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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

5HIIA – 5-hidroxi indolecetsav 

5HT – szerotonin 

5HTT – szerotonin transzporter 

AEA – N-arachidonil-etanolamid, anandamid 

ALD2 – aldehid dehidrogenáz 2 

AMPA – 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propánsav 

ANOVA – varianciaanalízis 

BDNF – agyi eredetű növekedési faktor (brain derived growth factor) 

BK – bradykinin 

cAMP – ciklikus adenozin-monofoszfát 

CamKII – kalmodulin-függő protein kináz II 

CB – kannabinoid receptor 

CFA – complete Freund adjuváns 

cGMP – ciklikus guanozin-monofoszfát 

CGRP – kalcitonin génrelációs peptid 

CLR – kalcitonin receptor like receptor 

COX – ciklooxigenáz 

COX1 – ciklooxigenáz-1 

COX2 – ciklooxigenáz-2 

CREB – cAMP response binding protein 

CSD – tovaterjedő kérgi gátlás/cortical spreading depression 

DR – dorzális raphe mag 

ERK – extracellular signal-regulated kinase 

FHM1 – familiaris hemiplégiás migrén 1 

GABA – gamma-amino vajsav 

GAPDH – glicerinaldehid 3-foszfát dehidrogenáz 

GPR30 – G-protein kapcsolt ösztrogén receptor 

GPR35 – G-protein kapcsolt receptor 35 

HPLC – nagy teljesítményű folyadékkromatográfia 

IDO – indolamin 2,3 dioxigenáz 

IDO1 – indolamin dioxigenáz 1 

IDO2 – indolamin dioxigenáz 2 

IHS – Nemzetközi Fejfájás Társaság/International Headache Society 

i.p. – intraperitonealis 

IR – immunoreaktív 

IS – inflammatory soup/„gyulladásos leves” 

KAT – kinurenin aminotranszferáz 

KATII – kinurenin aminotranszferáz 2 

KIR – központi idegrendszer 

KMO – kinurenin monoxigenáz  

KYNA – kinurénsav  

KYNU – kinurenináz  

LC – locus ceruleus 

lys-ASA – lizil-acetil-szalicilát 

L-KYN – kinurenin  

MAPK – mitogén aktivált protein kináz 
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nAChR – 7 nikotinos acetilkolin receptor 

NAD – nikotin adenin dinukleotid 

NFkB – nukleáris faktor kappa B 

NK1 – neurokinin-1 

NMDA – N-metil-d-aszpartát 

NO – nitrogén-monoxid 

NOS – nitrogén-oxid szintáz 

nNOS – neuronális nitrogén-oxid szintáz 

NRM – nucleus raphe magnus 

NSAID – nem-szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszerek/non-steroid antiinflammatory drugs  

NSS – nucleus salivatorius superior 

NTG – nitroglicerin 

OVX – ovariektomián átesett állatok 

OVX+E2 – ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok 

OVX-Form – ovariektomizált állatok, melyek bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak 

OVX+E2-Form – ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok, melyek bajuszpárnájukba formalin injekciót 

kaptak 

OVX-Phys – ovariektomizált állatok, melyek bajuszpárnájukba fiziológiás sóoldat injekciót kaptak 

(kontroll csoport) 

OVX+E2-Phys – ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok, melyek bajuszpárnájukba fiziológiás sóoldat 

injekciót kaptak (kontroll csoport) 

PAG – periaqueductalis szürkeállomány 

PBS – foszfát puffer sóoldat 

PBS-T – foszfát puffer sóoldat és 1%-os Triton X-100 

PG – prosztaglandin 

PGE2 – prosztaglandin E2 

PKA – protein kináz A 

PKC – protein kináz C 

PROB – probenecid  

RAMP – receptor activity-modifying protein 

RCP – receptor komponens protein 

s.c. – subcutan subcutan 

SIF – szintetikus intersticiális folyadék 

SP – P-anyag 

SPG – ganglion sphenopalatinum 

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

analóg 

TDO – triptofán 2,3 dioxigenáz  

TDO1 – triptofán 2,3 dioxigenáz 1 

TDO2 – triptofán 2,3 dioxigenáz 2 

TG – trigeminális ganglion/Gasser-dúc 

TNC – kaudális trigeminális mag 

TRPV1 – tranziens receptor potenciál vanilloid 1 
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1.BEVEZETÉS 

1.1. A perifériás szenzitizáció az idegrendszerben 

Az érzőrendszer szenzitizációjáról akkor beszélünk, ha a szenzórium érzékenysége fokozódik a bejövő 

ingerek kapcsán. Perifériás szenzitizáció esetén leginkább a környéki struktúrák és az elsődleges érző 

neuronok érintettek.  

A XX. század elején Sir Thomas Lewis brit orvos írta le a bőr karistolása után létrejövő választ: a 

mechanikus inger területén létrejövő bőrpírt, melyet a lokális hisztaminfelszabadulás okoz, az ezt követő 

élénkebb vörös kiterjedtebb választ az arteriolák dilatációja kapcsán és végül a duzzanatot, mely az 

intersticiális folyadékfelszaporodás miatt alakul ki. A jelenségsort Lewis-féle hármas válasznak nevezték 

el. Később hasonló jelenséget váltottak ki kísérletes körülmények között a bőr nociceptorainak 

elektromos és kémiai ingerlését követően. Mindkét esetben szükség volt az érintett terület ép szenzoros 

beidegzésére, mivel a folyamat alapja az axonreflex és a következményes neurotranszmitter és 

mediátorfelszabadulás, melyhez hasonló folyamatok játszódnak le az érző idegrendszer perifériás 

szenzitizációja során.  

Ezen jelenség esetében a környéki idegek ingerlési küszöbe lecsökken és/vagy megemelkedik a válasz 

mértéke az elsődleges érző neuronok végződéseinél (Campbell és mtsai., 2006), mely folyamat célja a 

sérült struktúrák védelme azáltal, hogy aktivitásukat csökkenti. A szenzitizáció kialakulása egyrészt a 

nociceptorokból, másrészt nem neuronális sejtekből felszabaduló mediátoroknak köszönhető, melyek a 

károsodás helyén megjelennek és felhalmozódnak a szövetekben. Ebben a folyamatban számos 

molekula vesz részt. A sérült szövetek pH-ja csökken, kálium, prosztaglandinok (PG) és bradikinin (BK) 

szabadul fel belőlük, melyek az elsősorban kémiai ingerekre érzékeny C-rostokat aktiválják (Fitzgerald 

és Woolf 1984) és további PG szintézishez és felszabaduláshoz vezetnek. Ezáltal G-proteinhez kötött 

receptorokon és ligandfüggő ioncsatornákon hatva depolarizálódnak az elsődleges érző 

idegvégződések, továbbá csökken az akciós potenciálok küszöbe és emelkedik a neuronális tüzelés 

frekvenciája (McMahon és mtsai., 2006).  

A fenti folyamat egyik kulcsmolekulája a kalcitonin gén-relációs peptid (CGRP). A 37 aminosavból álló 
CGRP a nyolcvanas években került a kutatók látókörébe, amikor felfedezték, hogy a kalcitonin gén 

alternatív splicingje egy teljesen más funkciójú peptidet, az CGRP-t eredményezi (Amara és mtsai., 

1982). Ezt követően felfedeztek egy újabb gént, amely egy homológ peptidet, a CGRP-t kódolja (Amara 

és mtsai., 1985). Az  és  forma egy aminosavban különbözik egymástól patkányban, míg emberben 
három aminosav az eltérés.  

A CGRP és receptora az emlősökben meglehetősen konzervált formájú (Wimalawansa 1996), és 

csaknem kizárólag az idegsejtekben jelenik meg, leginkább az érző neuronokban (Poyner és mtsai., 2002, 

Russell és mtsai., 2014). Immunhisztokémiai és in situ hibridizációs vizsgálatok alapján az CGRP az érző 

idegekben fordul elő nagy mennyiségben, ahol a sejttest területén, a hátsó gyöki ganglionban vagy a 

Gasser-dúcban (TG) helyezkedik el, míg a CGRP csaknem kizárólagosan a motoneuronokban és az 

enterális idegrendszerben található meg. A vizsgálatok alapján a két forma receptorkötése hasonló, 

csupán kis különbség észlelhető a hatáserősségükben (Mulderry és mtsai., 1988, Noguchi és mtsai., 

1990). 

A CGRP a hatását heteromér receptoron keresztül fejti ki, mely a G-proteinhez kötődő kalcitonin 

receptor like receptor (CLR) és az ún. RAMP molekulából (receptor activity-modifying protein) áll. Egy 

harmadik fehérje, a receptor komponens protein (RCP) is fontos a teljes CGRP hatás megjelenéséhez 

azáltal, hogy összeköttetést teremt a CLR és a G alegység között az adenilát cikláz aktiválásához (Russell 
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és mtsai., 2014). A megemelkedett ciklikus adenozil-monofoszfát (cAMP) szint aktiválhatja a protein 

kináz A-t (PKA), mely ATP szenzitív K+-csatornákat nyithat szerepet játszva a peptid értágító hatásában 

(Nelson és mtsai., 1990). A CGRP emellett részt vesz az endotél mediált vazodilatációban is, mely során 

szintén szerepet kaphat a cAMP (Brain és Grant 2004), és serkenti a nitrogén-monoxid (NO) útvonalat 

is (Smillie és mtsai., 2014). A CGRP nem növeli meg lényegesen az intracelluláris Ca++ koncentrációt a 

hátsó gyöki ganglionsejtekben, de a megemelkedett cAMP koncentráció a PKA-n keresztül foszforilálja 

a cAMP response binding proteint (CREB), mely arra utalhat, hogy befolyásolni tudja a transzkripciót 

(Anderson és Seybold 2004). Emellett kimutatták, hogy hat a kalmodulin-függő protein kináz II (CamKII) 

(Wang és mtsai., 2010) és a mitogén aktivált protein kináz (MAPK) rendszerre is (Kawase és mtsai., 

1999).  

A CGRP az elsődleges érző neuronok 45%-ban expresszálódik: túlnyomórészt a kis sejtekben és a C-

rostokban, de ezen kívül megtalálható az A rostokban és kisebb mértékben a vastagabb mielinizált 
idegekben, valamint az alfa motoneuronokban is (Averill és mtsai., 1995). Szövetkárosodás hatására 
sokfajta proinflammatoros mediátor szabadul fel az elsődleges szenzoros idegsejtek végződéseiből, 
melyek közül kiemelkedő szerepe van a CGRP-nek és a P-anyagnak (SP). Ezek közvetlenül aktiválják a 
végződéseket és facilitálják a nociceptorok tüzelését, mely a hiperalgézia kialakulásához és 
fennmaradásához vezet (Basbaum és mtsai., 2009). Humán vizsgálatokban a CGRP intradermális adása 
tartós, órákon át tartó bőrpírt okoz (Brain és mtsai., 1985), és ez a hosszas hatás a molekula 7 perces 
féléletidejét tekintve tartós receptoriális aktivációt vagy egyéb, tartós sejtszintű változásokat tükröz 
(Grant és mtsai., 2004). Az alkar bőrének direkt CGRP kezelése nem okozott fájdalomérzést vagy axon 
reflex mediált vazodilatációt humán vizsgálatok során, azaz feltehetőleg nem vesz részt közvetlenül a 
fájdalom kialakításában csak a szenzitizációban és a facilitációban (Weidner és mtsai., 2000). 
Összefoglalva: a CGRP a legfontosabb mediátornak tűnik az érző idegek aktivációjakor létrejövő 
vazodilatáció kapcsán emberben (Geppetti és mtsai., 2012), míg patkányokban a vazodilatáció mellett 
hízósejt degranuláció és hisztaminfelszabadulás is megfigyelhető (Schmelz és mtsai., 2001).  

