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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5HIIA — 5-hidroxi indolecetsav

5HT —szerotonin

S5HTT —szerotonin transzporter

AEA — N-arachidonil-etanolamid, anandamid
ALD2 —aldehid dehidrogenaz 2

AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-ox0-1,2-oxazol-4-il) propansav
ANOVA — varianciaanalizis

BDNF —agyi eredetl ndvekedési faktor (brain derived growth factor)
BK — bradykinin

cAMP — ciklikus adenozin-monofoszfat

CamKIl — kalmodulin-fliggd protein kinaz |l

CB — kannabinoid receptor

CFA — complete Freund adjuvans

cGMP — ciklikus guanozin-monofoszfat

CGRP — kalcitonin génrelacids peptid

CLR — kalcitonin receptor like receptor

COX — ciklooxigenaz

COX1 — ciklooxigendz-1

COX2 — ciklooxigendaz-2

CREB — cAMP response binding protein

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

ERK — extracellular signal-regulated kinase

FHM1 — familiaris hemiplégias migrén 1

GABA — gamma-amino vajsav

GAPDH — glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz
GPR30 — G-protein kapcsolt 6sztrogén receptor
GPR35 — G-protein kapcsolt receptor 35

HPLC — nagy teljesitmény folyadékkromatografia
IDO — indolamin 2,3 dioxigenaz

IDO1 —indolamin dioxigenaz 1

IDO2 — indolamin dioxigendaz 2

IHS — Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag/International Headache Society
i.p. — intraperitonealis

IR —immunoreaktiv

IS — inflammatory soup/,gyulladasos leves”

KAT — kinurenin aminotranszferaz

KATII — kinurenin aminotranszferaz 2

KIR — kdzponti idegrendszer

KMO — kinurenin monoxigenaz

KYNA — kinurénsav

KYNU — kinurenindz

LC — locus ceruleus

lys-ASA — lizil-acetil-szalicilat

L-KYN — kinurenin

MAPK — mitogén aktivalt protein kindz
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nAChR — a7 nikotinos acetilkolin receptor

NAD — nikotin adenin dinukleotid

NFkB — nukledris faktor kappa B

NK1 — neurokinin-1

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 gydgyszerek/non-steroid antiinflammatory drugs
NSS — nucleus salivatorius superior

NTG — nitroglicerin

OVX — ovariektomian atesett allatok

OVX+E, — ovariektomizalt, 6sztradiol kezelt allatok

OVX-Form — ovariektomizalt dllatok, melyek bajuszparnajukba formalin injekciot 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

PBS — foszfat puffer sdoldat

PBS-T — foszfat puffer sdoldat és 1%-os Triton X-100

PG — prosztaglandin

PGE2 — prosztaglandin E2

PKA — protein kindz A

PKC — protein kindz C

PROB — probenecid

RAMP — receptor activity-modifying protein

RCP —receptor komponens protein

s.c. —subcutan subcutan

SIF — szintetikus intersticialis folyadék

SP — P-anyag

SPG — ganglion sphenopalatinum

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

TDO — triptofan 2,3 dioxigenaz

TDO1 — triptofan 2,3 dioxigenaz 1

TDO2 — triptofan 2,3 dioxigendz 2

TG — trigemindlis ganglion/Gasser-duc

TNC — kaudalis trigeminadlis mag

TRPV1 — tranziens receptor potencial vanilloid 1
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1.BEVEZETES
1.1. A periférias szenzitizacié az idegrendszerben

Az érz6rendszer szenzitizacidjardl akkor beszéllink, ha a szenzérium érzékenysége fokozodik a bejové
ingerek kapcsan. Periférids szenzitizacio esetén leginkdbb a kornyéki strukturak és az elsédleges érzé
neuronok érintettek.

A XX. szazad elején Sir Thomas Lewis brit orvos irta le a b6r karistoldsa utan létrejové vélaszt: a
mechanikus inger teriletén [étrejové bérpirt, melyet a lokalis hisztaminfelszabadulds okoz, az ezt kovetd
élénkebb voros kiterjedtebb valaszt az arterioldk dilatdcioja kapcsan és végil a duzzanatot, mely az
intersticialis folyadékfelszaporodds miatt alakul ki. A jelenségsort Lewis-féle harmas valasznak nevezték
el. Késébb hasonld jelenséget valtottak ki kisérletes korlilmények kozott a bdr nociceptorainak
elektromos és kémiai ingerlését kbvetéen. Mindkét esetben szlikség volt az érintett terilet ép szenzoros
beidegzésére, mivel a folyamat alapja az axonreflex és a kovetkezményes neurotranszmitter és
mediatorfelszabadulds, melyhez hasonld folyamatok jatszédnak le az érz6 idegrendszer periférids
szenzitizacidja soran.

Ezen jelenség esetében a kornyéki idegek ingerlési kiiszobe lecsokken és/vagy megemelkedik a valasz
mértéke az elsédleges érz6 neuronok végzédéseinél (Campbell és mtsai., 2006), mely folyamat célja a
sérilt struktdrak védelme azaltal, hogy aktivitasukat csokkenti. A szenzitizacié kialakuldsa egyrészt a
nociceptorokbdl, masrészt nem neuronalis sejtekbdl felszabaduld medidtoroknak készonhetd, melyek a
karosodas helyén megjelennek és felhalmozddnak a szovetekben. Ebben a folyamatban szamos
molekula vesz részt. A sérilt szovetek pH-ja csdkken, kdlium, prosztaglandinok (PG) és bradikinin (BK)
szabadul fel bel6lik, melyek az elssorban kémiai ingerekre érzékeny C-rostokat aktivaljak (Fitzgerald
és Woolf 1984) és tovabbi PG szintézishez és felszabadulashoz vezetnek. Ezaltal G-proteinhez kotott
receptorokon és ligandfliiggd ioncsatorndkon hatva depolarizdlédnak az els6dleges érz6
idegvégzddések, tovabba csokken az akcids potencidlok klszobe és emelkedik a neurondlis tlzelés
frekvencidja (McMahon és mtsai., 2006).

A fenti folyamat egyik kulcsmolekulaja a kalcitonin gén-relaciés peptid (CGRP). A 37 aminosavbdl 4llo
CGRP a nyolcvanas években keriilt a kutatok latokorébe, amikor felfedezték, hogy a kalcitonin gén
alternativ splicingje egy teljesen mas funkcidju peptidet, az aCGRP-t eredményezi (Amara és mtsai.,
1982). Ezt kovetben felfedeztek egy Ujabb gént, amely egy homoldg peptidet, a BCGRP-t kddolja (Amara
és mtsai., 1985). Az a és B forma egy aminosavban kildnbozik egymastdl patkdnyban, mig emberben
harom aminosav az eltérés.

A CGRP és receptora az emldsokben meglehetésen konzervalt formaju (Wimalawansa 1996), és
csaknem kizardlag az idegsejtekben jelenik meg, leginkdbb az érzé neuronokban (Poyner és mtsai., 2002,
Russell és mtsai., 2014). Immunhisztokémiai és in situ hibridizacids vizsgalatok alapjan az aCGRP az érz6
idegekben fordul el nagy mennyiségben, ahol a sejttest terilletén, a hatsé gyoki ganglionban vagy a
Gasser-ducban (TG) helyezkedik el, mig a BCGRP csaknem kizdrdélagosan a motoneuronokban és az
enterdlis idegrendszerben taladlhatd meg. A vizsgdlatok alapjan a két forma receptorkdtése hasonlo,
csupan kis kilonbség észlelhet a hataserésséglkben (Mulderry és mtsai., 1988, Noguchi és mtsai.,
1990).

A CGRP a hatdsat heteromér receptoron keresztil fejti ki, mely a G-proteinhez két6dé kalcitonin
receptor like receptor (CLR) és az Un. RAMP molekuldbdl (receptor activity-modifying protein) all. Egy
harmadik fehérje, a receptor komponens protein (RCP) is fontos a teljes CGRP hatds megjelenéséhez
azaltal, hogy 6sszekottetést teremt a CLR és a Ga alegység kdzott az adenildt ciklaz aktivalasdhoz (Russell
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és mtsai., 2014). A megemelkedett ciklikus adenozil-monofoszfat (cAMP) szint aktivalhatja a protein
kindz A-t (PKA), mely ATP szenzitiv K*-csatornakat nyithat szerepet jatszva a peptid értagitd hatdsaban
(Nelson és mtsai., 1990). A CGRP emellett részt vesz az endotél medidlt vazodilataciéban is, mely sordn
szintén szerepet kaphat a cAMP (Brain és Grant 2004), és serkenti a nitrogén-monoxid (NO) Utvonalat
is (Smillie és mtsai., 2014). A CGRP nem noveli meg lényegesen az intracelluldris Ca*™ koncentraciot a
hatso gyoki ganglionsejtekben, de a megemelkedett cAMP koncentracié a PKA-n keresztiil foszforilalja
a cAMP response binding proteint (CREB), mely arra utalhat, hogy befolydsolni tudja a transzkripciot
(Anderson és Seybold 2004). Emellett kimutattak, hogy hat a kalmodulin-fliggd protein kinaz Il (CamKiIl)
(Wang és mtsai., 2010) és a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) rendszerre is (Kawase és mtsai.,
1999).

A CGRP az elsédleges érzé neuronok 45%-ban expresszalddik: tulnyomorészt a kis sejtekben és a C-
rostokban, de ezen kivil megtaldlhatd az Ad rostokban és kisebb mértékben a vastagabb mielinizalt
idegekben, valamint az alfa motoneuronokban is (Averill és mtsai., 1995). Szovetkdrosodas hatasara
sokfajta proinflammatoros mediator szabadul fel az elsédleges szenzoros idegsejtek végz&déseibdl,
melyek kozil kiemelkedd szerepe van a CGRP-nek és a P-anyagnak (SP). Ezek kozvetlenUl aktivaljak a
végzédéseket és facilitaljdk a nociceptorok tlzelését, mely a hiperalgézia kialakuldsahoz és
fennmaraddsahoz vezet (Basbaum és mtsai., 2009). Human vizsgdlatokban a CGRP intradermalis adasa
tartds, orakon at tartd bérpirt okoz (Brain és mtsai., 1985), és ez a hosszas hatds a molekula 7 perces
féléletidejét tekintve tartds receptoridlis aktivaciot vagy egyéb, tartds sejtszint( valtozdsokat tlkroz
(Grant és mtsai., 2004). Az alkar b6érének direkt CGRP kezelése nem okozott fajdalomérzést vagy axon
reflex medidlt vazodilataciéot human vizsgalatok soran, azaz feltehetéleg nem vesz részt kdzvetlendl a
fajdalom kialakitdsdban csak a szenzitizaciéban és a faciliticioban (Weidner és mtsai.,, 2000).
Osszefoglalva: a CGRP a legfontosabb medidtornak tlnik az érz8 idegek aktivacidjakor |étrejové
vazodilatacid kapcsan emberben (Geppetti és mtsai., 2012), mig patkdanyokban a vazodilatacio mellett
hizdsejt degranulacié és hisztaminfelszabadulds is megfigyelhetd (Schmelz és mtsai., 2001).

A fajdalom patomechanizmusanak pontosabb megértésében sokat segitett az un. algogén molekuldk
hatasanak feltérképezése. Az elsé felismert receptor, ami ezt a hatast kozvetiti a tranziens receptor
potencidl vanilloid-1 (TRPV1) volt, mely a paprika csip8s anyagat a kapszaicint és a hozzd hasonld
vegylleteket (vanilloidok) képes megkotni (Caterina és mtsai., 1997). A TRPV1 felel6s tobbek kozott a
resiniferatoxin (Caterina és mtsai., 1997), a piperin (McNamara és mtsai.,, 2005) és a mustarolaj
hatasanak kialakulasaért (Bandell és mtsai., 2004). A receptor maga egy hat transzmembran szakaszbol
allé, nem-szelektiv kationcsatorna, ami hosszu C végzédéssel és az N-terminalison hat ankyrin doménnal
rendelkezik (Liao és mtsai., 2013). A TRPV1 polimodalis, érzékeny a fizikai és kémiai stimulaciéra, mint
példaul a h6 (Caterina és mtsai., 1997), alacsonyabb pH (Tominaga és mtsai., 1998) és mechanikus
ingerlés (Walker és mtsai., 2003).

ATRPV1 nagy mennyiségben megjelenik a nociceptiv szenzoros rostokon, melyek tébbféle, a fentiekben
részletezett ingerek hatdsara fajdalomérzetet kdzvetitenek, amit CGRP és SP felszabadulasa kisér. Ennek
kovetkezményeként vazodilatacié és 6déma alakulhat ki, mely fontos részjelenség a neurogén gyulladas
kialakuldsaban (Szallasi és Blumberg 1999).

A hatsd gyoki és trigeminalis ganglionokban taldlhatd nociceptiv neuronok nagy része expresszal
szerotonin (5HT) receptorokat, leginkdbb a 5HT,a-t, melyek legtébbszér kolokalizaciot mutatnak a
TRPV1 receptorokkal (Loyd és mtsai., 2011). A lokalis vazokonstriktiv hatdsa mellett a 5HT komoly
szerepet jatszik a fajdalom kialakitdsaban és fenntartdsaban is (Sommer 2004, Parada és mtsai., 2001).
Az eml@sokben a 5HT dontd tobbsége a periférias szovetekben taldlhatd, ahol aktiv felvétel mellett
felszabadulas is torténik a vérlemezkékbdl, hizdsejtekbdl, immunsejtekbdl (Sommer 2004), és a korai
fazisban els6sorban proinflammatoros és pronociceptiv tulajdonsagokkal bir (Dray 1995).
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Allatkisérletekben SHT szint emelkedést figyeltek meg gyulladas esetén (Nakajima és mtsai., 2009) és
héhatds utan (Sasaki és mtsai., 2006), mig human vizsgalatokban izlleti fdjdalom kapcsan (Kopp 1998),
valamint allodynia esetén (Ernberg és mtsai., 2000a,b). A 5HT adasa gyulladast és hiperalgéziat okoz
mind a kisérleti allatokban (Taiwo és Levine 1992, Tokunaga és mtsai., 1998), mind emberekben
(Ernberg és mtsai., 2006, Babenko és mtsai.,, 2000). Ennek mechanizmusa tdbbrétl lehet: egyrészt
hatassal van a TRPV1 receptorok szerkezetére gyulladas alatt, pl. 5HT hatasara emelkedik a nociceptiv
rostok h6- és kapszaicinérzékenysége és a SHT megemeli a TRPV1 csatorndk Ca*™* atereszt6képességét,
valamint megkodnnyiti a CGRP felszabadulast (Ohta és mtsai., 2006, Loyd és mtsai., 2012b). A 5HT1gp, 2A
és 3A receptorok megtaldlhatdk a TRPV1 receptorral rendelkezd elsédleges érzé neuronokon (Loyd és
mtsai., 2011), mely lehet8séget biztosit a SHT moduldlé hatdsara. Bonyolitja a helyzetet, hogy a 5HT1g 10
és a 5HT,,, illetve 3A receptorok ellentétes hatdssal birnak. Az el6bbi agonizmusa csokkenti a gyulladast
és a hiperalgéziat (Loyd és mtsai., 2012a), melyet kihaszndlunk a migrén akut kezelésénél a szelektiv
agonistaik, a triptdanok alkalmazdasdval (Evers és mtsai., 2009), ezzel szemben a 5HT,a és 3A receptorok
agonistai hiperalgéziat elGsegitd hatasuak (Ohta és mtsai., 2006, Obata és mtsai., 2000).

1.2. A centralis szenzitizacid az idegrendszerben

A centralis szenzitizacid jelenségét el8szor 1983-ban irtdk le: ha az érintett bdérterlleten lokalis
gyulladdst valtottak ki, akkor a végtagi flexids reflexvdlasz mar nem csak fajdalmas ingerlés esetén jott
létre, és a reflex kivaltasaban résztvevd reflexogén zéna is nagyobb lett. Erdekes mddon a jelenség a
lokdlis gyulladds megszlinése utdn tdbb éran &t is fennmaradt. (Woolf 1983). Osszességében
elmondhatd, hogy centralis szenzitizacié esetén a fajdalomérzé neuronok és pdlyarendszerek
mUkodésének er8sodése észlelhetd, melyet a ndvekvd excitabilitds, a csdkkend gatlas és a hatékonyabb
szinaptikus neurotranszmisszié valt ki elhizédé aktivitast, gyulladast vagy neuropatids sérilést kbvetéen
kialakulod plasztikus valtozdsok révén. Végeredményként lényegesen megvaltozik a fajdalomérzé
rendszer m(ikddése, és az eddig kiiszob alatti ingerek is tovabbitddnak és kifejezettebb akcids potencial
valaszt alakitanak ki, mikdézben a centrdlis nociceptorok receptiv mezeje megnodvekszik, a spontan
aktivitds megnd, a kiiszob feletti ingerek erésebb valaszt eredményeznek, kialakul az allodynia, a nem
fajdalmas ingerek fajdalmasként valé észlelése (Woolf 2007; Woolf és King 1990).

A perifériassal ellentétben a centrdlis szenzitizacio soran olyan bemenetet is kap a nociceptiv rendszer,
ami normalis esetben nem mkddik, példaul a vastag myelinizélt mechanoreceptiv A rostok révén
(Woolf és Salter 2000). Mivel a jelenség a kdzponti idegrendszer (KIR) idegsejtjeinek megvaltozott
sajatossagabdl ered, a hiperszenzitivitds a mar nem gyulladt szévetben a kivaltd ok megszlinte utdn is
megmaradhat a szokdsos ingerek esetében, azaz nem biztos, hogy kapcsolddik az elsédleges
fajdalomérz6 rostok aktivitdsahoz. (Woolf 1983).

A glutamat a gerincvel6i hatsé szarv gyorsan felszabaduld neurotranszmittere, melynek receptorai nagy
sUrlségben vannak jelen a hatsé szarv terlletén. Az ionotrop N-metil-d-aszpartat (NMDA) és 2-amino-
3-(5-metil-3-ox0-1,2-oxazol-4-il) propansav (AMPA) receptorok majdnem minden szinapszisban
el6fordulnak (Antal és mtsai., 2008), de a metabotrop tipuslak is nagy szamban megtaldlhatok itt
(Alvarez és mtsai., 2000). Az NMDA receptor kiemelt jelent8ségli a centralis szenzitizacio elinditdsaban
és fenntartasaban, mivel mind a kompetitiv, mind a non-kompetitiv antagonista vegyiletek megel&zik
és kivédik a fajdalominger hatdsara létrejové hiperexcitabilitdst a masodlagos nociceptorok tertletén
(Ma és Woolf 1995, Woolf és Thompson 1991). Normal kérilmények kdzott a hozza kotédd Mg*™ ion az
NMDA receptort képes gatolni (Mayer és mtsai., 1984), de az els6dleges nociceptorokbdl tartdsabban
felszabadulé glutamat, CGRP és SP okozta depolarizacio eltdvolitja a Mg**-ot és még jobban el§segiti a
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kationbedramlast. Ez els6dleges szerepet jatszik a szinaptikus hatékonysag ndvelésében, valamint a
tovabbi Ca** bedramlasban, mely szdmos inracellularis jelUt aktivalasaval fenntartja a folyamatot.

A CGRP a centralis szenzitizacié folyamataban mds modon is részt vehet. A CGRP receptor aktivalodasa
az elsédleges érz6 neuronok centralis termindlisaibdl felszabadulé peptid hatdsdra indirekt modon
szenzitizalhatja az NMDA receptorokat (Benarroch 2011). A tartds neuronalis aktivacio a hatsé szarv
terliletén a MAPK kaszkadon keresztil foszforildini képes az NMDA receptor NR1 alegységét és
megkdnnyiti a pronociceptiv neurotranszmitterek megjelenését, mely el6segiti a fajdalommal
kapcsolatos neurotranszmissziot (Latremoliere és Woolf 2009, South és mtsai., 2003, Woolf 2011).
Erdekes médon a TNC teriiletén a CGRP receptorokat elsésorban az idegvégzédéseken taldljuk meg és
nem expresszaldodnak a sejttesten (Eftekhari és mtsai., 2010). A gerincvel6t vizsgalva is azt talaltak, hogy
a receptorok preszinaptikusan helyezkednek el, sokszor glutamaterg idegsejteken, melyek részben
enkefalint is tartalmaznak és a rostok egy része preszinaptikus o, receptort is expresszal. Lehetséges,
hogy a CGRP receptorok el@segitik a glutamat felszabaduldsat, mely kapcsan erdsoédik a nociceptiv
transzmisszio, és ezzel egyensulyt tart az o, receptorok és az enkefalinok gatldé hatdsa (Marvizon és
mtsai.,, 2007). A CGRP gerincvel8i pronociceptiv hatdsara tébb bizonyiték is van, az viszont nem
egyértelmd, hogy kozvetlen hatasrdl vagy indirekt facilitald effektusrél van-e szé. Az bizonyosnak tlinik,
hogy a periférias fajdalomérzé rostok ingerlése CGRP felszabaduldst okoz a kdzponti végzédéseken
(Russell és mtsai., 2014). Az intratekalis CGRP nem befolyasolja a nociceptiv és termikus valaszok
kiiszobét patkdnyokban, de a CGRP antagonistak alkalmazdsa viszont megemeli azokat (Kuraishi és
mtsai., 1988). Mas vizsgalatok ugyanakkor arra utalnak, hogy a gerincvel6i CGRP a centrdlis szenzitizaciét
segiti el6 és nem befolyasolja az akut nocicepciot: a CGRP antiszérum csdkkentette a hiperalgéziat
karragenin okozta izlleti gyulladdsban, mig nem volt hatdssal a kontroll dllatok nociceptiv vélaszaira
(Kawamura és mtsai., 1989).

A SP a glutamattal egyltt szabadul fel a vékony, nem mielinizalt rostokbdl és a neurokinin-1 (NK1)
receptorhoz kotédve hosszan tarté depolarizaciot idéz elé (Henry 1976), mely hozzéjarul a C-rostok altal
intracelluldris jelutak aktivdlédasahoz. A CGRP szintén a kis atmérdjl szenzoros neuronok terméke,
fokozza a SP hatasat (Woolf és mtsai., 1986) és a CGRP1 receptorok révén el@segiti a PKA és protein
kindz C (PKC) utvonal mikodését, ezaltal erésitve a centralis szenzitizacid folyamatat (Sun és mtsai.,
2004). A CGRP ezen kivil megemeli az agyi eredetl ndévekedési faktor (BDNF) felszabaduldsat a
trigeminalis nociceptorokbdl (Buldyrev és mtsai., 2006), ami szerepet jatszhat tobbek kdzott a migrén
kialakulasaban (Fischer és mtsai. 2012).

A TRPV1 kiemelt jelent8ségl a centrélis szenzitizacids folyamatokban is: mind a PKA és PKC képes a
receptor foszforilacidjara, ezéltal megnovelve az érzékenységét (Bhave és mtsai., 2002, 2003). A
foszfolipaz C aktivitdsfokozéddas miatt csdkkend inozitol-bifoszfat is felszabaditja a TRPV-t a gatlas aldl
(Prescott és Julius 2003), mig ezzel parhuzamosan a megemelkedett diacilglicerol a PKC-n keresztuli
tovabbi foszforilacioval noveli az aktivitast (Numazaki és mtsai., 2002).

A periférids nociceptorok tartds és erGteljes stimuldcidjakor felszabaduld BK a hatsd szarvban
expresszalddo B2 receptorokon keresztil fokozza a szinaptikus mikodést a PKA, PKC és az extracellular
signal-regulated kinase (ERK) Utvonalak aktivalasa révén (Chapman és Dickenson 1992, Kohno és mtsai.,
2008). A leszallé szerotoninerg palyarendszer is hatdssal van az ERK kaszkddra az ionotrop 5HT;
receptoron keresztil (Kayser és mtsai., 2007, Zeitz és mtsai., 2002) és feltételezhetéen a metabotrép
5HT; receptor révén is (Brenchat és mtsai., 2009).

Az intracelluldris Ca™ koncentracié bizonyos szintl emelkedése kulcsfontossagu a centralis szenzitizacio
kialakuldsaban: ennek legfébb forrdsa az NMDA-receptorokon bedramlé Ca**, de AMPA receptorokon
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keresztal (Vikman és mtsai., 2008), a feszlltségfliggd Ca** csatornakon bejutd (Woolf és Salter 2000) és
a metabotrép receptorokon keresztll az intracelluldris raktdrokbdl torténé felszabadulds révén is
létrejohet (Luo és mtsai., 2008). Az igy felszaporodott Ca™ szerepe kiemelt jelent8ségli az intracellularis
kindzok aktivaldsa szempontjabol, melyek mind az NMDA, mind az AMPA receptorokat képesek
foszforildlni, és ezaltal meg tudjak valtoztatni az aktivitdsukat, mely folyamatokban a PKC, PKA és a
CamKiIl vesz részt (Chen és mtsai., 2007, Carvalho és mtsai., 2000). Ezzel parhuzamosan a szenzitizacids
jelenségek kapcsan az ERK Utvonal is aktivalddik: egyrészt a megemelkedett Ca** koncentracio
kovetkezményeként, masrészt a kalmodulin aktivalt adenilat ciklaz és ebbdl adodd PKA mikodés révén
(Wei és mtsai., 2006). Ez az oka annak, hogy a foszforildlt ERK megjelenése jelent6s azokban a
neuronokban, melyek a nociceptiv bemenet miatt aktiv jelatviteli utakat mdkoddtetnek és részt vesznek
a centralis szenzitizacid kapcsan létrejové plasztikus receptorialis valtozasokban (Hu és mtsai., 2003,
Kawasaki és mtsai., 2004). Az ERK fokozott mikodésének eredményeként pedig fokozddik az NMDA és
AMPA receptorok hatékonysaga (Kohno és mtsai., 2008) és csdkken a K* kidramlds, melyek egylttesen
fokozott membran excitabilitdshoz vezetnek (Hu és mtsai., 2006). Ezzel parhuzamosan feler6sodd
expresszié mutatkozik a c-fos, az NK1, a tirozin-kindz B és a ciklooxigenaz-2 (COX2) géneknél (Ji és mtsai.,
2009).

A gerincvel$ hatsé szarvaban képz8dd NO-nak szintén szerepe lehet a szenzitizacios folyamatokban (Wu
és mtsai.,, 1998), melyben a ciklikus-guanozin monofoszfat (cGMP) kaszkad, bizonyos membran
csatorndk nitrozildcidja, adenozin-difoszfat ribolizacid és reaktiv gyokok képz&dése jatszhat szerepet
(Davis és mtsai., 2001, Schwartz és mtsai., 2008).

Kiemelt jelent6sége van a hiperszenzitivitas kialakuldsaban a hatsé szarv sejtjeiben indukdlédé COX2-
nek, mely fokozott prosztaglandin E2 (PGE2) képz&dést indit el (Samad és mtsai.,, 2001), ami a
gerincvelSi neuronokon [évé PGE2 receptor 2-hdz kdtddve felerdsiti az NMDA és AMPA receptorok
iondramait (Kohno és mtsai., 2008). Ezen kivil nem szelektiv kationcsatornakat nyit meg (Baba és mtsai.,
2001) és gatolja a glicinerg neurotranszmisszioét (Ahmadi és mtsai., 2002). A PGE2 preszinaptikusan is
hat: a PGE2 receptor 4-en keresztil fokozza a transzmitterfelszabaduldst (Vasko és mtsai., 1994).

1.3. A fejfajasokdl altaldaban

Fejfajasrol beszélink, amikor az arcot, fejet vagy nyakat érinté fajdalom az allapot f6 jellegzetessége,
mely az orvoslds soran a fizikai tiinetek Osszességét tekintve az egyik leggyakoribb panasz. Az
egészséglgyi ellatasban legtdbbszor Un. elsédleges fejfajasok tineteivel jelentkeznek a paciensek, ahol
kdzos jellemz6, hogy a betegségnek 6ndlldé patomechanizmusa van, nem mas kérkép all a panaszok
hatterében. Kevesebb, mint 10%-ban fordulnak el a masodlagos fejfajasok, ahol mas betegség
tineteként jelentkezhet a fej fajdalma. Az elsédleges fejfajdsok kozé tartozd tenzids fejfajas globalis
prevalenciajat kb. 40%-ra lehet becsilni, mig a migrén esetében ez valamivel tébb, mint 10%. Ez utdbbi
korkép leginkabb a 25 és 55 év kozotti, aktiv korosztalyt érinti, és a n6k mintegy haromszor gyakrabban
szenvednek migréntél, mint a férfiak (Robbins és Lipton 2010, Stovner és mtsai., 2007). Az aktiv
népességet érint6 gyakori elé6fordulds és a sokszor sulyos tlinetek miatt a fejfajasok okozta gazdasagi
teher az Eurdpai Unidban dridsi, 100 millidrd Eurds nagysagrendre becsllhetd, melynek kozel
kétharmadat a migrénnel kapcsolatos koltségek teszik ki. (Linde és mtsai., 2012).
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1.3.1. Afejfajasok klinikai klasszifikacidja

A fejfajasok csoportositdsa a Nemzetkozi Fejfdjas Tarsasag (International Headache Society, IHS)
kritériumrendszere szerint torténik, melyet legutobb 2018-ban vizsgdltak felll és Ujitottak meg
(Headache Classification Committee 2018). A rendszerezés alapja az els6dleges és a masodlagos
fejfajasok elkilonitése. Az el6bbi esetében a fejfajas 6nallé patomechanizmussal és jellegzetes klinikai
tinetekkel rendelkezik, az idegrendszerben strukturdlis eltérés legtébbszér nem mutatkozik. Ide
soroljuk a migrént, a tenzids tipusu fejfajast és az Un. trigemino-autonom fejfajasokat. A tlneti vagy
masodlagos fejfajasok ritkabbak, ilyenkor mas betegség okozza a fej fajdalomérzé rendszerének
aktivaciojat, gyulladasat vagy kdrosoddsat.

1.4. A migrén jellegzetességei
1.4.1. Torténeti attekintés

A migrén egyes tlneteit mar az okori egyiptomiak is felismerték az idészamitasunk elStti masodik
évezredben, a nyilallé erés fajdalom esetén specidlis kezelést javasoltak. Azzal, hogy egy szorosan kotott
vaszondarabbal egy agyagkrokodilt rogzitettek a paciens fejére, lehet, hogy mérsékelték a skalp ereinek
tagulatat segitve a tlinetek enyhilését. I.e. 400-ban Hippocrates leirta az aura jelenségét, de kozel fél
évszazadot kellett varni ahhoz, hogy Kappaddkiai Aretaeus leirja a fejfajasok elsé klasszifikaciojat,
melyben az erds féloldali tartds fejfajast heterokranidnak aposztrofalja, melyet kés6ébb Galenus
hemikranidnak nevez el, amib&l a migrén szé szarmaztathatd. A Xll. szdzadban egy apdaca, Bingeni
Hildegard nagyon pontos leirast ad a ,vizidirél”, melyek nagy valdszinlséggel vizualis aurajelenségnek
tarthatdak. Harom évszazaddal késébb Thomas Willis pontos megfigyeléseket tesz kdzzé a migrénnel
kapcsolatban, a betegséget éreredetlinek, vazodilatacio kovetkezményének tartotta, hasonldé elméletet
publikalt Erasmus Darwin (Charles Darwin nagyapja) is. Valamivel késébb, 1873-ban Edward Liveing a
migrénes roham hatterében, hasonldan az epilepszidhoz, az agyi neuronok ,viharat” véleményezte és
rokonsagot vélt felfedezni a két betegség kdzott, mar akkor felvetitve a migrén vaszkularis és neuronalis
folytatddnak, a migrént jelenleg elsédlegesen neuronalis eredetlnek véljik, melyhez kapcsolddhatnak
az érhaldzat véltozasai (Burstein és mtsai., 2015).

1.4.2. A migrén tlinettana

A migrénes roham a fejfajason kiviul sokfajta tlnettel jelentkezik, és a megjelend klinikai képet négy
stadiumra oszthatjuk. A fejfajast megel6z6en dérakkal, esetleg napokkal korabban jelentkezik a prodréma
fazisa, mely a betegek 12-79%-ban megjelenik (Schoonman és mtsai., 2006). A tlinetek sokszor pszichés
jellegliek: deprimalt hangulat, eufdria, irritabilitds, koncentraciés zavar, de el6fordulhat fény- és
hangérzékenység, tulzott dlmossag vagy a nyak izmainak feszilése, sdvargds bizonyos ételek irant,
fokozott vizeletirités és asitas is (Silberstein és Young 1995). Ezt kévetSen a migrénesek 25%-ban
kialakul az Un. aura fazis, mely atmeneti kozponti idegrendszeri funkcidzavar képében jelentkezik, kb. 5-
20 perc alatt alakul ki és tipusos esetben az id6tartama nem haladja meg az 1 6rat. Az aurajelenség
kapcsan vagy ezt kovetSen jelentkezik a jellegzetes migrénes fejfajas (Ziegler és Hassanein 1990). A
leggyakoribb tlnetek vizualisak, 1atotérkiesés, cs6latas vagy csilldmlatas fordul el leginkdbb, emellett
sokszor |épnek fel szomatoszenzoros jelenségek, elsGsorban a felsé végtag zsibbadasa, beszédzavar, a
motoros, esetleg agytorzsi tiinetegylittes jelentkezése ritkdnak mondhaté (Russell és Olesen 1996).
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A fejfajas a migrénes roham sordn legtobbszdr egyoldali, kozepesen vagy nagyon erés, liktetd jegyeket
mutat és 4-72 érdn at tarthat. A panaszokat a fizikai aktivitds fokozza, a betegek pihenést, nyugalmat
kivannak, jellemzé tinet a fény- és hangérzékenység, valamint a hanyinger és hanyas (Silberstein és
Young 1995). Bar nem szerepel az IHS kritériumrendszerében, de a migrénes betegek kb. 60%-dban
roham alatti allodynia alakul ki, azaz a nem fajdalmas ingereket fadjdalmasnak érzékelik (Burstein és
mtsai., 2000a), mely centralis szenzitizacidos mechanizmus jelenlétére utal. Az allodynia legtobbszor a n.
trigeminus ellatasi terlletén jelentkezik, ilyenkor a mdasodlagos trigeminalis nociceptorok részvétele
feltételezhetd, de ritkdbban el6fordulhat extratrigeminalis lokalizacidban is, mely a harmadlagos érzé
neuronok szenzitizacidjara utalhat.

A fejfajast kovetben a betegek sokszor nem valnak tinetmentessé, a roham utdn akar napokig
panaszkodhatnak altaldnos rossz kdzérzetre, koncentracidé gyengeségre, ingerlékenységre (Bose és
Goadsby 2016), ez a posztdroma vagy labadozasi fazis.

