.4. fejezet.

2.4. Klinikailag kénnyen elérh&t a migrénes betegek corticalis hyperexcitabilitdgkroz
biomarker meghatarozasa.
Megvalositas: 3.7. fejezet.

2.5. Adatokat szolgaltatni a migrénes péaciens wglkéiben az eikozanoidok szintéziger
Megvalositas: 3.8. fejezet.

2.6. Az aura nélkili migrénes betegek térbeli kasdtérzékenységének meghatarozasa.
Megvaldsitas: 3.9. fejezet.

2.7. Magyarazatot adni a migrénes betegekben dibip@adenilat-ciklaz aktivald polipeptid
(PACAP) intravénas (iv.) adasat koden kialakult migrénes rosszullét mechanizmusara.
Megvalositas: 3.10. fejezet.

2.8. Kovetni a migrénes betegek vérplazmajaban @AFA38 koncentracio valtozasat a
migrénes roham alatt és a fejfajasmentes peri@iusb
Megvalositas: 3.11. fejezet.

3. A CELKIT UZESEK IRANYABA VEGZETT MUNKA

3.1. Neuropeptid és receptor mMRNS megoszlasanak vizégakl human ganglion
trigeminale-ban (TRIG)

3.1.1. Hattér

A migrénes betegek roham alatti fajdalmanak poktakulasa nem ismert. Ray és Wolff,
valamint Penfield és McNaughton patinds tanulméadpa bizonyitottdk, hogy a
koponydiron belil csak a nagy cerebrélis erek, a pidlicwasura, a nagy vénas sinusok,
valamint a dura mater érzékenyek fajdalominger@ifelff 1938; Penfield and McNaughton
1940; Ray and Wolff 1940). Ezen képletek az autorfympathicus €s parasympathicus)
beidegzés mellett éadegrostokkal, receptorokkal is ellatottak, iggnméus, mechanikus és

disztenzids ingerekre valaszolnak (Olesen et @0R0Az intrakranialis fajdalomérzékeny
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képletek éré beidegzése a TRIG neuronjaibdl (Liu-Chen et 8B4t Andres et al. 1987;
Keller and Marfurt 1991; McNaughton 1938; Penfieldd McNaughton 1940; Steiger and
Meakin 1984; Steiger et al. 1982) és adeaiervicalis hatsé gyokokb (Arbab et al. 1986)
ered, melyekhez igen csekély mértékben hozzajdcwdna. vagus €s a n. glossopharyngeus
rostjai. A TRIG pseudounipoléris idegsejtjeinekifggiras nyulvanyai a r. ophthalmicuson at
idegzik be a koponyai képleteket. Szamos adat allt mar rendelkezéskésérleti allatok
durdlis és intrakranidlis érrendszeréneksdreidegzésedt és killonbdd neuropeptidekkel -
mint a P-anyag (SP) (Edvinsson et al. 1981; 1988gurokinin A (Edvinsson et al. 1988) és
a calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) - kapcéalat (Edvinsson 1985; Uddman et al.
1985; Edvinsson et al. 1987). Ismert volt az a téwgy a trigeminus neuralgiaban szerived
betegekben a TRIG elektromos koagulacidjat kéemt(Goadsby et al. 1988), valamint
spontan migrénes rohamban métyra cranialis vénas kiaramlasban a CGRP koncedjsac
(Goadsby et al. 1990). Moskowitz megalkotta a trigm-vascularis elméletet, mely mintegy
hidat képzett a cerebralis dura mater, a meningeakculatura, valamint az agytorzs kozott
(Buzzi and Moskowitz 1992). A trigemino-vasculaesdszer meghatarozé eleme a TRIG. A
TRIG-ban elhelyezkedelsidleges ér& neuronok (pseudounipolaris) periférias agai idegzi
be a durat és a meningedlis vasculaturat. A céntigtendszer a masodlagos atkapcsolé érz
neuronokkal szinaptizal a trigemino-cervicalis kdexpen (TCC), mely magaba foglalja a
gerincvebi cervicalis 1-2 szegmentumok (C1-C2) hatsé sza®gioit és a caudalis
trigeminalis magcsoport (TNC) ide lehizodd egyseges informacidé innen a thalamusba,
majd a szomatoszenzoros agykéregbe jut (Buzzi aoskdvitz 1992)1. abra). Mindezen
ismeretek ellenére, humanban kevés adattal rermtéide Ezeért céluliiztik ki, hogy a
human TRIG-ban megvizsgaljuk a trigemino-vasculegisdszer aktivacioja soran megjelent
neuropeptidek és receptor mMRNS megoszlasat (Tagti €999/a; Hou et al. 2002, Hou et al.
2003/a; Uddman et al. 2004; Eftekhari et al. 2010).
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MENINGES CORTEX

TRIG 6 THALAMUS

BRAINSTEM

" SECOND-ORDER NEURON

1. &bra. A trigemino-vascularis rendszer vazlata
(hivatkozés: Buzzi and Moskowitz 1992; Tajti et2011)

Roviditések: TCC: trigemino-cervicalis komplex, TRIganglion trigeminale

3.1.2. Anyag és modszer

Vizsgélataink sordn  post-mortem  human TRIG-bdél klisz preparatumokon
immunhisztokémiaijn situ hibridizacié és reverz transzkriptdz-polimerazct&akcio (RT-
PCR) technikakat alkalmaztunk. Részletes leirdst & 5.1. fejezetben.

3.1.3. Eredmények
A TRIG-ban a neuropeptid és a receptor mRN$oedlulasa.

Immunhisztokémia

A CGRP immunreaktiv (-ir) neuronok magas szambab%y fordultak eb a TRIG
mindegyik metszetében és homogénen oszlottak e§@zz ganglionbaf2. abra). A CGRP
receptor (CGRP-R) komponensei kozil a calcitonicepeor-szdr receptor (CLR) a
neuronok 37%-aban, mig a receptor aktivitast békwo proteinl (RAMP1) a neuronok
36%-aban fejemott ki (3. abra). Mindkét komponens kimutathaté volt a satellita glia
sejtekben (SGC) i6t. abra). Kisebb szamban mutattak a neuronok SP (18%), mitraxxid-
szintetdz (NOS) (15%) és PACAP (20%) immunreakisti(1. tablazat) Tobbségében a
CGRP- és a SP-ir neuronok kis- és kdzepes iigketoltak. A ganglionban a neuropeptid Y
C-terminalis flanking peptidje (C-PON)-ir neurontkem lehetett megfigyelni.

A neuronok 44%-a 5-hydroxy-triptamin (5-HT1p) receptor-ir-t, 40%-a 5-HE receptor-ir-t
adott(5. abra). Az 5-HTyp receptor-ir neuronok 86%-a kozepes, 9%-a nagyes kicsiny
mérefi volt (6. abra). A neuronok kis szama mutatott vanilloid recept®/R;)-ir-t (16%-a a
teljes neuron szamnak). A neuronok 70%-a nociceptiolt (7. 4bra). A nociceptin-ir sejtek
78%-a kdzepes (30-G0m), 14%-a kicsiny (<3@m) és 8%-a nagyméke(>60 um) neuron
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volt (8. abra). A sejttestek 60%-a hem-oxigenaz-2 (HO-2)-ir-488%6-a biliverdin reduktaz
(BVR)-ir-t mutatott. A hem-oxigenaz-1 (HO-1) igeyange reakciot ado(®. abra). A HO-
2-ir, valamint a BVR-ir sejtek 78%-a kdzepes nagysaolt (30-60um). A perikarionban
lathatd volt a narancssarga, autofluoreszcenciat lipdfukszin jelenléte, mely jelleniza
felnétt humén idegszovetre és az életkafrethaladtaval egyre tobb sejtben jelenik meg.
Kettés immunfestés alapjan megallapitottuk, hogy igeméegkeCGRP-ir neuron (kevesebb,
mint 5%) mutatott NOS pozitivitagil0. abra) Tovabba a CGRP-ir neuronok 89%-a 5:HT
receptor-ir-t és 65%-a 5-Hg receptor-ir-t mutatotf2. tablazat) A legtdbb 5-HTp receptor-

ir (95%) és 5-HTg receptor-ir (94%) neuronok SP-ir-t is mutattak, 83%0-a az 5-Hip
receptor-ir €s 86%-a az 5-kElreceptor-ir sejteknek NOS enzimet is tartalmagbit abra;
12. abra). A neuronok 16%-a VRir-t mutatott. A VR-ir sejtek 10%-a CGRP-ir, 8%-a SP-ir
eés 5%-a NOS-ir pozitiv vol(13. abra) Kettds immunreakciok eredményei szerint a
nociceptin-ir neuronok 61%-a CGRP, 54%-a SP, 50M@S és 68%-a PACAP ko-
lokalizaciot mutattak(14. abra) A HO-2-ir neuronok 40%-a CGRP-del ko-lokalizglts.
abra), mig a BVR-ir sejtek 30%-a ko-lokalizalodott CGREH16. abra).
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20 um
—_—=

2. abra (A, B, C, D, E). Immunfluoreszcens reakcia calcitonin génnel-rokon peptid
(CGRP) (A, E), a P-anyag (SP) (B), a hipofizis adéat-ciklaz aktivald polipeptid
(PACAP) (C) és a nitrogén-oxid-szintetdz (NOS) (Dhegjelenitésére human ganglion
trigeminale-ban (TRIG)

Szamos idegsejttest mutat CGRP-ir-t az A és azpeken (a nyil CGRP-ir idegrostra mutat
az E képen). A sejttestek a B képen SP-ir-t tadalmak. PACAP-ir sejttestek halmaza lathato
a C fénymikroszkdpikus felvételen, mig a D fotond® szdmu NOS-t tartalmazo idegsejttest
abrazolodott. (250x-es nagyitas)

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptid, immunreaktivitas, NOS: nitrogén-oxid-szintetaz,
PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipetiSP: P-anyag, TRIG: ganglion trigeminale

3. 4bra. A calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP), aalcitonin receptor-szefi receptor
(CLR) és a receptor aktivitast befolyasolo proteinYRAMPL1) kifejezédése a human
ganglion trigeminale-ban (TRIG)
A CGRP elgésorban a kicsiny és a kozepes mémguronokban, mig a CLR és a RAMP1 a

nagy mérdt neuronokban jelent meg a human TRIG-ban (nyilak).

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pep@tR: calcitonin receptor-széreceptor, RAMP1: receptor
aktivitast befolyasolé proteinl, TRIG: gangliorggiminale
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4. abra. A calcitonin receptor-szeti receptor (CLR) és a receptor aktivitast befolyasal
proteinl (RAMP1) kifejezédése a satellita glia sejteken (SGC) a human gangti

trigeminale-ban (TRIG)

A satellita glia sejtek korbevették a neuronokatCéfk és RAMP1 kifejegdést mutattak
(nyilak). A magfestés (DAPI) jelezte, hogy a recepkomponensek a satellita glia sejtek
plazmajaban talalhatoak (nyilak).

Roviditések: CLR: calcitonin receptor-sizeneceptor, RAMP1: receptor aktivitast befolyasotdtpinl, SGC:
satellita glia sejt, TRIG: ganglion trigeminale
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1. tAblazat. A human ganglion trigeminale-ban (TRIQ az immunreaktiv neuronok

szazalékos megoszlasa

Neuropeptidek és receptorok Immunreaktiv neuronokszazalékos
megoszlasa (%)
CGRP 45
PACAP 20
SP 18
NOS 15
C-PON 0
5-HT;g receptor 40
5-HT;p receptor 44
VR; 16
Nociceptin 70
HO-2 60
BVR 40
CLR 37
RAMP1 36

Roviditések: BVR: biliverdin reduktaz, CGRP: cabtiin génnel-rokon peptid, CLR: calcitonin recepsaeti
receptor, C-PON: neuropeptid Y C-terminalis flamkipeptidje, HO-2: hem-oxigenaz-2, 5-iT 5-hydroxy-
triptamingg, 5-HTyp: 5-hydroxy-triptaminp, NOS: nitrogén-oxid-szintetaz, PACAP: hipofiziseadat-ciklaz
aktivalo polipeptid, RAMP1: receptor aktivitdst bbfasol6 proteinl, SP: P-anyag, TRIG: ganglionemiinale,
VR;: vanilloid receptorl

5. abra (A, B). Immunfluoreszcens reakcié az 5-hydixy-triptamin 15 (5-HT1g) és az 5-
hydroxy-triptamin 1p (5-HT1p) receptor immunreaktiv (ir) sejtek kimutatasara ahuman
ganglion trigeminale-ban (TRIG)

A nyilak az 5-HEg-ir (A) és az 5-HTp-ir (B) neuronokra mutatnak. A lipofukszin

granulumoknak éiteljes autofluoreszcenciaja is lathat6. (Kalibraeis0um)
Roviditések: 5-HTg: 5-hydroxy-triptaming, 5-HT;p: 5-hydroxy-triptaminp, ir: immunreaktiv, TRIG: ganglion
trigeminale
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6. abra (A, B). Az 5-hydroxy-triptaminig/1p (5-HT 18/10) receptor immunreaktiv sejtek
nagysaganak mennyiségi meghatarozasa a human gawglitrigeminale-ban (TRIG)

Az X-tengely mutatja a sejtek nagysagan-ben, az Y-tengely jel6li a sejtek szamat. A
sejtatmédn a sejtmagon atvezetett leghosszabb egyenestatiln (A) 5-HTg receptor-ir
sejtek, (B) 5-HTp receptor-ir sejtek. A sejtszamot a hat paciéhdteszitett metszetek
O0sszeségé kaptuk, mindegyik kisérlet azonos eredménye ettell

Roéviditések: 5-HTg: 5-hydroxy-triptaming, 5-HT;p: 5-hydroxy-triptaminp, ir: immunreaktiv, TRIG: ganglion
trigeminale

7. abra. Immunfluoreszcens reakcié a nociceptin kimtatadsara a human ganglion

trigeminale-ban (TRIG)

A nyilak jelzik a nociceptin-ir neuronokat a humaRIG-ban. (Kalibracio = 5qm)
Roviditések: ir: immunreaktiv, TRIG: ganglion trigmale
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8. &bra. A nociceptin immunreaktiv sejtek nagysdgéak mennyiségi meghatarozasa a

human ganglion trigeminale-ban (TRIG)

Az X-tengely mutatja a sejtek nagysagan-ben, az Y-tengely jel6li a sejtek szamat. A
sejtatmédn a sejtmagon atvezetett leghosszabb egyenesintditlk. A sejtszamot a négy

paciensBl készitett metszetek 0sszeségékaptuk, mindegyik kisérlet azonos eredménye
mellett.

9. abra. Immunfluoreszcens reakcié a hem-oxigenaz{HO-1) kimutatdsara a human

ganglion trigeminale-ban (TRIG)

Igen gyenge HO-1-ir lathatd a humén TRIG-ban.
Roviditések: HO-1: hem-oxigenaz-1, ir: immunreakiiRIG: ganglion trigeminale
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10. abra (A, B). Ketiss immunfestés a calcitonin génnel-rokon peptid (CGR) (A) és a
nitrogén-oxid-szintetaz (NOS) (B) vonatkozasaban lauman ganglion trigeminale-ban
(TRIG)

Az illusztracio mutatja a CGRP-ir idegsejttestekeglyek NOS-t is tartalmaznak. (250x-es
nagyitas).

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptidmmunreaktiv, NOS: nitrogén-oxid-szintetaz, TRI
ganglion trigeminale

2. tablazat. A human ganglion trigeminale (TRIG) inmunreaktiv neuronjaiban

neuropeptid és receptor ko-lokalizacid

Neuropeptidek és Ko-lokalizacio Kettés immunreaktivitast
receptorok ado neuronok szazalékos
aranya (%)
CGRP 5-HT receptor 65
5-HT;p receptor 89
5-HT, receptor SP 94
NOS 86
5-HT;p receptor SP 95
NOS 83
VR; CGRP 10
SP 8
NOS 5
Nociceptin CGRP 61
SP 54
NOS 50
HO-2 CGRP 40
BVR CGRP 30

Roviditések: BVR: biliverdin reduktaz, CGRP: cabciin génnel-rokon peptid, HO-2: hem-oxigenaz, 5p15-
hydroxy-triptaming, 5-HTip: 5-hydroxy-triptaminp, NOS: nitrogén-oxid-szintetdz , SP: P-anyag, TRIG:
ganglion trigeminale, VR vanilloid receptorl
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11. &bra (A, B, C). Az 5-hydroxy-triptamin;g (5-HT1g) és az 5-hydroxy-triptaminp (5-
HT 1p) receptoroknak a ko-lokalizaciéja a neuropeptidekiel és a nitrogén-oxid-szintetaz-
zal (NOS) a huméan ganglion trigeminale-ban (TRIG)

(A) az 5-HTg receptor ko-lokalizacioja a CGRP-del; (B) az 5:klTeceptor ko-lokalizacioja
SP-gal; (C) az 5-HE receptor ko-lokalzacioja a NOS-zal. A nyilak 5-4dTreceptor-ir
sejteket jeldlnek, melyek CGRP, SP vagy NOS-t badanak. (Kalibracié = 50um)

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptidHTig: 5-hydroxy-triptaming, 5-HTip: 5-hydroxy-
triptaminyp, ir: immunreaktiv, NOS: nitrogén-oxid-szintetd®:¥-anyag, TRIG: ganglion trigeminale
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12. &bra (D, E, F). Az 5-hydroxy-triptaming (5-HT1g) €s az 5-hydroxy-triptaminp (5-
HT 1p) receptoroknak a ko-lokalizaciéja a neuropeptidekiel és a nitrogén-oxid-szintetaz-
zal (NOS) a human ganglion trigeminale-ban (TRIG)

(D) az 5-HTp receptor ko-lokalizaciéja CGRP-del; (E) az 5419 Teceptor ko-lokalizacioja
SP-gal; (F) az 5-Hib receptor ko-lokalizaciéja NOS-zal. A nyilak 5-kblreceptor-ir sejteket
jelélnek, melyek CGRP, SP vagy NOS-t tartalmaziidklibracié = 50um)

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepttdHT.z: 5-hydroxy-triptaming, 5-HT;p: 5-hydroxy-
triptaminyp, ir: immunreaktiv, NOS: nitrogén-oxid-szinteta®:¥-anyag, TRIG: ganglion trigeminale
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13. abra (A, B, C, D, E F). Immunfluoreszcens reaké a vanilloid receptorl (VRy)
kimutatasara és ko-lokalizacitjara a calcitonin génel-rokon peptiddel (CGRP), P-
anyaggal (SP) és a nitrogén-monoxid-szintetazzal @8) a human ganglion trigeminale-
ban (TRIG)

A bal oldali sor mutatja a VRir neuronokat (nyil), és a jobb olddali sorbaneieimegfigyelni
ugyanazon metszetekben a ko-lokalizaciot. (A) a K&lokalizacioja a CGRP-del (B); (C) a
VR; ko-likalizaciéja a SP-gal (D); (E) a {RRo-lokalizacidja a NOS-zal (F). A nyilak
mutatjak, ahol a VRjelen van a sejtekben, melyek CGRP, SP és NO&rtarak.

(Kalibracié = 50um)

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptiS: nitrogén-oxid-szintetdz, SP: P-anyag,; Vi&nilloid
receptorl, TRIG: ganglion trigeminale
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14. dbra (A, B, C, D). Ketis immunfestés a human ganglion trigeminale-ban (TR3)

A bal oldali sor mutatja a nociceptin — irt, mégoab oldali sor a ko-lokalizaciot: (A) a
nociceptin ko-lokalizacidja a CGRP-del; (B) a negtin ko-lokalizacidja a SP-vel; (C) a
nociceptin ko-lokalizacidja a NOS-sal; (D) a nogitte ko-lokalizacidja a PACAP-del. A
nyilak jelzik a nociceptin — ir sejteket, melyek B8, SP, NOS és PACAP tartalmuak.
(Kalibracié = 50um)

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptid, immunreaktivitds, NOS: nitrogén-oxid-szintetaz,
PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptiSP: P-anyag, TRIG: ganglion trigeminale
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15. &bra (A, B). Ketiss immunfluoreszcens reakcié a hem-oxigenaz-2 (HO-2% a
calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) ko-lokalizacbjara a human ganglion
trigeminale-ban (TRIG)

Jol megfigyelhet a HO-2(A) ko-lokalizacioja a CGRP-del (B) (nyilak). (Kakiacio: 50um)
Roviditések: HO-2: hem-oxigenaz-2, CGRP: calcitayénnel-rokon peptid, TRIG: ganglion trigeminale

16. abra (A, B). Ketiss immunfluoreszcens reakcié a biliverdin reduktazBVR) és a
calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) ko-lokalizacbjara a human ganglion
trigeminale-ban (TRIG)

Jol megfigyelhet a BVR (A) ko-lokalizacioja CGRP-del (B) (nyil). édibracio: 50um)
Roviditések: BVR: biliverdin reduktaz, CGRP: cadciin génnel-rokon peptid, TRIG: ganglion trigemaal
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In situ hibridizacio

A TRIG sejtjeinek nagy hanyadaban, kilénbésen glammaban volt megfigyelhieh CGRP
MRNS jelenléte. Ezek a sejtek kicsiny és kozepegységuak voltak és a neuronok
egyharmadét képeztékq. abra).

17. dbra. A human ganglion trigeminale (TRIG)in situ hibridizaciéja

A sejttestek citoplazmajaban megfigyethet CGRP mRNS reakcidja (nyilak). (250x-es
nagyitas)
Roéviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptiRNS: hirvivs ribonukleinsav, TRIG: ganglion trigeminale

Receptor mRNS analizis (RT-PCR-val, agaréz géltedédézis)

A PCR produktum gél elektroforézise egyetlen csaadtt a vart régibban. Semmiféle jelet
nem tapasztaltunk a negativ kontrollndl. A szekigenanalizis kimutatta, hogy nincs
kilonbség a publikélt szekvenciak kozott. Ezek jdlaplemonstraltuk huméan neuropeptid Y
Y1 receptor (NPY Y) (563 bazispar, bp), VIR269 bp), CGRP(339 bp), neuropeptid Y Y
receptor (NPY Y¥) (718 bp)(18. abra a, b) VR; (504 bp)(19. abra) és nociceptin (520 bp)
(20. abra)receptor mRNS jelenlétét az 6sszes tanulmanybmattin TRIG-ban.
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— 718bp
— 563bp

— 339bp
~ \ 269bp

MB1 2 3 M B 1

18. &bra (a, b). Neuropeptid Y Y, Y, (NPY YY), vasoactiv intestinalis polipeptid
(VIP,) és calcitonin génnel-rokon peptigd (CGRP,) receptor mRNS analizis a human

ganglion trigeminale-ban (TRIG)

Mindegyik vonal jelzi a védgs RT-PCR terméket, mely lug teljes cellaris RNSd lett
képezve. Negativ kontrollként a reakcioban elletjyva a reverz transzkriptaz fazis, melyet
a ,B” oszlop jeldl. Promega 100 bp DNS (PromegaSSBvédorszag) volt futtatva a pontos
molekularis nagysag meghatarozasa celjabol (,Mlamz (a) Az NPY Y (1. oszlop, 563
bp), a VIR (2. oszlop, 269 bp), a CGRE3. oszlop, 339 bp). (b) Az NPY,Y1. oszlop, 718
bp).

Rg\)/iditések: CGRP: clacitonin génnel-rokon pepti®NS: dezoxiribonukleinsav, mMRNS: hirdiv
ribonukleinsav, NPY Y. Neuropeptid Y Y receptor, NPY Y¥: Neuropeptid Y ¥ receptor, RT-PCR: reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcio, TRIG: gangliogeminale
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B VR,

19. abra. Capsaicin (vanilloid) receptorl (VR) mRNS analizis a human gaglion

trigeminale-ban (TRIG)

Az RT-PCR termék gél elektroforézise demonstraltasaicin receptor mRNS jelenlétét a
human TRIG-ban. Egy csik jelent meg a vart régiala@d bp), mely detektalta a VR mig
nem kaptunk lathaté szignalt a vak reakcidobapO(H,B” oszlop). Promega 100 bp DNS
(Promega, SDS, Svédorszag) volt futtatva a pontotekularis nagysag meghatarozéasa
céljabal (,M” oszlop).

Roviditések: mRNS: hirviy ribonukleinsav, RT-PCR: reverz transzkriptdz-peligdez lancreakcid, reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcio, TRIG: gangliogeminale , VR: capsaicin (vanilloid) receptorl

MTRIG B BA B M

520 bp—

20. abra. Nociceptin receptor mMRNS analizis a humaganglion trigeminale-ban (TRIG)

és az arteria basilarisban

Az RT-PCR termék gél elektroforézise demonstralteeiceptin receptor mRNS jelenlétét a
human ganglion trigeminale-ban (TRIG), mig nem rtatgelét a human arteria basilarisban
(BA). Egy csik jelent meg a vart régiéban (520 bpjg nem kaptunk lathatd szignalt a vak
reakcioban (KO, ,B” oszlop). Promega 100 bp DNS (Promega, SD@&dSrszag) volt
futtatva a pontos molekularis nagysag meghatarazggbol (,M” oszlop).

Roviditések: BA: arteria basilaris, DNS: dezoximo&leinsav, mRNS: hirvi¥ ribonukleinsav, RT-PCR: reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcio, TRIG: gangliogeminale
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3.1.4. Medgfigyeléseink jelenésége

e Kimutattuk human TRIG-ban a CGRP megoszlasat é6sRFreceptorok (CGRP-R)
jelenlétét. Megfigyeléseink esélyt jelentenek apusu migrén ellenes gyogyszerek (CGRP-
R antagonista, CGRP elleni antitest és CGRP-Ridllgitest) intraganglionaris hatasara.

A CGRP 37 aminosavbdl allé peptid, melyet 1982-lesteztek fel (Amara et al. 1982).
Ugyanarrdl, a calcitonin gédir (11-es kromoszéma) alternative irodik le — kédiEInulo
MRNS kddolasaval — és ennek megfidal vagy calcitonin (hormon) vagy CGRP
(neuropeptid) keletkezik (Amara et al. 1982; Roskhfet al. 1983). A CGRP élsorban
neurondlis eredét szbvetekben, mig a calcitonin a glandula thyremide-sejtjeiben
expresszalodik (Rosenfeld et al. 1983; Rosenfeldl.e1984), kozottik keresztreakcio nem
ismert (Dennis et al. 1991). Két endogén CGRP mzoéh azonositottak aa- és a3-CGRP-t
(Amara et al. 1985). Az &bbi eldsorban az idegrendszerben, az utdbbi a gastromébst
traktusban fordul él Immunhisztokémiai vizsgalatok kisérleti allatokbdmutattak, hogy a
CGRP a legaltalanosabbarsferdulé neuropeptid az &zneuronokban (Rosenfeld et al.
1983; Ju et al. 1987; Hokfelt et al. 2000). Vizsgaink szerint a human TRIG neuronjainak
40%-a CGRP-ir-t mutat. Ezen megallapitast mégjezttik in situ hibridizaciéval, mely
kimutatta a CGRP mRNS-at tartalmaz6 idegsejttestékajti et al. 1999). A CGRP
migrénben betoltétt szerepének fontossagat a kailiellett (a TRIG elektromos ingerlését
koveten, valamint spontan migrénes rohamban emelked&RFC koncentracié a véna
juguléris internabol nyert plazmaban) azon megfigyas eésitette, hogy iv. CGRP adasat
koveen migrénesekben (10 betégB-ban) aura nélkili migrénes roham alakult kiggen

et al. 2002). Szublingvalis nitroglycerinnel (NT@)ovokalt migrén roham soran a cubitalis
vénabdl vett plazmaban emelkedett CGRP koncentrdaléltak (Juhasz et al. 2003). A
megnodvekedett CGRP koncentracio a roharmtaidamaval és intenzitdsaval korrelaciot
mutatott (Juhdsz et al. 2003). Spontan migréneambhAn a sumatriptan (Goadsby and
Edvinsson 1993) vagy a rizatriptan (Stepien e2@03) adasat kovétn az emelkedett CGRP
koncentracié normalizalédott. NTG-nel kivaltott ewhban alkalmazott sumatriptan hatasara
a CGRP koncentracié csokkenés a fajdalom interamitls a mérsektiésével parallel
kovetkezett be (Juhasz et al. 2005). Napjainkbéarekzs innovativ gyogyszeripari €s klinikai
vizsgalatok folynak a CGRP elleni antitestek tedidpbevezetése céljabdl. A mar lezajlott
fazis l-es és fazis ll-es vizsgalatok alapjan hatgk migrén profilaktikus gyogyszerek
koérvonalazédnak (Bigal et al. 2014; Vécsei et &l1l4a; Vecsei et al. 2015/a; Edvinsson
2015, Tajti et al. 2015/a; Karsan and Goadsby 20¥5)CGRP hatasat specifikus
receptorokon keresztil fejti KKorabban a huméan TRIG-ban (igen kevés esetszam)FEi&R
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MRNS jelenlétét demonstraltak (Edvinsson et al. 7)J9%zisztematikusan végrehajtott
vizsgalatainkban a human TRIG-ban CGRPAMRNS jelenlétét igazoltuk (Tajti et al. 1999).
Az Internation Union of Pharmacology” (NemzetkdzZrarmakologiai Egyesitilet)
meghatarozasa alapjan a CGRPHRkciondlisan harom proteiniikodésébl tevodik dssze:
(@) CLR, mely hét transzmembran protein egysegh és a ligandkdt helyet formalja a (b)
RAMP1-gyel, mely a receptor specificitasat adja, adfarmadik egység (c) a CGRP-R
komponens protein (RCP), mely a receptor intrataik jelGtvonalat biztositja (McLatchie et
al. 1998; Evans et al. 2000; Heroux et al. 2007y Efaal. 2008)21. abra) Medfigyeltik,
hogy humanban a TRIG-ban a CLR/RAMP1 a nagyniéneuronokban (37% CLR, 36%
RAMP1 aktivitast adott) és a satellita gliasejtakf8GC), valamint a ganglionon bellli erek
simaizomrétegeben helyezkedik el (Eftekhari et2@l10). A CGRP-R elleni ellenanyagok
nagy molekulak, igy nem vagy csak igen kis mértalhenak at hatékony koncentracioban a
vér-agy gaton (Edvinsson 2015). A TRIG a veér-agyogékivul helyezkedik el, igy a
farmakon kedveaz hatasabol arra az Ujsaetenyre lehetett kbvetkeztetni, hogy a TRIG, mint
periférias idegrendszeri tamadaspont alapwzierepet fog kapni a kdzelgiven a migrén
terapidjaban (Edvinsson 2015). Tovabba magyardzatlgalhatnak eredményeink arra,
hogy a gepantok (CGRP-R antagonistak) a migrénmelanes hatasukat miként tudjak a
koézponti idegnrendszeren kivil, igy a TRIG-ban lgteked receptorokon hatva kifejteni
(Ho et al. 2010; Eftekhari et al. 2015; Edvinss6i2).
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21. abra. A funkcionalis calcitonin génnel-rokon pptid (CGRP ) receptor vazlata
(hivatkozés: Vécsei et al. 2015)

Roéviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pep@dR: calciton receptor-szémreceptor, RAMP1: receptor
aktivitast befolyasolé proteinl, RCP: CGRP-R kormgamprotein
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» Felhivtuk a figyelmet, hogy a PACAP huméanban fek#i a szenzoros TRIG-ban. A
PACAP-et ebszor 1989-ben izolaltdk juhok hypothalamusabdl @yet al. 1989; Arimura
2007). Két biologiailag aktiv formaja ismert, a @ACAP-38) és a 27 (PACAP-27, a C-
végzidésen csonkitott) aminosavat tartalmazé vegyuleydtd et al. 1990; Vaudry et al.
2009). A génje a 18-as kromoszOma rovid karjaralin&lédik (Kimura et al. 1990). A
PACAP gén, amit szamos fajban klénoztak 6t exonhégy intront tartalmaz. A human
PACAP-38 kédolasa az 6tds exonon torténik (Hosayal.€1992). A PACAP az egyik tagja
a VIP-secretin-glukagon-névekedési hormon felszabakdormon (GHRH) neurohormon-
peptid csaladnak (Christophe 1993; Harmar and L@&4; Laburthe et al. 1996). A PACAP
68%-ban homoldg a sertés VIP-del, de ezersz#el@sebben stimulalja az adenilat-ciklaz
aktivitasat patkany hipofizis eliildebenyének sejtkultdraiban (Arimura 1992; Arimuairad
Shioda 1995). A PACAP mindkét formaja G-fehérje dsagt receptorokon keresztil fejti ki
hatasat: VPAE (VIP receptorl vagy PACAP receptor2) és VRAWIP receptor2 vagy
PACAP receptor3), valamint specifikus célpontjafeCl (Laburthe et al. 2007; Vaudri et al.
2009; Schytz et al. 2010 situ hibridizaciés és immunhisztokémiai metodikakkahthia
szenzoros, mind a parasympathicus ganglionokband@et al. 1994; Mulder et al. 1995),
a capsaicin érzekeny étfleges érg afferensekben (C-rost) (Mulder et al. 1994), adho-
lumbalis gerincvél intermediolateralis magcsoportjaban (sympathicusggnglionaris
neuronok) (Beaudet et al. 1996) a PACAP expressziéfektalhatd volt (Mulder et al. 1994;
Mulder et al. 1995), mely arra a kdvetkeztetésreetadt, hogy a PACAP jelafd szerepet
jatszik, mint neuromodulator a szenzoros és aznaatoidegrendszerben (Moller et al.
1993). A PACAP-ir idegrostok kimutathaték voltak aerebralis erek kérnyezetében
(Uddman et al., 1993/a; Edvinsson et al. 2001). @wstraltak, hogy dilatalja a cerebralis
arteridkat (Uddman et al. 1993/a; Tong et al. 199%ai et al. 1995) és ndveli a cerebralis
vérataramlast (Seki et al. 1995/a; Seki et al. #)9F anulmanyaink alapjan a human TRIG-
ban a neuronok mintegy 20%-a mutatott PACAP-irkkde még csak feltételeztik, hogy a
PACAP szerepet jatszik a trigemino-vascularis readsaktivitAsaban. Ezt kélsbi
vizsgalataink igazoltak (Markovics et al. 2012; auk al. 2012; Tuka et al. 2013). Jelenleg a
neuropeptidek kozil a PACAP a CGRP-del osztozik edgidlegességen a migrén
korfolyamatat és a fejfjas intenzitasat befolyds@inyesk kozoétt (Vécsei et al. 2014/b;
Zagami et al. 2014).

