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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5HIIA — 5-hidroxi indolecetsav

5HT — szerotonin

S5HTT — szerotonin transzporter

AEA — N-arachidonil-etanolamid, anandamid

AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-ox0-1,2-oxazol-4-il) propansav
CamKIl — kalmodulin-fliggd protein kinaz |l

CB — kannabinoid receptor

CFA — complete Freund adjuvans

cGMP — ciklikus guanozin-monofoszfat

CGRP — kalcitonin génrelacids peptid

COX — ciklooxigenaz

COX1 — ciklooxigendz-1

COX2 — ciklooxigendaz-2

CSD — tovaterjed§ kérgi gatlds/cortical spreading depression
DR —dorzalis raphe mag

FHM1 — familiaris hemiplégias migrén 1

GABA — gamma-amino vajsav

GPR30 — G-protein kapcsolt 6sztrogén receptor

GPR35 — G-protein kapcsolt receptor 35

HPLC — nagy teljesitmény folyadékkromatografia

IDO —indolamin 2,3 dioxigenaz

IR —immunoreaktiv

IS — inflammatory soup/, gyulladasos leves”

KAT — kinurenin aminotranszferaz

KATII = kinurenin aminotranszferaz 2

KMO — kinurenin monoxigendz

KYNA — kinurénsav

KYNU — kinurenindz

LC — locus ceruleus

lys-ASA — lizil-acetil-szalicilat

L-KYN — kinurenin

nAChR — a7 nikotinos acetilkolin receptor

NFkB — nuklearis faktor kappa B

NMDA — N-metil-d-aszpartat

NO — nitrogén-monoxid

NOS — nitrogén-oxid szintaz

NNOS — neuronalis nitrogén-oxid szintdz

NRM — nucleus raphe magnus

NSAID — nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszerek/non-steroid antiinflammatory drugs
NTG — nitroglicerin

OVX — ovariektomian atesett allatok

OVX+E;, — ovariektomizalt, 6sztradiol kezelt allatok
OVX-Form — ovariektomizalt allatok, melyek bajuszparnajukba formalin injekciét kaptak
OVX+E,-Form — ovariektomizalt, 6sztradiol kezelt dllatok, melyek bajuszparnajukba formalin injekciot
kaptak



OVX-Phys — ovariektomizalt allatok, melyek bajuszparnajukba fizioldgias séoldat injekciot kaptak
(kontroll csoport)

OVX+E,-Phys — ovariektomizalt, 6sztradiol kezelt allatok, melyek bajuszparnajukba fizioldgias séoldat
injekcidt kaptak (kontroll csoport)

PAG — periaqueductalis szlrkeallomany

PGE2 — prosztaglandin E2

PROB — probenecid

s.c. —subcutan

SIF — szintetikus intersticialis folyadék

SZR81 — N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H kvinolin-2-karboxamid hidroklorid/szintetikus kinurénsav
analog

TDO — triptofan 2,3 dioxigenaz

TG — trigeminalis ganglion/Gasser-duc

TNC — kaudalis trigeminadlis mag

TRPV1 — tranziens receptor potencial vanilloid 1

1. BEVEZETES

A fejfajasbetegségek patomechanizmusanak pontos megértéséhez alapvet6 fontossaguak az
allatkisérletes modellek. Sajnos egy modell sem tudja maradéktalanul leképezni a fejfajasok sordn lezajlo
Osszes valtozast, de mégis sokszor segithetnek a kérfolyamatok tisztdazdsdban. A szenzitizacio
kovetkezménye az idegrendszer feldolgozd funkcidjanak megvaltozdsa, mely a fejfajadsbetegségek
esetén a fajdalmas és nem fajdalmas ingerekre adott abnormalis valaszban nyilvanul meg. Ezek a
jelenségek a trigeminadlis aktivacioval egyetemben, tobb primer fejfajasban tetten érhetéek akar a
klinikai kép tekintetében (liktet6 fejfajas, allodynia) vagy funkcionalis/elektrofizioldgiai vizsgalatokkal. A
fejfajasok kezelésében kiemelt jelentdségli a trigeminalis aktivacié csokkentése, de az utdbbi idében
fokozott hangsulyt kapott a szenzitizacid folyamata, hisz megjelenése Iényegesen befolyasolhatja a
klinikai képet és a kezelés hatdsossagat. A fentiek miatt kiilonosen fontos az aktivacios és szenzitizacios
folyamatokban részt vevé molekuldk vizsgalata az allatkisérletes modellekben.



2. CELKITUZESEK

Kisérleteink célja az volt, hogy a migrén tobb allatkisérletes modelljében feltérképezzik a trigeminalis
aktivacio és szenzitizdcid folyamatat kilonféle markerek segitségéve. Ezt kdvetben vizsgaljuk egyes,
kilonb6z6 tdmaddspontd molekuldk ezekre gyakorolt moduldcids hatdsat, és ezaltal betekintést
nyerjink a migrénes roham alatt kialakuld valtozasok kérfolyamataba.

2.1.

Kilénboz8 aktivacios és szenzitizacids markerek vizsgalata a patkdny trigeminalis rendszerében a

NO donor NTG szisztémas adasat kovetben

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.
2.1.4.
2.1.5.
2.1.6.

2.2

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.

2.3.
2.3.1.

24.
24.1.
2.4.2.

2.5.
2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.
2.5.4.
2.5.5.
2.5.6.
2.5.7.
2.5.8.
2.5.9.
2.5.10.

A neuronalis aktivitast jelzé c-fos protein és a NO endogén szintézisében szerepet jatszd nNOS
expresszidjanak valtozdsa a TNC teriletén.

A primer trigeminalis afferensek centrdlis nyudlvanyaiban megjelené CGRP mennyiségének
mérése.

A TNC terlletén expresszalddo SHT tartalmu rostok és a SHTT valtozasanak vizsgalata.

A CamKll expresszidjanak mérése a TNC teriletén.

A TRPV1, NFkB, COX2 megjelenésének vizsgalata a TNC-ben.

A kinurenin Utvonal f6bb enzimei valtozasanak vizsgalata ebben a modellben.

Orofacialis formalin modell hatasanak vizsgalata a trigeminalis rendszerre patkanyban

A viselkedés jellegzetességeinek vizsgalata a fenti modellben.

CGRP expresszio kovetése patkany TNC-ben orofacidlis formalin addsa utan.

c-fos és nNOS megjelenése a masodlagos trigeminalis neuronok teriiletén ugyanebben a
modellben.

A Gasser duc elektromos ingerlése, mint a trigeminalis aktivacid allatkisérietes modellje
c-fos expresszid megjelenésének feltérképezése a trigemindlis rendszerben és a migrénben
szerepet jatszd agytorzsi strukturdkban a Gasser-duc elektromos ingerlése utan patkanyban.

A dura kémiai ingerlésének vizsgalata, mint trigeminalis aktivaciés modell vizsgdlata patkanyban
Az IS és CFA duralis hatdsa a TNC c-fos expressziora.
Durdlis IS hatdsa a CGRP, TRPV1 és nNOS megjelenésére a TNC teriletén.

Modulacid lehet&sége a migrén allatkisérletes modelljeiben

A COX gatlds hatdsa a NTG modellben a TNC nNOS és CamKIl expresszidjara.
Szumatriptan hatasa a NTG modellben.

Szumatriptdn hatdsa a duralis IS modellben.

Krénikus dsztradiol hatdsa a NTG modellben.

A kronikus 6sztradiol kezelés hatdsa az orofacialis formalin modellben.
A KYNA moduldld hatdsa a NTG modellben.

A KYNA modulalé hatdsa a duralis IS modellben.

Kinureninek és nemi hormonok hatasa a CSD kialakulasaban.

Kinurenin szarmazékok hatdsa a fejfdjas NTG modelljében.

Az anandamid moduldld hatasa patkanyban szisztémadas NTG adasa utan.



3. A MIGREN ALLATKISERLETES MODELUEINEK VIZSGALATA
3.1. ANTG adasa, mint a migrén allatkisérletes modellje

A nitrogén-monoxid (NO) donor nitroglicerin (NTG) az orvoslasban régéta alkalmazott gydgyszer az
angina pectoris, a szivinfarktus és a szivelégtelenség kezelésére (Marsh és Marsh 2000). Ezt a molekulat
kilonosen érdekessé teszi, hogy sokszor gyorsan kifejl6dé fejfajast okoz a pacienseknél (lversen és
mtsai., 1989). Fliggetlenll a NTG beadasi madjatdl, a gyorsan kialakuld fajdalom utan érakkal erds, aura
nélkuli migrénre jellemz6 fejfajas jelentkezik kizardlag a migrénben szenvedd betegeknél, melynek
id6tartama joval hosszabb (Sicuteri és mtsai.,, 1987, Sances és mtsai.,, 2004) és j6l reagdl a migrén
rohamkezelésében alkalmazott szerotonin (5HT) agonista triptanokra (Iversen és Olesen 1996). Emiatt
vetddott fel a NTG alkalmazdsa, mint tobb szempontbdl érdekes és igéretes migrén modell. A NTG-el
kapcsolatos human vizsgalatok eredményei felvetették a lehet6ségét annak, hogy kisérleti allatoknak
NTG-t adva a migrénnek megfeleltethetd eltérések jelentkezhetnek (Tassorelli és Joseph 1995, Tassorelli
és mtsai., 1999), igy a mddszer széles korben alkalmazott migrén modell lett, melyet elsGsorban
ragcsaldkon alkalmaznak, hogy reprodukaljdk a migrén alatt zajlo valtozasokat. Az alkalmazott ddzis
széles tartomanyban viéltozik, de a legelfogadottabb a 10 mg/kg NTG parenteralis addsa, mely egérben
és patkanyban is megfeleld.

3.1.1. c-fos és nNOS expresszidjanak valtozasa patkany TNC-ben NTG adasa utan
Hattér

A NO egy gaz dllagl neurotranszmitter, mely kdnnyedén atjut a sejtmembrdnokon, és endogén
szintézise L-argininbdl a nitrogén-oxid szintaz (NOS) révén torténik. Ez az enzim harom izoformaban
létezik a szervezetben: a neuronadlis (nNOS), az endothelialis és az indukalhatd. A nNOS jelen van a
gerincveld hatso szarvaban, és a fajdalomérzés mellett szerepet jatszik a hiperalgézia kialakuldsaban és
az érz6 neuronok szenzitizacidjaban (Saito és mtsai., 1994, Lin és mtsai., 1999). Kisérleti allatok
végtagjaba adott subcutan (s.c.) formalin megemeli a megfelel§ spinalis dorzélis szegmentum nNOS és
c-fos expresszidjat (Hunt és mtsai., 1987, Lam és mtsai., 1996), és ez utdbbi emelkedése kivédhet§ NOS
inhibitor alkalmazasaval, mely az NO kiemelt szerepére utal a nociceptiv feldolgozas soran (Wang és
mtsai., 1999, Wu és mtsai., 2000).

A nNOS megtaldlhaté a duralis hizésejtekben, a trigeminalis idegvégzédésekben (Berger és mtsai.,
1994), a Gasser-ducban (TG) (Zhang és mtsai., 1996) és a kaudalis trigeminalis mag (TNC) terUletén is
(Dohrn és mtsai., 1994). A NO donor NTG késleltetett rohamot valt ki migrénesekben (Sicuteri és mtsai.,
1987) és aktivalja a trigeminalis rendszert kisérleti dllatokban (Tassorelli és Joseph 1995), ezaltal kivaldan
modellezheti a betegséget. Késleltetett hatdsa arra utal, hogy a jelenség nem kozvetlenll a NTG révén,
hanem indirekt médon alakul ki. Ebben a folyamatban a NO periférids és centralis hatasa egyarant
lehetséges, melyben a nNOS szerepet kaphat.

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkanyok egyszeri s.c. NTG injekciot kaptak 10 mg/kg dézisban. Négy oraval késSbb
az allatokat perfunddltuk, a TNC-t és a Th1l gerincvel8i szegmentumot eltavolitottuk nNOS és c-fos
immunhisztokémiai és nNOS Western blot vizsgédlatok céljabdl. A gerincvel8i sorozat metszetek |-l|
rétegében lathatd nNOS és c-fos immunoreaktiv (IR) sejteket megszamoltuk.



Eredmények

A TNC tertletén elvétve taldltunk c-fos pozitiv sejteket, viszont elég nagy szamban észleltiink nNOS
jelol6désli neuronokat, és NTG hatdsara mindketté sejttipus szdma szignifikdnsan megemelkedett a
TNC-ben. A torakalis gerincveld magassdgaban viszont nem észleltlink ilyen valtozast. A Western blot
eredmények pdarhuzamba allithaték az immunkhisztokémidval. A nNOS protein expresszidja
megemelkedett ugyanitt NTG addsa utan, de nem véltozott a Th1 szegmentumban.

Megfigyeléseink jelentésége

A NTG tobb oras latencidval megemeli a TNC nNOS expresszidjat. Emellett Ujra igazoltuk, hogy a
neuronalis aktivacido markerének tekinthetd c-fos is megnovekedett hasonld lokalizdcidban. A hatds
szelektivnek tlnik a TNC-re, hisz nem lattunk valtozast a hati gerincvel§ magassagaban. A TNC
megnovekedett nNOS immunreaktivitasara a legvaldszinlbb magyarazat az indirekt hatas az elsédleges
trigemindlis érz6 rostok fokozott aktivitdsa kdvetkeztében. A NTG képes a meningedlis nociceptorok
aktivalasara (Knyihar-Csillik és Vécsei 1999) és ismert, hogy a NTG c-fos emel6 hatdsa megszlnik, ha a
kisérleti allatok kapszaicin el6kezelést kapnak, mely elpusztitja a nociceptiv Ad és C rostokat (Tassorelli
és mtsai., 1997), és hasonld moduldlé hatdssal bir a NOS inhibitor el6zetes adasa is (Wu és mtsai., 2000).

Eredményeink fontosak lehetnek a migrénes fajdalom megértésében. A TNC-ben megemelkedett nNOS
magasabb helyi NO szintet eredményezhet, mely mas neurotranszmitterek révén felel6s lehet a c-fos
emelkedésért és a centrdlis szenzitizacio kialakuldsaért. Ezen hatasok szelektivnek tlinnek a trigeminalis
rendszerre, azaz a trigemindlis és periférids nocicepcié folyamataban kilonbségek lehetnek. A NO
indukalt nNOS emelkedés egy Oner@sité folyamathoz vezethet, mely illeszkedik a NTG késleltetett
migrént okozd hatdsahoz, és részjelensége lehet a masodlagos trigeminalis érzé neuronok centrdlis
szenzitizacids folyamatanak, melyet migrénesekben is leirtak (Burstein és mtsai., 2000).

3.1.2. A TNC-be futé afferensek CGRP tartalmanak véltozdsa patkdnyban NTG addsa utan
Hattér

A kalcitonin génrelacids peptid (CGRP) a fajdalomérzés kulcsfontossadgl neurotranszmittere, mely NO
kozvetitése révén is felszabadulhat a termindlisokbdl (Garry és mtsai.,, 2000) és koncentracidja
megemelkedik a jugularis vénaban migrénes roham kapcsan (Goadsby és mtsai., 1990). A migrén egyik
allatkiséreletes modelljében, a TG elektromos ingerlésekor, mely vazodilataciot és plazma extravazaciot
okoz a durdban (Buzzi és Moskowitz 1992), az itt elhelyezked§ CGRP tartalmu rostok morfoldgiai
valtozdson mennek keresztul (Knyihar-Csillik és mtsai., 1995). Ezeket, a CGRP-t érint6 valtozdsokat mind
migrénesekben, mind kisérleti dllatokban ki lehet védeni 5HT1g/p agonista triptanok adasaval (Knyihar-
Csillik és mtsai., 2000, Goadsby és Edvinsson 1993).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkdanyok egyszeri s.c. NTG injekciot kaptak 10 mg/kg dozisban. Négy éraval ezutan
az Adllatokat perfunddltuk, a TNC-t és a Thl gerincvel8i szegmentumot eltavolitottuk CGRP
immunhisztokémia céljdbdl. A CGRP pozitiv rostok altal boritott tertletet képanalizatorral hatdroztuk
meg. Nagyobb nagyitast alkalmazva vizsgaltuk a terminalisokban elhelyezkedd szinaptikus boutonok
méretét is.



Eredmények

A TNC-ben és Thl gerincvel§ hatsd szarvdban gazdag CGRP pozitiv rostfestédést figyeltiink meg. Az
el6bbiben a CGRP jeldl6dést mutatd végzédések altal boritott terilet szignifikdnsan kisebb volt 4 éraval
a NTG addsa utan. A Th1l magassagaban ez a kilonbség nem mutatkozott. A szinaptikus boutonok
mérete szignifikansan csokkent a NTG kezelés utan a TNC terlletén, mig ez a paraméter sem mutatott
vdltozast a Thl szinten.

Megfigyeléseink jelentésége

A nNOS kapcsan észlelt valtozdsokhoz hasonldan (Pardutz és mtsai.,, 2000) a NTG szelektiven képes
befolydsolni a TNC CGRP expresszidjat. Allatkisérletekben magasabb turnover és fokozott CGRP
felszabadulds jelentkezik lokalis gyulladds (Sluka és mtsai., 1992), formalin (Zhang és mtsai., 1994),
illetve kapszaicin (Garry és mtsai., 2000) adasat kovetSen a megfeleld gerincvel§i szegmentumban. Ezen
eredményeink alapjan fokozéddé transzmitter felszabadulds feltételezheté a végzédésekbdl, melyet a
NO medidlt AS és C rost aktivacié okoz. Ezt a feltételezést tdmogatja a boutonok méretcsdkkenése is
NTG adasat kdvetben. Hasonld jelenséget lehet tapasztalni a dura CGRP tartalmu rostjaiban a TG
elektromos ingerlésénél (Knyihar-Csillik és mtsai., 2000).

3.1.3. 5HT és 5HTT megjelenése a patkany TNC-ben NTG adasa utan
Hattér

A szerotoninerg mechanizmusok alapvetéek mind a nocicepcio szabalyozdsaban (Roberts 1984, Fasmer
és mtsai., 1985), mind a migrén patogenezisében (Sicuteri 1972, Ferrari és mtsai., 1989). Migrénes
rohamok utadn a vizelet 5-hidroxi indolecetsav (5HIIA) tartalma megemelkedhet (Deanovic és mtsai.,
1975), és egyes vizsgalatok a roham alatt magasabb plazma 5HT és alacsony 5HIIA szintet taldltak, mig
a rohamok kozo6tt ez visszajara fordult, alacsony plazma 5HT mellett megemelkedett a SHIIA szintje
(Ferrari és mtsai., 1989, Humphrey 1991). A szerotonin transzporter (5HTT) felel8s a 5HT visszavételéért
a szinaptikus résbdl, ezaltal csokkenti az utdbbi hatdsat. Migrénesekben a vérlemezkék SHTT
mennyisége alacsony (Geaney és mtsai., 1984), az agytorzs terlletén viszont emelkedett expressziot
mutattak ki ezekben a betegekben (Schuh-Hofer és mtsai., 2007).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkdnyok egyszeri s.c. NTG injekciot kaptak 10 mg/kg ddzisban. Négy ora elteltével
az allatokat perfundaltuk és a TNC-t eltavolitottuk 5HT és SHTT immunhisztokémiai és Western blot
vizsgalatok céljabdl. A 5HT esetében a Thl gerincvel6i mintakat is vizsgaltuk. Mindkét esetben a pozitiv
rostok altal boritott terlletet képanalizatorral elemeztik. Nagyobb nagyitdst alkalmazva analizaltuk a
terminalisokban elhelyezked§ pozitiv varikozitasok méretét is.

Eredmények

A TNC-ben jelent8s mennyiségl 5HT és S5HTT pozitiv rost észlelhetd, melyek eloszldsa - nem meglep&en
- nagyfoku hasonldsagot mutat. A TNC-ben mind a 5HT, mind a 5HTT jelél6dést mutaté végzédések altal
boritott terllet szignifikdnsan megemelkedett 4 éraval a NTG adasa utan, ill. a SHTT pozitiv varikozitdsok
mérete is ndvekedett, mig a 5SHT-IR boutonok mérete nem valtozott. A Th1 magassagaban 5HT esetében
nem okozott valtozast a NTG. A Western blot vizsgélatok szignifikdns S5HTT expresszid novekedést
mutattak a TNC tertletén NTG adasat kovetSen.