1.4.3. A migrén patomechanizmusa

A migrénben a dominald tlinet a fejfajas, melyet a trigeminovaszkularis palyarendszer kodzvetit az
agyhartyakbdl a kozponti idegrendszer felé. Az elsédleges érz6 neuronok a trigeminalis ganglionban
taldlhatoak, periférids axonjaik ellatjak a lagy és kemény agyhartyat, valamint a nagyobb cerebrilis
ereket (Uddman és mtsai., 1985), mig a centralis nydlvanyok elérik a kaudalis trigeminalis magban (TNC)
lévé masodlagos nociceptorokat (Liu és mtsai., 2004), melynek projekcidi tébbek kézott a talamusz VPM
magcsoportjaba futnak és innen az informacid a kortexbe jut. A TNC mdasodlagos neuronjai mas agyi
teriletekkel is kdzvetlen kapcsolatban alinak: az agytorzs egyes magcsoportjaival (formatio reticularis,
periagueductalis szirkedllomany, n. salivatorius superior), a hipotalamusszal és a torzsducokkal
(striatum, nucleus subthalamicus) (Malick és mtsai., 2000).

Az elsé részletes elmélet a migrén patomechanizmusdval kapcsolatban a huszadik szdzad kdzepén latott
napvildgot. Ezek alapjan a betegséget els6dlegesen éreredetlinek tartottdk, az aurajelenséget az
intrakranidlis erek 6sszehluzédasaval, mig a fejfajast a koponya ereinek tagulataval magyaraztak (Tunis
és Wolff 1952). Ez ¢l illeszkedett azon korabbi megfigyelésekhez, miszerint az erés vazodilatator amil-
nitrat jél sziintette az aura tlineteit, mig az ereket 6sszehlzé ergotamin hatékony volt a migrénes fejfajas
csillapitdsaban (Graham és Wolff 1938). A folyamatban kiemelt szerepet gondoltak a vérlemezkékbdl
kilrtlé 5HT-nak, mely folyamat hatasara csokken a kranidlis érhaldzat tonusa (Humphrey 1991). Ennek
ellenére a migrén tisztan vaszkularis tedridja nem tudta megmagyarazni a roham alatt jelentkezd egyéb,
kdzponti idegrendszert érint6 tineteket, mint példaul a fény- és hangérzékenységet, ezért Uj elméletek
kidolgozasara volt szikség. A trigeminovaszkularis tedria kdzpontjdban az agyhartydkat és azok ereit
gazdagon beidegz8 n. trigeminus anatdmiai és funkcionadlis valtozasait irja le, kiemelve a végzddésekbdl
felszabadulé vazoaktiv hatdssal is bird neuropeptideket, mint a CGRP, SP és a kés6bb felfedezett
hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (Moskowitz és mtsai.,, 1979). Ezaltal egységbe foglalja a
trigeminalis rendszer aktivalédasa soran jelentkez6 ,lefelé irdnyuld”, elsGsorban a peptidfelszabadulas
kapcsan jelentkezd lokalis hatdsokat, valamint a centralis folyamatokat, melyek végil a fejfajas
kialakuldsdhoz vezetnek (Moskowitz 1984). Jelen ismereteink szerint az feltételezhetd, hogy a migrénes
roham a kozponti idegrendszerbdl indul ki, de a fejfajas kialakuldsahoz szlikséges a periférias strukturak
aktivalddasa is (Olesen és mtsai., 2009).

Az egyik lehetséges kapcsoldddsi pont egy agyi elektrofizioldgiai jelenség, a tovaterjedé kérgi gatlas
(cortical spreading depression — CSD) lehet, mely soran a kérgi neuronok és gliasejtek lassan tovaterjedd
depolarizacidja, majd gatldsa észlelhet6 (Leao 1944). Az els6 leiras utdn gyorsan felmerdlt, hogy a CSD
kérgi terjedési sebessége (3-5 mm/min), a szomatotopiat figyelembe véve megfeleltethet a migrénes
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vizudlis aurajelenségek idébeli lefolydsanak (Leao és mtsai., 1945), de hosszu éveket kellett varni mire a
korszer(i funkcionalis képalkotd vizsgalatok segitségével még valdszinlbbé valt, hogy a migrénes aura
megfelel a CSD-nek (Hadjikhani és mtsai., 2001). A CSD révén létrejové depolarizacié megvaltoztatja az
agy lokdlis vératdramldsat, fokozza a neuronalis és glidlis anyagcserét, aminosavak és NO felszabaduldsat
okozza (Read és mtsai., 1997) és kisérletes kortlmények kozott képes a trigemindlis rendszer
aktivalasara, melyet a TNC-ben észlelt c-fos expresszid valtozasaval (Moskowitz és mtsai., 1993) és
elektrofizioldgiai vizsgalatokkal (Zhang és mtsai.,, 2011) is alatamasztottak. Az Ujabb allatkisérletes
vizsgalatok arra utalnak, hogy a migrénben részt vevd agytorzsi struktirakra a CSD a trigeminalis
afferensektdl figgetlen modon, direkt, centralisan futd palyarendszereken keresztil is hathat (Lambert
és mtsai., 2011), mely a kérdést még érdekesebbé teszi.

A migrén egyik ritka, monogénesen 6rokl6dé varidnsanal, a familiaris hemiplégias migrénben, a hdrom
leggyakoribb mutacié mindegyike megkdnnyiti a CSD kialakuldsat az agyban (Kors és mtsai., 2003). A
tinetek hasonldsaga miatt feltételezhetd, hogy a , klasszikus” auras migrénes betegeknél is genetikai,
illetve kornyezeti tényez6k hatdsara megnd a CSD kialakulasi esélye, mely a rohamok létrejottéhez
vezethet.

A fentiektél részben flggetlenll dertlt fény arra, hogy a migrénes roham soran bizonyos agytorzsi
magvak aktivalodnak, mint példaul a nucleus raphe magnus (NRM) és dorsalis (DR), a locus ceruleus (LC)
és a periagueductalis szlrkedllomany (PAG) (Weiller és mtsai., 1995). Ezek a magok befolyasolhatjak a
TNC aktivitasat, részt vesznek a fajdalomérzés szabdlyozdsaban, tovabbad szerepet jatszhatnak a
trigeminovaszkularis rendszer aktivaldsaban is (Edvinsson és Goadsby 1995). Ezek a kapcsolatok
fontosak lehetnek a migrén egyéb kiséré tlineteinek kialakuldsaban, mint példaul a hanyinger, hanyas,
asitds, konnyezés, irritabilitas és faradtsag (Burstein és Jakubowski 2005).

A migrénes fejfajast megel6z6 és kisérd tiinetek sokszinlsége arra utal, hogy a betegség sokkal tobb,
mint egy ,fejfajas”, tekintettel arra, hogy tdbb kortikalis, szubkortikdlis és agytorzsi teriletet érinté
allapotrdél van sz, azaz a migrénes agy kilonbozik a nem migrénestdl (Borsook és mtsai., 2012), és nem
lehet a migrén kialakuldsat kizardélag a CSD-nek vagy a migrén generdtoroknak tulajdonitani. A migrént
megel6z8 prodroma tlinetei a hipotalamusz (faradtsag, deprimalt hangulat, étel irdnti sdvargas, asitas),
az agytorzs (izmok érzékenysége és a nyak feszllése), az agykéreg (fény- és hangérzékenység,
szagérzékenység) és a limbikus rendszer (depresszid) szerepére utalnak (Schulte és mtsai., 2016,
Maniyar és mtsai., 2014). Az utébbi idében a figyelem koézéppontjaba a hipotalamusz kerilt, melynek
neuronjainak hatdsara megvaltozik a szimpatikus és a paraszimpatikus idegrendszer tonusanak aranya
az agyhartyaban az utébbi javara (Burstein és Jakubowski 2005). A hipotalamusz dsszekottetése révén
képes lehet a nucleus salivatorius superior (NSS) pregangliondris idegsejtjeinek és a szimpatikus
idegrendszer spindlis neuronjainak tlzelését befolydsolni (Spencer és mtsai., 1990, Tucker és Saper
1985). A NSS képes acetilkolin, vazoaktiv intesztindlis peptid és NO felszabaditasara a ganglion
sphenopalatinumbdl (SPG), melynek rostjai gazdagon beidegzik az agyhartyakat, ahol vazodilataciot,
plazma extravazaciét és gyulladdsos mediatorok felszabaduldsat segitik el (Larsson és mtsai., 1976,
Nozaki és mtsai., 1993; Suzuki és Hardebo 1993). Emellett a NSS befolyasolja a TNC masodlagos érzé
neuronjainak tlzelését (Akerman és mtsai., 2012), valamint a meningedlis nociceptorok aktivitdsa
részben az SPG fokozott m(ikodéséhez kotott (Bolay és mtsai., 2002). A migrénes roham emellett
sokszor fokozott paraszimpatikus tiinetekkel jar az arcon, mint példdul a kénnyezés vagy az orrfolyas
(Havanka-Kanniainen és mtsai., 1988), és végll a SPG blokad hatékonynak bizonyul a migrénes fajdalom
kezelésében (Cady és mtsai., 2015). A fentiek mellett az is lehetséges, hogy a hipotalamikus és agytorzsi
magok képesek a trigemindlis talamokortikdlis fajdalomérzd strukturdk kiszobét csdkkenteni, mely
kulcsfontossagu lehet a fejfajasos roham kialakuldsaban (Noseda és mtsai., 2014). A hipotalamusz és
egyes agytorzsi magvak képesek a talamusz relémagjainak modulaldsara (Saper és mtsai., 2005, 2010):
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dopamin, hisztamin, orexin, melanin koncentrdld hormon tartalmd neuronokbdl hipotalamikus
bemenetet kapnak, mig az agytorzsbdl noradrenalint és 5HT-t tartalmazé rostok futnak ide (Noseda és
mtsai., 2014). Ez a bemenet szabalyozza a talamokortikalis kistilések intenzitasat: a dopamin, a magas
koncentrald hormon gatld hatdssal bir. Feltételezhetd, hogy a relémagok mikddése befolyasolja, hogy
a prodréma utan kialakul-e migrénes fejfajas az adott egyénben, ill. tagabb értelemben azt, hogy a kiilsé
hatasok 0sszessége fejfajast okoz-e (Borsook és mtsai., 2012).

1.4.4. A migrén kezelési lehet&ségei

A migrén terapidjanak alapjat a gydgyszeres kezelés jelenti, melyet roham esetében érdemes a lehetd
leghamarabb elkezdeni (Steiner és mtsai., 2019). Az elsédlegesen valasztandd szerek a nem-szteroid
gyulladdscsokkentd gyogyszerek (NSAID), melyek hatékonysaga régdta bizonyitott (Pardutz és mtsai.,
2010). A rohamkezelésben kiemelked&en effektivnek bizonyultak a 5HT1g/p receptor agonista triptanok
(Cameron és mtsai., 2005), melyek blokkoljak a trigeminalis nociceptiv transzmitterfelszabadulast, és
kifejlesztéslikben komoly szerepet jatszott a SHT szerepének kisérletes megismerése migrén soran
(Humphrey 2007). Szintén kecsegtetd eredményekkel birnak a frissebb kutatdsi eredmények alapjan
felfedezett SHT1r receptor agonista ditdnok (Goadsby és mtsai., 2019) és a CGRP receptor antagonista
gepantok (Dodick és mtsai., 2019).

Mivel visszatér6é rohamokkal jar, a migrén kezelésében kulcsfontossdgl az olyan gydgyszerek
alkalmazasa, melyek a rosszullétek kialakuldsanak valdszin(iségét csdkkentik. Az Ugynevezett profilaxis
szerek kozil kiemelend&ek a B-blokkoldk (Tfelt-Hansen 1986), antiepileptikumok, mint pl. a valproat és
topiramat, a Ca™ csatorna blokkold flunarizine, valamint egyes triciklusos és szelektiv szerotonin és
noradrenalin visszavétel gatld tipusu antidepresszdnsok (Evers és mtsai., 2009). A B-blokkoldk hatasa
feltehetbleg tobb tdmadasponton valdsul meg, moduldljdk a PAG és a LC tlzelési frekvenciajat és
csokkentik a centrdlis trigemindlis magok facilitacidjat és a nitrogén-oxid szintdz (NOS) mUkodését. A
valproat és a topiramat a feszUltségfligg6 kationcsatornak blokkoldsa mellett a CGRP expresszidjanak,
ill. felszabaduldsdnak csokkentésén keresztlil hatnak. Szintén Ca™ csatorna blokkolds és a
hiperexcitabilitds normalizaldsa révén m(ikodik a flunarizin, az antidepresszansok pedig a csokkent SHT
és noradrenalin visszavétel kapcsan redukaljak a fajdalomérzetet (Sprenger és mtsai., 2018). Az alap- és
klinikai kutatasban is sokszor szerepl6é CGRP bioldgiai terapidval torténé blokkoldsa adhatja a migrén
legljabb megel8z6 kezelési médjat (Charles és Pozo-Rosich 2019). Osszességében elmondhatd, hogy a
migrén farmakoteradpiajanak kifejlesztésében kiemelt szerepe van a trigeminalis aktivacios
mechanizmus tudomanyos feltérképezésének és vizsgdlatanak.

1.5. Szenzitizacios folyamatok migrénben és primer fejfajasokban

A fajdalomérzd rendszer szenzitizacios jelenségei alapvetd fontossaggal birnak a migrénesekben, és
mind a periférids, mind a kozponti idegrendszerben el6fordulhatnak. Az el6bbi soran gyulladdsos
mediatorok jelennek meg a trigemindlis nociceptorok periférias végz&déseinek kdrnyezetében, melyek
lokdlisan hatva fokozzak a kornyéki fajdalomérzé rostok érzékenységét. A migrénes roham soran ez
legmarkansabban a IUkteté fejfajasban nyilvanul meg, mikor a pulzushulldm okozta intrakranialis
nyomasvaltozast éli meg a beteg ilyeténforman (Strassman és mtsai., 1996). A jelenség a kozponti
idegrendszerben is végbe mehet, mind a masodlagos, mind a harmadlagos trigeminalis fajdalomérzé
neuronok terdletén (Burstein és mtsai., 2000b), melynek legfontosabb tiinete a rohamok alatt tdbb mint
50%-ban jelentkez§ allodynia, mikor a paciensek a nem fajdalmas ingereket fajdalmasnak tapasztaljak
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(Mathew 2004). Az allodynia ronthatja a migrénes roham kezelésének sikerességét (Burstein és mtsai.,
2005), és a fejfajas akut kezelését a lehetd leghamarabb javasolt elkezdeni (Schirks és mtsai., 2008).

A szenzitizacio kialakuldsat a migrénes roham alatt jelenleg a kdvetkez6képp képzeljik el: a fejfajas soran
aktivalodnak a nociceptiv trigeminadlis afferensek (Moskowitz 1984), melynek hatdsara tobb folyamat is
elindul. Egyrészt mikodésbe 1ép a trigeminotalamikus és a talamokortikalis palyarendszer, mely felel6s
a fdjdalom tudatossa valdsdért. Ezzel parhuzamosan az elsédleges trigemindlis afferensek
kollaterdlisaibdl az axonreflex révén gyulladdasos medidtorok szabadulnak fel, ezek kozil kiemelendé a
CGRP, melynek koncentracidja meg is emelkedik a jugularis véna vérében a rohamok alatt (Goadsby és
mtsai.,, 1990). Mivel a CGRP képes erdsiteni a befelé irdnyulé Na* dramot az els6dleges érz6
strukturdkban (Natura és mtsai., 2005), feltételezhet§, hogy a migrénesekben felszabadulva
folyamatosan aktivalja az Ad rostokat, illetve a szatellita gliasejteket (Haanes és Edvinsson 2019).
Harmadrészt a fels6bb aredk (hipotalamusz, limbikus rendszer, kortex) képesek fokozni a NSS
muikodését, mely paraszimpatikus efferensek révén tovabbi vazoaktiv peptidek felszabaduladsat valtja ki
a dura tertletén (Burstein és Jakubowski 2005), azaz a roham alatt tovabb erdsodik a duralis
perivaszkularis steril gyulladds, mely a periférids szenzitizacié kiemelt tényezdje (Malick és Burstein
2000). Ez a jelenség okolhatd a migrénes fejfdjas luktet6 jellegéért, mikor az intrakranialis erek
pulzacidja és a fej mozditdsa hozzajarul a fajdalomérzet ingadozdsdhoz. A periférids trigeminalis
nociceptorok igy kialakuld folyamatos aktivitdsa plasztikus valtozasokat okozhat a masodlagos és a
harmadlagos érz6 neuronok terlletén, melyek érzékenységi kiiszdbe lecsokken, és kifejlédik a centralis
szenzitizacid. A jelenséget elsGsorban a felszabaduld glutamat (Vikelis és mtsai., 2007) kozvetiti, de
feltehetbleg a PAG-bdl eredd leszallo fajdalomcsillapitd rendszerek funkcidzavara is szerepet jatszik a
kialakuldsdban (Schwedt és mtsai., 2014). A centrélis szenzitizacid legmarkansabb klinikai tlinete az
allodynia kialakuldsa, mikor a nem fajdalmas ingerek is fajdalmas érzetet okoznak. A szenzitizacids
folyamat idébeli lefolydsa jellegzetes, a periférids szenzitizaciot koéveti a masodlagos, majd a
harmadlagos érzé neuronok szenzitizacidja. Az el6bbinél a trigemindlis tertleten jelentkezik allodynia,
mig az utdbbindl extracephalicus megjelenésre is szamitani lehet. (Burstein és mtsai., 2000b). Ezen
jelenségek vizsgalhatdak is a migrénes roham soran, ilyenkor a nociceptiv pislogasi reflex R2 valaszanak
gorbe alatti tertilete megnd a fajdalmas oldalon (Kaube és mtsai., 2002), ill. masfajta stimulaciéval is
megemelkedik a vertex feletti N2a-P2 komplex amplitiuddja (de Tommaso és mtsai., 2002). Ezen
eredmények a szenzitizacids folyamatok elektrofiziolégiai megfeleltetései lehetnek, és a cerebralis
fajdalommatrix plasztikus valtozasaira utalhatnak.

Tenzios fejfajasban, elssorban annak a kronikus formajaban szintén kimutathaté volt a szenzitizacios
jelenség a nociceptiv reflexek vizsgdlatakor (Sand és Zwart 1994, Milanov és Bogdanova 2003). Mig a
nyomasi fajdalomkiszob epizodikus tenzids fejfajasban valtozatlan maradt (Gobel és mtsai., 1992),
kronikus tenzids fejfajasban ennek csokkenését irtak le elsésorban a temporalis izomzat terlletén
(Ashina és mtsai., 2005). Osszességében feltételezhetd, hogy a fajdalomérzékenység emelkedése az
egész fajdalommatrixra kiterjed krénikus tenzids fejfajas esetén.

Cluster fejfajasban a rohamperiédus alatt, az érintett oldalon szenzitizdciora utald eltéréseket taldltak a
pislogasi reflexet vizsgalva (Lozza és mtsai., 1997), melyet a naloxon adasa kivédett, azaz a folyamat a
csokkent leszallo opidterg gatlassal magyarazhato. Ezt a jelenséget funkcionalis képalkotd vizsgalatokkal
is sikerllt aldatamasztani (Sprenger és mtsai., 2006 ). Emellett feltételezik a hipotalamo-trigeminalis
kontroll funkciézavarat is (Malick és mtsai., 2000). Egy vizsgalat a corneareflex kivaltasahoz sziikséges
kiszob csokkenését mutatta a fejfajas oldaldn rohamperiddus alatt, mely interiktdlisan normalizalédott
(Sandrini és mtsai., 1991). Cluster fejfajasban nem sikerilt igazolni, hogy a szenzitizaciés folyamatok
kortikalis szinten is jelen lennének, mivel nem taldltak valtozasokat a habitudcidban a kivaltott valasz
vizsgdlatokban (Evers és mtsai., 1997), de ett6l figgetlenll a jelenségnek itt is fontos szerepe lehet.
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2. CELKITUZESEK

Kisérleteink célja az volt, hogy a migrén tobb allatkisérletes modelljében feltérképezzik a trigeminalis

aktivacio és szenzitizacio folyamatat kilonféle markerek segitségével. Ezt kbvetSen vizsgalni kivantuk

egyes,

kalonb6z6 tamadaspontd molekuldk ezekre gyakorolt modulacidés hatdsat, hogy ezdltal

betekintést nyerjlink 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 nyulvanyaiban megjelené CGRP mennyiségének
mérése.

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

CamKIl 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 allatkisérletes modellje
c-fos expresszid megjelenésének feltérképezése a trigemindlis rendszerben és a migrénben
szerepet jatszd agytorzsi strukturakban a Gasser-duc elektromos ingerlése utan patkanyban.

A dura kémiai ingerlésének vizsgélata, mint trigeminalis aktivaciés modell vizsgdlata patkdnyban
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.
A Szumatriptan hatdsa a NTG modellben.

A Szumatriptan 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 AEA modulalé hatdsa patkanyban szisztémas NTG adasa utan.
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3. A MIGREN ALLATKISERLETES MODELUEINEK VIZSGALATA

A fejfajasbetegségek patomechanizmusanak pontos megértéséhez alapvet6 fontossaguak az
allatkisérletes modellek. Sajnos egy modell sem tudja maradéktalanul leképezni a fejfajasok soran lezajlo
Osszes valtozast, de mégis sokszor segithetnek a kdrfolyamatok tisztdzdsdaban. A szenzitizacio
kovetkezménye az idegrendszer feldolgozd funkcidjanak megvaltozdsa, mely a fejfajdsbetegségek
esetén a fajdalmas és nem fajdalmas ingerekre adott abnormalis valaszban nyilvanul meg. Ezek a
jelenségek a trigeminalis aktivaciéval egyetemben, tobb primer fejfajasban tetten érhetéek akar a
klinikai kép tekintetében (liktetd 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.

3.1. ANTG adasa, mint a migrén modellje

A nitroglicerin (NTG) az orvoslasban régéta alkalmazott gydgyszer az angina pectoris, a szivinfarktus és
a szivelégtelenség kezelésére (Marsh és Marsh 2000). Ezt a molekulat kilondsen érdekessé teszi az a
kezdetektdl fogva ismert jelenség, hogy sokszor gyorsan kifejlédé fejfajast okoz a pacienseknél. Ez a
panasz perceken belll kialakul, kétoldali, IUktet6 lehet, de egyéb mas migrénes jellegzetességet nem
mutat, az er6sség maximumat rovid idé alatt eléri és gyorsan elmdlik a gyégyszer adasa utan (lversen és
mtsai., 1989). Ezen azonnali fejfajas hatterében a NTG direkt értdgitd hatdsa allhat (Abrams 1985),
melyet a molekuldbdl felszabaduld NO fejt ki, megemelve a receptora, a szolubilis guanilat ciklaz
aktivitdsat. A képz6d6 cGMP az érfal elernyedését valtja ki és akadalyozza a vérlemezkék adhézidjat
(Loscalzo 1992).

Flggetlenll a NTG beaddsi modjatdl, a gyorsan kialakuld fajdalom utdn drakkal erds, aura nélkili
migrénre jellemzd fejfajas kizardlag a migrénben szenvedd betegeknél jelentkezik, melynek id6tartama
jéval hosszabb az azonnali fejfajasénal (Sicuteri és mtsai., 1987, Sances és mtsai., 2004). Emiatt vet6dott
fel a NTG alkalmazdsa, mint tobb szempontbdl érdekes és igéretes migrén modell. Egyrészt a NTG okozta
késleltetett fejfajds a migrénesek 50-80%-ban kivalthatd (Sances és mtsai., 2004), és ezen alanyok donté
tobbségében a provokalt fejfajas megfelel az aura nélkili migrénes fejfajas IHS kritériumainak (Thomsen
és mtsai., 1994). Masrészrél ezekben az esetekben a migrénhez hasonldan a fajdalomérzé rendszer
spinalis facilitacioja is megfigyelhets (Perrotta és mtsai., 2011). Harmadrészt ezen fejfajasok egy része
jol kezelhet6 a migrénben is hatékony triptanokkal (Juhasz és mtsai., 2005) és megel6zhet6 valproat
folyamatos adasaval (Tvedskov és mtsai., 2004a). Emellett az ilyen rohamok kapcsan el6fordulhat
allodynia (Akerman és mtsai., 2019), tovabba a migrén patomechanizmusaban fontos szerepet jatszo
agytorzsi magok aktivacidjait is kimutattak (Bahra és mtsai., 2001, Afridi és mtsai., 2005). Habar a fenti
tényez6k miatt a modell nagyon hasznosnak tlinik, ugyanakkor korlatai is vannak. A NTG nem képes
aurat provokalni (Christiansen és mtsai., 1999), és a ritka, familidris hemiplégias migrénben szenvedd
pacienseknél nem hoz létre migrénes fejfajast (Hansen és mtsai., 2008)

A NTG farmakoldgiai hatdsait a NO felszabaduldsa révén fejti ki, mely egyrészrél a NTG és tiol
reakcidjaként keletkez6 NO S-nitrozotiolbdl szarmazik (lgnarro és mtsai.,, 1981), melyet a glutation
reduktdz és glutation-S-transzferaz katalizal, mikdzben a NTG-b6l 1,3-dinitroglicerdt keletkezik (Ji és
Bennett 2006). Ezzel parhuzamosan a mitokondridlis aldehid dehidrogendz 2-es (ALD2) révén 1,2-
dinitroglicerin és nitrit is képz&dhet (Budas és mtsai., 2009), mely utdbbi tovabb redukalédhat NO-d3,
de ennek pontos folyamata nem ismert. Esetlegesen felmertl a mitokondridlis lll-as és [V-es komplex
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szerepe is (Kozlov és mtsai., 1999), de mas kutatasi eredmények ezt nem tamogatjak (Kollau és mtsai.,
2005).

Az ALD2 Utvonal kiemelt szerepet jatszhat a NO okozta vazodilataciéban (Chen és mtsai., 2002), de
kérdéses, hogy a NTG okozta allodynia mennyiben kothet6 ehhez az enzimrendszerhez. Sajnos kevés
irodalmi adat all rendelkezésre az ALD2 flggetlen NO donorok hatdsarél fejfajasban (Guo és mtsai.,
2013).

A NTG idegszodvetben zajlé metabolizmusa pontosan nem tisztazott, de a neuronokban és gliasejtekben
mind a tiolok, ill. a glutation-S-transzferdz és a citokrém P450 enzimcsalad is jelen vannak. Ez azt
jelentheti, hogy lehetséges a NTG NO-da alakuldsa az agyszovetben is, amit kisérletes eredmények is
aldtdmasztanak (Marks és mtsai., 1994). Allatkisérletes eredmények alapjan a NTG fejfajdssal
kapcsolatos hatdsat vélhetéen a NO révén fejti ki, melyben szerepet jatszik a guanilat ciklaz és a cGMP
(Ben Aissa és mtsai., 2018, Tassorelli és mtsai., 2004). Ez parhuzamba allithaté azon megfigyelésekkel,
melyek szerint a foszfodiészterdz 5-t gatld sildenafil migrént provokalhat (Kruuse és mtsai., 2003), és
magasabb cGMP szinteket taladltak a migrénes roham alatti paciensek szérumaban (Stepien és
Chalimoniuk 1998).

Humdn vizsgdlatok

Tobb kisérlet aldtdmasztotta, hogy a NTG adasa masfajta tiineteket okoz egészséges dnkéntesekben és
migrénesekben. Egészségeseknek adva a NTG (max. 0,5 mg/kg/min ddézisban adva 10-20 percen at)
azonnali tompa fejfajast okoz, mely az influzidé ledllitdsdval gyorsan elmulik (lversen 1995).
Migréneseknél ez az azonnali fejfajas kifejezettebb és a betegek nagy része orakkal késébb a sajat
migrénes rohamahoz hasonld fejfajast tapasztal, melyet aurajelenség nem kisér (Thomsen és Olesen
1997, Christiansen és mtsai., 2000). Erdekes mddon egészségeseknél is kialakulhat késleltetett fejfajas
NTG adasa utan, ha el6z6leg fajdalmas mechanikai, ill. kémiai ingerlés érte 6ket a kraniofacidlis teriileten
(Gazerani és mtsai., 2019). A legtobb migrénes beteg a fajdalom mellett a migrén egyéb kisérétineteit
is mutatja az aurajelenséget leszdmitva, mely ritka ilyen esetben (Sances és mtsai.,, 2004). A
szumatriptan adasa csillapitja a NTG okozta fejfdjast (Ilversen és Olesen 1996), és ennek a kezelésnek a
hatékonysaga korrelaciét mutat a migrénes paciens plazmajaban 1évé CGRP csokkenésével (Juhdsz és
mtsai., 2005). Valproattal sikertlt a NTG okozta migrént csillapitani (Thomaides és mtsai., 2008) és
megeldzni (Tvedskov és mtsai., 2004a), mig a propranolol nem volt hatékony ezen a téren (Tvedskov és
mtsai., 2004b).

A NTG okozta agyi értagulat a migrénesekben kifejezettebb az egészséges kontrollokhoz viszonyitva
(Thomsen és mtsai., 1993), melyet fokozottabb nitrat medialta dilatacidval lehet magyarazni (Yetkin és
mtsai., 2007), és a NTG okozta roham alatt a cerebralis erekben dramld vér sebességének csokkenését
triptanok adasaval ellensulyozni lehet (Thomaides és mtsai., 2003). Pozitron emissziés tomografias
vizsgdlatokkal hasonldsagot mutattak ki a NTG okozta és a spontdn migrénes roham alatt lezajld
regionalis agyi keringés kapcsan, mely elsGsorban csokkent occipitdlis terlleti vérataramlasként
mutatkozott (Bednarczyk és mtsai., 2002). A NTG okozta roham soran az agytorzs aktivalédasat is
kimutattak (Afridi és mtsai., 2005, Bahra és mtsai., 2001), mely hasonlitott a spontdn migrénes roham
kapcsan jelentkezd valtozasokra (Weiller és mtsai., 1995), rdadasul prodroma szerl tinetek is
kialakulhatnak (Afridi és mtsai.,, 2004), melynek hatterében hipotalamikus aktivaciot feltételeznek
(Maniyar és mtsai., 2014). Neurofizioldgiai vizsgalatok alapjan kimondhato, hogy a NTG adasa a spontan
migrénes rohamhoz hasonldan valtoztatja meg a trigeminalis nociceptiv reflexet és a kortikalis kivaltott
valaszokat (Di Clemente és mtsai., 2009), mely véltozdsok Osszességében a fajdalomérzés facilitacidjat
okozzak migrénesekben (de Tommaso és mtsai., 2004, Perrotta és mtsai., 2011).
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Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy nagy atfedés van a spontdn migrénes rohamok és a migrénesekben
NTG okozta rohamok korélettana és klinikuma kozott, mely idedlis modellé teszi a NTG addsat az
elsédleges fejfajasok modellezésében.

Allatkisérletek

A NTG-vel kapcsolatos human vizsgdlatok eredményei felvetették a lehetdségét annak, hogy kisérleti
allatoknak NTG-t adva a migrénnek megfeleltethet6 eltérések jelentkezhetnek (Tassorelli és Joseph
1995, Tassorelli és mtsai., 1999), igy a mddszer elfogadott és széles korben alkalmazott allatkisérletes
migrén modell lett, melyet elssorban ragcsaldkon (patkany, egér) alkalmaznak, hogy reprodukaljdk a
migrén alatt zajlo valtozdsokat. Az alkalmazott ddzis széles tartomanyban valtozik, de a legelfogadottabb
a 10 mg/kg NTG parenteralis addsa, mely egérben és patkdnyban is megfelel§. Az ennél alacsonyabb
dozis kisebb hatékonysagot mutathat (Tassorelli és mtsai.,, 2005a, Akerman és mtsai., 2019), mig a
magasabb adag alkamazéasa nem tinik elénydsebbnek (Goléncsér és Sperlagh 2014). Erdekes médon ez
a dozis sokszorosa a human alkalmazasban megszokottnal, melynek az lehet a magyarazata, hogy a NTG
atalakuldsa aktiv metabolittd sokkal lassabban megy végbe a ragcsaldk majaban az emberhez viszonyitva
(Sokolowska és mtsai., 2004).

A NTG-nek markans érrendszeri hatdsa van, mely befolyasolja az agyi keringési paramétereket a kisérleti
allatokban is. A durat 6vezd erekben egy atmeneti vérataramlas csdékkenés utan, hosszantarto, akar
orakig jelentkezd, névekedés detektdlhatd, mellyel parhuzamosan a kortikalis vérataramlds is emelkedik
(Greco és mtsai., 2011). A kezdeti perfluzidcsdkkenést a dura terlletén magyarazhatja a NTG szisztémas
vérnyomascsokkentd hatdsa, amivel szemben a kortex a bonyolult autoregulaciés mechanizmusok
révén védettebb. Az elhizdddan jelentkezd perfuzidemelkedést mind a dura mind a kortex tekintetében
els@sorban indirekt folyamatnak tartjdk, melyben masodlagos szabdlyozd mechanizmusok, tobbek
kozott az Ujonnan szintetizalédd NO is szerepet jatszhat (Greco és mtsai., 2011), de felvetddik a
megemelkedett neurondlis aktivitas lehetGsége is ebben a tekintetben.

A NTG egyetlen ismert hatdsa, hogy NO-t szabadit fel, de nem ismert pontosan, hogy a NO milyen
modon tudja a késleltetett fejfajasos rohamot kivaltani. Ez akar a periférids, akdr a kozpontiidegrendszer
terlletén is végbemehet. Allatkisérletekben a NTG szisztémdas adasa utdn a TNC mdsodlagos érzé
neuronjainak aktivalédasat figyelték meg (Tassorelli és Joseph 1995), ahova a legtdbb nociceptiv
afferens fut (Goadsby és Hoskin 1997), mely jelzi a NTG trigeminalis rendszert érintS hatasat. Erdekes
modon olyan KIR-i strukturak teriletén is tapasztaltak aktivaciot, melyeknél peptiderg és adrenerg
neuronok taldlhatok. A hatads id6beli lefutdsat vizsgalva kiderdl, hogy legkordabban 60 perc elteltével
jelentkezik neuronalis aktivacio elsGsorban azon agyi terileteken, ahol a kardiovaszkularis szabalyozas
zajlik, azonban a nociceptiv és integrativ agyi strukturdkban a neuronalis aktivacié maximuma 4 éra
elteltével jelentkezik (Tassorelli és mtsai., 1997). Ez a fajta késleltetett aktivitds nincs 6sszhangban a
plazma NTG rovid féléletidejével, viszont illeszthet6 a NTG késébbi agyi felhalmozddasahoz, és nem
utolsdsorban a szer human hatdsaihoz: révid, azonnali, enyhe fejfajas, mely a periférias vazodilatacidohoz
kotott, ill. migrénes betegeknél az drakkal késébb jelentkezd késleltetett roham, mely centralis hatast
feltételez. Ezt megerdsiti az a megfigyelés, hogy NTG adasat kovetSen mind a migrénesekben, mind az
allatokban kialakulnak olyan tinetek, melyek egyértelm(ien a KIR-hez kothetéek (Maniyar és mtsai.,
2014, Markovics és mtsai., 2012).