* Medfigyeltik a sympathicus rendszerre jellegzetB¥ Y, és Y, receptorok, valamint a
VIP receptorl mRNS jelenlétét a TRIG-ban, mely éébite az autondm rendszer befolyasat

a szenzoros funkciokra.
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A NPY 36 aminosavbol allé peptid, melyetstor sertés agyabdl izolaltak (Tatemoto et al.
1982). Mivel az N és C végdésen tyrosint tartalmaz (roviditése Y), valamitdlva az
idegrendszeri eredetre kapta elnevezését. Egy diwaldartozik (Larhammar 1996) a
pankreasz polipeptiddel és a peptid YY-nal (Tatemand Mutt 1980). A NPY csaladba
sorolt sszes receptor {¥ ) G-proteinhez csatolt csaladhoz tartozik (Blomgarsd Herzog
1997). Az Y, és Y, receptorokat klonoztak és szamos fajbdl, igy ebibes izolaltak (Rose
et al., 1995; Blomquist and Herzog, 1997). Eredgtd NPY Y receptort postsynapticusnak,
mig az Y receptort presynapticusan elhelyezksek tekintették (Wahlestedt et al., 1986). A
NPY jelents szerepet jatszik a cerebralis vérkeringés szabababan (Edvinsson et al.
1983; Edvinsson et al. 1987/a), az &6 Y, receptorok utjan. RT-PCR és situ hibridizaciés
vizsgalatokkal kimutattak az iYreceptor jelenlétét human agyi ereken és a funidi®
vizsgélatok utaltak ¥ receptorokra is (Nilsson et al. 1996; Abounaderlet1999). Nem
talaltak utalast az ¥ az Y, az Ys és az ¥ receptorok cerebralis ereken todé@xpresszidjara
(Abounader et al. 1999). Munkank soran mind az Mind az % mMRNS ebfordulasat
figyeltik meg a huméan TRIG-ban. A sympathicus reedsbefolyasat mutattak ki a
trigemino-vascularis rendszerre patkanyban. Synegatmiat koveten a cerebralis erekben
és a TRIG-ban emelkedett CGRP szintet mértek (Sobboral., 1985). Ezek alapjan
feltételezhet a NPY hatasa a trigemino-vascularis rendszerrezésgyben tdmogatja azt a
feltételezést, hogy a szenzoros funkciokat a syniqad rendszer modulalja.

A VIP 28 aminosavbdl allé peptid, melyet eredetitegtés vékonybélt izolaltak (Said and
Mutt 1970; Said 1984). A VIP egyik tagja azon pégtormon csaladnak, melyhez tartozik
még a szerkezeti hasonlésag miatt a PACAP, a pdysitdin izoleucin (PHI), a peptid
histidin methionin (PHM), a glukagon, a secretireéSHRH (Vaudry et al. 2000). A PHM a
PHI humén megfeléje. Az el$ immunhisztokémiai vizsgalatokat, melyek kimutattak/|P
jelenlétét a cerebralis perivascularis idegrostakifharsson et al. 1976) funkcionalis
vizsgalatok sora kovetett, melyek igazoltak, hogyl@ mind a cerebralis, mind a periférias
artéridkban dilataciot hozott Iétre (McCulloch etl®80; Wei et al. 1980; Wilson et al. 1981;
Duckles and Said 1982; Lee et al. 1984). Macsk&a@RIG elektromos ingerlését kdgen
emelkedett cerebralis vérataramlast figyeltek meeq). facidlis egyik 4gan a n. petrosus
majoron at VIP szabadult fel, mely kivaltotta eztodyamatot (May and Goadsby 1999).
Receptorai kordbban ViRés VIR néven voltak ismertek. A jelenlegi nevezéktanbaa —
PACAP rokonsag miatt — VPACEs VPAG elnevezést kaptak (Harmar et al. 1998). A
VIP/PACAP korhoz tartozik még a PACeceptor, melynek a PACARs; és a PACAR,7
szelektiv antagonistai (Harmar et al. 1998; Vaugiral. 2000). Mindharom receptor altipus
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G-proteinhez kapcsolt és éthegesen az adenilat-ciklaz aktivitasat hozzake)étovabba
befolyasoljak a foszfoinozitol atalakulasat & Dmobilizalast, és a Kioncsatorna rikodését
(Edvinsson and Krause 2002). A pidlis arteriolakmazomsejtein VPAE receptorokat
mutattak ki, melyek a ciklikus adenozin-monofosz&iimulacioja Utjan hozzak létre a
vazodilataciot (Zhang et al. 1991; Fahrenkrug e2@00). A VIR receptor szamos periférias
szovetben éfordul és felismerésre kertlt a VIP és a PACAP h#saffinitdsa a receptorhoz
(Sreedharan et al. 1993). Munkank soran megfighedtiVIP, receptor mRNS jelenlétét a
human TRIG-ban. Ez kulonbésen érdekes abbdl a szatimflp hogy VIP felszabadulasat
figyelték meg a nyalban és a vérkeringésben migrérmtuster fejfajés és kronikus
paroxizmalis hemicranias betegek fejfajjas rohamarmsdfeltételezhéen a szenzoros és a
parasympathicus rendszer egymasra hatasakeént (@oadd Edvinsson 1994; Goadsby and
Edvinsson 1996; Bellamy et al. 2006).

3.2.  Neuropeptid és mMRNS megoszlas vizsgalata patkamglan trigeminale (TRIG)
szervkulturajaban. A migrén kronicizalodasanak magwpzata

3.2.1. Hattér

A migrénes betegek életvitelét nagymértékben meggighéletmidségét rontja, ha a migrén
kronicizalédik és létrejon a kronikus migrén (Adteg al. 2010; Lantéri-Minet et al. 2011).
Kronikus migrén alatt azt értjuk, ha egy honaptadietegnek 15 fejfajasa van, melyek kdzul
legaldbb 8 migrénes jellegzetességeket mutat, égg@mast koveét honapban ez
megismétdik (Headache Classification Committee of the Imé¢ional Headache Society
2013). Ennek hétterében precipitdldo térdyeEnt ismétbdé vagy hosszantartd stressz
helyzeteket is megfigyeltek (Sauro and Becker 2a88¢borg et al. 2011; Ashina et al.
2012). A stresszel terhelt életesemények bizongitotkivaltjak és novelik a pro-
inflammatoros cytokinek felszabadulasat az érirgettrvezetben (Dobbin et al. 1991; Maes et
al. 1998; Haastrup et al. 2012). Az epizddikuségjég kronikussa valasanak folyamata nem
tisztazott, tobbek kozott felmerllt a trigeminaliseuronok plaszticitisa és a pro-
inflammatoros cytokinek szerepe is (Kristiansen dfdvinsson 2009; Kristiansen and
Edvinsson 2010, Aurora et al. 2011). Migrénes gydekben fejfajasmentes periodusban a
pro-inflammatoros cytokinekkel kapcsolatos vizsgitaigazoltdk, hogy a vérplazméban a
tumor nekrozis faktor: (TNF-0) koncentracioja emelkedett volt a kontroll csoport képest
(Bockowski et al. 2009). Tovabba azt tapasztaltédgy a TNFe, a szolubilis TNFel
receptor és az interleukintl(IL-1a) szignifikhnsan nagyobb értékeket mutatott az saura

migrénben, 6sszehasonlitva az aura nélkili migednesoportjaval (Bockowski et al. 2009).
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Mas vizsgalatok a TNle-és a IL-PB emelkedését figyelték meg az aura nélkili migrénes
betegek rohammenteségzakaban (Covelli et al. 1990; Covelli et al. 198Emper et al.
2001; Perini et al. 2005). Migrénes rohamban peatiglL-10 koncentracié novekedést
észleltek (Fidan et al. 2006). Kronikus migrénberensed betegek agy-gerincuél
folyadékaban (CSF) emelkedett TNFkoncentraciot mértek (Rozen and Swidan 2007). Az
érz6 neuronok igen fogékonyak a kornyezeti térdjea. Az alacsony kémhatas (pH) vagy a
szerotonin, hisztamin, bradykinin keveréke (,gyd#aos leves”) CGRP felszabadulast valtott
ki a duraban a trigemindlis szenzoros idegrostoldiiatkisérletek soran (Ebersberger et al.
1999; Zimmermann et al. 2002). Szervtenyészetekémsa szérummentes tapfolyadék
nagyfoku stresszt jelentett a sejteknek (Jansese@l@005). Laboratériumunk munkatarsai
altal kifejlesztett metodikdban a szérummentes ltigpgelentette azt a kdrnyezeti stresszt,
melyre a szervkultdraba vitt TRIG-ban inflammaciésakcid keletkezett (Kristiansen and
Edvinsson 2009). Célunk volt, joI megtartott modfgih mellett, stresszként jelentkez
kordlmények kdzott vizsgalni a neuropeptid és mRXBressziot €s ennek hatterét a TRIG-
ban (Kuris et al. 2007; Tajti et al. 2011).

3.2.2. Anyag és modszer

Vizsgalataink soran patkany TRIG-t szervkultaraiddink, majd immunhisztokémiai, valés
idejii quantitativ PCR-t (RT-gPCR) és kép analizist halsank. Részletes leirast lasd az 5.2.
fejezetben.
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3.2.3. Eredmények

Immunhisztokémia

Nem inkubalt patkany TRIG metszeteiben a kicsiny aékodzepes nagysagu neuronok
mutattak CGRP-ir-{22. abra A, B, C) mig a nagymérétneuronokban RAMP1-ir-t lehetett
megfigyelni(23. abra A). A SGC-ek a CGRP-ir-t és a RAMP1-ir-t tekintve attgak voltak,
ugyanakkor pro-calcitonin (pro-CT)-ir-t adté®4. abra A, B, C)

A szervkultaraba vitt (szérummentes Dulbecco’s Medi Eagle’s Medium DMEM) TRIG-
metszeteiben a képletek anatomiailag jol émegdtek. A CGRP-ir sejtek szama 24 és 48 Oras
inkubéaciot koveten statisztikailag szignifikans mdédon névekeddtukiiraba nem vittekhez
képest. A 24 Oras inkubaciot kdogeh 49%-kal (p<0.05), mig a 48 ora elteltével 72%-ka
(p<0.01) novekedett a CGRP-ir neuronok sz4@m abra) A SP-ir neuronok szama nem
valtozott az inkubaciot kovéen és a SGC-ek sem mutattak SP-ir aktivi{@ét abra). A
szervkultiraban a neuronok feleddott CGRP-ir-t és RAMP1-ir-t mutattgR7. abra A, B)
(28. abra) A SGC-ekben CGRP-{29. abra G, H)és RAMP1-ir jelent me@30. abra C) A
szervkultiraban 2 6raval az inkubaciot kdest egyre disods foszforilalt extracellularis
szignal-szabalyzott kindz 1 és 2 (pERK1/2) aktstithgyeltink meg mind a neuronokban,
mind a SGC-ekben. A pERK1/2 és a CGRP ko-lokali@aonutatott a SGC-ekben és a
neuronokban az inkubaciot kdgen (31. abra A, B, C, D, E, F) Specifikus mitogén-aktivalt
protein (MAP) kindz/ERK kinaz (MEK)/ERK1/2 utvonagétldo (UO126) siteljesen
csokkentette a felésodott pERK1/2 és a CGRP-ir aktivitast a SGC-ekbeia neuronokban
egyarant 48 dras inkubaciot kégen (32. abra A, B, C, D, E)

Valos ideji quantitativ PCR

A szervkultaraba vitt patkdny TRIG-ban az UO126 késitette a CGRP mMRNS

expressziojat 24 oras inkubaciot figyelembe @& abra)
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S0 pm 50 Jm

50 m

22. 4bra (A, B, C). A szervkultdraba nem vitt patkay ganglion trigeminale (TRIG)
metszetein calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) églutamin szintetaz (GS)
immunreaktivitas

A szervkultirdba nem vitt (fresh) patkany TRIG-bsréamos CGRP-ir neuront lehetett
megfigyelni (nyilak, A). Az SGC-ek szorosan korideé&k a neuronokat, GS-zal lettek
azonositva (nyilak, B). A GS nem lokalizalédott @RP-del az SGC-ben (nyilak, C).

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepB&; glutamin szintetaz, ir: immunreaktivitas, SGatellita
glia sejt, TRIG: ganglion trigeminale

S50 pm

23. abra (A). Az inkubé&cié mentes patkdny gangliotrigeminale-ban (TRIG) a receptor

aktivitast befolyasolo proteinl (RAMP1) immunreakivitds megjelenése
A szervkultrdba nem vitt, nem inkubdlt (fresh) TRban a neuronokban lehetett

megfigyelni RAMP1-ir-t (nyilak).
Roviditések: ir: immunreaktivitds, RAMP1: recepadtivitastbefolyasold proteinl, TRIG: ganglion trigeminale
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24. abra (A, B, C). A szervkulturaba nem vitt gangbn trigeminale-ban (TRIG) a
satellita glia sejtek (SGC) pro-calcitonin (pro-CT)immunreaktivitidsa

Nem inkubalt (fresh) TRIG-ban a pro-CT a SGC-ekbwagjelenik (nyilak, A, B), a

magfestés (DAPI) alapjan a pro-CT a SGC-tek cywmkgaba lokalizalodik (nyilak, C).
Roviditések: DAPI: 4’, 6-diamidino-2-phenylindolero-CT: pro-calcitonin, SGC: satellita glia sejtRIG:

ganglion trigeminale
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25. abra. A nem inkubalt (fresh) és a tenyészetbdtvganglion trigeminale-ban (TRIG) a
calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) immunreaktivheuronok dsszevetése

A szervkultaraban az inkubaciéssichbvekedésével parhuzamban emelkedett a CGRP-ir

neuronok szadma. Az adatokat az atlag és az ataldigisa (standard * error of mean)

megadasaval tiuntettik fé\l=5. Nem-parametrikrus Mann-Whitney U tesztet atkatunk.
*p<0.05, **p<0.01.

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pegtidmmunreaktivitas
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26. abra. A szervtenyészetbe vitt patkany gangliotnigeminale-ban (TRIG) a P-anyag
(SP) immunreaktivitasa
A szervtenyészetbe vitt patkdny TRIG-ban csak aram@k mutattak SP-ir-t (nyilak), az

SGC-ek nem adtak SP-ir-t. (Kalibracio = o)
Rovidités: ir: immunreaktivitds, SGC: satellitaag$iejt, SP: P-anyag, TRIG: ganglion trigeminale

Fresh

50 um

27. abra (A, B). Az inkubacidé mentes és a szervkdiltaba vitt patkany ganglion
trigeminale-ban (TRIG) a neuronok receptor aktivitast befolyasolo proteinl (RAMP1)
immunreaktivitasa
A neuronokban, a nem inkubalt (fresh) TRIG-ban miedgjRAMP1-ir (nyilak, A), a 24 6ras

kultarat koveben feletsodott (nyilak, B).
Rovidités: ir: immunreaktivitas, RAMP1: receptotiakast befolyasol6 protein-1, TRIG: ganglion trigeminale
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28. abra. A szervkultaraba vitt patkany ganglion tigeminale-ban (TRIG) a
neuronokban felerssods receptor aktivitast befolyasold proteinl (RAMP1)

immunreaktivitas valtozasa

A szervtenyészetben a TRIG-ban 24 ¢6ras (hrs) indiab&odveten fele6sodott a RAMP1-ir
expresszid a neuronokban. Az adatokat az atlag édlag szoérasa (+ standard error of the

mean) megadasaval tuntettik fel. Nem-parametrikasr¥WWhitney U tesztet alkalmaztunk
*
p<0.05.

Roviditések: ir: immunreaktivitds, RAMP1: recepadtivitastbefolyasold proteinl, TRIG: ganglion trigeminale

29. abra (G, H). A szervkultdraba vitt patkany gangdion trigeminale-ban (TRIG) a

satellita glia sejtek (SGC) calcitonin génnel-rokorpeptid (CGRP) immunreaktivitasa

A szervkultaraba vitt patkany TRIG-ban az SGC-ekdddGRP-ir volt megfigyelhéta 24 és
a 48 oras inkubéciot kouin.

Rovidités: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepiidimmunreaktivitds, SGC: satellita glia sejt, TRIganglion
trigeminale
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50 um

30. abra (C). A szervkultaraba vitt patkany ganglian trigeminale-ban (TRIG) a satellita

glia sejtek (SGC) receptor aktivitdst befolyasol6 mpteinl (RAMP1) immunreaktivitasa

A szervkultiraba vitt patkany TRIG-ban inkubacigivkiten az SGC-ben megjelent a
RAMP1-ir.

Roéviditések: ir: immunreaktiviths, RAMP1: receptaktivitast befolyasold proteinl, SGC: satellita glia sejt,
TRIG: ganglion trigeminale

S pm

31. abra (A, B, C, D, E, F). Az inkubacio mentes é&sszevkultiraba vitt patkany
ganglion trigeminale-ban (TRIG) foszforilalt extracellularis szignal-szabalyzott

kindz 1 és 2 (pERK1/2) és a calcitonin génnel-rokgmeptid megejelnése

Kettés immunfestéssel a pERK1/2 és a CGRP ko-lokalizdetdetett megfigyelni a nem
inkubalt TRIG-ban a neuronokban (nyil, A-C). Inkidsd (48 6ra) kovéen mind a SGC-

ekben (nyilak), mind a neuronokban (nyilhegyek)eERg1/2 és a CGRP ko-lokalizaciojat
lehetett észlelni (D-F).

Rovidités: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptidRp8/2: foszforilalt extracellularis szignal-szab#dbyt kinaz
1 és 2, SGC: satellita glia sejt, TRIG: ganglidgeminale
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32. abra (A, B, C, D, E). A szervkultaraba vitt pakany ganglion trigeminale-ban
(TRIG) a mitogén aktivalt protein kinaz/extracellularis szignal regulalt kinaz 1 és 2
(MEKZ1/2) inhibitor (UO126) hatasa a foszforilalt exracellularis szignal regulalt kinaz 1
és 2 (pERK1/2)-immunreaktivitisara

A pERK1/2 fesbdés a nem inkubdlt TRIG-ban (A).deeljes pERK1/2-ir volt megfigyelhét

a 24 oras (hr) inkubalast kbven a SGC-ekben (nyilhegyek, B) és a neuronokbaith, @)y

Az OU126 inhibitorral tortént inkubacié utan a pERK aktivitds a SGC-ben (nyilhegy, C)
és a neuronokban (nyil, C) egyarant lecsokken® ards idtartamot figyelembe véve. Az
UO126 csokkentette a CGRP-ir megjelenést a neuttamol4 ora (hrs) és 48 ora (hrs)
mulva, mig az SCG-ben 48 6ra (hrs) elteltével &) adatokat az atlag és az atlag szérasa (z
standard error of the mean) megadasaval tuntddlikN=5. Nem-parametrikus Mann-
Whitney U tesztet alkalmaztunk **p<0.01.

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptidimmunreaktivitds, MEK1/2: MAP kinaz/ERK kinaz2,

pPERK1/2: foszforilalt extracellularis szignal reglil kindz 1 és 2, SGC: satellita glia sejt, TRIGnglion
trigeminale
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33. abra. A szervkultaraba vitt patkany ganglion tigeminale-ban (TRIG) a
MEK/ERKZ1/2 inhibitor (UO126) hatdsa a calcitonin génel-rokon peptid (CGRP)
MRNS kifejezodésére
Az UO126 csokkentette a CGRP mMRNS expressziojatA®O¥-hoz és az EF-1-hez
viszonyitva a TRIG 24 o¢ras kultirajaban. Az adatalitbag €s az atlag szorasa (+ standard

error of the mean) megadasaval tintettik fel. NN&m-parametrikrus Mann-Whitney U

tesztet alkalmaztunk **p<0.01.
Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptih-1: elongacios faktor-1, GAPDH: glyceraldehyd 3-
foszfat dehydrogenaz, MEK1/2: MAP kinaz/ERK kind2,ITRIG: ganglion trigeminale

3.2.4. Medfigyeléseink jelensége

» Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a TRIG széruamtes szervkulturgja, j6 anatomiai
viszonyok mellett, lehévé tette a neuronok és a SGC egyidejunkcionalis
tanulméanyozasat. A pro-inflammatoros cytokin, a TiNEs az IL-ok képesek a MAPK
rendszer aktivalasara és a CGRP transzkripciositésére (Barbin et al. 2001; Hou et al.
2003/b; Bowen et al. 2006). A TRIG-n belili (inteangylionaris) neuron-glia egymasrahatas
soran feltételezhéen a neuronokbdl felszabadulé CGRP stimulalja a-8&4t, melyek pro-
inflammatoros cytokineket bocsatanak a kornyezediikh cytokinek pedig aktivaljak a
neuronokat, melyek Ujra visszahatnak a gliasejtegl@®trobon and Moskowitz 2013;
Vollbracht and Rapoport 2014). Ez a folyamat réksteet a migrénes rohamok gyakori
visszatérésének, a kronikus migrén kialakulasaAdkalakitott model lehéiséget ad a glia
modulatorok tesztelésére, melyek Uj terapias tedégfet jelenthetnek a kronikus migrénes
betegek kezelésében (Vollbracht and Rapoport 20aByracht and Rapoport 2014).

* Vizsgalatainkkal eléként mutattuk be, hogy a TRIG szérummentes szaidudjhban az
ERK1/2 rendszer aktivalodott. A neuronokban, vatana SGC-ekben kimutatott fokozott

CGRP megjelenésben a MEK/ERK1/2 rendszernek szevape Ez a felismerésink Uj
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terapias célként jeléli meg a trigemindlis intragigonaris ERK1/2 gatlasat az ajtipusu

migrén ellenes vegytletek kifejlesztésben.

3.3. Neuropeptid és receptor mRNS megoszlasanak vizégakl human ganglion
cervicale superius-ban (SCG)

3.3.1. Hattér

A sympathicus idegrendszétbszarmazd rostok a SCG-on at idegzik be a cerlisbrél
vasculaturat (Nielsen and Owman 1967). Az a. ba@sits az a. vertebralis agait a ganglion
stellatumbol ered rostok is ellatjak (Arbab et al. 1988). A cortisafelszin kicsiny pialis
noradrenalin (NA)-tartalmu idegi elemei a locusubeusbdl (LC) és/vagy a hypothalamushal
szarmaznak (Duverger et al. 1987; Owman and Edwmd®77). A sympathicus rendszer
transzmitterei a NA (Edvinsson et al. 1976), a NfEdvinsson et al. 1983) és az adenozin
trifoszfat (ATP) (Edvinsson 1996; Edvinsson et d993). A rendszer aktivacidja
vasoconstrictiét, a cerebrovascularis autoregulamgvaltozasat, az intrakranialis nyomas-, a
cerebralis vérvolumen- és a CSF terddéks valtozasat idézi &l(Edvinsson and Krause
2002). A fenti reakciok etsorban NA és NPY hatasaként kovetkeznek be (Raehi.
1975; Hartman et al. 1980; Goadsby et al. 1982jrisdon et al. 1983; Edvinsson et al. 1984;
Goadsby et al. 1989). Human tekintetben igen ké@wésunhisztokémiai vizsgalata tortént a
SCG-nak. Ezen munkakbal felkeltették erdeldsiinket Baffi €s munkatarsainak eredményei,
akik a human SCG-ban a parasympathicus marker,Paj&énlétét igazoltak (Baffi et al.
1992). Kulénos tekintettel arra, hogy korabbi TRI€A végzett vizsgalataink mind MIP
mind NPY Y; és NPY ¥ receptorok jelenlétére utaltak (Tajti et al. 129%s ismert volt,
hogy egyes migrénes paciensek fejfajasos rohamén saz autondm rendszer aktivitasat
tukrozo klinikai tinetek is megjelentek (Goadsby e al. @99igy felmerilt az SCG
vizsgalatdnak a szikségessége. Tovaldsitette szandékunkat az a megfigyelés, hogy
auraval jar6 fiatal migrénes betegek vérplazmajabaham alatt emelkedett NPY
koncentraciét talaltak, mig fejfjjasmentesisiakban ez csokkent (Gallai et al. 1994).
Ugyanakkor migrénes roham soran suboccipitalisartngSF elemzése nem valtozé NPY
koncentraciét mutatott (Vécsei et al. 1992). Ez#ul tiztik ki a SCG feltérképezését
sympathicus és parasympathicus rendszerre jeflerermropeptidek és receptoraik iranyaba
(Tajti et al. 1999/b).
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3.3.2. Anyag és modszer

Vizsgdlataink  soran  post-mortem  human  SCG-bdol  Készipreparatumokon
immunhisztokémiai és RT-PCR technikadkat alkalmagztuRészletes leirast lasalz 5.1.

fejezetben.

3.3.3. Eredmények
Neuropeptid és receptor mRNSfekdulasa a human SCG-ban.

Immunhisztokémia

A SCG neuronjainak 80%-a NPY-ir-t, 75%-a vesiculan@amin transzporter (VMAT)-ir-t,
75%-a tyrozin hydroxyldz (TH)-ir-t, 3%-a VIP-ir-t utatott, mig NOS-ir, CGRP-ir és SP-ir
nem voltak megfigyelhék. A sejttestek 40%-a HO-2-ir-t adott. A NPY-ir menok
mindegyike TH-ir volt, mig a TH-ir sejtek 50%-a adNPY-ir-t (3. tablazat) (34. abra A, B,
C, D).

3. tablazat. A human ganglion cervicale superius (8G) immunreaktiv

neuronjainak szazalékos megoszlasa

Neuropeptid Immunreaktiv neuronok szazalékos
megoszlasa (%)
NPY (C-PON) 80
VMAT 75
TH 75
HO-2 40
VIP 3
NOS 0
CGRP 0
SP 0

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pep@ieRON: neuropeptid Y C-termindlis flanking peptidiO-
2: hem-oxigenaz-2, NOS: nitrogén-oxid-szintetaz,YNReuropeptid Y, SCG: ganglion cervicale superisB;
P-anyag, TH: tyrozin hydroxylaz, VIP: vasoactivestinalis polipeptid, VMAT: vesicula monoamin trapsrter
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34. abra (A, B, C, D). Az Immunfluoreszcens reakcldvesicula monoamin transzporter

(VMAT) tyrozin hydroxylaz (TH), vasoactiv intestinalis polipeptid (VIP), neuropeptid

Y C-terminalis flanking peptidje (C-PON) a human ganglion cervicale superiusban
(SCQG)

Szamos sejttest mutatott VMAT- (A)-ir-t €s, TH (@}, joval kevesebb szamban mutattak a
sejtek VIP (B) -ir-t. C-PON-ir sejttestek és vasos idegrostok lathatok a (D) képen (250x-es
nagyitas).

Roviditések: C-PON: neuropeptid Y C-terminalis Kamy peptidje, SCG: ganglion cervicale superius,: TH
tyrozin hydroxylaz, VIP: vasoactiv intestinalis paptid, VMAT: vesicula monoamin transzporter

Receptor mRNS analizis (RT-PCR, agaroz geél elektéais)

A SCG RT-PCR termékének agardz gél elektoforéziapjan NPY Y, (563 bp), NPY ¥
(718 bp) és VPAE(269 bp) receptor mRNS jelenléte volt kimutathadg CGRR receptor
MRNS nem volt detektalha{85. abra a, b)
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— 718bp
— 563bp

— 269bp

MB 1 2 3 M B 1

35. abra (a, b).Neuropeptid receptor a neuropeptid Y Y; (NPY Y3), a neuropeptid Y Y
(NPY Y,) és VPAG mRNS analizis a human ganglion cervicale superiughb (SCG)
Az RT-PCR termék gél elektroforézise jelezte a hurhdPY Y; (1. oszlop, 563 bp) és a
VPAC,; (2. oszlop, 269 bp) jelenlétét, mig a CGRE&ceptorra utald szignélt nem talaltunk a
SCG-ban (3. oszlop) (a). A human NPY; ¥eceptor (1. oszlop, 718 bp) (b) jelenléte is
megfigyelhed volt. Negativ kontrollként , amikor a reverz traksptaz fazis el lett hagyva,
amplifikacios produktum nem jelent meg (,B” oszlopromega 100 bp DNS (Promega,
SDS, Svédorszag) volt futtatva a pontos molekuldagysag meghatarozasa céljabél (,M”
oszlop).