A fájdalom patomechanizmusának pontosabb megértésében sokat segített az ún. algogén molekulák 

hatásának feltérképezése. Az első felismert receptor, ami ezt a hatást közvetíti a tranziens receptor 

potenciál vanilloid-1 (TRPV1) volt, mely a paprika csípős anyagát a kapszaicint és a hozzá hasonló 

vegyületeket (vanilloidok) képes megkötni (Caterina és mtsai., 1997). A TRPV1 felelős többek között a 

resiniferatoxin (Caterina és mtsai., 1997), a piperin (McNamara és mtsai., 2005) és a mustárolaj 

hatásának kialakulásáért (Bandell és mtsai., 2004). A receptor maga egy hat transzmembrán szakaszból 

álló, nem-szelektív kationcsatorna, ami hosszú C végződéssel és az N-terminálison hat ankyrin doménnal 

rendelkezik (Liao és mtsai., 2013). A TRPV1 polimodális, érzékeny a fizikai és kémiai stimulációra, mint 

például a hő (Caterina és mtsai., 1997), alacsonyabb pH (Tominaga és mtsai., 1998) és mechanikus 

ingerlés (Walker és mtsai., 2003).  

A TRPV1 nagy mennyiségben megjelenik a nociceptív szenzoros rostokon, melyek többféle, a fentiekben 

részletezett ingerek hatására fájdalomérzetet közvetítenek, amit CGRP és SP felszabadulása kísér. Ennek 

következményeként vazodilatáció és ödéma alakulhat ki, mely fontos részjelenség a neurogén gyulladás 

kialakulásában (Szallasi és Blumberg 1999).  

A hátsó gyöki és trigeminális ganglionokban található nociceptív neuronok nagy része expresszál 

szerotonin (5HT) receptorokat, leginkább a 5HT2A-t, melyek legtöbbször kolokalizációt mutatnak a 

TRPV1 receptorokkal (Loyd és mtsai., 2011). A lokális vazokonstriktív hatása mellett a 5HT komoly 

szerepet játszik a fájdalom kialakításában és fenntartásában is (Sommer 2004, Parada és mtsai., 2001). 

Az emlősökben a 5HT döntő többsége a perifériás szövetekben található, ahol aktív felvétel mellett 

felszabadulás is történik a vérlemezkékből, hízósejtekből, immunsejtekből (Sommer 2004), és a korai 

fázisban elsősorban proinflammatoros és pronociceptív tulajdonságokkal bír (Dray 1995). 
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Állatkísérletekben 5HT szint emelkedést figyeltek meg gyulladás esetén (Nakajima és mtsai., 2009) és 

hőhatás után (Sasaki és mtsai., 2006), míg humán vizsgálatokban ízületi fájdalom kapcsán (Kopp 1998), 

valamint allodynia esetén (Ernberg és mtsai., 2000a,b). A 5HT adása gyulladást és hiperalgéziát okoz 

mind a kísérleti állatokban (Taiwo és Levine 1992, Tokunaga és mtsai., 1998), mind emberekben 

(Ernberg és mtsai., 2006, Babenko és mtsai., 2000). Ennek mechanizmusa többrétű lehet: egyrészt 

hatással van a TRPV1 receptorok szerkezetére gyulladás alatt, pl. 5HT hatására emelkedik a nociceptív 

rostok hő- és kapszaicinérzékenysége és a 5HT megemeli a TRPV1 csatornák Ca++ áteresztőképességét, 

valamint megkönnyíti a CGRP felszabadulást (Ohta és mtsai., 2006, Loyd és mtsai., 2012b). A 5HT1B,D, 2A 

és 3A receptorok megtalálhatók a TRPV1 receptorral rendelkező elsődleges érző neuronokon (Loyd és 

mtsai., 2011), mely lehetőséget biztosít a 5HT moduláló hatására. Bonyolítja a helyzetet, hogy a 5HT1B,1D 

és a 5HT2A, illetve 3A receptorok ellentétes hatással bírnak. Az előbbi agonizmusa csökkenti a gyulladást 

és a hiperalgéziát (Loyd és mtsai., 2012a), melyet kihasználunk a migrén akut kezelésénél a szelektív 

agonistáik, a triptánok alkalmazásával (Evers és mtsai., 2009), ezzel szemben a 5HT2A és 3A receptorok 

agonistái hiperalgéziát elősegítő hatásúak (Ohta és mtsai., 2006, Obata és mtsai., 2000).  

 

1.2. A centrális szenzitizáció az idegrendszerben 

A centrális szenzitizáció jelenségét először 1983-ban írták le: ha az érintett bőrterületen lokális 

gyulladást váltottak ki, akkor a végtagi flexiós reflexválasz már nem csak fájdalmas ingerlés esetén jött 

létre, és a reflex kiváltásában résztvevő reflexogén zóna is nagyobb lett. Érdekes módon a jelenség a 

lokális gyulladás megszűnése után több órán át is fennmaradt. (Woolf 1983). Összességében 

elmondható, hogy centrális szenzitizáció esetén a fájdalomérző neuronok és pályarendszerek 

működésének erősödése észlelhető, melyet a növekvő excitabilitás, a csökkenő gátlás és a hatékonyabb 

szinaptikus neurotranszmisszió vált ki elhúzódó aktivitást, gyulladást vagy neuropátiás sérülést követően 

kialakuló plasztikus változások révén. Végeredményként lényegesen megváltozik a fájdalomérző 

rendszer működése, és az eddig küszöb alatti ingerek is továbbítódnak és kifejezettebb akciós potenciál 

választ alakítanak ki, miközben a centrális nociceptorok receptív mezeje megnövekszik, a spontán 

aktivitás megnő, a küszöb feletti ingerek erősebb választ eredményeznek, kialakul az allodynia, a nem 

fájdalmas ingerek fájdalmasként való észlelése (Woolf 2007; Woolf és King 1990). 

A perifériással ellentétben a centrális szenzitizáció során olyan bemenetet is kap a nociceptív rendszer, 

ami normális esetben nem működik, például a vastag myelinizált mechanoreceptív A rostok révén 

(Woolf és Salter 2000). Mivel a jelenség a központi idegrendszer (KIR) idegsejtjeinek megváltozott 

sajátosságából ered, a hiperszenzitivitás a már nem gyulladt szövetben a kiváltó ok megszűnte után is 

megmaradhat a szokásos ingerek esetében, azaz nem biztos, hogy kapcsolódik az elsődleges 

fájdalomérző rostok aktivitásához. (Woolf 1983). 

A glutamát a gerincvelői hátsó szarv gyorsan felszabaduló neurotranszmittere, melynek receptorai nagy 

sűrűségben vannak jelen a hátsó szarv területén. Az ionotróp N-metil-d-aszpartát (NMDA) és 2-amino-

3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propánsav (AMPA) receptorok majdnem minden szinapszisban 

előfordulnak (Antal és mtsai., 2008), de a metabotróp típusúak is nagy számban megtalálhatók itt 

(Alvarez és mtsai., 2000). Az NMDA receptor kiemelt jelentőségű a centrális szenzitizáció elindításában 

és fenntartásában, mivel mind a kompetitív, mind a non-kompetitív antagonista vegyületek megelőzik 

és kivédik a fájdalominger hatására létrejövő hiperexcitabilitást a másodlagos nociceptorok területén 

(Ma és Woolf 1995, Woolf és Thompson 1991). Normál körülmények között a hozzá kötődő Mg++ ion az 

NMDA receptort képes gátolni (Mayer és mtsai., 1984), de az elsődleges nociceptorokból tartósabban 

felszabaduló glutamát, CGRP és SP okozta depolarizáció eltávolítja a Mg++-ot és még jobban elősegíti a 
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kationbeáramlást. Ez elsődleges szerepet játszik a szinaptikus hatékonyság növelésében, valamint a 

további Ca++ beáramlásban, mely számos inracelluláris jelút aktiválásával fenntartja a folyamatot. 

A CGRP a centrális szenzitizáció folyamatában más módon is részt vehet. A CGRP receptor aktiválódása 

az elsődleges érző neuronok centrális terminálisaiból felszabaduló peptid hatására indirekt módon 

szenzitizálhatja az NMDA receptorokat (Benarroch 2011). A tartós neuronális aktiváció a hátsó szarv 

területén a MAPK kaszkádon keresztül foszforilálni képes az NMDA receptor NR1 alegységét és 

megkönnyíti a pronociceptív neurotranszmitterek megjelenését, mely elősegíti a fájdalommal 

kapcsolatos neurotranszmissziót (Latremoliere és Woolf 2009, South és mtsai., 2003, Woolf 2011). 

Érdekes módon a TNC területén a CGRP receptorokat elsősorban az idegvégződéseken találjuk meg és 

nem expresszálódnak a sejttesten (Eftekhari és mtsai., 2010). A gerincvelőt vizsgálva is azt találták, hogy 

a receptorok preszinaptikusan helyezkednek el, sokszor glutamáterg idegsejteken, melyek részben 

enkefalint is tartalmaznak és a rostok egy része preszinaptikus 2 receptort is expresszál. Lehetséges, 

hogy a CGRP receptorok elősegítik a glutamát felszabadulását, mely kapcsán erősödik a nociceptív 

transzmisszió, és ezzel egyensúlyt tart az 2 receptorok és az enkefalinok gátló hatása (Marvizón és 

mtsai., 2007). A CGRP gerincvelői pronociceptív hatására több bizonyíték is van, az viszont nem 

egyértelmű, hogy közvetlen hatásról vagy indirekt facilitáló effektusról van-e szó. Az bizonyosnak tűnik, 

hogy a perifériás fájdalomérző rostok ingerlése CGRP felszabadulást okoz a központi végződéseken 

(Russell és mtsai., 2014). Az intratekális CGRP nem befolyásolja a nociceptív és termikus válaszok 

küszöbét patkányokban, de a CGRP antagonisták alkalmazása viszont megemeli azokat (Kuraishi és 

mtsai., 1988). Más vizsgálatok ugyanakkor arra utalnak, hogy a gerincvelői CGRP a centrális szenzitizációt 

segíti elő és nem befolyásolja az akut nocicepciót: a CGRP antiszérum csökkentette a hiperalgéziát 

karragenin okozta ízületi gyulladásban, míg nem volt hatással a kontroll állatok nociceptív válaszaira 

(Kawamura és mtsai., 1989). 