Megfigyeléseink jelentésége

A 5HT TNC-re lokalizalt emelkedése NTG utdn igen érdekes eredmény annak tikrében, hogy a legtdbb
ilyen végz&dés a fels6bb agyi kdzpontok leszallé rostjaibdl szarmazik. A magasabb expresszid ez esetben
feltehetbleg a csokkent felszabadulds kovetkezménye lehet. A NTG kétféle mddon befolyasolhatja a TNC
5HT tartalmat: lehetséges, hogy kdzvetlenil helyileg hatva modulalja a 5HT termindlisokat vagy indirekt
modon befolydsolja a fels6bb szerotoninerg magvakat. Formalin adasa utan megemelkedik a 5HT
anyagcsere mind a gerincvel§ megfelel§ szegmentumaban, mind a nucleus raphe magnusban (Puig és
mtsai., 1992), ugyanakkor a karragenin okozta gyulladas is 5HT emelkedést okozott a gerincvelSben és
a periaqueductalis sziirkedllomanyban (PAG) (Zhang és mtsai., 2000). Erdekes médon most is szelektiv
hatast észleltlink, hisz nem volt valtozas a Thl magassagaban. Ennek a szelektivitdsnak a pontos okat
még nem ismerjik, de feltehetSleg a trigemindlis A3 és C nociceptiv rostok egyedi
expresszidjat is megemelte a TNC terlletén. Az el6z6 adatokkal egyltt értelmezve elképzelhetd, hogy
fokozott turnover allhat a jelenség mogott. JOl ismert a kapcsolat a NO és a szerotoninerg
neurotranszmisszé vonatkozdsaban (Miller és Hoffmann 1994, Zhu és mtsai., 2004), és egyes kisérletek
felvetik a reciprok kapcsolatot a két rendszer kdzott (Chanrion és mtsai., 2007). A migrénes aurdért
felel6s tovaterjedd kérgi gatlas (CSD) (Hadjikhani és mtsai., 2001) okozta 5HT deplécidt részben NO
medialt folyamatnak tartjak (Saengjaroentham és mtsai., 2005).

3.1.4. A CamKll expresszidja patkany TNC-ben NTG addsa utan
Hattér

A kalmodulin-fligg6 protein kindz Il (CamKll) az idegrendszer teljes terlletén megtaldlhato és részt vesz

s

......

aszpartat (NMDA) receptorokhoz kotédve megemeli az NMDA és a 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-
4-il) propansav (AMPA) receptorokon ataramlé kationok mennyiségét a patkdny gerincveld hatso
szarvaban (Kolaj és mtsai., 1996), ahol szerepet jatszhat a centrdlis szenzitizacié kialakitdsaban. Mind a
kapszaicin, mind a s.c. adott formalin megemeli az enzim expressziéjat a megfelel§ gerincvel6i hatsé
szarv terlUletén (Fang és mtsai., 2002, Liang és mtsai.,, 2004), azaz vizsgdlata relevans lehet a NTG
modellben.

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkanyok egyszeri s.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg dézisban. 4 éraval az injekciok
addsa utdn az dllatokat perfunddltuk, a TNC-t és a Thl gerincvel6t eltdvolitottuk, és CamKiIl
immunhisztokémiai és Western blot vizsgalatokat végeztink.

Eredmények

A TNC-ben jelent6s mennyiségli CamKIl pozitiv sejt taldlhatd. NTG adasat kovetben szignifikdnsan
megemelkedett a fest6dést mutatott sejtek szdma és a protein expresszid. A Thl szintjében nem volt
valtozas ezekben a paraméterekben.

Megfigyeléseink jelentdsége

ANTG a c-fos és nNOS expressziora gyakorolt hatdsahoz hasonldan (Pardutz és mtsai., 2000) megemelte
a CamKll mennyiségét a TNC terlletén, és itt is ugyanazt a szelektivitast taldltuk, mint az el6z6
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kisérletekben, azaz a valtozas nem jelent meg a Th1 gerincvel6i magassagban. A NTG-bdl keletkezé NO
a trigeminalis nociceptiv afferensek révén hozhatja létre ezt a hatdst (Tassorelli és mtsai., 1997). Sok
egyéb funkcidja mellett a CamKIl kiemelt szerepet jatszik az érz6 mikodésben és a fajdalomérzésben: a
hatsé gyoki ganglionsejtek és kiléndsen a TG sejtek tobbsége CamKIl pozitivitast mutat (Ichikawa és
mtsai., 2004). Emellett a trigemindlis ganglionsejtek kapszaicin okozta hiperexcitabilitdsa is részben
CamKIl modulalt folyamat: az A tipusi K* aramok csokkenése (Liu és Simon 2003) és a vanilloid
receptorok foszforilacidjanak révén (Jung és mtsai., 2004), ill. ragcsaldkban a CamKIl tébbfajta adenilat
ciklazt aktival, melyek mind részt vehetnek a gerincveldi szint( centrdlis szenzitizacios folyamatokban
(Wei és mtsai., 2006). Eredményeink arra utalnak, hogy a CamKIl részt vesz a NO okozta trigeminalis
szenzitizacié folyamatdban és ezdltal szerepet jatszhat a migrén patogenezisében is.

3.1.5. TRPV1, NFkB, COX2 megjelenése a patkany TNC-ben NTG adasa utan
Hattér

A tranzies receptor potencidl vanilloid 1 (TRPV1) a fajdalomérzés egyik fontos integratora, ami jelent8s
mértékben expresszalddik a gerincvelSben, és a fizikai és kémiai nocicepcid egyik integratoranak
tekinthet§ (Tominaga és mtsai., 1998). A NO képes a TRPV1 aktivacidjara, és ezéltal megemeli az
intracelluldris Ca*™ szintet (Miyamoto és mtsai., 2009, Pan és mtsai., 2013). A nukledris faktor kappa B
(NFkB) - a minden allati sejtben kifejez6d8, a DNS transzkripciot és a sejt tulélését szabalyozd komplex
molekula - komoly szerepl6 a gyulladdsos folyamatok kialakuldsaban, mivel hatdssal van tobb citokin
expresszidjara, melyek igazoltan szerepet jatszanak a fajdalom és a hiperalgézia kialakuldsaban (Kress
és mtsai., 1996). A ciklooxigendaz-2 (COX2) szintén megtalalhatd a gerincveli hatso szarv terlletén, részt
vesz a nociceptiv feldolgozdsban (Beiche és mtsai.,, 1998, Mazario és mtsai.,, 2001), és szintje
megemelkedik a TNC teriletén az orofacialis fajdalominger alkalmazéasakor (Gao és mtsai., 2010).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkdnyok egyszeri s.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg dézisban. 4 éraval az injekciok
addsa utan az dllatokat perfundaltuk, a TNC-t eltavolitottuk, és TRPV1 és NFkB immunhisztokémiai,
valamint COX2 Western blot vizsgalatokat végeztiink.

Eredmények
A NTG egyarant megemelte a TRPV1, a COX2 és a NFkB expresszidjat a TNC tertletén.
Megfigyeléseink jelentésége

Az észlelt védltozasok beleilleszthet6k a modelliinkben lezajlé trigemindlis aktivacio és szenzitizacio
folyamataba, és a jelenségek markerének tekinthetéek. A gerincvel8ben expresszalédd TRPV1 funkcidja
is szorosan kapcsolddik a periférids és centralis szenzitizacié jelenségéhez (Saloman és mtsai., 2013),
melyet |ényegesen csokkent ezen receptor blokkolasa (Kim és mtsai., 2014). Korabbrdl ismert, hogy a
NO donorok képesek a TRPV1 expresszid megemelésére kilonbozé sejttipusokban (Miyamoto és mtsai.,
2009, Leonelli és mtsai., 2013), és a gyulladdsos fajdalom kapcsan is hasonld eredményre jutottak (Ji és
mtsai., 2002, Kao és mtsai., 2012). Ezek alapjan a NTG hatasa indirektnek tlinik: neurogén gyulladast
alakithat ki, és a keletkezé medidtorok, pl. 5HT és bradykinin hatdsara johet |étre a TRPV1 emelkedés
(Strassman és mtsai.,, 1996). A gyulladdas okozta TRPV1 expresszidnovekedést szamos kisérlet
aldtdmasztja: ilyen hatdsu tobbek kézott az interleukin-1 és 6 (Malek és mtsai., 2015), valamint a
complete Freud adjuvans (CFA) addsa (Amaya és mtsai., 2003). A CGRP szisztémads addsa is képes a
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TRPV1 expressziojat fokozni a patkany TG-ban, azaz a gyulladdsos folyamatok mellett ez a direkt hatds
is szerepet jatszhat az észlelt valtozdsok létrejottében (Chatchaisak és mtsai., 2013).

Eredményeink szerint a NO képes a NFkB szintjét is megemelni a TNC teriletén, melyhez hasonlé hatast
tudtak kimutatni korabban a duraban is (Reuter és mtsai., 2002). A NFkB Utvonal aktivalodasa a mi
esetlinkben a NTG direkt hatdsa kovetkeztében vagy a kialakuld duralis gyulladas kapcsan indirekt
modon alakulhat ki. A jelenség mind a TRPV1, mind a nNOS részvételével |étrejéhet: a TRPV1-en
keresztll bearamlé Ca*™ befolyasolhatja a NFkB funkciojat (Sappington és mtsai., 2008). Masrészt az is
feltételezhetd, hogy a megemelkedett nNOS fokozza a NFkB aktivitasat (Parohova és mtsai., 2009). Ezek
alapjan a NFkB fontos eleme a NTG okozta trigemindlis aktivacid és szenzitizidcié folyamatanak.

A vizsgalatainkben észlelt NTG okozta COX2 emelkedés létrejohet a NFkB Utvonalon keresztll, melyrél
ismert, hogy képes emelni a COX2 expresszidjat (Lee és mtsai., 2004). A ciklooxigendz (COX) aktivitas
megemelkedik makrofagokban és fibroblasztokban NO hatdsara (Salvemini és mtsai., 1993), emellett a
COX2 gatlas kivédi a NTG okozta c-fos aktivaciét a TNC-ben (Tassorelli és mtsai., 1997). Kézismert, hogy
a nem-szteroid gyulladascsokkentd gydgyszerek, melyek hatdsukat COX, és ezen belll elsGsorban a
COX2 izoforma gatlasa révén érik el (Yaksh és mtsai., 2001), kivaloan alkalmasak a migrénes rohamok
kezelésére (Pardutz és mtsai., 2010). A sajat kisérleteink mellett egyéb adatok is arra utalnak, hogy a
COX2 alapveté szerepet jatszik a trigeminadlis aktivacids és szenzitizacios folyamatokban, amit az is
megerdsit, hogy COX2 emelkedést lehet detektalni NTG utdn a hipotalamusz és az agytorzs teriiletén
(Tassorelli és mtsai., 2007).

3.1.6. Akinurenin Gtvonal a fejfajas NTG modelljében
Hattér

Az érz6 és nociceptiv rendszerek szenzitizacids folymataiban alapvetd szerepet tulajdonitanak a
glutamatnak és receptorainak, kilondsen az NMDA receptoroknak (Woolf és Salter 2000). A kinurénsav
(KYNA) a triptofan anyagcsere terméke, neuroprotektiv és antiglutamaterg hatasu, mely tobbek kdzott
az NMDA, az aromas szénhidrogén és a G proteinhez kapcsolt receptor 35-h6z (GPR35) kotédik, és tobb
kisérleti eredmény azt mutatja, hogy antinociceptiv hatasu a migrén kilonféle modelljeiben (Csati és
mtsai., 2015, Lukdcs és mtsai., 2016). A kinurenin Utvonal elsé és sebességmeghatdrozé 1épése a
triptofan N-formil kinurenin atalakulds, melyet a triptofan 2,3-dioxigenaz (TDO) és az indolamin 2,3
dioxigenaz (IDO) katalizal. Ezt kdvetSen az N-formil kinurenin a formamidaz segitségével kinureninné (L-
KYN) alakul, melyet a kinurenin aminotranszferazok (KAT) alakitanak KYNA-va. Ezzel parhuzamosan a L-
KYN antranilsavva, ill. hidroxiantranilsavva alakul a kinurenin-monoxigenaz (KMQO) és kinureninaz (KYNU)
segitségével. Az Utvonal masik terméke a kvinolénsav, mely a KYNA-val ellentétben glutamat agonista
hatdsu és részt vehet a neuronalis sejtpusztulds mechanizmusaban (Behan és mtsai., 1999, Guidetti és
Schwarcz 1999).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkanyok egyszeris.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg ddézisban, az dllatok masik fele
placebo kezelésben részesllt. 4 érdval ezutan az allatokat perfundaltuk, a TNC-t eltavolitottuk, és
Western blot vizsgalatokat végeztiink TDO2, IDO1, KAT, KYNU és KMO expressziot vizsgalva.

Eredmények

ANTG a kinurenin Utvonal 6sszes vizsgalt enzimének expresszidjat szignifikansan csokkentette a patkany
TNC-ben.
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Megfigyeléseink jelentésége

ANO képes az IDO aktivitasat mérsékelni makrofagokban (Thomas és mtsai., 2007), és hatasara az enzim
csokkent képz&dését irtak le a csontvel6ben (Hara és mtsai., 2008). Az is ismert, hogy a NO donorok
mitokondridlis funkcidzavart okozhatnak a légzési lanc bénitdsa és citokrom C felszabaduldsa révén
(Ushmorov és mtsai., 1999), ami kapcsolatba hozhato a csokkent kinurenin aminotranszferaz 2 (KATII)
szinttel (Vécsei és mtsai., 2013). Nagyon lényeges kiemelni, hogy a kinureninek fontos szerepet jatszanak
az immunfunkcidk szabalyozasaban, pl. az IDO, a KMO és KYNU transzkripcidjat az interferonok és a
proinflammatoros citokinek szabdlyozzdk (Mandi és mtsai., 2012, Hassanain és mtsai., 1993). A NTG
képes a NFkB aktivalasara (Nagy-Grocz és mtsai., 2016, Greco és mtsai., 2005), ami kdzponti szerepet
jatszik a gyulladas kialakuldsaban, és a gyulladdasos mediatorok NTG hatdsdra torténd felszabaduldsat
prednizolonnal ki lehetett védeni (Tfelt-Hansen és mtsai., 2009). Mindezt 6sszegezve feltételezhetd,
hogy a NO hatdsa a kinurenin anyagcserére direkt és indirekt médon, a gyulladasos reakciok révén is
megvaldsulhat. Mivel a centralis szenzitizacidoban kulcsszerepet jatszik a glutamat és NMDA receptorai
(Sarchielli és mtsai., 2007), a kinurenin Utvonal alacsonyabb m(ikodése és az ebbdl kovetkezd KYNA
csokkenés részt vehet ebben a folyamatban az NMDA diszinhibicid révén.

3.2. Orofacialis formalin, mint a fejfajas allatkisérletes modellje

Az orofacidlis régio stimuldlasa alkalmas lehet az ide lokalizalodo fajdalommal jaré kérképek vizsgalatara,
mint pl. a trigeminus neuralgia vagy egyes fejfajasbetegségek. Leginkdbb a régidba adott s.c. formalin
alkalmazasa a legismertebb, mint a trigemindlis rendszer aktivacidjat és szenzitizdcidjat okozd
allatkisérletes modell. Az igy beadott higitott formalin szdveti karosodast okoz, mely jellegzetes
viselkedési és elektrofizioldgiai jelenségeket valt ki. A tipusos valasz kétfazisu, egy par percig tartd
kezdeti szakasz utan atmeneti sziinetet kdvetSen egy elhlizédo, tartds fazis jelentkezik, mely akar fél
oraig is eltarthat (Raboisson és mtsai., 2004). Az elsd szakaszért leginkabb a nociceptorok kozvetlen
ingerlése felel6s, mig a masodik periddusban a gyulladds kialakuldasdnak koévetkezményeivel kell
szamolni (Tjolsen és mtsai., 1992). Az ebben a szakaszban felszabadulé prosztaglandin E2 (PGE2),
interleukin 1 és egyéb szenzitizacids folyamatok is alapvetd szerepet jatszanak (Svensson és Yaksh 2002,
Watkins és mtsai.,, 1997), azaz parhuzam allithatd fel a modell és egyes fejfdjasbetegségek
patomechanizmusa kozott.

3.2.1 Aviselkedés vizsgalata a patkany orofacialis formalin modelljében
Anyag és mddszer

Feln6tt him patkanyok fels bajuszparnajaba 50 pl 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztlink s.c., mig az
allatok masik fele 50 pl fizioldgids séoldatot kapott. Habituacidt kdvetden az injekcid utan az allatokat
azonnal egy 30x30x30 cm méretd tikorfald terrariumba helyeztik. Az allatokat 45 percen at vizsgaltuk,
a viselkedésUkrél videofelvétel készdlt.

Eredmények

Hasonléan a kordbbiakhoz az injekcidt kovetbéen a patkdnyok azonnal vakarni kezdték az érintett
terlletet kb. 3-4 percen keresztill. Ezt kdvet&en kb. 10 perces nyugalmi fazis kdvetkezett, melyet egy
hosszabban tartd, de kevésbé intenziv Un. tdnusos szakasz kovetett, ami 20-22 percig tartott. Mindkét
periodus alatt a fadjdalommal 6sszekapcsolhatd aktivitds szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a
formalinnal kezelt patkanyoknal, a fiziologias séoldattal kezeltekhez viszonyitva.
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Megfigyeléseink jelentésége

Ezen vizsgdlatok meger@sitették a korabban is megfigyelt és leirt kétfazisu viselkedési mintazatot,
melyet a trigemindlis terlletre adott formalin okozott (Clavelou és mtsai.,, 1995), és a késdbbi
kisérleteinkhez referenciaként szolgalt.

3.2.2. CGRP expresszié patkany TNC-ben orofacialis formalin adasa utan

Hattér

A CGRP kiemelked6 szerepet jatszik a migrén patomechanizmusdban, a szintje emelkedett
migrénesekben az egészséges kontrollokhoz viszonyitva (Fusayasu és mtsai., 2007), és szisztémas adasa

rohamot provokdlhat a betegekben (Hansen és mtsai., 2010, Lassen és mtsai., 2002). Vizsgalata kiemelt
fontossagu a fejfajas allatkisérletes modelljeiben.

Anyag és mddszer

Feln6tt him patkanyok fels bajuszparnajaba 50 pl 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztilink s.c., mig az
allatok masik fele 50 pl fizioldgids séoldatot kapott. Négy dérdval az injekciok addsa utan az allatokat
perfundaltuk, a TNC-t eltavolitottuk, és CGRP immunhisztokémiai vizsgdlatokat végeztink a TNC-bdl
készilt sorozatmetszeteken. A CGRP pozitiv rostok altal boritott teriletet képanalizatorral vizsgaltuk.

Eredmények

A CGRP pozitiv rostok altal lefedett tertlet a TNC-ben nem valtozott meg szignifikdnsan a formalin
kezelés hatasara egyik magassagban sem.

Megfigyeléseink jelentdsége

A trigeminalis aktivacid egyéb modelljeiben a CGRP valtozasai gyorsan bekovetkeznek és drakon beldl
megsznnek (Buzzi és mtsai., 1991, Greco és mtsai., 2008), mellyel jelen eredményeink parhuzamba
allithatdak, azaz feltételezhets, hogy a CGRP esetleges valtozasai allatkisérletes modelliinkben
hamarabb lezajlottak.

3.2.3. c-fos és nNOS megjelenése a masodlagos trigeminalis neuronok tertletén
Hattér

A c-fos protein a neurondlis aktivacié kapcsan expresszalédik, a nNOS pedig szenzitizacidés markernek
tarthatd a trigeminovaszkularis rendszer tertletén. Ezek a jelenségek az orofacidlis formalin modell
alkalmazasa soran is lezajlanak, ezért a vizsgalatuk fontos lehet.

Anyag és mddszer

Felndtt him patkanyok felsé bajuszparnajaba 50 ul 4%-os formalin oldatot fecskendeztlink s.c., mig az
allatok masik fele 50 l fiziologias sooldatot kapott. Négy oraval az injekciok adasa utan az allatokat
perfunddltuk, a TNC-t eltavolitottuk, majd sorozatmetszeteket készitettiink c-fos és nNQOS
immunhisztokémiai vizsgalatok céljabdl. A sorozatmetszetek TNC-beli helyét megallapitottuk, majd a
fest6d6 sejteket megszamoltuk az injekciod oldalaval ipszi- és kontralateralisan.
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Eredmények

Szignifikans c-fos és nNOS emelkedést detektaltunk a formalin kezelés utan a TNC azon terlletein,
melyek szomatotdpidsan megfelelnek az orofacialis formalin modell okozta nociceptiv hatdsnak.

Megfigyeléseink jelentésége

A kordbbi vizsgalatokhoz hasonld eredményeket kaptunk, melyek igazoljak, hogy mas modellekhez
hasonldan (pl. szisztémas NTG adasa), az orofacialis formalin is képes a trigeminalis rendszer aktivacios
és szenzitizdcids markereit megemelni.

3.3. A Gasser duc elektromos ingerlése, mint a migrén allatkisérletes modellje

A migrénes roham patogenezisében kiemelt szerepet jatszé trigeminovaszkuldris rendszer aktivalddasa
(Moskowitz 1984) allatkisérletekben modellezhet a TG elektromos ingerlésével. Ennek hatdsara CGRP
szabadul fel a primer afferensek végz&déseib8l mind a periférian (Knyihar-Csillik és mtsai., 1995), mind
a centralis terminalis teriletén (Knyihar-Csillik és mtsai., 1998), megnovekszik a duralis erek albumin
permeabilitdsa (Markowitz és mtsai., 1987), és ezen utdébbi hatdst migrénellenes gydgyszerek
alkalmazasaval ki lehet védeni (Limmroth és mtsai., 2001). Mindezen eredmények azt sugalljak, hogy a
TG elektromos ingerlése kdvetkeztében bekovetkezd allatkisérletes valtozasok részben hasonlatosak
lehetnek a migrénben lezajlé folyamatokhoz.