Roviditések: mRNS: hirviy ribonukleinsav, NPY ¥ neuropeptid Y Y receptor, NPY ¥. neuropeptid Y ¥
receptor, SCG: ganglion cervicale superius, VRAGP,; vagy PACAR receptor

3.3.4. Medfigyeléseink jelenésége

» Eredményeink tAmogattak azon megfigyeléseket, migzez életkor valtozasa és a
NPY-ir neuronok eifordulasanak gyakorisaga a SCG-ban fligg a spéti®stkanyban az
életkor novekedésével az SCG-ban a NPY tartalmoneknak szelektiv csokkenését
allapitottak meg (Burnstock 1990). Vizsgalatainkdsoidss elhunyt személyekb szarmazé
SCG sejteket vizsgaltunk, melyekben gazdag NPYtakiltunk, ez egybecseng Jarvi és
Pelto-Huikko korabbi medfigyeléseivel (Jarvi andlt®¢luikko 1990). Patkanyban a
cerebralis ereket ellato idegrostokban a VIP- €G&RP aktivitds parhuzamosan novekedett
az életkorral (Burnstock 1990). Humanban az a.lcemmediat ellatd idegrostokban az
életkor ebrehaladtaval csokken a NPY-, VIP-, SP- és CGRE4dv{nsson et al. 1987/c).
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» Vizsgalataink soran NPY ¥és NPY ¥ receptor mRNS éfordulasat irtuk le human
SCG-ban. A sympathicus idegvégésekben a NPY ko-lokalizalédik a NA-nal a nagy
.dense-core” vezikulumokban és magas frekvencidjérmittalo idegingerlésre felszabadul
(Lundberg et al. 1986). A nyugalmi periodusban dgakiny mérték a NPY felszabadulasa,
a sympathicus vazokonstrikci6 nagymeértékben az nadge receptor aktivaciotol fligg,
ugyanakkor eiteljes sympathicus aktivitAsnal a NPY hozzajarulgsaminenssé valik
(Lundberg et al., 1986). A NA és a NPY szamos [salasendelkezik az erekben a
sympathicus neuroeffektor junkcidban. Vazokonstékmkoznak, valamint azzal, hogy
prejunkcionalisan gatoljak a NA felszabadulast aYNP, és az adrenerg receptorok utjan,
igy befolyasoljak a neurotranszmitter felhasznal@gthlestedt and Reis 1993). A NPY
keringésre Kkifejtett hatasat legalabb két recefdwmtan at fejti ki: az Y alcsoport
feltételezheten a & posztjunkcionalis receptorféleség a sympathicusscwaris
neuroeffektor junkciéban, és megtalaltak mind acubsis simaizom- mind az endothel
sejtekben, ahol medialja a NPY kivaltotta perifénéscularis rezisztencia novelését. Az Y
receptor 8ként pre-synapticusan helyezkedik el, de szintégfigyelték posztjunkcionalis
megjelenését is (Wahlestedt and Reis, 1993).

* A sympathicus rendszer meghatarozé elemében, al#@Ga parasympathicus marker a
VIP neuronalis megjelenését és a ViBceptor mRNS jelenlétét igazoltuk. Ez felvetette
autondm egységek egymasra hatasanak akdugit.

A nyalban azo-amilaz jelenléte indirekt jele a sympathico-admeedullaris rendszer
mukodésének. Azo-amildz koncentracidéja migrénes rohamban alacsdmyébzvetlendl
rohamot koveten viszont magasabb volt, mint a kontroll csopariba fajdalommentes
id6szakban pedig megegyezett a kontrolléval. Ezennegaglek és a fejfajasroham soran a
CSF-ban észlelt NPY-ir emelkedés (64%-kal magasabkontroll csoporthoz képest) a
sympathicus rendszer aktivitdsanak dinamikus vastazigazolta migrénben (Bugdayci et al.
2010).
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3.4. Neuropeptid és receptor mRNS megoszlasdnak vizégalauman ganglion
sphenopalatinum-ban (SPG) és human ganglion oticuamb A migrénes betegek
fejfdjasrohama sorén tapasztalt parasympathicus deaeri aktivacio magyarazata

3.4.1. Hattér

A vizsgalt régidban a parasympathicus idegrendazatcleus salivatorius superior (SSN)
sejttestjeildl indulva éri el a SPG-ot, a ganglion oticumot,amint szamos fajban az artéria
carotis interna mentén elhelyezkealicroganglionokat (Edvinsson et al. 1989; Giblehsl.
1984; Suzuki et al. 1988). A rendszer klasszikusrateanszmitterei az acetilkolin (Ach)
(Edvinsson et al. 1976), valamint a vazodilatatitasu neuropeptidek: a VIP (Edvinsson et
al. 1976), a PHI (Edvinsson et al. 1985) és a PHBdvinsson et al. 1985). Kimutattak
tovabba a PACAP-nak (Uddman et al. 1993/a), a leeioohnek és a helospectinnek
(Uddman et al. 1993/b) a jelenlétét i.kisérleti allatokbol szarmazé adatokkal szemben
megle@en kevés informéaciét leltiink fel a human cranigarasympathicus ganglionok
neuropeptid tartalmaval kapcsolatban. Tovabb fakoatdekbdéslinket az a tény, hogy
macskaban a sinus sagittalis superior (SSS) irgggri€oeriférids stimulaciéja a TRIG
neurondlis elemeinek) kowen igen markans (300%-o0s) VIP koncentracio emelitedé
figyeltek meg a vena jugularis externabol szarmeélazméban (Zagami et al. 1990).
Migrénes betegek spontan rohama alatt viszont esan péciensekben jott Iétre VIP
koncentraci6 emelkedés (vena jugularis externajknak klinikailag parasympathicus
tineteket (arckipirulas, orrdugulas, orrfolyas)léisek (Goadsby et al. 1990). Ezen — ma mar
klasszikusnak szamité6 — tanulmanyban k6zolt megfépek ellenére a cranialis autoném
tinetek megjelenését hosszu évekig nem a migréntmmzem a trigeminalis autoném
fejfajasokhoz kototték. Az utdbbi években azonbaénws migrénes betegnél cranialis
autonom tunetek kialakulasat irtak le a rohamokt.afa vizsgalatok soran az adott évben
érvényben lé§, az IHS &ltal kozolt Fejfajasok Nemzetkozi Klafikaciojat hasznaltak,
tovdbba cranidlis autondm tinetként a conjunctvdeldvelltséget, az orrdugulast, az
orrfolyast, a kdnnyezést, a szemhéj duzzanatogmiat a ptozist tekintették. A cranialis
legel$it Barbanti és munkatarsai 2002-ben kodzolték, akikomai La Sapienza Egyetem
Neurologiai Klinika Fejfajas Centrumaban gondoZast @llo 177 migrénes (14%n30 férfi)
beteget vizsgaltak. A betegek 45,8%-aban, 81 esdilik rd, 10 férfi) irtak le unilateralis
autonom tuneteket (Barbanti et al. 2002). Obermé@snmunkatarsai 2007-ben a Német
Fejfdjas Konzorcium epidemioldgiai felmérése kdrvetéa német populaciora vonatkoztattak
eredményeiket, miszerint 841 migrénes (589262 férfi) beteg 26,9%-a, azaz 226-an (157

n6, 69 férfi) szamoltak be féloldali parasympathictisetek megjelenésgr migrénes
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rohamok alatt (Obermann et al. 2007). Ugyanebbernéd®n egy indiai tanulmany a
pszichiatriai jar6beteg ellatasban 78 migrénesdmtteizsgalt, akik 73,1%-anal (57 esetben)
irtak le cranialis autondm tineteket, amelyek kdgilesetben (43,9%) azok unilateralisan
jelentkeztek (Gupta and Bhatia 2007). Lai és muikai Tajvanon 786 migrénes beteget
eszleltek, akiknek 56%-a jelzett parasympathicusetigket rohamok kapcsan (Lai et al.
2009). Az USA-ban Pennsylvaniaban végzett felmé&dlbzen 117 migrénes (96,n21
férfi) beteget vont be, kozllik 62-en, azaz 52%-sikamolt be autonom tlnetek
megjelenését (Rozen 2011). Végul 2013-ban Guven és munkataréabkorszagban, a
Diskapi Yildirim Beyazit Kérhdz Neuroldgiai Osztaly gondozott 186 migrénes (16d, 19
férfi) beteg 41,4%-anal (77 esetben) tapasztatkitdali cranialis vegetativ tiineteket (Guven
et al. 2013). Gelfand és munkatarsai altal a 18lattiak kérében végzett felmérés alapjan a
gyermekek és serdik 62%-a panaszolt cranidlis autoném tiineteket énigg rohamaik alatt
(Gelfand et al. 2013).

A Klinikai megfigyelések alapjan migrénes rohamasoa betegek 27-46%-aban jelentkezett
egyoldali, mig 52-73%-ukban kétoldali parasympathidiinet. Ezen részletezett klinikai
megfigyelések arra utaltak, hogy a szenzoros tiigéis renszer és a parasympathicus
ganglionok kdzott funkcionalis kapcsolat van. Atfenegfigyeléseldl vezérelve, ezért &f
cranidlis parasympathicus ganglionok, azaz a SP@ @anglion oticum feltérképezését
(neuropeptid, receptor) hataroztuk meg humanbakitéééseink kdzoétt. Tovabba valaszt
kerestink a migrénes betegek fejfajdsrohama sapasttalt parasympathicus rendszeri
aktivacié hatterére (Uddman et al. 1999/a; Csal.€2012/a; Cséati et al. 2012/b).

3.4.2. Anyag és modszer

Vizsgélataink sordn post-mortem huméan SRG-kEs ganglion oticumbdl készult
preparatumokon immunhisztokémiai és RT-PCR techuaikalkalmaztunk. Részletes leirast

lasd az 5.1. és az 5f@jezetekben.

3.4.3. Eredmények

A huméan SPG-ban és a ganglion oticumban a neurdpeagiceptor €s receptor mRNS
eléfordulasa

Immunhisztokémia

Mindkét ganglionban nagyszamu neuron mutatott (#0%), NOS- (80%) és PACAP
(60%)-ir-t és szamos sejt adott HO-2-ir-t. Az immeaktiv neuronok egyenletesen oszlottak
meg a ganglion tertletén. Nem volt megfigyeth€GRP-ir és C-PON-ir neurgd. tablazat;

36. abra A, B, C; 37. dbra A, B, C)A SPG-ban a VIP-ir, a NOS-ir és a PACAP-ir neuronok
mellett VIP-ir és PACAP-ir idegrostokat tudtunk nfiggelni, mig NOS-ir rostokat nem
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talaltunk(38. abra a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, J, k, I, m, rg; 5. tAblazat) A SGC-ek nem adtak
VIP-ir-t és PACAP-ir-t. Ketis festéssel VIP/NOS, PACAP/NOS, PACAP/Vimentin ko-
lokalizaciot demonstraltunk. A PACa VPAG és a VPAG megjelenitése soran a SPG-ban a
SGC-ek mutattak PAGIr-t és VPAG-ir-t. Az idegrostok VPAG-ir-t és VPAG-ir-t mutattak
(39. dbra a, b, c, d, e, f, g, h,.)Tovabba a SPG-ban CGRP-ir idegrostokat figyeltingg a
neuronok kozelében. CLR-ir-t talaltunk a SGC-ekbsraz idegrostokban, de a neuronokban
nem. RAMP1-ir-t szamos neuron és SGC mutatott. dsefestéssel a neuronokban nem
tapasztaltunk CGRP/CLR vagy CGRP/RAMP1 ko-lokaliaa¢40. abra a, b, c, d, e, f; 41.
abra a, b; 42. abra a, b, c, d, e; 43. abra a, h).c

4. tablazat.A human ganglion sphenopalatinum (SPG) immunreaktineuronjainak

szazalékos megoszlasa

Neuropeptid Immunreaktiv neuronok szazalékos
megoszlasa (%)
VIP 90
NOS 80
PACAP 60
CGRP 0
NPY (C-PON) 0

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepPON: neuropeptid Y C-terminalis flanking peptidje
NOS: nitrogén oxid szintdz, NPY: neuropeptid Y, P hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptitt]P:
vasoactiv intestinalis polipeptid

5. tablazat. A human ganglion sphenopalatinumban (8G) neuropeptid és receptor

megjelenése

Neuropeptid/receptor Neuron Satellita glia sejt Idegrost
(SGC)
PACAP + - +
VIP + ; +
NOS + - -
PAC1 - + -
VPAC; - + +
VPAC, - - +
CGRP - - +
CLR - + +
RAMP1 + + ]

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepfitiR: calcitonin receptor-sz&receptor, NOS: nitrogén
oxid szintaz, PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz a6 polipeptid, PAC1: PACAP receptorl, RAMP1: ngie
aktivitast befolyasold protein-1, SGC: satelliteaglejt, VIP: vasoactiv intestinalis polipeptid, A@;: VIP;
vagy PACAR receptor, VPAG VIP, vagy PACAR receptor
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36. abra (A, B, C). Immunfluoreszcens reakciok - aasoactiv intestinalis polipeptid
(VIP), a nitrogén-oxid-szintetaz (NOS) és a hipais adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid
(PACAP) — a human ganglion sphenopalatinumban (SPG)

Az idegsejtek gazdagon tartalmaztak VIP- (A), NOB) és PACAP (C) -ir-t (250x-es
nagyitas).

Roviditések: NOS: nitrogén-oxid-szintetaz, PACARdfizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, SP@anglion
sphenopalatinum, VIP: vasoactiv intestinalis pgdije
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37. abra (A, B, C). Immunfluoreszcens reakciok - aasoactiv intestinalis polipeptid
(VIP), a nitrogén-oxid-szintetaz (NOS) és a hipofig adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
(PACAP) — a human ganglion oticumban
Szamos sejttest mutatott VIP- (A), NOS- (B) és PAROR) -ir-t (250x-es nagyitas).

Roviditések: NOS: nitrogén-oxid-szintetaz, PACARdfizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid, VIRasoactiv
intestinalis polipeptid
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TRITC filter

100 m m

38. abra (a, b, c, d, e, f, g, h,i,j, k, |, m, m). A human ganglion sphenopalatinumban
(SPG) a vasoactiv intestinalis polipeptid (VIP), dipofizis adenilat-cikldz aktivalo
polipeptid (PACAP) és a nitrogén-oxid-szintetdz (N@) immunreaktivitas feltérképezése

A masodlagos ellenanyagoknak megfgdel a TRITC vagy a FITC filtert hasznaltuk és ez
megkonnyitette a lipofukszin elkulonitését is. A PMr neuronok (nyilak), valamint
idegrostok (nyilhegyek) figyelhéhk meg szemcseszerfestdéssel (a-d). A lipofukszin
narancssarga szinbefnt fel (vastag nyil, d). A NOS-ir sejtek (nyilakpyneni festdést
mutattak, a NOS-ir idegrost nem volt felismethet metszeteken (e-h). A vastag nyil a
lipofukszint jelzi (h). A PACAP-ir idegrostok (nyilgranudlis, mig a neuronok (vékony
nyilak) egynenibb festdést adtak (i-k). A neuronalis fésies gyakran a sejtfelszinhez vagy
ahhoz kozel helyezkedett el (kis vastag nyilak)g\WNaagyitas mellett lathatd a PACAP-ir
pozitiv sejt (vékony nyil), mig a vastag nyil adlipkszinra mutat (o).

Roviditések: FITC: fluorescein izothiocyanat, immunreaktivitds, NOS: nitrogén-oxid- szintetaz, P#C
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, TRTT tetramethylrhodamin izothiocyanat, VIP: vasoacti
intestinalis polipeptid
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VPACI TRITC filter
= 4
v

39. abra (a, b, c, d, e, f, g, h, i). Human ganghosphenopalatinumban (SPG) a hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid receptorl (PAG), a vasoactiv intestinalis polipeptid
(VIP) a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipepid receptorl (VPAC,) és a hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid receptor2 (VPAC,) megoszlasa

A human SPG-ban PAC1-ir-t talaltunk a SGC-ekbenlghya-c). A beillesztett foton, nagy
nagyitds mellett jOl lathat6 a PACAP-ir SGC-tel lgett, beburkolt neuron. A SPG-ban
VPAC1-ir SGC-eket is megfigyeltiink (nyilak, d-f). Beillesztett képen VPAC1-ir idegrostok
lathatoak (nyilhegyek). Nyilhegyek mutatnak a VPACE&stokra (g-i).

Roéviditések: ir: immunreaktivitds, PACAP: hipofiadenilat-ciklaz aktivalo polipeptid, SGC: satellglia sejt,
SPG: ganglion sphenopalatinum, TRITC: tetrametlogdmin, VPAG: VIP; vagy PACAR receptor, VPAG
VIP, vagy PACAR receptor
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S pm

CGRP + RAMPI
HAMP1 CGRP Merged

40. abra (a, b, c, d, e, f). Ketis festés a calcitonin génnel-rokon peptid

(CGRP)/calcitonin receptor-szefi receptor (CLR) és a calcitonin génnel-rokon peptid
(CGRP)/receptor aktivitast befolyasol6 proteinl (RAVP1) vonatkozasaban a human

ganglion sphenopalatinumban (SPG)

CGRP/CLR (a-c) és CGRP/RAMP1 (d-f) kettfestés figyelhét meg. Nem talaltunk ko-
lokalizaciot a CGRP és CLR vagy RAMP1 esetében. €LBGC-ek (vékony nyilhegyek)
voltak fellelhetk (a). RAMP1-ir SGC-ek (vékony nyilhegyek) voltakthatok (d). CGRP-ir
idegreostokat (nyilhegyek) lehetett mefigyelni &), A lipofukszint (vastag nyilhegyek)

TRITC és FITC filterrel kulonitettuk el.

Roéviditések: CLR: calcitonin receptor-sizeeceptor CGRP: calcitonin génnel-rokon peptid, FITC: flusrein
izothiocyanét, ir: immunreaktivitas, RAMP1: recepaktivitast befolyasolo proteinl, SGC: satelliféa sejt,
SPG: ganglion sphenopalatinum, TRITC: tetrametlodemin
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CLRP (rubbif TRITC filter Moerged

FITC filter CGRP (mowse) Merged

0 pm

41. abra (a, b). A calcitonin génnel-rokon peptid@GRP) megjelenése human ganglion

sphenopalatinumban (SPG)

Néhany CGRP-ir idegrostot (nyilak) talaltunk CGRYlrelleni primer antitestet hasznalva
(). Joval tobb CGRP-ir idegrostot (nyilak) tudtunkgfigyelni CGRP egér-elleni ellenanyag
hasznalatakor (b). Mindkét ellenanyag esetében czesmdr ir-t kaptunk. Nem talaltunk
CGRP-ir neuronokat. A montage-ban mind a TRITC éxdma FITC s#r6t hasznaltuk, hogy
a lipofukszint (nyilhegyek) jol elktlonitsik az aest-ir-1ol.

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pedld,C: fluorescein izothiocyanat, ir: immunreaktést SPG:
ganglion sphenopalatinum, TRITC: tetramethylrhodami
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CLR with FITC TRITC filter Merged

42. abra (a, b, c, d, e). Calcitonin receptor-szérmreceptor (CLR) immunreaktivitas a

human ganglion sphenopalatinumban (SPG)

A CLR-ir egyneni festtdést adott az idegrostokban (nyilak), melyeket FtalJel6lt
mésodlagos ellenanyaggal tettiink lathatova (a)aNgICLR-ir SGC-et (nyilak)

figyelhettink meg FITC-tal jelolt masodlagos eHdegag hasznalatakor (b). Kis €s nagy
nagyitds mellett lathaté a CLR-ir DyLight 488-caljt masodlagos ellenanyagot hasznalva.
A DyLight 488 felfedte a CLR-ir SGC-ek (nyilak) gxlétét, de a rostok nem voltak
lathatoak. Nem talaltunk CLR-ir neuronokat sem.afirofluorescens lipofukszint
(nyilhegyek) FITC és TRITC filterek hasznalatavaldnitettiink el.

Roviditések: CLR: calcitonin receptor-sizereceptoy FITC: fluorescein izothiocyanat, ir: immunreaktast
SGC: satellita glia sejt, SPG: ganglion sphenopalat, TRITC: tetramethylrhodamin
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BEAMPT with CyI TRITC filter Merged

p

2 pm

HAMPI with Alexa 458 TRITC filter Merged

43. abra (a, b, c). Receptor aktivitdst befolyasolproteinl (RAMP1) immunreaktivitds a
human ganglion sphenopalatinumban (SPG)

A Cy2-vel jel6lt masodlagos ellenanyag hasznaldtaegy és kdzepes méiieRAMP1-ir

neuronokat (nyilak) figyeltink meg (a). A vékonyilinggyek a negativ neuronokra mutatnak.

Az Alexa 488 hasznalataval RAMP1-ir SGC-eket (riglildemonstraltunk (b, c). A vastag

nyilhegyek a lipofukszinra mutatnak, TRITC és FIfli@rt hasznaltunk.
Roviditések: FITC: fluorescein izothiocyanat, iimmunreaktivitds, RAMPL1: receptor aktivitast befidplo
proteinl, SGC: satellita glia sejt, SPG: gangliphenopalatinum, TRITC: tetramethylrhodamin

Receptor mRNS analizis (RT-PCR, agardz gél elaitéafs)

A SPG RT-PCR termékének agardz gél elektroforédegian NPY Y (563 bp) és VIP(269
bp) receptor mRNS jelenléte volt kimutathat6. Neahekett megfigyelni CGRPreceptorra
utalo jelzéseket. A ganglion oticumban YIR269 bp) receptor szignalja lathatd volt, mig
CGRR és NPY Y receptorok éifordulasat nem lehetett valostgiteni. @4. abra a, b.
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— 563bp

— 269bp | — 2600

MB12 3 M B 12 3

44. abra (a, b).Neuropeptid receptor - neuropeptid Y Y; (NPY Y,) és vasoactiv
intestinalis polipeptidl (VIP;) - mRNS analizis a human ganglion sphenopalatinunam
(SPG) és a human ganglion oticumban
Az RT-PCR termék gél elektroforézise jelezte a huN®Y Y; (1. oszlop, 563 bp), a VIP
(2. oszlop, 269 bp) jelenlétét a SPG-ban (a) ésmman VIR receptor (2. oszlop, 269 bp)
megjelenését ganglion oticumban (b). Promega 10K (Promega, SDS, Svédorszag)
volt futtatva a pontos molekularis nagysag megbatisa céljabol (,M” oszlop). Nem
kaptunk lathato jelet a vak reakcioban (H20, ,BZlop).

Roviditések: mRNS: hirviv ribonukleinsav, NPY Y. neuropeptid Y Y receptor, SPG: ganglion
sphenopalatinumban, ViPvasoactiv intestinalis polipeptid receptorl

3.4.4. Medfigyeléseink jelensége

* Mindkét parasympathicus ganglionban nagyszamu (9@jon mutatott VIP-ir-t. A VIP
hatasat G-proteinhez koétott receptorokon (MIPPAC,) és VIR (VPAC,) fejti ki (Dickson
and Finlayson 2009, Couvineau and Laburthe 2012VIR a parasympathicus rendszer
markere és igen ételjes vasoaktiv hatdssal befolyasolja a cranisicalis érhaldzatot
(Edvinsson and Uddman 2005). Klinikai vizsgalat@dernt emelkedett VIP koncentraciot
meértek mind a kronikus, mind az epizédikus migrémetegekben fejfajasmentes periodusban
a kontrollhoz képest (Cernuda-Morollon et al. 2014Kronikus migrénben az
onabotulinumtoxin-A (OBOT-A) alkalmazasa igen haték terpias forma (Dodick et al.
2010). Az OBOT-A-ra jOl reagal6 (a fejfajasrohamsdamanak csokkenése) és a nem vagy

kevéshé reagald paciensek esetében a VIP potsnpr@diktorként mutatkozott (Cernuda-
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Morolon et al. 2014). Spontan migrénes rohambaigadriptan (5-HTg/1p receptor agonista)
adasat kovéen statisztikailag szignifikans moddon csotkkent aP Vkoncentracidja a
vérplazméban a vena jugularis externaban (Sarchtell. 2006). Nyalban interiktalisan a VIP
koncentracié emelkedett a migrénes betegekben &rokbwz képest, mig sumatriptan (5-
HT.s1p receptor agonista) alkalmazasat kdeet csokkent (Bellamy et al. 2006). Ujkélet
megfigyelések szerint kronikus migrénben interik&th a betegek periférias vérplazmajaban
kétszeresére emelkedett VIP koncentraciét meértekomatrollhoz viszonyitva (Cernuda-
Morollén et al. 2015). Korabbi vizsgélat soran MHUziot kdvebten ebteljes dilatéciojat
figyelték meg az artéria temporalis superficidllsnde a paciensek egyikében sem alakult ki
migrénes roham (Rahmann et al. 2008). A kozelmaltedt megfigyelések szerint az aura
nélkali migrénes ékben a VIP infuzié csak az extrakranialis erekbéftot ki markans
vazodilaticiot és csak a betegek 18%-aban jo# haigrén-szdr fejfajas (Amin et al. 2014).
A fentiek alapjan megéallapithatd, hogy a VIP igeétadjes vazodilatator, azonban migrénes
rohamot inicialé hatasa meég kérdéses.
* A parasympathicus SPG-ban Y(parasympathicus) és NPY; Ysympathicus) receptor
MRNS-t figyeltink meg. Kisérleti allatokban egyeéwetekben, sympathectomiat kése
NPY tulszabalyozast (,upregulatio”) figyeltek megarpsympathicus eredet cholinerg
rostokban (Bjorklund et al. 1985). Az &ltalunk miggélt NPY Y; receptor mRNS jelenléte
magyarazhatja az@b emlitett valasz genetikai hatterét.
* Vizsgalataink soran a SPG-ban CGRP-ir idegrostdkaR/RAMP1 receptor
komponenseket, PAC1 és VPACL1 receptorokat figykltineg a SGC-ekben. A SPG-ban
fellelhett CGRP-ir rostok feltételezett trigeminalis eredétéa kovetkesd allatkisérletes
eredmények &llnak rendelkezésinkre. Egy hollandlasktorma-peroxiddz konjugalt
bldzacsira agglutinin jel6léssel igazolta az &tva§HG idegrostjainak eredetét a ponsban
elhelyezked nucleus lacrimalisban, a mindkét oldali SCG-bamzgpszilateralis TRIG-ban
(Ten Tusscher et al. 1990). Tovabba, a TRIG-ba kidje Phaseolus vulgaris-
leucoagglutininnel végzett anterograd palyakovetésesgalat bizonyitékul szolgalt arra,
hogy a patkdny SPG szinaptikusan innervélt a TRI&illaris és ophthalmicus &agaibol
szarmaz6 szenzoros idegrostok altal. Ugyanezenldissoran szamos CGRP-ir idegrost
jelenlétét is kimutattak a SPG-ban (Beckers et H)91). Suzuki é€s munkatarsai
patkanyokban retrograd axon festést végeztek Tiue-®al, valamint atvagtdk a SPG és a
TRIG ophthalmicus és maxillaris agai kozotti kapatmt. Mindkét esetben a CGRP
megjelenését is vizsgaltak. A pélyakbvetéses viasgdran True Blue-t injektaltak a SPG-

ba, egy hét elteltével a jetiinyag akkumulalédasat tapasztaltak az ipszilaseiatliG-ban,
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a ganglion oticumban, a ganglion geniculiban, a $@6 és az artéria carotis interna kordli
ganglionokban. A True Blue-val jelolt sejtek tobppeéa trigeminalis ganglion maxillaris
agaban jelent meg. A trigemindlis és az artériatsaiterna koruli ganglionokban a jelolt
sejtek CGRP-ir pozitivitast is mutattak. Két héteSPG és a TRIG n. maxillarisa kozotti
rostok atvagasat kouwetn az azonos oldali SPG-ban a normal koériiményelksgrest
jelenbsen kevesebb CGRP-ir idegrostot mutattak ki. Toadkdt héttel a n. pterygoideus
atvagasat kovéen a vastag idegrostok szama is cstkkent. Mindkgicdolat egyidé)
atvagasakor az idegrostok nem mutattak CGRBdést. Ezen eredmények alapjan a SPG-
ban kimutatott CGRP-ir idegrostok eredetét tekirgzeaalabbi lehéségek meriltek fel: (1) a
trigeminalis vagy facialis idegrostok rovid axonHlteralisai; (2) a n. trigeminus vagy n.
facialis szenzoros neuronjainak kozeélekereds hosszu axon-kollateralisai; (3) olyan, az
agytorzsi sejttestekib ered efferens idegrostok, amelyek a n. trigeminus vagy facialis
rostjaival futnak egyitt; (4) a cranidlis gangli@hol ered efferens CGRP-tartalmu
idegrostok, amelyek a n. pterygoideuson kerestiilak (Suzuki et al. 1989). Elfogadva a
SPG-ban a CGRP-ir rostok trigeminalis eredetét, figggléseink alapjan a kovetké&z
feltételezéseket tehetjik, melyek magyarazatattgha migrénes betegek fejfajasrohama
soran tapasztalt parasympathicus klinikai tiinetekne
1. A TRIG neuronjaibdl axontranszport segitsegével EGRt a SPG-ba és ott
aktivalja a SGC-eken |6V CGRP-R-okat.
2. Az aktivalt SGC-ek stimulaljak a SPG-bandéweuronokat.
3. A hiperaktiv sphenopalatindlis neuronokbdl neurdidel (VIP, PACAP) jutnak
részben az intraganglionaris kérnyezetbe, részloeardalis keringésbe.
4. A VIP és a PACAP a SPG-ban &WGC-ek PAG és VPAG receptoraira
kotédve azok aktivitdsat hozzak |é(b. abra)
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45. abra. A szenzoros ganglion trigeminale-bél (TR3) felszabadulé neuropeptidek

lehetséges aktivald hatasa a parasympathicus garaii sphenopalatinumra (SPG)

Roéviditések: CGRP: calcitonin-génnel rokon pep@dR: calcitonin receptor-sz&rreceptor, PA¢ PACAP
receptorl, PACAP: hipofizis adenliat-ciklaz aktidvapolipeptid, RAMP1: receptor aktivitast befolydsol
proteinl, SGC: satellita glia sejt, VIP: vasoadtitestinalis polipeptid, VPAC VIP; vagy PACAR receptor,
VPAC,: VIP, vagy PACAR receptor

3.5. Neuropeptid megoszlas vizsgélata a human trigemasovicalis komplexben (TCC)
3.5.1. Hattér

A Moskowitz-féle trigemino-vascularis rendszer koap agat a TRIG-bol a TCC-be jutd
rostok jelentik (Buzzi and Moskowitz 199@). abra). Laboratériumunkban vegzett korabbi
vizsgalataink szerint, a TRIG elektromos ingerldgtetien patkanyban a korai onkogén (c-
fos és c-jun) kifejeadését figyeltik meg a gerincéelRexed-féle I-es és llI-es laminaban a
TCC-ben (Knyihar-Csillik et al. 1997, Knyihar-Csillet al. 2000). Hasonld megfigyeléseket
majomban és macskaban (Kaube et al. 1993/a; GoaatsbyHoskin, 1997; Hoskin et al.
1999/a), valamint a subarachnoidealis térbe juttatér segitségével kivaltott meningedlis
izgalom kovetkeztében (Nozaki et al. 1992). Az r@aténeningea media ingerlését ket a
TNC-ban bilateralisan c-fos expressziot figyelteggnmacskaban és majomban (Hoskin et al.
1999/b). Ezen felll a SSS stimulaciojat kdest a TNC-ban fokozott metabolikus aktivitast
detektéltak (Goadsby et al. 1991). Sajat és mawdatkis ragcsaldkban végzett vizsgalatai
jelezték, hogy a TRIG elektromos ingerlését kéeat az ingerelt ganglionnal ipsilateralisan
a TNC-ban a SP-ir és a CGRP-ir csokkent (Knyihdhiket al. 1998; Samsam et al. 1999).
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Korabbi munkankban a human TRIG-ban feltérképezigpontan migrénes roham alatt a

cranidlis vénas kiaramlasban megjélemeuropeptidek (Goadsby et al. 1990) megoszlasat
(Tajti et al. 1999/a). Kérdésként fogalmazodott nezgn peptidek megjelenése a human
TCC-ben, és ezért kezdeményeztik vizsgalatainkddrfian et al. 2002).