A NTG addsa markans viselkedési valtozdsokat okozhat kisérleti allatokban, melyek parhuzamba
allithatdk a human vizsgalatok eredményeivel: megnoveli a nociceptiv viselkedési valaszokat kilonbozd
allatkisérletekben (orofacialis formalin modell, plantdris formalin modell, tail-flick teszt) (Tassorelli és
mtsai.,, 2003a, 2006, Greco és mtsai.,, 2015), mely jelenségek késleltetve, 2-4 oras latenciadval
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jelentkeznek és migrénellenes gyogyszerekkel kivédhetSek (Bates és mtsai., 2010, Pradhan és mtsai.,
2014). A migrénben gyakran jellemzé allodynia is megjelenik ilyenkor (Bates és mtsai., 2010) és szintén
reagal a szumatriptan kezelésre. Emellett a NTG-el kezelt allatoknal fokozott fénykerilést is kimutattak,
mely ugyancsak a migrén egyik klasszikus tinetének tekinthet6 (Sufka és mtsai., 2016).

Osszefoglalva a NTG szisztémads addsa kivald lehetBséget biztosit a migrén modellezésére és vizsgalatara
mind human, mind allatkisérletes munkakban, mivel a betegséggel szorosan parhuzamba dallithatd
valtozasokat okoz az alanyokban.

3.1.1. c-fos és nNOS expresszidjanak valtozasa patkany TNC-ben NTG adasa utan
(Pardutz és mtsai., 2000)
Hattér

A NO egy gaz dllagl neurotranszmitter, mely kdnnyedén atjut a sejtmembrdnokon, és endogén
szintézise L-argininbdl a NOS révén torténik. Ez az enzim harom izoformdaban létezik a szervezetben: a
neuronalis (NNOS), az endothelialis és az indukalhatd. A nNOS jelen van a gerincvel$ hatsé szarvaban,
és a fajdalomérzés mellett szerepet jatszik a hiperalgézia kialakuldsaban és az érzé neuronok
szenzitizacidjaban (Saito és mtsai., 1994, Lin és mtsai., 1999). Kisérleti allatok végtagjaba adott subcutan
(s.c.) formalin megemeli a megfelel§ spinalis dorzalis szegmentum nNOS és c-fos expresszidjat (Hunt és
mtsai., 1987, Lam és mtsai., 1996), és ez utdbbi emelkedése kivédhetd NOS inhibitor alkalmazasaval,
mely a 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 TG-ban (Zhang és mtsai., 1996) és a TNC teriletén is (Dohrn és mtsai., 1994). ANTG késleltetett
migrénes rohamot kivalto hatdsa arra utal, hogy a jelenség nem kozvetlenila NTG révén, hanem indirekt
modon alakul ki. Ebben a folyamatban a NO periférias és centralis hatdsa egyarant lehetséges, melyben
a nNOS szerepet kaphat.

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkdnyok egyszeri s.c. NTG injekciét kaptak 10 mg/kg ddzisban. Négy oéraval az
injekciok adasa utdn az allatokat perfundaltuk, a TNC-t és a Th1 gerincvel8i szegmentumot eltavolitottuk
NNOS és c-fos immunhisztokémiai (n=8 csoportonként) és nNOS Western blot (n=3 csoportonként)
vizsgalatok céljabdl. A gerincvel6i, egymastol 0,5 mm tavolsagra |évé sorozatmetszetek I-11l rétegében
lathatd nNOS- és c-fos-immunoreaktiv (IR) sejteket megszamoltuk. Az nNOS esetében a citoplazmatikus,
ill. dendritikus fest6dés esetén tekintettik pozitivnak a sejtet, mig a c-fos kapcsan egyértelmd
magfestddés esetén. A TNC vizsgdlatakor egy allatbdl 3 sorozatmetszetet szamoltunk le és az értékeket
atlagoltuk. A Thl gerincvel8i szakaszndl egy allatbdl legaldbb 10 metszet adatainak atlagat vetttk. A
sejtszamok tekintetében nem volt kiilonbség az adott gerincvelbi szakasz kiilonb6z6 magassagai kozott.
Minden kisérleti csoportban a normadl eloszlast Kolgomorov teszttel igazoltuk, majd ezt kovet&en
kétmintds t-probat alkalmaztunk a csoportok dsszehasonlitasara. A Western blot eredmények optikai
denzitasait kétmintas t-prébaval hasonlitottuk 6ssze a csoportokban. Részletesebbenldasda6.1.1., 6.3.1.
és 6.3.2. fejezetekben.
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Eredmények

A TNC terlletén elvétve taldltunk c-fos pozitiv sejteket, viszont elég nagy szamban észleltiink nNOS
jelol6désli neuronokat (1. dbra). NTG hatdsara mindkét sejttipus szama szignifikdnsan megemelkedett a
TNC-ben (2. abra). A torakalis gerincvel§ magassdgdban viszont nem észleltink ilyen valtozast. A
Western blot eredmények parhuzamba allithatdok az immunkhisztokémiaval. A 155 kDa-nal
beazonosithatd nNOS protein expresszidja megemelkedett ugyanitt NTG addsa utan (3. abra, relativ
optikai denzitds kontroll: 103,7£2, NTG-kezelt: 149,745,8, p<0,01), de nem valtozott a Thil
szegmentumban (kontroll: 107+4,3, NTG-kezelt: 116,7+4,4, n.sz.).

?;Z
tc}ﬁn e

1. dbra. nNOS- (a, b) és c-fos- (c, d) IR sejtek a TNC transzverzalis metszetein. A sejtek szama megemelkedik NTG (10 mg/kg)
addsa utan 4 éraval (b, d) a placebohoz viszonyitva (a, c). IR: immunoreaktiv, NNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdaz, NTG:
nitroglicerin, TNC: kauddlis trigeminalis mag. Lépték: 50 um.
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2. abra. ANTG-vel kezelt patkdnyokban szignifikdnsan megemelkedik a nNOS- (a) és a c-fos- (b) metszetenkénti atlagos IR sejtek
szama a NTG kezelés hatasara a placebohoz viszonyitva a TNC-ben (adtlag + S.E.M, n=8). IR: immunoreaktiv, nNOS: neuronalis
nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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3. dbra. nNOS Western blot patkany TNC-b4l és a Th1 gerincvel8i szegmentumokbdl. Az 1, 2 és 5 oszlopban placebo kezelés,
mig a 3, 4 és 6 oszlopban NTG kezelés utani allatok mintai lathatdak. S.c. NTG (10 mg/kg) kezelés utan a nNOS szint (155 kDa)
megemelkedik a C1-C2 segmentumban, de a Thl magassagaban nem. nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG:
nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megfigyeléseink jelentdsége

Kisérleteink megmutattak, hogy a szisztémadsan adott NTG tébb 6ras latencidval megemeli a TNC nNOS
expresszidjat. Emellett Ujra igazoltuk, hogy a neurondlis aktivacié markerének tekintheté c-fos is
megnovekedett hasonld lokalizacidban. A hatds szelektivnek tlinik a TNC-re, hisz nem lattunk valtozast
a hati gerincvel6 magassagdban, és egybeesik azzal a terllettel ahovd a trigemindlis nociceptiv
afferensek futnak. A NO és c-fos funkciondlis kapcsolatat mar igazoltdk a gerincvel§ szintjén
intradermalis kapszaicin (Wu és mtsai., 2000), ill. trigeminalis s.c. formalin addsa kapcsan (Leong és
mtsai., 2000).

A TNC megemelkedett nNOS szintjének két oka lehet: csokkent felszabadulas, illetve fokozott szintézis.
A jelenséggel parhuzamos, neuronalis aktivitasra utald c-fos emelkedés miatt elsGsorban az utébbi jon
széba magyarazatként.

A masodlagos trigeminalis nociceptorok megemelkedett nNOS szintjét a NO haromféleképp okozhatja.
Egyrészrdl direkt hatdst kifejtve ezekre a sejtekre, vagy a leszallé agytorzsi palyarendszerekre, illetve
indirekt aktivacié kapcsan, melyet a NO a periférias trigeminalis Ad és C rostok révén alakit ki. Mivel a
NTG nem okozott valtozast a nNOS szintjében a hati gerincvel6 magassagaban, ezéltal a direkt aktivald
hatas nem tlnik valészinlnek. Vannak kisérletes adatok, melyek szerint a NO lokdlisan adva a PAG egyes
neuronjait képes gatolni (Lovick és Key 1996), és ezaltal a leszalld palyak inhibicidja révén befolyasolhatja
a trigemindlis rendszer muikodését (Li és mtsai., 1996). Mégis a TNC megnodvekedett nNOS
immunreaktivitdsara a legvaldszinlibb magyardzat az indirekt hatas az els6dleges trigeminalis érzé
rostok fokozott aktivitdsa kovetkeztében. A NTG képes a meningealis nociceptorok aktivaldsara
(Knyihar-Csillik és Vécsei 1999), és kisérleteinkben igazoltuk, hogy a formalin s.c. adadsa, mint szomatikus
nociceptiv stimulus képes hasonld véltozasokat létrehozni a trigeminalis rendszerben (Pardutz és mtsai.,
2000). Emellett kimutattdk, hogy a NTG c-fos emel6 hatdsa megsz(inik, ha a kisérleti allatok kapszaicin
el6kezelést kapnak, mely elpusztitja a nociceptiv Ad és C rostokat (Tassorelli és mtsai., 1997), és azt is,
hogy a NOS inhibitor el6zetes adasa is hasonld modulald hatdssal bir (Wu és mtsai., 2000).
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Ezek az adatok kiemelt fontossaglak lehetnek a migrénes fajdalom megértésében. A TNC-ben
megemelkedett nNOS magasabb helyi NO szintet eredményezhet, mely mas neurotranszmitterek révén
felel6s lehet a c-fos emelkedéséért és a centralis szenzitizacio kialakuldsaért. Ezen hatasok szelektivnek
tlinnek a trigeminadlis rendszerre, hisz nem észlelhet6ek a hati gerincvel6i szintjén, azaz a trigeminalis és
periférids nocicepcié folyamatdban kilonbségek lehetnek. Még nem tudni, hogy ezt a kilénbséget a
preszinaptikusan eltéréen elhelyezkedd receptorok okozzdk, melyek pl. magyarazhatjdk a S5HTisp
agonista triptanok szelektiv hatdsat a fejfajasokra (Buzzi és Moskowitz 1991), vagy egyéb tényezbk
kapcsan alakul ki. Mindenesetre a NO indukalt nNOS emelkedés egy 6nerdsité folyamathoz vezethet,
mely illeszkedik a NTG késleltetett migrént okozé hatdsdhoz, és részjelensége lehet a mdasodlagos
trigemindlis érz6 neuronok centrdlis szenzitizacids folyamatdnak, melyet migrénesekben is leirtak
(Burstein és mtsai., 2000a).

3.1.2. A TNC-be futé afferensek CGRP tartalmanak valtozdsa patkdnyban NTG addsa utan
(Pardutz és mtsai., 2002)
Hattér

A CGRP kulcsfontossagl neurotranszmitter a fajdalomérzés folyamatdban, mely NO kdzvetitése révén
is felszabadulhat a terminalisokbdl (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 vazodilataciét és plazma extravazaciot okoz a durdban
(Buzzi és Moskowitz 1992), az itt elhelyezked6 CGRP tartalmu rostok morfolégiai valtozason mennek
keresztll (Knyihdr-Csillik és mtsai., 1995). Ezeket, a CGRP-t érintd 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 patkdnyok egyszeri s.c. NTG injekciét kaptak 10 mg/kg ddzisban. Négy oéraval az
injekcidk adasa utan az allatokat perfundaltuk, a TNC-t és a Th1 gerincvel8i szegmentumot eltavolitottuk
CGRP immunhisztokémiai vizsgalatok céljabdl (n=8 csoportonként). A CGRP pozitiv rostok altal boritott
terlletet képanalizatorral hatdroztuk meg (Részletesebben lasd a metodika részben a 6.1.1., 6.3.1. és
6.3.4. fejezeteket). Minden allat mintaibdl legaldbb 16 metszeten végeztiink mérést és az eredményt
atlagoltuk. Nagyobb nagyitdst alkalmazva vizsgdltuk a terminalisokban elhelyezkedd szinaptikus
boutonok méretét is, itt legaldbb 450-500 boutont mértink le allatonként. Az adatokat
varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgaltuk, az egyedeken beliili szempont a gerincvel6i lokalizacio, mig a
flggetlen szempont pedig a kezelés volt, majd a paronkénti 6sszehasonlitdskor kétmintds t-probat
hasznaltunk.

Eredmények

A TNC-ben és a Thl gerincvel§ hatsé szarvaban gazdag CGRP pozitiv rostfestédést figyeltiink meg. Az
el6bbiben a CGRP jeldl6dést mutatd végzEdések altal boritott terllet szignifikansan kisebb volt 4 draval
a NTG adasa utan (4. abra, 6. dbra). A Th1 magassagaban ez a kilonbség nem mutatkozott (6. dbra). A
szinaptikus boutonok mérete szignifikdnsan csdkkent a NTG kezelés utdn a TNC terlletén, mig ez a
paraméter sem mutatott valtozast a Th1 szinten (5. dbra, 6. dbra).
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4. abra. CGRP-immunoreaktivitds a TNC transzverzalis metszetein. A NTG elSkezelés (B) lecsokkenti a CGRP pozitiv rostok
mennyiségét a kontrollhoz képest (A) him patkanyokban. CGRP: kalcitonin génrelacids peptid, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis
trigeminalis mag. Lépték: 50 um.

5. dbra. A CGRP pozitiv boutonok nagy nagyitasu fénymikroszkopos képe a TNC-ben. A NTG kezelés utan (B) a boutonok mérete
kisebb a placebohoz viszonyitva (A). CGRP: kalcitonin génreldcids peptid, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigemindlis mag.
Lépték: 10 um.
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6. abra. (A) A TNC C1-C2, illetve Th1 gerincvel6i szegmentum I-Il rétegében megjelend CGRP-IR rostok altal fedett tertlet him
patkanyokban 4 éraval a placebo, illetve NTG addsa utan. A C1-C2 szegmentumban szignifikansan csokkent a beidegzett terilet
NTG utdn, mig a Th1 tertletén ez nem véltozott. (B) A CGRP-IR boutonok mérete a TNC C1-C2 magassagaban és Th1 gerincvel8i
szegmentumban. A NTG kezelés lecsokkenti a boutonok méretét a C1-C2 szegmentumban a placebohoz képest, mig ilyen
kilonbség nincs a Thl szakaszon (n=8, dtlag + S.E.M, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin génrelacids peptid, IR: immunoreaktiv,
NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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Megfigyeléseink jelentésége

A nNOS kapcsan észlelt valtozdsokhoz hasonldan (Pardutz és mtsai.,, 2000) a NTG szelektiven képes
befolydsolni a TNC CGRP expressziojat. 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 kovetben a megfelel§ gerincvelSi szegmentumban. Ezen
eredményeink alapjan fokozéddé transzmitter felszabadulds feltételezhet§ a végzédésekbdl, melyet a
NO medidlt Ad és C rost aktivacid okoz. Ezt a feltételezést tamogatja 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 patkdny TNC-ben NTG addsa utan
(Pardutz és mtsai., 2002, Nagy-Grocz és mtsai., 2017)
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), ill. és egyes vizsgalatok a roham alatt magasabb plazma 5HT és alacsony 5HIIA szintet talaltak. A
rohamok kozott ez visszdjara fordult, alacsony plazma 5HT mellett megemelkedett az S5HIIA szintje
(Ferrari és mtsai., 1989, Humphrey 1991). A szerotonin transzporter (5HTT) felelds 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 patkanyok egyszeri s.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg ddzisban. Négy draval az
injekciok adasa utan az allatokat perfundaltuk és a TNC-t eltavolitottuk 5HT és SHTT immunhisztokémiai
(n=8 csoportonként) és Western blot (n=6 csoportonként) vizsgalatok céljabdél. A SHT esetében a Thl
gerincvelSi mintakat is vizsgaltuk. Mindkét esetben a pozitiv rostok altal boritott terlletet
képanalizatorral elemeztik (Részletesebben lasd a metodika szekcié 6.1.1., 6.3.1,, 6.3.2. és 6.3.4.
fejezeteiben). Minden allat mintdibdl legaldabb 16 metszeten végeztiink mérést és az eredményt
atlagoltuk. Nagyobb nagyitast alkalmazva analizdltuk a terminalisokban elhelyezked6 pozitiv
varikozitdsok méretét is, itt legaldbb 450-500 mérést végeztink allatonként. Az adatok elemzését
egyszempontos varianciaanalizissel végeztik, majd kétmintas t-prébat haszndltunk a paronkénti
Osszehasonlitasra.

Eredmények

A TNC-ben jelentds mennyiségl 5HT és SHTT pozitiv rost észlelhetd, melyek eloszlasa - nem meglep&en
- nagyfoku hasonlésagot mutat. A TNC-ben mind a 5HT, mind a 5HTT jeldlédést mutatd végzddések altal
boritott terllet szignifikdinsan megemelkedett 4 éraval a NTG addsa utan és a SHTT pozitiv varikozitdsok
mérete is ndvekedett (7-10. dbra), mig a 5HT-IR boutonok mérete nem valtozott (nem tintetjuk fel). A
Th1 magassagaban a S5HT esetében nem okozott valtozdst a NTG (8. abra). A Western blot vizsgalatok
szignifikdns SHTT expresszid ndvekedést mutattak a TNC tertletén NTG addsat kovetben (11. abra).
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7. dbra. A 5HT-IR rostok a TNC transzverzélis metszeteken felnétt him patkanyokban. A NTG addsa megemeli a 5HT
megjelenését az I-1l rétegben (B) a placebo kezelt dllatokhoz képest (A). SHT: szerotonin, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin,
TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 50 um.
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8. dbra. A TNC C1-C2, illetve Th1 gerincvel6i szegmentum I-1l rétegében megjelend S5HT-IR rostok altal fedett terilet him
patkanyokban 4 draval a placebo (vilagos oszlop), illetve NTG (s6tét oszlop) adadsa utan (atlag + S.E.M, n=8 csoportonként). A
C1-C2 szegmentumban szignifikdnsan emelkedik a beidegzett tertilet NTG utan (*** p<0,001), mig a Th1 terlletén ez nem
valtozott. S5HT: szerotonin, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

9. dbra. A SHTT-IR rostok a TNC transzverzalis metszeteken feln6tt him patkanyokban. A NTG adasa megemeli a SHTT
megjelenését a placebo kezelt allatokhoz képest. 5HTT: szerotonin transzporter, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC:
kaudalis trigemindlis mag. Lépték: 50 um.
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10. abra. Him patkdnyok TNC-jében a SHTT-IR rostok &ltal boritott teriletet és a SHTT varikozitdsok méretét abradzold
hisztogram. A NTG kezelés mindkét értéket szignifikdinsan megemelte a placebohoz viszonyitva (atlag + S.E.M, n=6
csopotonként, * p<0,05, ** p<0,01). S5HTT: szerotonin transzporter, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis
trigeminalis mag.
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11. dbra. SHTT Western blot a him felnétt patkanyok TNC-jébdl. A NTG kezelés szignifikdnsan megemeli a SHTT expresszidjat a
placeboval el6kezelt dllatokhoz képest (dtlag + S.E.M, n=5 csoportonként, ** p<0,01). SHTT: szerotonin transzporter, GAPDH:
glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogendz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

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 leszalld rostjaibdl szarmazik. A magasabb expresszid ez esetben
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feltehet6leg a csdkkent felszabadulas kdvetkezménye lehet. A gerincvel§ hatsé szarvdban végz6dd
szerotoninerg rostok és nociceptiv végzédések komplex kapcsolatban allnak egymdssal. Tébbfajta SHT
receptor taldlhato itt (SHT 1s, 1p, 1f) (Castro és mtsai.,, 1997), melyeket ingerelve csokkenthetd a
nociceptiv inger okozta c-fos expresszié (Hoskin és mtsai., 1996, Mitsikostas és Sanchez del Rio 2001).
A 5HT; receptorok aktivaldsa viszont emeli a gyulladdst kdvet6 spindlis nocicepciét (Green és mtsai.,
2000). A NTG kétféle mdédon befolyasolhatja a TNC 5HT tartalmat: lehetséges, hogy kozvetlendl helyileg
hatva moduldlja a 5HT terminalisokat vagy indirekt mddon befolydsolja a fels6bb szerotoninerg
magvakat. Formalin addsa utdn megemelkedik a 5HT anyagcsere mind a gerincvel6 megfelel
szegmentumaban, mind a NRM teriletén (Puig és mtsai.,, 1992), ugyanakkor a karragenin okozta
gyulladas is 5HT emelkedést okozott a gerincvelében és a PAG-ban (Zhang és mtsai., 2000). Erdekes
modon most is szelektiv hatast észleltiink, hisz nem volt vdltozas a Thl magassagaban. Ennek a
szelektivitdsnak a pontos okdt még nem ismerjlk, de feltehet6leg a trigeminalis A3 és C nociceptiv

A szisztémas NTG adds a SHTT expresszidjat is megemelte a TNC teriletén. Az el6z6 adatokkal egyUtt
értelmezve elképzelhetd, hogy fokozott turnover allhat a jelenség mogott. Jol ismert a kapcsolat a NO
és a szerotoninerg neurotranszmisszo vonatkozdsaban (Miller és Hoffmann 1994, Zhu és mtsai., 2004),
és egyes kisérletek felvetik a reciprok kapcsolatot a két rendszer k6zott (Chanrion és mtsai., 2007). A
CSD okozta 5HT depléciot részben NO medidlt folyamatnak tartjak (Saengjaroentham és mtsai., 2005).

3.1.4. A CamKll expresszidja patkany TNC-ben NTG addsa utan
(Pardutz és mtsai., 2006)
Hattér

A CamKll az idegrendszer teljes terlletén megtaldlhatd és részt vesz az intracellularis tér Ca™

. s

az NMDA és AMPA receptorokon atdramlo kationok mennyiségét a patkany gerincvel6 hatsé szarvaban
(Kolaj és mtsai., 1996), ahol szerepet jatszhat a centralis szenzitiziacié kialakitdsaban. Mind a kapszaicin
mind a s.c. adott formalin megemeli az expresszidjat a megfeleld gerincvel§i hatso szarv terlletén (Fang
és mtsai., 2002, Liang és mtsai., 2004), azaz vizsgalata 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 perfundaltuk, a TNC-t és Thl gerincvel6t eltavolitottuk és CamKll
immunhisztokémiai (n=6 csoportonként) és Western blot (n=4 csoportonként) vizsgalatokat végeztink.
A gerincveldi, egymastdl 0,5 mm tavolsagra 1évé sorozatmetszetek I-lIl rétegében lathatd nNOS és
pozitiv sejteket megszamoltuk. A szamolds legaldbb 3 azonos magassagot képvisel6 metszeten tortént
és ezen eredményeket atlagoltuk, a blottok alapjan protein expressziot mértliink. (Részletesebben a
metodika fejezetben: 6.1.1.,, 6.3.1. és 6.3.2.)

Az adatokat ANOVA-val vizsgdltuk, az egyedeken bellli szempont a gerincveldi lokalizacid, mig a
fliggetlen szempont pedig a kezelés volt, majd a paronkénti dsszehasonlitdskor kétmintas t-prébat
haszndltunk Scheffe korrekcidval.
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Eredmények

A TNC-ben jelentés mennyiség(i CamKIl pozitiv sejt taldlhaté. NTG adasat kovetSen szignifikdnsan
megemelkedett a fest6dést mutatott sejtek szdma és a protein expresszid (12, 13. dbra). A Thl
szintjében nem volt valtozds ezekben a paraméterekben (ezen adatokat nem szerepeltetjik).
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12. dbra. CamKIl-immunoreaktivitds a TNC C1-C2 magassagaban |év6 transzverzélis metszeteken felndtt him patkédnyokban. A
NTG adasa megemeli a CamKll pozitiv sejtek szamat (b) a placebo-kezelt dllatokhoz képest (a). (c) CamKIl (50 kDa) és B-aktin
(43 kDa) Western blot a him patkanyok C1-C2 szegmentumdbdl. A NTG adésa (2) megemeli a CamKIl expresszidjat a kontrollhoz
(1) képest. CamKll: kalmodulin-fliggd protein kinaz Il, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 50 um.
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13. dbra. CamKII-IR sejtek szama (A) és CamKIl Western blot relativ optikai denzitas him patkany TNC-ben. NTG kezelés utan
(sotét oszlop) mindkét érték szignifikdnsan emelkedett a placebohoz képest (vilagos oszlop) (atlag + S.E.M, n=6, ill. 5, * p<0,05).
CamKll: kalmodulin-fliggd protein kindaz I, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megfigyeléseink jelentdsége

A NTG a c-fos és nNOS expresszidra gyakorolt hatashoz hasonldan (Pardutz és mtsai., 2000) megemelte

a CamKll mennyiségét a TNC terlletén, és itt is ugyanazt a szelektivitdst taldltuk, mint az el6z6
kisérletekben, azaz a valtozas nem jelent meg a Th1 gerincvel6i magassagban. A NTG-bdl keletkezé NO

29



apardutz 101 23

a trigeminalis nociceptiv afferensek révén hozhatja létre ezt a hatasat (Tassorelli és mtsai., 1997). Sok
egyéb funkcidja mellett a CamKIl kiemelt szerepet jatszik az érzé miikodésben és a fajdalomérzésben: a
hatsé gyoki ganglionsejtek és kilondsen a TG sejtek tobbsége CamKIl pozitivitdst mutat (Ichikawa és
mtsai., 2004). A formalin (Liang és mtsai., 2004) és kapszaicin (Fang és mtsai., 2002) topikalis adasa
mellett a SP is megndveli a gerincvelSi CamKIl aktivitdsat (Choi és mtsai., 2005). Fontos, hogy a
fajdalomingerek kapcsan létrejové CamKll emelkedést a migrénben is szerepet jatszd peptiderg
folyamatok kozvetitik (Larsson és mtsai., 2006). Emellett a trigeminalis ganglionsejtek kapszaicin okozta
hiperexcitabilitdsa is részben CamKIl modulalt folyamat: az A tipusu K* dramok csokkenése (Liu és Simon
2003) és a vanilloid receptorok foszforilacidja révén (Jung és mtsai., 2004). Sejttenyészetekben a CamKl|
képes a nNOS foszforilacidn keresztlli inaktivaldsara, ezért lehetséges, hogy a kordbban észlelt NTG
okozta nNOS aktivaciot fékez6 mechanizmust latunk (Komeima és mtsai., 2000), de ragcsaldkban a
CamKIl tobbfajta adenilat ciklazt is aktival, melyek mind részt vehetnek a gerincvel6i szintl centralis
szenzitizacids folyamatokban (Wei és mtsai., 2006). Eredményeink arra utalnak, hogy a CamKIl részt vesz
a NO okozta trigeminalis szenzitizacié folyamatdban és ezaltal szerepet jatszhat a migrén
patogenezisében is.

3.1.5. TRPV1, NFkB, COX2 megjelenése patkdny TNC-ben NTG adasa utan
(Nagy-Groécz és mtsai., 2015)
Hdttér

A TRPV1 jelent6s mértékben expresszalddik a gerincvel6ben és a fizikai és kémiai nocicepcid egyik
integratoranak tekintheté (Tominaga és mtsai.,, 1998). A NO képes a TRPV1 aktivacidjara és ezaltal
megemeli az intracellularis Ca*™ szintet (Miyamoto és mtsai., 2009, Pan és mtsai., 2013).

A nuklearis faktor kappa B (NFkB) - a minden allati sejtben kifejez6d6, a DNS transzkripcidt és a sejt
tulélését szabdlyozd komplex molekula - komoly szereplé a gyulladasos folyamatok kialakulasaban,
mivel hatassal van tdébb citokin expresszidjara, melyek igazoltan szerepet jatszanak a fajdalom és a
hiperalgézia kialakuldsdban (Kress és mtsai., 1996). A COX2 szintén megtaldlhatd a gerincvel&i hatsé
szarv terlletén, részt vesz a nociceptiv feldolgozdsban (Beiche és mtsai., 1998, Mazario és mtsai., 2001)
és szintje megemelkedik a TNC terUletén az orofacidlis fajdalominger alkalmazdsakor (Gao és mtsai.,
2010).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkanyok egyszeri s.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg dézisban. 4 éraval az injekciok
addsa utan az dllatokat perfundaltuk, a TNC-t eltdvolitottuk, TRPV1 és NFkB immunhisztokémiai (n=6
csoportonként), valamint COX2 (n=5 csoportonként) Western blot vizsgdlatokat végeztink. A TRPV
pozitiv rostokat képanalizatorral vizsgaltuk, a NFkB festédést mutatd sejteket megszamoltuk, ill. a
blottok alapjan protein expresszidt mértliink. Az adatokat kétmintds t-probaval hasonlitottuk ossze.
Pontosabbanlasda 6.1.1, 6.3.1., 6.3.2. és 6.3.4. fejezetben.

Eredmények

A NTG egyardant megemelte a TRPV1, a COX2 és a NFkB expressziojat a TNC terlletén (14-16. abra).
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14. dbra. TRPV1-immunoreaktivitas a him feln6tt patkany TNC transzverzélis reprezentativ metszetén placebo és NTG kezelés
utan (A). A NTG kezelés szignifikdnsan megnoveli itt a TRPV1-IR teriletet a placebohoz viszonyitva (B) (atlag + S.E.M, n=6
csoportonként, * p<0,05). IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag, TRPV1: tranziens receptor
potencial vanilloid 1. Lépték: 100 um.
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15. dbra. NFkB-immunoreaktivitas a him felnétt patkany TNC transzverzalis reprezentativ metszetén placebo és NTG kezelés
utan (A). A NTG kezelés szignifikdnsan megemeli a NFkB-IR sejtek szamat a placebohoz viszonyitva (B) (dtlag + S.E.M, n=6
csoportonként, * p<0,05). IR: immunoreaktiv, NFkB: nukledris faktor kappa B, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
Lépték: 50 um.
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16. dbra. COX2 Western blot a him patkdny TNC-b&l placebo és NTG kezelés utdn (a). Az NTG szignifikdns COX2 emelkedést
okoz (b) a placebo kezelt allatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5, ** p<0,01). COX2: ciklooxigenaz-2, NTG: nitroglicerin, TNC:
kaudalis trigeminalis mag.

Megfigyeléseink jelentdsége

Az észlelt véltozdsok beleilleszthet6k a modellinkben lezajlé trigeminalis aktivacid és szenzitizacio
folyamatdba és a jelenségek markerének tekinthet&ek. A gerincvelSben expresszalddd TRPV1 funkciodja
is szorosan kapcsolodik a periférids és centralis szenzitizacié jelenségéhez (Saloman és mtsai., 2013),
melyet |ényegesen csdkkent a receptor blokkoldsa (Kim és mtsai., 2014). Kordbbrdél ismert, hogy a NO
donorok képesek a TRPV1 expresszié 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 tlnik: neurogén gyulladast
alakithat ki és a keletkezé mediatorok, pl. SHT és BK hatdsara johet létre a TRPV1 emelkedés (Strassman
és mtsai., 1996). A gyulladas okozta TRPV1 expresszidndvekedést szamos kisérlet aldtdmasztja: ilyen
hatasu tobbek kozo6tt az interleukin-1 és 6 (Malek és mtsai., 2015), valamint a complete Freud adjuvans
addsa (Amaya és mtsai., 2003). A CGRP szisztémas adasa is képes a TRPV1 expressziojat fokozni a
patkany TG-ban, azaz a gyulladdsos folyamatok mellett ez a direkt hatds is szerepet jatszhat az észlelt
véltozasok |étrejottében (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
esetliinkben a NTG direkt hatdsa kovetkeztében vagy a kialakuld duralis gyulladds kapcsan indirekt
maédon alakulhat ki. A jelenség mind a TRPV1, mind a nNOS részvételével létrejohet: 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 trigeminadlis aktivacid és szenzitizacié 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). Kdzismert, hogy
az NSAID-ok, melyek hatdsat COX, és ezen belll elsésorban a COX2 izoforma gatlasa révén érik el (Yaksh
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és mtsai., 2001), kivaléan alkalmasak a migrénes rohamok kezelésére (Pardutz és mtsai., 2010). A sajat
kisérleteink mellett egyéb adatok is arra utalnak, hogy a COX2 alapvet6 szerepet jatszik a trigeminalis
aktivacids és szenzitizacids folyamatokban, amit az is megerdsit, hogy COX2 emelkedést lehet detektalni
NTG kezelés utdn a hipotalamusz és az agytorzs teriiletén (Tassorelli és mtsai., 2007).

3.1.6. Akinurenin Gtvonal a fejfajas NTG modelljében
(Nagy-Groécz és mtsai., 2017)
Hattér

Az érz§ és nociceptiv rendszerek szenzitizdcios folymataiban alapvetd szerepet tulajdonitanak a
glutamatnak és receptorainak, kiléndsen 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 hatdsu a migrén kilonféle modelljeiben (Csati és
mtsai., 2015, Lukdcs és mtsai., 2016). A kinurenin Utvonal els§ és sebességmeghatdrozd lépése a
triptofan N-formil kinurenin atalakulds, melyet a triptofan 2,3-dioxigenaz (TDO) és az indolamin 2,3
dioxigenaz (IDO) katalizal. Ezt kdvet&en 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 (KMO) és kinureninaz (KYNU)
segitségével. Az Utvonal masik terméke a kvinolénsav, mely a KYNA-val ellentétben glutamat agonista
hatasu és részt vehet a neuronalis sejtpusztulas mechanizmusaban (Behan és mtsai., 1999, Guidetti és
Schwarcz 1999) (17. abra).