3.3.1. c-fos megjelenése a Gasser dic elektromos ingerlése utan
Hattér

A c-fos expresszidjanak mérése j6 informaciot adhat az idegrendszeri struktlrak aktivitdsanak
mértékérdl. A migrénben zajld aktivacid és szenzitizacid soran a TNC neuronjainak fokozott aktivitdsa
észlelhetd (Bergerot és mtsai., 2006). Emellett azonban szamos magcsoport aktivitasat leirtdk migrénes
roham kapcsan a hid dorzolaterdlis részén, valamint a dorzalis kozépagyban (Weiller és mtsai., 1995),
mely nem kimutathaté a fejre lokalizalédé mas fajdalmas allapotoknal (May és mtsai., 1998). Ez arra
utalhat, hogy az itt elhelyezked§ strukturdk —a PAG, a nucleus raphe magnus (NRM), a dorzalis raphe
mag (DR) és a locus ceruleus (LC) részt vehetnek a migrén patogenezisében. Azt viszont nem tudjuk
egyértelmlen, hogy ezen magok aktivdldodasa a migrénes roham okaként vagy kovetkezményeként
értékelendé.

A NRM része a leszalld fajdalomszabalyzé rendszernek és komoly bemeneteket kap a kortexbdl (Carlton
és mtsai., 1983). A NRM ingerlése befolydsolja a TNC nociceptiv bemenetét (Basbaum és mtsai., 1984),
és a NRM aktivitdsat befolyasoljak a migrénellenes gydégyszerek (Ellrich és mtsai., 2001). Ezek alapjan a
mag fontos szerepe vethetd fel a migrén kialakuldsaban.

A DR a legnagyobb szerotoninerg magnak tekinthet§ az agytorzsben, mely szerepet jatszik a
fajdalomérzés szabdlyozdsaban (Wang és Nakai 1994), és aktivitdsa megemelkedik migrénes roham
kapcsan (Ter Horst és mtsai., 2001).

A kdzponti idegrendszerben a locus ceruleus (LC) noradrenalin tartalma a legmagasabb, az itt taldlhato
neuronok nyulvanyai a felsébb agyi régidk mellett a gerincvel$ és a TNC terlletére is adnak bemenetet
(Samuels és Szabadi 2008). A funkcidjat hasonlatosnak tartjdk a NRM-hoz a fajdalomérzés
szabdlyozasaban (Mokha és mtsai., 1986), tovabba a TNC innervacidja mellett (Simpson és mtsai., 1997)
az agyi érhaldzathoz is kald rostokat, ezdltal befolyasolhatja a migrénes roham alatti érrendszeri
torténéseket (Lance és mtsai., 1983).
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A PAG ingerlése analgéziat valthat ki emberben (Hosobuchi és mtsai., 1977), de egyes ventrolateralis
PAG-hoz kozel elhelyezkedd implantatumok migrénes rohamokat valthatnak ki (Raskin és mtsai., 1987),
igy ez a struktira mind a fajdalom csillapitasaban, mind a migrén kialakuldsaban szerepet jatszhat. A
ventrolateralis PAG aktivalddasanak igazolasa trigeminalis fajdalom kapcsan azt jelezheti, hogy ez a

“ s

Anyag és mddszer

Feln6tt him patkdnyok jobb oldali TG-ba koncentrikus bipolaris elektrédat sillyesztettliink kloralhidrat
anesztézidban. Az allatok felénél 30 percig 10 Hz, 0,5 mA-es elektromos ingerlést alkalmaztunk, mig a
kontrollcsoportban nem tortént ingerlés az elektroda behelyezése utdn. Ketts és négy draval késébb az
allatokat transzkardidlisan perfundaltuk. Az agytorzsbdl az obex felett 1,5 mm-t6l sorozatmetszeteket
készitettlink c-fos immunhisztokémia céljabdl, mely soran allatonként az egyes metszetek 300 um
tavolsagra voltak egymastdél. Az immunhisztokémia utdn toluidinkék festést is alkalmaztunk az agytorzsi
strukturak kénnyebb azonositasa végett. A c-fos pozitiv sejteket megszamoltuk a TNC, LC, NRM és DR
teriletén a Paxinos Watson atlasz (Paxinos és mtsai., 2007) alapjan, és a kilonbozé terlleteken taldlt
értékeket a képanalizdtor (MozaiX, AXioVision, Zeiss, Németorszag) altal meghatarozott terlletet
figyelembe véve pm?-re adtuk meg.

Eredmények

A TG elektromos ingerlése mindkét idSintervallumban megemelte az azonos oldali TNC-ben a c-fos
pozitiv sejtek szdmat. A NRM mindkét oldalan sejtszdm emelkedést észleltiink ingerlés utan. Nem
valtozott szignifikdnsan viszont a LC, DR és PAG c-fos pozitiv sejtjeinek szama a stimulaciot kovetden.

Megbeszélés

Vizsgalataink kimutattdk, hogy a TG elektromos ingerlése nem okoz egységes aktivitasnovekedést a
migrén generatoroknak tartott magcsoportokban. Maga az elektromos ingerlés az elsédleges
trigeminalis érzé neuronok direkt aktivatora, mely a periférids végzédésen durdlis extravazaciot és
neurogén gyulladast hoz létre (Markowitz és mtsai.,, 1987), mig a centrdlis nyulvanyok révén
aktivalodnak a TNC mdasodlagos érz6 neuronjaiis (Knyihar-Csillik és mtsai., 1997). Ezt a jelen vizsgdlataink
is megerdsitették, mivel mind 2, mind 4 6rat kdvetben jelentds c-fos emelkedés volt az ipszilaterdlis TNC
terlletén az ingerlésnek megfelel&en.

A NRM neuronjainak magasabb aktivitasat észleltlk az elektromos ingerlést kbvetéen 2, illetve 4 draval.
Ezt a jelenséget feltehet6leg nem a TNC aktivacidjanak direkt hatdsa okozza, mivel a kdzvetlen kapcsolat
a két magcsoport kozott gyenge, kilonosen a felszines laminakat illetéen (Hermann és mtsai., 1997,
Sugiyo és mtsai., 2005). A legvaldszinlibb az, hogy a NRM fokozott miikodése a leszallo fajdalomérzd
rendszer aktivalédasa révén, indirekt modon jon létre a kortexen és a talamuszon vagy a PAG-on
keresztll (Hermann és mtsai., 1997).

A DR nem kap direkt bemenetet a TNC-b8l (Marchand és Hagino 1983), és az aktivitdsa nem valtozott a
TG elektromos ingerlése utan, azaz révidtdvon nem jatszik fontos szerepet a trigeminalis nocicepcid
moduldcidjdban ebben a modellben, annak ellenére, hogy a mag része a leszalld és felszallo
rendszereknek, melyek a fajdalomérzést kontrollaljak (Wang és Nakai 1994)

Kordbbi vizsgalatok igazoltdk a LC aktivitasfokozddasat fajdalmas ingerek utan (Ter Horst és mtsai., 2001,
Baulmann és mtsai., 2000), de a fajdalomérzés mellett a stressz is emelheti a magcsoport aktivitdsat
(McDevitt és mtsai., 2009). A jelen kisérletben a TG ingerlése megvaltoztatta a c-fos pozitivitast ezen a
terilleten, de a kontrollcsoportban is elég magas aktivitast észleltiink. Négy dra utan ez csokken mind az
alm(tott, mind a kontrollcsoportban, ami szintén arra utalhat, hogy nem a trigeminalis fajdalom, hanem
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a stressz okozhatja az itt detektalhatd eltéréseket. A LC és TNC kozotti kapcesolatrél az eddigi kisérleti
adatok ellentmondasosak: egyes eredmények azt tdmogatjak, hogy csak minimalis kapcsolat (Luppi és
mtsai., 1995) van kozottlik, mig masok a TNC | lamindja és a LC kozott talaltak dsszekottetést (Craig
1992). A sajat eredményeink alapjan az feltételezhet, hogy a LC nem kap direkt bemenetet a TNC
terlletérdl, és lehetséges, hogy a LC részvétele a leszalld fajdalomszabdlyozdsban a NRM-on keresztl
sem stimuldcié utan, pedig a TNC és ezen mag kozott direkt kapcsolat van. Kordbbi vizsgdlatok
emelkedést detektaltak itt nociceptiv ingerlés utén, de a stimulacié paraméterei masok voltak (Hoskin
és mtsai.,, 2001). Feltételezve, hogy a fenti valtozdsok masodlagosak, azaz nincs ers, direkt
Osszekottetés a fenti magok és a TNC kozott, akkor az ingerlés hatdsara a felszall6 fajdalomérzé palyak
a talamuszon keresztil aktivdljak a kortexet és innen indul a leszalld rendszer modulacidja. A TG
elektromos ingerlése utdn a migrén generdtoroknak tartott magok nem mutattak egyidejd
aktivitasfokozédast, ami azt a megfigyelést er@siti, hogy ez a jelenség a migrénre specifikus.

3.4. Adurakémiaiingerlésének hatdsa patkanyban
3.4.1. c-fos vizsgalata a dura kémiai ingerlése utén patkany TNC-ben
Hattér

A migrén kapcsan jelentkezd trigeminalis aktivacidoban kiemelt lehet a trigemindlis rendszer &ltal
gazdagon beidegzett dura mater és annak érrendszere (Hoffmann és mtsai., 2019). Emiatt kézenfekvd
allatkisérletes modellnek tlnik a dura kémiai ingerlése, melyet elsésorban ,gyulladasos levessel”
(inflammatory soup - 1S), ill. complete Freund adjuvdnssal (CFA) lehet elvégezni. A korabbi irodalmi
adatok szerint ezek a kezelések 2-4 éras latencidval képesek a trigeminalis rendszer aktivalasara (Lukacs
és mtsai., 2015, Burstein és mtsai., 1998), mely megfelelhet az allodynia kialakulasi idejének migrénes
pacienseknél. Bar a mddszer elterjedt, de kordbbi kisérlet nem vizsgalta a durdlis ingerlés okozta
trigeminalis aktivacié pontos szomatotdpids eloszldsat és a kisérleti korilmények (anesztézia,
sztereotaxias késziilék, lokdlis lidokain alkalmazasa a m(tét alatt) hatasat.

Anyag és mddszer

Altatds és sztereotaxids rogzités utdn patkanyok koponyacsontjat eltavolitottuk, majd a dura matert
szabadda téve jobb oldalra IS (1 mM bradikinin, 100 uM prosztaglandin, 1 mM 5HT, 1 mM hisztamin,
pH 5,0 10 mM HEPES pufferben), ill. CFA (Sigma-Aldrich, USA) oldatot vagy ezek olddszereit helyeztik.
Fél 6ra mulva a teriletet lemostuk, majd 2 és 4 (CFA), valamint 2,5 és 4 6ra mulva (IS) az allatokat
perfundaltuk. A kontroll csoportokban hasonld mdédon jartunk el azzal a kilonbséggel, hogy a kezelést
az olddszerekkel, CFA esetében fizioldgids sdoldattal, IS esetén szintetikus intersticidlis folyadékkal (SIF
- 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5mM CaCl,, 10 mM glikéz 10 mM HEPES pufferben, pH 7,3)
végeztik el, majd az el6z6ekben leirtak szerint az allatokat perfunddltuk. A TNC-t c-fos
immunhisztokémiai festések céljabol eltavolitottuk, kilon csoportokban vizsgaltuk az anesztézia, a
perfuzid, a sztereotaxias készilék és a m(téti terlleten alkalmazott lokalis lidokain kezelés esetleges
modulalé hatdsat. A sejteket a trigeminalis agak (V/1, 2, 3) TNC-beli szomatotopias elhelyezkedése
szerint is megszamoltuk Strassman és Vos munkajara alapozva (Strassman és Vos 1993).

Eredmények

Az dltaldnos anesztézia és a perfuzié nem befolydsolta a c-fos megjelenését a kisérleti
Osszedllitadsunkban. A sztereotaxias készilék hasznalata a TNC V/2-es szomatotdpias teriletén okozott
c-fos emelkedést, a m(tét alatt alkalmazott lokalis lidokain viszont mindegyik csoportban csdkkenti a c-
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fos aktivitast az V/1-es tertleten. A CFA kezelés nem emelte meg szignifikdnsan a c-fos pozitiv sejtek
szamat sem a masik oldalhoz, sem a kontroll allatokhoz képest, sem 2, sem 4 6ra elteltével. Ezzel
szemben az IS alkalmazdsa szignifikansan megnovelte az érintett oldal c-fos expresszidjat, mind 2,5,
mind 4 éra utan. A kilonbség az V/1-es szomatotdpidnak megfelel6en volt a legszamottevébb.

Megbeszélés

A c-fos protein expresszidjanak mérése széles korben alkalmazott mdodszer a nociceptiv neuronok
ativalédasanak felmérésére (Coggeshall és mtsai., 2005). A stimulus hatdsara a transzkripcido mar 5 perc
utan elkezdédik, és a terméket mar 30 perc utdn ki lehet mutatni, a féléletideje pedig kb. 2 érdra tehet§
(Greenberg és mtsai., 1984, Abbadie és mtsai., 1992, Svendsen és Lykkegaard 2001).

Kordbbi vizsgalatok felvetették, hogy az uretan anesztézia és a pentobarbitadl adasa utani perfuzié is
onmagaban képes a TNC sejtjeinek aktivalasara (Strassman és Vos 1993), de mi nem taldltunk ilyen
valtozast kloralhidrat altatds kapcsan. A sztereotaxids készilék alapvetd fontossagl az allatkisérletes
beavatkozdsok pontos végrehajtdsaban, mely vizsgalatainkban az V/2-es szomatotodpias terileten
okozott megemelkedett c-fos expresszidt, melynek oka feltehetéleg az elllsé rogzités lehet az orr
tertletén. A m(tét alatt helyileg alkalmazott lidokain kezelés képes volt csdkkenteni az V/1 teriletén
megjelend c-fos expresszidt flggetlenll attdl, hogy kontroll vagy kezelt allatcsoportrél volt szo, ezért a
lidokain lokalis alkalmazasa javasolhatd ilyen esetekben, hogy csdkkentsiik a mUitét okozta hatdsokat.

A CFA szub- vagy intadermalis injekcidja alkalmazhaté a gyulladasos, illetve neuropatids fajdalom
modellezésére, beadva gyorsan 6démat és hiperalgéziat okoz (ladarola és mtsai., 1988). A korai hatdsok
gyorsan kialakulnak és kb. 24-72 6ra koril érik el a csicsukat, de hosszu tavd szévédményeket is leirtak,
pl. granulomatdzus gyulladast és szoveti nekrdzist (Osebold és mtsai., 1982). A 2 és 4 6ras tulélési id6t
ezen komplikéciok elkeriilése végett valasztottuk. Erdekes mddon sem a révidebb, sem a hosszabb
tulélési id6 esetén nem lattunk c-fos emelkedést, ha a kezelt-kezeletlen oldalt, illetve allatokat
hasonlitottuk 6ssze. Valdszind, hogy a hatas kiteljesedéséhez nem éllt rendelkezésre elég id8. A CFA s.c.
addsa 6démat és hiperalgéziat okoz, melynek csucspontja kb. 24 éranal figyelheté meg (ladarola és
mtsai., 1988), tovabba a parotisba adott CFA esetén is késleltetett a TNC-ben megjelend c-fos
emelkedés, mely 72 dérdval késébb a legkifejezettebb (Ogawa és mtsai., 2003). Egy masik vizsgdlatban a
duran lokalisan, 20 percen &t alkalmazott CFA gyulladasos folyamatokat inditott meg a TG terlletén 4-
24 6ra kozott, és megemelkedett a CGRP és interleukin 1B szintje a kontrollcsoporthoz képest (Lukdcs
és mtsai., 2015). Emellett hosszabb — 7 napos — tulélési id6 esetén igazoltak c-fos novekedést a TNC
teriletén (Lukacs és mtsai., 2017). Osszegezve, ezekben a kisérletekben a hatds minimum 2-4 éra utan
indul és 1-3 napot kovetSen éri el a csUcspontjat, mely egybeesik a késleltetett gyulladasos reakcid
id6beli lefolyasaval, melyet a CFA elsGdleges hatdsanak tartunk (Dvorak és Dvorak 1974). Ezek alapjan a
CFA topikalis adasa inkdabb a migrén krénikussa valasanak lehet a modellje (Edvinsson és mtsai., 2019).

A migrénben szerepet jatszo steril gyulladas folyamatatat a durara adott IS-el is lehet modellezni (Chen
és mtsai., 2019, Arulmani és mtsai., 2006). Az IS-ben taldlhatd bradikinin, PGE2, 5HT és hisztamin
képesek az érz6 neuronok termindlisainak kozvetlen és - egyéb medidtorok felszabaditasa révén - a
kdzvetett aktivalasara is. Mar 20 perccel a stimuldcié utan ki lehet mutatni az aktivacids és szenzitizacids
markereket az els6dleges érz6 neuronok szintjén és két éra utdn a masodlagos érzé neuronok teriletén
is (Burstein és mtsai., 1998, Levy és Strassman 2002), melyet a mi vizsgalatainkban is sikerdlt igazolni.
Az IS az V/1 szomatotodpias teriletnek megfelel6en okozta a legkifejezettebb c-fos emelkedést, mely
megfelel a duralis beidegzésnek. A jobb (kezelés oldala) és a bal oldali TNC kozott is szignifikans
kilonbség mutatkozott, mivel a dura szomatoszenzoros innervacidja zomében ipszilaterdlis, és az IS
okozta c-fos emelkedés a stimulacid utdn 4 éraval is megmaradt. Kordbbi vizsgalatok azt is kimutattak,
hogy a duralis IS okozta trigeminalis és extratrigeminalis allodynia 3 éra latenciaval érte el maximumat
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és 5-6 oraig tartott (Edelmayer és mtsai., 2009). Ez arra utal, hogy a centralis szenzitizacié kialakuldsa az
IS indirekt hatdsanak koszonhetd, és magyarazhatja a fennmarado aktivitdsfokozédast a kisérletiinkben
alkalmazott id6pontoknal. Ezen felll a duralis IS okozta trigemindlis aktivaciod és szenzitizacid tdbb
pontban is hasonldsagot mutat a migrénben zajld valtozasokkal. Az allodynia a migrénes betegek tobb
mint 60%-nal megjelenik, és id6beli lefutdsa hasonlit az allatkisérletes modellben megfigyelheté
megjelenéssel (Jakubowski és mtsai., 2005, Lipton és mtsai., 2008). Az utdbbi valtozasokat tobb nem
specifikus és specifikus migrénben hatdsos gydgyszer befolydsolni képes, azaz az IS kezelésnek fontos
szerepe lehet Uj szerek vizsgalatdban (Jakubowski és mtsai.,, 2007, Burstein és mtsai.,, 2004).
Osszefoglalva az IS durdlis topikalis addsa képes a migrénben lezajlé egyes véltozasok allatkisérletes
modellezésére, mig a CFA esetén hosszabb latencia esetén alakul ki a trigeminovaszkularis rendszer
aktivalddasa, azaz inkabb a krénikus allapot modellje lehet.

3.4.2. ACGRP, TRPV1 és nNOS patkany TNC-ben durdlis IS ingerlés utan
Anyag és mddszer

Altatds és sztereotaxids rogzités utan patkanyok koponyacsontjat eltavolitottuk, majd a dura matert
szabadda téve jobb oldalra IS oldatot vagy ezek olddszerét (SIF) helyeztiik. Fél draval késébb a teriletet
lemostuk, majd 2,5 és 4 éra mulva az allatokat perfundaltuk, és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS
immunhisztokémiai festések céljabdl eltavolitottuk. A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok altal fedett teriletet
képanalizdtor segitségével a terillet szdzalékaként hatdroztuk meg, mig a nNOS pozitiv sejteket
megszamoltuk.

Eredmények

Kettd és fél, illetve 4 déraval az IS kezelés utan a CGRP pozitiv rostok altal fedett terilet szignifikdnsan
nagyobb volt a TNC-ben a kontrollhoz viszonyitva. Hasonlé eredményt lattunk a TRPV1 esetében 4 6rat
kdvetden, mig a nNOS festédést mutatd sejtek szama is megemelkedett 4 éras latenciaval.

Megbeszélés

A trigeminalis rendszer ingerlése duralis neurogén gyulladds kialakuldsdhoz vezet, melyben
neurotranszmitter felszabadulds (glutamat, 5HT, prosztaglandinok) és hizdsejt degranulacio jellemzé
(Malhotra 2016), ill. periférias szenzitizaciot hoz létre ugyanitt (Strassman és mtsai., 1996).

A megemelkedett CGRP a TNC terUletén az els6dleges érz6 rostok fokozott mikddésére utalhat, amely
tobblet CGRP felszabadulassal is jarhat, és a termindlisok terlletén megndvekedett expresszid a
magasabb turnovert jelezheti (Greco és mtsai., 2008). Ezzel parhuzamba allithatd az a megfigyelés, hogy
IS intraciszternadlis addsa utdn a jugularis véna vérében magasabb a CGRP koncentracio, azaz ebben az
esetben is megemelkedett a felszabadulds a végz&désekbdl (Hoffmann és mtsai., 2012a). A CGRP
fokozott megjelenése ilyen mddon tdbb, a nociceptorokat is aktivald medidtor egyiittes megjelenésével
azt eredményezi, hogy létrejon a trigeminalis rendszer aktivacidja és szenzitizacidja (Buckley és mtsai.,
1991).