A SP a glutamáttal együtt szabadul fel a vékony, nem mielinizált rostokból és a neurokinin-1 (NK1) 

receptorhoz kötődve hosszan tartó depolarizációt idéz elő (Henry 1976), mely hozzájárul a C-rostok által 

közvetített szinaptikus potenciálok időbeli szummációjához (Xu és mtsai., 1992) és az ehhez kapcsolódó 

intracelluláris jelutak aktiválódásához. A CGRP szintén a kis átmérőjű szenzoros neuronok terméke, 

fokozza a SP hatását (Woolf és mtsai., 1986) és a CGRP1 receptorok révén elősegíti a PKA és protein 

kináz C (PKC) útvonal működését, ezáltal erősítve a centrális szenzitizáció folyamatát (Sun és mtsai., 

2004). A CGRP ezen kívül megemeli az agyi eredetű növekedési faktor (BDNF) felszabadulását a 

trigeminális nociceptorokból (Buldyrev és mtsai., 2006), ami szerepet játszhat többek között a migrén 

kialakulásában (Fischer és mtsai. 2012). 

A TRPV1 kiemelt jelentőségű a centrális szenzitizációs folyamatokban is: mind a PKA és PKC képes a 

receptor foszforilációjára, ezáltal megnövelve az érzékenységét (Bhave és mtsai., 2002, 2003). A 

foszfolipáz C aktivitásfokozódás miatt csökkenő inozitol-bifoszfát is felszabadítja a TRPV-t a gátlás alól 

(Prescott és Julius 2003), míg ezzel párhuzamosan a megemelkedett diacilglicerol a PKC-n keresztüli 

további foszforilációval növeli az aktivitást (Numazaki és mtsai., 2002). 

A perifériás nociceptorok tartós és erőteljes stimulációjakor felszabaduló BK a hátsó szarvban 

expresszálódó B2 receptorokon keresztül fokozza a szinaptikus működést a PKA, PKC és az extracellular 

signal-regulated kinase (ERK) útvonalak aktiválása révén (Chapman és Dickenson 1992, Kohno és mtsai., 

2008). A leszálló szerotoninerg pályarendszer is hatással van az ERK kaszkádra az ionotróp 5HT3 

receptoron keresztül (Kayser és mtsai., 2007, Zeitz és mtsai., 2002) és feltételezhetően a metabotróp 

5HT7 receptor révén is (Brenchat és mtsai., 2009).  

Az intracelluláris Ca++ koncentráció bizonyos szintű emelkedése kulcsfontosságú a centrális szenzitizáció 

kialakulásában: ennek legfőbb forrása az NMDA-receptorokon beáramló Ca++, de AMPA receptorokon 
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keresztül (Vikman és mtsai., 2008), a feszültségfüggő Ca++ csatornákon bejutó (Woolf és Salter 2000) és 

a metabotróp receptorokon keresztül az intracelluláris raktárokból történő felszabadulás révén is 

létrejöhet (Luo és mtsai., 2008). Az így felszaporodott Ca++ szerepe kiemelt jelentőségű az intracelluláris 

kinázok aktiválása szempontjából, melyek mind az NMDA, mind az AMPA receptorokat képesek 

foszforilálni, és ezáltal meg tudják változtatni az aktivitásukat, mely folyamatokban a PKC, PKA és a 

CamKII vesz részt (Chen és mtsai., 2007, Carvalho és mtsai., 2000). Ezzel párhuzamosan a szenzitizációs 

jelenségek kapcsán az ERK útvonal is aktiválódik: egyrészt a megemelkedett Ca++ koncentráció 

következményeként, másrészt a kalmodulin aktivált adenilát cikláz és ebból adódó PKA működés révén 

(Wei és mtsai., 2006). Ez az oka annak, hogy a foszforilált ERK megjelenése jelentős azokban a 

neuronokban, melyek a nociceptív bemenet miatt aktív jelátviteli utakat működtetnek és részt vesznek 

a centrális szenzitizáció kapcsán létrejövő plasztikus receptoriális változásokban (Hu és mtsai., 2003, 

Kawasaki és mtsai., 2004). Az ERK fokozott működésének eredményeként pedig fokozódik az NMDA és 

AMPA receptorok hatékonysága (Kohno és mtsai., 2008) és csökken a K+ kiáramlás, melyek együttesen 

fokozott membrán excitabilitáshoz vezetnek (Hu és mtsai., 2006). Ezzel párhuzamosan felerősödő 

expresszió mutatkozik a c-fos, az NK1, a tirozin-kináz B és a ciklooxigenáz-2 (COX2) géneknél (Ji és mtsai., 

2009).  

A gerincvelő hátsó szarvában képződő NO-nak szintén szerepe lehet a szenzitizációs folyamatokban (Wu 

és mtsai., 1998), melyben a ciklikus-guanozin monofoszfát (cGMP) kaszkád, bizonyos membrán 

csatornák nitrozilációja, adenozin-difoszfát ribolizáció és reaktív gyökök képződése játszhat szerepet 

(Davis és mtsai., 2001, Schwartz és mtsai., 2008). 

Kiemelt jelentősége van a hiperszenzitivitás kialakulásában a hátsó szarv sejtjeiben indukálódó COX2-

nek, mely fokozott prosztaglandin E2 (PGE2) képződést indít el (Samad és mtsai., 2001), ami a 

gerincvelői neuronokon lévő PGE2 receptor 2-höz kötődve felerősíti az NMDA és AMPA receptorok 

ionáramait (Kohno és mtsai., 2008). Ezen kívül nem szelektív kationcsatornákat nyit meg (Baba és mtsai., 

2001) és gátolja a glicinerg neurotranszmissziót (Ahmadi és mtsai., 2002). A PGE2 preszinaptikusan is 

hat: a PGE2 receptor 4-en keresztül fokozza a transzmitterfelszabadulást (Vasko és mtsai., 1994).  

 

1.3. A fejfájásokól általában 

Fejfájásról beszélünk, amikor az arcot, fejet vagy nyakat érintő fájdalom az állapot fő jellegzetessége, 

mely az orvoslás során a fizikai tünetek összességét tekintve az egyik leggyakoribb panasz. Az 

egészségügyi ellátásban legtöbbször ún. elsődleges fejfájások tüneteivel jelentkeznek a páciensek, ahol 

közös jellemző, hogy a betegségnek önálló patomechanizmusa van, nem más kórkép áll a panaszok 

hátterében. Kevesebb, mint 10%-ban fordulnak elő a másodlagos fejfájások, ahol más betegség 

tüneteként jelentkezhet a fej fájdalma. Az elsődleges fejfájások közé tartozó tenziós fejfájás globális 

prevalenciáját kb. 40%-ra lehet becsülni, míg a migrén esetében ez valamivel több, mint 10%. Ez utóbbi 

kórkép leginkább a 25 és 55 év közötti, aktív korosztályt érinti, és a nők mintegy háromszor gyakrabban 

szenvednek migréntől, mint a férfiak (Robbins és Lipton 2010, Stovner és mtsai., 2007). Az aktív 

népességet érintő gyakori előfordulás és a sokszor súlyos tünetek miatt a fejfájások okozta gazdasági 

teher az Európai Unióban óriási, 100 milliárd Eurós nagyságrendre becsülhető, melynek közel 

kétharmadát a migrénnel kapcsolatos költségek teszik ki. (Linde és mtsai., 2012). 
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1.3.1. A fejfájások klinikai klasszifikációja 

A fejfájások csoportosítása a Nemzetközi Fejfájás Társaság (International Headache Society, IHS) 

kritériumrendszere szerint történik, melyet legutóbb 2018-ban vizsgáltak felül és újítottak meg 

(Headache Classification Committee 2018). A rendszerezés alapja az elsődleges és a másodlagos 

fejfájások elkülönítése. Az előbbi esetében a fejfájás önálló patomechanizmussal és jellegzetes klinikai 

tünetekkel rendelkezik, az idegrendszerben strukturális eltérés legtöbbször nem mutatkozik. Ide 

soroljuk a migrént, a tenziós típusú fejfájást és az ún. trigemino-autonóm fejfájásokat. A tüneti vagy 

másodlagos fejfájások ritkábbak, ilyenkor más betegség okozza a fej fájdalomérző rendszerének 

aktivációját, gyulladását vagy károsodását.  

 

1.4. A migrén jellegzetességei 

1.4.1. Történeti áttekintés 

A migrén egyes tüneteit már az ókori egyiptomiak is felismerték az időszámításunk előtti második 

évezredben, a nyilalló erős fájdalom esetén speciális kezelést javasoltak. Azzal, hogy egy szorosan kötött 

vászondarabbal egy agyagkrokodilt rögzítettek a páciens fejére, lehet, hogy mérsékelték a skalp ereinek 

tágulatát segítve a tünetek enyhülését. I.e. 400-ban Hippocrates leírta az aura jelenségét, de közel fél 

évszázadot kellett várni ahhoz, hogy Kappadókiai Aretaeus leírja a fejfájások első klasszifikációját, 

melyben az erős féloldali tartós fejfájást heterokrániának aposztrofálja, melyet később Galenus 

hemikrániának nevez el, amiből a migrén szó származtatható. A XII. században egy apáca, Bingeni 

Hildegard nagyon pontos leírást ad a „vízióiról”, melyek nagy valószínűséggel vizuális aurajelenségnek 

tarthatóak. Három évszázaddal később Thomas Willis pontos megfigyeléseket tesz közzé a migrénnel 

kapcsolatban, a betegséget éreredetűnek, vazodilatáció következményének tartotta, hasonló elméletet 

publikált Erasmus Darwin (Charles Darwin nagyapja) is. Valamivel később, 1873-ban Edward Liveing a 

migrénes roham hátterében, hasonlóan az epilepsziához, az agyi neuronok „viharát” véleményezte és 

rokonságot vélt felfedezni a két betegség között, már akkor felvetítve a migrén vaszkuláris és neuronális 

teóriájának kettősségét. Bár a pontos patomechanizmussal kapcsolatos vizsgálatok a mai napig 

folytatódnak, a migrént jelenleg elsődlegesen neuronális eredetűnek véljük, melyhez kapcsolódhatnak 

az érhálózat változásai (Burstein és mtsai., 2015). 

  

1.4.2. A migrén tünettana 

A migrénes roham a fejfájáson kívül sokfajta tünettel jelentkezik, és a megjelenő klinikai képet négy 

stádiumra oszthatjuk. A fejfájást megelőzően órákkal, esetleg napokkal korábban jelentkezik a prodróma 

fázisa, mely a betegek 12-79%-ban megjelenik (Schoonman és mtsai., 2006). A tünetek sokszor pszichés 

jellegűek: deprimált hangulat, eufória, irritabilitás, koncentrációs zavar, de előfordulhat fény- és 

hangérzékenység, túlzott álmosság vagy a nyak izmainak feszülése, sóvárgás bizonyos ételek iránt, 

fokozott vizeletürítés és ásítás is (Silberstein és Young 1995). Ezt követően a migrénesek 25%-ban 

kialakul az ún. aura fázis, mely átmeneti központi idegrendszeri funkciózavar képében jelentkezik, kb. 5-

20 perc alatt alakul ki és típusos esetben az időtartama nem haladja meg az 1 órát. Az aurajelenség 

kapcsán vagy ezt követően jelentkezik a jellegzetes migrénes fejfájás (Ziegler és Hassanein 1990). A 

leggyakoribb tünetek vizuálisak, látótérkiesés, csőlátás vagy csillámlátás fordul elő leginkább, emellett 

sokszor lépnek fel szomatoszenzoros jelenségek, elsősorban a felső végtag zsibbadása, beszédzavar, a 

motoros, esetleg agytörzsi tünetegyüttes jelentkezése ritkának mondható (Russell és Olesen 1996). 
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A fejfájás a migrénes roham során legtöbbször egyoldali, közepesen vagy nagyon erős, lüktető jegyeket 

mutat és 4-72 órán át tarthat. A panaszokat a fizikai aktivitás fokozza, a betegek pihenést, nyugalmat 

kívánnak, jellemző tünet a fény- és hangérzékenység, valamint a hányinger és hányás (Silberstein és 

Young 1995). Bár nem szerepel az IHS kritériumrendszerében, de a migrénes betegek kb. 60%-ában 

roham alatti allodynia alakul ki, azaz a nem fájdalmas ingereket fájdalmasnak érzékelik (Burstein és 

mtsai., 2000a), mely centrális szenzitizációs mechanizmus jelenlétére utal. Az allodynia legtöbbször a n. 

trigeminus ellátási területén jelentkezik, ilyenkor a másodlagos trigeminális nociceptorok részvétele 

feltételezhető, de ritkábban előfordulhat extratrigeminális lokalizációban is, mely a harmadlagos érző 

neuronok szenzitizációjára utalhat.  