Anyag és mddszer

Feln6tt him Wistar patkanyok (n=5 csoportonként) egyszeris.c. NTG injekciét kaptak 10 mg/kg ddzisban,
az allatok masik fele placebo kezelésben részesilt. 4 éraval az injekciok addsa utan az allatokat
perfundaltuk, a TNC-t eltavolitottuk és Western blot vizsgdlatokat végeztliink TDO2, IDO1, KAT, KYNU és
KMO expresszidt vizsgdlva. Az eredményeket a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogendz (GAPDH), illetve
a kinurenin aminotranszferdz 2 (KATII) esetében B-aktin csikokra sztenderdizaltuk. Részletesebben
megtaldlhaté a metodika részben a 6.1.1. és 6.3.2. fejezetben. A normal eloszlast Kolgomorov-Smirnov
teszttel ellendriztik, majd az egyes csoportok atlagait kétmintds t-teszttel hasonlitottuk 6ssze.
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17. dbra. A kinurenin Utvonal (Fejes és mtsai., 2011 alapjan).
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Eredmények

ANTG a kinurenin Utvonal 6sszes vizsgalt enzimének expresszidjat szignifikansan csokkentette a patkany
TNC-ben (18-22. dbra).
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18. dbra. TDO2 Western blot a him patkany TNC-bél placebo és NTG kezelés utan (a). A NTG szignifikans TDO2 csokkenést okoz
(b) a placebo kezelt allatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogendz, NTG: nitroglicerin, TDO2: triptofan 2,3-dioxigenaz 2, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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19. dbra. IDO1 Western blot a him patkdny TNC-bdl placebo és NTG kezelés utdn (a). A NTG szignifikdns IDO1 csokkenést okoz
(b) a placebo kezelt allatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogendz, IDO1: indolamin dioxigenaz 1 tipus, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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20. dbra. KYNU Western blot a him patkany TNC-b6l placebo és NTG kezelés utan (a). A NTG szignifikans KYNU csokkenést okoz
(b) a placebo kezelt allatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogendz, KYNU: kinurenindz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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21. abra. KMO Western blot a him patkany TNC-b6l placebo és NTG kezelés utén (a). A NTG szignifikdns KMO csokkenést okoz
(b) a placebo kezelt allatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat
dehidrogenaz, KMO: kinurenin monoxigendz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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22, dbra. KATII Western blot him patkdny TNC-bdl placebo és NTG kezelés utan (a). A NTG szignifikdns KATII csokkenést okoz
(b) a placebo kezelt dllatokhoz képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). KATII: kinurenin aminotranszferaz 2, NTG:
nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megfigyeléseink jelentdsége

Az érdekes kérdés az, hogy milyen modon csékkenti a NTG a kinurenin anyagcsere enzimeit. A NO képes
az IDO aktivitdsat mérsékelni makrofagokban (Thomas és mtsai., 2007), és hatdsara az enzim csokkent
képz&dését irtdk le a csontvelSben (Hara és mtsai., 2008). Az is ismert, hogy a NO donorok mitokondrialis
funkcidzavart okozhatnak a légzési lanc bénitdsa és citokrom C felszabaduldsa révén (Ushmorov és
mtsai., 1999), ami kapcsolatba hozhaté a csokkent KATII szinttel (Vécsei és mtsai.,, 2013). Nagyon
lényeges kiemelni, hogy a kinureninek fontos szerepet jatszanak az immunfunkcidk szabalyozdsaban, pl.
az IDO, a KMO és KYNU transzkripcidjat az interferonok és a proinflammatoros citokinek szabalyozzak
(Mandi és mtsai., 2012, Hassanain és mtsai., 1993). A NTG képes a NFkB aktivalasara (Nagy-Grocz és
mtsai., 2016, Greco és mtsai., 2005), ami kozponti szerepet jatszik a gyulladas kialakuldsaban, és a
gyulladdsos medidtorok NTG hatdsara torténd felszabaduldsat prednizolonnal ki lehetett védeni (Tfelt-
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Hansen és mtsai., 2009). Mindezt 6sszegezve feltételezhetd, hogy a NO hatdsa a kinurenin anyagcserére
direkt és indirekt médon, a gyulladdsos reakciok révén is megvaldsulhat.

A vizsgalataink eredményei 6sszevethet6k azokkal a megfigyelésekkel, melyben migrénes és cluster
fejfdjdsban szenved6 betegeknél a L-KYN és KYNA csdkkent szintjét mérték szérumban, mely
kapcsolhato az ezen fejfdjasokban feltételezett glutamaterg tulmiikodéshez (Curto és mtsai., 2015a,b),
ami tikrozédhet a migrénes pdacienseknél mért magasabb szérum és liquor glutamat szintben (Cananzi
és mtsai., 1995, Peres és mtsai.,, 2004). Ez a glutamaterg tulsuly az NMDA receptorok fokozott
aktivitdsaval és esetlegesen alacsonyabb KYNA aktivitdssal kombindlodhat. Mivel a centrdlis
szenzitizacidéban kulcsszerepet jatszik a glutamat és NMDA receptorai (Sarchielli és mtsai., 2007), a
kinurenin Utvonal alacsonyabb mikodése és az ebbdl kdvetkezé KYNA csdkkenés részt vehet ebben a
folyamatban.

3.2. Orofacialis formalin, mint a fejfajas allatkisérletes modellje

Az orofacialis régié a test egyik legs(rlbb érz6 beidegzéssel rendelkezd terilete, melynek innervacidjat
a n. trigeminus adja, igy stimuldlasa alkalmas lehet az ide lokalizalédé fajdalommal jard kérképek
vizsgalatara, mint pl. a trigeminus neuralgia vagy egyes fejfajasbetegségek. Leginkabb a régidba adott
s.c. formalin alkalmazdsa a legismertebb, mint a trigeminadlis rendszer aktivaciojat és szenzitizaciojat
okozé dllatkisérletes modell. Az igy beadott higitott formalin szoveti kdrosoddast okoz, mely jellegzetes
viselkedési és elektrofizioldgiai jelenségeket valt ki a kisérleti dllatokban. A formalin okozta tipusos vélasz
kétfazisu, egy par percig tartd kezdeti szakasz utdn atmeneti szlinetet kdvet&en, egy elhlizddo, tartds
fazis jelentkezik, mely akar fél 6raig is eltarthat (Raboisson és mtsai., 2004). Az elsé szakaszért leginkabb
a nociceptorok kozvetlen ingerlése felel6s, mig a masodik periddusban a gyulladds kialakuldsanak
kovetkezményeivel kell szamolni (Tjolsen és mtsai., 1992). Az ebben a szakaszban felszabaduld PGE2,
interleukin 1 és egyéb szenzitizacios 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 patkany orofacialis formalin modelljében
(Fejes-Szabd és mtsai., 2015)
Anyag és mddszer

Felndtt him patkanyok felsé bajuszparnajaba 50 pl 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztiink s.c, mig az
allatok masik fele 50 pl fizioldgids sdoldatot kapott (n=5 csoportonként). Az injekcié utan az dllatokat
azonnal egy 30x30x30 cm méret( tlkorfald terrdriumba helyeztik, melyben a patkdanyok kordbban
habitudcids id6t toltottek el. Az dllatokat 45 percen at vizsgaltuk, a viselkedésukrél videofilm készilt. A
vizsgalati id6tartamot 15x3 perces blokkokra osztottuk, melyben az érintett oldal vakardsaval toltott idé
(masodpercben) adta az adott blokk nociceptiv pontszamat. Az elsé fazis megfelelt az elsé blokknak, a
masodik fazist az 6todik blokktdl a tizenegyedikig szamitottuk. Részletesebben ldsd a 6.1.2. és 6.3.5.
fejezet alatt. Az adatokat alcsoportok és blokkok szerint csoportositva ismételt méréses ANOVA-val
elemeztlk, majd a paronkénti 6sszehasonlitashoz Sidak-féle korrekciot végeztiink. Az elsé és masodik
fazis alcsoportjai kozotti szignifikans kilonbség vizsgalatahoz az adatokat ismételt méréses ANOVA-val
elemeztik, majd Tamhane posthoc tesztet hasznaltuk.
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Eredmények

A viselkedési valaszok megegyeztek a korabbi vizsgalatok eredményével, az injekciét kovetben a
patkanyok azonnal vakarni kezdték az érintett tertletet kb. 3-4 percen keresztll. Ezutan kb. 10 perces
nyugalmi fazis kovetkezett, melyet egy hosszabban tartd, de kevésbé intenziv Un. tonusos szakasz
kovetett, ami 20-22 percig tartott. Mindkét periddus alatt a fajdalommal 6sszekapcsolhatd aktivitds
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a formalinnal kezelt patkanyoknal, a fiziolégids séoldattal
kezeltekhez viszonyitva (23. dbra).
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23. dbra. Az elsg, illetve masodik fazisban a vakardzéssal toltott idét abrazold hisztogram. Mindkét fazisban a trigeminalis
formalin injekcidt kapott patkanyok szignifikdnsan tobb id6t toltottek vakardzassal a fizioldgias séoldatot kapott allatokhoz
képest (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, *** p<0,001).

Megfigyeléseink jelentésége:

Ezen vizsgdlatok megerG@sitették a korabban is megfigyelt és leirt kétfazisu viselkedési mintazatot,
melyet a trigeminalis terlletre adott formalin okozott (Clavelou és mtsai.,, 1995) és a kés6bbi
kisérleteinkhez referenciaként szolgalt.

3.2.2. CGRP expresszié patkany TNC-ben orofacialis formalin adasa utan
(Bohar és mtsai., 2015)
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 provokalhat a betegekben (Hansen és mtsai., 2010, Lassen és mtsai., 2002). Vizsgalata kiemelt
fontossagu a fejfajas allatkisérletes modelljeiben.

Anyag és mddszer

Feln6tt him patkanyok felsd bajuszparnajaba 50 pl 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztlink s.c., mig az
allatok masik fele 50 pl fizioldgids séoldatot kapott (n=13 csoportonként). Négy draval az injekcidk adasa
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utdn az allatokat perfundaltuk, a TNC-t eltavolitottuk és CGRP immunhisztokémiai vizsgdalatokat
végeztiink a TNC-bdl készilt sorozatmetszeteken (+1- -5 mm-ig az obextdl). A CGRP pozitiv rostok altal
boritott terlletet képanalizatorral vizsgdltuk. Lasd még a 6.1.2., 6.3.1. és a 6.3.4. fejezetet. A TNC
kilonb6z8 magassdgaiban mért CGRP altal boritott terlleteket kéttényezds ANOVA vizsgdlattal
hasonlitottuk 6ssze. Amikor a Mauchly-féle szfericitdsi teszt szignifikdnsnak bizonyult Greenhouse-
Geisser kiegészitést alkalmaztunk. A paros atlagok dsszehasonlitdsakor Sidak korrekcié tortént.

Eredmények

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

Megfigyeléseink jelentésége

A trigeminalis aktivacio egyéb modelljeiben a CGRP véltozdsai gyorsan bekdvetkeznek, és érakon beldl
megszinnek (Buzzi és mtsai., 1991, Greco és mtsai., 2008), mellyel jelen eredményeink parhuzamba
allithatoak, azaz feltételezhetd, hogy a CGRP esetleges vaéltozdsai allatkisérletes modelliinkben
hamarabb lezajlottak.

3.2.3. c-fos és nNOS megjelenése a masodlagos trigeminalis neuronok teriiletén
(Pardutz és mtsai., 2000)
Hdattér

A c-fos protein a neurondlis aktivacié kapcsan expresszalédik, a nNOS pedig szenzitizaciés markernek
tarthaté a trigeminovaszkularis rendszer terilletén, ezek a jelenségek az orofacialis formalin modell
alkalmazasa soran is lezajlanak, ezért a vizsgalatuk fontos lehet.

Anyag és mddszer

FelnGtt him patkdnyok felsd bajuszpdrnajaba 50 pl 4%-os formalin oldatot fecskendeztiink s.c., mig az
allatok masik fele 50 pl fizioldgids séoldatot kapott (n=8 csoportonként). Négy drdval az injekcidk addsa
utan az allatokat perfundaltuk és a TNC-t eltdvolitottuk, majd sorozatmetszeteket készitettlink c-fos és
NNOS immunhisztokémiai vizsgdlatok céljabdl. A sorozatmetszetek TNC-beli helyét megallapitottuk,
majd a fest6d§ sejteket a mikroszkdp 10x-os objektive alatt megszamoltuk az injekcid oldaldval ipszi- és
kontralateralisan. Részletesebben lasd a 6.1.2. és 6.3.1. fejezetekben. A sejtek szamat az egymastdl 0,5
mm-re |évé sorozatmetszeteken hasonlitottuk 6ssze. Az adatokat alcsoportok és blokkok szerint
csoportositva ismételt méréses ANOVA-val elemeztik, majd a paronkénti dsszehasonlitdshoz Sidak-féle
korrekciot végeztliink. A szignifikancia szint p<0,05 volt.

Eredmények

Szignifikdns c-fos és nNOS emelkedést detektdltunk a formalin kezelés utdn a TNC azon teriletein,
melyek szomatotopidsan megfelelnek az orofacidlis formalin modell okozta nociceptiv hatdsnak (24.
abra).
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24. dbra. A: Patkany TNC reprezentativ transzverzélis metszetei c-fos immunfestés utdn, a formalin injekcié oldalan (nyil) tobb
c-fos-IR sejt latszik a felszines rétegekben az ellenoldali kontrollhoz képest. Lépték: 500 um. B: Patkany TNC reprezentativ
transzverzalis metszetei nNOS immunfestés utan, a formalin injekcié oldaldn (nyil) tébb nNOS-IR sejt latszik a felszines
rétegekben az ellenoldali kontrollhoz képest. C: A TNC-ben taldlhatd c-fos- és nNOS-IR sejtek szamat dbrazold hisztogram
obextél csokkend tavolsagra l1évé 30 um vastagsagu transzverzalis metszeteken orofacialis formalin injekcid utdn a kezelt és
kontroll oldalon. A formalin szignifikdnsan megemeli a pozitiv sejtek szamat a szomatotopids eloszldsnak megfelel6en (atlag =
S.E.M, n=8 csoportonként). IR: immunoreaktiv, NNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték:
300 pum.
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Megfigyeléseink jelentésége

A korabbi vizsgalatokhoz hasonld eredményeket kaptunk, melyek igazoljak, hogy mas modellekhez
hasonldan (pl. a szisztémdas NTG adasa), az orofacidlis formalin is képes a trigeminalis rendszer aktivacios
és szenzitizacids 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 modellezhetd 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
(Bohar és mtsai., 2013)
Hattér

A c-fos expresszidjdnak mérése jo informaciot adhat az idegrendszeri strukturak aktivitdsdnak
mértékérdl. A migrénben zajld aktivacid és szenzitizacid sordan a TNC neuronjainak fokozott aktivitdsa
észlelhetd (Bergerot és mtsai., 2006). Emellett azonban szamos magcsoport aktivitasat leirtadk migrénes
roham kapcsan a hid dorzolaterdlis részén, valamint a dorzalis kozépagyban (Weiller és mtsai., 1995),
mely nem mutathatd ki a fejre lokalizalédé mas fajdalmas allapotoknal (May és mtsai., 1998). Ez arra
utalhat, hogy az itt elhelyezkedd strukturdak — a PAG, NRM, DR és a LC — részt vehetnek a migrén
patogenezisében. Azt viszont nem tudjuk egyértelm(ien, hogy ezen magok aktivaléddsa a migrénes
roham okaként vagy kdvetkezményeként értékelendéd.

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 kialakulasaban.

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

A koézponti idegrendszerben a LC noradrenalin tartalma a legmagasabb, az itt taldlhaté neuronok
nyulvanyai a felsébb agyi régidk mellett a gerincveld és a TNC terlletére is adnak bemenetet (Samuels
és Szabadi 2008). A funkcidjat hasonlatosnak tartjdk a NRM-hoz a fajdalomérzés szabalyozdsdban
(Mokha és mtsai., 1986) és a TNC innervaciéja mellett (Simpson és mtsai., 1997) az agyi érhaldzathoz is
kild rostokat, ezéltal befolyasolhatja a migrénes roham alatti érrendszeri torténéseket (Lance és mtsai.,
1983).

A PAG elektromos ingerlése analgéziat valthat ki emberben (Hosobuchi és mtsai., 1977), de egyes a
ventrolateralis PAG-hoz kozel elhelyezkedd implantatumok migrénes rohamokat valthatnak ki (Raskin
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és mtsai., 1987), igy ez a struktira mind a fajdalom csillapitdsaban, mind a migrén kialakuldsaban
szerepet jatszhat. A PAG-ot kiilénb6z6 funkcioju hosszanti kolumnakra lehet osztani, melyek a fajdalom
feldolgozdsaban, vegetativ és emocionalis szabalyozasaban jatszhatnak szerepet (Behbehani 1995). A
ventrolateralis PAG aktivalddasanak igazolasa trigeminalis fajdalom kapcsan azt jelezheti, hogy ez a

A

Anyag és mddszer

Feln6tt him patkdnyok jobb oldali TG-ba koncentrikus bipolaris elektrédat sillyesztettlink kloralhidrat
anesztéziaban. Az allatok felénél 30 percig 10 Hz, 0,5 mA-es elektromos ingerlést alkalmaztunk, mig a
kontrollcsoportban nem tortént ingerlés az elektréoda behelyezése utan. Kett§ (n=7 csoportonként) és
négy oraval (n=6 csoportonként) késébb az allatokat transzkardidlisan perfundaltuk. Az agytorzsbél az
obex felett 1,5 mm-tél sorozatmetszeteket készitettiink c-fos immunhisztokémia céljabdl, mely soran
allatonként az egyes metszetek 300 um tavolsagra voltak egymastol. Az immunhisztokémia utan
toluidinkék festést is alkalmaztunk az agytorzsi strukturak kdnnyebb azonositdsa végett. A c-fos pozitiv
sejteket megszamoltuk a TNC, LC, NRM és DR teriiletén a Paxinos Watson (Paxinos és mtsai., 2007)
atlasz alapjan, és a kilonbozé terileteken talalt értékeket a képanalizator (MozaiX, AXioVision, Zeiss,
Németorszag) éltal meghatarozott teriletet figyelembe véve um?-re adtuk meg. A 6.1.3. és 6.3.1.
fejezetben részletesebben megtaldlhatd a metodika. A TNC esetében statisztikai értékelés ismételt
méréses ANOVA-val, Games-Howell, illetve Scheffe post-hoc teszttel tortént. A tdbbi agytorzsi paros
magnal az oldalak kozotti kilonbséget pdros t-prébdval vizsgaltuk. Mivel oldalkilonbséget nem
taldltunk, az adatokat &sszevontuk és egyszempontos varianciaanalizist haszndltunk a csoportok
Osszehasonlitasara, majd Scheffe post hoc tesztet.

Eredmények

A TG elektromos ingerlése mindkét idSintervallumban megemelte az azonos oldali TNC-ben a c-fos
pozitiv sejtek szamat (25, 26. dbra). A NRM mindkét oldalan sejtszdm emelkedést észleltlink ingerlés
utdn. Nem valtozott szignifikdnsan viszont a LC, DR és PAG c-fos pozitiv sejtjeinek szama a stimuldaciét
kovetben (27, 28. abra).
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25, abra. Reprezentativ metszetek a patkany TNC-b&l az obextél kaudalisan 0,5 mm-re. Az élingerelt allatoknal (a, c) nincs
|ényeges c-fos valtozas az ingerlés oldaldn, mig az elektromos stimulacié (b, d) megemeli a c-fos expressziot az ipszilateralis
TNC-ben. A téglalapok az ingerlés oldaldt és a nagyobb nagyitdsu képek helyét jelzik. TNC: kaudalis trigemindlis mag.
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26. dbra. A pm?2-ként mutatkozé atlagos c-fos-IR sejtszdm abrazoldsa a patkany TNC-ben. Az dlingerlés nem okozott szignifikdns
valtozast egyik tulélési id6 esetén sem. Az elektromos ingerlés az elektréda oldaldn szignifikdnsan megemelte c-fos-IR sejtek
szamat az alingerelt allatok megfelel6 oldaldhoz képest (atlag + S.E.M, n=7, ill. 6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01). IR:
immunoreaktiv, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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27. &bra. Reprezentativ metszetek a NRM-bdl stimuldlt (a, ¢, e) és alingerelt (b, d) dllatokbdl 2 6rés (a, b, c) és 4 6ras (d, e)
tulélést kovetben. A nagyobb nagyitasu képek a téglalapnak megfelel§ terlletrél készultek. A c-fos festédés (nyil) gyakoribb a
stimulalt dllatokndl. NRM: nucleus raphe magnus. Lépték 1000 ill. 200 um

44



apardutz 101 23

0,0008 i
——
0,0007 - 1  2éaradlingerelt
El  :craingerelt
0,0006 - E=50 4 dradlingerelt
o e 4 draingerelt
£ 0,0005 1
=
£ 0,0004 -
= s
E 0,0003 - S
N 0,0001 1 "
5] [ y 3
'\%
g N
o S
HE S
w N
2 N
J N
i
B
R
R
0,0000 3
LC

28. dbra. Az 4tlagos c-fos-IR sejtek szama um?2-ként az agytorzs kilonb6z8 magesoportjaiban. A NRM-ban az ingerlés utan 2 és
4 oraval is szignifikdnsan megnétt a c-fos-IR sejtek szdma a kontrollhoz képest. A tobbi mag esetében ilyen valtozast nem
tapasztaltunk (atlag + S.E.M, n=7, ill. 6 csoportonként, * p<0,05). DL: dorzolateralis, DM: dorzomedialis, DR: dorzalis raphe mag,
IR: immunoreaktiv, L: lateralis, LC: locus ceruleus, NRM: nucleus raphe magnus, PAG: periaqueductalis szlirkeallomany, VL:
ventrolateralis. .

Megbeszélés

Vizsgdlataink kimutattdk, hogy a TG elektromos ingerlése nem okoz egységes aktivitdsndvekedést a
migrén generatoroknak tartott magcsoportokban. Maga az elektromos ingerlés az elsédleges
trigeminalis érzé neuronok direkt aktivatora, mely a periférids végzédésen durdlis extravazaciot és
neurogén gyulladadst hoz létre (Markowitz és mtsai.,, 1987), mig a centrdlis nyulvanyok révén
aktivalodnak a TNC masodlagos érzé neuronjaiis (Knyihar-Csillik és mtsai., 1997). Ezt a jelen vizsgalataink
is megerd@sitették, mivel mind 2, mind 4 6rat koveten jelent8s c-fos emelkedés volt az ipszilaterdlis TNC
terlletén az ingerlésnek megfelel6en. Ennek az aktivaciénak kettds hattere lehet, egyrészt az
elektromos dram direkt hatdsa az elsédleges érzé neuronok centralis nyulvanyain keresztil, masrészt a
periféridn létrejove steril gyulladas kialakuldsa indirekt moédon (Markowitz és mtsai., 1987).

A NRM neuronjainak magasabb aktivitasat észleltik az elektromos ingerlést kovetden 2, illetve 4 éraval.
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 legvaldszin(ibb az, hogy a NRM fokozott m(ikddése a leszallo fajdalomérzé
rendszer aktivaldddsa révén, indirekt modon jon létre a kortexen és talamuszon vagy a PAG-on keresztdl
(Hermann és mtsai., 1997) — Iasd 29. abra.

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

Kordbbi vizsgalatok igazoltdk a LC aktivitasfokozddasat fajdalmas ingerek utdn (Ter Horst és mtsai., 2001,
Baulmann és mtsai., 2000), de a fdjdalomérzés 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(itott, mind a kontrollcsoportban, ami szintén arra utalhat, hogy nem a trigeminalis fajdalom, hanem
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
torténik (Tanaka és mtsai., 1996).

s e s

ezen mag kozott direkt kapcsolat van. Korabbi vizsgalatok emelkedést detektaltak itt nouceptw ingerlés
utdn, de a stimuldcid paraméterei masok voltak (Hoskin és mtsai., 2001). Feltételezve, hogy a fenti
valtozasok mdasodlagosak, azaz nincs erés, direkt dsszekottetés a fenti magok és a TNC kozott, akkor az
ingerlés hatdsara a felszallo fajdalomérzé palydk a talamuszon keresztll aktivaljak a kortexet és innen
indul a leszallé rendszer moduldcidja. A TG elektromos ingerlése utan a migrén generatoroknak tartott
magok nem mutattak egyidejd aktivitdsfokozddast, ami azt a megfigyelést er@siti, hogy ez a jelenség a
migrénre specifikus.

Cortex

\

Thalamus

NRM /
TNC

TG

29. dbra. Az eredményeink alapjan az aktivacio Utvonalat mutato sémas abra. Az elektromos ingerlés aktivalja a masodlagos
érz8 neuronokat a TNC-ben, melyet a thalamus és a kortex aktivitdsa kovet. A NRM-ban észlelhet6 fokozott aktivitas
feltehetéleg masodlagos jelenség. NRM: nucleus raphe magnus, TG: trigeminalis ganglion, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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3.4. A dura kémiai ingerlésének hatasa patkdnyban
3.4.1. c-fos vizsgdlata a dura kémiai ingerlése utan patkany TNC-ben

(Laborc és mtsai., 2020)
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 ,gyulladdsos levessel”
(inflammatory soup - IS), ill. complete Freund adjuvanssal (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 korabbi kisérlet nem vizsgdlta a durdlis ingerlés okozta
trigemindlis aktivacié pontos szomatotdpids eloszldsat és a kisérleti korlilmények (anesztézia,
sztereotaxias késziilék, lokdlis lidokain alkalmazasa a m(tét alatt) hatasat.

Anyag és mddszer

Altatds és sztereotaxids rogzités utan 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 terlletet lemostuk, majd 2 (2CFA) és 4 (4CFA) valamint 2,5 (21S) és 4 éra mulva (41S) az
allatokat perfundaltuk. A kontroll csoportokban hasonlé mdédon jartunk el azzal a kilénbséggel, hogy a
kezelést az olddszerekkel, CFA esetében fizioldgias séoldattal (2PHYS és 4PHYS csoport), IS esetén
szintetikus intersticidlis folyadékkal (SIF - 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5mM CaCl,, 10 mM
glikdz 10 mM HEPES pufferben, pH 7,3) végeztik el (2SIF és 4SIF csoport), majd az el6z6ekben leirtak
szerint az allatokat perfundaltuk (n=6 csoportonként). A TNC-t c-fos immunhisztokémiai festések
céljabdl eltdvolitottuk, kriosztattal 30 um vastagsagu sorozatmetszeteket készitettiink: az obextél 1 mm-
el rostralisan kezdve, minden tizedik metszetet hasznaltuk fel egy sorozatban. Kilén csoportokban
vizsgaltuk az anesztézia, a perfuzid, a sztereotaxids készulék és a mdtéti terlleten alkalmazott lokalis
lidokain kezelés esetleges moduldlé hatdsat (n=3-4, ill. lidokain esetén n=2 csoportonként). A sejteket
mikroszkdp alatt 10x objektivvel szamoltuk a TNC I-Il lamindk tertletén. A sejteket a trigeminalis dgak
(V/1, 2, 3) TNC-beli szomatotdpias elhelyezkedésik szerint is megszamoltuk Strassman és Vos
munkajara alapozva (Strassman és Vos 1993). A kezelés hatdsat az oldalisag fliggyvényéban, az agytorzs
kilonb6z6 magassagaiban mutatkozod c-fos sejtszamra ismételt méréses ANOVA segitségével végeztik,
majd a pdronkénti 6sszehasonlitdsoknal Sidak-féle korrekciot hasznaltunk. Az alacsony elemszamu
csoportokban (n=2) nem végeztink statisztikai analizist. Részletesebben ldsd a 6.1.4. és 6.3.1. fejezetet.

Eredmények

Az altaldnos anesztézia és a perfuzid6 nem befolydsolta a c-fos megjelenését a kisérleti
Osszedllitasunkban (az adatokat nem &brazoljuk). A sztereotaxids készilék haszndlata a TNC V/2-es
szomatotdpids terlletén okozott c-fos emelkedést (30. dbra), a m(itét alatt alkalmazott lokalis lidokain
viszont mindegyik csoportban csdkkenti a c-fos aktivitast az V/1-es terlleten (31. dbra).
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30. dbra. A c-fos-IR sejtek szdma sztereotaxias készilék hasznalata utan hisztogramon (A) és a TNC reprezentativ metszetén (C),
a kontroll dllatok adatai (B) és reprezentativ metszete mellett (D). A sztereotaxias allvany haszndlata megemelte a c-fos pozitiv
sejtek szamat az V/2 tertletén (atlag + S.E.M). IR: immunoreaktiv, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 200 um.
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31. dbra. Alidokain kezelés csdkkenti a m(itét kapcsan kialakuld c-fos aktivitast a duralis kezelést nem kapott, m(itott allatokban
(A, C) az V/1 szomatotdpias teruleten a lidokaint nem kapott patkdnyokhoz képest (B, D) (4tlag + S.E.M). IR: immunoreaktiv.
Lépték: 200 um.
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A CFA kezelés nem emelte meg szignifikansan a c-fos pozitiv sejtek szamat sem a masik oldalhoz, sem a
kontroll allatokhoz képest, sem 2, sem 4 dra elteltével (32. dbra). Ezzel szemben az IS alkalmazasa
szignifikdnsan 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 (33, 34. dbra).
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32. dbra. c-fos expresszid a patkany TNC-ben CFA kezelés utan 4 éraval (4CFA), mely nem okoz valtozast a fiziologias séoldatos
kezeléshez viszonyitva (4PHYS) (atlag + S.E.M, n=3 csoportonként). CFA: complete Freund adjuvéns, IR: immunoreaktiv, TNC:

kaudalis trigemindlis mag. Lépték: 200 pum.
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33, abra. A TNC terlletén talalhaté c-fos-IR sejtek szdmat mutatd diagram a teljes hatsé szarvban (A, C) és az V/1 aredban (B,
D) 2,5 draval IS (A-D) és SIF (C, D) kezelés utan. Reprezentativ fényképek a c-fos-IR sejtekrél a hatsé szarvban 2IS (E, F) és 2SIF
(G, H) csoportokbdl. A zold hattér az V/1 aredt dbrazolja. Szignifikdns kilonbség mutatkozik a kezelt jobb oldal sejtszdmaiban
a bal oldalhoz képest mind a teljes hatsoé szarvat szdmolva, mind az V/1 éreét tekintve. A kontroll SIF kezeléshez képest az IS
szignifikdns emelkedést okozott az V/1 terileten (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként * p<0,05, # p<0,01, S p<0,001). IR:
immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték 200 um.
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34, dbra. A TNC terlletén taldlhatd c-fos-IR sejtek szamat mutatd diagram a teljes hatsé szarvban (A, C) és az V/1 areaban (B,
D) 4 6rdval IS (A-D) és SIF (C, D) kezelés utan. Reprezentativ fényképek a c-fos-IR sejtekrél a hatsé szarvban 41S (E, F) és 4SIF (G,
H) csoportokbdl. A zold hattér az V/1 areat dbrazolja. Szignifikans kilonbség mutatkozik a kezelt jobb oldal sejtszamaiban a bal
oldalhoz képest mind a teljes hatsd szarvat szamolva, mind az V/1 éreét tekintve. A kontroll SIF kezeléshez képest az IS
szignifikdns emelkedést okozott az V/1 terileten (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, # p<0,01, $ p<0,001). IR:
immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték 200 um.
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Megbeszélés

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

Korabbi vizsgalatok felvetették, hogy az uretan anesztézia és a pentobarbital adasa utani perfuzié is
onmagaban képes a TNC sejtjeinek aktivaldsara (Strassman és Vos 1993), de mi nem taldltunk ilyen
valtozast kloralhidrat altatds kapcsan. A sztereotaxids készilék alapvetd fontossagl az allatkisérletes
beavatkozdsok pontos végrehajtasdban, ami vizsgélatainkban az V/2-es szomatotdpids terileten
okozott megemelkedett c-fos expresszidt, melynek oka feltehet6leg 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 expressziot flggetlendl attdl, hogy kontroll vagy kezelt allatcsoportrdl volt szé. Mivel az
extra- és intrakranialis érz6rendszer kozds rosthaldzattal mikodik (Kosaras és mtsai., 2009, Schueler és
mtsai., 2013), ez alapjan feltételezhetd, hogy a fejbdron és a periosteumon végzett mitéti beavatkozas
elrejtheti a durabdl érkezé stimulusok hatasat, ezért a lidokain lokalis alkalmazasa javasolhatd ilyen
esetekben.

Kisérleteinkben kétfajta gyulladdsos agenst hasznaltunk a dura ingerlésére. A CFA szub- vagy
intadermilis injekcidja alkalmazhatd a gyulladasos, illetve neuropatias fajdalom modellezésére, beadva
gyorsan 6démat és hiperalgéziat okoz (ladarola és mtsai., 1988). A korai hatdsok gyorsan kialakulnak és
kb. 24-72 6ra kordl érik el a cstcsukat, de hosszu tava szovédményeket is leirtak, pl. granulomatdzus
gyulladast és szoveti nekrozist (Osebold és mtsai., 1982). A 2 és 4 6ras tulélési id6t ezen komplikaciok
elkerilése végett valasztottuk. Erdekes médon sem a rovidebb, sem a hosszabb tulélési id6 esetén nem
lattunk c-fos emelkedést, ha a kezelt-kezeletlen oldalt, illetve allatokat hasonlitottuk Ossze. A
legkézenfekv6bb magyardzat erre, hogy a hatas kiteljesedéséhez nem allt rendelkezésre elég id6. A CFA
s.c. addsa 6démat és hiperalgéziat okoz, melynek csicspontja kb. 24 éranal figyelhetd meg (ladarola és
mtsai., 1988), tovdbba a parotisba adott CFA esetén is késleltetett a TNC-ben megjelend c-fos
emelkedés, mely 72 éraval késébb a legkifejezettebb (Ogawa és mtsai., 2003). Ki kell hangsulyozni, hogy
ezekben a kisérletekben a CFA tartdsan jelen volt, mig a sajat kisérleteinkben a CFA csak 20 percig
maradt a dura felszinén, mely szintén csokkenthette a rovid tavu aktivalédas lehetdségét. Egy masik
vizsgalatban a durdn lokalisan, 20 percen at alkalmazott CFA gyulladasos folyamatokat inditott meg a
TG tertletén 4-24 dra kozott, megemelkedett a CGRP és interleukin 1B szintje a kontrollcsoporthoz
novekedést a TNC teriiletén (Lukdcs és mtsai.,, 2017). Osszegezve, ezekben a kisérletekben a hatds
minimum 2-4 éra utan indul és 1-3 napot kovetéen éri el a csucspontjat, mely egybeesik a késleltetett
gyulladdsos reakcio id6beli lefolydsdval, melyet a CFA els6dleges hatdsanak tartunk (Dvorak és Dvorak
1974). A lassabb hataskezdet mellett a vegetativ idegrendszer m(ikodése is befolydsolhatja az
eredményeket. Kordbbi vizsgalatok kimutattak, hogy a szimpatikus idegrendszer mikodése hatdssal van
a gyulladasos folyamatok kialakuldsara: az immunsejtek alfa adrenerg receptorokat expresszalhatnak,
melyek szdma gyulladas utan még magasabb lesz, ami fokozott citokin felszabadulast eredményezhet
(Bao és mtsai., 2007, Grisanti és mtsai., 2011, Heijnen és mtsai., 1996, Schlereth és mtsai., 2008). A
spindlis protopatias rendszer szimpatikus innervacidja gazdagabb a trigemindlis rendszerhez képest, ami
csokkentheti a gyulladas kialakuldasanak sebességét ez utdbbiban (Schlereth és mtsai.,, 2008). Ezek
alapjan a CFA topikalis addsa inkabb a migrén krénikussa valasanak lehet a modellje (Edvinsson és mtsai.,
2019). llyenkor az afferensek terminalisaibdl felszabadud CGRP lokalis gyulladast idéz el (Geppetti és
mtsai., 2005), mely fenntartott aktivaciét és szenzitizaciét hoz létre (Haanes és Edvinsson 2019) és
onerdsité folyamathoz vezethet. Ez a jelenség az ismétl6d6 migrénes rohamok altal esetlegesen
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kivaltott tartds neurogén gyulladdshoz hasonlithatd, mely a krénikussa valas kialakuldsaban szerepet
jatszhat (Edvinsson és mtsai., 2019).