Négy oras latencidval a TRPV1 expresszidja is fokozddik a kisérletiinkben. Hasonlo jelenséget észleltek
patkany hatso gyoki ducsejtekben lokalis gyulladast kovetéen (Amaya és mtsai., 2003). Ez az aktivacio
megemelkedett intracellularis Ca** szintet eredményez, mely neuropeptid felszabaduldshoz vezethet
(Nakanishi és mtsai., 2010; Boillat és mtsai., 2014), és szerepet jatszik az 6déma és a neurogén gyulladas
kialakuldsaban (Brain és Williams 1989, Vincent és mtsai.,, 2013). Az dllatkisérletes eredmények
parhuzamba allithatdk a human vizsgdlatokkal: a TRPV1 mennyisége mind a trigemindlis ganglionban
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(Hou és mtsai., 2003), mind a durat is beidegz§ trigeminalis rostokban (Quartu és mtsai., 2016) jelentds,
és ezek a rostok CGRP-t is tartalmaznak (Shimizu és mtsai., 2007). A TRPV1 expressziojanak fokozdddasat
figyelték meg human vizsgalatok sordn gyulladasos fajdalom kialakuldsat kovetéen (Matthews és mtsai.,
2004), és migrénes alanyoknal a kapszaicin képes volt a rohamok enyhitésére (Fusco és mtsai., 2003)
feltehet6leg a TRPV1 deszenzitizacidja révén (Hoffmann és mtsai., 2012b). Mindezen adatok
megerdsitik, hogy a TRPV1 kulcsszerepl@je a trigeminalis aktivacidnak és szenzitizacidonak emberben és
kisérleti dllatban egyardnt, és jelen valtozasai parhuzamba allithatdak a migrénben zajlo eltérésekkel.

A nNOS pozitiv sejtek szamaban is emelkedést lattunk 4 éraval az IS kezelést kovetEen, mely aktivalta a
masodlagos érzé neuronokat a TNC-ben (Dubin és mtsai.,, 2010). A NO donorok képesek CGRP-t
felszabaditani a TG sejtjeibél és a TNC teriletén (Bellamy és mtsai., 2006), illetve a hisztamin és a
bradikinin képes NO-t felszabaditani az endothelidlis sejtekbél (Palmer és mtsai., 1987), mely a NO és a
gyulladdsos folyamatok szoros kapcsolatdra utal. A NO termelés megemelkedése egy OnerGsitd
folyamathoz vezethet az agyhartydkban, ami CGRP, prosztaglandinok és egyéb mediatorok
felszabaduldsan keresztlil gyors vazodilatdciot eredményez (Sarker és mtsai.,, 2002). Ebben a
folyamatban a TG szatellita sejtjei is részt vehetnek, melyek NO hatdsara gyulladdsos mediatorok
expresszidjat mutatjak (Capuano és mtsai., 2009). Ennek tikrében a nNOS ebben a kisérleti modellben
is fontos markere a trigeminadlis szenzitizacids folyamatoknak.

Erdekes mdédon a CGRP valtozasai megelézték a TRPV1 és nNOS emelkedést a kisérleteinkben. Ez arra
utal, hogy az el6bbi inkdbb az elsédleges trigeminalis nociceptorok aktivaldddasat jelzi, mig a TRPV1 és
nNNOS a kés6bb kialakuld szenzitizacid részjelenségének tarthaté.

4. MODULACIO LEHETOSEGE A MIGREN ALLATKISERLETES MODELLJEIBEN

A betegségek allatkisérletes modelljei a korélettani folyamatok egy részét utanozzak, ezért a kisérletek
soran észlelhet6 valtozasok modulalasa betekintést nyujthat az adott betegség pontos folyamataba és
lehet8séget biztosithat az esetleges jovébeli farmakoldgiai célpontok azonositdsaban.

4.1. COX gatlds hatdsa a migrén NTG modelljében
Hattér

Koradbbi kisérletek igazoltak, hogy a NTG szisztémas adasa késleltetett mddon aktivalni képes az
aktivaciés és szenzitizacios markereknek tartott molekuldkat a TNC terlletén, mely folyamatban
feltehetb6leg a prosztaglandinok jatszanak szerepet. A COX gdtld nem-szteroid gyulladdscsokkentd
gyogyszerek (NSAID) hatékonynak bizonyultak mind a migrénes (Lange és mtsai., 2000), mind a tenzids
(Schoenen 2000) fejfajas kezelése soran, és a prosztaglandinok szdmos neuronalis folyamatban szerepet
jatszanak ideértve a nocicepciot is. A szintetizalé enzimnek tdébb izoformaja ismert: az allandd szinten
expresszalddo ciklooxigenaz-1 (COX1), az indukélhatd COX-2 és a legljabban felfedezett ciklooxigenaz-
3 (Willoughby és mtsai., 2000). Annak ellenére, hogy |ényeges kildnbség van a COX1 és COX2 genetikai
strukturdja és szabadlyzasa kozott, a két protein szerkezete és funkcidja igen hasonld (Smith és Dewitt
1996). Els6édlegesen a COX2 szerepe feltételezhets a fajdalomérzés folyamataban, de az egyes kisérletes
eredmények a COX1 expresszidjanak emelkedését mutattak gyulladdsban (Wallace és mtsai., 1998).
Mindkét izoforma megtalalhatd gerincvelSben, mig a COX1 az érz§ ducokban is jelen van (Chopra és
mtsai., 2000). Patkdnyokban a COX1, illetve COX2 inhibitorok eltéré mdédon hatnak a nocicepcidra, mely
mindkét izoenzim részvételére utal ebben a folyamatban (Mazario és mtsai., 2001).
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Anyag és mddszer

Kisérleteinkben feln&tt him Wistar patkanyokat hasznaltunk. El6kezelés szempontjabdl tébb csoportot
alkottunk: kontroll (el6kezelés nélkul), lys-ASA — az allatok lizil-acetil-szalicilatot (Aspegic®, Sanofi-
Synthelabo, Franciaorszag) kaptak 50 mg/kg ddzisban, COX1 — a patkanyok szelektiv COX1 inhibitort,
SC560-t kaptak tobbfajta dozisban (1, 3, 5 mg/kg) és COX2 gatld — NS398 el6kezeléssel (1, 3, 5 mg/kg).
Fél oraval kés6bb az allatok fele s.c. NTG injekcidt kapott 10 mg/kg ddzisban, mig a tobbi patkdany a NTG
olddszerét kapta, majd 4 6ras tulélést kovetben a kordbbiaknak megfelel6en feldolgoztuk a TNC-t, ill.
NNOS és CamKIll immunhisztokémiai festéseket végeztiink és a pozitiv sejteket megszamoltuk. A lys-ASA
el6kezelés esetében NNOS Western blot vizsgalat is tortént a TNC-bél, melyet B-aktinra korrigdltunk.

Eredmények

A korabbiakhoz hasonldan a NTG kezelés szignifikdnsan megemelte a nNOS és CamKIl expressziodjat,
melyet a lys-ASA el6kezelés ki tudott védeni a nNOS esetében. Hasonld hatdsa volt a COX2 inhibitor
el6kezelésnek, mely dozisfliggd modon érvényesilt mindkét marker esetében. A COX1 gatlé nem volt
hatdssal a NTG okozta véltozasokra.

Megbeszélés

A COX2 megtalalhato a hatso szarvak terlletén (Beiche és mtsai., 1998), kolokalizaciét mutathat a nNOS-
al (Maihofner és mtsai., 2000) és szerepet jatszik a centralis szenzitizaciéban (Samad és mtsai., 2001),
mig a COX1 kimutathaté a trigeminalis érzé didcban (Dou és mtsai., 2004). A lys-ASA a NSAID-okhoz
hasonldan mind a két izoformat gatolja, migrénben is hatdsos, j6l atmegy a vér-agy gaton és hatdsideje
viszonylag hosszu (Gatti és mtsai., 1998). Az, hogy képes kivédeni a NTG okozta nNOS emelkedést, arra
utal, hogy ebben a folyamatban a prosztanoidok fontos szerepet jatszanak. Tovabbi kisérleteinkben csak
a COX2 inhibitor volt képes ilyen hatdst elérni, a COX1-gatld nem. Bar a COX1 megtaldlhaté a TG
sejtjeiben, és vannak adatok arra is, hogy ez az izoenzim szerepet jatszik a fadjdalomérzés folyamatdban
(Dou és mtsai., 2004, Zhu és Eisenach 2003), de még tobb tanulmany emeli ki a COX2 szerepét.
Allatkisérletekben a COX2 allandd expresszidjat mutattdk ki a gerincveld hatsé szarvaban (Beiche és
mtsai., 1998). Feltételezhetd, hogy ezen izoforma altal szintetizalt prosztanoidok szerepet jatszanak a
szinaptikus transzmissziéban és fokozzak a posztszinaptikus aktivitast (Adams és mtsai., 1996, Kimura és
mtsai., 1985). Ezek az adatok egybehangzdak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint az aktivacié és
centrélis szenzitizaciod folyamatdban elsésorban a COX2 izoenzim szerepét kell feltételezni (Samad és
mtsai., 2001). A nimesulid, mely els6sorban COX2 inhibitornak tarthato, allatkisérletekben lényegesen
csokkentette a nociceptiv viselkedési valaszokat és kivédte a NTG okozta hiperalgéziat is (Tassorelli és
mtsai., 2003). Osszegezve: az a tény, hogy a COX2 inhibitor két fontos szenzitizacids marker - a nNOS és
a CamKIl - emelkedését is ki tudta védeni a modellben, arra utal, hogy a NTG okozta centralis
szenzitizacié folyamataban a TNC COX2-t expresszald interneuronjai kiemelt szerepet tolthetnek be, és
ez az enzim kulcsszerepld a migrénes roham kialakuldsaban.

4.2.Szumatriptdn hatdsa a NTG modellben
Hattér

A triptanok a migrén specifikus rohamkezelésében leginkabb alkalmazott farmakonok, melyek az
5HT1s/10 receptorok agonistaiként csokkentik a trigeminalis nocicepciot és igen hatékonyak a fejfajas
csillapitasaban (Buzzi és Moskowitz 1991). A NO donor NTG aktivald és szenzitizacids hatdsaban
els6sorban a trigeminadlis elsédleges érzé neuronok centrdlis nydlvanyai vehetnek rész, melyeken
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megtaldlhaté az 5HTip receptor is (De Vries és mtsai., 1999, Hargreaves és Shepheard 1999), ezért
fontos lehet a triptanok vizsgdlata a migrén allatkisérletes modelljeiben.

Anyag és mddszer

Hasonldan a korabbiakhoz feln6tt him patkdnyokat haszndltunk. Az elSkezelés szempontjabdl az
allatokat két csoportra osztottuk, az aktiv el6kezelést kapd csoportban a patkanyok 0,6 mg/kg doézisu
szumatriptan (Imitrex® GSK, Egyesult Kirdlysag) injekciot kaptak. Tiz perccel késébb az allatok felét NTG-
vel, mig a masik felét a NTG olddszerével kezeltik. Négy ora elteltével az allatokat perfundaltuk, és a
TNC-t eltavolitottuk nNOS immunhisztokémia és Western blot céljabdl. A pozitiv sejteket megszamoltuk,
és megmeértik a blotok relativ optikai denzitasat.

Eredmények

Mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot analizis azt mutatta, hogy a NTG okozta nNOS
expresszionovekedést nem védte ki a szumatriptan el6kezelés.

Megbeszélés

Erdekes moédon a migrénes rohamban rendkiviil hatdsos szumatriptdn a kisérletiinkben nem tudta
kivédeni a NTG okozta nNOS emelkedést, azaz ezen szenzitizaciés folyamatnak nem volt hatékony
gatldja. A NO okozta nNOS emelkedés hatterében a centrdlis primer afferensek és a masodlagos érzé
neuronok kozotti dnerdsité folyamatot feltételeziink. Ebben az esetben a primer afferenseken
megtaldlhatd 5HT1s/10 agonista farmakon, a transzmitterfelszabadulds gatlasa révén megszakithatja ezt
a folyamatot (Arvieu és mtsai., 1996). Allatkisérletekben a szumatriptan képes volt megakadalyozni a
CGRP felszabadulast a trigeminadlis végz6désekbdl a TG elektromos ingerlését kdvetden (Knyihar-Csillik
és mtsai., 1997), és NTG kronikus addsa esetén kivédte a hiperalgéziat (Pradhan és mtsai., 2014). A
szumatriptdn hatdstalansaga jelen vizsgalatunkban arra utal, hogy a 5HT1g/0 receptorok aktivalasa nem
képes a NO okozta nNOS emelkedés kivédésére. Koradbbi vizsgalatok a 5HT.s receptorok szerepét
vetették fel az endothelialis NO felszabadulds kapcsan (Schmuck és mtsai., 1996), ill. a 5SHT,a receptorok
jelentGségét, melyek aktivalasa képes a trigeminovaszkularis neuronok nNOS expresszidjanak
novelésére (Srikiatkhachorn és mtsai.,, 2002). Ezek alapjan a 5HTigp receptorok mellett mas 5HT
receptorok is szerepet jatszanak a trigeminovaszkularis rendszer szenzitizdciés folyamataban,
magyarazva a szumatriptan hatdstalansagat. Az ineffektivitds masik okaként azt is figyelembe kell venni,
hogy a szumatriptan hidrofil vegyllet, nehezen megy at a vér-agy gaton (Humphrey és mtsai., 1991), és
nem képes hatékonyan modulalni a TNC-ben zajlé 6nerdsité folyamatot. A szumatriptan csak akkor volt
hatékony a sinus sagittalis superior ingerlése utan, ha az dllatok a vér-agy gatat kdrositd mannitolt kaptak
(Kaube és mtsai., 1993), mig ez nem volt szlikséges a lipofilebb triptanok alkalmazasakor (Goadsby és
Hoskin 1996, Goadsby és Knight 1997). A szumatriptdn hatékonyan védi ki a NTG okozta rohamot
migrénes alanyokban (lversen és Olesen 1996), de ez esetben az alkalmazott NTG ddzis nagysagrenddel
alacsonyabb, mely az allatokban csak szenzitizacids folyamatokat indit el, de nem képes a trigeminalis
nociceptorok ativaldsara (Jones és mtsai., 2001). Lehetséges, hogy az itt alkalmazott magasabb NTG
adag kifejezettebb trigeminalis aktivaciét okoz, melyet mar nem tud blokkolni a szumatriptan.

4.3. Szumatriptan hatasa a duralis IS modellben
Anyag és mddszer

Az IS és SIF kezelés el6tt 10 perccel az allatok fele szumatriptan (Imigran® GSK, Egyesult Kiralysag)
injekcidt kapott s.c. 0,6 mg/kg ddzisban, ezt kdvetSen a kordbbiakban leirtak szerint tortént a dura IS és
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SIF kezelése. Kettd és fél, illetve 4 dra mulva az dllatokat perfundaltuk, és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS
immunhisztokémiai festések céljabdl eltavolitottuk. A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok altal fedett tertletet
képanalizator segitségével hataroztuk meg, mig a nNOS pozitiv sejteket megszamoltuk.

Eredmények

Az IS kezelt dllatokban mind a 3 marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt (CGRP 2,5 és 4 6ra
utan, TRPV1, nNOS 4 érat kovetSen). A szumatriptan elGkezelés ezen hatdsokat képes volt szignifikans
modon csdkkenteni.

Megbeszélés

A vizsgdlatunkban a szumatriptdn képes volt a CGRP és TRPV1 megemelkedd expresszidjat moduldlni a
S5HTisp receptorokon keresztll hatva. A CGRP kolokalizaciét mutat a 5HTigip receptorokkal a
trigemindlis rendszerben (Ma és mtsai., 2001), és a szumatriptdn preszinaptikusan blokkolja a nociceptiv
neuropeptidek felszabaduldlasat az els6dleges idegvégzédésekbdl (Arvieu és mtsai., 1996). Mivel a
TRPV1 hatds részben a receptor aktivaciojat koveté CGRP felszabaduldson keresztil érvényesiil (Meng
és mtsai., 2009), ezért a 5HT moduldlé hatdsa a TRPV1-re valdszinlnek tlinik. Ezt megerdsiti, hogy az
intraciszternalisan adott IS TRPV1 novel§ hatdsat is kivédi a szumatriptan (Meents és mtsai., 2015).

Az el6kezelés kivédte az IS okozta nNOS emelkedést is a TNC terlletén. A szumatriptan gatolja a
vazoaktiv peptidek felszabaduldsat a periférian és gatolja a neurogén gyulladas kialakulasat (Goadsby és
Edvinsson 1993). Képes kivédeni az intraciszternalis karragenin adds utani nNOS emelkedést az
agytorzsben (Demirpence és mtsai., 2009), azaz a 5HT1s/1p agonistak kivédik az IS okozta szenzitizaciot,
mely a durdlis neurogén gyulladas alatt alakul ki.

4.4, krénikus 6sztradiol hatasa a NTG modellben
Hatteér

A fajdalom intenzitdsanak érzékelése és a fajdalomcsillapitdkra adott valasz kildnbozhet a nemeknél,
alacsonyabb fajdalomkiszob, érzékenyebb fajdalomdiszkrimindcié és magasabb fajdalomérzet jellemzi
a néket bizonyos koérilmények kozott (Walker és Carmody 1998, Feine és mtsai., 1991, Wise és mtsai.,
2002). Emellett megfigyelhet6, hogy a kraniofacidlis teriiletre lokalizalédd fajdalom szindromak
gyakrabban fordulnak el6 naluk, mint példdul a temporomandibularis diszfunkcié (LeResche 1997) vagy
az arcidegzsaba (Katusic és mtsai., 1990).

A nemi hormonok, elsésorban az 6sztradiol, |ényegesen befolyasoljak a primer fejfajasok, igy a migrén
klinikai képét. A serdilSkort kovetéen a nék kétszer, hdromszor gyakrabban szenvednek migrénben,
mint a férfiak. A plazma hirtelen 6sztrogénszint csokkenése is migrént provokalhat, pl. a menstruaciot
megel6z6 idészakban (Somerville 1975), és a betegség javulhat, amikor a hormonszintek stabilak, mint
példaul terhesség alatt vagy menopauzdban (Marcus 1995, Silberstein és Merriam 2000). A tenzids
fejfajas el6forduldsa is lényegesen magasabb a nék esetében (Rasmussen és mtsai.,, 1991). Ezek az
adatok arra utalnak, hogy a nemi hormonok lényegesen befolydsolhatjak a trigeminalis fajdalomérzést.

Az dllatkisérletes eredmények is megerdsitik a fajdalomérzésben fellelheté szexudlis dimorfizmust,
valamint a nemi hormonok modulalé hatdsat az orofacialis fajdalomérzés kapcsan (Cairns 2007),
tovabba patkanyoknal igazolt a nemi hormonok befolydsa a lokalizaciéfliggd fajdalom esetében (Pajot
és mtsai., 2003). A kraniofacidlis fajdalomérzetet érinté nemi kett&sség arra utal, hogy a trigeminalis
neuronok érzékenyek a nemi hormonokra, melyek moédosithatjdk mUkodésiket. Ezek a receptorok
megtaldlhatdak mind a TG, mind a TNC terilletén, mely megteremtheti a lehetfségét a modulativ
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hatasnak az aktivacio, ill. a periférias és centrélis szenzitizacio teriletén egyarant (Bereiter és mtsai.,
2005, Gupta és mtsai., 2011, Lee és mtsai., 2013, 2016). A sok dsszegyllt kisérletes adat ellenére a
fejfajasok kapcsan tapasztalt nemi kilonbségek pontos mechanizmusa még nem teljesen tisztazott,
emiatt érdekes lehet a krénikus 6sztradiol kezelés hatdsat vizsgalni a patkdny NTG modelljében.

Anyag és mddszer

Két honapos feln6tt néstény Sprague-Dawley patkdnyokat mély anesztézia alkalmazasaval
ovariektomizaltunk. Az 6sztrogén kezelt csoport allatainal 15 mm hosszu (3,18 mm kilsé és 1,57 mm
bels§ atmérdjl) silastic kapszulat Gltettlink a bér ald, mely 17B-0sztradiol és koleszterol 1:1 ardnyu
keverékével volt megtoltve (OVX+E;). A hormonkezelést nem kapd allatok (OVX) csak koleszterolt
tartalmazé kapszuldt kaptak. A belltetést kdvetéen heti gyakorisaggal, 5 alkalommal vért vettink a
farokvénabdl, majd centrifugalas utdn a szérumbdl dsztradiol szintet mértink.

Eredmények

A mért Osztradiol szint az elsé héttél kezdve szignifikdnsan magasabb volt az OVX+E; allatokndl az OVX
csoporthoz képest. Az OVX+E, patkdnyok mért Osztrogénszintje Osszevethets a prodsztruszban évé
allatok hormonszintjével. Az OVX allatoknal is mérhet6 sokkal alacsonyabb, de nem elhanyagolhatd
Osztrogénszint a plazmaban, mely extragonadalis eredet(inek tarthaté (Zhao és mtsai., 2005).