A fejfájást követően a betegek sokszor nem válnak tünetmentessé, a roham után akár napokig 

panaszkodhatnak általános rossz közérzetre, koncentráció gyengeségre, ingerlékenységre (Bose és 

Goadsby 2016), ez a posztdróma vagy lábadozási fázis. 

 

1.4.3. A migrén patomechanizmusa 

A migrénben a domináló tünet a fejfájás, melyet a trigeminovaszkuláris pályarendszer közvetít az 

agyhártyákból a központi idegrendszer felé. Az elsődleges érző neuronok a trigeminális ganglionban 

találhatóak, perifériás axonjaik ellátják a lágy és kemény agyhártyát, valamint a nagyobb cerebrális 

ereket (Uddman és mtsai., 1985), míg a centrális nyúlványok elérik a kaudális trigeminális magban (TNC) 

lévő másodlagos nociceptorokat (Liu és mtsai., 2004), melynek projekciói többek között a talamusz VPM 

magcsoportjába futnak és innen az információ a kortexbe jut. A TNC másodlagos neuronjai más agyi 

területekkel is közvetlen kapcsolatban állnak: az agytörzs egyes magcsoportjaival (formatio reticularis, 

periaqueductalis szürkeállomány, n. salivatorius superior), a hipotalamusszal és a törzsdúcokkal 

(striatum, nucleus subthalamicus) (Malick és mtsai., 2000). 

Az első részletes elmélet a migrén patomechanizmusával kapcsolatban a huszadik század közepén látott 

napvilágot. Ezek alapján a betegséget elsődlegesen éreredetűnek tartották, az aurajelenséget az 

intrakraniális erek összehúzódásával, míg a fejfájást a koponya ereinek tágulatával magyarázták (Tunis 

és Wolff 1952). Ez jól illeszkedett azon korábbi megfigyelésekhez, miszerint az erős vazodilatátor amil-

nitrát jól szüntette az aura tüneteit, míg az ereket összehúzó ergotamin hatékony volt a migrénes fejfájás 

csillapításában (Graham és Wolff 1938). A folyamatban kiemelt szerepet gondoltak a vérlemezkékből 

kiürülő 5HT-nak, mely folyamat hatására csökken a kraniális érhálózat tónusa (Humphrey 1991). Ennek 

ellenére a migrén tisztán vaszkuláris teóriája nem tudta megmagyarázni a roham alatt jelentkező egyéb, 

központi idegrendszert érintő tüneteket, mint például a fény- és hangérzékenységet, ezért új elméletek 

kidolgozására volt szükség. A trigeminovaszkuláris teória központjában az agyhártyákat és azok ereit 

gazdagon beidegző n. trigeminus anatómiai és funkcionális változásait írja le, kiemelve a végződésekből 

felszabaduló vazoaktív hatással is bíró neuropeptideket, mint a CGRP, SP és a később felfedezett 

hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid (Moskowitz és mtsai., 1979). Ezáltal egységbe foglalja a 

trigeminális rendszer aktiválódása során jelentkező „lefelé irányuló”, elsősorban a peptidfelszabadulás 

kapcsán jelentkező lokális hatásokat, valamint a centrális folyamatokat, melyek végül a fejfájás 

kialakulásához vezetnek (Moskowitz 1984). Jelen ismereteink szerint az feltételezhető, hogy a migrénes 

roham a központi idegrendszerből indul ki, de a fejfájás kialakulásához szükséges a perifériás struktúrák 

aktiválódása is (Olesen és mtsai., 2009).  

Az egyik lehetséges kapcsolódási pont egy agyi elektrofiziológiai jelenség, a tovaterjedő kérgi gátlás 

(cortical spreading depression – CSD) lehet, mely során a kérgi neuronok és gliasejtek lassan tovaterjedő 

depolarizációja, majd gátlása észlelhető (Leao 1944). Az első leírás után gyorsan felmerült, hogy a CSD 

kérgi terjedési sebessége (3-5 mm/min), a szomatotopiát figyelembe véve megfeleltethető a migrénes 
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vizuális aurajelenségek időbeli lefolyásának (Leao és mtsai., 1945), de hosszú éveket kellett várni mire a 

korszerű funkcionális képalkotó vizsgálatok segítségével még valószínűbbé vált, hogy a migrénes aura 

megfelel a CSD-nek (Hadjikhani és mtsai., 2001). A CSD révén létrejövő depolarizáció megváltoztatja az 

agy lokális vérátáramlását, fokozza a neuronális és gliális anyagcserét, aminosavak és NO felszabadulását 

okozza (Read és mtsai., 1997) és kísérletes körülmények között képes a trigeminális rendszer 

aktiválására, melyet a TNC-ben észlelt c-fos expresszió változásával (Moskowitz és mtsai., 1993) és 

elektrofiziológiai vizsgálatokkal (Zhang és mtsai., 2011) is alátámasztottak. Az újabb állatkísérletes 

vizsgálatok arra utalnak, hogy a migrénben részt vevő agytörzsi struktúrákra a CSD a trigeminális 

afferensektől független módon, direkt, centrálisan futó pályarendszereken keresztül is hathat (Lambert 

és mtsai., 2011), mely a kérdést még érdekesebbé teszi. 

A migrén egyik ritka, monogénesen öröklődő variánsánál, a familiáris hemiplégiás migrénben, a három 

leggyakoribb mutáció mindegyike megkönnyíti a CSD kialakulását az agyban (Kors és mtsai., 2003). A 

tünetek hasonlósága miatt feltételezhető, hogy a „klasszikus” aurás migrénes betegeknél is genetikai, 

illetve környezeti tényezők hatására megnő a CSD kialakulási esélye, mely a rohamok létrejöttéhez 

vezethet.  

A fentiektől részben függetlenül derült fény arra, hogy a migrénes roham során bizonyos agytörzsi 

magvak aktiválódnak, mint például a nucleus raphe magnus (NRM) és dorsalis (DR), a locus ceruleus (LC) 

és a periaqueductalis szürkeállomány (PAG) (Weiller és mtsai., 1995). Ezek a magok befolyásolhatják a 

TNC aktivitását, részt vesznek a fájdalomérzés szabályozásában, továbbá szerepet játszhatnak a 

trigeminovaszkuláris rendszer aktiválásában is (Edvinsson és Goadsby 1995). Ezek a kapcsolatok 

fontosak lehetnek a migrén egyéb kísérő tüneteinek kialakulásában, mint például a hányinger, hányás, 

ásítás, könnyezés, irritabilitás és fáradtság (Burstein és Jakubowski 2005). 

A migrénes fejfájást megelőző és kísérő tünetek sokszínűsége arra utal, hogy a betegség sokkal több, 

mint egy „fejfájás”, tekintettel arra, hogy több kortikális, szubkortikális és agytörzsi területet érintő 

állapotról van szó, azaz a migrénes agy különbözik a nem migrénestől (Borsook és mtsai., 2012), és nem 

lehet a migrén kialakulását kizárólag a CSD-nek vagy a migrén generátoroknak tulajdonítani. A migrént 

megelőző prodróma tünetei a hipotalamusz (fáradtság, deprimált hangulat, étel iránti sóvárgás, ásítás), 

az agytörzs (izmok érzékenysége és a nyak feszülése), az agykéreg (fény- és hangérzékenység, 

szagérzékenység) és a limbikus rendszer (depresszió) szerepére utalnak (Schulte és mtsai., 2016, 

Maniyar és mtsai., 2014). Az utóbbi időben a figyelem középpontjába a hipotalamusz került, melynek 

neuronjainak hatására megváltozik a szimpatikus és a paraszimpatikus idegrendszer tónusának aránya 

az agyhártyában az utóbbi javára (Burstein és Jakubowski 2005). A hipotalamusz összeköttetése révén 

képes lehet a nucleus salivatorius superior (NSS) preganglionáris idegsejtjeinek és a szimpatikus 

idegrendszer spinális neuronjainak tüzelését befolyásolni (Spencer és mtsai., 1990, Tucker és Saper 

1985). A NSS képes acetilkolin, vazoaktív intesztinális peptid és NO felszabadítására a ganglion 

sphenopalatinumból (SPG), melynek rostjai gazdagon beidegzik az agyhártyákat, ahol vazodilatációt, 

plazma extravazációt és gyulladásos mediátorok felszabadulását segítik elő (Larsson és mtsai., 1976, 

Nozaki és mtsai., 1993; Suzuki és Hardebo 1993). Emellett a NSS befolyásolja a TNC másodlagos érző 

neuronjainak tüzelését (Akerman és mtsai., 2012), valamint a meningeális nociceptorok aktivitása 

részben az SPG fokozott működéséhez kötött (Bolay és mtsai., 2002). A migrénes roham emellett 

sokszor fokozott paraszimpatikus tünetekkel jár az arcon, mint például a könnyezés vagy az orrfolyás 

(Havanka-Kanniainen és mtsai., 1988), és végül a SPG blokád hatékonynak bizonyul a migrénes fájdalom 

kezelésében (Cady és mtsai., 2015). A fentiek mellett az is lehetséges, hogy a hipotalamikus és agytörzsi 

magok képesek a trigeminális talamokortikális fájdalomérző struktúrák küszöbét csökkenteni, mely 

kulcsfontosságú lehet a fejfájásos roham kialakulásában (Noseda és mtsai., 2014). A hipotalamusz és 

egyes agytörzsi magvak képesek a talamusz relémagjainak modulálására (Saper és mtsai., 2005, 2010): 
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dopamin, hisztamin, orexin, melanin koncentráló hormon tartalmú neuronokból hipotalamikus 

bemenetet kapnak, míg az agytörzsből noradrenalint és 5HT-t tartalmazó rostok futnak ide (Noseda és 

mtsai., 2014). Ez a bemenet szabályozza a talamokortikális kisülések intenzitását: a dopamin, a magas 

koncentrációjú 5HT, a noradrenalin és az orexin facilitáló hatással, míg az alacsony 5HT szint és a melanin 

koncentráló hormon gátló hatással bír. Feltételezhető, hogy a relémagok működése befolyásolja, hogy 

a prodróma után kialakul-e migrénes fejfájás az adott egyénben, ill. tágabb értelemben azt, hogy a külső 

hatások összessége fejfájást okoz-e (Borsook és mtsai., 2012).  