A migrénben szerepet jatszo steril gyulladas folyamatatdt a durara adott IS-el is lehet modellezni (Chen
és mtsai.,, 2019, Arulmani és mtsai., 2006). Az IS-ben taldlhatd bradikinin, PGE,, 5HT és hisztamin
képesek az érzé neuronok terminalisainak kozvetlen és - egyéb mediatorok felszabaditdsa révén - a
kdzvetett aktivalasara is. Mar 20 perccel a stimuldcié utan ki lehet mutatni az aktivacids és szenzitizacios
markereket az elsédleges érz6 neuronok szintjén és két éra utan a masodlagos érzé neuronok teriletén
(Burstein és mtsai., 1998, Levy és Strassman 2002), melyet a mi vizsgalatainkban is siker(lt igazolni. Az
IS az V/1 szomatotdpias 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 stimulacio utan 4 érdval is megmaradt. Mas kisérletekben, amikor a katétert
a cisterna magndba helyezték nem lehetett oldalkilonbséget észlelni, mivel a teriilet beidegzése
bilaterdlis, tovabba a gyulladast kivalté anyag mindkét oldal felé diffundal (Nozaki és mtsai., 1992).
Korabbi vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a durdlis IS okozta trigeminalis és extratrigeminalis allodynia
3 6ra latenciadval érte el maximumat, és 5-6 6raig tartott (Edelmayer és mtsai., 2009). Ez arra utal, hogy
a centralis szenzitizacio kialakuldsa az IS indirekt hatdsanak kdszonhetd és magyarazhatja a fennmarado
aktivitasfokozddast a kisérletiinkben alkalmazott id6pontoknal. Ezen felll a duralis IS okozta trigeminalis
aktivacio és szenzitizacid tébb pontban is hasonlésdgot mutat a migrénben zajlé valtozdsokkal. Az
allodynia a migrénes betegek tdbb mint 60%-nal megjelenik, és id6beli lefolydsa hasonlit az
allatkisérletes modellben megfigyelheté megjelenéssel (Jakubowski és mtsai., 2005, Lipton és mtsai.,
2008). Az utdbbi valtozdsokat tdobb nem specifikus és specifikus migrénben hatdsos gydgyszer
befolydsolni képes, azaz az IS kezelésnek fontos szerepe lehet Uj szerek vizsgalataban (Jakubowski és
mtsai., 2007, Burstein és mtsai., 2004). Osszefoglalva az IS duralis topikdlis addsa képes a migrénben
lezajlo egyes valtozasok allatkisérletes modellezésére, mig a CFA esetén hosszabb latencia esetén alakul
ki a trigeminovaszkuldris rendszer aktivdlddasa, azaz inkdbb a krénikus allapot modellje lehet.

3.4.2. ACGRP, TRPV1 és nNOS patkdny TNC-ben durdlis IS ingerlés utan
(Spekker és mtsai., 2021)
Anyag és mddszer

Altatds és sztereotaxids rogzités utdn patkanyok koponyacsontjat eltavolitottuk, majd a dura matert
szabadda téve jobb oldalra IS oldatot vagy ennek olddszerét (SIF) helyeztik. Fél draval késébb a terlletet
lemostuk, majd 2,5 és 4 éra mulva az dllatokat perfundaltuk (n=6 csoportonként) és a TNC-t CGRP,
TRPV1 és nNOS immunhisztokémiai festések céljabdl eltavolitottuk. A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok altal
fedett terlletet képanalizator segitségével, a terllet szazalékaként hatdroztuk meg, mig a nNOS pozitiv
sejteket megszamoltuk. Részletesebben lasd a 6.1.4, a 6.3.1. és 6.3.4. szakaszt. A csoportok és oldalak
kozotti kiilonbség analizisét ismételt méréses ANOVA-val végeztik, majd Sidak korrekciot alkalmaztunk.

Eredmények

Kettd és fél, illetve 4 éraval 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
kdvetben, mig a nNOS fest6dést mutatd sejtek szama is megemelkedett 4 6ras latencidval (35,36. abra).

53



apardutz 101 23

35. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a TNC teriletérél IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés utédn 2,5 (A, B) és 4
oraval (C-H). Az aktiv kezelés (IS) megemeli a CGRP (B, D), TRPV1 (F) és nNOS (H) expresszidt a hatso szarv teriletén a
kontrollhoz (A, C, E, G) képest. Ez a nagyobb nagyitdsu képeken is jol észlelhetd. Lépték: 200, ill. 50 um. CGRP: kalcitonin
génreldcids peptid, IS: inflammatory soup, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, SIF: szintetikus intersticidlis folyadék, TNC:
kaudalis trigeminalis mag, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1. Lépték: 200, ill. 50 um.
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36. dbra. A CGRP (A, B), TRPV1 (C) és nNOS (D) expresszio a TNC-ben 2,5 (A) és 4 (B-D) 6raval az IS és SIF kezelést kbvetSen.
Az IS hatasdra szignifikdnsan emelkedik mind a 3 marker megjelenése a kontrollhoz (SIF) viszonyitva (atlag + S.E.M, n=6
csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin génrelacids peptid, IR: immunoreaktiv, IS: inflammatory
soup, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintaz, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis mag, TRPV1.:
tranziens receptor potencial vanilloid 1.

Megbeszélés

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

A TNC teriletén megemelkedett CGRP az elsédleges érzd rostok fokozott miikddésére utalhat, amely
tobblet CGRP felszabadulassal is jarhat, és a termindlisok tertletén megndvekedett expresszid a
magasabb turnovert jelezheti (Greco és mtsai., 2008). Ezzel parhuzamba allithatd az a megfigyelés, mely
szerint IS intraciszternalis addsa utan a jugularis véna vérében magasabb a CGRP koncentracio, azaz
ebben az esetben is megemelkedett a felszabadulas a végzédésekbdl (Hoffmann és mtsai., 2012a). A
CGRP fokozott megjelenése ilyen mddon tébb — a nociceptorokat is aktivdld — medidtor egylttes
megjelenésével azt eredményezi, hogy létrejon a trigeminalis rendszer aktivacidja és szenzitizacioja
(Buckley és mtsai., 1991).
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Négy oras latencidval a TRPV1 expresszidja is fokozddik a hatsé szarvak terlletén. Hasonld jelenséget
észleltek patkdany hatsé gyoki ducsejtekben lokdlis gyulladast kovetéen (Amaya és mtsai., 2003). Ez az
aktivacié megemelkedett intracellularis Ca™ szintet eredményez, mely neuropeptid felszabadulashoz
vezethet (Nakanishi és mtsai., 2010; Boillat és mtsai., 2014) és szerepet jatszik az 6déma és a neurogén
gyulladds kialakuldsaban (Brain és Williams 1989, Vincent és mtsai., 2013). Ezen felll farmakoldgiai
vizsgalatok is alatdmasztottdk a TRPV1 szerepét a sérlléseket kovetd hiperalgézia megjelenésében
(Davis és mtsai., 2000). Az allatkisérletes eredmények parhuzamba allithaték a human vizsgalatokkal: a
TRPV1 mennyisége mind a trigeminadlis ganglionban (Hou és mtsai., 2003), mind a durat is beidegzé
trigeminalis rostokban (Quartu és mtsai., 2016) jelentds, és ezek a rostok CGRP-t is tartalmaznak
(Shimizu és mtsai., 2007). A TRPV1 expresszidjanak fokozédasat figyelték meg human vizsgalatok soran
gyulladadsos fajdalom kialakuldsat kovetéen (Matthews és mtsai., 2004), és migrénes alanyoknal a
kapszaicin képes volt a rohamok enyhitésére (Fusco és mitsai., 2003) feltehetfleg a TRPV1
deszenzitizacidja révén (Hoffmann és mtsai.,, 2012b). Mindezen adatok megerésitik, hogy a TRPV1
kulcsszerepl@je a trigeminalis aktivacidnak és szenzitizdcionak emberben és kisérleti allatban egyarant,
és jelen valtozasai parhuzamba allithatdak a migrénben zajlo eltérésekkel.

A nNOS pozitiv sejtek szamaban is emelkedést lattunk 4 éraval az IS kezelést kdvetEen, 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 sejtekbdl (Palmer és mtsai., 1987), mely a NO és a
gyulladdsos folyamatok szoros kapcsolatdra utal. A NO termelés megemelkedése egy Oner6sitd
folyamathoz vezethet az agyhartydkban, ami CGRP, prosztaglandinok és egyéb medidtorok
felszabaduldsan keresztlil gyors vazodilataciot 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 trigemindlis szenzitizacids folyamatoknak.

Erdekes mdédon a CGRP valtozasai megel6zték a TRPV1 és nNOS emelkedést a kisérleteinkben. Ez arra
utal, hogy az el6bbi inkdbb az elsédleges trigeminalis nociceptorok aktivalddasat jelzi, mig a TRPV1 és
NNOS a kés6bb kialakuld szenzitizacid részjelenségének tarthaté.
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4. Modulacid lehetdsége a migrén allatkisérletes modelljeiben

A betegségek dallatkisérletes modelljei a korélettani folyamatok egy részét utanozzak, ezért a kisérletek
soran észlelhetd valtozdsok moduldldsa betekintést nyujthat az adott betegség pontos folyamatdba,
tovabbalehet&séget biztosithat az esetleges jov6beli farmakoldgiai célpontok azonositdasaban.

4.1. COX gatlas hatasa a migrén NTG modelljében
(Pardutz és mtsai., 2004, Varga és mtsai., 2007, Varga és mtsai., 2009)
Hdttér

Koradbbi kisérletek igazoltak, hogy a NTG szisztémas adasa késleltetett mddon aktivalni képes az
aktivacidos és szenzitizdcidos markereknek tartott molekuldkat a TNC teriletén, mely folyamatban
feltehet6leg a prosztaglandinok jatszanak szerepet. A COX gatld NSAID tipusu szerek hatékonynak
bizonyultak mind a migrénes (Lange és mtsai., 2000), mind a tenzids (Schoenen 2000) fejfajas kezelése
soran, és a prosztaglandinok szamos neurondlis folyamatban szerepet jatszanak ideértve a nocicepciot
is. A szintetizalé enzimnek tobb izoformaja ismert: az allandd szinten expresszalodod ciklooxigendz-1
(COX1), az indukalhaté COX2 és a legujabban felfedezett ciklooxigenaz-3 (Willoughby és mtsai., 2000).
Annak ellenére, hogy lényeges kilonbség van a COX1 és COX2 genetikai struktiraja és szabalyzasa
kozott, a két protein szerkezete és funkcidja igen hasonld (Smith és Dewitt 1996). Els6dlegesen a COX2
szerepe feltételezheté a fajdalomérzés folyamataban, de az egyes kisérletes eredmények a COX1
expresszidjanak emelkedését mutattak gyulladdsban (Wallace és mtsai., 1998). Mindkét izoforma
megtaldlhatd gerincvel8ben, mig a COX1 az érz6 ducokban is jelen van (Chopra és mtsai.,, 2000).
Patkanyokban a COX1, illetve COX2 inhibitorok eltéré6 maédon hatnak a nocicepciéra, mely mindkét
izoenzim részvételére utal ebben a folyamatban (Mazario és mtsai., 2001).

Anyag és mddszer

Kisérleteinkben feln6tt him Wistar patkdnyokat 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 (n=32), COX1 — a patkdnyok szelektiv COX1
inhibitort, SC560-t kaptak tobbfajta ddzisban (1, 3, 5 mg/kg, n=12, 12, 8) és COX2 gatld — NS398
el6kezeléssel (1, 3, 5 mg/kg n=12, 12, 16 csoportonként). Fél éraval kés6bb az allatok fele s.c. NTG
injekcidt kapott 10 mg/kg ddzisban, mig a tobbi patkdny a NTG olddszerét kapta, majd 4 6ras tulélést
kdvetéen a korabbiaknak megfelel6en feldolgoztuk a TNC-t, ill. nNOS és CamKIl immunhisztokémiai
festéseket végeztlink és a pozitiv sejteket megszamoltuk. A lys-ASA el6kezelés esetében nNOS Western
blot vizsgélat is tortént a TNC-b6l, melyet B-aktinra korrigdltunk (n=5 csoportonként). A statisztikai
elemzés kétszempontos ANOVA-val és post-hoc Scheffe teszttel tortént. Részletesebbena 6.1.1,, 6.3.1.
és 6.3.2. fejezetekben.

Eredmények

A korabbiakhoz hasonldéan a NTG kezelés szignifikdnsan megemelte a nNOS és CamKIl expressziodjat,
melyet a lys-ASA elSkezelés ki tudott védeni a nNOS esetében (37-39. dbra). Hasonlé hatdsa volt a COX2
inhibitor el6kezelésnek, mely dézisfligg6 mddon érvényesilt mindkét marker esetében. A COX1 gatld
nem volt hatassal a NTG okozta vdltozdsokra (40-43. abra).
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37.4bra. nNOS-IR a TNC transzverzalis metszetein az obextdl -6 mm-re nem el6kezelt (a, b) és lys-ASA elSkezelt (c, d) allatokban.
Az olddszerhez viszonyitva (a, c) a NTG megemelte a nNOS sejtszamot a nem el6kezelt csoportban (b), mig a lys-ASA el6kezelt
csoportban nem latunk ilyen hatést (d). IR: immunoreaktiv, lys-ASA: lizil-acetil-szalicilat, NANOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz,
NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigemindlis mag. Lépték 50 pm.
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38. abra. nNOS Westen blot a TNC-b6l nem elSkezelt (1, 2) és lys-ASA-val el6kezelt (3, 4) allatokban. Az olddszerhez viszonyitva
(1, 3) a NTG megemelte a nNOS mennyiségét a nem el6kezelt csoportban (2), mig a lys-ASA csoportban nem latunk ilyen hatast
(4). lys-ASA: lizil-acetil-szalicilat, NNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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39, abra. nNOS-IR sejtek szamat és a Western blot optikai denzitdsat abrézold hisztogram a kontroll és lys-ASA el&kezelést
kapott him patkanyokban négy déraval a NTG és placebo elSkezelés utan. A NTG szignifikdnsan megemeli a nNOS-IR sejtek
szamat és mennyiségét, mig ezt a hatast a lys-ASA kivédi (atlag + S.E.M, n=8, illetve 5 csoportonként, * p<0,05). IR:
immunoreaktiv, lys-ASA: lizil-acetil-szalicilat, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdaz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis
trigemindlis mag.

40. dbra. nNOS-IR sejtek a TNC-ben kontroll (a, b), COX2 inhibitor NS398 elSkezelés (c, d) és COX1 gatld SC560 elSkezelés (e, f)
utan, placebo (a, c, e) és NTG injekciokat (b, d, f) kdvet&en. A NS398 elSkezelés kivédte a NTG okozta nNOS aktivaciot. COX:
ciklooxigenaz, IR: immunoreaktiv, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintaz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
Lépték: 50 um.
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41. dbra. nNOS-IR sejtek szamat dbrazold hisztogram SC560, ill. NS398 elSkezelés (COX1 és COX2 gatld) kulonbozE dozisaival
placebo, illetve NTG addsa utan a patkany TNC-ben. A SC560 el6kezelésnél a NTG megemeli a nNOS expresszidt, mig a NS398
esetében ez a hatds doézisfuggé modon eltlinik (dtlag + S.E.M, csoportonként, #, * p<0,05). COX: ciklooxigendz, IR:
immunoreaktiv, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigemindlis mag.

42. 4dbra. CamKII-IR sejtek a TNC-ben kontroll (a, b), NS398 (COX2 gatld) el6kezelés (c, d) és SC560 (COX1 gatld) elSkezelés (e,
f) utén placebo (g, c, e) és NTG injekcidkat (b, d, f) kovetSen. A NS398 el6kezelés kivédte a NTG okozta CamKIl aktivaciot. CamKIl:
kalmodulin-figg6 protein kindz Il, COX: ciklooxigendz, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Lépték: 50 um.
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43, dbra. A CamKII-IR sejtek szamat abrazold hisztogram SC560 (COX1 gatlo), ill. NS398 (COX2 gatld) el6kezelés kilonbozb
ddzisaival placebo, illetve NTG adasa utan a patkdny TNC-ben. A SC560 elSkezelésnél a NTG megemeli a CamKIl expressziot,
mig a NS398 esetében ez a hatds dozisfiggé modon eltlinik (atlag + S.E.M., csoportonként, #, * p<0,05, ## p<0,01). CamKII:
kalmodulin-fiigg6 protein kinaz I, COX: ciklooxigenaz, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megbeszélés

A COX2 megtaldlhatod 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 hatadsos, j6l &tmegy a vér-agy gaton és hatasideje
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 fajdalomérzés folyamataban
(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 szarvéban (Beiche és
mtsai., 1998). Feltételezhetd, hogy ezen izoforma altal szintetizalt prosztanoidok szerepet jatszanak a
szinaptikus transzmisszidban és fokozzak a posztszinaptikus aktivitdst (Adams és mtsai., 1996, Kimura és
mtsai., 1985). Ezek az adatok egybehangzdak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint az aktivacié és
centrdlis szenzitizaciod folyamataban elsGsorban 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., 2003b). A COX2 gatlé celecoxibbal ellentétben a COX1 inhibitor SC560 nem tudta csokkenteni a
karragenin okozta 6démat és hiperalgéziat (Smith és mtsai., 1998). Oralis vagy intratekalis SC560 adasa
nem befolydsolta a formalin teszt alatt kialakulé viselkedéses valaszt, mig a celecoxib és az indometacin
igen (Yamamoto és mtsai., 2002). Osszegezve tehat, az a tény, hogy a COX2 inhibitor két fontos
szenzitizacidés marker - a nNOS és a CamKIl - emelkedését is ki tudta védeni a modellben, arra utal, hogy
a NTG okozta centrélis szenzitizacid 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
(Pardutz és mtsai., 2004)
Hattér

Atriptanok a migrén specifikus rohamkezelésében leginkabb alkalmazott farmakonok, melyek a 5HT1s/10
receptorok agonistaiként csokkentik a trigeminalis nocicepcidét és igen hatékonyak a fejfajas
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csillapitasaban (Buzzi és Moskowitz 1991). A NO donor NTG aktivald és szenzitizaciés hatdsdban
elssorban a trigemindlis elsédleges érzé neuronok centrdlis nyulvanyai vehetnek rész, melyeken
megtalalhatd a 5HTip receptor is (De Vries és mtsai., 1999, Hargreaves és Shepheard 1999), ezért fontos
lehet a triptanok vizsgalata a migrén allatkisérletes modelljeiben.

Anyag és modszer

Hasonléan a kordbbiakhoz feln6tt him patkdnyokat haszndltunk. Az el6kezelés szempontjabdl az
allatokat két csoportra osztottuk, az aktiv el6kezelést kapd csoportban a patkdnyok 0,6 mg/kg dozisu
szumatriptan (Imitrex® GSK, Egyesult Kirdlysag) injekcidt kaptak. Tiz perccel késébb az allatok felét NTG-
vel, mig a masik felét a NTG olddszerével kezeltiik. Négy Ora elteltével az dllatokat perfundaltuk és a
TNC-t eltdvolitottuk nNOS immunhisztokémia (n=8 csoportonként) és Western blot céljabdl (n=5
csoportonként). A pozitiv sejteket megszamoltuk és megmértik a blotok relativ optikai denzitasat. A
nNOS sejtszamok és a B-aktinra korrigdlt optikai denzitdsok statisztikai elemzését ANOVA-val és Scheffe
post-hoc teszttel végeztik. B6vebben ldsd a 6.1.1. 2 6.3.1. és a 6.3.2. szakaszt.

Eredmények

Mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot analizis azt mutatta, hogy a NTG okozta nNOS
expresszionovekedést nem védte ki a szumatriptan el6kezelés (44-46. dbra).

44, dbra. nNOS-IR a TNC transzverzalis metszetein az obextsl -6 mm-re nem el6kezelt (a, b) és szumatriptannal el6kezelt (c, d)
allatokban. Az olddszerhez viszonyitva (a, c) a NTG megemelte a nNOS sejtszamot mind a nem el6kezelt (b), mind a
szumatriptant kapott csoportban (d). IR: immunoreaktiv, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, TNC:
kaudalis trigeminalis mag. Lépték 50 um.
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45, dbra. nNOS Westen blot a TNC-bél nem elSkezelt (1, 2) és szumatriptannal el6kezelt (3, 4) allatokban. Az olddszerhez
viszonyitva (1, 3) a NTG megemelte a nNOS mennyiségét a nem el6kezelt csoportban (2), és a szumatriptdn nem volt képes ezt
a hatast kivédeni (4). nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintaz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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46. dbra. nNOS-IR sejtek szamat és Western blot optikai denzitasat dbrazold hisztogram a kontroll és szumatriptan el6kezelést
kapott him patkanyok TNC-jében négy déraval a NTG és placebo el6kezelés utan. A NTG szignifikdnsan megemeli a nNOS-IR
sejtek szamat, a nNOS expresszidjat, és ezt a hatast a szumatriptan nem befolyasolja (atlag + S.E.M, n=8, illetve 5 csoportonként,
* p<0,05). IR: immunoreaktiv, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintaz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megbeszélés

Erdekes mddon a migrénes rohamban rendkiviil hatdsos szumatriptdn a kisérletiinkben nem tudta
kivédeni a NTG okozta nNOS emelkedést, azaz ezen szenzitizacids folyamatnak nem volt hatékony
gatléja. A NO okozta nNOS emelkedés hatterében a centralis primer afferensek és a masodlagos érzé
neuronok koézotti onerdsité folyamatot feltételeziink. Ebben az esetben a primer afferenseken
megtalalhatd 5HTis/10 agonista farmakon, a transzmitterfelszabadulas gatlasa révén megszakithatja ezt
a folyamatot (Arvieu és mtsai., 1996). Allatkisérletekben a szumatriptan képes volt megakadalyozni a
CGRP felszabadulast a trigeminadlis végzédésekbdl a TG elektromos ingerlését kbvetden (Knyihar-Csillik
és mtsai., 1997) és NTG krénikus adasa esetén kivédte a hiperalgéziat (Pradhan és mtsai., 2014). A
szumatriptan hatastalansaga jelen vizsgédlatunkban arra utal, hogy a 5HT1g/p receptorok aktivalasa nem
képes a NO okozta nNOS emelkedés kivédésére. Korabbi 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 5HTispp receptorok mellett mas S5HT
receptorok is szerepet jatszanak a trigeminovaszkuldris rendszer szenzitizacidés folyamatdban,
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magyardzva 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 zajld dnerdsit6 folyamatot. Ezzel parhuzamba allithaté az
a kisérleti eredmény, melyben a szumatriptdn csak akkor volt hatékony a sinus sagittalis superior
ingerlése utan, ha az allatok el6z6leg a vér-agy gatat kdrositd mannitol kezelést kaptak (Kaube és mtsai.,
1993), mig ez nem volt szilkséges a lipofilebb triptanok alkalmazasakor (Goadsby és Hoskin 1996,
Goadshby 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). Lehet, hogy az itt alkalmazott magasabb NTG adag,
kifejezettebb trigemindlis aktivaciét okoz, melyet mar nem tud blokkolni a szumatriptan.

4.3, Szumatriptdn hatasa a duralis IS modellben
(Spekker és mtsai., 2021)
Anyag és mddszer

Az IS és SIF kezelés el6tt 10 perccel az éllatok fele szumatriptan (Imigran® GSK, Egyesult Kirdlysag)
injekcidt kapott s.c. 0,6 mg/kg ddzisban, ezt kovetSen a kordbbiakban leirtak szerint tortént a dura IS és
SIF kezelése. Kett6 és fél, illetve 4 éra mulva az dllatokat perfundaltuk és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS
immunhisztokémiai festések céljabdl eltavolitottuk (n=6 csoportonként). A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok
altal fedett terlletet képanalizator segitségével hataroztuk meg, mig a nNOS pozitiv sejteket
megszamoltuk. Részletesebben a metodika szekcid 6.1.1., 6.3.1. és 6.3.4. részében olvashatd. Az obextdl
kilonboz6 tavolsagra |évé metszeteken mért és szamolt adatokat az egyes csoportokban ismételt
méréses ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze Holm-Sidak modszerrel kiegészitve.

Eredmények

Az IS kezelt dllatokban mind a 3 marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt (CGRP 2,5 és 4 6ra
utdn, TRPV1, nNOS 4 érat kdvetSen). A szumatriptan elSkezelés ezen hatdsokat képes volt szignifikans
maodon csokkenteni (47-50. dbra).
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47. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC tertletérdl IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés utén 2,5 (A-
D) és 4 oraval (E-H). Az allatok fele (C, D, G, H) szumatriptan el6kezelést kapott 0,6 mg/kg ddzisban. Az aktiv kezelés (IS)
megemeli a CGRP (B, F), expressziot a hatsé szarv tertletén a kontrollhoz (A, E) képest. A szumatriptant kapott allatoknal ilyen
valtozds nem lathatd. Ez a nagyobb nagyitasu képeken is jol észlelhetd. CGRP: kalcitonin génreladciés peptid, IS: inflammatory
soup, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kauddlis trigeminalis mag. Lépték: 200, ill. 50 um.
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48. dbra. A CGRP expresszid a TNC-ben 2,5 és 4 6réaval az IS és SIF kezelést kovetben. Az IS hatdsara szignifikdnsan emelkedik a
CGRP a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a szumatriptan el6kezelést kapott allatokban nincs kilonbség az aktiv kezelt csoport
(SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) kozott (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin
génrelacids peptid, IR: immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis
mag.
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49. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC terlletérdl IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés utan 4 éraval
TRPV1 (A-D) és nNOS (E-H) immunhisztokémiai festéssel. Az allatok fele (C, D, G, H) szumatriptan el6kezelést kapott 0,6 mg/kg
ddzisban. Az aktiv kezelés (IS) megemeli a TRPV1 (B), és nNOS (F) expresszidt a hatso szarv tertletén a kontrollhoz (A, ill. E)
képest. A szumatriptant kapott allatoknal ilyen valtozas nem lathatd. Ez a nagyobb nagyitasu képeken is jél észlelhetd. IS:

inflammatory soup, nNOS: neurondlis nitrogén-oxid szintdz, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kauddlis trigeminalis
mag, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid. Lépték: 200, ill. 50 pm.
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TRPV1-IR 4 draval az IS kezelés utan nNOS-IR 4 drdval az IS kezelés utan
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50. abra. A TRPV1 és nNOS expresszié a TNC-ben 4 éraval az IS és SIF kezelést kdvetSen. Az IS hatdsara szignifikdnsan emelkedik
a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a szumatriptan el6kezelést kapott allatokban nincs kilénbség az aktiv
kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) kozott (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
IR: immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC:
kaudalis trigemindlis mag, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid.

Megbeszélés

A vizsgdlatunkban a szumatriptdn képes volt a CGRP és TRPV1 megemelkedd expresszidjat moduldlni a
S5HT1g/p receptorokon keresztil hatva. A CGRP kolokalizaciot mutat a 5HTigp receptorokkal a
trigeminalis rendszerben (Ma és mtsai., 2001), és a szumatriptan preszinaptikusan blokkolja a nociceptiv
neuropeptidek felszabaduldldsat az els6dleges idegvégzédésekbdl (Arvieu és mtsai., 1996). Mivel a
és mtsai., 2009), ezért a S5HT TRPV1-et moduldld hatdsa valdszinlinek tlnik. Ezt megerdsiti, hogy az
intraciszterndlisan 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 utdni 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 hatdsa a NTG modellben

Fejes-Szabo és mtsai., 2018, Pardutz és mtsai., 2002, Pardutz és mtsai., 2006)

Hdttér

A fajdalom intenzitdsanak érzékelése és a fajdalomcsillapitdkra adott vélasz kilonbdzhet a nemeknél;
alacsonyabb fajdalomkiiszdb, érzékenyebb fajdalomdiszkriminacio 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 teriletre lokalizal6dé fajdalom szindrémak
gyakrabban fordulnak el naluk, mint példaul a temporomandibularis diszfunkcié (LeResche 1997) vagy

az arcidegzsdba, melyre a rovid, intenziv, visszatéré fajdalomérzés jellemz8 a trigeminus againak egyes
teriletén (Katusic és mtsai., 1990).
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A nemi hormonok, elsGsorban az dsztradiol, [ényegesen befolyasoljdk a primer fejfajasok, igy a migrén
klinikai képét is. A serdil6kort kovetben a nék kétszer, haromszor gyakrabban szenvednek migrénben,
mint a férfiak. A plazma hirtelen 6sztrogénszint csokkenése is migrént provokalhat, pl. a menstrudciot
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 el6fordulasa is lényegesen magasabb a nék esetében (Rasmussen és mtsai.,, 1991). Ezek az
adatok arra utalnak, hogy nemi hormonok lényegesen befolydsolhatjdk a trigemindlis fajdalomérzést.

Az allatkisérletes eredmények is megerdsitik a fajdalomérzésben fellelhetd szexudlis dimorfizmust,
valamint a nemi hormonok moduldlé hatdsat az orofacidlis fajdalomérzés kapcsan (Cairns 2007),
tovabba patkanyoknal igazolt a nemi hormonok befolydsa a lokalizaciéfliggs fajdalom esetében (Pajot
és mtsai., 2003). A kraniofacidlis fajdalomérzetet érinté nemi kett6sség arra utal, hogy a trigeminalis
neuronok érzékenyek a nemi hormonokra, melyek moédosithatjak a midkddésiiket. Ezek a receptorok
megtalalhatdak mind a TG, mind a TNC terUletén, mely megteremtheti a lehetéségét a modulativ
hatasnak az aktivacio, ill. a periférias és centralis szenzitizacio teriletén egyardnt (Bereiter és mtsai.,
2005, Gupta és mtsai., 2011, Lee és mtsai., 2013, 2016). A sok dsszegydilt 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 6sztrogénkezelt csoport allatainal 15 mm hosszu (3,18 mm kiilsé és 1,57 mm
bels§ atmérdjl) silastic kapszulat Gltettlink a bér ald, mely 17B-6sztradiol és koleszterol 1:1 ardnyu
keverékével volt megtoltve (OVX+E;). A hormonkezelést nem kapd allatok (OVX) csak koleszterolt
tartalmazé kapszulat kaptak (n=5 csoportonként). Bévebben lasd a 6.2. fejezetben. A belltetést
kovetSen heti gyakorisaggal, 5 alkalommal vért vettiink a farokvénabdl, majd centrifugalas utan (12000
rpm, 10 percen at, 4°C hdmérsékleten) a szérumbdl dsztradiol szintet mértiink az Osztradiol EIA Kit
segitségével (Cayman Chemical Company, USA) a gyartd instrukcidi alapjan. Az adatokat ismételt
méréses ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze, ahol a figgetlen szempont a kezelés volt, az egyedeken belili
szempont pedig a mérés ideje. Ezt kovetben a paronkénti 6sszehasonlitas Holm-Sidak korrekciodval
tortént.

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 dsztrogénszintje dsszevethetd a prodsztruszban lévd
allatok hormonszintjével. Erdekes mddon az OVX allatokndl is mérhetd sokkal alacsonyabb, de nem
elhanyagolhaté dsztrogénszint a plazmaban (51. dbra), mely extragonadalis eredetlinek tarthaté (Zhao
és mtsai., 2005).
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51. abra. A 17B-6sztradiol koncentracidja az ovariektomizalt (OVX) és az overiektomizalt, 6sztrogénkezelt (OVX+E,) dllatoknal a
kapszulak betltetése utani hetekben. Az 6sztradiol tartalmu kapszula szignifikdnsan megemelte a szérum 17B-0sztradiol
koncentracidjat mindegyik vizsgalt id6pontban. (atlag £ S.E.M, n=5 csoportonként, *** p<0,001).

Anyag és mddszer

FelnGtt néstény patkanyok ovariektomiajat kovetSen az allatok felénél 17B-0sztradiol (OVX+E,), mdsik
felénél koleszterol (OVX) tartalmu kapszuldt Ultettiink a bér ald a fentieknek megfelel6en. Egy hdnappal
késébb az allatok fele egyszeri s.c. NTG injekcidt kapott 10 mg/kg ddzisban, mig a tobbi allatot a NTG
olddszerével kezeltik. A kezelést kdvetéen négy odrdval a patkanyokat (n=8 csoportonként)
perfunddltuk, majd a TNC-t eltdvolitottuk immunhisztokémiai festések (CGRP, S5HT és CamKIl) és
Western blot (CamKIl) céljabol. A festett metszetek esetében az immunpozitiv rostok altal fedett
terlleteket (CGRP, 5HT) és a fest6dést mutatd sejtek szamat (CamKIl) vizsgdltuk. A Western blot
esetében a relativ optikai denzitasértékeket hasonlitottuk 6ssze. Lasd a metodikarész6.1.1.,6.2.,6.3.1,,
6.3.2. s 6.3.4. szakaszat. Az adatokat ANOVA-val vizsgaltuk, az egyedeken belili szempont a gerincvelsi
lokalizacio, mig a flggetlen szempont pedig a kezelés volt, majd a paronkénti dsszehasonlitdskor
kétmintds t-prébat hasznaltunk.

Eredmények

Az OVX dllatokban a himek eredményeihez hasonldéan a NTG kezelés markans valtozdsokat okozott. A
CGRP-IR rostok altal lefedett terllet csokkent, mig a S5HT és a CamKll expresszid szignifikdnsan
emelkedett a NTG hatdsara a TNC teriletén. Az OVX+E; patkanyoknal a NTG hatdsa nem érvényesult és
az alap expresszio a CGRP esetén alacsonyabb, mig a SHT esetében magasabb volt (52-57. abra).
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52. dbra. CGRP-IR néstény patkany TNC transzverzélis metszetein. OVX patkanyokban a NTG el6kezelés (B) lecsokkenti a CGRP
pozitiv rostok mennyiségét a kontrolhoz (A) képest, az OVX+E, csoportban (C,D) nem latunk ilyen hatast. CGRP: kalcitonin
génrelaciés peptid, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizalt, OVX+E,: ovariektomizalt, 0sztrogénkezelt
allatok, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 50 pm.