Anyag és mddszer

Feln6tt néstény patkanyok ovariektomiajat kovetden az allatok felénél 17B-0sztradiol (OVX+E,), masik
felénél koleszterol (OVX) tartalmu kapszulat Gltettiink a bér alé a fentieknek megfelelen. Egy hdonappal
kés6bb az allatok fele egyszeri s.c. NTG injekcidt kapott 10 mg/kg ddzisban, mig a tobbi allatot a NTG
olddszerével kezeltik. A kezelést kdvet6en négy drdval a patkanyokat perfundaltuk, majd a TNC-t
eltdvolitottuk immunhisztokémiai festések (CGRP, 5HT és CamKll) és Western blot (CamKIl) céljabdl. A
festett metszetek esetében az immunpozitiv rostok altal fedett tertileteket (CGRP és 5HT) és a fest6dést
mutatd sejtek szamat (CamKIl) vizsgaltuk. A Western blot esetében a relativ optikai denzitdsértékeket
hasonlitottuk dssze.

Eredmények

Az OVX dllatokban a himek eredményeihez hasonldan a NTG kezelés markans valtozdsokat okozott. A
CGRP-IR rostok altal lefedett terllet csokkent, mig a 5HT és a CamKIl expresszid szignifikansan
emelkedett a NTG hatdsara a TNC tertletén. Az OVX+E; patkdnyoknal a NTG hatdsa nem érvényeslilt, és
az alap expresszid a CGRP esetén alacsonyabb, mig a S5HT esetében magasabb volt.

Megbeszélés

Kisérleti adataink igazoljak, hogy az 6sztradiol befolydsolja a CGRP, a 5HT és a CamKIl expresszidjat a
patkany TNC-ben szisztémas NTG utdn. Kordbbi adatok alapjan az 6sztrogén képes a CGRP mennyiségét
csokkenteni mind a gerincvel6ben (Moussaoul és mtsai., 1996), mind pedig az érzé ducok sejtjeiben
(Yang és mtsai., 1998). A raphe magban indukdlja a 5HT szintézis sebességmeghatarozd enzimét, a
triptofan hidroxilazt (Pecins-Thomson és mtsai., 1996, Lu és mtsai.,, 1999, Bethea és mtsai., 2000),
mikozben csokkenti a SHTT-t, mely a visszavételért felel§s (Pecins-Thomson és mtsai., 1998, Rehavi és
mtsai., 1998).

A CGRP esetében a mi kisérleteinkben is csokkent expressziot tapasztalhatunk a TNC tertletén azoknal
az allatoknadl, ahol az 6sztradiol plazmakoncentracidja magasabb, mely parhuzamba allithaté a fenti,
korabbi eredményekkel. Az dsztrogén receptorok jelen vannak a gerincvelGi érzé dicok sejtjeiben (Yang
és mtsai., 1998, Taleghany és mtsai., 1999), valamint a gerincvel6i szirkedllomanyban (Shughrue és
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mtsai., 1997). Az 6sztradiol ezeken a receptorokon keresztil hatva csdkkentheti a CGRP expresszidt és
védi ki a NTG hatasait. A CGRP-vel szemben a krénikusan magas 0sztrogénszint megemelte a S5HT
expressziot a TNC terlletén, mely hatdsért els6sorban az dsztrogén okozta magasabb triptofan
hidroxilaz és a csokkent 5HT visszavétel tehetd felel§ssé. Emellett az 6sztrogén képes a 5HT1a receptorok
deszenzitizaciojara a hipotalamuszban (Raap és mtsai., 2000), mely a leszalld szerotoninerg rendszer
indirekt serkentését eredményezheti. Az Osztrogén receptorok, melyek felel§sek lehetnek a hatds
kialakuldsaért, megtaldlhatdak a raphe mag neuronjaiban (Leranth és mtsai., 1999). Hasonléan a CGRP-
hez, a 5HT esetében sem mutatkozott valtozas az OVX+E, allatokban NTG kezelés utdn, melyet akar
annak is tulajdonithatunk, hogy az eleve megemelkedett expresszido miatt tovabbi ndvekedés mar nem
volt lehetséges. Mdsrészrél az is ismert, hogy az dsztradiol képes plasztikus valtozasokat |étrehozni a
szinapszisok strukturajaban egyes agyi tertleteken (Garcia-Segura és mtsai., 1994), mely alapjan ilyen
valtozdsok esetlegesen a TNC teriletén is kialakulhattak.

A kronikus Osztradiol kezelés kivédi a NTG indukalt CamKIl emelkedést is. A hippokampuszban, ahol a
CamKiIl alapvet6 szerepet jatszik a hosszU tdvu potencidcidban, az 6sztradiol megemeli ezen enzim
expresszidjat (Pozzo-Miller és mtsai., 1999, Sawai és mtsai., 2002). A mi eredményeink ellentmondanak
ennek, hisz nem talaltunk alap CamKIl expressziéndvekedést kronikus 6sztradiol kezelés soran, viszont
eltdnt a NTG hatdsa.

Erdekes parhuzamot vonni a kisérleteink eredménye, mely szerint a migrént provokaléd NTG (Olesen és
mtsai.,, 1993) hatdsdt a magas Osztrogén szint kivédi, és a klinikum kozott. A migrénes fejfdjas
legtobbszor [ényegesen javul terhesség alatt, amikor a nemi hormonok szintje stabilan magas (Marcus
1995, Silberstein és Merriam 2000).

4.5. A kronikus 6sztradiol kezelés hatdsa az orofacialis formalin modellben
Anyag és mddszer

Feln6tt ndstény patkdanyok ovariektomidjat kdvetéen az allatok felénél 6sztrogén (OVX+E;), masik
felénél koleszterol (OVX) tartalmu kapszulat Gltettiink a bér ald a kordbbiakban leirtaknak megfeleléen.
3 héttel késébb az allatokat két csoportba osztottuk: az elsé csoportban a patkanyok egyszeri s.c. 50 pl
1,5%-0s formalin injekciot kaptak a jobb oldali bajuszparnaba (OVX-Form, OVX+E,-Form), az allatok
masik fele fizioldgids sooldatot kapott ugyanigy (OVX-Phys, OVX+E,-Phys). Ezt kdvetSen az allatok
viselkedését tikorfalu terrdriumban vizsgaltuk (30x30x30 cm), mely folott 1 m-el kamerat helyeztlink el.
Az allatok 10 perces habitudcié utdan megkaptak az injekciot, majd 45 percig visszatettlk &ket és
viselkedésiket a korabban mar leirtak szerint analizaltuk (Clavelou és mtsai., 1995).

Négy éraval a formalin és séoldat injekciok addsa utan az allatokat transzkardialisan perfundaltuk, majd
a TNC-b6l sorozatmetszeteket készitettlink c-fos immunhisztokémiai vizsgalatok céljabdl. A metszeteket
fénymikroszkdp alatt vizsgdlva megszamoltuk a festédést mutatd sejteket.

Eredmények

A viselkedési valasz kdvette a korabbi vizsgdlatokban taldlt mintazatot. A fizioldgias sdéoldatot kapott
allatok viselkedése nem vdltozott lényegesen, viszont a formalin injekcié utdn az allatok intenziven
vakartdk az érintett teriletet 3-4 percen keresztil. Az elsé fazisnak nevezett peridodust egy 9-10 percig
tarté nyugalmi szakasz kdvette, majd egy kevésbé intenziv, allandd vakarasi reakcidt észleltiink az allatok
részérél, az un. masodik fazist, mely kb. fél érdig tartott. Eredményeink azt mutatjak, hogy a formalin
injekciot kapott allatok fajdalomkertlé viselkedése szignifikdnsan hosszabb, mint a sdoldatosoké.
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Emellett azt észleltik, hogy az OVX+E,-Form allatok szignifikdnsan tobb id6t toltdttek vakardzassal az
OVX-Form allatokhoz képest az els6 és a masodik fazis soran.

Megbeszélés

Az eredményeink azt mutatjak, hogy esetlinkben a krénikus B-0sztradiol kezelés pronociceptiv hatdssal
bir. Ez a hatds az orofacidlis formalin modell elsé és mdasodik fazisaban is észlelhetd. Az el8bbi a formalin
okozta kémiai stimuldcidénak, a masodik pedig az ezt kovets gyulladasos reakcidénak tudhato be (Tjolsen
és mtsai., 1992). Emellett a krénikus 6sztrogénkezelés kifejezettebbé tette a formalin okozta c-fos
expresszidt, mely ebben az esetben a nocicepcié markerének tekinthet6 (Harris 1998). Az Osztrogén
trigeminalis nocicepciét moduldlé hatdsa az alfa, béta és a G-protein kapcsolt dsztrogén receptoron
(GPR30) keresztll valdsulhat meg, ezek mind megtaldlhatéak a trigemindlis rendszerben. Az alfa
receptorok az elsédleges trigeminalis neuronok tébb mint 20%-ban a nagyobb sejtek magjaiban és a
kisebb sejtek citoplazmajaban fordulnak el (Liverman és mtsai.,, 2009a), emellett a TG szatellita
gliasejtjei is expresszaljak Gket (Puri és mtsai., 2011). A béta receptorok is jelen vannak mind a kisebb,
mind a nagyobb ducsejtekben, viszont hidnyoznak a szatellita sejtekbdl (Puri és mtsai., 2011). A GPR30
a trigeminalis ducsejtek kozel harmadaban jelenik meg, f6leg a kisebb sejtek plazmajaban, de
kimutathatd a nagyobb méretl neuronokban is. Az alfa és a GPR30 receptorok kb. 10%-ban mutatnak
kolokalizaciot a patkany TG esetén (Liverman és mtsai., 2009a), és ez a jelenség a TNC felszini laminaiban
is fenndll az alfa és béta receptor kozott (Bereiter és mtsai., 2005). Ezen kivil az alfa receptorok
megtaldlhatdk a nocicepciora reagdld idegsejtekben (Amandusson és Blomgvist 2010), mig a GPR30
egerek TNC-jében is megjelenik (Hazell és mtsai., 2009). Human szovettani vizsgalatok is igazoltdk az alfa
receptor jelenlétét a TNC neuronjaiban, gliasejtjeiben és rostjaikban, mig a béta receptort a neuronok
citoplazmdjaban mutattak ki (Fenzi és Rizutto 2011). A kisérleti adatok arra utalnak, hogy ezen
receptorok moduldcidja befolydsolja a trigemindlis nocicepcié folyamatdt: CFA okozta
temporomandibularis gyulladas esetében az Osztrogén doézisflige6 mddon pronociceptiv hatdsunak
bizonyult, és 6sztrogén receptor antagonista adasaval mérsékelhetd volt a gyulladdsos reakcid (Kou és
mtsai., 2011). Ugyanebben a modellben az 6sztrogén receptor agonista kezelés fokozta a mechanikus
allodynia kialakuldsat, és az els6dleges trigemindlis neuronokban pronociceptiv allapotra utald
valtozasok jelentek meg (Liverman és mtsai.,, 2009b). Az Osztrogének két dtvonalon is kifejthetik
hatasukat: lassabb, genomikus és gyorsabb, nem genomikus médon (Heldring és mtsai., 2007, Srivastava
és mtsai., 2013). Az el6bbi esetben egyes gének transzkripcidja valtozik meg, mint példaul a mitogén-
aktivalt protein kindz-1, az interleukin-1 receptor |, a bradikinin B2 receptor, a gamma-amino vajsav
(GABA) transzporter protein, a GABA A receptor a6 alegység, az opioid receptor-like 1 receptor, a
purinoreceptor P2X3, a TRPV1 és a neuropeptid Y, melynek kapcsan a kraniofacialis fajdalomhoz is
kothetd, hosszu tavu valtozasokat detektaltak kilonboz6 sejtekben (Puri és mtsai., 2011, Puri és mtsai.,
2006, Puri és mtsai., 2005, Flores és mtsai., 2003., Yu és mtsai.,, 2011, Yamagata és mtsai., 2016).
Emellett az 6sztrogén non-genomikus transzmembran valtozdsokat is képes kialakitani, melyek sokkal
rovidebb id6 alatt bekovetkeznek (Puri és mtsai.,, 2006, Tashiro és mtsai., 2009, 2012, Liverman és
mtsai., 2009b, Favaro-Moreira és mtsai., 2009). Ezek a valtozasok sok olyan folyamatra hatnak, melyek
alapvetéen a trigemindlis nocicepcidt vagy éppen az endogén antinociceptiv rendszert érintik (Niu és
mtsai., 2012, Tashiro és mtsai., 2008), illetve a TNC neuronjainak ingerkliszobét befolyasoljak (Flake és
mtsai., 2005). Mas kisérletekben az idegsejtek aktivacids (Diogenes és mtsai., 2006), illetve tlzelési
aktivitdsanak (Tashiro és mtsai., 2012) vagy a glutamaterg neurotranszmisszionak (Gazerani és mtsai.,
2010, Bereiter és Benetti 2006) a valtozasait mutattak ki. Az ovariektomizalt allatok dsztradiol kezelése
mas kisérletekben fokozta az arc allodyniajat (Liverman és mtsai., 2009b). Hasonlo, allatokban végzett
tartésabb 0Osztrogénpodtlds pedig erdsitette a fajdalomérzettel kapcsolatos viselkedésmintdzatot
temporomandibularis gyulladdsos modellben (Kou és mtsai., 2011), mely esetben feltételezhetd, hogy
az 6sztrogén fokozza a NFkB DNS kot6dését és bizonyos target gének atirdddsat. Egy masik vizsgdlatban
a két nappal kordabban adott egyszeri 6sztradiol injekcié fokozta az ovariektomizalt allatok s.c. karragenin
okozta termalis hiperalgézidjat, melyet a csokkent alfa kett§ receptorialis hatasnak tulajdonitottak (Nag
és Mokha 2016). A proosztrusznak megfelel6 magas 0Osztrogénszint hatdsara gyakoribb volt a
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nocicepciora utald viselkedésminta intraokuldris kapszaicin addsat kovet6en, és a masodlagos
trigeminalis érz6 neuronok magasabb aktivitasat jelezte a c-fos expresszio, melyet az 6sztrogén indukalt
TRPV1, ill. anoctamin 1 expressziénak tulajdonitottak (Yamagata és mtsai.,, 2016). Az Gsztrogén
hatasanak komplexitdsat jelzi, hogy a trigeminalis aktivacid masik modelljében inkdbb antinociceptiv
hatast észleltiink krénikus Osztrogénkezelést kovetéen (Pardutz és mtsai., 2002, 2006). Ezen feldl
néhany kisérletes adat arra utal, hogy az 6sztradiol kezelés nem bir Iényeges hatadssal a nocicepciora
(Diogenes és mtsai., 2006, Niu és mtsai., 2012, Nag és Mokha 2006).

Osszefoglalva a tartdsan magas dsztradiol szint, a tdbbi nemi hormon hatésat kiiktatva pronociceptiv a
patkany orofacidlis formalin modelljében. Az &sztrogén receptorok megtaldlhatdak a trigemindlis
rendszerben és hatasukat feltehetéen a TRPV1 és az anoctamin TNC-beli expressziéndvekedésén és a
Gasser duc NFkB és ERK utak moduldlasan keresztul éri el.

4.6. KYNA moduldlé hatdsa a NTG modellben
Hattér

A kinurenin dtvonal a triptofan lebomldsanak egyik irdnya, melynek végterméke a nikotin-adenin-
dinukleotid (Beadle és mtsai., 1947). Az anyagcsereut kozponti vegyllete a kinurenin (L-KYN), mely
semleges aminosav transzporter segitségével jut at a vér-agy gaton (Fukui és mtsai., 1991). Az agyban a
L-KYN négy neuroaktiv vegyiletté alakulhat: 3-hidroxikinureninné, antranilsavva, kvinolénsavvd és
KYNA-vd, melyek cerebroventrikularis addsa viselkedési valtozdsokat okoz ragcsalékban (Lapin 1978). A
KYNA a kinurenin Utvonal egy neuroaktiv molekuldja, mely L-KYN-b&l képz&dik a neuronokban és az
asztrocitdkban a KAT révén (Guidetti és mtsai., 1997). Egyike az olyan endogén vegyileteknek, mely az
excitatoros aminosav receptorok gatlasat okozza, emiatt potencialis jelolt lehet bizonyos neuroldgiai
korképek jovébeli kezelésében (Stone 2001). Képes gatolni NMDA receptorokat (Kessler és mtsai.,
1989), ddézisfiggden hat az AMPA és kainat receptorokra is (Perkins és Stone 1985). Kisérletes adatok
utalnak arra, hogy az agy emelkedett KYNA szintje neuroprotektiv hatasu lehet (Miranda és mtsai.,
1997), és a kinurenineknek szerepe lehet a fejfdjasos kérképekben is (Kiss és mtsai., 2004). A KYNA
kevéssé jut at a vér-agy gaton (Fukui és mtsai., 1991), mely korldtozza az alkalmazhatdsagat. Periféridsan
adagolt L-KYN és a liquortér szerves sav transzporter gatlé probenecid (PROB) egyttes alkalmazasakor
viszont Iényegesen emelkedik az intracerebralis KYNA koncentracié (Santamaria és mtsai., 1996).

A L-KYN+PROB el6kezelés kivédi a NTG okozta c-fos aktivalédast a TNC tertletén (Knyihar-Csillik és
mtsai., 2007). Az elsédleges és masodlagos trigemindlis érz6 neuronok kozotti kapcsolat részben
glutamaterg szinapszisok révén valésul meg (Goadsby és Classey 2000), és tobb adat utal az NMDA
receptorok kulcsszerepére a centralis szenzitizacidos mechanizmusokban (Haley és mtsai., 1990, Woolf
és Thompson 1991). Allatkisérletes és human adatok alapjan a glutamét receptorok szerepe alapveté a
migrénben résztvevs strukturdkban (Vikelis és Mitsikostas 2000). Ennek tikrében, hogy jobban
megértsik az NMDA receptorok szerepét a trigemindlis aktivacido és szenzitizacié folyamataban,
megvizsgaltuk a L-KYN+PROB el6kezelés hatasat a TNC tertletén a patkany NTG modelljében.

Anyag és mddszer

Feln6tt him Sprague-Dawley patkanyok fele L-KYN+PROB el6kezelésben részesilt (300 mg/kg és 200
mg/kg ddzisban), mig az allatok masik fele olddszert kapott. Fél éraval ezutan az allatok egy részénél a
TNC-t eltdvolitottuk KYNA nagy teljesitmény( folyadékkromatografia (HPLC) meghatédrozas céljabdl. A
patkdanyok masik csoportja s.c. NTG (10 mg/kg), ill. placebo injekcidt kapott, majd 4 éraval kés6bb
perfluziot kdvetéen a TNC-t feldolgoztuk nNOS Western blot és immunhisztokémiai vizsgalatok céljabal.
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Eredmények

Fél draval a L-KYN+PROB kezelés utan a TNC KYNA tartalma nagysagrendekkel, szignifikdnsan
emelkedett a kontroll dllatokhoz képest. Azimmunhisztokémiai vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy
a NTG szignifikdnsan megemeli a nNOS pozitiv sejtek szamat a TNC-ben, mig a L-KYN+PROB kezelés ezt
a hatast kivédi. A Western blot analizis is meger@sitette az immunhisztokémiai vizsgalatok adatait.

Megbeszélés

A HPLC eredményeink alapjan a szerves sav transzporter inhibitor PROB egyltt addsa L-KYN-nel képes
lényegesen megemelni a KYNA kodzponti idegrendszeri koncentracidjat (Santamaria és mtsai., 1996,
Vécsei és mtsai., 1992). A tovabbi eredmények arra utalnak, hogy a KYNA képes kivédeni a NTG okozta
NNOS emelkedést. Ez utdbbi jelenség hatterében az elsédleges trigeminalis nociceptorok centrdlis
nyulvanyainak NO okozta aktivacidja allhat, ami a megemelt nNOS révén onerdsité folyamatot hozhat
|étre a TNC-ben, melyben a glutamat kulcsszerepet jatszhat. ATNC-ben az dsszes glutamatreceptor tipus
expresszidja megfigyelhet§ (Tallaksen-Greene és mtsai., 1992), az NMDA receptorok kiemelt szerepet
jatszanak a NO szintézisében (Entrena és mtsai., 2005), raadasul ezek aktivacidja kulcsfontossagul a hatsé
szarvban kialakuld centrdlis szenzitizacios folyamatok kapcsan is (Hardingham és Bading 2003, Woolf és
Salter 2000). Az NMDA blokad kivédi a C-rost, ill. a b&ér kémiai ingerlése okozta hatsd szarvi centralis
szenzitizaciét (Davies és Lodge 1987, Haley és mtsai., 1990). Rdaddsul tobb vizsgalat igazolta az NMDA
és NO/ciklikus guanozil-monofoszfat (cGMP) rendszer kozotti kapcsolatot a nNOS aktivacidja révén
(Bredt és mtsai., 1990), tovabba in vitro kisérletek szerint az NMDA okozta excitotoxicitas a nNOS altal
termelt NO felesleg fiiggvényében valtozik (Garthwaite és mtsai., 1988). Osszességében ezak az adatok
komoly interakcidra utalnak a két rendszer kozott, mely most igazolddott a trigeminalis rendszerben is.
Az, hogy a NTG a CamKIl expressziojat megemeli a TNC-ben szintén parhuzamba allithaté a tobbi
eredménnyel, hisz a foszforildlt NMDA receptorok hiperexcitabilitdst eredményeznek, erdsitve a
centralis szenzitizaciés folyamatokat (Woolf és Salter 2000). Szintén az NMDA receptorok foszforilaciojat
irtak le neuropatias fajdalom modelljében, ill. kapszaicin okozta hiperalgézia soran (Gao és mtsai., 2005,
Zou és mtsai., 2000). Intraciszternadlis kapszaicin addsat kdvetéen mind az NMDA, mind a non-NMDA
gatlads kivédi a TNC c-fos emelkedését (Mitsikostas és mtsai., 1998,1999). Ezek alapjan a kozponti
idegrendszerben felhalmozédott KYNA az NMDA receptor antagonizmusaval védheti ki a centrdlis
szenzitizaciét (McCormack 1994). Az NMDA antagonizmus mellett (IC50 ~ 8 uM) (Kessler és mtsai.,
1989) a KYNA képes az AMPA és a kainat receptorokon is hatni (Perkins és Stone 1985). Az NMDA
antagonista (MK-801) mellett, a szintetikus AMPA antagonista (GYKI-52466) is hatékonyan blokkolja a
trigeminalis nocicepcidt (Storer és Goadsby 1999), akdrcsak az NMDA és AMPA antagonista LY293558
is. Osszefoglalva a KYNA - els@sorban antiglutamaterg hatdsa révén - képes a trigeminalis szenzitizacid
blokkolasara a migrén NTG modelljében, ezaltal a migrénellenes kezelések Uj tamaddspontjat adhatja.