 

1.4.4. A migrén kezelési lehetőségei 

A migrén terápiájának alapját a gyógyszeres kezelés jelenti, melyet roham esetében érdemes a lehető 

leghamarabb elkezdeni (Steiner és mtsai., 2019). Az elsődlegesen választandó szerek a nem-szteroid 

gyulladáscsökkentő gyógyszerek (NSAID), melyek hatékonysága régóta bizonyított (Párdutz és mtsai., 

2010). A rohamkezelésben kiemelkedően effektívnek bizonyultak a 5HT1B/D receptor agonista triptánok 

(Cameron és mtsai., 2005), melyek blokkolják a trigeminális nociceptív transzmitterfelszabadulást, és 

kifejlesztésükben komoly szerepet játszott a 5HT szerepének kísérletes megismerése migrén során 

(Humphrey 2007). Szintén kecsegtető eredményekkel bírnak a frissebb kutatási eredmények alapján 

felfedezett 5HT1F receptor agonista ditánok (Goadsby és mtsai., 2019) és a CGRP receptor antagonista 

gepantok (Dodick és mtsai., 2019).  

Mivel visszatérő rohamokkal jár, a migrén kezelésében kulcsfontosságú az olyan gyógyszerek 

alkalmazása, melyek a rosszullétek kialakulásának valószínűségét csökkentik. Az úgynevezett profilaxis 

szerek közül kiemelendőek a -blokkolók (Tfelt-Hansen 1986), antiepileptikumok, mint pl. a valproát és 

topiramát, a Ca++ csatorna blokkoló flunarizine, valamint egyes triciklusos és szelektív szerotonin és 

noradrenalin visszavétel gátló típusú antidepresszánsok (Evers és mtsai., 2009). A -blokkolók hatása 

feltehetőleg több támadásponton valósul meg, modulálják a PAG és a LC tüzelési frekvenciáját és 

csökkentik a centrális trigeminális magok facilitációját és a nitrogén-oxid szintáz (NOS) működését. A 

valproát és a topiramát a feszültségfüggő kationcsatornák blokkolása mellett a CGRP expressziójának, 

ill. felszabadulásának csökkentésén keresztül hatnak. Szintén Ca++ csatorna blokkolás és a 

hiperexcitabilitás normalizálása révén működik a flunarizin, az antidepresszánsok pedig a csökkent 5HT 

és noradrenalin visszavétel kapcsán redukálják a fájdalomérzetet (Sprenger és mtsai., 2018). Az alap- és 

klinikai kutatásban is sokszor szereplő CGRP biológiai terápiával történő blokkolása adhatja a migrén 

legújabb megelőző kezelési módját (Charles és Pozo-Rosich 2019). Összességében elmondható, hogy a 

migrén farmakoterápiájának kifejlesztésében kiemelt szerepe van a trigeminális aktivációs 

mechanizmus tudományos feltérképezésének és vizsgálatának. 

 

1.5. Szenzitizációs folyamatok migrénben és primer fejfájásokban 

A fájdalomérző rendszer szenzitizációs jelenségei alapvető fontossággal bírnak a migrénesekben, és 

mind a perifériás, mind a központi idegrendszerben előfordulhatnak. Az előbbi során gyulladásos 

mediátorok jelennek meg a trigeminális nociceptorok perifériás végződéseinek környezetében, melyek 

lokálisan hatva fokozzák a környéki fájdalomérző rostok érzékenységét. A migrénes roham során ez 

legmarkánsabban a lüktető fejfájásban nyilvánul meg, mikor a pulzushullám okozta intrakraniális 

nyomásváltozást éli meg a beteg ilyeténformán (Strassman és mtsai., 1996). A jelenség a központi 

idegrendszerben is végbe mehet, mind a másodlagos, mind a harmadlagos trigeminális fájdalomérző 

neuronok területén (Burstein és mtsai., 2000b), melynek legfontosabb tünete a rohamok alatt több mint 

50%-ban jelentkező allodynia, mikor a páciensek a nem fájdalmas ingereket fájdalmasnak tapasztalják 

               apardutz_101_23



15 
 

(Mathew 2004). Az allodynia ronthatja a migrénes roham kezelésének sikerességét (Burstein és mtsai., 

2005), és a fejfájás akut kezelését a lehető leghamarabb javasolt elkezdeni (Schürks és mtsai., 2008).  

A szenzitizáció kialakulását a migrénes roham alatt jelenleg a következőképp képzeljük el: a fejfájás során 

aktiválódnak a nociceptív trigeminális afferensek (Moskowitz 1984), melynek hatására több folyamat is 

elindul. Egyrészt működésbe lép a trigeminotalamikus és a talamokortikális pályarendszer, mely felelős 

a fájdalom tudatossá válásáért. Ezzel párhuzamosan az elsődleges trigeminális afferensek 

kollaterálisaiból az axonreflex révén gyulladásos mediátorok szabadulnak fel, ezek közül kiemelendő a 

CGRP, melynek koncentrációja meg is emelkedik a jugularis véna vérében a rohamok alatt (Goadsby és 

mtsai., 1990). Mivel a CGRP képes erősíteni a befelé irányuló Na+ áramot az elsődleges érző 

struktúrákban (Natura és mtsai., 2005), feltételezhető, hogy a migrénesekben felszabadulva 

folyamatosan aktiválja az A rostokat, illetve a szatellita gliasejteket (Haanes és Edvinsson 2019). 

Harmadrészt a felsőbb areák (hipotalamusz, limbikus rendszer, kortex) képesek fokozni a NSS 

működését, mely paraszimpatikus efferensek révén további vazoaktív peptidek felszabadulását váltja ki 

a dura területén (Burstein és Jakubowski 2005), azaz a roham alatt tovább erősödik a durális 

perivaszkuláris steril gyulladás, mely a perifériás szenzitizáció kiemelt tényezője (Malick és Burstein 

2000). Ez a jelenség okolható a migrénes fejfájás lüktető jellegéért, mikor az intrakraniális erek 

pulzációja és a fej mozdítása hozzájárul a fájdalomérzet ingadozásához. A perifériás trigeminális 

nociceptorok így kialakuló folyamatos aktivitása plasztikus változásokat okozhat a másodlagos és a 

harmadlagos érző neuronok területén, melyek érzékenységi küszöbe lecsökken, és kifejlődik a centrális 

szenzitizáció. A jelenséget elsősorban a felszabaduló glutamát (Vikelis és mtsai., 2007) közvetíti, de 

feltehetőleg a PAG-ból eredő leszálló fájdalomcsillapító rendszerek funkciózavara is szerepet játszik a 

kialakulásában (Schwedt és mtsai., 2014). A centrális szenzitizáció legmarkánsabb klinikai tünete az 

allodynia kialakulása, mikor a nem fájdalmas ingerek is fájdalmas érzetet okoznak. A szenzitizációs 

folyamat időbeli lefolyása jellegzetes, a perifériás szenzitizációt követi a másodlagos, majd a 

harmadlagos érző neuronok szenzitizációja. Az előbbinél a trigeminális területen jelentkezik allodynia, 

míg az utóbbinál extracephalicus megjelenésre is számítani lehet. (Burstein és mtsai., 2000b). Ezen 

jelenségek vizsgálhatóak is a migrénes roham során, ilyenkor a nociceptív pislogási reflex R2 válaszának 

görbe alatti területe megnő a fájdalmas oldalon (Kaube és mtsai., 2002), ill. másfajta stimulációval is 

megemelkedik a vertex feletti N2a-P2 komplex amplitúdója (de Tommaso és mtsai., 2002). Ezen 

eredmények a szenzitizációs folyamatok elektrofiziológiai megfeleltetései lehetnek, és a cerebralis 

fájdalommátrix plasztikus változásaira utalhatnak. 

Tenziós fejfájásban, elsősorban annak a krónikus formájában szintén kimutatható volt a szenzitizációs 

jelenség a nociceptív reflexek vizsgálatakor (Sand és Zwart 1994, Milanov és Bogdanova 2003). Míg a 

nyomási fájdalomküszöb epizodikus tenziós fejfájásban változatlan maradt (Göbel és mtsai., 1992), 

krónikus tenziós fejfájásban ennek csökkenését írták le elsősorban a temporális izomzat területén 

(Ashina és mtsai., 2005). Összességében feltételezhető, hogy a fájdalomérzékenység emelkedése az 

egész fájdalommátrixra kiterjed krónikus tenziós fejfájás esetén. 

Cluster fejfájásban a rohamperiódus alatt, az érintett oldalon szenzitizációra utaló eltéréseket találtak a 

pislogási reflexet vizsgálva (Lozza és mtsai., 1997), melyet a naloxon adása kivédett, azaz a folyamat a 

csökkent leszálló opiáterg gátlással magyarázható. Ezt a jelenséget funkcionális képalkotó vizsgálatokkal 

is sikerült alátámasztani (Sprenger és mtsai., 2006 ). Emellett feltételezik a hipotalamo-trigeminális 

kontroll funkciózavarát is (Malick és mtsai., 2000). Egy vizsgálat a corneareflex kiváltásához szükséges 

küszöb csökkenését mutatta a fejfájás oldalán rohamperiódus alatt, mely interiktálisan normalizálódott 

(Sandrini és mtsai., 1991). Cluster fejfájásban nem sikerült igazolni, hogy a szenzitizációs folyamatok 

kortikális szinten is jelen lennének, mivel nem találtak változásokat a habituációban a kiváltott válasz 

vizsgálatokban (Evers és mtsai., 1997), de ettől függetlenül a jelenségnek itt is fontos szerepe lehet. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Kísérleteink célja az volt, hogy a migrén több állatkísérletes modelljében feltérképezzük a trigeminális 

aktiváció és szenzitizáció folyamatát különféle markerek segítségével. Ezt követően vizsgálni kívántuk 

egyes, különböző támadáspontú molekulák ezekre gyakorolt modulációs hatását, hogy ezáltal 

betekintést nyerjünk a migrénes roham alatt kialakuló változások kórfolyamatába.  

2.1.   Különböző aktivációs és szenzitizációs markerek vizsgálata a patkány trigeminális rendszerében a 

NO donor NTG szisztémás adását követően  

2.1.1. A neuronális aktivitást jelző c-fos protein és a NO endogén szintézisében szerepet játszó nNOS 

expressziójának változása a TNC területén. 

2.1.2. A primer trigeminális afferensek centrális nyúlványaiban megjelenő CGRP mennyiségének 

mérése. 

2.1.3. A TNC területén expresszálódó 5HT tartalmú rostok és a 5HTT változásának vizsgálata. 

2.1.4. CamKII expressziójának mérése a TNC területén. 

2.1.5. A TRPV1, NFkB, COX2 megjelenésének vizsgálata a TNC-ben. 

2.1.6. A kinurenin útvonal főbb enzimei változásának vizsgálata ebben a modellben. 

 

2.2.       Orofaciális formalin modell hatásának vizsgálata a trigeminális rendszerre patkányban 

2.2.1. A viselkedés jellegzetességeinek vizsgálata a fenti modellben. 

2.2.2. CGRP expresszió követése patkány TNC-ben orofaciális formalin adása után. 

2.2.3. c-fos és nNOS megjelenése a másodlagos trigeminális neuronok területén ugyanebben a 

modellben. 