3.5.2. Anyag és modszer

Vizsgélataink  soran  post-mortem  human  TGE-b készilt  preparatumokon
immunhisztokémiai technikat alkalmaztunk. Részlé&ésist lasd az 5.1. fejezetben.

3.5.3. Eredmények

A human TCC-ben a neuropeptidek megoszlasa

Immunhisztokémia

SP-ir: SP-ir idegrostok gazdag haldzatat lehetettfigyelni a TNC marginalis, valamint a
substantia gelatinosa régiéjaban, tovabba a gexi$ic€1-C2 szegmentumban, a Rexed-féle
I-es és ll-es lamindban és a Lissauer-koteghénabra; 47. abra)

CGRP-ir: Kozepesen gazdag CGRP-ir rostok koteghitett demonstralni a TNC marginalis
€s substantia gelatinosa allomanyaban. CGRP-gksagm voltak kimutathatéak. A C1-C2
szelvényekben szintén csak immunpozitiv rostolnjele meg a Rexed-féle I-1l-es laminban.
A Lissauer-kdteg a C2 szintben szamos CGRP-ir réasttalmazot{46. abra; 47. abra)
PACAP-ir: Kbzepes szamu PACAP-ir idegrostot leheteegfigyelni a TNC marginalis és
substantia gelatinosa allomanyaban. A C1-C2 szeymdran a Rexed-féle I-es és -ll-es
lamindban és a Lissauer-kdtegben elvétve voltdiataak PACAP-ir idegrostold6. abra;
47. dbra) Nem lehetett kimutatni VIP-ir és NOS-ir tartalmastokat vagy sejteket a TNC-
ben és a C1-C2 régiob#. tablazat)
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46. abra. A P-anyag (SP), a calcitonin génnel-rokopeptid (CGRP) és a hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) immunreaktivitas a human caudalis
trigeminalis magcsoportban (TNC)

Szamos SP-ir idegrost (féls (150x-es nagyitas), kdzepesen gazdag halozat&RPGr
idegrostoknak (k6zép) (250x-es nagyitas) és koeepgazdag PACAP-ir idegrostok (alul)
(250x-es nagyitas) lathatéak a TNC-ban.

Roviditések: ir: immunreaktivitas, SP: P-anyag, GGRalcitonin génnel-rokon peptid, PACAP: hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, TNC: caudaliggeminalis magcsoport
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47. abra. A P-anyag (SP), a calcitonin génnel-rokopeptid (CGRP) és a hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) immunreaktivitas a human cervicalis
gerincveldi 1 szegmentum (C1) szintjében
Gazdag arborizacioja figyelliemeg az SP-ir idegrostoknak (f€)s(250x-es nagyitas) és a
CGRP-ir idegrostoknak (kozéf)s (250x-es nagyitas), és kozepesen gazdag PACAP-ir
idegrost arborizacio figyelh&imeg (alsd) (275x-es nagyitas).

Roviditések: C1: cervicalis gerincéell szegmentum, ir: immunreaktivitds, SP: P-any@@GRP: calcitonin
génnel-rokon peptid, PACAP: hipofizis adenilat-éiklaktivald polipeptid
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6. tablazat. A human caudalis trigeminalis magcsoptbhan (TNC) és a cervicalis

Ve

reprezentacidja

Ellenanyag Immunreakci6

TNC C1 Cc2
SP +++ +++ +++
PACAP ++ + +
CGRP ++ ++ ++
VIP - - i
NOS - - -
Negativ kontroll - - _

Jelblés: - nincs immunreakcio, + gyenge, ++ kdzepes dus immunfestés

Roviditések: C1-C2: cervicalis gerinctiell-2 szegmentum, CGRP: calcitonin génnel-rokontigegNOS:
nitrogén-oxid-szintetdz, PACAP: hipofizis adenitéklaz aktivalé polipeptid, SP: P-anyag, TNC: cdigla
trigeminalis magcsoport, VIP: vasoactiv intestiagdolipeptid

3.5.4. Medfigyeléseink jelenésége

» Vizsgalataink soran dus SP-ir, kozepes CGRP-irA&SAP-ir rostdiriiséget figyeltlink
meg, ugyanakkor NOS-ir és VIP-ir rostokat nem tal# a human TCC-ben. Eredményeink
megebsitették azon korabbi megfigyeléseket, miszerifiuendn TCC-nek igen gazdag a
szenzoros beidegzése (Del Fiacco et al. 1984.bJakal. 1990; Rikard-Bell et al. 1990;
Quartu et al. 1992).

* Munkank soran leirt CGRP-ir idegrostoknak a jele@gét az adja, hogy morfoldgiai
hatterét bizonyitjak a CGRP altal befolyasolt nepitv folyamat tovabbjutasanak a TC@l-b

a thalamus felé. Az elmult évtizedek megfigyelégarzoltak, hogy Kerr és Olafson (Kerr
and Olafson 1961) sejtései valdsak, miszerint a-b€Ca masodlagos atkapcsold nociceptiv
neuronokkal nem csak a TRIG durat ellaté neuroajairentralis végmései szinaptizalnak,
hanem a C2 spinalis gyok is (Bartsch and Goadsky2;28artsch and Goadsby 2003;
Piovesan et al. 2003; Bartsch and Goadsby 2009ynele periférias agat a n. occipitalis
major (GON) képezi (Becser et al. 1998; Polettil)q@8. 4bra).
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48. abra. A trigemino-vascularis rendszer €s a gercveldi cervicalis 2 szegmentum (C2)

kapcsolatanak vazlata(hivatkozas: Tajti et al. 2012)

Roviditések: C2: cervicalis gerinvéel2 szegmentum, DRG: hatsé gyodki ganglion, TCQyeimino-cervicalis
komplex, TRIG: ganglion trigeminale

Bizonyitast nyert, hogy a CGRPésiti a glutamaterg neurotranszmissziot a geririchiétso
szarvaban (Gu and Yu 2007). A glutamat e tekintetdésorban azi-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol propionsav (AMPA) és a kainateqgorokon keresztil hat a hatsé szarvi
masodlagos atkapcsolé neuronokon (Ho et al. 2@GRP receptor antagonistaval (CGRP
37) gatolni lehetett a CGRP-del febsitett AMPA kozvetitett masodlagos neuronalis hatas
(Ebersberger et al. 2000). Tovabba a CGRP akti@lgerincvali ,wide dynamic range”
(WDR) neuronokat és befolyasolja a centralis szedmid kialakulasat (Yu et al. 2002).
Bizonyitast nyert, hogy a kapszaicin altal kivdlt@s igy felszabaditott CGRP, valamint a
kozvetlenil a szovetfuéte helyezett CGRP megszintette az éatkapcsold nadgosdl
neuronok excitdbilitdsat az agytorzsi szeletekbdm€&-ban (Meng et al. 2009). A CGRP-
nek a szerepére utalnak azarvivo mikroiontoforézissel végzett megfigyelések (WDRaés
nociceptiv specifikus atkapcsolé neuronok), melge&rint a TCC-ben a nem-preszinaptikus
CGRP-R-okat a CGRP-R blokkoloval gatolni lehet&tofer et al. 2004). A trigemino-
vascularis rendszer centrdlis régiéiban kifejtatilsara mutattak - bar nem kozvetlenil - azon
eredmények, melyek szerint a szisztémasan alkalin&®RP nem valtotta ki a durdlis

Ve

kovetben a TNC-ban kialakult neuronalis aktivitast a CE@RRintagonistak csotkkentették
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(Fischer et al. 2005). A klinikkumban, a migrénesipaseknél a fejfajjassal azonos oldali
arcloron és hajas fefison kialakuld allodynia jelzi a masodlagos atkap@soeuronok
centrdlis szenzitizacidjat a TCC-ben (Burnsteinaét 2000/a; Burnstein et al. 2000/b;
Burnstein and Jakubowski 2002; Bartsch and Goad@f)b; Goadsby 2005; Moskowitz
2008). Az allodynia olyan érzészavar, melynek sa&em fajdalmas stimulusra is fajdalmat
jelez a beteg (pl. az adotrerilet finom tapintasara fajdalmat érez) (Goad&95;
Moskowitz 2008). Felmérések szerint a migrénesdadtes3.5%-aban jott |étre allodynia,
melynek 85%-a a fejre (skalp, arc, nyak, fil) leka@libdott (Mathew et al. 2004; Dodick and
Silberstein 2006). A migrénesekben a centralis z#eacio tovabbi klinikai jele a
perikranialis izmok fajdalmas feszlilése a migrémesam soran, mely a GON és a
masodlagos atkapcsold neuronok funkciondlis kapt&ol alapszik (Burstein et al. 2000;
Goadsby 2005/b; Bartsch and Goadsby 2003).

3.6. Neuropeptid megoszlas vizsgalata a human agytorgyes magcsoportjaiban
(,migrén generator-modulator”), a raphe magcsopodh (NR), a locus ceruleusban
(LC) és a periaqueductalis szlirkeallomanyban (PAG)

3.6.1. Hattér

A migrén diagnozisat a fejfdjas jellege és a Kisklinikai tlinetek egyittesen adjak
(Headache Classification Committee of the Inteomati Headache Society 2013). A
migrénes roham soran a féloldali gorcsos, ligktegdalom mellett jelentkéz hanyinger,
hanyas, fény- és hangérzékenység (foto- és formffdbatterében agytorzsi kdzpontok
aktivitasat vélték (Lance et al. 1983; Lance et18190; Davidoff 1995; Silberstein et al.
1998). Korai megfigyelések szerint humanban a PR&te®mos ingerlése analgéziat okozott
(Hosobuchi et al. 1977). Ugyanakkor kronikusan tetétt elektrédaval torténingerlés soran
(ventrolateralis PAG) 175 daganatos beteg kdzuedgenben migrén-sZerfejfajas alakult
ki, bar ezt megékéen hasonld panaszuk nem volt (Raskin et al. 198at).a megallapitast
mas beteganyagon, mas s#krzis megebsitették (Veloso et al. 1998). Az agytbrzs
muikodését célzd elektrofizioldgiai vizsgalatok (,MMinreflex”) a hidban és a lateralis
nyultvelbben a poliszinaptikus reflex valaszok szuppresaridjgazoltdk migrénes
fejfajdsroham soran (Kimura 1983; Bank et al. 199&amidis et al. 1998). Az 1990-es évek
elejen mar elérhét volt a nagy felbontasu pozitron emissziés tomagrdPET), mely
vizsgalattal spontan migrénes roham alatt megndletkeegionalis cerebralis vérataramlast
mutattak ki az agytorzs rosztrélis régidjaban (Weiet al. 1995). A képalkotd vizsgélatok
szerint el§sorban a PAG, a LC és a nucleus raphe magnus (NRINBtott aktivitast, mely

sumatriptan (5-H{g/1p receptor agonista) adasat kdest is fennmaradt, bar a fejfajas
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megs#int (Weiler et al. 1995). Ezért ,migrén generatorakhnevezték el a fenti agytorzsi
magcsoportokat. Ezen ddzakban végzett kontrollalt gyogyszerhatékonysagnikiai
vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a lipafivér-agy gaton jél athaladé triptanok az
agytorzset elérve csokkentették a vissdatdigrénes rohamok szamat (Schoenen 1997;
Goadsby 1998). A migrén-specifikus agytdrzsi magosiok €s a neuropeptidek szerépér
kevés adat allt rendelkezésre. Ezért eisddiinket kielégiterd@n fogtunk hozza a PAG, a

LC és a NRM neuropeptid megoszlasanak a feltéerléggdmrez humanban (Tajti et al. 2001).

3.6.2. Anyag és modszer

Vizsgalataink soran post-mortem human agytorzsi asagortokbdl (NRM, LC, PAG)
készilt prepardtumokon immunhisztokémiai technitéalmaztunk. Részletes leirast lasd az
5.1. fejezetben.

3.6.3. Eredmények

Immunhisztokémia

NRM: nagyszamu SP-ir és kevés gyengenstéstVIP-ir idegrostot lehetett megfigyelni.
CGRP-ir, PACAP-ir rostokat vagy SP-ir, VIP-ir séjet nem lehetett kimutatd9. abra)

LC: a CGRP-ir neuronok igen magas aranyban (80%itiek meg és egyenletesen oszlottak
el. A neuronok 40%-a PACAP-ir-t mutatafs0. abra) VIP-ir idegsejteket nem lehetett
detektalni. Dusan fe&tls, nagyszamu SP-ir rostot lehetett demonstralni. eftek nagy
szamban VMAT-ir-t és C-PON-ir-t mutattak. K&timmunfestéssel igazolhaté volt, hogy az
0sszes VMAT-t és C-PON-t tartalmaz6 neuron CGRHAsradott(51. 4bra A, B, C, D)

PAG: gazdag SP-ir rosthalézat, kevés PACAP-ir éB-ivlidegrost volt lathaté. CGRP-ir
idegrostokat vagy sejteket nem lehetett demonstfath abra A, B; 7. tablazat)

75



dc_1041 15

49. abra. P-anyag (SP) immunreaktivitds a huméan nueus raphe magnusban (NRM)

A finom varikozitasu SP-ir rostok gazdag hal6zail megfigyelhed a NRM-ban.
Roviditések: ir: immunreaktivitds, NRM: nucleus mapmagnus, SP: P-anyag

50. &bra. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polpeptid (PACAP) immunreaktivitas a

human locus ceruleusban (LC)

PACAP-ir idegsejttestek voltak megfigyelliketa LC-ban.
Roviditések: ir: immunreaktivitds, LC: locus ceuse PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé patid
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51. abra (A, B, C, D). Immunreaktivitds a human loas ceruleus (LC) metszeteiben

Kettés immunfestése a VMAT (A), a CGRP (B), a C-PON (& a CGRP (D)
vonatkozasdban mutatta a jelenlétét a CGRP-irkswgke melyek VMAT-t és C-PON-t is

tartalmaztak.
Roviditések: ir: immunreaktivitds, CGRP: calcitogj@énnel-rokon peptid, C-PON: neuropeptid Y C-temtim
flanking peptidje, LC: locus ceruleus, VMAT: vesi@umonoamin transzporter
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52. abra (A, B). A P-anyag (SP) és a hipofizis adé&t-ciklaz aktivalé polipeptid
(PACAP ) immunreaktivitas a human periaqueductalisszirkeallomanyban (PAG)

Gazdag arborizacioja volt megfigyeltet SP-ir rostoknak a PAG-ban (A), ugyanakkor csak
elvétve voltak fellelhétk a PACAP-ir rostok (nyil) (B).

Roviditések: ir: immunreaktivitas, PAG: periaquedlis szirkedllomany, PACAP: hipofizis adenilatiaik
aktivalé polipeptid, SP: P-anyag

7. tablazat. Neuropeptidek megoszlasa a human agy#si magcsoportokban: nucleus

raphe magnus (NRM), locus ceruleus (LC), periaquedtialis szirkeallomany (PAG)

Neuropeptid NRM LC PAG
CGRP - sejtek 80%-a -
SP rostok +++ rostok +++ rostok +++
PACAP - sejtek 40%-a rostok +
VIP rostok + - rostok +

Beosztas: - nincs rost, + kevés, ++ kdzepes, +&mez rost

Roéviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pepti@; locus ceruleus, NRM: nucleus raphe magnus, PRCA
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, PAQeriaqueductalis szirkeallomany, SP: P-anyag, VIP:
vasoactiv intestinalis polipeptid
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3.6.4. Medfigyeléseink jelenésége

* A NRM-ban nagyszamu SP-ir idegrostot figyeltink m&dIR egyik legnagyobb
szerotonerg kdzpontja a raphe magcsoport. A mignémépasztalt szerotonerg funkciézavar
a mai napig teljességében nem feltart folyamat ¢€chn 2014; Sakai et al. 2014).
Fejfdjasmentes periodusban emelkedett szerotoniansZporter hozzafértisteget
tapasztaltak (Schuh-Hofer et al. 2007). Kellemetkaganyagokkal kivaltott migrénes
roham soran PET vizsgalattal a NR-ban megntvek&ddil; » receptor eléerhéséget kaptak
(Demarquay et al. 2011). Allatkisérletes vizsgatdad! kitiint, hogy a TRIG elektromos
ingerlését koveéen kialakult NRM aktivitast nem a TNC, hanem a @inalis és a cortex
befolyasolta (Bohar et al. 2013). Ugyanakkor az NRdifa a & leszallé fajdalom modulald
rostrendszerét a gerincéehatso szarvi képleteknek (Bohar et al. 2013).yAltvel6 gazdag
SP-ir neuronokban (Halliday et al. 1988). A SP rakei6ban van a katekolaminerg és a
szerotonerg rendszerrel. A migrén egyik komorbidyéXje a depresszidé (Lipton and
Silberstein 1994). A migrénesekben 2.2-szer tobdepressziosok aranya, mint a normal
populaciéban (Antonoci et al. 2011). A depresszalakulasa és a szerotonerg rendszer
kozott szoros Osszefiggés van (Owens and NemerBf4)1 Depressziés betegek
vérplazmgjaban és CSF-aban emelkedett SP koncémtraértek (Rimon and Le Greves
1984; Herpfer and Lieb 2003). Fiatal egészségegraipen SP infuzidé adasat kdsert
alvaszavar és a hangulati élet megvaltozasa, délsidg alakult ki (Lieb and Ahlvers 2002).
A SP kdbhelye a neurokinin-1 (NK-1) receptor. Ké&ttak, placebo-kontrollalt, randomizalt
Klinikai vizsgalatok szerint a NK-1 receptor antagbak (lanepitant, vofopitant,
fosaprepitant) oralis vagy iv. bevitel mellett, @asirvagy aura nélkili migrénes betegekben,
akut vagy preventiv terapiaban hatastalanok vdf@idstein et al. 1997; May and Goadsby
2001; Munoz and Covenas 2014). Ugyanakkor depm@szszi egyes NK-1 receptor
blokkolok kedveden befolyasoltak a hangulati életetét santiemetikus hatassal is
adjuvanskeént bevezetésre keriljenek (Rupniak amenkr 1999; Rupniak 2002/a; Rupniak
2002/b).

e Tudomasunk szerint, immunhisztokémiai vizsgalatbkksként mutattunk ki PACAP-ir
neuronokat a humén LC-ban. Palkovits és munkatéasidimmunoassay (RIA) vizsgalattal
bizonyitottdk a PACAP jelenlétét az LC-ban (Palk®wat al. 1995). A LC-ban a neuronok
40%-a PACAP-ir-t adott. A KIR-ben a LC & forrasa a NA-nek, innen szarmazik az agy
noradrenerg innervacidjanak 96%-a (Amaral and Smom1977; Afridi et al. 2005/a). A LC
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aktivitasa nagymertékben befolyasolja az ipsildieréorticalis €és meningedlis vasculatura
tonusat (Lancet et al. 1983). Bizonyitast nyertgyh@ LC-bdl noradrenerg, a PAG-bal
szerotonerg rostok jutnak a TNC-be (Palkovits amcbBowitz 1974; Basbaum et al. 1978;
Lovick and Walstencroft 1983; Cropper et al. 19&Pen anatomiai megfigyelések azt jelzik,
hogy a fajdalom transzmisszidjat a trigeminovagstsileendszerben és kulénésen a TNC-ben
- mely kulcs régiéja az didleges fejfajasoknak - nagymértéekben befolyasohak LC
adrenerg és az NRM és a PAG szerotonerg projeKEiavidoff 1995; Edvinsson and
Goadsby, 1998(53. abra) A fajdalom tovabbitasaban ezen rostok feltédetkapu-kontroll
szerepet jatszanak a bejofdjdalomszignalok modulélasaval és csokkentik getrgéseket a
KIR-ben (Fields and Basbaum, 1994). A PACAP dijatal cerebralis artériakat (Uddman et
al. 1993/a; Anzai et al. 1995) és képes novelreralralis vérataramlast (Seki et al. 1995/a;
Seki et al. 1995/b). Nagy specifitasi PACAP-27 6kétyek ebfordulasat radioligand
kotodési vizsgalatok demonstraltak a human agytorzéBeda et al. 1991). RIA vizsgélatok
Vizsgalatainkban megfigyeltik, hogy az LC-ban aroeok nagy szazaléka PACAP-ir-t
mutatott, ugyanakkor alig talaltunk PACAP-ir rostibla PAG-ban. A LC-ban jeleig szamu
CGRP-ir neuronokat is megfigyeltink. Mas kutatoesbpRIA vizsgalatokkal éiteljes
CGRP-ir jelenlétet igazolt a human LC-ban (TillesfBich et al. 1988). Tehat a PACAP és a
CGRP efforduldsa a noradrenerg neuronokban azt jelzi, hagiPACAP-nek jeleids
szabdlyz6 szerepe van a szenzoros és az autongraridezerben. Ezen felll a LC és a PAG
felteheten befolyasoljak a trigemino-vascularis rendszeuramodulator hatasuk alapjan.
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53. abra. A trigemino-vascularis rendszer, a cervalis gerincvebi 2 szegmentum (C2) és

az agytorzsi magcsoportok kapcsolatanak vazlatgivatkozas: Tajti et al. 2012)
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Roviditések: C2: cervicalis gerincéeR szegmentum, DRG: hatsé gyoki ganglion, LC: Bceruleus, NRM:
nucleus raphe magnus, PAG: periaqueductalis szZlivke#ny, TCC: trigemino-cervicalis komplex, TRIG:
ganglion trigeminale

Ujkeletii funkcionalis magneses rezonancias képalkot6 (fMizBgalatok eredményei szerint
az agytorzsi régiok aktivitasa csak migrénes roreamimlt megfigyelhét, mig preiktalisan
nem (Stankiewich et al. 2011). Tehat ezen agytaregicsoportok efsorban modulatorai a
migrénes fejfajasnak, résztvesznek a centralisz#zeicio és a fajdalom kontrollaldsaban
(Pietrobon and Moskowitz 2013).

3.7. Klinikailag konnyen elérhef, a migrénes betegek cerebrélis hiperexcitabilitsa
tukrozs biomarkerek (nyalban |&¥ aminosavak) meghatarozasa

3.7.1. Hattér

Biomarker alatt a bioldgiai funkciok mérléeindikatorat értjiuk. Gyakran alkalmazzak a
betegségek prognosztikajanak meghatarozasara vaigjlédéeséhez vezétrizikotenyesk
ertékeléseként (Kimberly 2012). Vizsgalatainkat rastivalta, hogy az 1990-es években
jelentek meg az eds foként elektrofizioldgiai adatok, melyek arra utaltélogy a migrénes
betegekben cerebralis hiperexcitabilitas alakuhk&i.elektrofiziologiai vizsgalatoknak az adta
az alapjat, hogy a hiperexcitabilitast karaktenz&hetett azzal, hogy kilénb®zszenzoros
ingerekre egyre novekvvalaszt kaptak. Az elsmegfigyelés, a vizudlis kivaltott valasz
(VEP) tanulmanyozasa soran irt le eltéréseket migge (Gawel et al. 1983). Megndvekedett
P100 hullam amplitudét figyeltek meg, mely korreldak alacsony szérum magnézium ion
(Mg?") koncentraciéval (Aloisi et al. 1997). Aurds migedekben a megndvekedett P100
amplitudok az aura-tiinetekkel ellenoldalon mutataignifikans kulonbséget (Shibata et al.
1997). Ezzel 6sszhangban, a migrénesekben, a Kboroképest auditoros stimulusokra
megnovekedett corticélis valaszokat kaptak (Wangletl996). Transzkranidlis magneses
ingerlés (TMS) soran alacsony foszfén kialakulagiszob6t tapasztaltak auraval jard
migrénben, mely az occipitalis cortex hiperexciitdsat tikrozte (Aurora et al. 1988). Egy
masik érdekes jelenség a habituécids deficit, nhebgintén felismertek migrénesekben
(Maertens de Noordhout et al. 1986). Habituacidtidalatt azt értjik, amikor az ismételt
szenzoros stimulusokra a normal korulmények kozékentked valaszok csotkkenése
elmarad. Az el megfigyelést a migrénesekben a megndvekedettrigertis negativ variaco
amplitudé jelezte (Maertens de Noordhout et al.6)9¥EP vizsgélatokkal megndvekedett
N;-P; és N-P, amplitudokat tapasztaltak szemben az egészséegeneadden megfigyelt

amplitudd csokkenéssel (Schoenen et al. 1995). kEsderészét képezi a migrén
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korfolyamatanak az aura tlineteinek a kialakulasstkEnt Lashley vetette fel, hogy az aura
jelenségeket 3 mm/éraval propagalddéd corticalisamglis zavar okozhatja (Lashley 1941).
A CSD jelenségét, mint az aura hatterében zajlktrefiiziologiai folyamatot Leao figyelte
meg ebszor (Leao 1944). A CSD alatt aztljes neurondlis és glidlis deporalizacio lassan
tovaterjed hullamat értjuk, melyet (spontan vagy kivaltottjeatroencephalographias
aktivitas csokkenés, nagymértékben megndvekedettacgedularis kalium ion (K)
koncentracié6 és haemodinamikai valtozasok (kezdetbgperaemia, majd oligaemia)
kisérnek (Tajti et al. 2011; Pietrobon and Moskaw#013). Migrénes betegekben az
occipitalis cortex hiperexcitabilitasat hataroztdeg, mint a CSD kialakuldsanak 18igb
tényedjét (Cao et al. 1999). Biokémiai eltérések is a rémgsekben kialakult
hiperexcitabilitasra utaltak. Nagyenergiaju foszdéések detektalasara alkalmas 3%
magneses rezonancids spectroscopia-NRS). Ezen eljarassal migrénes betegek agyaban
karosodott foszfat energia metabolizmust igazoltakam alatt (Welch et al. 1989). A
csokkent foszfokreatin és inorganikus foszfat aréng cellularis energia csdkkenésére utalt
(Sacquegna et al. 1992). Tovabba csokkent energaiabmlizmust, mitochondrialis
funkcidzavart jelzett azon megfigyelés, miszerint ndagrénesek agyaban a csokkent
foszfokreatin tartalommal egyiddg¢g magas adenozin-difoszfat (ADP) koncentraciotteké
€s ugyanezen betegek vazizomzataban a fizikaiitgivkoveten cstkkent a foszfokreatin
visszaalakulasa (Montagna et al. 1994/a; Montagnal.e1994/b). Hasonl6 eltéréseket (a
paciensek occipitalis lebenyében csdkkent foszfikrekoncentraciot és ehhez csatlakozo
emelkedett ADP értéket, a m. gastrocnemiusban diziobkifejtést koveben csokkent
foszfokreatin Ujraépilést) figyeltek meg FHM-ben mely generalizalt energiahaztartas
zavart jelzett (Uncini et al. 1995). A migrénes aohsoran mért alacsony cerebralis?tg
koncentracié is a karosodott energia metabolizmugedt (Ramadan et al. 1989). A
migrénesekben kialakult cerebrdlis hiperexcitadulit jeleztek a kilonbdztestnedvekben
mért eltérések is. A nyalban és a vérplazmabaniktdéisan csokkent Mg koncentraciot
tapasztaltak egészségesekhez képest, mely rohamadrbi csokkenést mutatott (Gallai et
al. 1992; Sarchielli et al. 1992). Auras és aurkkiili migrénesek fejfajasrohamaban a CSF-
ban emelkedett glutaminsav (Glu) koncentraciét eké(Martinez et al. 1993). Tovabba a
vérplazmaban és a vérlemezkékben is emelkedettkGhecentraciot észleltek a kontroll
csoportokhoz képest (Ferrari et al. 1990; D’Ande¢al. 1991, Conanzi et al. 1995). Mas
vizsgalatok a plazmaban emelkedett koncentracidal@ttak a glycin (Gly), a cystein és a
homocystein megjelenését (Alam et al. 1998). Aktaddiziologiai és biokémiai vizsgalatok

eredményeltl meggyzve, célunk volt egy Klinikailag kbnnyen elérbed migrénes betegek
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cerebralis hyperexcitabilis allapotat tukédhiomarker meghatarozasa. Célunk eléréséhez a

migrénes betegek nyalanak aminosav elemzését t@tlakz(Rajda et al. 1999).

3.7.2. Anyag és modszer

Vizsgalataink soran auraval jaro és aura nélkigjrémes betegek fejfjjasmentes szakaszaban
gyijtétt nyalmintakban az aminosavak meghatarozasarze¥azisi — magasnyomasu
folyadékkromatografidval (RP-HPLC) tortént, egégesé kontroll csoporthoz viszonyitva.

Részletes leirast lasd az 5.1. fejezetben.

3.7.3. Eredmények

Az aura nélklli migrénes betegek nyalaban a fejfdgntes periédusban a Glu, a szerin (Ser),
a Gly, az arginin (Arg) és a tyrozin (Tyr) konceioja statisztikailag szignifikans modon

novekedett az egészséges kontrollhoz viszony@&veablazat; 54.4bra)

8. tAblazat. A migrénes betegek nyalaban az aminos&oncentracio valtozasa az

intervallum periédusban a kontrollhoz viszonyitva

Aura nélkli migrén Auras migréen Kontroll
Aminosav Aminosav Aminosav
Aminosav koncentracio koncentracio koncentracio
(ug/mL £ S.E.) (ug/mL £ S.E.) (ug/mL £ S.E.)
Glu 9.94+1.76 10.38 + 2.69 5.43+1.07
Ser 7.01 +10.3 7.23.+1.76 472 +0.79
Gly 16.30 + 3.06 14.96 +6.79 7.90+1.44
Arg 24.30 £6.35 26.07 £5.95 12.85 + 2.56
Tyr 1253 +1.64 11.12 +2.35 7.00 +1.02

Az adatokat az atlag és az atlag szorasa (+ stheaiar) megadasaval tinettik fel.

Roviditések: Arg: arginin, Glu: glutaminsav Glyygin, S.E.: standard error, Ser: szerin, Tyr: tymoz
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54. abra. A migrénes betegek nyalaban az aminosawkcentracio valtozasa intervallum
periodusban a kontrollhoz képest (grafikus megjeleités)

A Glu, a Ser, a Gly, az Arg és a Tyr koncentricgigtisztikailag szignifikdnsan emelkedett

(p<0.05) az aura nélkili migrénesek nyalaban (MWa@Apntroll csoporthoz viszonyitva.

A Kruskal-Wallis teszt szignifikdns aminosav koniténido emelkedést igazolt a migrénesek

nyaldban. A paronkénti 6sszehasonlitashoz Dunnnaiéldszert hasznaltunk, amely a Glu, a

Ser, a Gly, az Arg és a Tyr koncentracio szignifikéemelkedését mutatta az aura nélkdli
migrénesek nyalaban, a kontroll csoporthoz képést talaltunk szignifikans kilonbséget az

V4

Roviditések: Arg: arginin, Glu: glutaminsav Glyygin, MWA: auras migrén, MWOA: aura nélkili migrén,
Ser: szerin, Tyr: tyrozin

3.7.4. Medfigyeléseink jelensége

Vizsgélatainkban a migrénes betegek nyalaban arvedtum peridbdusban az excitatoros
aminosavak (EAA) (Glu, Ser, Gly, Arg és Tyr) emealkd koncentracidjat figyeltik meg. A
nyal, mint testfolyadék alkalmas a migrénesek a@tebhiperexcitabilitdsaval kapcsolatos
markerek megfigyelésére.