53. dbra. SHT-IR néstény patkany TNC transzverzalis metszetein. A NTG el6kezelés (B) megemeli a 5HT pozitiv rostok
mennyiségét a kontrollhoz képest (A) az OVX patkdnyokban, az OVX+E; csoportban nem latunk ilyen hatast (C, D). SHT:
szerotonin, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizalt, OVX+E;: ovariektomizalt, 6sztrogénkezelt allatok, TNC:
kaudalis trigemindlis mag. Lépték: 50 um.
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54. dbra. A: A TNC-ben megjelen6 CGRP-IR rostok altal fedett tertilet OVX és OVX+E, patkdnyokban 4 éraval a placebo, illetve
NTG adasa utén (atlag + S.E.M, n=8). Az OVX 4allatokban szignifikdnsan csokkent a beidegzett terllet NTG utan (*** p<0,001),
mig az OVX+E, allatokban nem. A placebokezelt csoportokban az OVX+E, allatokban a CGRP-IR rostok altal fedett terilet
szignifikansan alacsonyabb az OVX allatokhoz képest (# p<0,05). B: A TNC-ben megjelend 5HT-IR rostok altal fedett terilet OVX
és OVX+E, patkdnyokban 4 éraval a placebo, illetve NTG addsa utan (4tlag + S.E.M, n=8). Az OVX &llatokban szignifikdnsan
emelkedett a beidegzett terllet NTG utan (*** p<0,001), mig az OVX+E, allatokban nem. A placebokezelt csoportokban az
OVX+E; allatokban a 5HT rostok altal fedett teriilet szignifikdnsan magasabb az OVX dllatokhoz képest (### p<0,001). SHT:
szerotonin, CGRP: kalcitonin génreldciés peptid, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizalt, OVX+E;:
ovariektomizalt, 6sztrogénkezelt dllatok, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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55. dbra. CamKII-IR néstény patkdny TNC transzverzalis metszetein. A NTG el6kezelés (B) megemeli a CamKll pozitiv sejtek
mennyiségét a kontrollhoz képest (A) OVX allatokban, mig az OVX+E; csoportban (C, D) nem. CamKII: kalmodulin-figgd protein
kinaz Il, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizélt, OVX+E,: ovariektomizalt, 6sztrogénkezelt allatok, TNC:
kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 50 um.
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56. abra. CamKIl (50 kDa) és B-aktin (43 kDa) Western blot ndstény patkanyok TNC-jébdl placebo (1, 3) és NTG (2, 4) el6kezelés
utan. Az OVX (1, 2) allatokban a CamKll expresszié megnd NTG utan, mig az OVX+E; (3, 4) allatok esetében nincs ilyen kilonbség.
CamKIl: kalmodulin-fligg6 protein kindz Il, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizalt, OVX+E,: ovariektomizalt, dsztrogénkezelt
allatok, TNC: kaudadlis trigeminalis mag.
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57. dbra. A TNC-ben megjelené CamKII-IR sejtek szama (A) és CamKIl optikai denzitdsa (B) OVX és OVX+E, patkanyokban 4
oraval a placebo, illetve NTG addsa utan (dtlag + S.E.M, n=8, illetve n=5 csoportonként). Az OVX allatokban szignifikansan
magasabb a CamKIl expresszio NTG utan (* p<0,05), mig az OVX+E; dllatokban ez nem észlelhetd. CamKIl: kalmodulin-fligg8
protein kinaz Il, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizalt, OVX+E;: ovariektomizalt, 6sztrogénkezelt allatok,
TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megbeszélés

Kisérleti adataink igazoljak, hogy az 6sztradiol befolydsolja a CGRP, a 5HT és a CamKIl expressziéjat a
patkany TNC-ben szisztémas NTG utan. Korabbi adatok alapjan az dsztrogén 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),
mikdzben csdkkenti a SHTT-t, mely a visszavételért felelés (Pecins-Thomson és mtsai., 1998, Rehavi és
mtsai., 1998).

A CGRP esetében a mi kisérleteinkben is csdkkent expressziot tapasztalhatunk a TNC teriletén azoknal
az allatoknadl, ahol az dsztradiol plazmakoncentracidja magasabb, mely parhuzamba allithatd a fenti,
korabbi eredményekkel. Az dsztrogén receptorok jelen vannak a gerincvelGi érzé ducok sejtjeiben (Yang
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és mtsai., 1998, Taleghany és mtsai., 1999), valamint a gerincvel&i szirkedllomanyban (Shughrue és
mtsai., 1997). Az 6sztradiol ezeken a receptorokon keresztil hatva csdékkentheti a CGRP expresszidt és
védi ki a NTG hatdsait. A CGRP-vel szemben a kronikusan magas 6sztrogénszint megemelte a 5HT
expressziot a TNC teriletén, mely hatdsért els6sorban az 6sztrogén okozta magasabb triptofan
hidroxilaz és a csokkent 5HT visszavétel tehetd felelGssé. Emellett az 6sztrogén képes a 5HT1a receptorok
deszenzitizacidjara a hipotalamuszban (Raap és mtsai., 2000), mely a leszalld szerotoninerg rendszer
indirekt serkentését eredményezheti. Az Osztrogén receptorok, melyek felelsek lehetnek a hatas
kialakuldsaért, megtalalhatoak a raphe mag neuronjaiban (Leranth és mtsai., 1999). Hasonléan a CGRP-
hez, a 5HT esetében sem mutatkozott valtozds az OVX+E; allatokban NTG kezelés utdn, melyet akar
annak is tulajdonithatunk, hogy az eleve megemelkedett expresszid miatt tovabbi névekedés mar nem
volt lehetséges. Masrészrél 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 krénikus osztradiol kezelés kivédi a NTG indukalt CamKIl emelkedést is. A hippokampuszban, ahol a
CamKiIl alapveté szerepet jatszik a hosszU tavu potenciacidban, az 6sztradiol megemeli ezen enzim
expresszidjat (Pozzo-Miller és mtsai., 1999, Sawai és mtsai., 2002). A mi eredményeink ellentmondanak
ennek, hisz nem taladltunk alap CamKIl expresszidondvekedést kronikus 6sztradiol kezelés soran, viszont
eltlint a NTG hatasa.

Erdekes parhuzamot vonni a kisérleteink eredménye, mely szerint a migrént provokald NTG (Olesen és
mtsai., 1993) hatdsat a magas 0sztrogénszint kivédi, és a klinikum kozott. A migrénes fejfajas legtobbszor
lényegesen javul terhesség alatt, amikor a nemi hormonok szintje stabilan magas (Marcus 1995,
Silberstein és Merriam 2000).

4.5. A kronikus 6sztradiol kezelés hatasa az orofacialis formalin modellben
(Fejes-Szabd és mtsai., 2018)
Anyag és mddszer

Feln6tt néstény patkanyok ovariektomidjat kévetSen az allatok felénél 6sztrogén (OVX+E;), masik
felénél koleszterol (OVX) tartalmu kapszulat Gltettiink a bér ald a kordbbiakban leirtaknak megfelelGen.
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 séoldatot kapott ugyanigy (OVX-Phys, OVX+E,-Phys, n=10-12 csoportonként). A
kezelést kdvetben az allatok viselkedését tikorfalu terrdriumban vizsgdltuk (30x30x30 cm), mely folott
1 m-el kamerat helyeztlnk el. 10 perces habituacid utan az allatok megkaptak az injekciét, majd 45
percig visszatettik 6ket. A 45 perces felvételt 3x15 perces blokkokra osztottuk, mely soran egy figgetlen
vizsgadld meghatdrozta, hogy mennyi id6t toltottek az allatok az injektdlt terllet vakardsaval. A
viselkedésvizsgalatok adatait a kordbban mar leirtak szerint analizaltuk (Clavelou és mtsai., 1995).
B&vebben megtaldlhatd a 6.1.2., 6.2. és 6.3.5. fejezetekben. Az egyes csoportok kdzotti viselkedésbeli
kilonbséget egytényez6s ANOVA teszttel vizsgaltuk Tamhane post-hoc teszt segitségével. A
szignifikancia szint p<0,05 volt.

Négy éraval a formalin és séoldat injekciok addsa utan az allatokat transzkardialisan perfundaltuk, majd
a TNC-bd6l sorozatmetszeteket készitettlink c-fos immunhisztokémiai vizsgalatok céljabdl. A metszeteket
fénymikroszkép alatt vizsgdlva megszamoltuk a fest6édést mutatd sejteket. Az obextdl kilonbozd
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tavolsagra lévé metszeteken mért és szamolt adatokat ismételt méréses ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze
Sidak post-hoc teszttel kiegészitve. Részletesebben lasd a 6.3.1. szakaszt.

Eredmények

A viselkedési valasz kdvette a korabbi vizsgdlatokban taldlt mintazatot. A fizioldgias sdéoldatot kapott
allatok viselkedése nem valtozott Iényegesen, viszont a formalin injekcid utan az éallatok intenziven
vakartak az érintett tertletet 3-4 percen keresztll. Az elsé fazisnak nevezett periddust egy 9-10 percig
tartd nyugalmi szakasz kovette, majd egy kevésbé intenziv dllando vakardsi reakciot észleltlink az allatok
részérél, az un. masodik fazist, mely kb. fél érdig tartott. Eredményeink azt mutatjak, hogy a formalin
injekciot kapott allatok fajdalomkerilé viselkedése szignifikdnsan hosszabb, mint a sdoldatosoké.
Emellett azt észleltik, hogy az OVX+E,-Form allatok szignifikdnsan tobb id6t toltdttek vakardzassal az
OVX-Form allatokhoz képest az elsé és a masodik fazis soran (58. abra).
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58. abra. A fajdalommal 6sszefliggs viselkedést mutatd diagram az OVX-Phys, OVX+E,-Phys, OVX-Form és OVX+E,-Form
csoportokban (atlag + S.E.M, n=10-12 csoportonként). A teljes id6tartam alatt vakardzassal toltott id6 dbrdzolasa 3 perces
blokkokra osztva mind a négy allatcsoportot tekintve (A). Az OVX-Form és OVX+E,-Form csoportokban a formalin hatas két
fazisa jol latszik. Az elsé fazis (1. blokk, els6 szlirke hattér) 3-4 percig tartott, melyet egy nyugalmi szakasz kovetett 9-10 percen
keresztul (2-4. blokk, fehér hattér); a masodik fazis 30-33 percig tartott (5-15. blokk, masodik sziirke hattér). A vakardzas
kifejezettebb az OVX+E,-Form csoportban az OVX+Form csoporthoz viszonyitva. Az OVX-Phys és OVX+E,-Phys csoportban nem
latszik a kétfazisu fajdalommal kapcsolatos viselkedésminta. A vakardzassal toltott id6 két fazisra bontva (B, C) mind a négy
allatcsoportban (atlag + S.E.M, n=10-12 csoportonként). A formalin injekcid (OVX-Form, OVX+E,-Form) mind az elsé mind a
masodik fazisban szignifikdnsan megemelte a vakardzasi idét a séoldattal kezelt dllatokhoz képest (OVX-Phys, OVX+E,-Phys, *
p<0,01, *** p<0,001). Az 6sztradiol mindkét fazisban fokozta a formalin okozta viselkedésvalaszt az OVX-Form csoporthoz
viszonyitva (# p<0,05, ### p<0,001). OVX-Form: ovariektomizalt allatok, melyek bajuszparnajukba formalin injekciot kaptak,
OVX+Ex-Form: ovariektomizalt, osztradiol kezelt dllatok, melyek bajuszparnajukba formalin injekcidt kaptak, OVX-Phys:
ovariektomizalt dllatok, melyek bajuszparnajukba fizioldgids sdoldat injekciot kaptak, OVX+Ez-Phys: ovariektomizalt, 6sztradiol
kezelt dllatok, melyek bajuszparnajukba fizioldgias séoldat injekcidt kaptak.
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A c-fos expresszidban nem volt kilonbség a sdoldattal kezelt allatok ipszi- és kontralateralis oldala,
valamint a formalinnal kezelt allatok kontralaterdlis oldaldan mért értékek kdzott. A formalin injekcio
hatasara szignifikdnsan megemelkedett az ipszilateralis c-fos expresszido a szomatotdpias eloszlasnak

megfelel6en a kontralateralis oldalhoz viszonyitva. Ez a hatds szignifikdnsan kifjezettebb volt az OVX+E;
allatoknal az OVX-hez viszonyitva (59., 60. abra).
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59. adbra. c-fos-IR sejtek a ndstény patkany TNC transzverzalis metszetein 4 draval az orofacialis formalin kezelés utan
ovariektomizalt (OVX-Form) és ovariektomizalt, Osztradiol kezelt (OVX+E,-Form) allatoknal. A formalin ipszilaterdlisan
megemeli a c-fos expressziot és ez kifejezettebb az OVX+E; allatokban. IR: immunoreaktiv, OVX-Form: ovariektomizalt allatok,
melyek bajuszpdrndjukba formalin injekcidt kaptak, OVX+E,-Form: ovariektomizdlt, oOsztradiol kezelt allatok, melyek
bajuszparnadjukba formalin injekcidt kaptak, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték 500, ill. 50 um.
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60. dbra. c-fos-IR sejtek atlagos szdmanak abréazolasa a patkany TNC kilénb6z6 magassagaiban (atlag + S.E.M, n=10-12
csoportonként). A formalinkezelés ipszilateralisan szignifikdnsan megemeli a c-fos pozitiv sejtek szamat mind az OVX-Form (*
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001), mind az OVX+E,-Form csoportban (+ p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001) a kontralateralis
oldalhoz viszonyitva. A formalin hatédsa kifejezettebb volt az 6sztradiollal el6kezelt allatokban (# p<0,05, ## p<0,01, Hi#
p<0,001). A kontralateralis oldalon nem mutatkozik kilonbség. IR: immunoreaktiv, OVX-Form: ovariektomizalt allatok, melyek
bajuszparnajukba formalin injekcidt kaptak, OVX+Ex-Form: ovariektomizalt, 6sztradiol kezelt dllatok, melyek bajuszparnajukba
formalin injekcidt kaptak, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Megbeszélés

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy esetlinkben a krénikus B-6sztradiol kezelés pronociceptiv hatassal
bir. Ez a hatas az orofacialis formalin modell elsd és masodik fazisaban is észlelhetd. Az el6bbi a formalin
okozta kémiai stimulaciénak, a masodik pedig az ezt kovetd gyulladasos reakcidonak tudhato be (Tjolsen
és mtsai., 1992). Emellett a krénikus Osztrogénkezelés 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 megtaldlhatdak a trigemindlis rendszerben. Az alfa
receptorok az elsédleges trigeminalis neuronok tébb mint 20%-ban a nagyobb sejtek magjaiban és a
kisebb sejtek citoplazmdjaban fordulnak el (Liverman és mtsai.,, 2009a), emellett a TG szatellita
gliasejtjei is expresszaljdk ezeket (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 trigemindlis ducsejtek kozel harmaddban 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 fennall az alfa és béta receptorok kozott (Bereiter és mtsai., 2005). Ezen kivul az alfa receptorok
megtaldlhaték a nocicepciora reagald idegsejtekben (Amandusson és Blomgvist 2010), mig a GPR30
egerek TNC-jében is megjelenik (Hazell és mtsai., 2009). Human szovettani vizsgalatok is igazoltak az alfa
receptor jelenlétét a TNC neuronjaiban, gliasejtjeiben és rostjaikban, mig a béta receptort a neuronok
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citoplazmajaban mutattak ki (Fenzi és Rizutto 2011). A kisérleti adatok arra utalnak, hogy ezen
receptorok moduldcidja befolydsolja a trigeminalis nocicepcié folyamatat: CFA okozta
temporomandibularis gyulladas esetében az Osztrogén doézisfliggé mddon pronociceptiv hatasunak
bizonyult és 6sztrogén receptor antagonista adasaval mérsékelhetd volt a gyulladasos reakcid (Kou és
mtsai., 2011). Ugyanebben a modellben az 6sztrogén receptor agonista kezelés fokozta a mechanikus
allodynia kialakulasat és az els6dleges trigeminalis 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
kdthetd hosszu tavu valtozdsokat detektaltak kilonb6z6 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 idé alatt bekdvetkeznek (Puri és mtsai.,, 2006, Tashiro és mtsai.,, 2009, 2012, Liverman és
mtsai., 2009b, Fdvaro-Moreira és mtsai., 2009). Ezek a valtozasok sok olyan folyamatra hatnak, melyek
alapvetden 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 aktivaciés (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 dllatok 6sztradiol kezelése
mas kisérletekben fokozta az arc allodyniajat (Liverman és mtsai., 2009b). Hasonlo, allatokban végzett
tartdsabb 0Osztrogénpdtlas pedig erdsitette a fajdalomérzettel kapcsolatos viselkedésmintdzatot
temporomandibularis gyulladdsos modellben (Kou és mtsai., 2011), mely esetben feltételezhetd, hogy
az Osztrogén fokozza a NFkB DNS kotddését és bizonyos target gének atirédasat. Egy masik vizsgalatban
a két nappal kordbban 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
nocicepciora utalé viselkedésminta intraokuldris kapszaicin adasat kovetéen, és a masodlagos
trigeminalis érzé neuronok magasabb aktivitasat jelezte a c-fos expresszio, melyet az dsztrogén indukalt
TRPV1, ill. anoctamin 1 expressziénak tulajdonitottak (Yamagata és mtsai.,, 2016). Az Gsztrogén
hatdsanak komplexitdsat jelzi, hogy a trigeminadlis aktivacid masik modelljében inkdbb antinociceptiv
hatast észleltiink kronikus Osztrogénkezelést kdvetéen (Pardutz és mtsai., 2002, 2006). Ezen feldl
néhany kisérletes adat arra utal, hogy az dsztradiol kezelés nem bir Iényeges hatassal a nocicepciora
(Diogenes és mtsai., 2006, Niu és mtsai., 2012, Nag és Mokha 2006).

Osszefoglalva a tartésan magas 6sztradiol szint, a tébbi nemi hormon hatésat kiiktatva, pronociceptiv a
patkany orofacidlis formalin modelljében. Az 6sztrogén receptorok megtaldlhatéak a trigeminalis
rendszerben és hatasukat feltehetéen a TRPV1 és az anoctamin TNC-beli expressziénodvekedésén és a
Gasser duc NFkB és ERK utak modulalasan keresztul éri el.

4.6. KYNA moduldlé hatdsa a NTG modellben
(Vamos és mtsai., 2009)
Hattér

A kinurenin Utvonal a triptofan lebomldsdanak egyik kiemelt irdnya az eml&sok agyaban, melynek
végterméke a nikotin-adenin-dinukleotid (NAD) (Beadle és mtsai., 1947). Az anyagcsereut kozponti
vegyllete a L-KYN, mely semleges aminosav transzporter segitségével jut at a vér-agy gaton (Fukui és
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mtsai.,, 1991). Az agyban a L-KYN négy neuroaktiv vegylletté alakulhat: 3-hidroxikinureninné,
antranilsavva, kvinolénsavva és KYNA-vd, melyek cerebroventrikuldris addsa viselkedési valtozdsokat
okoz ragcsalokban (Lapin 1978). A KYNA a kinurenin Utvonal egy kiemelt neuroaktiv molekulaja, mely L-
KYN-bd&l képz&dik a neuronokban és az asztrocitdkban a KAT révén (Guidetti és mtsai., 1997). Egyike a
kevés olyan endogén vegylleteknek, mely az excitdtoros aminosav receptorok gatlasat okozza, emiatt
potencidlis jelolt lehet bizonyos neurolégiai korképek jovébeli kezelésében (Stone 2001). Képes gatolni
NMDA receptorokat (Kessler és mtsai., 1989), dozisfliggéen 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 fejfajasos
korképekben is (Kiss és mtsai., 2004). A KYNA kevéssé jut at a vér-agy gaton (Fukui és mtsai., 1991), mely
korlatozza az alkalmazhatdsagat. Perifériasan adagolt L-KYN és a liquortér szerves sav transzporter gatlé
probenecid (PROB) egylttes alkalmazdsakor viszont |ényegesen emelkedik az intracerebralis KYNA
koncentracio (Santamaria és mtsai., 1996).

Kordbbi vizsgalatok kimutattak, hogy a L-KYN+PROB el6kezelés kivédi a NTG okozta c-fos aktivalddast a
TNC teriletén (Knyihar-Csillik és mtsai., 2007). Az elsédleges és masodlagos trigeminalis érzé neuronok
kozotti kapcsolat részben glutamaterg szinapszisok révén valdsul meg (Goadsby és Classey 2000), és
tobb adat arra utal, hogy az NMDA receptorok kulcsszerepet jatszanak a centrdlis szenzitizacids
mechanizmusokban (Haley és mtsai., 1990, Woolf és Thompson 1991). Allatkisérletes és human adatok
egyarant arra utalnak, hogy a glutamat receptorok szerepe alapvet6 a migrénben résztvevd
strukturakban (Vikelis és Mitsikostas 2000). Ennek tikrében, hogy jobban megértsik az NMDA
receptorok szerepét a trigeminadlis aktivacio és szenzitizacid folyamataban, megvizsgaltuk a L-KYN+
PROB el6kezelés hatdsat a TNC teriletén a patkany NTG modelljében.

Anyag és mddszer

Feln6tt him Sprague-Dawley patkdnyok fele L-KYN+PROB el6kezelésben részesilt (300 mg/kg és 200
mg/kg ddzisban), mig az allatok masik fele olddszert kapott. Fél éraval ezutdn az allatok egy részénél a
TNC-t eltavolitottuk KYNA nagy teljesitmény folyadékkromatografia (HPLC) meghatarozas céljabdl (n=6
csoportonként). A patkdnyok masik csoportja s.c. NTG (10 mg/kg), ill. placebo injekciot kapott, majd 4
oraval késébb perfuzidt kovetden a TNC-t feldolgoztuk nNOS Western blot (n=4 csoportonként) és nNOS
immunhisztokémiai vizsgalatok céljdbdl (n=6 csoportonként). A HPLC adatokat kétmintds t-prébdval,
mig az immunhisztokémia és a Western blot eredményeit ANOVA-val és post-hoc Sheffe teszttel
vizsgdltuk. A szignifikancia szint p<0,05 volt. A részletesebb leirdas a 6.1.1, 6.3.1, 6.3.2 és 6.3.3.
fejezetekben taldlhatd meg.

Eredmények

Fél oraval a L-KYN+PROB kezelés utdn a TNC KYNA tartalma nagysagrendekkel, szignifikdnsan
emelkedett a kontroll allatokhoz képest (61. dbra). Az immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan
megallapithatod, 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
vizsgdlatok adatait (62-64. dbra).
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61. dbra. A TNC KYNA koncentracidjanak atlaga a TNC-ben olddszer, ill. L-KYN+PROB kezelés utan (atlag + S.E.M, n=6

csoportonként). Ez utébbi kezelés szignifikdnsan megemeli a KYNA koncentracidjat a kontrollhoz viszonyitva. KYNA: kinurénsav,
L-KYN: |-kinurenin, PROB: probenecid, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

62. dbra. nNOS-IR sejtek a patkany TNC-ben aktiv el6kezelés nélkil (a, b) és KYN+PROB el6kezeléssel (c, d) NTG (b, d) és placebo
(a, ¢) injekciok utadn 4 oréval. ElGkezelés nélkil a NTG megemeli a nNOS expressziét (b), a placebohoz (a) képest. Ilyen
kilonbséget nem észlelink a PROB+KYN elSkezelés utan (c, d). IR: immunoreaktiv, L-KYN: I-kinurenin, nNOS: neuronalis
nitrogén-oxid szintaz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték 50 um.
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63. dbra. nNOS Western blot a patkany TNC-bél, az elékezelést nem kapott (1, 2) és L-KYN+PROB el&kezelésben részesdlt
allatokbdl (3, 4). A placebo kezeléshez viszonyitva (1, 3) a NTG (2, 4) megemeli a nNOS expressziot az el6kezelést nem kapott
allatokban (2), de ilyen hatds nincs az L-KYN+PROB csoportban (4). Az dbra alsé részén a belsd kontrollként alkalmazott B-aktin
latszik. L-KYN: I|-kinurenin, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudalis
trigeminalis mag.
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64. dbra. A TNC-ben megjelen6 nNOS-IR sejtek szama (A) és nNOS optikai denzitasa (B) kontroll és L-KYN+PROB el&kezelt
patkanyokban 4 6raval a placebo, illetve NTG addsa utdn (dtlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, *** p<0,001). A kontroll
allatokban szignifikdnsan magasabb a nNOS expresszié NTG utdn, mig a L-KYN+PROB allatokban ez nem észlelhetd. IR:
immunoreaktiv, L-KYN: I-kinurenin, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudalis
trigeminalis mag.

Megbeszélés

A HPLC eredményeink megerd@sitik, hogy a szerves sav transzporter inhibitor PROB egyUtt addsa L-KYN-
1996, Vécsei és mtsai., 1992). A tovdbbi eredmények arra utalnak, hogy a KYNA képes kivédeni a NTG
okozta nNOS emelkedést. Ez utébbi jelenség hatterében az elsédleges trigemindlis nociceptorok
centralis nyulvanyainak NO okozta aktivacidja allhat, ami a megemelt nNOS révén 6nerdsité folyamatot
hozhat létre a TNC-ben, melyben a glutamat kulcsszerepet jatszhat. A TNC-ben az 0Osszes
glutamatreceptor tipus expresszidja megfigyelhetd (Tallaksen-Greene és mtsai.,, 1992), az NMDA
receptorok kiemelt szerepet jatszanak a NO szintézisében (Entrena és mtsai., 2005), raadasul ezek
aktivacidja kulcsfontossagl a hatsd szarvban kialakulé centralis szenzitizacids folyamatok kapcsan is
(Hardingham és Bading 2003, Woolf és Salter 2000). Az NMDA blokad kivédi a C-rost, ill. a b6r kémiai
ingerlése okozta hatsé szarvi centralis szenzitizaciét (Davies és Lodge 1987, Haley és mtsai., 1990).
Raadasul tobb vizsgdlat igazolta az NMDA és NO/cGMP rendszer kozotti kapcsolatot a nNOS aktivacidja
révén (Bredt és mtsai., 1990), tovabba in vitro kisérletek szerint az NMDA okozta excitotoxicitdas a nNOS
altal termelt NO felesleg fliggvényében valtozik (Garthwaite és mtsai., 1988). Osszességében ezak az
adatok komoly interakciéra utalnak a két rendszer kozott, mely most igazolddott a trigeminalis
rendszerbenis. Az, hogy a NTG a CamKll expresszidjat megemeli a TNC-ben szintén parhuzamba allithaté
a tobbi eredménnyel, hisz a foszforilalt NMDA receptorok hiperexcitabilitdst eredményeznek, erésitve
a centrdlis szenzitizacidos folyamatokat (Woolf és Salter 2000). Szintén az NMDA receptorok
foszforildciojat irtak le neuropatias fajdalom modelljében, ill. kapszaicin okozta hiperalgézia soran (Gao
és mtsai., 2005, Zou és mtsai., 2000). Intraciszternalis kapszaicin adasat kbvetéen mind az NMDA, mind
a non-NMDA gatlas kivédi a TNC c-fos emelkedését (Mitsikostas és mtsai., 1998,1999). Ezek alapjan a
kdzponti idegrendszerben felhalmozddott KYNA az NMDA receptor antagonizmusaval védheti ki a
centralis szenzitizadciot (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
trigemindlis nocicepciot (Storer és Goadsby 1999) és ugyanilyen hatdssal bir az NMDA és AMPA
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antagonista LY293558 is. Osszefoglalva a KYNA — els@sorban antiglutamaterg hatdsa révén- képes a
trigeminalis szenzitizacié blokkoldsdra a migrén NTG modelljében, ezdltal a migrénellenes kezelések Uj
tamadaspontjat adhatja.

4.7. KYNA moduldlé hatésa a durdlis IS modellben
(Spekker és mtsai., 2021)
Hattér

A KYNA, mint a triptofan anyagcsere neuroaktiv metabolitja tobb receptoron hathat, mint az NMDA, az
AMPA, a kainat és a GPR35, és befolyasolhatja a neurogén gyulladas kifejl§dését (Vécsei és mtsai., 2013).
Kordbbi vizsgdlatok szerint a KYNA antiinflammatoros hatassal bir a trigemindlis rendszerben (Csati és
mtsai., 2015), tovabba viselkedésvizsgalatok alapjan is antinociceptiv tulajdonsagu az allatokban
(Heyliger és mtsai., 1998), és hatékonyan csdkkenti a neuropatias fajdalmat is (Pineda-Farias és mtsai.,
2013).

Anyag és mddszer

A feln6tt patkdnyok fele KYNA injekciot kapott s.c. 1 mmol/kg dézisban, majd ezt kdvetSen 1 éraval a
korabbiakban részletezett médon tortént meg a dura IS és SIF kezelése. Kettd és fél, illetve 4 éra mulva
az dllatokat perfundaltuk és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS immunhisztokémiai festések céljabdl
eltavolitottuk (n=6 csoportonként). A CGRP és TRPV1 pozitiv rostok altal fedett tertletet képanalizator
segitségével hatdroztuk meg, mig a nNOS pozitiv sejteket megszamoltuk, melyet részletesebben a
metodika rész 6.1.4, 6.3.1 és 6.3.4. szakaszaban irunk le. Az obextél kulénbdzE tavolsagra 1évé
metszeteken mért és szamolt adatokat az egyes csoportokban ismételt méréses ANOVA-val
hasonlitottuk 6ssze Holm-Sidak mdédszerrel kiegészitve.

Eredmények

Az IS kezelt allatokban mind a 3 marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt: a CGRP esetében ez
a hatds mar 2,5 6ras latencidval jelentkezett, mig a tobbieknél 4 déra elteltével észleltik ezen
valtozasokat. A KYNA el6kezelés ezeket az emelkedéseket képes volt szignifikdins modon csokkenteni
(65-68. dbra).
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65. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC teriletér6l IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés utan 2,5 (A-
D) és 4 6raval (E-H). Az allatok fele (C, D, G, H) KYNA el6kezelést kapott 1 mmol/kg dozisban. Az aktiv kezelés (IS) megemeli a
CGRP (B, F) expresszidt a hatso szarv teriiletén a kontrollhoz (A, E) képest. A KYNA-t kapott allatoknal ilyen valtozas nem lathato.
Ez a nagyobb nagyitasu képeken is jél észlelhetd. CGRP: kalcitonin génreldcids peptid, IS: inflammatory soup, KYNA: kinurénsav,
SIF: szintetikus intersticidlis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 200, ill. 50 pm.
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CGRP-IR 2,5 ordval az IS addsa utan CGRP-IR 4 6raval az 1S adésa utan
a KYNA el6kezelés hatdsa a KYNA elGkezelés hatasa
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66. dbra. A CGRP expresszid a TNC-ben 2,5 és 4 déraval az IS és SIF kezelést kovetSen. Az IS hatadsara szignifikdnsan emelkedik a
CGRP a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a KYNA el6kezelést kapott allatokban nincs kiilonbség az aktiv kezelt csoport (KYNAIS)
és a kontroll (KYNASIF) kozott (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin
génrelacids peptid, IR: immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis
mag.
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67. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC terdletérdl IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés utan 4 éraval
TRPV1 (A-D) és nNOS (E-H) immunhisztokémiai festéssel. Az éllatok fele (C, D, G, H) KYNA elSkezelést kapott 1 mmol/kg
ddzisban. Az aktiv kezelés (IS) megemeli a TRPV1 (B) és nNOS (F) expresszidt a hatso szarv tertletén a kontrollhoz (A, ill. E)
képest. A KYNA-t kapott dllatoknal ilyen valtozds nem lathatd. Ez a nagyobb nagyitdsu képeken is jél észlelhetd. IS: inflammatory
soup, KYNA: kinurénsav, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, SIF: szintetikus intersticialis folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis
mag, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1. Lépték: 200, ill. 50 um.
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TRPV1-IR 4 dréaval az IS addsa utdn nNOS-IR 4 draval az IS adasa utdn
a KYNA elkezelés hatdsa a KYNA elékezelés hatasa
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68. dbra. ATRPV1 és nNOS expresszié a TNC-ben 4 drédval az IS és SIF kezelést kovetSen. Az IS hatdsara szignifikdnsan emelkedik
a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a KYNA el6kezelést kapott allatokban nincs kilonbség az aktiv kezelt
csoport (KYNAIS) és a kontroll (KYNASIF) kozott (atlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). IR:
immunoreaktiv, IS: inflammatory soup, KYNA: kinurénsav, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, SIF: szintetikus intersticialis
folyadék, TNC: kaudalis trigeminalis mag, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1.

Megbeszélés

A KYNA neuroaktiv hatdsat els6sorban a glutamat receptorok blokkolasaval és a GPR35 kotédés révén
fejti ki (Vécsei és mtsai. 2013). Hadrom odrdval a dura lokalis IS kezelése utan a TNC glutamattartalma
megemelkedik (Sarker és Fraser 2002), ahol az NMDA-n kivil, megtaldlhatéak az AMPA, kainat és
metabotrép glutamat receptorok is (Storer és Goadsby 1999). Ismert, hogy a nem NMDA receptorok
antagonistai is sikeresen csokkentik a mdsodlagos nociceptorok aktivitasat (Dougherty és mtsai., 1992),
valamint, hogy az AMPA receptorok befolyasoljdk a c-fos expresszidt és a neurotranszmissziot a
trigemindlis rendszerben (Mitsikostas és mtsai.,, 1999). A periférids fajdalom modellben a kainat
receptorok aktivaléddsa mechanikus és termikus hiperalgézia, illetve allodynia megjelenésével tarsult
(Choi és mtsai., 2012). A CGRP képes a TNC teruletén a glutamat expressziéjat fokozni (Choi és mtsai.,
2012), és a glutamat magasabb szintje észlelhet6é migrénes betegeknél a rohamok alatt és kozott
(Campos és mtsai., 2013), ezért a korabbiakat is figyelembe véve a legvaldszinlibb az, hogy a glutamaterg
neurtranszmisszié megvaltozdsa felel6s a CGRP expresszido modulalasaért.

A TRPV1 és az NMDA receptorok kolokalizaciot mutatnak a TG-ban, és patkdnyban mechanikus
hiperalgézia esetén a két receptor a CamKll és PKC Utvonalok révén interakciéba keril (Lee és mtsai.,
2012). Hasonld kolokalizacié figyelheté meg a GPR35 esetében is a hatsd gyoki érzé duc kis és kozepes
atmérgjld sejtjeiben, mely utébbi receptor a PKA utvonalon keresztll befolyasolhatja a TRPV1
mikodését (Ohshiro és mtsai., 2008).

A KYNA a nNOS expressziojat is képes volt befolyasolni a modellinkben, ami els6sorban a KYNA NMDA
antagonista hatasanak koszonhetd, mely receptor aktivacidja a NO képzddést serkenti a TNC-ben
(Dohrn és Beitz 1994). A masik magyardzat az lehet, hogy a KYNA az érz6 ducokban lévé GPR35-hoz
kot&dve (Cosi és mtsai., 2011) G proteinen keresztil gatolja az adenilat ciklaz aktivitasat (Ohshiro és
mtsai., 2008), ami hatdssal lehet a nNOS mUkodésére. (Ohnishi és mtsai., 2008, Boissel és mtsai., 2004).

Osszességében a fenti eredményeink parhuzamba allithatdak azzal a megfigyeléssel, hogy a kinurenin
utvonal megvaltozott mikddése kapcsolatban &ll bizonyos fejfajasbetegségekkel, pl. krénikus
migrénben és cluster fejfajasban csokkent KYNA szint detektdlhaté (Curto és mtsai., 201543, b).
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4.8. Kinureninek és nemi hormonok hatasa a CSD kialakulasaban
(Chauvel és mtsai., 2012)
Hattér

A migrénes betegek 20-30%-ban a fejfajast Un. aurajelenség el6zi meg, mely legtobbszor a latétérben
megjelend villand fények formdjdban jelentkezik (Rasmussen és Olesen 1992). Erés tudomanyos
bizonyitékok tdmasztjdk ald (Hadjikhani és mtsai., 2001), hogy a migrénes aura megfelel a CSD-nek, ami
legtobbszor a tarkdlebenybdl indul ki. Ez a jelenség egy lassan tovaterjedd (3-5 mm/min) neuronalis és
glia eredet(i depolarizacios hulldam, melyet egy hosszabban tartd gatlas kovet (Leao 1944). Ez a folyamat
tobbféleképpen elGidézhetd, pl. lokalis 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 kialakulasa 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 befolyasolta 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). N6i nemi hormonok hatdsara az in vitro neokortex
preparatumokon a CSD kialakulasi gyakorisdga és amplitiddja 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 kivil az aura nélkuli
migrénnel ellentétben az aurds migrén el6forduldsa megné magas Osztrogénszint 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* indukalta 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 ndstény 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 patkdnyok ciklusanak figgvényében analizaltuk. A ciklusid6t a kisérlet el6tt hatdroztuk meg a hivelyi
kenet Giemsa fest6dése alapjan (n=8 csoportonként).