4.7. KYNA moduldlé hatésa a durdlis IS modellben
Hattér

A KYNA, mint a triptofan anyagcsere neuroaktiv metabolitja tobb receptoron hathat, mint az NMDA, az
AMPA, a kainat és a GPR35, és befolydsolhatja a neurogén gyulladas kifejlédését (Vécsei és mtsai., 2013).
Kordbbi vizsgalatok szerint a KYNA antiinflammatoros hatassal bir a trigeminalis renszerben (Csati és
mtsai., 2015), viselkedésvizsgalatok alapjan is antinociceptiv tulajdonsagu az allatokban (Heyliger és
mtsai., 1998) és hatékonyan csokkenti a neuropatias fajdalmat is (Pineda-Farias és mtsai., 2013).
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Anyag és mddszer

A feln6tt patkanyok fele KYNA injekciot kapott s.c. 1 mmol/kg dézisban, majd ezt kdvetSen 1 éraval a
kordbbiakban részletezett mdédon tértént meg a dura IS és SIF kezelése. Ketté és fél, illetve 4 6ra mulva
az allatokat perfundaltuk, és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS immunhisztokémiai festések céljabdl
eltavolitottuk. A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok altal fedett terlletet képanalizator segitségével
hataroztuk meg, mig a nNOS pozitiv sejteket megszamoltuk.

Eredmények

Az IS kezelt allatokban mind a 3 marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt: a CGRP esetében ez
a hatds mar 2,5 oras latencidval jelentkezett, mig a tobbieknél 4 éra elteltével észleltik ezen
valtozdsokat. A KYNA elSkezelés ezeket az emelkedéseket képes volt szignifikdns mdédon csdkkenteni.

Megbeszélés

A KYNA neuroaktiv hatdsat els6sorban a glutamat receptorok blokkolasaval és a GPR35 kotddés révén
fejti ki (Vécsei és mtsai., 2013). Hadrom draval a dura lokalis IS kezelése utana a TNC glutamattartalma
megemelkedik (Sarker és Fraser 2002), ahol az NMDA-n kivil, megtalalhatéak az AMPA, kainat és
metabotrép glutamat receptorok is (Storer és Goadsby 1999). Ismert, hogy a nem NMDA receptorok
antagonistai is sikeresen csdkkentik a masodlagos nociceptorok aktivitasat (Dougherty és mtsai., 1992),
valamint hogy az AMPA receptorok befolyasoljdk a c-fos expresszidot és a neurotranszmissziot a
trigeminalis rendszerben (Mitsikostas és mtsai., 1999), tovabba az, hogy periférids fajdalom modellben
a kainat receptorok aktivaléddsa mechanikus és termikus hiperalgézia, illetve allodynia megjelenésével
tarsult (Choi és mtsai., 2012). A CGRP képes a TNC terlletén a glutamat expresszidjat fokozni (Choi és
mtsai., 2012), és a glutamat magasabb szintje észlelhetd migrénes betegeknél a rohamok alatt és kozott
(Campos és mtsai., 2013), ezért a korabbiakat is figyelembe véve a legvaldszinlibb az, hogy a glutamaterg
neurtranszmisszié megvaltozasa felel6s a CGRP expresszid moduldlasaért.

A TRPV1 és az NMDA receptorok kolokalizaciot mutatnak a TG-ban, és patkdnyban mechanikus
hiperalgézia esetén a két receptor a CamKIl és protein kindz C Utvonalok révén interakciéba kerul (Lee
és mtsai., 2012). Hasonldé kolokalizacio figyelheté meg a GPR35 esetében is a hatso gyoki érzé duc kis és
kdzepes atmérdjl sejtjeiben, mely utdbbi receptor a protein kindz A Gtvonalon keresztil befolyasolhatja
a TRPV1 mikddését (Ohshiro és msai., 2008).

A KYNA a nNOS expresszidjat is képes volt befolyasolni a modelliinkben, ami els6sorban a KYNA NMDA
antagonista hatdsanak koszonhetd, mely receptor aktivacidja a NO képz&dést serkenti a TNC-ben
(Dohrn és Beitz 1994). A masik magyarazat az lehet, hogy a KYNA az érz§ ducokban |évé GPR35-hez
kot&dve (Cosi és mtsai., 2011) G proteinen keresztll gatolja az adenilat ciklaz aktivitasat (Ohshiro és
msai., 2008), ami hatdssal lehet a nNOS mikodésére. (Ohnishi és mtsai., 2008, Boissel és mtsai., 2004).

Osszességében a fenti eredményeink parhuzamba allithatdak azzal a megfigyeléssel, hogy a kinurenin
utvonal megvaltozott mikddése kapcsolatban all bizonyos fejfajasbetegségekkel, pl. krénikus
migrénben és cluster fejfajasban csokkent KYNA szint detektdlhaté (Curto és mtsai., 201543, b).

4.8. Kinureninek és nemi hormonok hatasa a CSD kialakulasaban
Hattér

A migrénes betegek 20-30%-aban a fejfajast Un. aurajelenség el6zi meg, mely legtdbbszor a latétérben
megjelend villand fények formajaban jelentkezik (Rasmussen és Olesen 1992). Erés tudomanyos
bizonyitékok tdmasztjak ald (Hadjikhani és mtsai., 2001), hogy a migrénes aura megfelel a CSD-nek, ami
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legtobbszor a tarkdlebenybdl indul ki. Ez a jelenség egy lassan tovaterjedd (3-5 mm/min) neurondlis és
glia eredet(i depolarizacios hulldam, melyet egy hosszabban tartd gatlas kovet (Leao 1944). Ez a folyamat
tobbféleképpen elSidézhetd, pl. lokdlis K" alkalmazasaval, ami a migrénes aura modelljének tekinthetd
(Bergerot és mtsai., 2006). Allatkisérletekben a CSD képes a trigeminalis nociceptorok aktivalasara, ami
felel6s lehet a migrénes fejfajas létrejottéért (Bolay és mtsai., 2002, Moskowitz 1984, Moskowitz és
mtsai., 1993).

Glutamat vagy NMDA adasa kivalthat CSD-t (Ayata és Moskowitz 2006), és a familidris hemiplégias
migrén transzgenikus knock-in egérmodelljében mind az egyes (FHM1) (Tottene és mtsai., 2009; van
den Maagdenberg és mtsai., 2004), mind a kettes tipus (Leo és mtsai., 2011) esetén a CSD kialakuldsa a
megnovekedett glutamat felszabaduldshoz kotott. Az NMDA antagonistak gatoljak a CSD kialakulasat és
tovaterjedését (Nellgard és Wieloch 1992), mig ezzel parhuzamosan az NMDA blokkolé ketamin jol
csokkentette az aurajelenséget a FHM-es betegeknél anélkil, hogy a fejfajast befolydsolta volna (Kaube
és mtsai., 2000).

A CSD kialakulasa fligg a nemtdl is, mivel annak kialakulasi kiiszobe alacsonyabb néstény egereknél a
himekhez viszonyitva (Brennan és mtsai., 2007). N&i nemi hormonok hatdsara az in vitro neokortex
prepardatumokon a CSD kialakuldsi gyakorisdga és amplituddja megnd (Sachs és mtsai., 2007), és egyes
adatok arra utalnak, hogy az 6sztrogén megemeli a CSD terjedési sebességét is (Guedes és mtsai., 2009).
A FHM1 néstény knock-in egerek CSD érzékenysége csdkken ovariektdomia utdn, mely részlegesen
visszaallithatd Osztrogénkezelés mellett (Eikermann-Haerter és mtsai., 2009). Ezen kivul az aura nélkili
migrénnel ellentétben, az aurds migrén el6forduldsa megné magas dsztrogénszint kapcsan, mint pl.
terhességben (Maggioni és mtsai., 1997) és fogamzasgatlo tabletta szedése esetén (Granella és mtsai.,
2000).

A KYNA endogén glutamat antagonistaként (Kessler és mtsai., 1989) képes a K* indukdlta CSD
kialakuldsat gatolni a patkany kortexben (Vilagi és mtsai., 2001) és a cerebellumban (Lauritzen és mtsai.,
1988). Kisérleteink célja az volt, hogy a kinureninek CSD-re gyakorolt hatdsat vizsgaljuk a néi nemi
hormonalis statusz tikrében.

Anyag és mddszer

Feln6tt him és ndéstény patkanyokat hasznaltunk a kisérlethez. Az allatokat el6kezelés szempontjabdl
négy csoportra osztottuk. Az elsé csoport fiziologids séoldatot kapott, a masodik PROB kezelésben
részesilt (200 mg/kg), a harmadik csoport L-KYN injekciot kapott (300 mg/kg), mig a negyedik csoport
allatai kombinalt el6kezelést. A kontroll és a L-KYN csoportba tovabbi néstény allatokat tettlink és a CSD-
t a patkanyok ciklusanak figgvényében analizaltuk. A ciklusid6t a kisérlet el6tt hatdroztuk meg a hivelyi
kenet Giemsa festédése alapjan.

A kezelések utan fél 6raval a patkanyok kilon csoportjaban, him és néstény allatokat felhasznalva HPLC-
vel meghatdroztuk az agy KYNA koncentracidjat.

A CSD kivaltdsahoz és a regisztraciohoz kloralhidrattal altatott patkdnyokat hasznaltunk. Az allatokat
sztereotaxids készllékben rogzitettilk, a koponyacsontot szabaddd tettik és harom lyukat furtunk
occipitdlisan (stimuldcid helye), occipitoparietdlisan (elsé regisztracids hely) és frontalisan (masodik
regisztracios hely). A kezelések utan fél éraval a CSD-t a stimulacids régidra helyezett 1 M KCl oldattal
atitatott vattaval valtottuk ki. A CSD-ket egy 6ran keresztil megszamoltuk és kiszamoltuk a frekvenciat.
Emellett az elsé és a masodik regisztracios helyet vizsgélva kdvetkeztettiink a CSD terjedési sebességére.
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Eredmények

a PROB és a L-KYN kezelés is szignifikdns emelkedést okozott a kontroll allatokhoz képest. A
néstényeknél magasabb alap KYNA szint mutatkozott a himekhez viszonyitva, és ez a kilénbség a PROB
kezelést kdvetBen is megmaradt, de nem mutatkozott szignifikdnsnak a tobbi el6kezelésnél.

A néstényeknél mindegyik aktiv el6kezelés szignifikdnsan csokkentette a parietoccipitdlis CSD-k
frekvencidjat, legmarkansabban a kombinalt el6kezelés. Him patkanyok esetében csak a L-KYN+PROB
kezelés mérsékelte szignifikdnsan a CSD-k el6forduldsi gyakorisagat. Az aktiv el6kezelést nem kapott
ndstény allatoknal a nemi ciklus nem befolydsolta a CSD megjelenését. A L-KYN kezelést kapott ndstény
allatok didsztruszdban viszont szignifikdnsan kisebb volt a CSD frekvencia.

Megbeszélés

A korabbiaknak megfelel6en ismét igazolddott, hogy a L-KYN addsa, kidlondsen, ha a szerves sav
transzporter gatld PROB-el kombindljuk, képes megemelni a kortikalis KYNA koncentraciot. Mindegyik
kezelési csoportot figyelembe véve a KYNA szintje magasabb a néstény allatokban, mint a himekben,
mely a néstények magasabb KYNA szintetizadld képességére utalhat. A L-KYN utdani KYNA emelkedés
aranya viszont a himekben magasabb. A nemi hormonok befolydsolhatjak a triptofan metabolizmus
enzimeit, mely magyardzhatja az eltéré KYNA értékeket.

A TDO és az IDO a kezd§ és sebességmeghatdrozé 1épésnek tekinthetd a kinurenin dtvonalban. Széjon
at adagolt triptofan mellett a vizelettel Grilt kinurenin metabolitok mennyisége magasabb nékben, mint
férfiakban, mely n6i hormonok modulalé hatasara utalhat (Michael és mtsai., 1964). A nemi hormonok
és a TDO, IDO kozotti kapcsolat nem teljesen tisztazott: a liquorban mért KYNA szint néhany vizsgalat
szerint nékben magasabb (Nilsson és mtsai., 2007), mig masok nem taladltak nemi kilonbséget (llzecka
és mtsai., 2003). Egyes eredmények szerint az Osztrogéneknek TDO indukdlé hatdsa van, mig az
androgének ellentétesen viselkednek (Rose és Braidman 1971). Ami az IDO-t illeti, direkt hormonalis
hatas nem valdszin(, de citokin indukalta IDO aktivitas el6fordulhat (Oxenkrug 2007). Az 6sztrogén
képes fokozni az IDO aktivitdsat az antigénprezentdld sejtekben (Zhu és mtsai., 2007), mely
magyarazatot adhat a magasabb IDO szintre a nékben a gyakoribb autoimmun betegségekben
(Pertovaara és mtsai., 2005, Widner és mtsai., 2000). Osszességében ezek a hatdsok magyarazhatjak,
hogy az alap KYNA szint miért emelkedettebb a néstény allatokban. Az anyagcserelt tovabbi enzimei,
mint a KAT, a kinurenin-3-hidroxildz és a KYNU az dsztrogének hatdsara inkabb gatlddnak a majban
(Brown és mtsai., 1961, Rose 1966) és feltételezhet6en az agyban is (Rossi és mtsai., 2010). A KAT-ra
gyakorolt gatld hatas els6sorban a csokkent piridoxal 5-foszfat mennyiségnek tudhaté be. A kinurenin
3-hidroxilaz expresszidja csokken dsztrogénkezelt majmok raphe magjaban (Bethea és mtsai., 2009), és
a kinurenindz is gatlédik a mdjban Osztrogén hatdsara (Wolf és mtsai., 1980). Az Osztrogénnel
ellentétben a progeszteronnak nincs gatlé hatdsa a KAT-ra vagy a kinurenin 3-hidroxildzra (Saad és
mtsai., 1974). Ezek alapjan az is magyarazhato, hogy miért magasabb a KYNA kdzponti idegrendszeri

. s

A vizsgalatainkban a PROB egyeduli addsa csokkentette a ndstény allatok CSD frekvencidjat, mig ilyen
hatds a himekben nem fordult el6. Onmagaban adva a PROB ugyan gatolja a KYNA kdzponti
mely elegendd az NMDA receptorok gatlasahoz (Taylor és mtsai., 1997, Urenjak és mtsai., 1997). A
néstény allatokban a PROB utani KYNA koncentracid 10 ng/g nagysagrendig emelkedett, mely
nanomolaris nagysagrendnek felel meg. Ezért a PROB egyéb hatdsat is feltételezni lehet, mint a pannexin
1 gdtldsa, ami az ATP felszabaduldsban jatszik szerepet (Silverman és mtsai., 2008) vagy a multidrog
rezisztens protein blokkoldsa, illetve indirekt mdédon masodlagos hirvivékre hatva (Taylor és mtsai.,
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1997). Masrészrél a KYNA non-kompetitiven gatolja az a7 nikotinos acetil-kolin receptorokat (nAChR)
mar nanomolaris koncentraciéban is (Hilmas és mtsai., 2001, Stone és mtsai., 2007), igy a preszinaptikus
nAChR-ra hatva képes lehet csdkkenteni a felszabaduld glutamat mennyiségét (Grilli és mtsai., 2006,
Konradsson-Geuken és mtsai., 2010). Feltételezhet6en ezen mehanizmus révén a KYNA szint
megdupldzddasa 50%-al csokkenti a striatum glutamat felszabaduldsat (Carpenedo és mtsai., 2001).
Tehat lehetséges, hogy PROB addsa utdn a kissé megemelkedd KYNA szint képes annyira mérsékelni a
glutamat felszabaduldst a néstényekben, ami mar megjelenik a CSD frekvencia csokkenésében. Az agyi
NAChR s(iriség nagyobb a néstény allatokban, mely fokozhatja a nemek koz6tti kiildonbséget a KYNA-val
szembeni érzékenység tekintetében.

A L-KYN csokkentette a CSD frekvencidt a nGstény allatokban, kilondsen ha PROB-el kombindlva adtuk,
és ekkor a him dllatokban is hasonld hatassal birt. A L-KYN hatdsa a korabban mar leirt kdvetkezményes
kortikalis KYNA emelkedésnek tulajdonithatd. A KYNA a kdzponti idegrendszer tébb funkcidjaban részt
vesz (Schwarcz és Pellicciari, 2002), melyek kdzul kiemelendd az NMDA receptor antagonista hatasa
(Kessler és mtsai., 1989, Perkins és Stone 1982). Az anyagcserelt KYNA felé téritése a kvinolénsav
képzddése helyett kinurenin 3-hidroxildz inhibitor alkalmazasaval védé hatdssal bir a konvulzidkkal
szemben és megakaddlyozza a neuronok pusztuldsat (Chiarugi és mtsai., 1995; Moroni és mtsai., 2003).
Mivel az jol ismert, hogy az NMDA receptorok alapvets szerepet jatszanak a CSD kialakuldsdban és
tovaterjedésében (Lauritzen és Hansen 1992; Marrannes és mtsai.,, 1988; Somjen 2001), azt
feltételeztik, hogy a megemelt KYNA koncentracié okozta gatlasuk fékezi a CSD-t. Nem meglepd, hogy
a PROB-el kombinalt kezelés még kifejezettebb hatassal bir, hisz gatlddik a KYNA kilrulése a kdzponti
idegrendszerbdl, illetve a PROB dnmagaban is gatld hatdst fejthet ki. Azt taldltuk, hogy a kezelések
hatasa a CSD-re kifejezettebb a ndéstény allatoknal, és ezen belll is leginkdabb a ciklus didsztrusz
fazisdban, melyet mind az 6sztrogén neurondlis excitabilitasra, mind a kinurenin anyagcserére gyakorolt
hatdsa magyarazhat. Mint kordbban emlitettiik az 6sztrogének altaldnossagban fokozzak a CSD-t a
ndstény allatokban. Erre utalnak a mi vizsgalati eredményeink is, mert a CSD frekvencia szamszer(ien
magasabb a prodsztruszban lévé allatokndl, amikor az 6sztrogénszint magas. Mivel az elemszam
alacsony, ez a kilonbség nem éri el a statisztikailag szignifikans értéket, hacsak a kontroll és a L-KYN
adatokat nem vesszik egybe. A glutamaterg neurotranszmisszidt, ami alapvetd a CSD kialakulasaban,
befolydsolja az dsztrogén, mely megemeli az NMDA receptorok expresszidjat és aktivitdsat a kdzponti
idegrendszerben (Dominguez és mtsai.,, 2007; Gazzaley és mtsai.,, 1996; Tang és mtsai., 2008). A
dendrittlskék, (Brinton és mtsai., 1997) és az NMDA receptor dominalta szinapszisok szdma is emelkedik
Osztrogén hatdsara, és valtozékonysagot mutat a néi nemi ciklus kapcsan (Woolley és McEwen 1992,
1993, 1994). Mindezen hatdsok mellett az 6sztrogének kinurenin anyagcserére gyakorolt hatdsa is
fontos lehet az eredményeink megértésében. Ahogy kordabban emlitettik, a kinureninekre gyakorolt
hormonadlis hatas bonyolult, de a legtdbb eredmény azt mutatja, hogy az dsztrogén nem segiti a KYNA
képz&dését L-KYN-bdI, mivel a f6 szintetizdld enzimét, a KAT-ot inkdbb gatolja. Mindenesetre az
Osztrogén okozta emelkedett kortikdlis excitacid és a csdokkent KYNA szint egyltt nem magyarazza
egyértelmlen a magasabb L-KYN okozta CSD szupressziét a ndéstényekben a himekhez képest,
Osszességében inkdbb az ellenkez6jét varnank. Azt feltételezzik, hogy a nemek kozti kilonbség
leginkdbb a L-KYN didsztruszban gyakorolt hatdsanak kdszénhet6 és kisebb mértékben kapcsolhaté az
Osztruszhoz. A proOsztrusz 6sztrogéncsucsatol tavol esd, alacsonyabb didsztrusz alatti 6sztrogénszint
csokkenti a glutamathoz kapcsolddd ingerkliszébot és visszadllitia a magasabb KYNA szintézist, mely
maximalizalja a L-KYN CSD-t csokkentd hatasat. A masik fontos nemi hormon, a progeszteron is szerepet
jatszhat az észlelt valtozasok kialakitdsaban, hisz toébb adat utal arra, hogy csdkkenti az agyi excitabilitast
(Frye 2010, Lambert és mtsai., 2003) és szintje megemelkedik a didsztrusz alatt (Freeman 2006). A
progeszteron csokkentheti az NMDA receptorok aktivitasat és tobb mddon eldsegitheti a L-KYN okozta
CSD csokkenést: antagonista hatds révén (Frye és Rhodes 2009), a két6helyek szamanak csokkenése
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(Cyr és mtsai., 2000) és az egyik aktivator, a szigmal receptor bénitasa révén (Maurice és mtsai., 2006).
Ettdl flggetlenll valdszindtlen, hogy a progeszteron lényeges szerepet jatszik a L-KYN didsztruszban
észlelhetd hatasaban. Egyrészt a kontroll néstény allatok CSD frekvencidja numerikusan alacsonyabb az
Osztrusz alatt, amikor a progeszteronszint alacsony, mint didsztruszban, amikor a progeszteronszint
emelkedik. Masrészrél annak ellenére, hogy a progeszteronnak antikonvulziv hatdst tulajdonitanak, in
vitro kortikalis preparatumokhoz adva az dsztrogénhez hasonldan inkabb emelik a CSD el6forduldsat és
amplituddjat (Sachs és mtsai.,, 2007), mely jelenséggel parhuzamba dllithatd az aurds migrén
rosszabbodédsa terhességben vagy hormondlis fogamzasgatld alkalmazasa kapcsan. Végil a
progeszteron hatdsat f6leg egy metabolitjanak az allopregnenolonnak tulajdonitjak, mely a GABAa
receptorokon hat. Tébb vizsgalat utal arra, hogy ezen utdbbi receptornak elhanyagolhaté szerepe van a
CSD kialakuldsaban: GABA, agonistak nem befolyadsoljdk a CSD kialakulasat (Addae és mtsai., 2011, Ayata
2009), és a CSD nem moddositja a GABA felszabadulast (Fabricius és mtsai., 1993) és a GABAa receptorok
expresszidjat (Haghir és mtsai., 2009, Redecker és mtsai., 2002).