Vizsgalatainkhoz a testnedvek kozul azért a nyafdasztottuk, mert a betegéktnem
invaziv médon, konnyen nyerléetés a korilmények standardizalhatéak. A nyal ktabi
folyadék, a proteingazdag élelem elfogyasztasa atgposztprandidlis &bzakban is csak
nagyon alacsony koncentraciobeli kilonbségeket eftgk meg az aminosavakkal
kapcsolatban a plazmahoz és a vizelethez viszayitaplalkozas hianyaban nem talaltak
szignifikans kulonbséget a nyalban az aminosav dnécio tekintetében. Szamos adat arra
utalt, hogy a nyal dsszetétele nem kovette a digrmaltozasokat (Brand et al. 1997). A nyal
igen kozeli kapcsolatban van a trigeminalis idegédgsekkel, melyek beidegzik a bucca
mucosajat (n. buccalis, szenzoros ideg) és a nggynirigyet, a parotist (n. mandibularis

secreto-motoros rostjai). A parotis autoném beidsegza nucleus salivatorius inferiorbdl (n.
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glossopharyngeus parasympathicus magcsoportja), anégbmandibularis és sublingualis
nyalmirigyek autondm ellatdsa a SSN-bol (n. fasiaparasympathicus magcsoportja)
szarmazik. Az agytorzsben a trigemindlis izgalomT@C-5l eljuthat a n. facidlis
parasympathicus magcsoportjaba, a SSN-ba. Ezt\amalat nevezzik trigemino-facialis
reflexnek (Goadsby and Lance 1988; Pietrobon andskilwitz 2013). Az agytorzsi
parasympathicus magcsoportok a SPG-ot és a gangtionmot innervaljak, melyek ezt
kovetben a periférias célszervekben valtanak ki parasymqe izgalmi allapotot (miosis,
ptosis, kdnnyezés, orrfolyas, orrdugulas,ckéttya beldveltség), valamint VIP, NO és Ach
felszabadulast a meningealis effereng¢kb5. abra)

DURA /Q EAA
PIA /\\ CGRP
CORTEX @? \ PACAP CORTEX

SP
VIP
NO
Ach

® @ TRIG

SPG
TCC THALAMUS

THIRD-ORDER NEURONE

SSN

SECOND-ORDER NEURONE

55. abra. A trigemino-vascularis rendszer és a pasympathicus rendszer kapcsolata

(hivatkozas: Tajti et al. 2012; Pietrobon and Masip 2013)

Roéviditések: Ach: acetilkolin, CGRP: calcitonin géhrokon peptid, CSD: tovaterjgdkérgi géatlas, EAA:
excitatoros aminosav, PACAP: hipofizis adenilatdazkaktivalé polipeptid, NO: nitrogén-monoxid, SP:
anyag, SPG: ganglion sphenopalatinum, SSN: nuckmals/atorius superior, TCC: trigemino-cervicalis
komplex, TRIG: ganglion trigeminale, VIP: vasoadtitestinalis polipeptid

85



dc_1041 15

A CSD hatasara K hidrogén ion (F), nitrogén-monoxid (NO), arachidonsav (AA) és Glu
szabadul fel, melyek aktivaljdk a meningedlis (dupa) nociceptorokat. Az aktivalt

meningedlis trigemindlis &fmlegvégddésekidl vasoactiv neuropeptidek (CGRP, PACAP,
SP) és EAA-ak szabadulnak fel, melyek neurogémimfhaciot (vasodilatatio, plasma protein
extravasatio) €s a trigeminalis afferensek pedfeszenzitizacidjat valtjak ki (Bolay et al.
2002; Pietrobon and Moskowitz 201(86. abra)

DURA Q EAA
CORTEX % csp \

PACAP CORTEX
SP .

K+

H+

NO

AA

Glu

©— TRIG

TCC THALAMUS

' /

. 0

. /
/

SECOND-ORDER NEURONE THIRD-ORDER NEURONE

56. abra. A trigemino-vascularis rendszer és a toverjedé kérgi gatlas (CSD) kapcsolata

(hivatkozas: Tajti et al. 2012; Pietrobon and Mmsitz 2013)

Roéviditések: AA: arachidonsav, CGRP: calcitonin mgfrokon peptid, CSD: tovaterjgédkérgi gatlas, EAA:
excitatoros aminosav, Glu: glutaminsayv;: Hidrogén ion, K: kalium ion, NO: nitrogén-monoxid, PACAP:
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, SP-anyag, SPG: ganglion sphenopalatinum, SSN: nsicleu
salivatorius superior, TCC: trigemino-cervicalisnkplex, TRIG: ganglion trigeminale

Klinikailag a periférias szenzitizaciot jelzi a méges roham sordn a betegekben kialakulo
intrakranidlis hiperszenzitivitAs és a fejfajas téik jellege. Az intrakranidlis
hiperszenzitivitas kovetkeztébenssiddik fel a paciensek fejfajasa fizikaiokifejtés (pl.
futas, felfelé tortééh IépcdHzeés) vagy akar kohdges soran (Burstein et al. 2Q@rstein et

al. 2002; Olesen et al. 2009Y.migrénes roham soran a fejfajas luktgtllegét az adja, hogy

a szenzitizalodott meningealis nociceptorok tulkendéyé valtak az artérias pulzacio keltette
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és a CSF altal tovabbitott ritmusosan hullamzdkrtanialis nyomasvaltozasra (Burstein et
al. 2000/b; Burstein et al. 2002; Olesen et al.9200

A centrdlis szenzitizacié |étrejotte a TCC-ben a sotagos atkapcsolé neuronok
kozremikodésével zajlik. A folyamatban a CGRP és - felezieetien - a PACAP mellett
elsssorban a CGRP Aaltal facilitalt Glu-nak van szer@gesslinger et al. 2011; Messlinger et
al. 2012). Vizsgalataink alapjan a migrénesek rbgiaéészlelt EAA koncentracio emelkedés
— kulénésen a Glu — biomarkere lehet a migrénegded&t cerebréalis hiperexcitabilitas

allapotanak.

3.8. Az eikozanoid szintézis vizsgalata fajdalommentesiquusban 1é¥ migrénes 1wk
vérlemezkéiben

3.8.1. Hattér

A migrén pathomechanizmusanak tanulmanyozasa detarerilt a thrombocytak
morfoldgiai és nikodésbeli valtozasanak, valamint genetikai eltérékéoroki szerepe (D’
Andrea et al. 1995; Crassard et al. 2001; Hershewl.e 2004). A thrombocytakat a
szerotonerg neuronok modelljének tartjak, magaosz@n tartalmuk, valamint biokémiai és
metabolikus folyamataik hasonl6saga miatt (Da Peddd. 1988; Malmgren and Hasselmark
1988). A migrénes betegek fajdalommentes periddusédikozott spontan szerotonin-, ADP-
és adrenalin indukalta thrombocyta aggregéaciot eligk meg (Kovacs et al. 1990;
Appenzeller 1991; Puig-Parellada et al. 1993). Alemezkék & arachidonsav (AA)
metabolitjanak, a thromboxannak emelkedett plazmatjét is kimutattdk az intervallum
periddusban levmigréneseknél (Kitano et al. 1994).

Az eikozanoidok az AA metabolitok 6sszefoglald netevérlemezkék rikodését szamos
eikozanoid, még a sajat maguk altal termelt is &epeaokrin modon szabalyozni (Parantainen
and Vapaatalo 1988; Puig-Parellada et al. 1993mebran foszfolipidekdd foszfolipaz
hatasara felszabadul6 AA harofh Gtvonalon, a cyclooxygenaz (CO) (Smith et al. 7996
lipoxygenaz (LO) ((Ford-Hutchinson et al. 1994;g@e et al. 1997) és a cytochrom P-450
monooxygenaz (Capdevila et al. 1995; Capdevild &080) hatasara metabolizalodik.

A cyclooxygenaz ut termékei a prostaglandinok (RGPGE, PGD), a prostacyclin (PG)

és a thromboxan A(TxA,) (Cignard and Vargaftig 1988; Lipton et al. 1988)lipoxygenéz

at az 5-, 12-, 15-hydroperoxy-eikozatetraénsavak (&-, 15-HPETE), a hydroxy-
eikozatetraénsavak (HETE), a leukotriének (LTBTC4 LTDs LTEs), és a lipoxinok
keletkezéséhez vezet. A cytochrom P-450 monooxygénatermékei a 20-HETE és az

epoxyeikozatriénsavak (5-, 6-EET).
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Az eikozanoidok vazoaktiv és vérlemezke aktivacligfolyasolé hatassal egyarant
rendelkeznek. A cyclooxygenaz termékek kozil a,PBGD;,, PGE direkt, mig a 12-HHT
indirekt médon (az endothelidlis P&zintézis fokozasaval) fejt ki értagitdé és thrompa
aggregaciot gatlo hatast (Sadowitz et al. 1987TxA, és a PG}, viszont vasoconstrictor €s
vérlemezke aggregaciot fokozo lipid mediator. Aokpgenaz uton kégzé metabolitok
kozul a HPETE és a HETE thrombocyta aggregaci@datbene et al. 1986; Aharony et al.
1982; Lagarde et al. 2010). A 12-, 15-HPETE/HETE |eakotrienek és a 20-HETE
vasoconstrikciét, mig a lipoxinok és az 5-,6-EETadilataciot idéznek &l(57. abra)

MEMBRAN PHOSPHOLIPOIDOK

Phospholipase A,

ARACHIDONSAYV

cyc.'ooxygendzi lipoxygenaz i cytochrom P450¢

Cyclooxygenaz Lipoxygenaz Monooxygenaz
metabolitok metabolitok metabolitok

Vasoconstrictorok Vasoconstrictorok Vasoconstrictor
Thr aggregatorok 5-, 12-, 15-HPETE/HETE 20-HETE

TXA,, PGF,,
Vasodilatatorok Vasodilatatorok Vasodilatatorok
Thr aggregacioét gatlok Thr aggregaciot gatlok EET-k

direkt PGI,, PGE,, PGD, lipoxinok

indirekt HHT

57. abra. Arachidonsav kaszkad

Az eikozanoidok migrénben betdltdtt szerepére atalazon vizsgalatok is, melyek soran
migrénes betegeknek adott vasodilatator prostaglamdfuzié rohamot provokalt, amit
NSAID elokezelés kivédett (Vapaatalo 1994).

Célunk volt az interictélis peribdusban demigrénes betegek vérlemezkéinek eikozanoid
szintézisének vizsgalata (Mezei et al. 2000).
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3.8.2. Anyag és modszer

Intervallum periédusban lévmigrénes ibetegek vérlemezkéi altal f€ arachidonsavbdl
szintetizalt eikozanoidokat tulnyomasos vékonyrétegpmatografiaval szeparaltuk, és
mennyiséguket folyadék szcintillacios modszerrdbiaztuk meg. Részletes leirast lasd az

5.1. fejezetben.

3.8.3. Eredmények

Fajdalommentes periddusban demigrénes 6k vérlemezkéi altal szintetizalt eicosaidjainak
0sszmennyisége (az AA-kaszkad lipoxygenaz és cyglpenaz uton keépiott termékeinek
0sszege) 14 %-kal kevesebb volt, mint az egészségkénteseké, de e kllénbség
statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak (F38X) (9. tabldzat) Hasonlé mérték
megkozelibleg 18 %-o0s csokkenés volt megfigyethat migrénes paciensek vérlemezkéinek
lipoxygenaz produktumainak 6sszmennyiségében (B6D,@ kontrollhoz képest, mig a
cyclooxygenaz uaton képdott metabolitok 6sszmennyisége nem kilonbdzott & k
csoportban.

9. tablazat. Arachidonsav (AA) metabolitok képadése migrénes és egeszséges egyének

vérlemezkéiben

Termék Egészséges egyének Migrénesek
(DPM + S.E.) (DPM + S.E.)
Total (DPM) 118659+6588 100032+6389
LO (DPM) 8892745782 7290645312
CO (DPM) 2973142708 2712541772

Az eredmeények az atlagokat, és az atlagok szgf@datstandard error) mutatjak. (n=10)

Az értékek az TCarachidonsavbél cyclooxygendz (CO), illetve lipgegaz (LO) Gton
keletkezett radioaktiv termékeinek az 6sszmenngisguitatiak DPM-ben (CO = PGF+
PGE, + PGD + 6-keto-PGFd/PGL stabil metabolitia + 12-HHT + TxBIxA, stabil
metabolitja; LO = 12-HPETE+12-HETE). Total = a CO® EO uton képé&dott termékek
0sszege. Statisztikailag szignifikans kilénbséget Bszleltiink (P>0,05). DPM a percenkénti
bomlast mutatja.

Roviditések: CO: cyclooxigendz, DPM: bomlas percpkO: lipoxygenéz, S.E.: standard error

Az antiaggregaciés és vasodilatacios hatassal hemdecyclooxygenaz termeékek kozil a
PGD, és a prostacyclin (Pglmelynek stabil metabolitia a 6-keto-PfgFszignifikansan
kisebb mennyiségben szintetizalodott a migrénelsekrtbocytaiban (87% és 77%), mint az

egészségesekben. Migrénesk thrombocytaiban a 12-HHT (ami endogén stimulatara
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endothelialis PGl szintézisnek) kégmlése a kontroll csoport 65 %-ra csokkent. A TxB
szintézise (ami a TxA stabil metabolita) a migrénes és egészséges tedain

vérlemezkéiben nem kilonb6zott szignifikanghd. tablazat)

10. tdbldzat. A migrénesek és az egészséges egyéyelooxygenaz uton képadott

termékei a vérlemezkékben

Termék Egészséges egyének Migrénesek

(DPM + S.E.) (DPM + S.E.)

6-keto-PGl, (DPM) 1407465 1082+67**

PGk (DPM) 1635145 1446+122

PGE (DPM) 1965+170 1606+187
TxB; (DPM) 16483+2512 16925+1520

PGD;, (DPM) 3140+107 2733+153*
12-HHT (DPM) 5100303 3331+292***

Az eredmények az atlagokat, és az atlagok szof@datstandard error) prezentaljak. (n=10)
Az értékek az ZT4Carachidonsavbél cyclooxygenaz (CO) uUton keletkerettabolitok
radioaktivitasat mutatjak DPM-ben. DPM a percenikkomlast mutatja.

PGk prosztaglandin ; PGE: prosztaglandin PGEPGD,: prostaglandin B
6-keto-PGh,: PGk stabil metabolitja; 12-HHT: 12-hydroxyheptadecatsav; TxB/ stabil
metabolitia a TxA-nek: thromboxan B Statisztikai szignifikancia: *P<0,05; **P<0,01;
***pP<(,001.

Roviditések: DPM: bomlas per perc, PSprosztaglandin B PGE: prosztaglandin g 6-keto-PGI,: 6-keto-
prosztaglandin f; (a prostacyclin stabil metabolitja), P&F prosztaglandin f, 12-HHT: 12-hydroxy-
heptadecatriénsav, S.E.: standard error,, T#Bomboxan B

3.8.4. Megfigyeléseink jelensége

Vizsgalatainkban kulénbséget talaltunk a fajdalomtes periodusban |év migrénes
nébetegek és az egészséges dnkéntes kontrollok meml&t thrombocytainak eikozanoid
szintézise kozott. A migrénes betegek vérlemezkéikisebb mennyisdg thrombocyta
aggregaciogatlo cyclooxygenaz termék (RGOPGh, 12-HHT) keletkezett, a TxA
mennyisége viszont nem mutatott jeteneltérést. A thrombocytak szerepének értékelése a
migrén pathomechanizmusdban évtizedek Ota a tudmswaslrtekezések targyat képezi
(Hanington et al. 1981). Szamos vizsgalat fokozéttemezke aktivaciét és aggregabilitast
mutatott ki a rohamban és a fajdalommentes szakaszfpyarant (Tietjien and Khubchandani
2015). Klinikai vizsgalatok szerint a trhombocytaktigald faktor megndvekedett
koncentraciéban volt jelen az aura nélkili migrékbgn rohamban a véna jugularis

externdbdl nyert vérben (Sarchielli et al. 2004)z Asszecsapzodott thrombocytak
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inflammaciot, corticalis ischaemiat, ennek kdvetkben CSD-ot generalhatnak (Tietjen and
Khubchandani 2009; Tietjen and Khubchandani 20A5LSD és a migrénes aura kozotti
Osszefliggés igen kifejezett (Pietrobon and Moskowi2013). Ezért kilondsen
figyelemreméltd az a tanulmany, amely azt jeleZtegy az aspirin, mint migrén
profilaktikum - el$sorban az auraval jar6 migrénben - hatékony, szerakzeaura nelkuili
migrénnel (Savi et al. 2013). Ugyanakkor igazoltabgy a migrénesek (nagyresskn88%)
kozott 24%-ban (thrombocytakkal kapcsolatos) aspekisztencia volt jelen, 6sszehasonlitva
a kontroll csoporttal (Jesurum et al. 2012). Erdeke=gfigyelés az, hogy szamos, migrénes
rohamot provokal6 tényéz mint az dsztrogén, a katekolaminok, egyes ététekididitalok
tartosito és izeditanyagai (glutamat - izfokozo, tyramin - tartosiyeg) egyben ételjesen
fokozzak a thrombocytak aggregabilitdsat (Borgdarfl Tangelder 2012). A thrombocytak
aggregacioja és aktivacidja alapvdblyamat az artérias thrombogenezisben az ischéemi
stroke létrejottében (Marquardt et al. 2002; Rugge02; Htun et al. 2006; Schmalbach et al.
2015). Epidemioldgiai vizsgalatok azt mutattak, y\ag migrén 6nallé rizikétényépe az
ischaemias stroke-nak, étorban a 45 eévnél fiatalabbékben, magas frekvenciaval
megjele® auraval jaré migrén esetén (Kurth et al. 2009;aBig al. 2010). Tovabb noéveli a
stroke esélyét, ha a migrénas dohanyzik és hormondlis fogamzasgétlot alkalmahysks

et al. 2009). Egy atfog6 kohort vizsgalat soran &3migrénest €és 76936 migrénben nem
szenved egyént kovettek 33-35 honapon at. Eredmeényként tapasztaltdk, hogy a
migrénesek kdzott 2.5-szer nagyobb volt a rizikkgaschaemias strokesébrdulasdnak mint

a nem migrénes csoportban (Hall et al. 2004; Huaraiod Barrett 2015). Adataink a migrénes
betegek thrombocytainak megvaltozott eikozanoidtézisére, a megnévekedett thrombocyta
aggregabilitasra utaltak, melyek felvetik a vérlekee- CSD és a migrén - ischaemias stroke

koz6tti szoros kapcsolat lelésegét.

3.9. Az aura nélklli migrénes betegek térbeli kontragzékenysége
3.9.1. Hattér

A 1até rendszer eltérései gyakoriak migrénben. Kagin az auraval jaré formaban gyakran
alakul ki homéalyos latas, homonim hemianopsia, @oet vagy fotofobia (Chronicle and
Mulleners 1996, Schoenen 1998). Ezen eltérések jalzvizudlis retino-corticalis rendszer
szerepét a migrén pathomechanizmuséaban. Megvédsrokérdés volt azonban, hogy a
parvo - és magnocellularis palyarendszer egyutgy elkulondlt funkciézavararél van-e sz6
(Coleston et al. 1994, Khalil 1991). Altalanosafoghdott, hogy a parvocellularis rendszer

elsssorban a magas térbeli frekvenciak (SF) és alacsifheli frekvenciak (TF), mig a
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magnocellularis palyak az alacsony SF és magasfbFmaciokat tovabbitjak (Shapley 1982,
Merigan and Maunsell 1993). Ismert vizsgalo modsescotopias teszt, mellyel emberben a
magnocellularis palyarendszernikddését lehet megitélni (Lee et al. 1997, Schedtiral.
1999). Ezen tények és kérdések ismeretében elltaikrohogy megvizsgaljuk és
0sszehasonlitjuk az aura nélkdli migrénes betegekhefotopias és scotopias térbeli
kontrasztérzekenységi funkcidkat. Azon célbdl, hogyeljik vizsgalataink érzékenységét,
mind a statikus, mind a dinamikus kontrasztérzégégiyfunkciokat megvizsgaltuk (Benedek
et al. 2002).

3.9.2. Anyag és moOdszer

Monocularis statikus és dinamikus kontrasztérzékéggt kilenc térbeli frekvencian
hatéroztuk meg komputeres vizsgalat segitségéeskzIBtes leirast lasd az 5.4. fejezetben.

3.9.3. Eredmények

Vizsgélataink eredményei szerint az aura nélkilgrémes betegekben, a rohammentes
idészakban a kontrollhoz képest statisztikailag shiggmisan csokkent a térbeli
kontrasztérzekenysg®8. abra) A csokkenés legételjesebben az alacsony SF esetén volt
megfigyelhed, kilonésen scotopias korilmények kozotti méréseketém. A
kontrasztérzékenységben szignifikdns kilonbsédattuak fotopids statikus kortlmények
esetén a diagnozist (F[3,40]=25.01, P<0.001), kvémeciat (F[8,320]=138.1, P<0.001) és az
interakciokat tekintve (F[24,320]=10.4, P<0.0q%58. abra a) Szintén szignifikans eltérés
mutatkozott a kontrasztérzékenység vonatkozasabtipids dinamikus felallas soran a
diagnézist (F[3,42]=8.85, P<0.001), a frekvenci&t[8(336]=102.7, P<0.001) és az
interakciokat (F[24,336]=6.84, P<0.001) tekint(®8. abra b) A ,post hoc” 6sszevetés
szignifikans kulonbséget adott a migrénes és ar@bbd@rtekek kozott mindkét szemben az 6t
legmagasabb SF esetében fotopias statikus szih#cks a harom legalacsonyabb frekvencia
savban dinamikus feltételek soran. Az ANOVA anal&apjan statikus kontrasztérzékenység
scotopias feltételek esetén szignifikans kulonbiségetatott a diagnozist (F[1,23]=87.2,
P<0.001), a frekvenciat (F[8,184]=149.3, P<0.00%) a&& interakciokat (F[8,184]=20.2,
P<0.001) figyelembevéve(58. abra c¢) Végul szignifikans eltérést talaltunk a
kontrasztérzékenységben scotopias kérilményekreaetéagnozist (F[1,23]=92.3, P<0.001)
a frekvenciat (F[8,184]=16.04, P<0.001) és az akeiokat (F[8,184]=45.6, P<0.001)
tekintve (58. abra d) A ,post hoc” analizis szerint a dianmikus sco&spi
kontrasztérzékenység értékei szignifikansan kilédtgkda kontroll személyek és a paciensek
kozott az Ot legalacsonyabb SF esetében. Ezzehntélen a statikus scotopias

kontrasztérzékenység értékei statisztikailag stikgmsan kulonboztek az 6sszes SF-ben. Az

92



dc_1041 15

interocularis  kontrasztérzékenység értékeit, f@®pikorialmények kozott
Az ANOVanalizis a

kontrasztérzékenység értékeiben szignifikans ki#égbet mutatott a diagnozis (F[1,20]=21.0,

a negy

legalacsonyabb  frekvenciasavban szamoltuk. statikus

P<0.001) vonatkozdsaban, de nem talalt szignifiédneem a frekvenciat, sem az
interakciokat tekintve. Dinamikus feltételek esetekontrasztérzékenysegben szignifikancia
mutatkozott a diagnézis (F[1,21]=9.37, P<0.001)aéfrekvencia (F[3,63]=3.2, P<0.005)

esetében, mig nem volt szignifikans killonbség terakciokat tekintve.
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58. abra (a, b, c, d). Térbeli kntrasztérzekenysédunkciok az aura nélkuli
migrénesekben és a kontroll egyénekben

FotOpias kontrasztérzékenyseg - statikus stimul@io

FotOpias kontrasztérzékenyég - dinamikus modszer (b

Kontroll személyek: nyitott (Ures) szimbdélumok kg, Migrénesek: kitdltétt szimbdélumok (a,
b). m, 0: legérzékenyebb szemh , A: legkevésbé érzékeny szem (a, b).

Scotopias kontrasztérzékenység - statikus stimul@gi

Scotopias kontrasztérzékenyseég - dinamikus méddxer

Kontroll személyekpo (c, d), migrénesela (c, d).

* és ** jeloli a szignifikans kilonbséget a kontak megfeleb szemeihez képest a 0.005 és a
0.001 valészitiségi szinteken.

t és 1 jeldlik a szignifikansan interocularis kasitérzékenység kilénbséget a 0.05 és a
0.001 valészitiségi szinteken. Az értékek az atlag + S.E.M. letbalgadva.
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3.9.4. Medgfigyeléseink jelenésége

* Eredményeink szerint az aura nélkili migrénes leddegn a térbeli kontrasztérzékenység
statisztikailag szignifikansan kilonbdzott a kohltr@gészséges egyénekhez képest.
Kilondsen szembéné volt az eltérés az alacsony SF esetében, mely gnawsallularis
palyarendszer zavarara utalt. Megfigyeléseink taatjalg azon feltételezéseket, miszerint az
aura nélkali migrénesekben a parallel vizudlis @d@pdszerek aszimmetrikus
miikodészavara alakul ki. Hasonl6 eltérégklszamoltak be auraval jar6 migrénesekben
(McKendrick et al. 2001, Khalil 1991).

Scotopias korulmények kozétt a kontraszt szentdsvi folyamataban a retinaban a
magnocellularis sejtek (Kaplan and Shapley 1986)Yosesolateralis nucleus geniculatus
(Derrington and Lennie 1984, Hicks et al. 1983petC réteg sejtjei vesznek részt (Hawken
and Parker 1984) humanban (van Meeteren and Vd&).197

Klinikailag elfogadott, hogy a magnocellularis remdr sérulését kouven karosodik a
scotopias latas folyamata (Drum et al. 1986, Wiotf Arden 1996).

Méréseink alapjan a kontrasztérzékenyseg csokkeasira nélkili migrénes betegekben
elsbsorban scotopias korilmények kozott alakult ki, ynel magnocellularis rendszer

funkcionalis karosodasara utalt.

3.10. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (RBAP) centralis és periférias
immunreaktivitas valtozasa a trigemino-vasculariendszer kémiai és elektromos
ingerlése soran patkanyban

3.10.1.Hattér

A trigemino-vascularis rendszer vizsgalata soramdmu autopszias mintakban kimutattuk a
PACAP jelenlétét. Felhivtuk a figyelmet arra, hagyRIG-ban a PACAP a neuronok 20%-
aban megtalalhato (Tajti et al. 1999/a). Lattuk hagy a TRIG-ban a nociceptin-ir idegsejtek
68%-a PACAP ko-lokalizaciot adott (Ho et al. 2008).TNC-ban és a gerincu#l C;-C,
magassagban toértént megfigyeléseink szerint PACGA&egrostok voltak jelen (Uddman et
al. 2002). A specifikus agytérzsi magcsoportok @rén generator-modulator”) kézul a LC-
ban PACAP-ir neuronokat, mig a PAG-ban PACAP-igidstokat figyeltink meg (Tajti et
al. 2001). Mas kutatécsoport is kimutatta humanbahC-ban és a PAG-ban a PACAP
kifejezodését (Palkovits et al. 1995). Ezenfelil a humaG-8Bn a neuronok 60%-a adott
PACAP-ir-t (Uddman et al. 1999/a), mig a SGC-ekP&C, és VPAG, az idegrostokban
VPAC; és VPAG receptorokat mutattunk ki (Csati et al. 2012/azert adataink mar
felvetették a PACAP és a trigemino-vascularis readegymasra hatasanak a lékégeét.
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Schytz és munkatarsai 2009-ben wit&linikai vizsgalatot hajtottak végre a PACAP-38 iv
adasaval migrénes betegek részére (Schytz et @).28 PACAP iv. bevitelét kovéen az
egészséges egyénekben szokvanyos fejfajas alakulmig az aura nélkili migrénes
betegekben késleltetett (atlagosan 6 o6raval a PAGARdasat kdvéen) migrén-széir
fejfajasronam jott létre (Schytz et al. 2009). Aefeség pontos hatterét azonban ez a
tanulmany nem téarta fel. Ugyanakkor ismert voltnsadkra Zagami és munkacsoportjanak
preklinikai megfigyelése, miszerint macskaban a $8@rlését kbvéen a cranialis vénas
kidramlasban megnovekedett a PACAP koncentracidgdmi et al. 1995). Ezért célul
tiztik ki a trigemino-vascularis rendszer aktivaci@aran a PACAP megjelenésének

részletes elemzését (Tuka et al. 2012).

3.10.2.Anyag és modszer

Patkanyban a trigemino-vascularis rendszer akiydicikémiai Gton (intraperitonealis-ip.
NTG adasa) és elektromos ingerléssel (TRIG ingetlédiz, 1mA, 30 perc) hoztuk létre. Ezt
kovetben meghataroztuk a PACAP-27-ir-t és a PACAP-38ar-tids fliggvényében a CSF-
ban, a vénas vérplazmaban, a TRIG-ban, a TNC-bae fé nyaki (G-C,) gerincvebi
szegmentumokban RIA és tdmegspektrometria (MS)tssaggvel. Részletes leirast lasd az

5.5. fejezetben.

3.10.3.Eredmények

A kémiai stimulust (NTG alkalmazasa) koden (90 és 180 perc) a TNC-ban a PACAP-27-ir
és a PACAP-38-ir statisztikailag szignifikans maoddativekedett(59. abra) A Cs-C,
gerincvebi régidban és a TRIG-ban nem volt valtozas. A \axpiaban a PACAP-38-ir nem
mutatott jelenis valtozast.

Az elektromos TRIG ingerlést kovien (180 perc) a TNC-ban a PACAP-27-ir és a PACAP-
38-ir statisztikailag szignifikAnsan emelked@®. abra) A vérplazmaban a PACAP-38-ir a
stimulaciot kéveten (90 és 180 perc) emelkedést mutai@it dbra) A Cs-C, gerincvebi
régioban és a TRIG-ban nem volt valtozas. A CSF&RACAP egyik formajat sem tudtuk

detektalni.
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59. abra. Kémiai ingerlést koveben a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid27/38-
immunreaktivitas (PACAP-27/38-ir) a caudalis trigemnalis magcsoportban (TNC)

patkanyban

A PACAP-27/38-ir a TNC-ban NTG (10 mg/kg ip.) adakéavethen 90 és 180 perc mulva
RIA meghatarozassal. Kontrollként nem stimulaltgkt) allat szolgalt. Mindegyik oszlopon
az n=11-28 Aallat eredményeit, atlag + S.E.M. foramaldbrazoltuk. Az adatokat egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukeysost-hoc teszttel elemeztik. A szignifikancia

szintet p<0.05 esetében allapitottuk meg. *p<0*®P<0.001 vs. intakt kontroll.