A kezelések utan fél 6raval a patkanyok kilon csoportjaban, him és néstény allatokat felhasznalva HPLC-
vel meghatdroztuk az agy KYNA koncentracidjat (n=7 csoportonként).
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A CSD kivaltasahoz és a regisztraciéhoz kloralhidrattal altatott patkdnyokat hasznaltunk. Az allatokat
sztereotaxids készllékben rogzitettlik, a koponyacsontot szabadda tettlk és harom lyukat furtunk
occipitalisan (stimulacid helye), occipitoparietalisan (elsé regisztracids hely) és frontalisan (masodik
regisztracios hely). A kezelések utdn fél éraval a CSD-t a stimuldcids régidra helyezett 1 M KCl oldattal
atitatott vattaval valtottuk ki. A CSD-ket egy 6ran keresztil megszamoltuk és kiszamoltuk a frekvenciat.
Emellett az els6 és a masodik regisztracios helyet vizsgalva kovetkeztettlink a CSD terjedési sebességére.
Részletesebben ldsd a metodika részt (6.1.5. és 6.3.3.) A kortikalis KYNA szintek és a CSD frekvenciak
Osszehasonlitasat az egyes csoportokban ANOVA-val végeztilk post hoc Dunett teszttel. A KYNA szintek
nemek kdzotti 6sszehasonlitdsat Student t-probaval vizsgaltuk. A nemi ciklus hatasat a CSD-re ANOVA-
val teszteltlk post hoc Scheffe teszttel. A szignifikancia szintet p<0,05-nél hataroztuk meg.

Eredmények

s

a PROB és a L-KYN kezelés is szignifikans emelkedést hozott a kontroll dllatokhoz képest. A ndstényeknél
magasabb alap KYNA szint mutatkozott a himekhez viszonyitva, és ez a kulonbség a PROB kezelést
kévetben is megmaradt, de nem mutatkozott szignifikdnsnak a tobbi el6kezelésnél (69. dbra).
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69. abra. A kortikalis KYNA szintek HPLC mérésekkel megallapitott koncentracidja ndstény és him patkanyokban 30 perccel i.p.
fizioldgias séoldat (NaCl), PROB, L-KYN és L-KYN+PROB addsa utan (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 kezelt csoportok a
fizioldgids sdoldathoz képest, # p<0,05 és ## p<0,01 Student teszt ndstény és him csoportok kozott, atlag + S.E.M, n=7
csoportonként). HPLC: nagy teljesitmény( folyadékkromatografia, i.p.: intraperitonealis, KYNA: kinurénsav, L-KYN: kinurenin, L-
KYN+PROB: |-kinurenin és probenecid, PROB: probenecid.

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. A CSD-k terjedési sebessége nem
valtozott egyik csoportban sem szignifikansan. Az aktiv el6kezelést nem kapott ndstény allatoknal a nemi
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ciklus nem befolyasolta a CSD megjelenését. A L-KYN kezelést kapott néstény allatok didsztruszaban
viszont szignifikdnsan kisebb volt a CSD frekvencia (70-71. dbra).
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70. abra. A: a patkdny koponyajdnak sematikus dbrazoldsa a harom furt lyukkal. S — stimuldcids hely a KCl alkalmazaséhoz, P —
parietooccipitalis regisztracidés hely, F- frontdlis regisztraciés hely. B-E: reprezentativ regisztratumok him patkanyokban
fizioldgias séoldat - NaCl (B), PROB (C), L-KYN (D) és kombinalt kezelés (E) utan. A pontok a CSD-ket jelolik. CSD: cortical
spreading depression, L-KYN: kinurenin, L-KYN+PROB: I-kinurenin és probenecid, PROB: probenecid.
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71. abra. A: CSD érankénti el6forduldsa parietooccipitalisan fizologids sdoldat (NaCl), PROB, L-KYN, L-KYN+PROB el&kezelés utan
ndstény és him patkanyokban. B: CSD frekvencia néstény allatokban a nemi ciklus harom fazisaban NaCl és L-KYN el6kezelést
kovetben (atlag + S.E.M, ** p<0,01, n=8 csoportonként). CSD: cortical spreading depression, L-KYN: kinurenin, L-KYN+PROB: |-
kinurenin és probenecid, PROB: probenecid.
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Megbeszélés

A korabbiaknak megfelel6en ismét igazolddott, hogy a L-KYN adasa, kiléndsen, ha a szerves sav
transzporter gatld PROB-el kombinaljuk, képes megemelni a kortikdlis KYNA koncentraciét. 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 befolydsolhatjdk a triptofdn metabolizmus
enzimeit, mely magyardzhatja az eltéré KYNA értékeket (72. dbra).

Triptofan = —————> 5-hidroxitriptofan  (5-HTP) —. > Szerotonin

Triptofan -
hidroxilaz dekarboxilaz
(E2+)
Indolamin 2,3-dioxigenaz
(100)
(E2 +)

Triptofan dioxigenaz
(TDO)
(E2+)
Kinurenin

(L-KYN)

Kinureninaz

Kinurenin aminotranszferaz (E2-)

(I:;t]i Kinurenin 3-hidroxilaz
(E2-)
Kinurénsav Kvinolénsav

(KYNA)
72. 4bra. Az 6sztrogén hatasa a triptofan anyagcserére (E+: serkenté hatds, E-: gatld hatas).

A TDO és az IDO a kezdd és sebességmeghatarozo lépésnek tekinthetd a kinurenin Utvonalban. Szajon
at adagolt triptofan mellett a vizelettel Grult kinurenin metabolitok mennyisége magasabb nékben, mint
férfiakban, mely n6i hormonok modulalé hatdsdra 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 n6kben magasabb (Nilsson és mtsai., 2007), mig masok nem taladltak nemi kilénbséget (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
hatds nem valdszin(i, de citokin indukalta IDO aktivitds 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 n6kben 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 hatdsdra inkabb gatlddnak a majban
(Brown és mtsai., 1961, Rose 1966) és feltételezhetéen az agyban is (Rossi és mtsai., 2010). A KAT-ra
gyakorolt gatlé hatas elsésorban a csdkkent piridoxal 5-foszfat mennyiségnek tudhato be. A kinurenin
3-hidroxilaz expresszidja csokken dsztrogénkezelt majmok raphe magjaban (Bethea és mtsai., 2009), és
a kinurenindz is gatlédik a majban Osztrogén hatdsdra (Wolf és mtsai.,, 1980). Az Osztrogénnel
ellentétben a progeszteronnak nincs gatlé hatdsa a KAT-ra vagy a kinurenin 3-hidroxilazra (Saad és
mtsai., 1974). Ezek alapjan az is magyarazhatd, hogy miért magasabb a KYNA kdzponti idegrendszeri

s e
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A vizsgalatainkban a PROB egyeduli addsa csokkentette a ndstény allatok CSD frekvencidjat, mig ilyen
hatés a himekben nem fordult elé. A PROB ezen hatdsanak oka nem teljesen vildgos. Onmagdaban adva
mikromolos nagysagrendig, mely elegendé az NMDA receptorok gatldsahoz (Taylor és mtsai., 1997,
Urenjak és mtsai., 1997). A néstény allatokban a PROB uténi KYNA koncentracié 10 ng/g nagysagrendig
emelkedett, mely nanomolaris nagysagrendnek felel meg. Ezért a PROB egyéb hatasat is feltételezni
lehet, mint példaul a pannexin 1 gdatldsa, ami az ATP felszabaduldsban jatszik szerepet (Silverman és
mtsai., 2008) vagy a multidrog rezisztens protein blokkoldsa révén, illetve indirekt médon masodlagos
hirviv6kre hatva (Taylor és mtsai., 1997). Masrészrél a KYNA non-kompetitiven gatolja az a7 nikotinos
acetilkolin receptorokat (nAChR) mar nanomolaris koncentracidban 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). FeltételezhetSen ezen
mehanizmus révén a KYNA szint megdupldzédasa 50%-al csdkkenti a striatum glutamat felszabaduldsat
(Carpenedo és mtsai., 2001). Tehat lehetséges, hogy PROB adasa 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(ir(iség nagyobb a ndstény allatokban, mely fokozhatja a
nemek kdzotti kilonbséget a KYNA-val szembeni érzékenység tekintetében.

A L-KYN csokkentette a CSD frekvenciat a ndstény dllatokban, kilondsen ha PROB-el kombindlva adtuk,
és ekkor a him allatokban 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 kozll kiemelendé az NMDA receptor antagonista hatasa
(Kessler és mtsai., 1989, Perkins és Stone 1982). Az anyagcsereut 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 kiGrulése a kdzponti
idegrendszerbdl, illetve a PROB dnmagaban is gatld hatdst fejthet ki. Azt taldltuk, hogy a kezelések
hatasa a CSD-re kifejezettebb a ndstény allatoknal és ezen belll leginkabb a ciklus didsztrusz fazisaban,
melyet mind az 6sztrogén neurondlis excitabilitdsra, mind a kinurenin anyagcserére gyakorolt hatasa
magyarazhat. Mint kordbban emlitettik az dsztrogének altaldnossagban fokozzak a CSD-t a néstény
allatokban. Erre utalnak a mi vizsgdlati eredményeink is, mert a CSD frekvencia szdmszerlen magasabb
a prodsztruszban lévé allatokndl, amikor az 6sztrogénszint magas (71. abra). 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
dendrittiskék (Brinton és mtsai., 1997) és az NMDA receptor dominalta szinapszisok szama is emelkedik
Osztrogén hatdsdra 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 kordbban emlitettik, a kinureninekre gyakorolt
hormonadlis hatas bonyolult, de a legtdbb eredmény azt mutatja, hogy az dsztrogén nem segiti a KYNA
képzddését L-KYN-b6I, mivel a f6 szintetizdlé 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
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leginkabb a L-KYN didsztruszban gyakorolt hatdsanak koszonhetd és kisebb mértékben kapcsolhatd az
Osztruszhoz. A prodsztrusz dsztrogéncsucsatoél tavol esd, alacsonyabb didsztrusz alatti 6sztrogénszint
csokkenti a glutamathoz kapcsolddd ingerkliszobot és visszadllitja a magasabb KYNA szintézist, mely
maximalizdlja a L-KYN CSD-t csokkentd hatdsat. 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 csdkkentheti az NMDA receptorok aktivitasat és tobb mddon elésegitheti a L-KYN okozta
CSD csokkenést: antagonista hatds révén (Frye és Rhodes 2009), a kot6helyek szamanak csokkenése
(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 (71. &bra), mint didsztruszban, amikor a
progeszteronszint emelkedik. Masrészrél annak ellenére, hogy a progeszteronnak antikonvulziv hatast
tulajdonitanak, in vitro kortikalis preparatumokhoz adva az 6sztrogénhez hasonldan inkabb emelik a CSD
el6forduldsat és amplitidojat (Sachs és mtsai., 2007), mely jelenséggel parhuzamba allithaté az auras
migrén rosszabbodasa terhességben vagy hormonalis fogamzasgatld alkalmazasa kapcsan. Végil a
progeszteron hatdsat féleg egy metabolitjdnak, az allopregnenolonnak tulajdonitjak, mely a GABAa
receptorokon hat. Tdébb vizsgalat utal arra, hogy ezen utdbbi receptornak elhanyagolhaté szerepe van a
CSD kialakuldsaban: GABA, agonistak nem befolydsoljdk a CSD kialakulasat (Addae és mtsai., 2011, Ayata
2009) és a CSD nem modositja a GABA felszabaduldst (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, elsGsorban az NMDA antagonizmus révén. A L-KYN hatdsa markansabb a ndstény allatokban és
figg a nemi ciklustol is. Ezt a nemi dimorfizmust 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
(Fejes-Szabd és mtsai., 2014)

A KYNA kozponti idegrendszeri hatasait gatolja, hogy a molekula nehezen jut at a vér-agy gaton (Fukui
és mtsai., 1991), azonban az el6z6ekben leirt felhasznaldsi mdéd (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.
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73. dbra. Az N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H kvinolin-2-karboxamid hidroklorid (SZR81).

Anyag és mddszer
KYNA meghatdrozds HPLC-vel

A kisérletekhez a korabbiakhoz hasonldan felnétt him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A KYNA
meghatarozashoz két allatcsoportot hoztunk létre. Az elsé csoport (n=4) nem kapott aktiv kezelést, a
mintakat egy érdval a placebo injekcid utdn dolgoztuk fel HPLC mérések céljdbdl. A masodik csoport
patkanyai 1 mmol/kg ddzisban SZR81-t kaptak (n=5+5), majd 1, illetve 5 draval kés6bb az allatokat
perfundaltuk és a TNC-t eltavolitottuk KYNA meghatdrozds céljabdl. A statisztikai analizist nem
parametrikus Kurskal-Wallis teszttel végeztik, melyet Mann-Whitney U poszt hoc vizsgélat kovetett. A
szignifikanciaszint p<0,05 volt.

Immunhisztokémia

A patkdnyokat elGkezelés szempontjabol 4 csoportra osztottuk. Az elsé csoport nem kapott aktiv
elGkezelést. A tobbi csoport kilonb6zE 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
kezeltik, mig a patkdnyok masik felét a NTG olddszerével (n=5 csoportonként). Négy draval késébb a
perfuzids fixalas utan a TNC-t eltavolitottuk, majd a gyorsfagyasztott blokkokbdl sorozatmetszeteket
készitettink, melyen CGRP, c-fos, nNOS és CamKIl immunhisztokémiai festést végeztiink. A CGRP
fest6dést képanalizatorral vizsgdltuk, a tobbi metszet esetén a pozitiv sejteket megszamoltuk.

Western blot

Két el6kezelési csoportot alkottunk, az elsé csoport nem kapott aktiv kezelést, mig a masodik csoport 1
mg/kg dobzisi SZR81 kezelésben részesilt. Ezt kdvetden NTG/olddszer injekcidk kovetkeztek a fenti
bekezdésnek megfeleléen (n=5 csoportonként), majd 4 oraval ezutan a TNC-t eltavolitottuk CGRP és
nNOS Western blot céljabdl. Belsd kontrollként B-aktint hasznaltunk.

Viselkedésvizsgdlatok

A vizsgalatot 3 dra 40 perccel a NTG, ill. placebo injekciok adasa utan végeztik 30 perces habitudciot
kovetben. Az allatokat open-field dobozba helyeztiik, majd 15 percen at rogzitettik a jarkalasi id6t, a
megtett tavolsagot és az agaskodasok szamat (n=10 csoportonként). Az adatok analizise ANOVA-val
tortént Tukey vagy Tamhane post hoc teszttel. A HPLC esetén Kruskal-Wallis probat alkalmaztunk, majd
a paronkénti o6sszehasonlitdst Mann-Whitney probakkal végeztik, melyek értékeit korrigaltuk, ezen
eredményeket a medidn és IQR alapjan rogzitettik. A fenti modszerekrél részletesebbena 6.1.1., 6.3.1,,
6.3.2.,6.3.3,, 6.3.4. és 6.3.5. fejezetekben irunk.
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Eredmények
KYNA koncentrdcio

A HPLC mérések a TNC-ben egyértelmd KYNA emelkedést mutattak egy éraval az SZR81 beaddsa utan a
kontrollcsoporthoz képest, mely 5 éra elteltével visszatért az alapszintre (74. dbra). Annak ellenére, hogy
mas validalast igényel, vizsgaltuk a plazma KYNA szintjét is, és el6zetes eredményeink alapjan itt sokkal
kifejezettebb emelkedés tapasztalhatod (kb. 50x — ezt az adatot nem tintettiik fel).

Csoport KYNA koncentracio
(pmol/g nedves tomeg;
median + IQR )

Kontroll (salina) (n = 4) 60 min 11.48 (8.85-15.00)

1 mmol-"tskg SFRE] 60 min 25.38 (23.2640.80)*

(n:]_ﬂ} EH = 5}

300 min 9.02 (6.43-30.92)
in=35)

74. dbra. KYNA koncentracié SZR81 injekciok utan a TNC-ben. 1 6raval a kezelés utan szignifikdansan emelkedik a kontrollhoz
képest (* p<0,05). KYNA: kinurénsav, SZR81: szintetikus kinurénsav analdg, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Immunhisztokémia

A TNC felszini rétegeiben gazdag CGRP rosthaldzat, valamint szamos c-fos, nNOS és CamKIl pozitiv sejt
talalhatd, melyek eloszldasa homogén volt a vizsgdlt TNC szakasz teljes hosszan. A CGRP pozitiv rostok
altal fedett terilet szignifikdnsan csdkkent NTG kezelés utan, ezzel szemben a c-fos, nNOS és CamKIl
fest6dést mutato sejtek szamaban a NTG szignifikans emelkedést okozott. Ezeket a hatasokat az SZR81
el6kezelés dozisfiggd mddon ki tudta védeni. A legkisebb alkalmazott adagolas (0,1 mmol/kg) nem
befolydsolta szignifikdnsan a NTG okozta véaltozdsokat, mig a magasabb ddzis (0,5 mmol/kg és 1
mmol/kg) kikliszobolte a NTG hatasat a CGRP, c-fos, nNOS és CamKI| tekintetében (75-77. dbra).
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75. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC tertletérdl NTG (b, d, f, h) és placebo (a, ¢, e, g) kezelés utan 4
6raval CGRP (a-d) és c-fos (e-h) immunhisztokémiai festéssel. Ot 6raval kordbban az allatok fele (c, d, g, h) SZR81 elékezelést
kapott 1 mmol/kg ddzisban. A NTG lecsokkenti a CGRP (b) és megemeli a c-fos (f) expresszidt a hatsd szarv teriletén a
kontrollhoz (a, ill. e) képest. Az SZR81-t kapott allatoknadl ilyen véltozds nem lathatd. A nyil c-fos immunpozitiv sejtre mutat.
CGRP: kalcitonin génrelacios peptid, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analdg, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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76. dbra. Reprezentativ transzverzalis metszetek a patkany TNC tertletér6l NTG (b, d, f, h) és placebo (3, ¢, e, g) kezelés utan 4
6raval nNOS (a-d) és CamKIl (e-h) immunhisztokémiai festéssel. Ot 6raval korabban az allatok fele (c, d, g, h) SZR81 elSkezelést
kapott Immol/kg dozisban. A NTG megemeli a nNOS (b) és a CamKIll (f) expressziot a hatsé szarv tertletén a kontrollhoz (a, ill.
e) képest. Az SZR81-t kapott allatoknal ilyen véltozds nem lathatd. A nyilak immunpozitiv sejtekre mutatnak. CamKII:
kalmodulin-figgé protein kinadz I, nNOS: neurondlis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav
analog, TNC: kaudalis trigeminalis mag.
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77. dbra. Az immunhisztokémiai eredményeket abrazold hisztogramok el6kezelés nélkili, illetve kilonb6zE ddzisi SZR81-el
el6kezelt patkany TNC-ben NTG és placebo utdn (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként). (a) a NTG szignifikdnsan lecsokkenti a
CGRP-IR terlletet és ezt a hatdst az SZR81 dodzisfliggd maodon kivédi. A NTG megemeli a c-fos (b), nNOS (c) és CamKiIl (d)
expresszidjat a TNC-ben, melyet az SZR81 el6kezelés dozisfliggé mddon modulal (** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01,
###t p<0,001). CamKlIl: kalmodulin-figgé protein kinaz Il, CGRP: kalcitonin génreldcidos peptid, IR: immunoreaktiv, nNOS:
neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analdg, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Western blot

Az adataink alatdmasztottdk 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 (78. dbra).
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78. dbra. CGRP és nNOS Western blot patkany TNC-b6l. A CGRP denzitdsa lecsokken (a, b), mig a nNOS (c, d) denzitdsa
megemelkedik NTG kezelés utan. Ezt a hatdst 1 mmol/kg SZR81 elSkezelés kivédi. (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05,
**% p<0,001). CGRP: kalcitonin génreldcids peptid, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus
kinurénsav analdg, TNC: kaudalis trigeminalis mag.

Viselkedésvizsgadlatok

A patkdnyok altal megtett tavolsag csdokkent NTG kezelés hatdsara, ezt az SZR81 elbkezelés ki tudta
védeni (79. dbra). A mozgdssal toltott id6 tekintetében és az dgaskoddsok szamaban nem volt kildnbség
egyik csoport kozott sem.

4000 - 3 scese
3500 Ml ieroglicerin
3000 -
2500 -
2000 -

1500 -4

Megtett tavolsag (cm)

1000 -

500 1

0
Kontroll 1 mmollkg SZR81

79. dbra. Az open-field teszt eredményeit abrazold diagram. A NTG kezelés lecsdkkentette a patkanyok altal megtett tavolsagot
a placebo kezelést kapott allatokhoz képest. Az SZR81 elbzetes adasa 1 mmol/kg dozisban ezt a hatast kivédte (atlag + S.E.M,
n=10, * p<0,05). NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analog.
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Megbeszélés

A kordbbi munkakhoz hasonldan itt is igazolddott, hogy a NTG képes a trigeminalis rendszer
stimuldcidjara, mely a CGRP csokkenésével és a c-fos, nNOS, CamKIl emelkedésével jar a TNC tertletén.
Az immunhisztokémia és a Western blot altal kimutatott CGRP csdkkenés transzmitter felszabadulast
jelez a centralis végzédésekbdl, mely az elsédleges érzé neuronok aktivitdsara utal (Zhang és mtsai.,
1994). A masodlagos trigeminadlis érz6 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 kivil a fajdalommal kapcsolatban jelentkezé
szenzitizacidés markernek tarthatd nNOS és CamKIl expresszid (Chacur és mtsai., 2010, Fang és mtsai.,
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 jelent6ségli az NMDA és az nAChR receptorok szerepe. Az elsédleges trigeminalis neuronok
fokozott tlzelése 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 kapcsolédik a NO kézpz&déshez (Entrena és mtsai.,
2005), és interakcid van az NMDA és a NO/cGMP rendszer kdzott (Bredt és mtsai., 1990). Az NMDA
okozta excitotoxicitds 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 a7 nikotinos receptorok is modulalhatjak, megvaltoztatva az ingeriletatvitelt a kbzponti
idegrendszer felé (McGehee és mtsai., 1995, Gray és mtsai., 1996). Az open-field tesztnél is azt észleltiik,
hogy a megtett tdvolsag csokkent a NTG csoportban, mely szintén nociceptiv reakcidéként értékelheté
(Denenberg 1969).

Az SZR81 dozisfiggd mddon védte ki a NTG hatdsokat: a 0,5 mmol/kg és 1 mmol/kg dézis blokkolta a
CGRP csokkenést és megakaddlyozta a c-fos, nNOS és CamKIl emelkedést, mely a trigeminalis aktivacio
és szenzitizacidé folyamatdnak gatladsara utal. A Western blot vizsgédlatoknal hasonlé eredményt lattunk
a CGRP és a nNOS esetében a legmagasabb ddzisnal. A HPLC eredmények ismeretében azt gondoljuk,
hogy az SZR81 legaldbbis részben KYNA-va alakul, és ez felelés lehet az észlelt hatdsokért. Mivel a
kdzponti idegrendszeri KYNA emelkedés csak mérsékelt, ezért Ugy gondoljuk, hogy a latottakért
els@sorban a periférias KYNA hatdsa felel6s, mely az SZR81-bdl alakult ki. Emellett az SZR81 kdzvetlen
hatdsa is feltételezhetd elméletileg mind a periférids, mind a kézponti idegrendszer terilletén és ezzel a
feltételezéssel parhuzamba allithatd egy masik, a vér-agy gaton jobban penetrald KYNA-szarmazék
hasonld hatdsa egy korabbi kisérletben (Marosi és mtsai., 2010).

Az SZR81 okozta CGRP felszabadulas markans csokkenése a trigeminalis aktivacié soran periféras hatdst
feltételez. A glutamat receptorok megtaldlhatok a trigemindlis rendszer kornyéki részén (Quartu és
mtsai., 2002, Watanabe és mtsai., 1994), és a gatlasuk csokkenti a CGRP felszabaduldsat (Garry és mtsai.,
2000). Az a.7 nikotinos ACh receptorok 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
vazodilataciot az arcon (Just és mtsai., 2005). A GPR35 is jelen van mRNS és fehérje szinten a nociceptiv
palyarendszer terlletén, beleértve a spindlis ducot és a gerincvel6t is, és negativ médon csatolédik az
érz§ duc adenilat ciklaz rendszeréhez, ami befolyasolhatja a fajdalomérzést (Ohshiro és mtsai., 2008).
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Eredményeinkkel parhuzamba allithatd az a kordbbi megfigyelés, miszerint a lokalisan adott KYNA
dozisfiggden képes csokkenteni a mechanikus allodyniat iztleti gyulladdasos 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 aktivalasaban. Ehhez kapcsoldddan a glutamat receptorok
blokkoldsa csokkenti a c-fos expresszidt 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 KYNA és szarmazékainak KIR-i
hatasat bizonyitja az a megfigyelés, hogy az intratekdlisan adott KYNA és 7-klorokinurenin dozisfliggé
modon fejtett ki analgetikus hatast egerekben (Nadsstrom és mtsai., 1992) és patkdnyokban (Kristensen
és mtsai., 1993) kiulénb6z6 modellekben. A hasonld mddon bejuttatott 5,7 dikloro-kinurenin
dozisfiggben csokkentette a hiperalgéziat patkanyok esetében (Begon és mtsai.,, 2001). 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 terlletén NTG addsa utdn, mig a KYNA dnmagdban 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 CamKll 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 valtozasok alakulnak ki, ahol az NMDA és az AMPA receptoroknak kulcsszereplk van
(Latremoliere és Woolf 2009). Ezek a receptorok alapvet§ fontossaguak a széles, dinamikus savu
kovetéen (Svendsen és mtsai., 1998). Viselkedésvizsgalatokban az NMDA antagonista LY235959 mind
intratekdlisan, mind s.c. adva csokkentette a formalin teszt masodik fazisdban mutatott
viselkedésvalaszokat (Davis és Inturrisi 2001). Ezeket az eredményeket is figyelembe véve ugy tlnik,
hogy az SZR81 a periférids hatdasain tul, az NMDA és/vagy AMPA gatlason keresztll is befolydsolhatja a
centrdlis szenzitizacio 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
csokkenésén keresztil (Carpenedo és mtsai., 2001).

A viselkedésvizsgalatok azt mutatjdk, hogy az SZR81 el6kezelt allatoknal nincs kilénbség a kontroll és a
NTG csoport kozott, mely antinociceptiv hatdsra utalhat. Az el6kezelt dllatok esetében alacsonyabb a
megtett tavolsag abszolut mértéke, melyet centralis mellékhatasnak tulajdonithatunk, mivel a vér-agy
gaton atjutd NMDA antagonistdak hasonlé hatdsunak bizonyultak korabbi vizsgalatokban (Christoph és
mtsai., 2005).

Osszefoglalva az SZR81 csdkkentette a trigeminalis aktivaciot a periférian és a masodlagos trigeminalis
érz8 neuronok teriletén. Ezen tul a TNC-ben kivédte azokat a molekularis valtozasokat, melyek a
centrdlis szenzitizacid jelenségéhez kothetbek. Amellett, hogy a hatadsért részben periférias folyamat -
SZR81, KYNA atalakulds - tehetd felel&ssé, direkt és indirekt kézponti idegrendszeri mechanizmusok is
feltételezhetdk.
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4.10. Az anandamid moduldlé hatdsa patkanyban szisztémas NTG adasa utan
(Nagy-Grocz és mtsai., 2016, 2017)
Hattér

A kannabinoid receptorok (CB) G-proteinhez kapcsoltak, két f§ tipusuk van a CB1 és a CB2, az el8bbi
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 duralis innervaciot add Ad és C tipusu trigeminalis neuronok tizelését, ami
ezen receptorok fajdalomérzésben betoltott 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 trigeminalis aktivacio,
ill. szenzitizacio kiulonbdzé markereit modulalni a patkdny NTG modelljében. A TRPV1, nNOS és NFkB
mellett a COX2 és a KATIIl expresszidjat vizsgaltuk.

Anyag és mddszer

Kisérleteinkben felnétt him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat négy csoportra
osztottuk. Az els6 csoport volt az abszolut kontroll, az AEA és a NTG olddszerét kaptak. A masodik
csoport csak NTG kezelésben részesilt (10 mg/kg i.p.). A harmadik és negyedik csoport két alkalommal
kapott AEA (Sigma-Aldrich, USA) injekcidkat 5mg/kg dozisban fél 6raval 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, NFkB, n=6 csoportonként) és Western blot
(nNOS, COX-2, KATII, n=5 csoportonként) vizsgalatok céljabdl. Azimmunhisztokémiai eljarasokkal festett
metszeteken a TRPV1 fest6dést mutatd rostok és a nNOS sejtek altal fedett teriilet szdzalékos aranyat
képanalizdtorral hataroztuk meg, mig az NFkB festédést mutatd sejtek szamat optikai disszektor
modszerrel mértik (Gundersen és mtsai., 1988). A Western blot csikoknal denzitometrias analizist
végeztiink, melyet B-aktinra normalizaltunk. A statisztikai analizis ANOVA-val tortént, Tukey vagy
Tamhane post-hoc teszttel. B6vebben ldsd a 6.1.1., 6.3.1., és 6.3.2. fejezetben.

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 (80-85. abra).
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80. dbra. (a) Reprezentativ metszetek a patkany TNC-b&l TRPV1 festéssel. (b) A TRPV1-IR rostok altal fedett terilet valtozdsa a
TNC-ben, a NTG hatasara szignifikdnsan emelkedik a TRPV1 a placebohoz képest, mig az AEA adésa ezt a véltozast kivédi (atlag
+S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, IR: immunoreaktiv, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag,

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1. Lépték 100 um.
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81. abra. (a) Reprezentativ metszetek a patkdny TNC-b&l nNOS festéssel. (b) A nNOS-IR sejtek altal fedett terllet véltozésa a
TNC-ben, a NTG hatdsara szignifikdansan emelkedik a nNOS a placebohoz képest, mig az AEA adasa ezt a valtozast kivédi (atlag
+ S.E.M, n=6 csoportonként, ** p<0,01, *** p<0,001). AEA: anandamid, IR: immunoreaktiv, nNOS: neuronalis nitrogén-oxid
szintaz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték 100 um.
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82. 4bra. (a) nNOS és B-aktin Western blot expresszid a TNC-ben. (b) A kvantitativ elemzés alapjan a NTG kezelés szignifikdnsan
megemeli a nNOS relativ optikai denzitdsat a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatdst kivédi (atlag + S.E.M, n=5
csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01). AEA: anandamid, nNOS: neurondlis nitrogén-oxid szintdz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis
trigeminalis mag.
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83. dbra. (a) Reprezentativ metszetek a patkany TNC-b&l NFkB festéssel. (b) A NFkB-IR sejtek atlagos szdma a TNC-ben. A NTG
hatdsara szignifikdnsan emelkedik a NFkB a placebohoz képest, mig az AEA adésa ezt a valtozast kivédi (atlag + S.E.M, n=6
csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, IR: immunoreaktiv, NFkB: nukledris faktor kappa béta, NTG: nitroglicerin, TNC:
kaudalis trigemindlis mag. Lépték 100 pum.
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84. abra. (a) COX2 és B-aktin Western blot expresszié a patkany TNC-ben. (b) A kvantitativ elemzés alapjan a NTG kezelés
szignifikdnsan megemeli a COX2 relativ optikai denzitasat a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatast kivédi (atlag
+S.E.M, n=5 csoportonként, ** p<0,01). AEA: anandamid, COX2: ciklooxigenaz-2, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis
mag.
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85. abra. (a) KATII és B-aktin Western blot expresszié a TNC-ben. (b) A kvantitativ elemzés alapjan a NTG kezelés szignifikansan
lecsokkenti a KAT-II relativ optikai denzitdsat a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatast kivédi (atlag + S.E.M,
n=5 csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, KATII: kinurenin aminotranszferaz 2, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis
trigeminalis mag.

Megbeszélés

Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a CB és TRPV1 agonista AEA kivédi a NTG TRPV1 expressziot fokozd
hatasat. Ez parhuzamba allithato azzal, hogy az ionotrép CB receptorok aktivalodasa bizonyos fajdalom
modellekben a nocicepcid receptorainak gatldsat, valamint a hiperalgézia csokkenését eredményezi
(Akopian és mtsai., 2009), és az AEA intratekalis addsa csokkenti az allatok érzékenységét termikus
fajdalomra, mely hatdst a TRPV1 antagonista capsazepine kivédi (Horvath és mtsai., 2008). Az AEA ezen
kivul 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
duralis 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.

108



apardutz 101 23

A NTG adas utan megfigyelhetd nNOS emelkedés a TNC teriletén egy dnerdsité folyamatot sejtet a
masodlagos trigeminalis érzé neuronokban (Pardutz és mtsai., 2000), melyet az AEA ki tud védeni. Tébb
vizsgalati 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 patkany kilonbdz8 agyi
régidiban (Greco és mtsai.,, 2010). A kapott eredményeink parhuzamba dallithatok azokkal a
megfigyelésekkel, melyben a CB1 agonistdk kivédték a KCl indukalt 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 modulalni képes. Ennek hatterében allhat, hogy képes a citokin kaszkadra hatva a tumor
nekrdézis faktor altal medialt aktivaciot gatolni (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., 2005b). Feltételezhetd, hogy az endokannabinoidok a proinflammatoros faktorok
atirdsdnak gatldsdval negativ visszacsatoldst 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
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 csokkend megjelenését.

A NTG okozta KATIl csokkenést megakaddlyozza az AEA addsa, mely 2-arachidonoil-glicerinhez
hasonldan csokkenti a kalcium okozta citokrom C felszabadulast a mitokondriumokbdl, ezaltal védve
azokat a citokrom medialt kdrosodastol, mely DNS fragmentaciét és apoptdzist okozhat (Catanzaro és
mtsai., 2009, Zaccagnino és mtsai., 2012). Osszességében a NTG mitokondridlis diszfunkciét okozd
hatasa is feltételezhetd, melyet az AEA kivéd a citokrom C felszabadulas gatlasan keresztil. A NO altal
befolyasolt molekulakrol és az AEA esetleges tdmadaspontjairdl 1asd a 86. dbrat.