 

2.3.       A Gasser dúc elektromos ingerlése, mint a trigeminális aktiváció állatkísérletes modellje 

2.3.1. c-fos expresszió megjelenésének feltérképezése a trigeminális rendszerben és a migrénben 

szerepet játszó agytörzsi struktúrákban a Gasser-dúc elektromos ingerlése után patkányban. 

 

2.4.  A dura kémiai ingerlésének vizsgálata, mint trigeminális aktivációs modell vizsgálata patkányban 

2.4.1. Az IS és CFA durális hatása a TNC c-fos expresszióra. 

2.4.2.  Durális IS hatása a CGRP, TRPV1 és nNOS megjelenésére a TNC területén. 

 

2.5.       Moduláció lehetősége a migrén állatkísérletes modelljeiben 

2.5.1. A COX gátlás hatása a NTG modellben a TNC nNOS és CamKII expressziójára. 

2.5.2. A Szumatriptán hatása a NTG modellben. 

2.5.3. A Szumatriptán hatása a durális IS modellben. 

2.5.4. Krónikus ösztradiol hatása a NTG modellben. 

2.5.5. A krónikus ösztradiol kezelés hatása az orofaciális formalin modellben. 

2.5.6. A KYNA moduláló hatása a NTG modellben. 

2.5.7. A KYNA moduláló hatása a durális IS modellben. 

2.5.8. Kinureninek és nemi hormonok hatása a CSD kialakulásában. 

2.5.9. Kinurenin származékok hatása a fejfájás NTG modelljében. 

2.5.10. Az AEA moduláló hatása patkányban szisztémás NTG adása után.  
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3.  A MIGRÉN ÁLLATKÍSÉRLETES MODELLJEINEK VIZSGÁLATA 

A fejfájásbetegségek patomechanizmusának pontos megértéséhez alapvető fontosságúak az 

állatkísérletes modellek. Sajnos egy modell sem tudja maradéktalanul leképezni a fejfájások során lezajló 

összes változást, de mégis sokszor segíthetnek a kórfolyamatok tisztázásában. A szenzitizáció 

következménye az idegrendszer feldolgozó funkciójának megváltozása, mely a fejfájásbetegségek 

esetén a fájdalmas és nem fájdalmas ingerekre adott abnormális válaszban nyilvánul meg. Ezek a 

jelenségek a trigeminális aktivációval egyetemben, több primer fejfájásban tetten érhetőek akár a 

klinikai kép tekintetében (lüktető fejfájás, allodynia) vagy funkcionális/elektrofiziológiai vizsgálatokkal. A 

fejfájások kezelésében kiemelt jelentőségű a trigeminális aktiváció csökkentése, de az utóbbi időben 

fokozott hangsúlyt kapott a szenzitizáció folyamata, hisz megjelenése lényegesen befolyásolhatja a 

klinikai képet és a kezelés hatásosságát. A fentiek miatt különösen fontos az aktivációs és szenzitizációs 

folyamatokban részt vevő molekulák vizsgálata az állatkísérletes modellekben.  

 

3.1. A NTG adása, mint a migrén modellje 

A nitroglicerin (NTG) az orvoslásban régóta alkalmazott gyógyszer az angina pectoris, a szívinfarktus és 

a szívelégtelenség kezelésére (Marsh és Marsh 2000). Ezt a molekulát különösen érdekessé teszi az a 

kezdetektől fogva ismert jelenség, hogy sokszor gyorsan kifejlődő fejfájást okoz a pácienseknél. Ez a 

panasz perceken belül kialakul, kétoldali, lüktető lehet, de egyéb más migrénes jellegzetességet nem 

mutat, az erősség maximumát rövid idő alatt eléri és gyorsan elmúlik a gyógyszer adása után (Iversen és 

mtsai., 1989). Ezen azonnali fejfájás hátterében a NTG direkt értágító hatása állhat (Abrams 1985), 

melyet a molekulából felszabaduló NO fejt ki, megemelve a receptora, a szolubilis guanilát cikláz 

aktivitását. A képződő cGMP az érfal elernyedését váltja ki és akadályozza a vérlemezkék adhézióját 

(Loscalzo 1992). 

Függetlenül a NTG beadási módjától, a gyorsan kialakuló fájdalom után órákkal erős, aura nélküli 

migrénre jellemző fejfájás kizárólag a migrénben szenvedő betegeknél jelentkezik, melynek időtartama 

jóval hosszabb az azonnali fejfájásénál (Sicuteri és mtsai., 1987, Sances és mtsai., 2004). Emiatt vetődött 

fel a NTG alkalmazása, mint több szempontból érdekes és ígéretes migrén modell. Egyrészt a NTG okozta 

késleltetett fejfájás a migrénesek 50-80%-ban kiváltható (Sances és mtsai., 2004), és ezen alanyok döntő 

többségében a provokált fejfájás megfelel az aura nélküli migrénes fejfájás IHS kritériumainak (Thomsen 

és mtsai., 1994). Másrészről ezekben az esetekben a migrénhez hasonlóan a fájdalomérző rendszer 

spinális facilitációja is megfigyelhető (Perrotta és mtsai., 2011). Harmadrészt ezen fejfájások egy része 

jól kezelhető a migrénben is hatékony triptánokkal (Juhász és mtsai., 2005) és megelőzhető valproát 

folyamatos adásával (Tvedskov és mtsai., 2004a). Emellett az ilyen rohamok kapcsán előfordulhat 

allodynia (Akerman és mtsai., 2019), továbbá a migrén patomechanizmusában fontos szerepet játszó 

agytörzsi magok aktivációjáit is kimutatták (Bahra és mtsai., 2001, Afridi és mtsai., 2005). Habár a fenti 

tényezők miatt a modell nagyon hasznosnak tűnik, ugyanakkor korlátai is vannak. A NTG nem képes 

aurát provokálni (Christiansen és mtsai., 1999), és a ritka, familiáris hemiplégiás migrénben szenvedő 

pácienseknél nem hoz létre migrénes fejfájást (Hansen és mtsai., 2008) 

A NTG farmakológiai hatásait a NO felszabadulása révén fejti ki, mely egyrészről a NTG és tiol 

reakciójaként keletkező NO S-nitrozotiolból származik (Ignarro és mtsai., 1981), melyet a glutation 

reduktáz és glutation-S-transzferáz katalizál, miközben a NTG-ből 1,3-dinitroglicerát keletkezik (Ji és 

Bennett 2006). Ezzel párhuzamosan a mitokondriális aldehid dehidrogenáz 2-es (ALD2) révén 1,2-

dinitroglicerin és nitrit is képződhet (Budas és mtsai., 2009), mely utóbbi tovább redukálódhat NO-dá, 

de ennek pontos folyamata nem ismert. Esetlegesen felmerül a mitokondriális III-as és IV-es komplex 
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szerepe is (Kozlov és mtsai., 1999), de más kutatási eredmények ezt nem támogatják (Kollau és mtsai., 

2005). 

Az ALD2 útvonal kiemelt szerepet játszhat a NO okozta vazodilatációban (Chen és mtsai., 2002), de 

kérdéses, hogy a NTG okozta allodynia mennyiben köthető ehhez az enzimrendszerhez. Sajnos kevés 

irodalmi adat áll rendelkezésre az ALD2 független NO donorok hatásáról fejfájásban (Guo és mtsai., 

2013).  

A NTG idegszövetben zajló metabolizmusa pontosan nem tisztázott, de a neuronokban és gliasejtekben 

mind a tiolok, ill. a glutation-S-transzferáz és a citokróm P450 enzimcsalád is jelen vannak. Ez azt 

jelentheti, hogy lehetséges a NTG NO-dá alakulása az agyszövetben is, amit kísérletes eredmények is 

alátámasztanak (Marks és mtsai., 1994). Állatkísérletes eredmények alapján a NTG fejfájással 

kapcsolatos hatását vélhetően a NO révén fejti ki, melyben szerepet játszik a guanilát cikláz és a cGMP 

(Ben Aissa és mtsai., 2018, Tassorelli és mtsai., 2004). Ez párhuzamba állítható azon megfigyelésekkel, 

melyek szerint a foszfodiészteráz 5-t gátló sildenafil migrént provokálhat (Kruuse és mtsai., 2003), és 

magasabb cGMP szinteket találtak a migrénes roham alatti páciensek szérumában (Stepien és 

Chalimoniuk 1998). 

 

Humán vizsgálatok  

Több kísérlet alátámasztotta, hogy a NTG adása másfajta tüneteket okoz egészséges önkéntesekben és 

migrénesekben. Egészségeseknek adva a NTG (max. 0,5 mg/kg/min dózisban adva 10-20 percen át) 

azonnali tompa fejfájást okoz, mely az infúzió leállításával gyorsan elmúlik (Iversen 1995). 

Migréneseknél ez az azonnali fejfájás kifejezettebb és a betegek nagy része órákkal később a saját 

migrénes rohamához hasonló fejfájást tapasztal, melyet aurajelenség nem kísér (Thomsen és Olesen 

1997, Christiansen és mtsai., 2000). Érdekes módon egészségeseknél is kialakulhat késleltetett fejfájás 

NTG adása után, ha előzőleg fájdalmas mechanikai, ill. kémiai ingerlés érte őket a kraniofaciális területen 

(Gazerani és mtsai., 2019). A legtöbb migrénes beteg a fájdalom mellett a migrén egyéb kísérőtüneteit 

is mutatja az aurajelenséget leszámítva, mely ritka ilyen esetben (Sances és mtsai., 2004). A 

szumatriptán adása csillapítja a NTG okozta fejfájást (Iversen és Olesen 1996), és ennek a kezelésnek a 

hatékonysága korrelációt mutat a migrénes páciens plazmájában lévő CGRP csökkenésével (Juhász és 

mtsai., 2005). Valproáttal sikerült a NTG okozta migrént csillapítani (Thomaides és mtsai., 2008) és 

megelőzni (Tvedskov és mtsai., 2004a), míg a propranolol nem volt hatékony ezen a téren (Tvedskov és 

mtsai., 2004b). 

A NTG okozta agyi értágulat a migrénesekben kifejezettebb az egészséges kontrollokhoz viszonyítva 

(Thomsen és mtsai., 1993), melyet fokozottabb nitrát mediálta dilatációval lehet magyarázni (Yetkin és 

mtsai., 2007), és a NTG okozta roham alatt a cerebralis erekben áramló vér sebességének csökkenését 

triptánok adásával ellensúlyozni lehet (Thomaides és mtsai., 2003). Pozitron emissziós tomográfiás 

vizsgálatokkal hasonlóságot mutattak ki a NTG okozta és a spontán migrénes roham alatt lezajló 

regionális agyi keringés kapcsán, mely elsősorban csökkent occipitális területi vérátáramlásként 

mutatkozott (Bednarczyk és mtsai., 2002). A NTG okozta roham során az agytörzs aktiválódását is 

kimutatták (Afridi és mtsai., 2005, Bahra és mtsai., 2001), mely hasonlított a spontán migrénes roham 

kapcsán jelentkező változásokra (Weiller és mtsai., 1995), ráadásul prodróma szerű tünetek is 

kialakulhatnak (Afridi és mtsai., 2004), melynek hátterében hipotalamikus aktivációt feltételeznek 

(Maniyar és mtsai., 2014). Neurofiziológiai vizsgálatok alapján kimondható, hogy a NTG adása a spontán 

migrénes rohamhoz hasonlóan változtatja meg a trigeminális nociceptív reflexet és a kortikális kiváltott 

válaszokat (Di Clemente és mtsai., 2009), mely változások összességében a fájdalomérzés facilitációját 

okozzák migrénesekben (de Tommaso és mtsai., 2004, Perrotta és mtsai., 2011).  
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Ezek az adatok azt mutatják, hogy nagy átfedés van a spontán migrénes rohamok és a migrénesekben 

NTG okozta rohamok kórélettana és klinikuma között, mely ideális modellé teszi a NTG adását az 

elsődleges fejfájások modellezésében. 