Roviditések: Ll=ir: immunreaktivitas, min: perc, BT nitroglycerin, PACAP-27/38: hipofizis adenildkléz
aktivalé polipeptid-27/38, RIA: radioimmunoassay,E®/.: standard error of the mean, TNC: caudalis
trigeminalis magcsoport, vs.: versus
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60. abra. A ganglion trigeminale (TRIG) elektromosingerlését kbveben a hipofizis
adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid-27/38-immunreaktivitas (PACAP-27/38-ir) a caudalis

trigeminalis magcsoportban (TNC) patkanyban

A TRIG elektromos ingerlését koven (90 és 180 perc) a PACAP-27/38-ir a TNC-ban RIA
meghatarozassal. Kontrollként nem stimulalt (intaks alstimuléalt (sham) csoportot
hasznaltunk. Mindegyik oszlopon az n=11-20 alladerényeit, atlag + S.E.M. formaban
abrazoltuk. Az adatokat egyutas varianciaanalizigddOVA) és Tukey’'spost-hocteszttel

elemeztik, **p<0.01 vs. intakt kontroll.

Roviditések: Ll=ir: immunreaktivitds, min: perc, BAP-27/38: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé padiptid-
27/38, RIA: radioimmunoassay, S.E.M.: standard reofothe mean, TNC: caudalis trigeminalis magcsgpor
TRIG: ganglion trigeminaleys.: versus
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61. abra. A ganglion trigeminale (TRIG) elektromosngerlését kdveben patkanyban a
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid-38-immunreaktivitas (PACAP-38-ir) a

plazmaban

A PACAP-38-ir RIA-vel lett meghatarozva 30, 90 é&01perc mulva a TRIG elektromos
ingerlését koveéien a plazmaban, patkanyban. Kontrollként a nemratgéintakt) és az
alingerelt (sham) csoport szolgalt. Mindegyik opzo az n=11-20 allat eredményeit, atlag +
S.E.M. formaban abrazoltuk. Az adatokat egyutagamaraanalizissel (ANOVA) és Tukey's
post-hocteszttel elemeztiik, *p<0.05, ***p<0.001 vs. intdkdntroll; *p<0.05 vs. alingerelt

csoport, 30, 90 és 180 percet figyelembe véve.
Roviditések: Ll=ir: immunreaktivitds, min: perc, BAP-38: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipapB8,
RIA: radioimmunoassay, S.E.M.: standard error efrtiean, TRIG: ganglion trigeminales.: versus

3.10.4.Megfigyeléseink jelensége

» Elsdként szamoltunk be arrol, hogy a trigemino-vasasil@ndszer kisérletesen
létrehozott aktivaciéja soran a PACAP-27/38 koncanbja a TNC-ban specifikusan
emelkedett az itl fUggvényében. A Schytz-féle munkacsoport koppeahéagedményeinek
lényegét, azaz a migrénes betegekben a PACAP tasditakdvaten késleltetetten kialakult
aura nélkali migrénes roham magyarazatat adtajtalu@dk a trigemino-vascularis rendszer
aktivacidja soran a TNC-ban tapasztalt PACAP kotréeid novekedées. Eredményeink a
PACAP altal a TNC-ban kivaltott centralis szenAtidra és a nociceptiv transzmisszio
folyamatdnak a befolyasolasara utaltak, melyek koltdk a késleltetett fejfajas
kialakulasanak a hatterét. Kiterjesztett munkaceop& (Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Farmakoldgiai és Farmakoterdpigzet, Prof. Dr. Helyes Zsuzsanna
laboratériuma) megfigyelése szerint az ip. adottCRR-38 eé6teljes photophobiat,
meningedlis vazodilataciot és a TNC-ban az atkdpcsw@sodrendl neuronok aktivitasat

jelzé c-fos-ir sejtek szamanak novekedését észleltikadtipusu, de nem a PACAP-
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génhianyos egerekben (Markovics et al. 2012). EEredményeink is igazoltak a PACAP-
nek a TNC-ra és a meningeélis vasculaturara kifdjsasat.

* A TRIG elektromos ingerlését koven tapasztaltuk a PACAP-38 koncentracio
novekedését a vérplazmaban. Ez arra utalt, hogygamntino-vascularis rendszer izgalma
soran a TRIG pseudounipolaris neuronjainak min¢@étiférias és centralis) &grendszerén at
PACAP kidramlas tortént. Adatainkat kébi klinikai vizsgalatok is igazoltak. Migrénes
betegek spontan fejfajasronamaban emelkedett PABBABlazma koncentraciot meértink
(Tuka et al. 2013). Mas kutatdcsoport pedig igazaltkiaramlé PACAP koncentracio és a

fejfajas intenzitasa kozotti 6sszefliggést (Zagaral.e2014).

3.11. A migrénes betegek vérplazmajdban a hipofizis atriiklaz aktivald polipeptid-
38-immunreaktivitas (PACAP-38-ir) valtozdsa a miges rohamban és a
fejfdjasmentes idszakban

3.11.1.Hattér

Az a tény, hogy a migrénes paciensekbe iv. adotCAA38 késleltetett aura nélkdli
migrénes rohamot provokalt, éeljesen felvetette a PACAP-38 szerepét a migrén
korfolyamataban (Schytz et al. 2009). Tovabba latiwsiumunk és méas kutatdécsoportok altal
tett preklinikai megfigyelések szerint a trigemivascularis rendszer kémiai vagy elektromos
stimulaciéjat koveten a vénas plazmaban és a TNC-ban megndvekedeRCARR38
koncentraciéja, mely jelezte a trigemino-vascularendszer és a PACAP-38 kozétti
funkcionais kapcsolatot (Zagami et al. 1995; Tukaale 2012). Nem alltak rendelkezésre
azonban olyan klinikai adatok, melyek az endogéiCRR szintet kdvették volna nyomon a
migrénes betegekben, spontan jelentkezigrénes roham soran, illetve a fejfajasmentes
idészakban. Ezért célultiztik ki a migrénes betegekben a PACAP-38 koncedtrac
meghatarozaséat a vérplazmaban iktalisan és irdésah, részben ,0nkontrollos”, részben

egészséges egyének kontroll csoportjahoz viszanyituka et al. 2013).

3.11.2.Anyag €s modszer

Vizsgalataink soran PACAP-38-ir-t és CGRP-ir-t midkk migrénes betegek vérplazma
mintaiban spontan migrénes rohamban és fejfdjagmeibszakban ,6nkontroll” soran,

illetve egészséges kontroll egyénekhez hasonliMagfigyeltik a betegség Kklinikai

paramétereinek és a plazma PACAP-38, valamint CG&Rcentracio valtozasainak
0sszefliggéseit. Munkank soran RIA modszert alkainméz Részletes leirast lasd az 5.6.

fejezetben.
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3.11.3.Eredmények

SzignifikAnsan alacsonyabb plazma PACAP-38 konéeiitt mértink migrénesek
fejfajasmentes periodusaban az egészséges korgapbrthoz viszonyitva, mely jelésen
megemelkedett a migrénes roham ide{(6@. abra) A migrénes betegek ,6nkontrollos”
vizsgélata soran statisztikailag szignifikansan asapb plazma PACAP-38-ir-t és CGRP-ir-t
detektaltunk spontdn migrénes rohamban az intéiskpeeriodushoz képeg63. abra) Az
alacsonyabb interiktalis plazma PACAP-38-ir negakierrelaciot mutatott a betegség

fenndllasanak az édartamaval64. abra)

{a) 40+ = b} 407 =
E =
: £
45 304 & 304
e ]
= 3
-1 a
g g
5 2, i
5 4 5
= = L
a a

10 L]

Healily conlral Migraineurs Mgraineurs Migraineurs
subpacis Entarictal Invti it hetal

62. 4bra (a, b). A hipofizis adenilat-ciklaz aktivé polipeptid-38-immunreaktivitas
(PACAP-38-ir) valtozasa a migrénesek interiktalis ¢ iktalis periddusabdl szarmazo

palzmamintakban, az egészséges alanyokkal 6sszehdiea

Az oszlopok jelzik a PACAP-38-ir-t (fmol/ml, RIA)aflag = S.D., minimum és maximum
ertékek) az egészséges kontrollok csoportjabanO)néd4 a migrénesek interiktalis (n=80)
periddusdban. SzignifikAnsan csokkent PACAP-38ait megfigyelhet a kontroll vs. az
interiktalis migrénes csoport kozott. (Student-fgp@ratlan t-teszt, p<0.011) (a). Az
onkontrollos 21 beteg adatait a @Rran tuntettik fel, ezek kivételével az interilstdh=59)
vs. az iktalis (n=28) csoportok dsszehasonlitéspja@h szignifikansan magasabb PACAP-38-
ir-t lehetett megfigyelni a spontan migrénes rohaardn. (Student-féle paratlan t-teszt,
p<0.009) (b).

Roviditések: Ll=ir: immunreaktivitas, PACAP-38: bifzis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid-38, S:D.
standard deviacid, RIA: radioimmunoassay, vs.:W&rs
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63. abra (a, b). A hipofizis adenilat-ciklaz aktivé polipeptid-38 (PACAP-38) és a
calcitonin génnel-rokon peptid (CGRP) koncentraciéka migrénes rohamok idején
(iktalis fazis) a rohammentes (interiktalis) peridédishoz képest, az ,6nkontrollos”

betegek plazmamintaiban

A pontok (¢) jelzik a betegek egyéni adatait (n=232ignifikansan jelentkézkilonbséget
lehetett megfigyelni az interiktalis és az iktdlézis kozott a PACAP-38-ir (fmol/ml, RIA)
tekintetében (Student-féle paros t-teszt, p<0.@a@L) A CGRP-ir (fmol/ml, RIA) vizsgalata
soran szignifikansan jelentk&kilonbséget lehetett detektalni az interiktéli@gsktalis fazis

kozott (Wilcoxon-teszt, p<0.035) (b).
Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon peptitsir: immunreaktivitas, PACAP-38: hipofizis adedui
ciklaz aktivalo polipeptid-38, RIA: radioimmunoagsa
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64. bra. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polpeptid-38 (PACAP-38) interiktalisan

meért plazma koncentracioja és a migrén fennallasanaid étartama kdzotti kapcsolat

A migrénes betegekben az iktalis plazma PACAP-3@dmol/ml, RIA) kapcsolatban van a
migrén fennallasanak azdthrtamaval (n=87). Az interiktalis PACAP-38-ir emymegativ

korrelaciot mutatott a betegség fennéllasanak @arthmaval (p<0.044). R=0.231.
Roviditések: Ll=ir: immunreaktivitds, PACAP-38: bifzis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid-38, RIA:
radioimmunoassay.

3.11.4.Medfigyeléseink jelenésége

» Elsdként szolgaltattunk adatokat és tartunk fel 6sgygpfét a migrénes betegek
vérplazmgjaban kialakult PACAP-38 koncentracio a&dls és a migrén fazisai (iktdlis,
interiktalis) kozott. A spontan migrénes fejfdjdsmm sordan a betegek vérplazméjaban
megnovekedett PACAP-38 koncentraciot tapasztaltunKizsgalatainkat koévéen
eredményeinket mas munkacsoport is mégjette, &t jelezték, hogy a fejfajas intenzitasa
0sszefligg a PACAP-38 koncentracidjaval (Zagamile@l14). Preklinikai vizsgélataink
felvetése szerint a cranidlis vénas elfolyasban ninegkedett PACAP koncentracio a
trigemino-vascularis rendszétbannak izgalmi allapotabol és a cranio-cervicghsglionok
(TRIG, SPG) egymasra hatasabdl eredt (Tajti e1309/a; Uddman et al. 1999/a; Tajti et al.
2001; Uddman et al. 2002; Hou et al. 2003; Csé&il.e2012/a; Markovics et al. 2012, Tuka et
al. 2012; Edvinsson 2013; Vécsei et al. 2014/btiTetj al. 2015/a; Tajti et al. 2015/b).
Tekintve a molekula nagy tomegét, valésigithet, hogy a trigemino-vascularis rendszer
periféerias agan at jut a PACAP a keringésbe (Edans2013; Grande et al. 2013). A
rendelkezéstinkre allo6 human adatok szerint, migréobam soran a PACAP-38, mind
periférias vascularis, mind centralis neurondligibsal rendelkezik (Amin et al. 2012; Syed et
al. 2012; Tajti et al. 2015/b). Tovabba ismert airngén inflamméciot és a durdlisan
elhelyezked hizosejtekben degranulaciot kivalto tulajdonsdgauf et al. 2012). Klinikai
vizsgalatok jol lathaté moédon tisztaztak, hogy réiges betegekben az iv. adott VIP, bar

erdteljes vazodilataciét produkalt, de nem okozott nénigs rohamot, mig a PACAP-38 a
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vazodilatacié mellett sulyos migrénes fejfajasrobawaltott ki (Rahmann et al. 2008; Schytz
et al. 2009). Ezen adatokbol kovetkezik, hogy a RRCelsssorban a PAC receptoron
keresztll fejti ki hatasat a migrén inicidlasdvadpé&solatban. Magneses rezonancias
angiographia (MRA) vizsgalatok szerint a PACAP-R8l&ivaltott fejfajas soran, az artéria
meningea media agrendszerének a dilatacioja volgfigyelhett (Amin et al. 2012).
Ujkeletii, a VIP és a PACAP-38 iv. adasat 24 oran at kbvizsgalatok szerint, a PACAP-38
elsssorban az extracranialis erek vazodilataciojatotit ki migrénesekben (Amin et al.
2014). A PACAP-nek jol ismert az @eljes vazodilaticiot kivalté hatdsa a cerebratisaé
durdlis artéridkban, mind a kis ragcsélokban, ntinthanban (Boni et al. 2009; Baun et al.
2011; Grande et al. 2013). A vascularis kutatasol anutattak, hogy a VIP/PACAP
receptorok (VPAG, VPAGC; és PAQG) jelen vannak a cranidlis artériakon, melyekere&eittil

a PACAP kifejtheti vazodilatacios hatasat (Knutssod Edvinsson 2002; Chan et al. 2011;
Grande et al. 2013). Az eddigi adatok alapjan aingerlis vasculatura dilatacioja a PAEs
VPAC, receptorok, mig a cerebralis artériak valasza #AGiPreceptorok aktivitasan at
valosul meg (Syed et al. 2012; Tajti et al. 2015A0PACAP altal okozott duralis mastocyta
degranulécié és a neurogén inflammécié hozzajartrigemino-vascularis rendszerben a
periférias szenzitizacio kialakuldsahoz (Tajtile2@15/b). A PACAP-38 centrdlis hatasara (a
TCC-ben az atkapcsold neuronok PACAP-38 altal kptlcentralis szenzitizacidjara) a
kovetked megfigyelések utalnak: a) a PACAP-38 iv. adas&ekin a migrénes betegekben
késleltetetten alakult ki a migrénes roham (Sclettzal. 2009), b) preklinikai vizsgalati
eredményeink szerint a trigemino-vascularis rendsgémulaciéjat koveéten az id
fuggvenyében a TNC-ben megnévekedett a PACAP-38éwracioja (Tuka et al. 2012).

A fenti eredmények lehéséget nydjtanak Ujtipusu, a PA@ceptorra hatd migrén ellenes
szerek kifejlesztésére (Tajti et al. 2014; Taj@ket2015/c; Vécsei et al. 2015/b).
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4. OSSZEGZES (UJ EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK)

A migrén pathomechanizmusa teljességében nem isklenkank a migrén kérfolyamatéanak
a feltarasara iranyult. Azon nemzetkozi klinikailésérletes gondolatkérhoz csatlakoztunk,
mely a trigemino-vascularis rendszer aktivitasagnzitizaciojat, a neuropeptidek szerepét és
az agyi hiperexcitabilitast a migrén pathomechanzaban lehetséges téngkaek tekintette.

» A trigemino-vascularis rendszer kézponti eleme d@RAz elk kdzott hivtuk fel a
figyelmet a human TRIG-ban a CGRP-R jelenlétére. dapot adott napjaink
megujult szemléletmddu terapias céljanak meghaddéoa migrénben és ehhez
Qjtipust gyoégyszerinnovaciéra (CGRP-R antagonis@&RP és CGRP-R ellenes
antitestek).

* A migrén kronicizalodadsanak folyamata nem feltah TRIG-ban zajlo
intraganglionaris szignallizaciés rendszer elemzéls@ kronikus migrén modelljét
dolgoztuk ki.

* A human cranio-cervicalis ganglionok (SCG, SPG, glan oticum, TRIG)
elemzésével () adatokat szolgaltattunk a spontgnemeés rohamban a cranialis vénas
kifolyasban megjelent neuropeptidek és receptomaikgoszlasarol, az autonéom
egységek egymasrahatasanak az es#lyér

* Lehetséges magyarazatat adtuk a migrénes roham tapasztalt a fejfajast kiger
parasympathicus tlinetek hatterének.

* A trigemino-vascularis rendszer kdzponti elemein@CC, ,migrén generator-
modulator”) vizsgalatai nyoman felhivtuk a figyelimaara, hogy a human TCC-ben
igen jelents a SP-ir, a CGRP-ir és a PACAP-ir idegrostok arasidja. Ez
lehetiséget teremt a neuropeptidek aktiv részvételéreemtralis szenzitizacio
folyamatdban, és igy a betegekben a fejfajasrotadm ggyakran létrejdvallodynia
kialakulasaban.

* A huméan ,migrén generator-modulatorok” elemzéseasaamutattunk, hogy & f
szerotonerg kozpontban, a NRM-ban igen dus a Sgthalézat, mely egyik
magyarazata lehet a migrén — depresszié ko-moaiidétrejottének. A human LC-
ban immunhisztokémiai vizsgalé mddszerrel adlelsdzott mutattunk ki PACAP-ir
neuronokat é€s nagy szdmban CGRP-ir idegsejttestdket felvetette annak a
lehetiségét, hogy a LC a PACAP és a CGRP éltal befolyasal TCC-ben a

trigemino-vascularis rendszer aktivitasat a migsérodamban.
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Tudomanyos igényként kerestiik a migrén korfolyahmaakapcsolhatd, a migrénes
betegekBl kdnnyen nyerhét biomarker meghatarozaséat. Ezirdnyd vizsgélataink
eredményeiként a migrénes betegek nyalmintaibaneteed EAA-akat, el§ésorban a
Glu-ot a migrénes betegek hiperexcitabilitdsataékibiomarkernek véljuk.

A migrénes paciensek vérlemezke eikozanoid renélse&r elemzése nyoman ugy
tartjuk, hogy a megndvekedett thrombocyta aggrditidiaz egyik Iényeges eleme a
vérlemezke — CSD és a migrén — ischaemiés strok@tk&zoros kapcsolatnak.

Térbeli kontrasztérzékenységi vizsgalataink szeriaz aura nélkdli migrénes
betegekben a magnocellularis palyarendszer zalalalki.

A kozelmult preklinikai megfigyelései szerint a CBRnellett a PACAP is egyre
hangsulyosabb szerepet kapott a migrén koérfolydmatd Munkdnk soran hattér
elemzését adtuk a migrénes betegekben az iv. RIDEAP-38 Aaltal kivaltott
késleltetett aura nélkuli migrénes roham mechansgnak. Tovabba dlként
szolgéltattunk adatokat és tartunk fel 6sszefligg@sigrénes betegek vérplazmajaban
kialakult PACAP-38 koncentracio valtozas és a migildalis és interiktalis fazisai

kozott.

Attekintve a migrén korfolyamatanak vizsgalata@niuld torekvéseink eredményeit és
az abbdl levonhaté kovetkeztetéseket, ugy véljiegyha migrén neurovascularis
megbetegedés, melyben a trigemino-vascularis rendsmeuropeptidek altal

meghatarozott fikodésének etglleges szerepe van.

105



dc_1041 15

5. ANYAG ES MODSZER (RESZLETES)

5.1. Anyag és modszer a 3.1.2.; 3.3.2.; 3.4.2.; 3.83%;2.; 3.7.2.; 3.8.2. fejezetekhez
5.1.1. Anyaggyiijtés

5.1.1.1. Post-mortem anyadités

Az érz- és autondm ganglionok, az agytdrzsi magcsopoddaerincveli C1-C2 régio és az
agyi erek autopszia soran lettek eltavolitva dalcadaverbl a Szegedi Tudomanyegyetem,
Szent-Gyorgyi Albert Orvos- és Gyogyszerésztudomabgntrum, Regionalis Human
Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsaga engedélgkzipjan. (Az engedélyek szamai: 6/96;
6/98; 129/99.) Az agyi erek a halal bealltat kdeet 24-32 Oraval, a tobbi szbévet 24 oran
bellul lett kiemelve(11. tablazat) A disszekciéra keriilt, elhalalozott paciensekilegysem
szenvedett kdzponti idegrendszeri megbetegedésben.

11. tablazat. Az autopszias vizsgalatok 6sszesitése

Kimetszett anyag Esetszam Atlagéletkor Post-mortem
Férfi NG (év) idétartam

(6ra)

Ganglion trigeminale 12 9 74,8 24

(CGRP, SP, PACAR,

NOS,C-PON, HO-1, HO-Z, (24-36 CLR,

CLR, RAMP1) RAMP1)

Ganglion sphenopalatinun 6 4 67,5 24

(VIP, NOS, PACAP, C

PON, CGRP)

Ganglion oticum 6 4 67,5 24

(VIP, NOS, PACAP, C

PON, CGRP)

Ganglion cervicale superius 8 3 75,0 24

(C-PON, VMAT, DBH,

TH, VIP, SP, CGRP, NOS

Ganglion trigeminale 2 4 72,2 24

(5-HT1gn1p)

Ganglion trigeminale 3 3 49,0 24

(capsaicin)

Ganglion trigeminale 4 3 66,0 24

(nociceptin)

Agytorzs 3 2 63,0 24

(LC, NRM, PAG)

Caudalis trigeminalis 4 2 58,5 24

magcsoport (TNC)

Gerincveb (C1-C2) 4 2 58,5 24

Roéviditések: C1-C2: cervicalis gerincéiel-2 szegmentum, CGRP: calcitonin génnel-rokortideLR:
calcitonin receptor-szémreceptor, C-PON: neuropeptid Y C-terminalis flarkpeptidje, DBH: dopamin-béta-
hydroxylaz, HO-1: hem-oxigenaz-1, HO-2: hem-oxige8a5-HT,g: 5-hydroxy-triptaming, 5-HT;p: 5-
hydroxy-triptaminp, LC: locus ceruleus, NOS: nitrogén-oxid-szintetdRM: nucleus raphe magnus, PACAP:
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid, PA@eriaqueductalis sziirkeallomany, RAMPL1: recepitividast
befolyasol6 proteinl, SP: P-anyag, TH: tyrozin loygtdz, TNC: caudalis trigaminalis magcsoport, VIP:
vasoactiv intestinalis polipeptid, VMAT: vesiculaonmamin transzporter
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5.1.1.2. In vivo anyaggyijtés, betegbevalasztas

5.1.1.2.1. Nyalmintak vétele

A Szegedi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudom&mayi Neuroldgiai Klinika Fejfajas
Ambulanciajan gondozott migrénes betegkektyertik a nyadlmintakat. Nem stimulalt, teljes-
nyal gyijtése tortént reggel 10 és délutan 2 ora kogkit tablazat) A vizsgalt személyek
kényelmes poziciéban karosszeékben lltek, nyitaisael. Kozvetlenil a beavatkozastel
minden vizsgalt paciens deionizalt vizzel sz§jébtitvegzett, ezt koun 5 percen at
minimalizalta szajmozgasat. A szajfenéken 0Osdgdily nyalat 2 ml-es rimnyag cébe
(Eppendorf, Sarsted) csorgattak 60 masodpercenkémtintdkat azonnal +4 °C-on 3000 g-
vel 15 percig centrifugaltuk és a supernatanst>c30n taroltuk. A nyal gijtése és a minta —
80 °C-on tortéf elhelyezése kdzott kb. 20 perc telt el. A kizafakételek kozott szerepelt a
2 évnél rovidebb betegségtartam, a 2 hétnél kebegphgyszermentesddzak, a terhesséqg, a
szoptatas, a migrénen kivil barmilyen egyéb betpgs® az alacsony egyutiRbdési
készség. Minden kivalasztott paciensnek neurolégimibelszervi fizikalis vizsgalata és
cubitalis vénas vérminta klinikai-kémiai laboratomi ellerbrzése tortént. A kontroll csoport
20 egészséges, gyogyszermentes szeiiéhhh (atlagéletkor 319 év). A munka a SZTE
Regionalis Human Orvosbioldgiai Kutatasetikai Bizag engedélye alapjan tortént.

12. tablazat. A nyalmintakat szolgaltatd betegcsoptok adatai

Betegcsoport EsetszamAtlagéletkor (év) Betegség Atlagos havi
idétartama (év) rohamszam
Aura nélkuli migrén 23 40%3 1148 3
Auraval jaré migrén 14 344 745 3

5.1.1.2.2. Vérlemezkék nyerése

A Szegedi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudom#mayi Neuroldgiai Klinika Fejfajas
Ambulanciajarkezelt 10 migrénes (az IHS kritériumanak megéar| IHS 1988; 5 auraval
jaro, 5 aura nélkuli) ébetegbl (életkor: 25-55 év) nyertink vénas veért. A betege
gyogyszermentesek voltak, sem fajdalomcsillapis@n hormonalis fogamzasgéatiét nem
szedtek. Fajdalommenteségtakban (10 vagy ennél tébb nap telt el az utolggrémes
rohamtdl), azonos menstruacios ciklusban, a fdHigsi fazisban tortént a vérvétel. A kontroll
csoport tagjai (108) egészseéges, gyogyszermentes szemeélyek voltaigedkkeletkoruk és
vércsoportjuk megegyezett a betegcsoporttal égdiarik a follicularis szakban zajlott. A
vérvétel cubitalis vénabdl tortént és 1:2 foszfafffgrrel volt higitva (pH 7,4), mely
tartalmazott EDTA-t (5,8 mM) és glucose-t (5,55 mM) thrombocytak centrifugalassal
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voltak izolalva és a kontaminal6 vorosveérsejtelkgidsmoticus ammonium kloriddal lizaltuk
(Mezei et al. 1997). A thrombocytakat végul respeswlaltuk serum-mentes
szovetkultGraban Médium 199-ben {lthrombocyta/ml). Munkankat az 1964-es Helsinki
deklaracionak megfeléen folytattuk a SZTE Regiondlis Human Orvosbiologiatatasetikai

Bizottsag engedélye alapjan. A tanulmanyban résétvainden személy felvilagositast

kapott és a belegyéayilatkozatot alairasaval ellatta.

5.1.2. Médszerek

5.1.2.1. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a korboncolasras nyert szoveteket fixalo
folyadékba (2% paraformaldehyd, 0,2% pikrin savl @pol/l foszfat puffer, pH 7,2)
meritettik egy éjszakan at. Fixalast kdest tobbszorésen mostuk az anyagokat Tyrode-féle
(10%-0s sucroz) oldatban. Széarazjéggel tértént asgppas utan —70 °C-on taroltuk a
szOveteket. Kriosztatban (Reichter) metszettik(Ovastag) és ékezelt (Superfrost Plus,
Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) lveg targylemaz vettik fel metszeteinket.
Indirekt-Immunfluoreszcens modszert hasznaltunk,

a ganglion trigeminaléban a CGRP (nyul 1:1280; ¢eingalac, 1:800; 1:1280), az SP (1:400),
a NOS (1:2560), a PACAP-27 (1:1280), a C-PON (10)28z 5-HT receptor (1:200), az 5-
HT1p receptor (1:100), a nociceptin (1:100), a;\(R:400), a HO-1 (1:100, 1:500, 1:1000), a
HO-2 (1:100, 1:500, 1:1000), a BVR (1:100, 1:500,000), a ganglion sphenopalatinumban,
a ganglion oticumban a VIP (1:640), a NOS (1:2560)PACAP-27 (1:640), a C-PON
(1:1280), a CGRP (nyul, 1:1280), a HO-1 (1:100,00;51:1000), a HO-2 (1:100, 1:500,
1:1000), a BVR (1:100, 1:500, 1:1000), a gangliervicale superiusban a C-PON (1:1280), a
VMAT (1:1280), a dopamin-béta-hydroxylaz (DBH) (268, a TH (1:320), a VIP (1:640), az
SP (1:320), a CGRP (nyul 1:1280), a NOS (1:2563(al (1:100, 1:500, 1:1000), a HO-2
(1:100, 1:500, 1:1000), a BVR (1:100, 1:500, 1:10@@ agyttrzsi magcsoportokban a CGRP
(1:2000), az SP (1:800), a PACAP-27 (1:800), a {IB3000), a VMAT (1:1280), a C-PON
(1:1280), a TNC-ben és a C1-C2 régiéban a CGRROQD)R a PACAP-38 (1:800), az SP
(1:800), a VIP (1:3000), a NOS (1:1000) kimutatas@ hasznélt elslleges ellenanyagokat
és jellemsiket al3. tabldzatbanfoglaltuk dssze).

Modszerink soran a metszeteket egy éjen at inkubalt elédleges ellenanyagokkal nedves
kamraban +4 °C-on. Az antigén ellenanyag kompleixelyeit fluorescein izothiocyanattal
(FITC - nyul IgG ellen sertésben termelt antitdsg80, 1:100, DAKO, Koppenhaga, Dania)
vagy tetramethyl rhodamin izothiocyanattal (TRITCengerimalac IgG ellen kecskében

termelt antitest, 1:80, 1:100, DAKO, Koppenhagani@aragy kecske IgG ellen szamarban
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termelt TRITC-cel jelolt ellenanyag 1:100, ChemicoBvédorszag) jelolt masodlagos
ellenanyagok segitségével mutattuk ki, 1 éranréd szobalin tortérd inkubalast koveien.