NO

/ \ Mitochondrialis |
\\ diszfunkcid AER

y Gyulladdsos medidtorok
Sl (5-HT, BK, IL-1, IL-6) nNOS Q
al %
! ; %

Endokannabinoidok

Aktivacio
Szenzitizacio

Ca2+ influx

T~ NF-KB —— AEA

— Aklivacis l
—] Gatlas COX-2

86. abra. A NO altal befolydsolt molekuldk kozotti kapcsolat sematikus dbrdzoldsa. Az AEA lehetséges tdmadaspontjai. SHT:
szerotonin, AEA: anandamid, BK: bradikinin, COX2: cikolooxigenaz-2, IL: interleukin, KATII: kinurenin aminotranszferaz 2, NFkB:
nukledris faktor kappa béta, nNOS: neuronadlis nitrogén-oxid szintdaz, NO: nitrogén-monoxid, TRPV1: tranziens receptor
potencial vanilloid 1.
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SHTT
Hattér

A kisérleti adatok szerint a migrén és a vérlemezkék 5HT homeosztazisa Osszefliggenek egymadssal
(Danese és mtsai., 2014), és ez utébbira hatdssal lehetnek kannabionoidok: a 81-tetrahidrokannabinol
képes a S5HT 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 kdézponti idegrendszeri kdlcsénhatasokrol. Ezek alapjan, a korabbi eredményekbdl
kiindulva kézenfekvd 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 oraval a NTG/placebo adéasat kovetben az allatokat
perfundaltuk, a TNC-t eltdvolitottuk immunhisztokémiai (n=6 csoportonként) és Western blot
vizsgdlatok (n=5 csoportonként) céljabdl. Az immunhisztokémia esetében a S5HTT fest6dést mutatott
rostok altal fedett terilet szdzalékos ardnyat hatdroztuk meg, mig a Western blot esetén a csikok optikai
denzitdsat mértik meg, belsé kontrollként GAPDH meghatarozast hasznaltunk. Az adatok statisztikai
elemzése ANOVA-val tortént LSD post-hoc teszttel, a szignifikancia szint p<0,05 volt. Pontosabban a
6.1.1.,6.3.1, 6.3.2. és 6.3.4. fejezetben irunk a mddszerekrél.

Eredmények

A NTG okozta megemelkedett SHTT expresszidt megerdsitette az immunhisztokémiai vizsgalatok
eredménye és a Western blot is. Erdekes médon azokban az allatokban, akik csak AEA kezelést kaptak a
csupan NTG kezelésben részesiil6khoz hasonldan magas SHTT szint mutatkozott. A kombinalt aktiv
kezelést kapott patkdanyokban (NTG+AEA) viszont meglepd maddon alacsony SHTT expresszid latszott
mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot adatok alapjan (87-88. abra).
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87. dbra. A 5HTT immunhisztokémiai eredmények Osszefoglaldsa. (A) Reprezentativ metszetek a patkdny TNC-bdl SHTT
immunfestés utdn mindegyik allatcsoportbdl. Az I. és IIl. laminakban &brdzoldédd rostok denzitdasa magasabb, mint a Il.
laminaban. (B) A SHTT tartalmu rostok altal innervalt tertletek a patkany TNC I-lll. lamindjaban. A NTG és az AEA csoportban
ez a terllet szignifikdnsan nagyobb, mint a placebo csoportban. A NTG+AEA kombinalt kezelés kioltotta ezt a hatast (atlag +
S.E.M, n=6 csoportonként, ## p<0,01, $$ p<0,01, ** p<0,01, *** p<0,001). S5HTT: szerotonin transzporter, AEA: anandamid,
NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigeminalis mag. Lépték: 100 pm.
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88. dbra. A Western blot adatok 6sszefoglaldsa. (A) A 5-HTT és GAPDH Western blotjai a TNC-b&l. (B) A NTG és az AEA
csoportban az optikai denzitas szignifikdnsan magasabb a placebo csoporthoz viszonyitva. A NTG+AEA kezelés ezt a hatast
kivédte (atlag + S.E.M, n=5 csoportonként, # p<0,05, $S p<0,01, ** p<0,01). SHTT: szerotonin transzporter, AEA: anandamid,
GAPDH: glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogendz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudalis trigemindlis mag.

Megbeszélés

Eredményeink azt mutatjak, hogy a NTG korabban leirt hatasa mellett az AEA kezelés jelentds modulalé
hatassal birt a SHTT TNC-beli megjelenésére allatkisérletes modelliinkben, az AEA 6nmagaban
megemelte az expresszidt. A szakirodalmi adatok alapjan az AEA tobb gén kifejez6dését 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 leszalld palyarendszerek midkddését 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 tikrében vdratlan az a
megfigyelés, hogy az AEA + NTG csoportban a S5HTT expresszid az abszolut kontroll allatokéhoz
hasonldan alacsony szint( volt. Ennek oka nem teljesen egyértelm(, és tobb lehetséges mechanizmus
is felmerulhet. Lehetséges egy negativ feedback mechanizmus bekapcsoldddsa, 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
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
expresszionodvekedése 4 dra elteltével mar nem érvényesil, a szintek visszaesnek.

Osszefoglalva, az AEA kulcsszerepet jatszik a trigemindlis centrdlis szenzitizadcid markereinek
moduldldsaban és hatdssal van a S5HTT expresszid szabdlyzasara, igy feltételezhets, hogy a migrén
kialakuldsaban is kiemelkedd jelent8ségli a kannabinoid és a trigemindlis rendszer kapcsolata.
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5. OSSZEGZES (U) EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK)

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

1.

10.

11.

A NO donor NTG szisztémas adasa patkanyokban szelektiven fokozza a TNC tertletén taldlhato
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 jelentkezé centrdlis szenzitizacids jelenségek modellje lehet, mig a nNOS ezen
folyamatok markerének tekinthetd.

A NTG a CamKIl expresszidjat is megemeli a TNC terlletén, mely enzim kulcsszerepet jatszik a
glutamaterg neurotranszmisszid szabalyozdsaban és ezdltal a szenzitizacids folyamatok
fenntartdsaban.

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

A NTG megemelte mind a TRPV1, a COX2 és a NFkB expresszidjat a TNC teriletén, melyek mind
a gyulladasos folyamatokban és nociceptiv mikddésben szerepet jatszd molekulak.

A szisztémas NTG lecsokkentette 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.

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

ATG elektromos ingerlését kovetben szignifikans c-fos emelkedést taldltunk az ipszilaterdlis 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 keresztil.

A kétféle durdlis kémiai ingerlésnél CFA adasa 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 kildnb6zd latencidju trigeminalis aktivaciora
utalnak ebben a modellben.

A durdlis IS alkalmazdsa megemelte a patkdny TNC CGRP, TRPV1 és nNOS tartalmat, mely jelzi
az aktivacios és szenzitizacios folyamatok aktivalodasat ebben a modellben.

A COX2 inhibitorok képesek a NTG okozta nNOS és CamKll valtozdsokat 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 hatasos a kisérletlinkben, feltehetéleg a rosszabb vér-agy gat penetrancidja miatt.

A kronikus osztradiol kezelés kivédte a NTG okozta valtozasokat a 5HT, a CGRP és a CamKIll
tekintetében. Ebben a modellben a hormon addsa antinociceptiv hatasunak tdnik. Ezzel
ellentétben az orofacidlis formalin teszt alkalmazdsakor az Osztradiol fokozza a TNC c-fos

113



apardutz 101 23

expresszidjat és a nociceptiv viselkedésmintat. Ebben az esetben pronociceptiv hatast tanusit.
Ez alapjan az 6sztradiol hatdsa a trigeminadlis fajdalomra komplex folyamat, jelent&sen fligghet
a stimulus min&ségétdl.

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

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

14. Mind a KYNA, mind a szumatriptan sikeresen kivédi a durdlis IS kezelés okozta valtozasokat az
aktivaciés és szenzitizacids markerek tekintetében (CGRP, TRPV1 és nNOS), és ebben a
modellben hatdsa hasonld a migrén rohamterdpidjaban igen hatékony szumatriptanéhoz. A
KYNA esetében a periférias és centralis glutamat antagonista hatds érvényesilhet, mig a
szumatriptan a periférids SHT1g/p receptorok blokkoldsa révén hathat.

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

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

A migrén kialakitdsaban szdmos idegrendszeri struktuira vesz részt Iétrehozva a legmarkansabb tinetet,
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 informaciot adhat az allatokban zajlo
folyamatokrél, igy tikrozhetik a migrénes paciensek trigeminalis aktivacidjanak és szenzitizacidjanak
mechanizmusat és lezajlasat. Ezek kozll kiemelendd a NO donor NTG addsakor megemelked6 nNOS,
mely szép példaja a trigemindlis 6nerdsit6 folyamatoknak, és jelent6sége human vizsgalatokkal is
igazolddott (Olesen 2010). A kiloénboz8 aktivacids és szenzitizacids markerek viselkedésének
feltérképezése utdn vizsgdlatainkkal a valtozasok moduldlasara fékuszaltunk. Egyrészt migrénben is
hasznalatos hatasmechanizmusu farmakonokat prébaltunk ki és igazoltuk, hogy a COX2-nek kiemelt
jelent8sége van a trigeminalis aktivacio kialakuldsaban. Mds farmakoldgiai tdmaddspontu szerek kozil
a KYNA és szarmazékai nagy hatékonysdggal védték ki a migrén kilonbdz6 modelljeiben észlelhetd
valtozasokat, melyet els6sorban a glutamat antagonista hatdsuknak tulajdonitunk. Ezen vegyUletcsoport
a kés6bbiekben igéretes jeldlt lehet a klinikai gydgyszervizsgédlatokban. A kannabinoid agonista
anandamidnak is fontos hatasa volt a modellekben, mely a CB receptorok szerepére utalhat a fejfajasok
patomechanizmusaban.

A migrén és a fejfajasok altalaban jelent8s szexualis dimorfizmust mutatnak, emiatt érdekes kisérleteket
végeztlink az Osztrogén hatdsdnak feltérképezése céljdbdl ezekben a modellekben. Eredményeink
alapjan elmondhatd, hogy az 6sztradiol hatdsa komplex, akdr pro- akar antinociceptiv is lehet az
alkalmazott modelltél fliggben. Ez parhuzamba allithatd azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint a
nemi hormonok fejfajasok klinikumara gyakorolt hatdsa bonyolult folyamat, nem csak a hormonok
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aktualis koncentracidja, hanem annak valtozasa is fontos lehet, nem beszélve a gonadalis hormonok
egymadsra hatdsardl.

Ezek az alapkutatasban elért eredmények hozzdjarulhatnak a fejfdjadsok és a migrén folyamatainak
pontosabb megértéséhez és Uj tdmadaspontu kezelések kifejlesztésére adhatnak lehetdséget.

6. ANYAG ES MODSZER
6.1 A migrén allatkisérletes modelljei
6.1.1. NTG szisztémds addsa patkdnyban

A kisérletekhez felnétt patkanyokat hasznaltunk (Wistar, Sprague-Dawley), a kezelésben részesils
allatok 10 mg/kg ddzisi NTG injekciot kaptak s.c. (Nitrolingual® Pohl Boskamp GmbH, Németorszag
oldatbdl készitve), a kontrollcsoport a gyogyszer gyari olddszerét kapta (Pohl Boskamp GmbH,
Németorszag).

6.1.2. Patkany orofacialis formalin modellje

A feln6tt patkanyok fele 50 pl 1,5%-o0s formalin oldatot (0,55% formaldehid tartalom) kapott 26 G-s
injekcidstlvel s.c. a jobb oldali felsd bajuszparnaba, mig a kontroll csoportnal 50 pl fizioldgias séoldatot
injekcioztunk.

6.1.3. ATG elektromos ingerlése patkdnyban

A kisérletekben feln6tt Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat mély kloralhidrat (Sigma-
Aldrich, USA) altatasba helyeztik (400 mg/kg intraperitonedlisan — i.p. adott gydgyszer segitségével),
majd sztereotaxias allvanyba rogzitettik (Stoelting Co., USA). A b6rmetszés utan egy fogorvosi furéval
lyukat vajtunk a bregmatdl 3,2-3,4 mm-re hatra és 2,8-3,2 mm-re lateralisan majd ezt kdvetben egy
koncentrikus bipolaris elektrédat (FHC Inc., USA) sillyesztettiink a TG-ig. A kontrollcsoport nem kapott
elektromos ingerlést, az elektréda 30 percen keresztil ebben a helyzetben volt. Az ingerelt csoport
allatai 30 percen keresztll 10 Hz frekvencidju, 0,5 mA dramerdsségl és 5 ms impulzushosszisagu
ingerlést kaptak (Electrostimulator ST3, Medicor Magyarorszag). Az ingerlés alatt jelentkezé ragdizom
aktivitds jelezte az elektrdda jé helyzetét, mely utébbit a TG feldolgozasanal is ellenGriztik.

Mas kisérletekben enyhébb elektromos stimulaciét is alkalmaztunk, ebben az esetben a kisérlet
hasonldan zajlott az el6z6ekben leirtakhoz, de az elektroda behelyezése 5 percig tartott, az ingerlés 5
Hz frekvenciaval, 0,5 mA aramer@sséggel és 5 ms impulzushosszisaggal tortént.

6.1.4. A patkany dura mater kémiai ingerlése

A feln6tt patkdnyokat (Sprague-Dawley) 400 mg/kg kloralhidrat (Sigma-Aldrich, USA) i.p. adaséval
altattuk el, majd sztereotaxids allvanyba rogzitettik &Sket (Stoelting Co., USA). A skalpot lidokain
infiltracidéval érzéstelenitettik (20 mg/ml; Egis, Magyarorszdg, melyet 1 mg/ml koncentraciora
higitottunk) 4,5 mg/kg ddézist alkalmazva. Fogészati furdval 2x2 mm-es lyukat furtunk a koponyan
(bregmatdl 5 mm-re hatra és a kdzépvonaltdl 3 mm-re oldalt a jobb félteke felett), melyet alacsony
sebességgel és folyamatos fizioldgias sdoldatos h(litéssel végeztiink, Ggyelve, hogy a dura ne sériljon. Az
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allatok egy részénél a durdlis fellletre CFA-t adtunk, mely inaktivalt Mycobacterium bovis olajos
szuszpenzidja (Sigma-Aldrich, USA), az dllatok masik része IS-t kapott (1 mM bradikinin, 100 uM
prosztaglandin, 1 mM 5HT, 1 mM hisztamin, pH: 5,0 20 mM HEPES pufferben). A kontrollcsoportok
fiziologias sdoldat vagy SIF kezelést kaptak (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCly, 2,5mM CaCl;, 10 mM
glikdz 10 mM HEPES pufferben, pH: 7,3). Az oldatok oldalirdnyd dramldsat megakadalyozando, az
allatok fejét Ugy poziciondltuk, hogy a duralis ablak vizszintes legyen. HUsz perc utan a teriletet
fiziologias sdoldattal mostuk le.

6.1.5. A CSD kivaltdsa és regisztracidja kisérleti allatokban

A feln6tt Sprague-Dawley patkdanyokat kloralhidrat (Sigma-Aldrich, USA) segitségével altattuk el (400
mg/kg i.p.), majd ezt kdvetben sztereotaxids készilékben rogzitettik ket (David Kopf Instruments,
USA), a rectalis testhEmérsékletet melegité takard segitségével (ATC 1000®, WPI Inc., USA) 36,5-37°C
kdzott tartottuk a beavatkozas soran. A koponyan 3 db 1-2 mm atmérgjd furt lyukat készitettlink 2 mm-
re a kdzépvonaltdl: 7 mm-el a bregma mogott (occipitdlis régid — stimulacios hely), 4 mm-el a bregma
mogott (occipitoparietalis regisztrald hely), 1 mm-el a bregma el6tt (frontélis regisztrald hely). A CSD-t
1 M KCl-al atitatott vattdval valtottuk ki, melyet a stimuldciés helyen a durdra helyeztink. A CSD
hulldmokat 1 éran at regisztraltuk és az 5 mV-nal nagyobb negativ potencidlvdltozdsokat figyelembe
véve frekvenciat szamoltunk (Ayata és mtsai., 2006). A két regisztracids pont segitségével a CSD terjedési
sebességét is meg tudtuk hatdrozni, illetve kiszamithatd volt az occipitoparietalis — frontdlis CSD
megjelenési arany is. A potencidlvaltozasokat Gveg, mesterséges cerebrospinalis folyadékot tartalmazé
(NaCl 130 mM, MgS04 1,25 mM, KCI 3,5 mM, NaH,PO4 1,25 mM, CaCl, 2 mM, NaHCO; 24 mM, glucose
10 mM, pH 7,4) mikropipettdkba helyezett Ag/AgCl elektrodakkal detektaltuk, melyeket a kortexbe
sUllyesztettlink (dtlagosan 800 pum-el a dura ald). A referencia elektrdoddat a nyak szubkutan széveteibe
vezettik. Az elektromos jeleket ISODAM-8A készlilékkel erésitettiik 10 kHz savszélességnél (WPI Inc.,
USA), a digitalizacié 200 Hz mintavételi frekvencidval tortént, majd a tarolast és az elemzést a Micro1401
MKIl és Spike2 szoftver segitette (CED Co., UK).

6.2. Ovariektémia és 6sztrogénkezelés

A néstény Sprague-Dawley patkdnyokat 2 hoénapos korukban mdltottik 400 mg/kg dozist i.p.
klordlhidrat altatdsban (Sigma-Aldrich, USA). A beavatkozas el6tt az allatok hatat leborotvaltuk, majd
fert6tlenités utan az aszeptikus korilményekre tovabbra is Ugyelve az allatok hatan kb. 3 cm hosszu
kdzépvonali vagast ejtettliink a hat alsé harmadaban, ezt kdvetéen 1,5 cm hosszU peritonedlis metszést
ejtettiink és a haslregben felkerestik a petefészkeket. Az erek lekotése utdan a petevezetékeket
atvagtuk és a petefészkeket eltdvolitottuk. Ezt kovetSen az allatokat véletlenszerlen két csoportba
osztottuk. Az OVX csoport dllatainak bére ala két darab koleszterollal (15 mg, Sigma-Aldrich, USA) toltott
15 mm hosszUsagu szilikonkapszulat (3,18 mm kilsé atmérd és 1,57 mm belsé atmérd, Dow Corning,
USA) helyeztlink, mig az OVX+E;, csoport allatai ugyanilyen kapszuldkat kaptak, de azok dsztradiol (7,5
mg, Fluka, Sigma-Aldrich, USA) és koleszterol (7,5 mg) 1:1 aranyu keverékével voltak megtoltve. A
kapszuldkat a lapockak kozotti terlletre Ultettik be, majd a hashartyat és a bért felszivodd varratokkal
zartuk. A mUtéti eszkd6zoket 70%-os etanolban fert6tlenitettik. Az dllatok hémérsékletét elektromos
melegitd takardval tartottuk fent. Tovabbi fajdalomcsillapitas céljabdl az éllatok carprofent (Rimadyl®
Zoetis, Magyarorszag) kaptak 5 mg/kg ddzisban s.c. a m(itét napjan 3 alkalommal, egyszer a beavatkozas
el6tt, majd azt kovetben kétszer (24, ill. 48 ora elteltével).
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6.3. Vizsgdlati mdédszerek
6.3.1. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az dllatokat mély pentobarbital (Nembutal®, Sanofi-Synthelabo, Franciaorszadg, 80 mg/kg) altatast
kovetben transzkardialisan perfundaltuk 100 ml fizioldgias séoldattal, majd 500 ml foszfat puffer
séoldatban (PBS) oldott 4%-os formalinnal. A megfelel§ szovetmintdkat (TNC, Th1l gerincveldi
szegmentum, agytorzs tobbi része) eltdvolitottuk és egy éjszakan at posztfixaltuk.

Krioprotekciot kovetéen (10% majd 20%, illetve 30%-0s szachardz oldatban egy éjszakan keresztil) a
szovetmintakbdl fagyasztott 30 um sorozatmetszeteket készitettlink kriosztdt segitségével. A
metszeteket egymads utdn egy 18 lyuku sejtkultira lemezbe gy(djtottik 6ssze 0,1 M-os PBS oldatban.
Mivel a sorozatmetszetek egymas utan kerlltek a lyukakba, az egy helyen 1év6 metszetek kozotti
tavolsag 0,54 mm volt. A metszés el6tt a blokkok elllsd, relevans struktUrat nem tartalmazo oldaldn a
kdzépvonaltdl oldalra egy felszines ferde metszést ejtettiink, mely segitett a metszetek késébbi
sorrendbe rendezésében. A szabadon Uszd metszeteket el@szér 0,3% H,O, oldattal kezeltlk, hogy
gatoljuk az endogén peroxiddzokat, majd tobb alkalommal 0,1 M-os PBS 1%-o0s Triton X-100-t (Spektrum
3D Magyarorszag) (PBS-T) tartalmazé oldatban mostuk. Ezt kovetéen a metszeteket inkubaltuk a
megfelel primer antitestekkel (1. Tablazat), majd ismételt tobbszori mosas kovetkezett PBS-T oldatban.
Ezt kdvetben a mintdkat a masodlagos antitesttel inkubaltuk a primer antitest speciesének megfelel6t
valasztva (1:600 higitasban szobahdn 2 6ran at). Ismételt PBS-T-s mosasok utan az immunhisztokémiai
reakciot Vectastain® (Vector Laboratories Inc., USA) avidin-biotin kittel (ABC) tettik lathatova nikkel-
ammonium-szulfattal felerd@sitett 3’,3’ diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA) segitségével. A reakcio
specificitdsat az elsédleges antitest kihagyasaval ellendriztik. A metszeteket nagyité alatt a megfeleld
sorrendben targylemezre vittik, majd szaradas utdan DPX médiummal (Scharlau Chemie, Spanyolorszag)
lefedtiik Sket. A metszeteket Nikon Phase Contrast (Nikon Corporation, Japan) vagy Zeiss Axioimager
fénymikroszkoppal vizsgaltuk (Carl Zeiss Microscopy, Németorszag).
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1.Tablazat. Az immunhisztokémiai festésekhez hasznalt elsédleges antitestek részletes adatai

Antigén

Ellenanyag
allatfaj

Higitas

Inkubacio

El&allito ceg

nNOS

nyul

1:20000

2 éjszaka, 4°C
(3.1.1.3.2.3,
4.1.,4.2.,)

Euro-Diagnostica, Svédorszag B 220-1

nNOS

nyul

1:5000

1 éjszaka
szobahdén (4.9.)

2 éjszaka, 4°C
(3.4.2,4.3,4.6.
4.7,4.10)

EuroProxima, Hollandia 2263B220-1

c-fos

nyul

1:3000

1:2000

1:1000

1:1000

1: 2000

3 éjszaka, 4°C
(3.1.1,,3.2.3)

2 éjszaka 4°C
(3.3.1.)

2 éjszaka 4°C
(3.3.1.)

1 nap szobahén
(4.9.)

1 nap szobahén
(3.4.1.4.5))

Santa-Cruz Biotechnology, USA sc-52-G

Santa-Cruz Biotechnology, USA sc-7202

CGRP

nyul

1:20000

2 éjszaka 4°C
(3.1.2., 4.4.)

Amersham Biosciences AB, Svédorszag;
RPN. 1842

CGRP

nyul

1:20000

2 éjszaka 4°C
(3.2.2.,34.2,,
43.,4.7.,49.)

Sigma, Németorszag, C-8198

S5HT

nyul

1:200000

2 éjszaka 4°C
(3.1.3.,4.4)

DiaSorin Inc., USA, 20080

S5HTT

nyul

1:100000

2 éjszaka 4°C
(3.1.3.,4.10.)

Merck Millipore, USA ab9726

CamKill

egeér

1:2000

3-4 éjszaka 4°C
(3.1.4., 4.1,
4.4.,4.9)

Sigma Chemical Co., USA, C265

TRPV1

nyul

1:500

1:1000

1 nap szobahdén
(3.1.5.,4.10.)

1 nap szobahdén
(3.4.2.,4.3.,4.7))

Santa Cruz Biotechnology, USA, s.c.28759

NFkB

nyul

1:100

2 éjszaka 4°C
(3.1.5.,4.10.)

Abcam, EgyesUlt Kiralysdg ab97726
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6.3.2. Western blot

Az dllatokat mély pentobarbital (Nembutal®, Sanofi-Synthelabo, Franciaorszadg, 80 mg/kg) altatast
kdvetben transzkardidlisan perfundaltuk 200 ml fiziologids sdoldattal, majd a megfelel§ szovetrészeket
(TNC, Thl gerincvel6i szegmentum, agytdrzs egyes részei) sztereomikroszkdp alatt izoldlva
eltavolitottuk. Az igy kapott mintak tomegét megmértik, majd jéghideg lizispufferben egy percig
ultrahangos szonikatorral homogenizaltuk 50 mM Tris-HCIl, 150 mM NacCl, 0,1% Igepal, 0,1% kdlsav, 2
ug/ml leupeptin, 2 mM PMSF, 1 ug/ml pepstatin, 2 mM EDTA és 0,1% SDS oldatban. Ezutan a mintakat
12000 rpm-en, 10 percig, 4°C-on centrifugdltuk, majd a fehérjét tartalmazé felliliszét felhasznalasig -
20°C-on tdroltuk. A fehérjekoncentraciokat Bradford (Bradford 1976) vagy BCA Protein Assay Kit
(Millipore, USA) segitségével hataroztuk meg. Az azonos mennyiség( fehérjét (20 ug/sor) tartalmazd
mintakat SDS-PAGE protokoll szerint futtattuk 200V feszultséget alkalmazva 1 6ran keresztil, 10%-os
Tris-glicin géllel, mig a CGRP esetén 15%-0s gélt alkalmazva. Az elektrotranszfer Immobilon P (Millipore,
USA) vagy Amersham Hybond ECL (GE Healthcare Life Sciences, Magyarorszag) membranra tortént. A
transzfert blokkolds kovette 5%-os zsirmentes tejpor oldatban, és ezutdn a membranokat a megfeleld
protein és belsd kontroll fehérje primer antitest oldataban inkubaltuk (2. Tablazat). A masodlagos
antitest hozzdadasa utan a fehérjecsikokat ECL Western blot analizis készlettel (Amersham Biosciences
AB, Svédorszag) vagy Super-Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, USA) rendszerrel
vizualizdltuk, a kvantitativ vizsgalatot |ézer denzitométerrel végeztiik (Pharmacia LKB, Svédorszag). A
specifikus csikok optikai denzitdsdt megmértiik és ugyanazon minta belsé kontroll fehérjéjének
denzitasaval korrigaltuk.
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2.Tablazat: A Western blothoz hasznalt elsédleges antitestek részletes adatai

Antigén Ellenanyag allatfaj Higitas ElGallito cég
nNOS egér 1:1000 (3.1.1., 4.1, | Transduction Laboratories, USA
4.2) N31020
nNOS egér 1:2500 (4 4.9.,4.6.) | BD Biosciences, USA, 610308
1:2000 (4.10.)
CamKill egér 1:1000 (3.1.4., 4.4.) | Sigma Chemical Co., USA, C265
CGRP nyul 1:2000 (4.9.) Sigma-Aldrich, Németorszag, C-8198
S5HTT nyul 1:2000 (3.1.3,, Merck Millipore, USA, ab9726
4.10.)
COX2 nyul 1:1000 (3.1.5, Proteintech, USA, 12375-1-AP
4.10.)
KATII egér 1:10000 (3.1.6,, Santa Cruz Biotechnology, USA, sc-
4.10.) 67376
TDO nyul 1:500(3.1.6.) LifeSpan BioSciences, USA, LS-
C111058
IDO nyul 1:500(3.1.6.) Abcam, Egyesilt Kirdlysag, ab106134
KYNU nyul 1:500(3.1.6.) Abcam, Egyesllt Kirdlysag, ab96365
KMO nyul 1:4000 (3.1.6.) Abcam, Egyesilt Kirdlysag, ab83929
[B-aktin egér 1:4000 (3.1.4., 4.1., | Sigma Chemical Co., USA, A5441
42.,4.4)
[B-aktin egér 1:2000 (4.6.) Calbiochem, USA, CP0O1
1:10000 (4.9.)
1:100000 (3.1.5.,
3.1.6,3.1.8.4.10.)
GAPDH nyul 1:1000 (3.1.6 4.10.) | Cell Signaling Technology, USA, 8884
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6.3.3. HPLC

Az éllatokat klordlhidrat altatast kovetSen (0,4 g/kg, Sigma-Aldrich) 5 percen keresztil PBS-el
transzkardidlisan perfundaltuk. A mintdkat eltavolitottuk, majd az analizisig -70 °C-on taroltuk, kés6bb
250 pl desztilldlt vizben homogenizaltuk és 62,5 pl 8%-os perkldrsavval deproteinaltuk &Sket. Az
Eppendorf csovek tartalmat 10 percen at 4°C-on 12000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk és a
fellluszot fecskenddhoz kapcesoltan (Millipore, Bedford, USA, SLHV 013 NL) szlrtik at.

A mintak KYNA koncentraciéjat Agilent 1000 HPLC rendszerrel (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany)
hataroztuk meg fluoreszcens detektalassal (excitacids és emisszids hulldmhossz 344, illetve 398 nm). Az
50 pl térfogatu mintakat Hypersil ODS HPLC oszlopra vittlik (150 mm x 4 mm, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA, 30105-154030). lzokratikus kromatografia tortént 0,2 M cink acetdtot és 5%
acetonitritet tartalmazé mobil fazissal (pH =6,2), 1 ml/perc dramlasi sebességgel. A KYNA retencios ideje
kb. 6 percnek bizonyult, az értékeket pmol/g nedves tomegben fejeztik ki.

6.3.4 Képanalizis

A hatsé szarvban a CGRP- és 5HT-IR rostok altal boritott teriletet képanalizatorral hatdroztuk meg Image
Pro Plus 4.0 rendszer segitségével (Media, Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). A metszeteket
atmendfényes mikroszkdpiadval vizsgaltuk 10x vagy 4x nagyitdasu objektiv segitségével. A képeket egy
SONY 950-PP CCD kameraval (Sony Corporation, Japan) vettik fel és a kép digitalizaldsa utan kijeloltik
azt a hatarértéket, mely segitségével meghatarozhaté az IR rostok altal fedett teriilet (diszkriminacios
|épés). Mivel a manualis hatarérték beadllitdas hibds méréseket eredményezhet, ezért ezt igyekeztlink
objektivizalni és automatizalni: a program el6sz6r denzitas hisztogramot hozott [étre és a hatarértéket
ott jelezte, ahol a hisztogram lapos része (s6tétebb — denz, pixelek) meredeken emelkedni kezdett. A
program kiszdmolta a hatarértéknél sotétebb pixelek altal fedett tertletet, mely megfelel a rostok ltal
fedett terlletnek. Kalibracioként ismert terdletl kilonboz6 alakd képeket hasznaltunk. A méréseket
vakon végeztik, legaldbb 16 metszetet vizsgdltunk minden allatcsoportnal és az értékeket atlagoltuk.

A fentiekhez hasonldan jartunk el tovabbi kisérleteinkben, amikor a 5SHTT-, a TRPV1- és a nNOS-IR altal
fedett terletet hatdroztuk meg a hatso szarv tertletén. A képeket AxioCam MRc Rev. 3 kameraval (Carl
Zeiss Microscopy, Németorszag) készitettilk, majd Image Pro Plus 6.2 rendszer segitségével (Media,
Cybernetics, USA) elemeztliik. A pixel-denzitds hisztogram alapjan a program meghatarozta a
hatarértéket és kiszdmolta az IR altal fedett terilet szazalékos aranyat. A NFkB sejtek szamat optikai
disszektor moédszerrel hataroztuk meg (Gundersen és mtsai., 1988) és térfogategységre adtuk meg.

Az CGRP- és S5HT/SHTT-IR boutonok méretét ugyanezzel a felszereléssel 40x nagyitast objektiv
haszndlataval hatdaroztuk meg. Ezen nagyitas mellett egy metszeten belll kilonb6z6 optikai sikokkal is
torténhetett a mérés. Beazonositottuk a fokuszban Iévé boutonokat és ezt kdvetben a program ezek
méretét, mint egyedi objektumokét meghatdrozta. Minden allatcsoportban 450-500 boutont mértliink
le.

6.3.5. Viselkedésvizsgdlatok
Viselkedésvizsgdlatok NTG szisztémds addsa utdn

Az open-field teszt el6tt az allatokat egy félhomalyos, csendes helyiségben 30 percen keresztil
szoktattuk. A méréseket vildgosban végeztik délel6tt 11 és délutdn 4 déra kdzott. ElkertlendS a NTG
kardiovaszkuldris hatdsai kapcsan kialakuld viselkedésvaltozdsokat (Markovics és mtsai., 2012) a
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teszteket 3 drdval és 40 perccel a NTG vagy placebo beadasa utan kezdtiik. Az allatokat az open-field
dobozba helyeztik (48 x 48 x 40 cm, Experimetria Ltd., Magyarorszag), majd 15 percen keresztil
rogzitettik a jarkaldsi id6t és tavolsdgot és az agaskoddsok szamat. Ezeket az adatokat Conducta 1.0
viselkedésanalizald programmal elemeztik ki (Experimetria Ltd., Magyarorszag). Az allatok nem kaptak
élelmet vagy vizet a kisérlet alatt és minden vizsgalat utan fertétlenitettik a dobozt.

Viselkedésvizsgdlatok az orofacidlis formalin modellben

A viselkedésvizsgalatokat nappal végeztik (reggel 8 és délutan 2 dra kozott) zajmentes korilmények
kozott egy 30x30x30 cm-es tlkorfalu terrariumban, melyet a doboz felett 1 méterrel elhelyezkedd
videokameraval rogzitettink (Logitech HD Webcam C615; Logitech Inc., Newark, NJ, USA). Tiz perces
habitudciéd utan a patkanyok jobb oldali bajuszparndiba 50 pl formalin vagy fizioldgias séoldatot
injektaltunk. Ezt kdvetben az allatokat azonnal visszatettlk a dobozba, ahol 45 percen keresztil
vizsgaltuk 6ket. A patkdnyok ez id6 alatt nem kaptak enni- vagy innivalét, minden vizsgalat utdn
fert6tlenitettik a terrdriumot, és a felvételeket egy, a kisérletektél figgetlen személy értékelte ki. A 45
perces id6tartamot 15x3 perces blokkokra osztottuk, és a beoltott terllet vakardsaval toltott 6sszes id6
masodpercben adta meg az adott blokk nociceptiv pontszamat. Kontrollként a fizioldgids sdoldatot
kapott allatok viselkedésvdlaszat alkalmaztuk, mint ahogy ezt a korabbi tanulmdanyokban leirtak
(Clavelou és mtsai., 1995).

6.4. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket vagy az SAS (Version 6.12 for Windows; SAS Institute, Cary, NC, USA) vagy az
SPSS (version 11.00, 17.00, 20.0, 24.00 for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, USA/ IBM Corp, Armonk, NY,
USA) vagy StatView (Version 4.57 for Windows, Abacus Concepts Inc., Berkley, NC, USA) statisztikai
elemz8programmal végeztik. A szignifikanciaszint P<0,05 volt.
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