Osszefoglalva a L-KYN periférids adasaval létrejott KIR-i KYNA emelkedés gatolja a CSD kialakulast az
agyban, els6sorban az NMDA antagonizmus révén. A L-KYN hatdsa markansabb a ndstény allatokban és
fligg a nemi ciklustdlis. Ezt a nemi dimorfizmust a gonadalis hormonok kinurenin anyagcserére gyakorolt
hatasdval és a kortikalis ingerlékenység megvaltozasaval magyarazhatjuk. Emellett nem kizarhatd hattér
az agy eltéré fejlédése a nemeknél. Mivel a CSD jelensége megfelel a migrénes auranak, ez Uj
lehet6séget biztosithat migrénellenes kezelések kifejlesztésére is.

4.9. Kinurenin szarmazékok hatdsa a fejfajas NTG modelljében
Hattér

A KYNA kozponti idegrendszeri hatasait gatolja, hogy a molekula nehezen jut at a vér-agy gaton (Fukui
és mtsai., 1991), azonban az el6z6ekben leirt felhasznalasi mod (L-KYN+PROB) mellett lehetséges a KIR-
be jobban bejuté KYNA analdgok vizsgdlata. Ezért kisérleteinkben a vér-agy gaton jobban atjutd KYNA
szarmazék, az N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H kvinolin-2-karboxamid hidroklorid (SZR81) hatdsat
vizsgaltuk a trigeminovaszkuldris aktivacio NTG modelljében, patkanyokban.

Anyag és mddszer
KYNA meghatdrozds HPLC-vel

A kisérletekhez a korabbiakhoz hasonldan felnétt him Wistar patkdnyokat haszndltunk. A KYNA
meghatdrozashoz két allatcsoportot hoztunk létre. Az elsé csoport nem kapott aktiv kezelést, a mintakat
egy oraval a placebo injekcid utdn dolgoztuk fel HPLC mérések céljabdl. A masodik csoport patkdnyai 1
mmol/kg dézisban SZR81-t kaptak, majd 1, illetve 5 draval késSbb az allatokat perfundaltuk, és a TNC-t
eltavolitottuk KYNA meghatdrozas céljabdl.

Immunhisztokémia

A patkanyokat elGkezelés szempontjabol 4 csoportra osztottuk. Az els§ csoport nem kapott aktiv
el6kezelést. A tobbi csoport kilonbdzE ddzisokban SZR81-t kapott — 0,1 mmol/kg, 0,5 mmol/kg és 1
mmol/kg adagolassal. Egy oraval kés6bb az allatok felét 10 mg/kg ddzist egyszeri NTG injekcidval
kezeltlk, mig a patkdnyok masik felét a NTG olddszerével. Négy éraval késébb a perfuzios fixalas utdn a
TNC-t eltdvolitottuk, majd sorozatmetszeteket készitettlink, melyen CGRP, c-fos, nNOS és CamKII
immunhisztokémiai festést végeztiink. A CGRP festdédést képanalizatorral vizsgaltuk a tobbi metszet
esetén a pozitiv sejteket megszamoltuk.
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Western blot

Két el6kezelési csoportot alkottunk, az elsé csoport nem kapott aktiv kezelést, mig a masodik csoport 1
mg/kg doézisi SZR81 kezelésben részesilt. Ezt kdvetden NTG/olddszer injekcidk kovetkeztek a fenti
bekezdésnek megfelel6en, majd 4 érdval ezutdn a TNC-t eltdvolitottuk CGRP és nNOS Western blot
céljdbdl. Belsé kontrollként B-aktint hasznaltunk.

Viselkedésvizsgdlatok

A vizsgalatot 3 dra 40 perccel a NTG, ill. placebo injekciok adasa utdn végeztilk 30 perces habituaciot
kdvetben. Az dllatokat open-field dobozba helyeztlik, majd 15 percen at rogzitettik a jarkalasi idét, a
megtett tavolsdgot és az dgaskoddsok szamat.

Eredmények
KYNA koncentrdcio

A HPLC mérések a TNC-ben egyértelml KYNA emelkedést mutattak egy oraval az SZR81 beaddsa utdn a
kontrollcsoporthoz képest, mely 5 dra elteltével visszatért az alapszintre. Annak ellenére, hogy mas
validalast igényel, vizsgaltuk a plazma KYNA szintjét is, és el6zetes eredményeink alapjan itt sokkal
kifejezettebb emelkedést tapasztaltunk.

Immunhisztokémia

A TNC felszini rétegeiben gazdag CGRP rosthaldzat, valamint szamos c-fos, nNOS és CamKII pozitiv sejt
taldlhato, melyek eloszldsa homogén volt a vizsgalt TNC szakasz teljes hosszan. A CGRP pozitiv rostok
altal fedett terilet szignifikdnsan csdkkent NTG kezelés utan, ezzel szemben a c-fos, nNOS és CamKIl
festédést mutatod sejtek szdmaban a NTG szignifikdns emelkedést okozott. Ezeket a hatdsokat az SZR81
el6kezelés dozisfiggd mddon ki tudta védeni. A legkisebb alkalmazott adagolds (0,1 mmol/kg) nem
befolyasolta szignifikdnsan a NTG okozta valtozasokat, mig a magasabb ddzis (0,5 mmol/kg és 1
mmol/kg) kikliszobolte a NTG hatasat a CGRP, c-fos, nNOS és CamKI| tekintetében.

Western blot

Az adataink alatdmasztottak az immunhisztokémia altal mutatott eredményeket. A NTG szignifikdnsan
lecsokkentette a CGRP és megemelte a nNOS expressziot, mig a legnagyobb ddzisi SZR81 el6kezelés
ezt a hatast kivédte.

Viselkedésvizsgdlatok

A patkdnyok altal megtett tavolsag csdokkent NTG kezelés hatdsara, ezt az SZR81 elbkezelés ki tudta
védeni. A mozgassal toltott idd tekintetében és az dgaskodasok szamaban nem volt kilonbség egyik
csoport kdzott sem.

Megbeszélés

A kordbbi munkakhoz hasonldan itt is igazolddott, hogy a NTG képes a trigemindlis rendszer
stimuldacidjara, mely a CGRP csokkenésével és a c-fos, nNOS, CamKIl emelkedésével jar a TNC tertletén.
Az immunhisztokémia és a Western blot altal kimutatott CGRP csokkenés transzmitter felszabaduldst
jelez a centralis végz&désekbdl, mely az elsédleges érzé neuronok aktivitasat jelzi (Zhang és mtsai.,
1994). A masodlagos trigeminadlis érzé idegsejtek terlletén is hasonld jelenség mutatkozik, melyet az
emelkedett c-fos megjelenés jelez megerdsitve a korabbi vizsgalatok eredményét (Tassorelli és Joseph
1995, Pardutz és mtsai.,, 2000, 2002, 2007). Ezen kivial a fdjdalommal kapcsolatban jelentkezé
szenzitizacidés markernek tarthatd nNOS és CamKIl expresszio (Chacur és mtsai., 2010, Fang és mtsai.,
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2002) is megemelkedik ugyanitt. A NTG okozta szenzitizacids folyamatokat mar klinikai vizsgalatok is
megerd@sitették (Di Clemente és mtsai., 2009). A korabbi kutatdsok alapjan ezekben a folyamatokban
kiemelt jelent&ségli az NMDA és az nAChR receptorok szerepe. Az elsédleges trigemindlis neuronok
fokozott tlizelése megemeli a TNC glutamat tartalmat és ez korreldl az arc szenzoros érzékenységével
(Oshinsky és Luo 2006). Feltehet6leg az NMDA receptorokon keresztil (Wang és Mokha 1996) terjed at
az elsédleges trigeminalis neuronok aktivitdsa a masodlagosokra (Burstein és mtsai., 1998). Emellett
adatok tamasztjak ald, hogy az NMDA rendszer kapcsolddik a NO kézpz&déshez (Entrena és mtsai.,
2005), és interakcio van az NMDA és a NO/cGMP rendszer kozott (Bredt és mtsai., 1990). Az NMDA
okozta excitotoxicitdas mértéke fligg a nNOS rendszer altal termelt NO tobblettél (Garthwaite és mtsai.,
1988). Az NMDA trigeminalis fajdalom feldolgozdsban jatszott szerepét human vizsgdlatok is
aldtdmasztjak, ahol az antagonista ketamin képes volt a migrénes fajdalmat enyhiteni (Nicolodi és
Sicuteri 1995). Mas glutamat receptorok is megtaldlhatdak a TNC-ben (Tallaksen-Greene és mtsai.,
1992), melyek szintén kodzvetithetik ezt a hatast. Ezt az elméletet alatdmasztjak azok a megfigyelések,
mely szerint az antagonistak képesek kivédeni a c-fos emelkedést (Mitsikostas és mtsai., 1999) és a
kivaltott valaszokat a TNC-ben (Storer és Goadsby 1999). Ezen masodlagos érzé neuronok aktivitasat a
preszinaptikus nAChR-k is moduldlhatjak, megvaltoztatva az ingerUletatvitelt a kbzponti idegrendszer
felé (McGehee és mtsai., 1995, Gray és mtsai., 1996). Az open-field tesztnél is azt észleltik, hogy a
megtett tdvolsdg csokkent a NTG csoportban, mely szintén nociceptiv reakcidként értékelheté
(Denenberg 1969).

Az SZR81 ddzisfliggé mdédon védte ki a NTG hatdsokat és a HPLC eredmények ismeretében azt gondoljuk,
hogy az SZR81 legaldbbis részben KYNA-va alakul, és ez felelSs lehet az észlelt hatasokért. Mivel a
kdzponti idegrendszeri KYNA emelkedés csak mérsékelt, ezért Ugy gondoljuk, hogy a latottakért
elsGsorban a periférids KYNA hatdsa felel§s, mely az SZR81-bdl alakult ki. Emellett az SZR81 kozvetlen
hatasa is feltételezhetd elméletileg mind a periférids, mind a kdzponti idegrendszer teriletén, és ezzel
a feltételezéssel parhuzamba allithatd egy masik, a vér-agy gdton jobban penetrald KYNA-szarmazék
hasonld hatasa egy kordbbi kisérletben (Marosi és mtsai., 2010).

Az SZR81 okozta CGRP felszabadulds markans csdkkenése a trigeminalis aktivacid soran periférids hatdst
feltételez. A glutamat receptorok megtaldlhatok a trigeminalis rendszer kornyéki részén (Quartu és
mtsai., 2002, Watanabe és mtsai., 1994), és a gatlasuk csokkenti a CGRP felszabaduldsat (Garry és mtsai.,
2000). Az nAChR-k is jelen vannak a TG-ban (Liu és mtsai., 1998), és a gatlasuk szintén csokkentheti a
glutamat mennyiségét (Carpenedo és mtsai., 2001) és kivédi a CGRP altal okozott vazodilatacidt az arcon
(Just és mtsai., 2005). A GPR35 is jelen van mRNS és fehérje szinten a nociceptiv palyarendszer terlletén,
beleértve a spinalis ducot és a gerincvel6t is, és negativ mddon csatoldodik az érzé duc adenilat ciklaz
rendszeréhez, ami befolydsolhatja a fajdalomérzést (Ohshiro és mtsai.,, 2008). Eredményeinkkel
parhuzamba allithatd az a korabbi megfigyelés, miszerint a lokdlisan adott KYNA ddézisfliggben képes
csokkenteni a mechanikus allodyniat izlleti gyulladasos modellben (Mécs és mtsai., 2009).

Az SZR81 masodlagos érzé neuronokra gyakorolt moduldld hatdsa a c-fos expresszid valtozasaval
mérhetd, mely az elsédleges trigeminalis nociceptorok gatlasa mellett a trigeminalis rendszer centralis
részére kifejtett hatassal is létrejohet. A glutamat receptorok jelen vannak a masodlagos trigeminalis
érz6 neuronok posztszinaptikus membranjan (Tallaksen-Greene és mtsai., 1992), és fontos szerepet
jatszanak ezen idegsejtek nociceptiv aktivaldsdban. Ehhez kapcsoldddan a glutamat receptorok
blokkoldsa csokkenti a c-fos expressziét fajdalomban (Mitsikostas és mtsai., 1998, 1999). Az a7 nikotinos
receptorok gatldsa az elsédleges trigeminadlis érzé neuronokon (Liu és mtsai., 1998) pedig csdkkentheti
a glutamat felszabadulasat ezek végzédéseibdl (Carpenedo és mtsai., 2001), és ezaltal mérsékli a
masodlagos érzé neuronok aktivalddasat (Carstens és mtsai., 2000). A korabbi kisérletek is azt igazoljak,
hogy a KYN+PROB és egy masik KYNA analdg, az SZR72 sikeresen kivédte a c-fos aktivaciot a TNC
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terGletén NTG adasa utdn, mig a KYNA 6nmagaban adva kevésbé volt hatasos, feltehetdleg a csokkent
vér-agy gat penetrancia folytan (Knyihar-Csillik és mtsai., 2007, 2008).

Az SZR81 modulald hatdsa a nNOS és a CamKIl expresszidra a NTG okozta centralis szenzitizacié gatldsat
jelzi, mivel mindkét enzim kiemelt fontossagu ebben a folyamatban (Chacur és mtsai., 2010, Fang és
mtsai., 2002), mely alatt a folyamatos fajdalmas ingerlés kovetkezményeként anatdmiai és funkcionalis
plasztikus valtozdsok alakulnak ki, ahol az NMDA és az AMPA receptoroknak kulcsszereplk van
(Latremoliere és Woolf 2009). Osszességében Ugy tlinik, hogy az SZR81 a periférids hatdsain tul, az
NMDA és/vagy AMPA géatldson keresztll is befolydsolhatja a centrélis szenzitizacié folyamatat, igy a
NNOS és CamKIl expresszidjat is. Az is lehetséges, hogy az a7 nikotinos receptor gatlasa indirekt médon
is moduldlja ezt a folyamatot a glutamat felszabadulds csdékkenésén keresztil (Carpenedo és mtsai.,
2001). A viselkedésvizsgalatok is azt mutatjak, hogy az SZR81 antinociceptiv hatdsd, mely parhuzamba
allithatd a fenti morfoldgiai eredményekkel.

Osszefoglalva az SZR81 csdkkentette a trigeminalis aktivaciot a periférian és a masodlagos trigeminalis
érz6 neuronok teriletén. Ezen tul a TNC-ben kivédte azokat a molekularis valtozasokat, melyek a
centrdlis szenzitizacid jelenségéhez kothetéek. Amellett, hogy a hatdsért részben periférids - SZR81,
KYNA atalakulas - tehet6 felel@ssé, direkt és indirekt kozponti idegrendszeri mechanizmusok is
feltételezheték.

4.10. Az anandamid modulalé hatdsa patkanyban szisztémas NTG adasa utan
Hattér

A kannabinoid receptorok (CB) G-proteinhez kapcsoltak, két f6 tipusuk van a CB1 és a CB2, az elSbbi
jelen van a mdjban, tid6ben és a kozponti idegrendszerben, mig az utdbbi az immunsejteken
expresszalédik (Lynn és mtsai., 1994, Pettit és mtsai., 1996).

Allatkisérletek alapjan feltételezhetd, hogy az endokannabinoidok szintjének véltozasa kapcsolhaté a
fajdalomérzéshez és az antinocicepciéhoz (Guindon és Hohmann 2009). A CB1 receptorok
megtaldlhatdak a TG-ban és az elsédleges érz6 neuronok centrdlis nyulvanyaiban (Pertwee és mtsai.,
2001), és képesek gatolni a durdlis innervaciét adé Ad és C tipusu trigeminalis neuronok tizelését, ami
ezen receptorok fajdalomérzésben betoltdtt szerepére utal (Wilson és Nicoll 2002). Annak ellenére,
hogy a pszichoaktiv mellékhatasaik korlatozzak a terapias alkalmazasukat (Crawley és mtsai., 1993), az
endokannabinoidok és a nocicepcid kapcsolatat széles korlien vizsgdljdk. A legel6szor felfedezett
endokannabinoid az N-arachidonil-etanolamid, masnéven anandamid (AEA), CB receptor és TRPV1
agonista hatassal bir (Ross 2003), emellett patkdnyokban képes kivédeni a NTG okozta hiperalgéziat és
c-fos emelkedést a TNC teriiletén (Greco és mtsai., 2010), mely arra utal, hogy befolydsolja a trigeminalis
fajdalom feldolgozasat.

TRPV1, nNOS, NFkB, COX2, KATII

Elsé kisérletsorozatunkban arra kerestik a valaszt, hogy az AEA kezelés képes-e a trigemindlis aktivacio,
ill. szenzitizacio kiulonbdzé markereit modulalni a patkdny NTG modelljében. A TRPV1, nNOS és NFkB
mellett a COX2 és a KATIl expresszidjat vizsgaltuk.

Anyag és mddszer

Kisérleteinkben felnétt him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat négy csoportra
osztottuk. Az elsé csoport volt az abszolut kontroll, az AEA és a NTG olddszerét kaptak. A masodik
csoport csak NTG kezelésben részesilt (10 mg/kg intraperitonealisan). A harmadik és negyedik csoport
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két alkalommal kapott AEA (Sigma-Aldrich, USA) injekcidkat 5mg/kg ddzisban fél oraval a NTG, ill.
placebo kezelés elétt, majd 1 oraval ezutan. Az allatokat négy oraval a NTG/NTG olddszer utan
perfundaltuk, és a TNC-t feldolgoztuk immunhisztokémiai festések (TRPV1, nNOS és NFkB) és Western
blot (NNOS, COX-2 és KATII) vizsgélatok céljabdl. Azimmunhisztokémiai eljarasokkal festett metszeteken
a TRPV1 fest6dést mutatd rostok és a nNOS sejtek altal fedett terllet szdzalékos aranyat
képanalizdtorral hatdroztuk meg, mig az NFkB festédést mutatd sejtek szamat optikai disszektor
modszerrel mértik (Gundersen és mtsai., 1988). A Western blot csikoknal denzitometrias analizist
végeztlink, melyet B-aktinra normalizaltunk.

Eredmények

Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan kimutathatd, hogy a NTG okozta TRPV1, nNOS és NFkB
emelkedést az AEA kezelés képes volt kivédeni. A Western blot eredmények szerint a NTG okozta nNOS,
COX2 emelkedést és a KATII csokkenést szintén kivédte az AEA addsa.

Megbeszélés

Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a CB és TRPV1 agonista AEA kivédi a NTG TRPV1 expressziot fokozd
hatasat. Ez parhuzamba éllithaté azzal, hogy az ionotrép CB receptorok aktivalddasa bizonyos fajdalom
modellekben a nocicepcié receptorainak gatlasat, valamint a hiperalgézia csdokkenését eredményezi
(Akopian és mtsai., 2009), és az AEA intratekalis adasa csokkenti az allatok érzékenységét termikus
fajdalomra, mely hatdst a TRPV1 antagonista capsazepine kivédi (Horvath és mtsai., 2008). Az AEA ezen
kivil képes deszenzitizadlni a TRPV1 receptorokat a vazizomzat arterioldiban (Lizanecz és mtsai., 2006),
mely arra utal, hogy csdkkenti ezen receptorok aktivitdsat. Masrészrél gatolja a CGRP és NO indukalt
duradlis vazodilataciét pre- és posztszinaptikus tdmadasi ponttal (Akerman és mtsai., 2004). Human
vérmintakbol kimutattdk, hogy az AEA képes a NTG indukdlt mRNS expressziot visszaszoritani a
mononuklearis sejtekben (Peng és mtsai., 2014). Nem tudjuk, hogy milyen mérték( a TRPV1 szerepe az
AEA moduldlt szenzitizacios folymatokban, de az irodalmi adatok alapjan (Akerman mtsai., 2004, 2007)
inkdbb a CB1 szerepe tlinik fontosabbnak.