A CLR és a RAMPL1 esetében: FITC (kecske) - nyw@re]l 1:100, Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA és Alexa 488 (szamar) kecske ell&m00 Invitrogen, La Jolla, CA, USA,
anyagokat hasznaltunk, DAPI-t tartalmaz6 Vectadhmmediummal egyutt. A metszeteket
fény- és epifluorescens mikroszképpal vizsgaltukkdN 80i, TOkyo, Japan), melyekhez
Nikon DS-2 MV kamerat hasznaltunk. Adobe Photosie®3 (v.8.0., Adobe Systems,
Mountain View, CA, USA) rendszert vettlink igénybfesitidések vizualizalasara.
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13. tablazat. Az elédleges ellenanyagok jellen

Antigén Ellenanyagot termeb Higitas El6allitd cég
allatfaj
CGRP Nyl 1:800 Euro-Diagnostica
1:1280 (Malmd, Svédorszag)
1:2000
1:1600 Europroxima, Arnhem, The
Netherlands
CGRP Tengerimalac 1:800 Euro-Diagnostica
1:1200 (Malmo, Svédorszag)
1:1280
CGRP Egér 1:100 Abcam, UK
SP Nyul 1:400 Euro-Diagnostica
1:800 (Malmd, Svédorszag)
SP Nyul 1:320 P.C. Emson MRC
(Cambridge, UK)
SP Tengerimalac 1:1000 Euro-Diagnostica
(Malmd, Svédorszag)
NOS Nyul 1:1000 Euro-Diagnostica
1:2560 (Malmo, Svédorszag)
NOS Tengerimalac 1:2560 Euro-Diagnostica
(Malmo, Svédorszag)
PACAP-27 Nyl 1:640 Dr. Akira Arimura
1:1280 (Belle Chasse, LA, USA)
PACAP-38 Nyl 1:800 Euro-Diagnostica
(Malmo, Svédorszag)
C-PON Nyul 1:1280 CRB
(Cambridge, UK)
VIP Nyal 1:640 Euro-Diagnostica
1:3000 (Malmd, Svédorszag)
VMAT Nyal 1:1280 Euro-Diagnostica
(Malmo, Svédorszag)
DBH Nyul 1:320 Euro-Diagnostica
(Malmd, Svédorszag)
TH Nyul 1:320 Pel-Freeze Biologicals
(Rogers, Arkansas, USA)
5-HT,s receptor Nyul 1:200 Merck Sharp& Dohme
(UK)
5-HT,p receptor Nyl 1:100 Merck Sharg& Dohme
(UK)
Nociceptin Kecske 1:100 SDS
(Stockholm, Svédorszéag)
VR, Nyl 1:400 Chemicon
(Stockholm, Svédorszéag)
HO-1 Nyul 1:1000 Stressgen Biotech,
(OSA-100) (Victoria, Alberta, Kanada
HO-2 Nyul 1:500 Stressgen Biotech,
(OSA-200) (Victoria, Alberta, Kanada
BVR Nyul 1:100 Stressgen Biotech,
(Victoria, Alberta, Kanada
CLR (3152) Nyal 1:500 Merck & Co., Inc
RAMP1 (844) Kecske 1:100 Merck & Co., Inc
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Roviditések: BVR: biliverdin reduktaz, CGRP: cabtiin génnel-rokon peptid, CLR: calcitonin recepsaeti
receptor, C-PON: neuropeptid Y C-terminalis flamkpeptidje, DBH: dopamin-béta-hydroxlaz, HO-1: hem-
oxigenaz-1, HO-2: hem-oxigenaz-2, 5-|T5-hydroxy-triptaming, 5-HT;p: 5-hydroxy-triptaminp, LC: locus
ceruleus, NOS: nitrogén-oxid-szintetdz, NRM: nusleaphe magnus, PACAP-27: hipofizis adenilat-ciklaz
aktivald polipeptid-27, PACAP-38: hipofizis ademitiklaz aktivalé polipeptid-38, RAMP1: receptortaitast
befolyasol6 proteinl, SP: P-anyag, TH: tyrozin leygtaz, TNC: caudalis trigamindlis magcsoport, VIP:
vasoactiv intestinalis polipeptid, VMAT: vesiculaonoamin transzporter, \iRvanilloid receptorl

Az 5-HT;g, 5-HTip receptorok immuncitokémiai vizsgalatakor indirdktmunfluoreszcens
technikat hasznaltunk. A metszetekéitsebr 30 percen at szolighérsekleten 5%-0s normal
sertés szérumban, majd ezt kdest 3 napon at +4C-on nedves kamraban inkubaltuk az
elssdleges ellenanyagokkal: 5-Hdreceptor (nyulban termelt, 1:200, Merck Shé&rohme,
Egyesiilt Kiralysag), 5-Hib receptor (nyulban termelt, 1:100, Merck ShapDohme,
Egyesilt Kiralysdg), CGRP (tengerimalacban termelt;1200, Euro-Diagnostica,
Svédorszag). Az antigén ellenanyag komplexek helygil 1gG ellen sertésben termelt
FITC-cel (1:80, Sigma St. Louis, MO, USA) vagy tengialac IgG ellen kecskében termelt
TRITC-cel (1:80, DAKO, Koppenhaga, Dénia) konjugaitasodlagos ellenanyagokkal
mutattuk Ki.

A CGRP és a NOS ko-lokalizaciojanak a vizsgalat@#ds Immunfluoreszcens technikat
alkalmaztunk. A metszeteket primer ellenanyagg&lulidltuk (nydlban termelt CGRP
1:1280, tengerimalacban termelt NOS 1:2560)°€4on nedves kamraban egy €éjen at. A
masodlagos ellenanyag: nyul IgG ellen sertésbanderFITC-cel (1:80, Sigma St. Louis,
MO, USA) jelolt, valamint tengerimalac 1gG ellen ds&ében termelt TRITC-cel (1:80,
DAKO, Koppenhaga, Dania) jel6lt ellenanyag volt,lye&kel nedves kamraban szoba5
percig végeztik a reakciot. A mikroszkép filtergghn(Leica filter NK3-FITC, N°21-TRITC)
elmozditasaval a FITC-cel és TRITC-cel jel6lt mdagds ellenanyagokat lehetett lokalizalni
egy és ugyanazon metszeten.

Az 5-HT,g és az 5-H7p receptorok és a CGRP, az SP, valamint a NOS lalif@cidjanak
vizsgalatakor az etslleges ellenanyagokkal: 5-hg receptor (nyalban termelt, 1:200, Merck
Sharp& Dohme, Egyesult Kiralysag), 5-HJ receptor (nyalban termelt, 1:100, Merck Sharp
& Dohme, Egyesilt Kirdlysdg), CGRP (tengerimalactemelt, 1:1200, Euro-Diagnostica,
Svédorszag), SP (tengerimalacban termelt, 1:10Q0p-Biagnostica, Svédorszag), NOS
(tengerimalacban termelt, 1:2560, Euro-Diagnost®sédorszag) harom napon at inkubaltuk
a metszeteket +4C-on nedves kamraban. PBS-ben tortént mosast d@&ivett5 percen at
nedves kamraban, szoléamérsékleten nydl vagy tengerimalac IgG ellen terméisodlagos
ellenanyaggal inkubaltuk, melyek TRITC-cel vagy €EFtel voltak jeldlve (nyul IgG ellen
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kecskében termelt TRITC-cel jeldlt ellenanyag 1;40DAKO, Koppenhaga, Dania;
tengerimalac 1gG ellen kecskében termelt FITC-ekilj ellenanyag 1:80, Sigma St. Louis,
MO, USA). A metszeteket glycerol/PBS (2:1) oldattatitiik és kromfluorescens filterek
segitségével vizsgaltuk. A mikroszkop filterjeinglinozditasaval (Leica filter csalad’s-
FITC, N°21-TRITC) a TRITC-cel és FITC-cel konjugalt masatia ellenanyokat ugyanazon
metszeten tudtuk vizsgalni.

A VR, a CGRP, az SP és a NOS ko-lokalizaciéjanak viatgor ketbs Immunfluoreszcens
technikat alkalmaztunk. A metszeteket addlsges ellenanyagokkal harom napig inkubaltuk
nedves kamraban +4C-on: VR, receptor (nyulban termelt 1:400, Chemicon, Svexhmgy
CGRP (tengerimalacban termelt 1:1200, Euro-DiageasSvédorszag), SP (tengerimalacban
termelt 1:1000, Euro-Diagnostica, Svédorszag), Ntesgerimalacban termelt 1:2560, Euro-
Diagnostica, Svedorszag). Ezt kddat PBS-ben mosast alkalmaztunk, majd 45 percen at
nedves kamraban, szolsamérsékleten nyudl vagy tengerimalac 1gG ellen tetmel
ellenanyaggal inkubaltuk, melyek TRITC-cel vagy €EFtel voltak jeldlve (nyul IgG ellen
kecskében termelt TRITC-cel jeldlt ellenanyag 1;40DAKO, Koppenhaga, Dania;
tengerimalac 1gG ellen kecskében termelt FITC-ekilj ellenanyag 1:80, Sigma St. Louis,
MO, USA). A metszeteket glycerol/PBS (2:1) oldattatitiik és kromfluorescens filterek
segitségével vizsgaltuk. A mikroszkop filterjeinglinozditasaval (Leica filter csalad’s-
FITC, N°21-TRITC) a TRITC-cel és FITC-cel konjugalt masatia ellenanyokat ugyanazon
metszeten tudtuk vizsgalni.

A nociceptin, a CGRP, az SP, a NOS és a PACAP kaliliicidjdnak vizsgalatahoz ket
Immunfluoreszcens technikat alkalmaztunk. A metdztt az elédleges ellenanyagokkal
harom napig inkubdltuk nedves kamraban °€&on: nociceptin (kecskében termelt 1:100,
SDS, Svédorszag), CGRP (nyulban termelt 1:1280,0-4Bimgnostica, Svédorszag), SP
(nydlban termelt 1:400, Euro-Diagnostica, SvedaizBOS (nyulban termelt 1:2560, Euro-
Diagnostica, Svédorszag), PACAP (nyulban termeél280, Euro-Diagnostica, Svedorszag).
Ezt koveben PBS-ben mosast alkalmaztunk, majd 45 percen edlves kamraban,
szobalbmeérsékleten nyudl vagy kecske IgG ellen termeltnaligraggal inkubéltuk, melyek
TRITC-cel vagy FITC-cel voltak jelolve (kecske Ig8len szamarban termelt TRITC-cel
jeldlt ellenanyag 1:100, Chemicon, Svédorszag; rig@ ellen sertében termelt FITC-cel
jelélt ellenanyag 1:80, DAKO, Koppenhaga, Dania). etszeteket glycerol/PBS (2:1)
oldattal fedtiik és kromfluorescens filterek segjésel vizsgaltuk. A mikroszkop filterjeinek
elmozditasaval (Leica filter csalad’M8-FITC, N°21-TRITC) a TRITC-cel és FITC-cel

konjugalt masodlagos ellenanyokat ugyanazon metsaattuk vizsgalni.
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A HO-2 és a BVR-nak a CGRP-vel vald ko-lokalizdémgk vizsgalatara kék
Immunfluoreszcens technikat alkalmaztunk. Azéeleges ellenanyagokkal (1:500 HO-2,
nyudl; 1:100 BVR, nyudl; 1:800 CGRP, tengerimalackubaltuk a metszeteket, majd
tengerimalac IgG ellen kecskében termelt FITC-te8(, Sigma St. Louis, MO, USA) vagy
nyul IgG ellen kecskében termelt TRITC-cel (1:1@MAKO, Koppenhaga, Dania) jel6lt
ellenanyagokat hasznaltunk. A mikroszkop filtergir{Leica filter csalad ¥K3-FITC, N°21-
TRITC) elmozditasaval a TRITC-cel és FITC-cel kaygli masodlagos ellenanyokat
ugyanazon metszeten tudtuk vizsgalni.

Kontroll vizsgalatainkban az éldleges ellenanyagok felhelyezését elhagytuk a nietod
lepések kozlul. Az ellenanyag specificitAsanak \almgkor a hasznalt ellenanyaggal,
antigénnel, illetve a peptidekkelégikubacio tortént (10-10Qug szintetikus peptid per ml
higitott antiszérum). Az ellenanyag egyeb peptieékial6 esetleges keresztreakcidja is meg
lett vizsgalva (10-100ug peptid per ml higitott antiszérum), de kereskoEd nem
tapasztaltunk. Azonban tovabbi mas peptidekkel vaggtleges aminosav sequentiakkal
tortéro keresztreakci6 nem zérhatd ki teljes biztonsdggakrt a reakcido végtermeék
megjelolésekor az ,immunreaktiv-sierkifejezés a megfelébb. Mennyiségi analizisre
minden esetben 10 komplett metszetet hasznaltuhknfeaden egyes neurotranszmitter
esetében. Azokat a sejteket tekintettik immunpom#, melyeknek a sejtmagjuk tisztan
lathatoak voltak. A sejtek nagysaganak meghatéatmés Scion Image software
felhasznaldséaval tortént, a sejtmaggal rendélkeftek legnagyobb atm@ének alapjan.
5.1.2.2. In situ hibridizacio

A CGRP mRNS-sének cellularis meghatarozasat situ hibridizaciéval végeztik
oligodeoxyribonucleotid préba segitségével. A CGRiba (DuPont NEN, Egyesult
Kiradlysag) 30 antisens bazispart tartalmazott, nmefgfelelt a patkang-CGRP 3839-3868-
as bazispérjainak és nem mutatott azonossagotidocahnal, a sziget amyloid polipeptiddel
vagy az adrenomedullin sequentiakkal. A proba 8eaget 35 S-dATP-vel jeldltik, terminal
transferazt (DuPont NEN, Egyesiult Kiralysag) hasznégy, hogy a specifikus aktivitas kb.
2x10° CPM / pg legyen, majd ezt kovén az anyagot Chroma Spin TM-10 (Clontech,
Intermedica, Stockholm, Svédorszag) oszlopon tamik. Az in situ hibridizaciora
felhasznalt szoveteket a dissectiot kdeet azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk,
majd —80 °C-on taroltuk a kriosztatban tortént metszésig (k0). A friss fagyasztott
metszeteket gyorsan szolbadn melegitettik és 4 %-os paraformaldehyddel fikaltA
hibridizaciot megedizéen a metszeteket acetilaltuk 0.1 M triethanolaminblalott 0.25 %-0s

esetsav anhydriddel, dehidraltuk és kloroformmal tisztitéit A hibridizacié ebtt
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dithiothreoitolt adtunk a hibridizacios pufferhez.10 M-os végkoncentracioban. A
hibridizacios puffer tartalma volt 50 %-o0s formamc natrium citrat (SSC, 1x SSC=0.15 M
NaCl, 0.015 M natrium citrat), 1x Denhardt-féle ald0.02 %-o0s polyvinylpyrrolidon, 0.02
% Ficoll, 0.02 % marha szérum albumin), 10 % dexszaulfat, 0.24ug/ul éleszt tRNS, 0.5
pg/ul lazac sperma DNS, 1 % szarkozil és 17 mMHNRO,. A hibridizacios puffert adtunk
mindegyik targylemezhez, melyen 2 metszet volt. &tsmeteket parafiimmel fedtik a
parolgas megakadalyozasa céljabol. A hibridizagyéen at folyt nedves kamraban +&7-
on, megkozeltten 1 pmol/ml préba koncentracié mellett. A hibratit kdveben a
metszeteket standard SSC-vel mostuk (1x SSC=0.Mall, 0.015 M natrium citrat, 4x 15
perc, 55°C+1x 30 perc szobéh Ezt kbveten a metszeteket lliford K5-6s film emulzidba
martottuk (lIford Scientific Product, Egyesiilt Kiydag) és Kodak D-19-ben hivtuk (Kodak-
Pathe, Franciaorszag). Kontrollként a hibridiza&lbtase (431g/ml, Sigma) 30 perces 3TC-

on tortérd inkubalasaval is elvégeztik. Egyéb kontrollkérdzszoros mennyiségeldletlen
probat is adtunk a hibridizacios pufferhez, vagmetszeteket nem komplementer prébaval
hybridizaltuk.

5.1.2.3. RT-PCR vizsgélatok

5.1.2.3.1. Totél RNS izolalas

A szovetmintakat folyékony nitrogénben gyorsfagyeitak, majd a sejtekih totdl RNS-t
extrahaltunk TRIzol reagens segitségével (Gibco BRiisly, Skécia). Szobamérsékleten 1
ml TRIzol reagensben homogenizaltuk a fagyasztatitdh homogenizator segitségével
(Polytron Kinematica, Model PT 1200, Labora, Svédag). A homogenizatumokat
kloroformmal elkevertiik, majd 15 percig°€-on 12.000x g-vel centrifugaltuk. Az RNS-t
tartalmazo vizes fazist egy Ujédee helyeztik, majd izopropanol hozzaadaséaval ptéttigk.

A mintdkat 10 percig szobéh inkubaltuk, majd 4°C-on 10 percig 12.000xg-vel
centrifugaltuk. Az RNS pelletet 70 %-os jéghidegnetlal mostuk, levein szaritottuk, majd
visszaoldottuk 1Qul diethyl-pyrocarbonattal (DEPC) kezelt vizbe, éhasznalasig —2€C-
on taroltuk. Az RNS mennyiségét és tisztasagat tepiekometralassal allapitottuk meg
(DU64 spektrofotométer, Beckman, Fullerton, CA, US# ODgo-286>1.6 aranyt tekintve
tisztdnak. A kordbban leirtak szerint (Edvinssoalefl997), a maradék DNS eltavolitdsdhoz
dupla csoveket hasznaltunk, melyek egyikéhgyDNase (Gibco BRL) kezelt totdl mRNS-t

meértink.
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5.1.2.3.2. Polimeraz lancreakcié (PCR)
A kozolt human szekvenciak alapjan a NPY, Y,, CGRR, VIP;, ORL;, VR; receptorokra
specifikus primereket terveztink.

NPY Y1 (563 bp) forward: 5"-ATCAATTCTTGGTGTCTCTG
reverse: 5-TAGGCGTATATATATCTTGAAGT

NPY Y, (718 bp) forward: 5"-CTGCTCCCATCATCTTGCT
reverse: 5-TCGGCTGTCAATGTCAAC
CGRR (339 bp) forward: 5 -TCTGGTTCTCTTGCCTTTTTTTAT
reverse: 5-GTCCATGTTCTGTTGCTTGCTG
VIP; (269 bp) forward: 5-TCCGTGGTGGTCTGGGTGAATA
reverse: 5-GTGTTGGTGAAGTAGGTGATGG
ORL; (520 bp) forward: 5-GTGGTAGTGGCTGTGTTCGT
reverse: 5-CTAATGCTTTGACCTGTCCC
VR; (504 bp) forward: 5'-GGTGCTTCAGGGTGGACGA

reverse: 5-GGGGACAGTGACGGTTGGA

Az RT-PCR-t GeneAmp RNA PCR kit (Perkin-Elmer, FrsCity, CA, USA) segitségével
végeztik DNS Thermal cycler gépben (Perkin-Elm&rz)elss cDNS szalat 2@l térfogatban
szintetizaltuk Jug DNase | kezelt totdl RNS8h primerként random hexamereket hasznalva.
A szintetizalt cDNS-BI 5 pl-t kivéve Amplitag (Perkin-Elmer) termostabil enei
felhasznaldsaval 5@ végtérfogati amplifikaciot végeztink. A koévetkeamprifikacios
profilt hasznaltuk: 2 perc 98C 1 ciklus — 1 perc 93C, 1 perc olvadasidmeérséklet, 1 perc
72 °C 35 ciklus — 7 perc 72C. Az olvadasi bBmérséklet a kuldnbézreceptorokra: 62C
(NPY Y1), 54 °C (NPY Y2), 63°C (CGRP1) és 5T (VIP1). Az ORL1 és a VR
receptoroknal a kdvetkézprogramot hasznaltuk:

5 perc 95°C 1 ciklus — 1 perc 95C, 30 masodperc 5€ , 30 masodperc 7L 35 ciklus — 7
perc 72°C.

A termékeket restrikcios analizissel, illetve DNZelerendlassal azonositottuk, valamint
minden kisérlethez tartozott egy reverz transz&riphelyett vizet tartalmaz6 vakpréba.

Minden kisérletet minden egyes paciensen elvégkztin
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5.1.2.3.3. PCR termékek analizise

Minden egyes PCR terméibl0 pl-t futtattunk 1.5 %-0s agaros gélen 0.5x TBE puféa,
majd a gélt ethidium bromiddal (ig/ml) festettiik és UV-boksz-ban fot6ztuk 667-esaRmtl
filmet hasznalva.

5.1.2.4. Folyadékkromatografias vizsgalatok

A 16 aminosav: a glutaminsav (Glu), a szerin (Sgglicin (Gly), az arginin (Arg), a tirozin
(Tyr), a metionin (Met), a triptofan (Trp), a treon(Thr), a valin (Val), az aszparaginsav
(Asp), az izoleucin (lle), a leucin (Leu), a fetalain (Phe), a glutamin (GIn), az aszparagin
(Asn), a hisztidin (His) koncentraciojanak meghatasa reverz fazisu folyadék
kromatografias (RP-HPLC) vizsgalattal tortént.

A nyalmintdk szabad aminosav tartalmat Barték ésankdzleménye alapjan HP 1090 Series
Il tipusu folyadékkromatograffal hataroztuk meg, etyn készilék un. DR5 biner
oldészerszallitd rendszerrel, automata mintaadagglészloptermosztattal és programozhato
fluoreszcens detektorral volt felszerelve. Automadi kétlepéses szarmazékképzeési reakciot
alkalmaztunk az o-ftaldialdehid/3-merkaptopropionsgs a 9-fluorenil-metil-kloroformét
reagensek felhasznaldsaval a primer- ill. a szeduacthinocsoportot tartalmazé aminosavak
szarmazékképzéséhez. A szarmazékképzett aminosafeadéott fazisi HPLC oszlopon
(Hypersil ODS, 200 x 2.1 mm x 5 m) kétkomponegsadiens felhasznalasaval 0,45 ml/perc
aramlasi sebességgel valasztottuk el. Az A old6€§zet8 M n trium-acet t volt 0,02%
viv)trietilamin  (pH 7,2),s 0,3% tetrahidrofuran kjészitéssel. A B olddszer
acetonitril/metilalkohol/0,1 M natrium-acetat vgpiH 7,2) 2/2/1 (v/v) aranyban keverve. A
gerjesztési (Ex) és emisszios (Em) hullamhosszakiraer és szekunder aminocsoportot
tartalmazé aminosavaknal Ex 340 nm, Em 450 nnEll.264 nm és Em 313 nm voltak. A
minéségi és mennyiségi kiértékelést kiitgandard mddszerralégeztik.

Kruskal-Wallis tesztet, valamint a csoportok Ossmeimlitdsara nem-parametrikus Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk. Az eredményekettan &s + standard hibaval adtuk meg
(standard error).

5.1.2.5. Az eikozanoidok analizise

A stimulélatlan vérlemezkéket (16ejt/ml) 37°C-on, 5 percig éinkubaltuk a jelélésként
hasznal{1-**C] arachidonsav (7,7 kBg=0,172 pmol minden egyesahi#) hozzaadasa

elétt. Az arachidonsav metabolitok kéjusét a 10 perces inkubalast kéeeta pH
csokkentésével allitottuk le. Az extrakciot ket az eikozanoidok szeparalasat
magasnyomasu vékonyréteg kromatografiaval végdriiM Labor, Magyarorszag) és a
mennyiségi meghatarozasuk folyadék sztintillaciésiszerrel tortént (TRI-CARB 2100TR,

116



dc_1041 15

Canberra Packard, USA) (Mezei et al. 1997). A raklitv jelolt arachidonsav (Rf=0,94)
metabolitokat jel6lt és nem-jel6lt autentikus stambkkal azonositottuk, pl.: 6-keto-PGF1
(Rf=0,19), PGF2(Rf=0,29), PGE (Rf=0,48), PGB (Rf=0,58), TxB (Rf=0,39), 12-HHT
(Rf=0,69) és 12-HETE (Rf=0,79), anizsaldehyd reagehtortént detektalassal (Kiefer et al.
1975.). A statisztikai analizishez Student t-tasat&almaztunk Windows (6.1.2. verzio)
SPSS segitségével.

5.2. Anyag és modszer a 3.2.2. fejezethez

5.2.1. Anyaggyiijtés

Felnstt, him, (300—-400 g testtdmeg ko6zott) Sprague-Rgwpatkanyokat COkomaban
elaltattunk, majd a trigemindlis ganglionokat arskeltira (n=25) vagy kontroll (n=15)
kisérletek szamara kipreparaltuk. A kisérletekesvadorszagi Lundi Tudomanyegyetem
Allatkisérleteket Feliigyél Etikai Bizottsaga engedélyezte (M161-07). A trigedlis
ganglionokat rostrocaudalisan harom részre vag8#d (mm) jéghideg foszfat-pufferelt
séoldatban (phosphate-buffered saline; PBS), magddaetrészeket penicillin (100 U/mL),
streptomycin (100 ml/mL) és amphotericin B (25 migyntartalmd, Dulbecco szerint
modositott Eagle-féle médiumba helyeztik (DMEM)részeket ezek utan 48 oran at, 37°C
hémérsékleten, 5% C&artalmu parasitott levég inkubaltuk. A kisérletek egy részében a
trigeminalis ganglionokat exogén CGRP-vel (105 Mgigma-Aldrich, Németorszag)
inkubaltuk DMEM-ben két o6ran keresztll, ezeket sfrinem tenyésztett) trigeminalis
metszetekkel hasonlitottuk 6ssze. Mind az inkulmaifid a friss ganglionokat egy éjszakara
2%-o0s paraformaldehid és 0,2%-o0s pikrinsav tartalehfi mol/L foszfat puffer alapu fixalo
oldatba helyeztik (pH 7,2). Fixalast koseh a mintdkat 10% szukrdz tartalmd Tyrode
oldatba martottuk, izopentanban gyorsfagyasztasik80°C-on taroltuk.

5.2.2. Mb6dszerek

5.2.2.1. Intracellularis szignaltranszdukcios véatpk

A Kkisérletek egy részében kuUlonBOMAP kinaz inhibitorokat adtunk a tapoldathoz: a
MEK1/2 inhibitor U0126 (105 M), ennek inaktiv angja U0124 (105 M), a p38 inhibitor
SB203580 (105 M) vagy a JNK inhibitor SP600125 (M)Skeriilt a tapoldatba (mind Sigma,
St. Louis, MO, USA) (n=12). A kontrollként hasznéiigeminalis ganglionokat megegyez
ideig, megegyet térfogatd (1 mL/mL) DMSO olddszerben inkubaltuk=12). Hat allatot
hasznaltunk kvantitativ valos idepolimeraz lancreakcids vizsgalatokhoz (quantigatieal-
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time polymerase chain reaction; gPCR) és 0ot alldtasznaltunk fel csoportonként
immunhisztokémiai vizsgalatok céljabol.

5.2.2.2. Val6s idgj kvantitativ PCR

A valos ideji PCR kisérletekhez a trigeminalis ganglionokat dgésztottuk és —80°C-on
taroltuk a vizsgalat elvégzéséig. A CGRP mMRNS esqmi@ szintjeit a tenyésztés
megkezdését szamitott és U0126 (105 M, n=6), SB203580 (105nM6) vagy SP600125
(105 M, n=6) MAP kinaz inhibitorok vagy DMSO old@&z(n=6 csoportonkeént) jelenlétében
eltoltott 24 illetve 48 orat kovéen kvantifikaltuk. Az RNS allomanyt izolaltuk ésvesz
transzkripciéval cDNS-sé irtuk at 40 pl végterfdget, GeneAmp reverz transzkripcios kit
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,AYySegitségével, egy Perkin-Elmer
2400 PCR készllékben, 42°C-on, 90 percig. Mindekaiéhoz 1 mg RNS-t hasznaltunk. A
valés idefi gPCR-t GeneAmp SYBR Green PCR kit segitségévetatély el (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems) egy GeneAmp 7300 szekvenci&tidte rendszerben (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems). A fent leirt szintetizalt cDN3olgalt templatként. Minden kisérlethez
hasznaltunk egy templat nélkli negativ kontraltA PCR reakcié 50 pl térfogatban zajlott.
A reakciot 50°C timérsékleten kezdtik el 2 percen at, majd 10 peat8b6°C ldmérsékleten
folytattuk, ezt koveten 40 PCR ciklus kdvetkezett 15 masodpercig tabfiC®s 1 percen at
tartd 60°C lbmérsékletekkel. A specifikus PCR termékek azons&itha valds idéjPCR-t
kovetben disszociacios gorbéket készitettiink. A patkaiRE-specifikus primereket a
kovetkedképpen terveztik meg:

CGRP ebre: 5 -GAGGCAGCTACAAGGTTCAGG -3

vissza: 5’ - AGGTGTTGGTGCTGGACACA-3’

Referenciagéneknek a glicerinaldehid 3-foszfat dielgenaz (GAPDH) és az elongacios
faktor-1 (EF-1) haztartdsi géneket hasznaltuk eldbetizsgalatban, mivel ezek a sejtekben
folyamatosan és allandé mennyiségben expressz&lddhapatkany GAPDH as EF-1
primereket a kovetkéképpen terveztik meg:

GAPDH ebre: 5 -GGCCTTCCGTGTTCCTACC -3’

vissza: 5’ - CGGCATGTCAGATCCACAAC -3

EF-1 ebre: 5 -GCAAGCCCATGTGTGTTGAA-3'

vissza: 5’ - TGATGACACCCACAGCAACTG-3

Az 0Osszes primert a Primer Express 2.0 szoftverk{P&Imer, Applied Biosystems)
segitségével terveztik meg és a TAG Copenhagen(Bé&dmark) rendszer segitségével

szintetizaltuk.

118



dc_1041 15

5.2.2.3. Az SGC-k izolalasa az RT-PCR reakciohoz

A friss vagy szervkultiraként tenyésztett trigemigm@anglionokat az mRNS fixaladsahoz
RNAlate® reagensbe helyeztiik, 24 6ran at, 48térsékleten. Ezt kowétn a ganglionokat
apro darabokra szeleteltiik és kollagenaz D (0,6ningigma, St. Louis, MO, USA), papain
(1 IU/ml; Sigma) és diszpaz (2,4 mg/ml; Sigma)aknti Hanks-féle kiegyenlitett s6oldatba
(pH 7.4) helyeztik (Kuris et al. 2007). A 40 perc@ntarté 37°C émeérsekleten végzett
inkubaciot kdveien a szovetet sejtszuszpenziova diszpergaltuk &égymim pdérusmeérét
halon torté ateresztés valamint 5 percen at tartdé enyhe @agditas (2000 x g) révén. A
sejtsszuszpenzié glidban gazdag frakcigjat grademsfugalassal valasztottuk el és
preparaltuk (Babitch et al. 1973). A gradietisktzvetlen nyert 300-400 ml-es mintakat
hasznaltuk fel a fentebb leirt RNS izoladlashoz @R Rizsgalatokhoz.

5.2.2.4. Immunhisztokémia

A patkanybdl szarmazo fagyasztott trigeminalis djangkat kriosztatban lemetszettik (10
mm), Superfrost Plus bevont targylemezre vittik f{dlenzel GmbH & Co KG,
Braunschweig, Németorszag) és 15 percen keres2b@Triton X tartalma PBS-ben (PBS-
T, Chemicon, Svédorszag) rehidraltuk. A metszetekat kbveben egy Oran keresztil
eldinkubdltuk szobatmérsékleten 5% normal szérum tartalmd blokkolo thigia
(ugyanabbdl a fajbdl szarmazott, mint a masodlagu#est). Ezt kbvéen a metszeteket
4°C-on, nedves kamraban, 16-18 oran keresztll bezgiek az elddleges antiszérummél4.
tabldzat) PBS-T-ben. A metszeteket 3x10 percig aztattuk FBfen, majd ezt kdvette a
méasodlagos antitestekkel toréén inkubalas (15. tablazat) egy-két oOrdn ét,
szobaldmersekleten, sttétben. Emellett, &stfjellést is alkalmaztunk kétféle é&teges
antitest (CGRP és glutamin szintetaz [GS], CGRPpERK1/2, vagy CGRP és receptor
aktivitas modifikalo protein [RAMP1]) majd masodtgantitestek hasznélataval.

Ezt kbveben a metszeteket 3 x 15 percre szébadrséklei PBS-T-be meritettik, és rogzit
kozeggel (Crystal Mound, SigmaAldrich, Minchen, N#onszag) vagy Vectashielddel
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) rogzii&t Néhany metszet esetében 4’,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, magfestés) tartalmizeget hasznéltunk. Tovabbi harom
patkanybol trigemindlis ganglionjait 4% parafornedidibe helyeztik 2-4 o6ra dthrtamra,
majd ezt kdveien a mintakat emelkédkoncentracioju szukroz tartalmu Sérensen-félefédsz
pufferbe (pH 7,2) helyeztiik, (30% ovalbumint és 38¢latint tartalmazd) zselatinos kézegbe
agyaztuk és kriosztatban lemetszettilk (12 um). Asneteket ezt kbvéen a fentebb leirt
modon kezeltik az immunohisztokémiai vizsgalatolansara, pro-CT ellenes éleges

antitestek felhasznalasava#. tablazat)
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A mintakat epifluoreszcens mikroszkép hasznalatélerheztik. A ko-lokalizaciot kalonallo
digitalis képek szuperponalasaval vizsgaltuk. Agdleges antitest kihagyasaval hoztunk
|étre negativ kontrollokat.