 

Állatkísérletek 

A NTG-vel kapcsolatos humán vizsgálatok eredményei felvetették a lehetőségét annak, hogy kísérleti 

állatoknak NTG-t adva a migrénnek megfeleltethető eltérések jelentkezhetnek (Tassorelli és Joseph 

1995, Tassorelli és mtsai., 1999), így a módszer elfogadott és széles körben alkalmazott állatkísérletes 

migrén modell lett, melyet elsősorban rágcsálókon (patkány, egér) alkalmaznak, hogy reprodukálják a 

migrén alatt zajló változásokat. Az alkalmazott dózis széles tartományban változik, de a legelfogadottabb 

a 10 mg/kg NTG parenteralis adása, mely egérben és patkányban is megfelelő. Az ennél alacsonyabb 

dózis kisebb hatékonyságot mutathat (Tassorelli és mtsai., 2005a, Akerman és mtsai., 2019), míg a 

magasabb adag alkamazása nem tűnik előnyösebbnek (Gölöncsér és Sperlagh 2014). Érdekes módon ez 

a dózis sokszorosa a humán alkalmazásban megszokottnál, melynek az lehet a magyarázata, hogy a NTG 

átalakulása aktív metabolittá sokkal lassabban megy végbe a rágcsálók májában az emberhez viszonyítva 

(Sokolowska és mtsai., 2004). 

A NTG-nek markáns érrendszeri hatása van, mely befolyásolja az agyi keringési paramétereket a kísérleti 

állatokban is. A durát övező erekben egy átmeneti vérátáramlás csökkenés után, hosszantartó, akár 

órákig jelentkező, növekedés detektálható, mellyel párhuzamosan a kortikális vérátáramlás is emelkedik 

(Greco és mtsai., 2011). A kezdeti perfúziócsökkenést a dura területén magyarázhatja a NTG szisztémás 

vérnyomáscsökkentő hatása, amivel szemben a kortex a bonyolult autoregulációs mechanizmusok 

révén védettebb. Az elhúzódóan jelentkező perfúzióemelkedést mind a dura mind a kortex tekintetében 

elsősorban indirekt folyamatnak tartják, melyben másodlagos szabályozó mechanizmusok, többek 

között az újonnan szintetizálódó NO is szerepet játszhat (Greco és mtsai., 2011), de felvetődik a 

megemelkedett neuronális aktivitás lehetősége is ebben a tekintetben. 

A NTG egyetlen ismert hatása, hogy NO-t szabadít fel, de nem ismert pontosan, hogy a NO milyen 

módon tudja a késleltetett fejfájásos rohamot kiváltani. Ez akár a perifériás, akár a központi idegrendszer 

területén is végbemehet. Állatkísérletekben a NTG szisztémás adása után a TNC másodlagos érző 

neuronjainak aktiválódását figyelték meg (Tassorelli és Joseph 1995), ahová a legtöbb nociceptív 

afferens fut (Goadsby és Hoskin 1997), mely jelzi a NTG trigeminális rendszert érintő hatását. Érdekes 

módon olyan KIR-i struktúrák területén is tapasztaltak aktivációt, melyeknél peptiderg és adrenerg 

neuronok találhatók. A hatás időbeli lefutását vizsgálva kiderül, hogy legkorábban 60 perc elteltével 

jelentkezik neuronális aktiváció elsősorban azon agyi területeken, ahol a kardiovaszkuláris szabályozás 

zajlik, azonban a nociceptív és integratív agyi struktúrákban a neuronális aktiváció maximuma 4 óra 

elteltével jelentkezik (Tassorelli és mtsai., 1997). Ez a fajta késleltetett aktivitás nincs összhangban a 

plazma NTG rövid féléletidejével, viszont illeszthető a NTG későbbi agyi felhalmozódásához, és nem 

utolsósorban a szer humán hatásaihoz: rövid, azonnali, enyhe fejfájás, mely a perifériás vazodilatációhoz 

kötött, ill. migrénes betegeknél az órákkal később jelentkező késleltetett roham, mely centrális hatást 

feltételez. Ezt megerősíti az a megfigyelés, hogy NTG adását követően mind a migrénesekben, mind az 

állatokban kialakulnak olyan tünetek, melyek egyértelműen a KIR-hez köthetőek (Maniyar és mtsai., 

2014, Markovics és mtsai., 2012). 

A NTG adása markáns viselkedési változásokat okozhat kísérleti állatokban, melyek párhuzamba 

állíthatók a humán vizsgálatok eredményeivel: megnöveli a nociceptív viselkedési válaszokat különböző 

állatkísérletekben (orofaciális formalin modell, plantáris formalin modell, tail-flick teszt) (Tassorelli és 

mtsai., 2003a, 2006, Greco és mtsai., 2015), mely jelenségek késleltetve, 2-4 órás latenciával 
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jelentkeznek és migrénellenes gyógyszerekkel kivédhetőek (Bates és mtsai., 2010, Pradhan és mtsai., 

2014). A migrénben gyakran jellemző allodynia is megjelenik ilyenkor (Bates és mtsai., 2010) és szintén 

reagál a szumatriptán kezelésre. Emellett a NTG-el kezelt állatoknál fokozott fénykerülést is kimutattak, 

mely ugyancsak a migrén egyik klasszikus tünetének tekinthető (Sufka és mtsai., 2016).  

Összefoglalva a NTG szisztémás adása kiváló lehetőséget biztosít a migrén modellezésére és vizsgálatára 

mind humán, mind állatkísérletes munkákban, mivel a betegséggel szorosan párhuzamba állítható 

változásokat okoz az alanyokban. 

 

3.1.1. c-fos és nNOS expressziójának változása patkány TNC-ben NTG adása után 

(Párdutz és mtsai., 2000) 

Háttér 

A NO egy gáz állagú neurotranszmitter, mely könnyedén átjut a sejtmembránokon, és endogén 

szintézise L-argininból a NOS révén történik. Ez az enzim három izoformában létezik a szervezetben: a 

neuronális (nNOS), az endothelialis és az indukálható. A nNOS jelen van a gerincvelő hátsó szarvában, 

és a fájdalomérzés mellett szerepet játszik a hiperalgézia kialakulásában és az érző neuronok 

szenzitizációjában (Saito és mtsai., 1994, Lin és mtsai., 1999). Kísérleti állatok végtagjába adott subcutan 

(s.c.) formalin megemeli a megfelelő spinális dorzális szegmentum nNOS és c-fos expresszióját (Hunt és 

mtsai., 1987, Lam és mtsai., 1996), és ez utóbbi emelkedése kivédhető NOS inhibitor alkalmazásával, 

mely a NO kiemelt szerepére utal a nociceptív feldolgozás során (Wang és mtsai., 1999, Wu és mtsai., 

2000). 

A nNOS megtalálható a durális hízósejtekben, a trigeminális idegvégződésekben (Berger és mtsai., 

1994), a TG-ban (Zhang és mtsai., 1996) és a TNC területén is (Dohrn és mtsai., 1994). A NTG késleltetett 

migrénes rohamot kiváltó hatása arra utal, hogy a jelenség nem közvetlenül a NTG révén, hanem indirekt 

módon alakul ki. Ebben a folyamatban a NO perifériás és centrális hatása egyaránt lehetséges, melyben 

a nNOS szerepet kaphat. 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban. Négy órával az 

injekciók adása után az állatokat perfundáltuk, a TNC-t és a Th1 gerincvelői szegmentumot eltávolítottuk 

nNOS és c-fos immunhisztokémiai (n=8 csoportonként) és nNOS Western blot (n=3 csoportonként) 

vizsgálatok céljából. A gerincvelői, egymástól 0,5 mm távolságra lévő sorozatmetszetek I-III rétegében 

látható nNOS- és c-fos-immunoreaktív (IR) sejteket megszámoltuk. Az nNOS esetében a citoplazmatikus, 

ill. dendritikus festődés esetén tekintettük pozitívnak a sejtet, míg a c-fos kapcsán egyértelmű 

magfestődés esetén. A TNC vizsgálatakor egy állatból 3 sorozatmetszetet számoltunk le és az értékeket 

átlagoltuk. A Th1 gerincvelői szakasznál egy állatból legalább 10 metszet adatainak átlagát vettük. A 

sejtszámok tekintetében nem volt különbség az adott gerincvelői szakasz különböző magasságai között. 

Minden kísérleti csoportban a normál eloszlást Kolgomorov teszttel igazoltuk, majd ezt követően 

kétmintás t-próbát alkalmaztunk a csoportok összehasonlítására. A Western blot eredmények optikai 

denzitásait kétmintás t-próbával hasonlítottuk össze a csoportokban. Részletesebben lásd a 6.1.1., 6.3.1. 

és 6.3.2. fejezetekben. 
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Eredmények 

A TNC területén elvétve találtunk c-fos pozitív sejteket, viszont elég nagy számban észleltünk nNOS 

jelölődésű neuronokat (1. ábra). NTG hatására mindkét sejttípus száma szignifikánsan megemelkedett a 

TNC-ben (2. ábra). A torakális gerincvelő magasságában viszont nem észleltünk ilyen változást. A 

Western blot eredmények párhuzamba állíthatók az immunkhisztokémiával. A 155 kDa-nál 

beazonosítható nNOS protein expressziója megemelkedett ugyanitt NTG adása után (3. ábra, relatív 

optikai denzitás kontroll: 103,72, NTG-kezelt: 149,75,8, p<0,01), de nem változott a Th1 

szegmentumban (kontroll: 1074,3, NTG-kezelt: 116,74,4, n.sz.).  

 

1. ábra. nNOS- (a, b) és c-fos- (c, d) IR sejtek a TNC transzverzális metszetein. A sejtek száma megemelkedik NTG (10 mg/kg) 

adása után 4 órával (b, d) a placebohoz viszonyítva (a, c). IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: 

nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 

 

2. ábra. A NTG-vel kezelt patkányokban szignifikánsan megemelkedik a nNOS- (a) és a c-fos- (b) metszetenkénti átlagos IR sejtek 

száma a NTG kezelés hatására a placebohoz viszonyítva a TNC-ben (átlag + S.E.M, n=8). IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális 

nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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3. ábra. nNOS Western blot patkány TNC-ből és a Th1 gerincvelői szegmentumokból. Az 1, 2 és 5 oszlopban placebo kezelés, 

míg a 3, 4 és 6 oszlopban NTG kezelés utáni állatok mintái láthatóak. S.c. NTG (10 mg/kg) kezelés után a nNOS szint (155 kDa) 

megemelkedik a C1-C2 segmentumban, de a Th1 magasságában nem. nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: 

nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

Kísérleteink megmutatták, hogy a szisztémásan adott NTG több órás latenciával megemeli a TNC nNOS 

expresszióját. Emellett újra igazoltuk, hogy a neuronális aktiváció markerének tekinthető c-fos is 

megnövekedett hasonló lokalizációban. A hatás szelektívnek tűnik a TNC-re, hisz nem láttunk változást 

a háti gerincvelő magasságában, és egybeesik azzal a területtel ahová a trigeminális nociceptív 

afferensek futnak. A NO és c-fos funkcionális kapcsolatát már igazolták a gerincvelő szintjén 

intradermalis kapszaicin (Wu és mtsai., 2000), ill. trigeminális s.c. formalin adása kapcsán (Leong és 

mtsai., 2000). 