A NTG adas utdn megfigyelheté nNOS emelkedés a TNC teriletén egy dner@sité folyamatot sejtet a
masodlagos trigeminalis érzé neuronokban (Pardutz és mtsai., 2000), melyet az AEA ki tud védeni. Tébb
vizsgdlati eredmény is aldtdmasztja a CB1 és a NO rendszer kdzo6tti szoros kapcsolatot: a nNOS és a CB1
kolokalizaciot mutat a gerincvel Il lamindjaban taldlhaté neuronokon (Salio és mtsai., 2002), mig a NTG
okozta hiperalgézia az endokannabinoidok szintjének valtozdsat okozza a patkdny kilénb6z6 agyi
régidiban (Greco és mtsai.,, 2010). A kapott eredményeink parhuzamba dllithaték azokkal a
megfigyelésekkel, melyben a CB1 agonistdk kivédték a KCl indukdlt nNOS emelkedést a kisagyi
szemcsesejtekben (Hillard és mtsai.,, 1999), ill. azokkal a kisérletekkel, melyekben a kannabinoid
agonistak képesek voltak a neuronok nNOS mRNS szintjét csokkenteni (Carney és mtsai., 2009).

A NFkB fontos szerepet jatszik a NTG okozta neurogén gyulladas kialakuldsaban (Reuter és mtsai., 2002),
melyet az AEA moduldlni képes. Ennek hatterében az allhat, hogy a citokin kaszkadra hatva a tumor
nekrdézis faktor dltal medidlt aktivaciot gatolja (Sancho és mtsai., 2003). Emellett igazolddott, hogy az
AEA a lipopoliszacharid okozta aktivitast is képes kivédeni, mely arra utal, hogy gatolja a
proinflammatoros mediatorokat a NFkB-n keresztil (Nakajima és mtsai., 2006). Ez utdbbi fontossagat
az is kiemeli, hogy a NFkB gatlé pathenolid kivédte a NTG okozta c-fos emelkedést a patkany TNC-ben
(Tassorelli és mtsai., 2005). Feltételezhetd, hogy az endokannabinoidok a proinflammatoros faktorok
atirdsanak gatlasaval negativ visszacsatolast biztositanak a gyulladdsos folyamatokban (Berdyshev és
mtsai., 2001).

Fontos kiemelni, hogy az AEA a COX2 egyik szubsztratja, mely prosztaglandint és etanolamidot
eredményez (Yu és mtsai., 1997). Az AEA sikeresen kivédte a NTG okozta COX2 emelkedést is a kisérleti
modellinkben. Ennek mechanizmusa nem teljesen ismert, az egyik feltételezés, hogy a termék negativ
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feedback hatasa lehet ezért felelds, ami csokkenti a COX2 expressziot. Az AEA képes a citokin indukalt
gyulladasos kaszkad gatlasara is, és lehetséges, hogy ez eredményezi a COX2 csdkkend megjelenését.

A NTG okozta KATIl csdkkenést megakadalyozza az AEA addsa, mely 2-arachidonoil-glicerinhez
hasonldéan csokkenti a kalcium okozta citokrom C felszabadulast a mitokondriumokbdl, ezaltal védve
azokat a citokrém medidlt kdrosodastol, mely DNS fragmentaciét és apoptdzist okozhat (Catanzaro és
mtsai., 2009, Zaccagnino és mtsai., 2012). Osszességében a NTG mitokondridlis diszfunkciét okozo
hatasa is feltételezhetd, melyet az AEA kivéd a citokrom C felszabadulds gatlasan keresztl.

S5HTT

A kisérleti adatok szerint a migrén és a vérlemezkék 5HT homeosztazisa Osszefliggenek egymadssal
(Danese és mtsai., 2014), és ez utébbira hatassal lehetnek a kannabionoidok: a 31-tetrahidrokannabinol
képes a SHT vérlemezkékbdl torténd felszabaduldsat gatolni (Volfe és mtsai., 1985), mig a 5HT felvételt
tobbfajta kannabinoid is gatolni képes (Velenovska és Fisar 2007, Volfe és mtsai., 1985). A szerotoninerg
rendszer és a kannabinoidok periférids interakcidja viszonylag széleskorlen vizsgalt téma, viszont
kevesebbet tudunk a kézponti idegrendszeri kolcsonhatasokrél. Ezek alapjan, a kordbbi eredményekbdl
kiindulva kézenfekvé volt vizsgalni, hogy az AEA el6kezelés hatdssal van-e a NTG indukalt 5HTT
expressziora.

Anyag és mddszer

A vizsgdlathoz feln6tt him Sprague-Dawley patkdnyokat hasznaltunk. A csoportok és az allatok kezelése
megegyezett az el6z6 fejezetben leirtakkal. Négy draval a NTG/placebo adéasat kovetben az allatokat
perfundaltuk, a TNC-t eltdvolitottuk immunhisztokémiai és Western blot vizsgdlatok céljabol. Az
immunhisztokémia esetében a SHTT festédést mutatott rostok altal fedett terllet szdzalékos aranyat
hataroztuk meg, mig a Western blot esetén a csikok optikai denzitdsat mértik meg, belsé kontrollként
glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) meghatdrozast hasznaltunk.

Eredmények

A NTG okozta megemelkedett SHTT expressziot megerdsitette az immunhisztokémiai vizsgalatok
eredménye és a Western blot is. Erdekes médon azokban az allatokban, akik csak AEA kezelést kaptak a
csupan NTG kezelésben részestl6khoz hasonldan magas SHTT szint mutatkozott. A kombinalt aktiv
kezelést kapott patkdnyokban (NTG+AEA) viszont meglepé mddon alacsony SHTT expresszid latszott
mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot adatok alapjan.

Megbeszélés

Eredményeink azt mutatjak, hogy a NTG korabban leirt hatasa mellett az AEA kezelés jelentds modulalé
hatassal birt a SHTT TNC-beli megjelenésére allatkisérletes modellinkben, az AEA 6nmagaban
megemelte az expresszidt. A szakirodalmi adatok alapjan az AEA tdbb gén kifejez8dését szabalyozza,
legtobbszor receptorokon keresztiil (CB), de leirtak receptor independens hatast is (Correa és mtsai.,
2008; Mestre és mtsai., 2011; Sancho és mtsai., 2003). Esetlinkben nem lehet kizarni az indirekt hatast,
mivel igazolt, hogy az AEA képes a nNOS aktivalasa révén megemelni a NO szintet (Carney és mtsai.,
2009), igy lehetséges, hogy a megemelkedett SHTT szint ennek a kdvetkezménye. Az is ismert, hogy a
CB1 receptor aktivacio képes a leszallé palyarendszerek mikddését megvaltoztatni és igy csokkenteni a
nocicepciot, és az AEA is szerepet jatszik ebben a jelenségben (Akerman és mtsai., 2004, 2013). A sajat
vizsgdlataink is azt mutattak, hogy az AEA el6kezelés képes kivédeni a NTG okozta valtozasokat a
szenzitizacids és gyulladdsos markerek tekintetében a TNC terlletén. Ennek tlikrében vératlan az a
megfigyelés, hogy az AEA+NTG csoportban a SHTT expresszid az abszolut kontroll dllatokéhoz hasonldan
alacsony szintld volt. Ennek oka nem teljesen egyértelmd, és tobb lehetséges mechanizmus is
felmerilhet. Lehetséges egy negativ feedback mechanizmus bekapcsolddasa, mivel mind a NTG, mind
az AEA megemeli a NO és a cGMP szintet (Carney és mtsai., 2009). Azt is figyelembe kell venni, hogy a
NTG képes az endokannabinoidok lebontdsdban részt vevé enzimek aktivitdsat fokozni a patkanyok
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agytorzsében (Greco és mtsai., 2010), ezaltal befolyasolhatja az endokannabinoid anyagcsere utat. Azt
sem zarhatjuk ki, hogy a kombinalt kezelés genomikus szinten hat, és a 5HTT gyors
expresszionovekedése 4 ora elteltével mar nem érvényesll, a szintek visszaesnek.

Osszefoglalva, az AEA kulcsszerepet jatszik a trigemindlis centrdlis szenzitizacid markereinek
moduldldsaban és hatdssal van a S5HTT expresszid szabdlyzasara, igy feltételezhets, hogy a migrén
kialakuldsaban is kiemelkedd jelent&ségli a kannabinoid és a trigemindlis rendszer kapcsolata.

5. (SSZEGZES (UJ EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK)

Munkankban a trigeminalis rendszer allatkisérletes aktivacidjat és szenzitizacidjat vizsgaltuk és a kapott
eredményeket igyekeztlink parhuzamba allitani a migrén patomechanizmusara jellemz6 folyamatokkal.

1. A NO donor NTG szisztémas addsa patkanyokban szelektiven fokozza a TNC teriletén taldlhaté
masodlagos trigeminalis neuronok nNOS expresszidjat. Ez egy helyi 6ner6sité folyamatot hozhat
létre, mely magyarazatot adhat a NTG okozta migrénes fejfajas nagyobb latencidjara, és a
rohamok kapcsan jelentkezd centralis szenzitizacids jelenségek modellje lehet, mig a nNOS ezen
folyamatok markerének tekinthetd.

2. A NTG a CamKll expressziojat is megemeli a TNC terlletén, mely enzim kulcsszerepet jatszik a
glutamaterg neurotranszmisszid szabalyozdsaban és ezdltal a szenzitizacios folyamatok
fenntartdsaban.

3. A szisztémas NTG adas lecsokkentette a CGRP expressziot mutatod rostok altal fedett tertletet
és a boutonok méretét a TNC terlletén, mely transzmitterfelszabadulas, a trigeminalis rendszer
aktivaciodjara utal. Ugyanitt emelkedett a 5HT pozitiv rostok mennyisége, ami a periférids vagy
centralis szerotoninerg palyak fejfajasban betdltott szerepét erdsiti.

4. ANTG megemelte mind a TRPV1, a COX2 és a NFkB expressziojat a TNC teriletén, melyek mind
a gyulladasos folyamatokban és nociceptiv miikdodésben szerepet jatszd molekulak.

5. Aszisztémads NTG lecsdkkentette a kinurenin Utvonal enzimeinek expresszidjat a TNC-ben, mely
Osszességében elsGsorban KYNA csokkenést okoz. Az endogén antiglutamaterg hatds
mérsékl6dése is szerepet jatszhat a szenzitizacids folyamatok feler6sddésében a trigeminalis
rendszerben.

6. Az orofacidlis formalin modellel végzett vizsgalatainkban a TNC teriiletén c-fos és nNOS
emelkedés mutatkozott, mely kapcsolatba hozhato az aktivacios és szenzitizacids jelenségekkel.

7. ATG elektromos ingerlését kdvetben szignifikdans c-fos emelkedést taldltunk az ipszilateralis TNC
terUletén, mely jelzi a trigemindlis aktivaciot. Emellett az NRM mindkét oldalan is hasonld
valtozast észleltiink, ez indirekt modon kovetkezhetett be a kortexen, talamuszon, illetve a PAG-
on keresztdl.

8. A kétféle durdlis kémiai ingerlésnél CFA addsa utan nem észleltik a masodlagos trigeminalis
nociceptorok fokozott aktivitdsat, mig az IS képes volt ezen aktivitast megnovelni, mely c-fos
expresszidban nyilvanult meg. Ezen eredmények kiildonb6z8 latencidju trigeminalis aktivaciora
utalnak ebben a modellben.

9. A durdlis IS alkalmazasa megemelte a patkany TNC CGRP, TRPV1 és nNOS tartalmat, mely jelzi
az aktivacios és szenzitizacids folyamatok aktivalodasat ebben a modellben.
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10. A COX2 inhibitorok képesek a NTG okozta nNOS és CamKIl valtozasokat kivédeni a TNC
terlletén, mig a COX1 gdtlas és a szumatriptan el6kezelés erre nem volt képes. Ezek alapjan
valdszinlsithet§, hogy a COX2 izoenzim jatszik szerepet a szenzitizacids folyamatok
kialakuldsaban. A szumatriptan, annak ellenére, hogy effektiv a migrén rohamkezelésében nem
volt hatdsos a kisérletlinkben, feltehet6leg a rosszabb vér-agy gat penetrancidja miatt.

11. A krénikus Osztradiol kezelés kivédte a NTG okozta valtozasokat a 5HT, a CGRP és a CamKll
tekintetében. Ebben a modellben a hormon addsa antinociceptiv hatasunak tinik. Ezzel
ellentétben az orofacialis formalin teszt alkalmazadsakor az &sztradiol fokozza a TNC c-fos
expresszidjat és a nociceptiv viselkedésmintat. Ebben az esetben pronociceptiv hatast tanusit.
Ez alapjan az dsztradiol hatasa a trigeminalis fajdalomra komplex folyamat, jelent&sen fligghet
a stimulus min&ségétdl.

12. A glutamat antagonista KYNA magasabb koncentracidja a kozponti idegrendszerben vagy a
KYNA analdgok alkalmazdasa kivédte a NTG okozta valtozasokat, azaz befolydsolja az aktivacids
és szenzitizacidos mechanizmusokat a trigeminalis rendszerben.

13. A KYNA képes a migrénben is szerepet jatszd CSD kialakuldsat fékezni feltételezhetéen a
glutamat antagonista hatdsa miatt. Erdekes mddon ez a hatas néstény éllatokban kifejezettebb,
melyet a gonadalis hormonok triptofdn anyagcserére és kortikalis excitabilitdsra gyakorolt
hatdsdval magyarazhatunk.

14. Mind a KYNA, mind a szumatriptdn sikeresen kivédi a duralis IS kezelés okozta valtozdsokat az
aktivaciés és szenzitizacids markerek tekintetében (CGRP, TRPV1 és nNOS), és ebben a
KYNA esetében a periférids és centrdlis glutamat antagonista hatds érvényesilhet, mig a
szumatriptdn a periférids 5HT1g/p receptorok blokkolasa révén hathat.

15. A CB receptor agonista AEA kivédte a NTG okozta szenzitizacidés marker (TRPV1, nNOS, NFkB,
COX2 és KATII) véltozasokat a TNC-ben.

16. Az AEA képes moduldlni a SHTT expresszidjat a NTG modellben. Onmagéban adva megemeli a
S5HTT expressziojat, de a NTG-el kombinalt kezelés érdekes moddon csokkent SHTT-t
eredményezett, melyet a két molekula esetleges interakcidjaval lehet magyarazni.

A migrén kialakitdasaban szamos idegrendszeri struktdra részt vesz létrehozva a legmarkansabb tlnetet,
a fejfajast, mely sordn a trigeminalis rendszer aktivacidja és szenzitizacidja meghatdrozd jelenség
(Dodick 2018). Vizsgalatainkkal ezt a két jelenséget tanulmanyoztuk tobbfajta allatkisérletes modell
alkalmazasaval. Markereket taldltunk, melyek mérése informdaciot adhat az allatokban zajld
folyamatokrdl, igy tikrozhetik a migrénes paciensek trigeminalis aktivacidjanak és szenzitizacidjanak
mechanizmusat és lezajlasat. Ezek kozal kiemelendd a NO donor NTG addsakor megemelked6 nNOS,
mely szép példdja a trigemindlis oner@sité folyamatoknak, és jelentfsége human vizsgalatokkal is
igazolédott (Olesen 2010). A kilonboz6 aktivacids és szenzitizdcios markerek viselkedésének
feltérképezése utan vizsgalatainkkal a valtozasok moduldlasara fokuszaltunk. Egyrészt migrénben is
haszndlatos hatasmechanizmusu farmakonokat prébaltunk ki és igazoltuk, hogy a COX2-nek kiemelt
jelentGsége van a trigeminalis aktivacio kialakuldsaban. Mds farmakoldgiai tdmaddspontu szerek kozil
a KYNA és szarmazékai nagy hatékonysaggal védték ki a migrén kilonboz6 modelljeiben észlelhetd
valtozdsokat, melyet elsésorban a glutamat antagonista hatasuknak tulajdonitunk. Ezen vegyuletcsoport
a késébbiekben igéretes jelolt lehet a klinikai gyogyszervizsgédlatokban. A kannabinoid agonista
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anandamidnak is fontos hatdsa volt a modellekben, mely a CB receptorok szerepére utalhat a fejfajasok
patomechanizmusaban.

A migrén és a fejfajasok altaldban jelent8s szexudlis dimorfizmust mutatnak, emiatt érdekes kisérleteket
végeztlink az Osztrogén hatdsanak feltérképezése céljabdl ezekben a modellekben. Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy az Osztradiol hatdasa komplex, akdr pro- akar antinociceptiv is lehet az
alkalmazott modelltél figgden. Ez parhuzamba allithaté azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint a
nemi hormonok fejfajasok klinikumara gyakorolt hatdsa bonyolult folyamat, nem csak a hormonok
aktualis koncentracidja, hanem annak valtozasa is fontos lehet, nem beszélve a gonadalis hormonok
egymasra hatdsardl.

Ezek az alapkutatdsban elért eredmények hozzdjarulhatnak a fejfajadsok és a migrén folyamatainak
pontosabb megértéséhez és Uj tdmadaspontu kezelések kifejlesztésére adhatnak lehetdséget.
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9.  TUDOMANYMETRIAI ADATOK

Tudomanyos és oktatasi kézlemények 6sszesen

(I-V)

Pardutz Arpad tudomanyos és oktatasi kdzleményeinek 6sszefoglaldsa MTA V. Orvastudomanyi Osztaly (2023.12.11)
Tudomanyos és oktatasi kbzlemények Szama Hivatkozasoki
Osszesen Részletezve Flggetlen Osszesen
1. Folyoiratcikk2 51 - - -
szakcikk, nemzetkdzi folyoiratban, idegen nyelvii - 37 800 1147
szakcikk, hazai idegen nyelv(i - 1 0 0
szakcikk, magyar nyelv{i - 1 0 0
szakcikk, sokszerz8s, érdemi szerzékénts - 0 0 0
Osszefoglalé kdzlemény - 10 139 199
révid kozlemény - 2 77 95
Il. Konyv 0 - - -
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzéként 0 o o -
idegen nyelvii - 0 0 0
magyar nyelvi - 0 0 0
aa) Felsdoktatasi tankdnyv - 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakotet, 0 . . .
tankényv szerkesztéként
idegen nyelvii - 0 - -
magyar nyelv( - 0 - -
bb) FelsGoktatasi tankdnyv - 0
1ll. Kényvrésziet 0 - - ---
idegen nyelvii - 0 0 0
magyar nyelv( - 0 0 0
cc) Felsboktatasi tankonyvfejezet - 0 0 0
IV. Konferenciakdzleménys 2 - 0 0
Oktatasi kozlemények dsszesen (ll.aa,bb-lll.cc) - 0 0 0
Tudomanyos kézlemények 6sszesen (l.-IV) 53 1016 1441

V. Tovabbi tudomanyos miivek 6 - --- -—-
Tovéabbi tudomanyos miivek, ide értve a nem teljes

folyéiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu - 3 0 0

folydiratokban megjelent teljes folydiratcikkeket is

Szerkeszt6Gségi levelezés, hozzaszdlasok, valaszok --- 1 0 0

Oltalmak (szabadalmak) --- 2 0 0

VL. Hivatkozott absztraktoks 0 -— 0 0

Osszes hivatkozas1 - - 1016 1441
Hirsch indexe 24 e — —
g indexe 37 e o —
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e ; - . Osszes
Specialis tudomanymetriai adatok Széama hivatkozis
Elsé szerz6s teljes folydiratcikkek szamaz 7 326
Utolso szerzés teljes folydiratcikkek szama2 1" 140
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése uténi (2004) 48 1226
teljes tudomanyos folydiratcikkek szama
Az utolsd 10 év (2013 - 2023) tudomanyos, teljes, 57 510
lektoralt tudomayos folydiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kdzlemény
hivatkozasainak szama (az 6sszes hivatkozas 121 8,40%
szazalékaban)

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a 21
WoS/Scopus rendszerben '"

Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben 0 0
kollaboracios kdzremiikodé7

Megjegyzések:

1 a disszertacio és egyéb tipusl hivatkozas nélkili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

2 |ektoralt, tudomanyos folydiratban

3 a szerz6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerz6i hozzajaruldsaval késziiltek szerzéként jegyzett kbzleményei, és az érdemi
hozzajarulast dokumentalni tudja

4 konferenciakozlemény folydiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakotetben

5 nem-hivatkozott absztrakt itt nem keril az 6sszesitésbe

6 a disszertacio és egyeéb tipusu hivatkozas nélkilli 6sszes hivakozassal szamolva.

7 kézremiikddés esetén a csoportos szerz6ségl kozlemények hivatkozottsaga kilon értékelendd, és nem szamithaté be az
Osszesitett hivatkozasok kozé

n.a. = nincs adat
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