5.2.2.5. Képanalizis

A fluoreszcenciat megfel&lhullamhosszokon detektaltuk és 1392 x 1040 piaglysagu
képeket készitettiink 40x-es nagyitasu objektivikdluoreszcencia intenzitast ImageJ 1.37v
szoftverrel elemeztik (National Institutes of Healt Bethesda, MD, USA,
http://rsb.info.nih.goV/ij/). A fluoreszcenciat dtilonbdz terileten mértik le minden
szOvetmintaban (vak maddszerrel), minden egyes méiBkényes mértékegységben
meghatarozott atlagértékét hasznalva. A kontradiaékeit 100%-nak vettik.

5.2.2.6. Szamitasok és statisztika

A valls ideji qPCR kisérletekhez az adatokat a komparativ kig#dib (cylce threshold,
CT) méddszerrel elemeztik. A mintakban d8€GRP mRNS mennyiségének értékeléséhez
szimultan GAPDH és EF-1 mRNS szint-meghatarozasritrA CGRP mRNS mennyiségét
egy adott mintaban a GAPDH vagy EF-1 mennyiségéhgzonyitva hataroztuk meg a
Xo/Ro=2" ™ képlet hasznalataval, ahol az=4 CGRP mRNS eredeti mennyisége=&
GADPH vagy EF-1 mRNS eredeti mennyisége, a CtR ®BA vagy EF-1 referenciahoz
tartozo CT érték, és a CtX a CGRP mRNS-hez ta@®Eértek.

A statisztikai analizist a GraphPad 5.0 szoftvesizhalataval végeztik el (GraphPad, La Jolla,
CA, USA) és a nem parametrikus Mann-Whitney U &tsatkalmaztuk. A p < 0,05 értékeket
tekintettiik szignifikAnsnak. Az adatokat az atlagpe atlag szérasa (standard error of mean;

SEM) megadasaval tintettuk fel.
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14. tablazat. Az immunhisztokémiai eljarasokhoz hamalt elsidleges antitestek részletes

adatai
Név, termékkod  Gazdaszervezet Higitas Detektalas frés
CGRP, no. 1221 Nyul, poliklondlis 1 : 15,000 Patk@GRP Euro-
Diagnostica
AB, Malmo,
Svédorszag
RAMP-1, sc- Nyaul, poliklonalis 1:80 A teljes hosszlsagi RAMP1 Santa Cruz
11379 fehérjét reprezentald 1-148 Biotech,
huméan aminosavak Santa Cruz,
CA, USA
Phospho-p44/42 Egér, monoklonalis 1:50 A p44 és p42 MAPK azon Cell
(Thr202/Tyr204) maédosulatainak endogén Signaling
(PERK1/2),#5120 szintjei, amelyeknél az ERK1 Technology,

kettssen foszforilalt a Thr202 Beverly,
és Tyr204 aminosavaknal vagy MA, USA
egyszeresen foszforilalt a
Thr202 aminosavnal

p44/42 MAPK — Nyul, 1:50 Az 0ssz p44/42 MAPK Cell
tERK1/2, #4695 monoklonalis (ERK1/ERK?2) fehérje endogén Signaling
szintjei Technology,
Beverly,
MA, USA
Phospho-p38 Nyul, 1:50 A p38 MAPK azon Cell
MAPK monoklonalis maodosulatanak endogén Signaling
(Thr180/Tyr182) szintjei, melyben a fehérje  Technology,
— pp38, #4631 kettssen foszforilalt a Thr180 Beverly,
és a Tyrl82 aminosavaknal MA, USA
Phospho- Nyaul, poliklonalis 1:100 A p46 és p54 SAPK/INK Cell
SAPK/INK fehérje azon médosulatanak  Signaling
(Thr183/Tyr185) endogén szintjei, melyben a Technology,
— pJINK, #925 fehérje ketbsen foszforilalt a Beverly,
Thr183 és a Tyrl85 MA, USA

aminosavaknal

GS, mAB302 Egér, monoklonalis 1:150 Barany éskedglialis sejtek Chemicon
International,

Temecula,
CA, USA
Pro-calcitonin, ab  Nyul, poliklonalis 1:500 A human pro-calcitonif-632 Abcam,
53897 aminosavainak megfetepro-  Cambridge,
calcitonin UK

A SP kimutatasanal tengerimalacban termelt, 1:80®vgitdsban (Euro Diagnostica, AB,
Sweden) vagy nyulban termelt, 1:400-as higitashaaro( Diagnostica, AB, Sweden)
elssdleges antitesteket hasznaltunk.

Roviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pephiPK: mitogén aktivalt protein kinAz RAMP: receptor
aktivitds befolyasolod protein, ERK: extracellulagzsignal-reguldlt kinaz pERK: foszforilalt ERK, tERtotal
ERK, SAPK: stressz-aktivalt protein kinaz, JNK: @dN-terminalis protein kinaz, pJNK: foszforilaNB, GS:
glutamin szintetaz
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15. tAblazat.Az immunhisztokémiai eljarasokhoz hasznalt magumiantitestek

Konjugat és

Célszervezet Higitas Forras
gazdaszervezet
Fluoreszcein-izotiocianat Nyul 1:100 Cayman Chemical, Ann
(kecske) Arbor, MI, USA
Fluoreszcein-izotiocianat Nyul 1:100 DAKO, Denmark
(sertés)
Fluoreszcein-izotiocianat Tengerimalac 1 : 80 DAKO, Denmark
(kecske)
Texas VOros Egér 1:100 Jackson Immuoresearch,
(szamar) West Grove, PA, USA
Texas VOros Nyul 1:100 Jackson Immuoresearch,
(szamar) West Grove, PA, USA
Karbocianin 2-jel6lt - Cy2 Nyul 1:200 Jackson Immuoresearch,
(szamar) West Grove, PA, USA
Alexa 488 Nyul 1:400 Invitrogen, La Jolla, CA,
(szamar) USA
Cy3 Nyul 1:400 Jackson Immuoresearch,
(szamar) West Grove, PA, USA

5.3.  Anyag és modszer a 3.4.2. fejezethez
5.3.1. Anyaggyiijtés

5.3.1.1. Post-mortem anyaditeés

Kisérleteinkhez boncolas soran nyert human (n=5z-8Fat hasznéltunk kdvetve az
ervéenyben lé¥ etikai engedélyek (engedély szam: 6/1996; 13/1pdranyelveit. A human
alanyok atlagéletkora 78,3 év volt. A halal oka dein esetben sziveredetolt, egyik alany
sem szenvedett kbzponti idegrendszeri megbetegeaésb

A ganglionokat a halal bealltat kowet8 oran belill az Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Pathologiai Intézetben tavdiiot el. A fixadlashoz 2%-0s
paraformaldehid és 0,2%-0s pikrinsav keverékéealmdzo foszfat puffert (PBS; pH=7,2)
alkalmaztunk. A fixalast kdvéen a human mintakat 10% szukréz tartalmu Tyrodatbhh
mostuk, majd Tissue Tek-be (Sakura Finetek, Euraggazva -80°C-on, fagyasztva taroltuk.

A mintak ebkészitését kovéen 10 um vastagsagu kriometszeteket készitettiink.
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5.3.2. Médszerek

5.3.2.1. Hematoxilin-Eozin festés

A t4jékozodas és a szbvet allapotanak vizsgaldghoé Hematoxilin-Eozin (Sigma-Aldrich,
MO, USA) festést alkalmaztunk, standard protokudisznalva (4 perc hematoxilin, vizben
Oblités, 30 masodperc eozin).

5.3.2.2. Immunhisztokémia

A human SPG-ban a VIP, PACAP, NOS, a VIP és PACARK receptorok (VPACL,
VPAC?2), a PACAP receptor (PAC1), a CGRP és a CGREptor komponensek (CLR,
RAMP1) immunhisztokémiai vizsgalata céljabdl in#iirenmunfluoreszcens technikéat
hasznaltunk, tovabba késfestéseket is alkalmaztunk az egyes neurotranszekitko-
lokaliz&cidjanak feltarasa céljabol.

A felolvasztast kovéen a metszeteket 0,25%-0s Triton X-et tartalmaz8-Bén (PBS-T,
Chemicon, Svédorszag) mostuk 2x15 percig. Ezt Kévead metszeteket nedves kamraban,
4°C-on, 16-18 oran keresztll azéakeges antitesteket (az antitestek részletes adizdiaz
14. tdblazatbar) tartalmazé PBS-T-vel fedtik le, majd 2x15 perkeresztil mostuk. A
masodlagos antitestekkel (2. tablazat) sotétbemadémersékleten, 1 éran keresztil
inkubaltuk a metszeteket. A késfestéseket ugyanezen protokoll két egymast kovet
hasznalataval végeztik. Végll a metszeteket ssob@isékleten 3x10 percig PBS-T-ben
mostuk és a lefedéshez glycerolt (Sigma-Aldrich,,NMSA), vagy

4’ ,6-diamino-2-phenylindole-t (DAPI, nucleus festéartalmazo Vectashield-et (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznaltunk.ed&dleges antitestek elhagyasaval
negativ kontrollokat alkalmaztunk.

5.3.2.3. Képfeldolgozas

A metszetek vizsgalatat és a felvételek elkészitésg- és epifluoreszcens mikroszkoppal
végeztuk (Nikon 80i, Tokyo, Japan). A kitestések lathatdva tételehez Adobe Photoshop
CS3-at (v.8.0, Adobe Systems, Mountain View, CAA)8lkalmaztunk.
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16. tAblazat. Immunhisztokémiahoz hasznalt edslleges antitestek

Név Termékkdéd Gazda Higitas Forgalmazo
VIP (M19) sc-7841 kecske  1:100 Santa Cruz Biot&enta Cruz, CA,
USA
VPAC; (H-130) sc-30019 nyal 1:150 Santa Cruz Biotech, Santa @4z,
USA
VPAC; (H-50)  Sc-30020 nyul 1:150 Santa Cruz Biotecht&&ruz, CA,
USA
PACAP-38 T-4473 nyul 1:500 Peninsula Laboratorigs;, San Carlos,
CA, USA
PAC; ab28670 nyul 1:800 Abcam, Cambridge Science Park,
Cambridge, UK
bNOS N2280 eger 1:2500 Sigma-Aldrich, St Louis, NUSA
GS MAB302 egér 1:150 Chemicon Internatonal, TenseddA,
USA
GFAP Z0334 nyul 1:1500 Dako, Coppenhagen, Denmark
CGRP B47-1 nyul 1:800  Europroxima, Arnhem, The Ndtnds
CGRP ab81887 eger 1:100 Abcam; Cambridge, UK
RAMP1 844 kecske  1:100 Merck & Co., Inc
CLR 3152 nyal 1:800 Merck & Co., Inc

Réviditések: CGRP: calcitonin génnel-rokon pep@d,R: calcitonin receptor-szérreceptor, GFAP: , Glial
fibrillary acidic protein, GS: glutamin szintetdaWOS: nitrogén-oxid-szintetaz, PACPACAPL1 receptor,
PACAP-38: hipofizis adenilat-ciklaz aktivaldé polgtel-38, RAMPL1: receptor aktivitast befolyasol6 fial,
VIP: vasoactiv intestinalis polipeptid, VMAT: vesi@ monoamin transzporter, VPACVIP; vagy PACAR
receptor, VPAG VIP, vagy PACAR receptor

17. tAblazat. Immunhisztokémiahoz hasznalt masodlag antitestek

Konjugatum és gazda Ellenanyag  Higitas Forgalmazé
FITC (kecske) anti- nyal 1:100 Cayman Chemical, Ambor, MIl, USA
FITC (szamar) anti- nydl 1:100 Jackson Immunoredeaiest Grove, PA, USA
Alexa 488 (szamar) anti- kecske 1:400 Invitrogean Jblla, CA, USA
Texas-Red (szamér) anti- egér 1:200 Jackson Immsaarch, West Grove, PA, USA
Texas-Red (szamar) anti- nyul 1:200 Jackson Immasearch, West Grove, PA, USA

DyLight 549 (szamar) anti- egér 1:200 Jackson Imonesearch, West Grove, PA, USA
DyLight 488 (szamér) anti- nyul 1:200 Jackson Imomasearch, West Grove, PA, USA
Cy2 (szamar) anti- kecske 1:100 Jackson Immunorgsed/est Grove, PA, USA

Rovidités: FITC: fluorescein izothiocyanat
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5.4. Anyag és modszer a 3.9.2. fejezethez
5.4.1. Anyaggyiijtés

5.4.1.1. Betegek bevalasztadsa

A vizsgalatba 15 aura nélkili migrénben szeveeteget vontunk be. A visus minden
esetben 1,0 volt. Az életkor terjedelme 18-53 éwedian életkor 31 év volt. A panaszok
fenndllasanak igtartama 1 és 25 év kdzott volt, 10 éves medianéstéR fejfajasos
epizdédok gyakorisdga havi egy és évi harom koniigrvallumban volt. A betegeket a
Nemzetkozi Fejfajas Tarsaség (International Heagl&dtiety) kritériumrendszere alapjan
diagnosztizaltuk (Headache Classification Committethe International Headache Society
1988). Minden alany részletes neuroophthalmoldgiazsgalason esett at, melynek részét
képezte a fizikélis vizsgalat, CT vizsgalat, szétaboratériumi diagnosztika,
ophthalmoscopia és latétérvizsgalat. Csak olyaedsdt keriilhettek be a vizsgélatba, akiknél
semmilyen egyéb neuroldgiai vagy szemészeti begegsi igazolddott. Az intraocularis
nyomas szintjét minden betegnél rutingeer meghataroztuk, mely minden esetben 16
Hgmm alatt volt. Két esetben a szinuszoidalis f&atadsos racsmintazat (sinusoidally
reversing grating) akut fejfajast okozott, Shephé&santsai. leirasanak megféleh (Shepherd
A.J. 2000). Ezeket a betegeket szintén kizartuizsgalatbol. Hasonloképpen, azokat a
betegeket, akiknek a vizsgalatot mégélvagy azt kovet két héten belll aura nélkdli
migrénes rohama zajlott, kizartuk a vizsgalatbokohtrollcsoport 15 életkor szerint
egyeztetett 6nkéntes, jO visussal rendelkerurologiai szempontbdl tinetmentes illetve

primer fejfajasban nem szenvedbbdl allt.

5.4.2. Mb6dszerek

5.4.2.1. A kontrasztérzékenyseég vizsgalata

Monocularis statikus és dinamikus kontrasztérzégeégegt kilenc térbeli frekvencian (spatial
frequency, SF) hataroztuk meg (0,5; 1,2; 1,9; 2,8; 4,8; 5,7; 7,2; 14,3 ciklus/fok) egy
komputeres vizsgalat segitségével (Venus, NeuraffaeeCorporation, USA). Az ingerek
luminanciakontraszt altal definialt horizontali€sénintazatok voltak szinuszoidalis
luminanciaprofillal. A dinamikus vizsgalathoz 4 fiekvenciaval fazisvaltast alkalmaztunk.
A kijelz6 13°x13° latoszog alatt latszott egyméteres taghiéh A képerng luminanciaja a
fotopikus koriilmények kozott 17, szkotopikus kéréhgek kozott 0,17 cd/frvolt. A
legmagasabb kontraszt 70,7% volt. Fotopikus korilak kdzt mindkét szemet teszteltik,
azonban szkotopikus kérilmények kozo6tt csak a gglmet. A kontrasztkiiszob
meghatarozasdhoz a kezdeti kontrasztot 15 dbd@lagos normalérték folé allitottuk be.
Minden résztve§ képes volt detektalni azt a szubmaximalis kontszsatet. Ezt koveéen a
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kontrasztszintet 5 masodpercenként 3 dB-lel csdkktiiik, amig az alanyok nem jelezték,
hogy mar nem latjak tovabb az ingert (leszall6 maéds A betegek széval jelezték, ha
valtozast éreztek a kontrasztérzékelésben. Mindtikiss, mind a dinamikus vizsgalatban a
kontrasztot ezt kovéen 15 db-lel a leszallé mbdszerrel mért kiiszdbét@ldllitottuk, majd
a kontrasztot 5 masodpercenként 3 dB-lel emeltg&rkbzti intervallum nélkul, mig az
alanyok nem jelezték, hogy észlelik az ingert ¢&lk mdodszer). A teljes eljarast 6tszor
ismételtik meg, hogy atlagos kontrasztkiiszobotjiagky amelyet SF-ben (térbeli
frekvencia) fejeztlink ki. A kontrasztérzékenység&bntrasztkiiszdb reciprokaként
definialtuk (Shepherd A.J. 2000). A leszall ésla#allo modszerek, a tesztelt térbeli
frekvenciak és a statikus versus dinamikus vizsgilsorrendisége véletlenstiernlt az
alanyok kdzo6tt. Nem minden beteg hajtott vegre mmdzsgalatot. Néhany ritka esetben a
vizsgalatokat tul koran konkludaltuk. Ez megjeleaikeltéé szabadsagi fok értékekben.

A statisztikai kiértékelés ANOVA és post hoc eleszévén tortént (t0bbszoros

dsszehasonlitds miatt Newman-Keuls prébaval), al3$ACA program segitségével.

5.5. Anyag és modszer a 3.10.2. fejezethez
5.5.1. Anyaggyiijtés

5.5.1.1. Felhasznalt allatok

Mindkét nemhez tartoz6 fiatal feéitt Sprague-Dawley patkanyt (n=59, 8-12 hét, 250-8p0
hasznaltunk fel kisérleteinkben: 28 a NTG-induk&deivacios modellben, 20 a TRIG
elektromos stimulacio (ES) modellben és 11 szolgédkt allatként a kontroll csoportban. Az
allatokat laboratériumi kérilmények kozoétt (24-26, kb. 80 % paratartalom) neveltik és
tartottuk a Szegedi Tudomanyegyetem OrvostudomaKgr Neurologiai Klinika
Laboratoriumi Allathazaban. Az allatoknak korlatkélelem (standard patkany tap) és csapviz
hozzaférést biztositottunk 12 éras napszaki ingaslozellett.

Minden allatkisérletet a Magyar Parlament 1998/XKVlaz allatok véedelmét és
kiméleté6l szold torvény, valamint a 243/1988. az Aallatkték végzését szolo
korményrendelet iranyelvei alapjan végeztink. Munkk&oran a Nemzetkdzi Fajdalom
Tarsasag (Zimmermann 1983) és az EurOpai Kozossdgekacsanak (86/609/ECC)
ajanlasait is figyelembe vettik. Kutatasainkat alatisérletek Etikai Kodexével
dsszhangban, a Szegedi Orvostudomanyi Egyetem i Hiilttsaganak jovahagyasaval

végeztik.
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5.5.2. Mbdszerek

5.5.2.1. A trigemino-vascularis rendszer kémianstécioja

Harom csoportot vontunk be a NTG-indukalta kémikiivécids vizsgalatokba. Az €ls
csoportban 11 allatot intaktnak hagytunk. A masét &soportban 14 allat/csoport kapott
egyszeil ip. NTG injekciot (Nitrolingual Pumpspray, Pohl-8camp GmbH, Németorszag)
10 mg/kg ddézisban (0.13 ml/100 g-7.68 mg/ml tordadl a trigemino-vascularis rendszer
kémiai stimulaciéjanak érdekében. A vérvétditiehz allatokat elaltattuk ip. adagolt 4 %-0s
kloral-hidrat oldattal (10 ml/kg), mely stabil, nyéhnaesthesia-t biztositott az egész kisérlet
ideje alatt. A vérvétel azonnal kovette az altasasintakt allatoknal, mig a tébbi csoportban a
NTG adéasat kovét 90. és 180. percben vettink vért az allatoktdlalatast koveten.
El6zetes kisérletekben 15 és 30 perc elteltével isiMeimintakat (az adatok feltiintetése csak
a vérplazma esetén), de mivel nem tapasztaltunkAPABB-ir valtozast ezen égontokban,
ezért ezeket a vizsgalatokat felfliggesztettik. Amugtat (5 ml/allat) a jobb véna cava
cranialisbol vettik jéghideg, EDTA-t (12 mg) és tedr inhibitor aprotinint (Trazylol
12001U) tartalmaz6é &be. A mintakat 4 °C-ra tettlk a vérplazma szepaéidp
(centrifugalassal- 3000 rpm 10 perc 4°C). A vérvélgt kb. 150ul/allat CSF mintat vettink

a sub occipitalis ciszternabdl, majd kipreparaleukilonb6d migrén-kapcsolt struktarakat
(TNC, TRIG, G-Cy) a 90. vagy 180. percben. A mintakat -80 °C-onltak a PACAP-38-ir
RIA mddszeres méréséig és a peptid MS meghataigzasa

5.5.2.2. A trigemino-vascularis rendszer elektrostoaulacioja

5 csoportot alakitottunk ki ezekben a kisérletekdddnpatkanyt nem stimulaltunk, a 2. és 3.
csoportokban 5-5 4llatot kdvettiink nyomon az alilége koved 90-180 percig, egyenként. A
4. és 5. csoportokban szintén 5-5 allatot vizsgélt TRIG elektromos ingerlését ko§ex0-
180 perc mulva. Korabbi kisérletekben a 30. perdsewvettink mintat (vérplazma esetén
feltintetve), de PACAP-38-ir valtozas hianya végettokat nem folytattuk. B$z6r az
allatokat elaltattuk ip. adagolt 4 %-os kloral-@itoldattal (10 ml/kg), és az altatast fenn is
tartottuk az egész kisérlet ideje alatt.

Ezutan szeterotaxias készllékbe helyeztilk az KHatés rogzitettik a fejuket. A skalp
eltavolitAsa utan, a bregmatdl kimértik a jobb IoldARIG helyét a készilék
mikromanupulatoraival a Watson-Paxinos-féle RatirBratlas (antero-posterior: 3,2 mm;
medio-lateral: 2,9 mm) alapjan. Ezen a ponton aokgp atfurasat kovéen, stimulald
makroelektrédat vezettiink az agyba, a TRIG elégégegangliont a kbvetkézparaméterek
szerint ingereltik: 30 min &artam; stimulaciés arany: 10 pps x létattama: 5 ms x 1;
aram (mA%): 20 x 5 mA = 1 mA. Az alingerlés esetébe elektrodat a fent leirtak szerint
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helyeztik és pozicionaltunk a ganglionba, de arameoh alkalmaztunk. A vérmintakat, a
liquort és az idegszoveteket a fent leirtak szgnieparaltunk, taroltuk és analizaltuk.

5.5.2.3. A vérplazma, az agyfolydék (CSF) és a aakvPACAP-38-ir-anak meghatarozasa
radioimmunoassay (RIA) mbdszerrel

A plazma és a liguor PACAP-38 koncentraciojat eggcifikus és szenzitiv RIA technikéval
hataroztuk meg (Jakab et al. 2004). A nyulban tHetedt szintetikus peptidet (“88111-3”
PACAP-38 antiszérum) glutaraldehiddel vagy karbodidel konjugaltuk BSA-hoz vagy
thiroglobulinhoz. Az antitest nagy specificitis& €-termindlis érzékenységét kereszt-
reakciés tanulmanyokkal igazoltak; nem talaltakeketreakciét sem a PACAP-27-tel, sem
mas neuropeptidekkel. A vérmintdk centrifugélasanu2000 rpm 10 min°L) a peptidet
kivontuk a plazmabdl abszolut alkohol (3 térfogatizzaadasaval. Kicsapas és a masodik
centrifugalas (2000 rpm 10 mirf@) utan, a RIA meghatarozassila mintakat nitrogén-
aramlas alatt megszaritottuk és Gjraszuszpend@@ikul mérs pufferben, hogy egy 10x
nagyobb koncentraciot érjink el a RIAinelethez (Jakab et al. 2004; Németh et al. 2006).
Az egyes régiok (TRIG, TNC és;C, gerincved szegmentumok) tomegét megmértiik és 1 ml
jéghideg bi-desztilldlt vizben kézi tseerrel homogenizaltuk. A homogenizatumot
lecentrifugéltuk (10.000 rpm 10 min), majd Ujabb rbih centrifugalas utan (12.000 rpm) a
felllisz6 7Qul mintajat hasznaltuk RIA mérésre.

Mono-*?3-nyomijelzsvel jeldlt, valamint szintetikus peptideket haszmdk RIA standardként
0-1000 fmol/ml tartomanyban. A mérést 1 ml 0.05 /in@H 7.4) foszfat puffer, 0.1 moll/l
natrium-klorid, 0.25 % (w/v) BSA és 0.05 % (w/v) tndam azidot tartalmazo oldat
segitségével végeztik. Az antiszérumot (IDA:10000 higitdsban), a RIA nyom|éiZ100

pl 5000 cpm/c8) valamint a standard és az ismeretlen mintaka0 (1) polipropilén
csovekbe mértik a pufferrel. °@on 48-72 h inkub&cié utdn az antitset-kotott ket
szeparaltuk 10Ql szeparalo oldat hozzaadasaval (10 g szén, 1 wadegs 0.5 g k6zonséges
zsirmentes tejpor, 100 ml desztillalt vizben). G@rdalast koveien (3000 rpm 15 min 2C)

a csoveket ovatosan ledntottik és a kicsapodasitaldivitdsat gamma szamlaléval mértik
(Gamma, type: NZ310). Az ismeretlen mintak PACAP-B8ncentracidjat kalibracids
gorbésl olvastuk le.

5.5.2.4. PACAP-38 vizsgalata patkany vérplazmatsaagy-gerincvéli folyadékban (CSF)
tomegspektrometrias (MS) méréssel

A PACAP-38 azonositasat patkany vérplazma és lignortakbdl — 6sszehasonlitva a
standard PACAP-38 oldatokkal — matrix-segitett 1édeszorpcio/ionizacié ,repulésiéd
(MALDI TOF) tomegspektrometrias mérésekkel végeztileghataroztuk a PACAP-38 Na
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addukt ,quasi-molekularis” ionjat (MW: 4558.7) ésPRACAP-27-et (MW: 3147.6) vagy
ennek a [M+Na]-jat. A PACAP-27/38 standard vizes oldatat és agait mintakat a cél
plate-re toltéttik (MTP 384 massziv target T, Brukealtonics, Bremen, Germany),
0sszekeverve minden oldat 1 pl-ét a telitett matidhat ugyanannyi térfogataval (minden nap
frissen készitve, feloldva-ciano-4-hidroxicinnamic savat (CHCA) acetonitritb®.1% TFA
(1/2, viv) (Helyes et al. 2007). A liqguor mintakeisoztuk és tisztitottuk 0.1% TFA oldat
hasznalataval, ZipTig pipetta hegyekkel (Millipore Kft., Hungary). A tiftott fehérjéket és
peptideket az adszorbetikteoldottuk kézvetlenil a MALDI cél platre 3 pl etonitril/0.1%
TFA (50/50, v/v) oldattal, 6sszekeverve a fent éstilitelitett matrix oldat 1 pl-ével.

Az ionokat késleltetett extrakciés kortlmények kbzgyorsitottuk (200 ns) pozitiv
ionmddozatban 20.00 kV gyorsito feszlltséggel, ésdem spektrumot linearis modban
detektaltunk. Az eszkdzok 337 nm pulzald nitrogérett hasznaltak (MNL-205MC modell;
LTB Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Germany). Mien esetben végeztink kills
kalibralast Bruker Peptide Calibration Standardiasznalva (#206195 Peptide Calibration
Standard, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Aéfghtomegeket az 1000-8000 m/z
tartomanyban vartuk. 300 egymast kévkizerlovésbl alakitottuk ki az 6sszes spektrumot
tartalmazé adathalmazt. Az eszkozt Bruker Flex@bnB.4 szoftverrel kontrolldltuk, a
szinkép kiértékelésére pedig a Bruker FlexAnal@sisszoftvert hasznaltuk.

5.5.2.5. Statisztikai elemzés

Az abrékon 11-28 dllat adatainak atlagat + az #ilagaldo standard eltérést mutatjuk.
Statisztikai elemzést egy-utas ANOVA-val végeztimkelyet Tukey’s post-hoc teszt
kovetett. Minden esetben a p<0.05-t valasztottiggsizkansnak.

5.6. Anyag és modszer a 3.11.2. fejezethez
5.6.1. Anyaggyiijtés

5.6.1.1. Periférias vénas vefigs (migrénes betegek, egészséeges kontrollok)
Tanulmanyunkba 87 migrénes beteget (aurdas és alkilih és 40 egészséges kontroll,
korban egyeztetett alanyt valogattunk be. A migséket a Nemzetkozi Fejfdjas Tarsasag
(IHS) 2004-es iranyelvei alapjan klasszifikaltuke@dlache Classification Committee of the
International Headache Society). A betegség jelienek (idétartam, rohamfrekvencia,
allodinia, a fajdalom sulyossaga, menstruéciosusiklatasa, egyéeb, nem-migrénes, kronikus
fajdalom megléte, depresszio jelei) feltérképezésea csoportok homogenizalasa céljabdl
részletes kéiilvet vettiink fel a paciensdér A kontroll csoport egészséges Onkéntesei,

kezelést igényl fejfajast nem panaszoltak.
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A beavatkozasok soran — melyeket a Szegedi Tudosggeyem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Etikai Bizottsdga engedélyezett (engedély sz&M2009) — véermintat dgytottlink
migrénes betege#t roham alatt és/vagy rohammentes periddusban. Avéteeket
megebzéen megkotéseket nem tettliink (étel/ital-fogyasztisyanyzas, stb. megengedett
volt), kivéve a gyodgyszeres rohamterapia, vérvgtigiterd halasztasara vonatkozéan. Ennek
eredményeként, 80 interiktalis és 28 iktalisssgakbdl gyjtottink mintat, illetve 21
migrénesil mindkét peridédusban meg tudtuk hatarozni a véstidetartalmat. A kontroll
személyek esetében egyszeri vérvétel tortént. minakat (6 ml/alany) nyugalomban,sal
poziciéban a vena cubitalis-bél nyertik égijgttik véralvadasgatiét (EDTA, 12 mg) és
protedaz gatlét (aprotinin, Gordox, 1200 IU) tartald jéeghideg vérvételi csévekbe. A
mintakat 4 °C-on tartottuk, majd centrifugaltuk (0rpm, 10 min, ). A plazma mintakat
—-80 °C-on taroltuk a PACAP-38-ir és CGRP-ir RIA rsadrrel tortéé méréséig.

5.6.2. Médszerek

5.6.2.1. RIA mérések és adaiifjgs

A plazma PACAP-38- és CGRP-ir-t, kordbban kifejteiz specifikus és szenzitiv RIA
modszerrel detektaltuk (Jakab et al. 2004). A mgadldermeltetett antiszérumok nagy
specificitasat és C-terminalis érzékenységét keemzcios mérésekkel igazoltak. Az
ismeretlen mintak peptid koncentracidit kalibragjisbe alapjan hataroztuk meg.

5.6.2.2. Statisztikai analizis

Néhany kivételil eltekintve, az eredmeényeket atlag+SD formabardZdituk. Az adatok
normalitdsat a Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk.céoportok 6sszehasonlitasat Student-féle
paratlan és paros t-tesztekkel, valamint nonpanéuaet Wilcoxon-teszttel végeztik, SPSS
17.0. statisztikai program segitségével. A menstésaciklus, a kronikus fajdalom és a
PACAP-38 koncentraciok 0Osszefliggéseit multivariangréobakkal vizsgaltuk (ismételt
méréses ANOVA). Az eredményeket p<0.05 esetébenadiag el statisztikailag

szignifikansnak.
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