A TNC megemelkedett nNOS szintjének két oka lehet: csökkent felszabadulás, illetve fokozott szintézis. 

A jelenséggel párhuzamos, neuronális aktivitásra utaló c-fos emelkedés miatt elsősorban az utóbbi jön 

szóba magyarázatként.  

A másodlagos trigeminális nociceptorok megemelkedett nNOS szintjét a NO háromféleképp okozhatja. 

Egyrészről direkt hatást kifejtve ezekre a sejtekre, vagy a leszálló agytörzsi pályarendszerekre, illetve 

indirekt aktiváció kapcsán, melyet a NO a perifériás trigeminális A és C rostok révén alakít ki. Mivel a 

NTG nem okozott változást a nNOS szintjében a háti gerincvelő magasságában, ezáltal a direkt aktiváló 

hatás nem tűnik valószínűnek. Vannak kísérletes adatok, melyek szerint a NO lokálisan adva a PAG egyes 

neuronjait képes gátolni (Lovick és Key 1996), és ezáltal a leszálló pályák inhibíciója révén befolyásolhatja 

a trigeminális rendszer működését (Li és mtsai., 1996). Mégis a TNC megnövekedett nNOS 

immunreaktivitására a legvalószínűbb magyarázat az indirekt hatás az elsődleges trigeminális érző 

rostok fokozott aktivitása következtében. A NTG képes a meningeális nociceptorok aktiválására 

(Knyihár-Csillik és Vécsei 1999), és kísérleteinkben igazoltuk, hogy a formalin s.c. adása, mint szomatikus 

nociceptív stimulus képes hasonló változásokat létrehozni a trigeminális rendszerben (Párdutz és mtsai., 

2000). Emellett kimutatták, hogy a NTG c-fos emelő hatása megszűnik, ha a kísérleti állatok kapszaicin 

előkezelést kapnak, mely elpusztítja a nociceptív A és C rostokat (Tassorelli és mtsai., 1997), és azt is, 

hogy a NOS inhibitor előzetes adása is hasonló moduláló hatással bír (Wu és mtsai., 2000). 
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Ezek az adatok kiemelt fontosságúak lehetnek a migrénes fájdalom megértésében. A TNC-ben 

megemelkedett nNOS magasabb helyi NO szintet eredményezhet, mely más neurotranszmitterek révén 

felelős lehet a c-fos emelkedéséért és a centrális szenzitizáció kialakulásáért. Ezen hatások szelektívnek 

tűnnek a trigeminális rendszerre, hisz nem észlelhetőek a háti gerincvelői szintjén, azaz a trigeminális és 

perifériás nocicepció folyamatában különbségek lehetnek. Még nem tudni, hogy ezt a különbséget a 

preszinaptikusan eltérően elhelyezkedő receptorok okozzák, melyek pl. magyarázhatják a 5HT1B/D 

agonista triptánok szelektív hatását a fejfájásokra (Buzzi és Moskowitz 1991), vagy egyéb tényezők 

kapcsán alakul ki. Mindenesetre a NO indukált nNOS emelkedés egy önerősítő folyamathoz vezethet, 

mely illeszkedik a NTG késleltetett migrént okozó hatásához, és részjelensége lehet a másodlagos 

trigeminális érző neuronok centrális szenzitizációs folyamatának, melyet migrénesekben is leírtak 

(Burstein és mtsai., 2000a).  

 

3.1.2. A TNC-be futó afferensek CGRP tartalmának változása patkányban NTG adása után 

(Párdutz és mtsai., 2002) 

Háttér 

A CGRP kulcsfontosságú neurotranszmitter a fájdalomérzés folyamatában, mely NO közvetítése révén 

is felszabadulhat a terminálisokból (Garry és mtsai., 2000) és koncentrációja megemelkedik a jugularis 

vénában migrénes roham kapcsán (Goadsby és mtsai., 1990). A migrén egyik állatkíséreletes 

modelljében, a TG elektromos ingerlésekor, mely vazodilatációt és plazma extravazációt okoz a durában 

(Buzzi és Moskowitz 1992), az itt elhelyezkedő CGRP tartalmú rostok morfológiai változáson mennek 

keresztül (Knyihár-Csillik és mtsai., 1995). Ezeket, a CGRP-t érintő változásokat, mind migrénesekben, 

mind kísérleti állatokban ki lehet védeni 5HT1B/D agonista triptánok adásával (Knyihár-Csillik és mtsai., 

2000, Goadsby és Edvinsson 1993). 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban. Négy órával az 

injekciók adása után az állatokat perfundáltuk, a TNC-t és a Th1 gerincvelői szegmentumot eltávolítottuk 

CGRP immunhisztokémiai vizsgálatok céljából (n=8 csoportonként). A CGRP pozitív rostok által borított 

területet képanalizátorral határoztuk meg (Részletesebben lásd a metodika részben a 6.1.1., 6.3.1. és 

6.3.4. fejezeteket). Minden állat mintáiból legalább 16 metszeten végeztünk mérést és az eredményt 

átlagoltuk. Nagyobb nagyítást alkalmazva vizsgáltuk a terminálisokban elhelyezkedő szinaptikus 

boutonok méretét is, itt legalább 450-500 boutont mértünk le állatonként. Az adatokat 

varianciaanalízissel (ANOVA) vizsgáltuk, az egyedeken belüli szempont a gerincvelői lokalizáció, míg a 

független szempont pedig a kezelés volt, majd a páronkénti összehasonlításkor kétmintás t-próbát 

használtunk. 

 

Eredmények 

A TNC-ben és a Th1 gerincvelő hátsó szarvában gazdag CGRP pozitív rostfestődést figyeltünk meg. Az 

előbbiben a CGRP jelölődést mutató végződések által borított terület szignifikánsan kisebb volt 4 órával 

a NTG adása után (4. ábra, 6. ábra). A Th1 magasságában ez a különbség nem mutatkozott (6. ábra). A 

szinaptikus boutonok mérete szignifikánsan csökkent a NTG kezelés után a TNC területén, míg ez a 

paraméter sem mutatott változást a Th1 szinten (5. ábra, 6. ábra). 
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4. ábra. CGRP-immunoreaktivitás a TNC transzverzális metszetein. A NTG előkezelés (B) lecsökkenti a CGRP pozitív rostok 

mennyiségét a kontrollhoz képest (A) hím patkányokban. CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális 

trigeminális mag. Lépték: 50 m. 

 

5. ábra. A CGRP pozitív boutonok nagy nagyítású fénymikroszkópos képe a TNC-ben. A NTG kezelés után (B) a boutonok mérete 

kisebb a placebohoz viszonyítva (A). CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

Lépték: 10 m. 

 

 

6. ábra. (A) A TNC C1-C2, illetve Th1 gerincvelői szegmentum I-II rétegében megjelenő CGRP-IR rostok által fedett terület hím 

patkányokban 4 órával a placebo, illetve NTG adása után. A C1-C2 szegmentumban szignifikánsan csökkent a beidegzett terület 

NTG után, míg a Th1 területén ez nem változott. (B) A CGRP-IR boutonok mérete a TNC C1-C2 magasságában és Th1 gerincvelői 

szegmentumban. A NTG kezelés lecsökkenti a boutonok méretét a C1-C2 szegmentumban a placebohoz képest, míg ilyen 

különbség nincs a Th1 szakaszon (n=8, átlag + S.E.M, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, 

NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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Megfigyeléseink jelentősége 

A nNOS kapcsán észlelt változásokhoz hasonlóan (Párdutz és mtsai., 2000) a NTG szelektíven képes 

befolyásolni a TNC CGRP expresszióját. Állatkísérletekben magasabb turnover és fokozott CGRP 

felszabadulás jelentkezik lokális gyulladás (Sluka és mtsai., 1992), formalin (Zhang és mtsai., 1994) illetve 

kapszaicin (Garry és mtsai., 2000) adását követően a megfelelő gerincvelői szegmentumban. Ezen 

eredményeink alapján fokozódó transzmitter felszabadulás feltételezhető a végződésekből, melyet a 

NO mediált A és C rost aktiváció okoz. Ezt a feltételezést támogatja a boutonok méretcsökkenése is 

NTG adását követően. Hasonló jelenséget lehet tapasztalni a dura CGRP tartalmú rostjaiban a TG 

elektromos ingerlésénél (Knyihár-Csillik és mtsai., 2000). 

 

3.1.3. 5HT és 5HTT megjelenése patkány TNC-ben NTG adása után 

(Párdutz és mtsai., 2002, Nagy-Grócz és mtsai., 2017) 

Háttér 

A szerotoninerg mechanizmusok alapvetőek mind a nocicepció szabályozásában (Roberts 1984, Fasmer 

és mtsai., 1985), mind a migrén patogenezisében (Sicuteri 1972, Ferrari és mtsai., 1989). Migrénes 

rohamok után a vizelet 5-hidroxi indolecetsav (5HIIA) tartalma megemelkedhet (Deanovic és mtsai., 

1975), ill. és egyes vizsgálatok a roham alatt magasabb plazma 5HT és alacsony 5HIIA szintet találtak. A 

rohamok között ez visszájára fordult, alacsony plazma 5HT mellett megemelkedett az 5HIIA szintje 

(Ferrari és mtsai., 1989, Humphrey 1991). A szerotonin transzporter (5HTT) felelős a 5HT visszavételéért 

a szinaptikus résből, ezáltal csökkenti az utóbbi hatását. Migrénesekben a vérlemezkék 5HTT 

mennyisége alacsony (Geaney és mtsai., 1984), az agytörzs területén viszont emelkedett expressziót 

mutattak ki ezekben a betegekben (Schuh-Hofer és mtsai., 2007). 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban. Négy órával az 

injekciók adása után az állatokat perfundáltuk és a TNC-t eltávolítottuk 5HT és 5HTT immunhisztokémiai 

(n=8 csoportonként) és Western blot (n=6 csoportonként) vizsgálatok céljából. A 5HT esetében a Th1 

gerincvelői mintákat is vizsgáltuk. Mindkét esetben a pozitív rostok által borított területet 

képanalizátorral elemeztük (Részletesebben lásd a metodika szekció 6.1.1., 6.3.1., 6.3.2. és 6.3.4. 

fejezeteiben). Minden állat mintáiból legalább 16 metszeten végeztünk mérést és az eredményt 

átlagoltuk. Nagyobb nagyítást alkalmazva analizáltuk a terminálisokban elhelyezkedő pozitív 

varikozitások méretét is, itt legalább 450-500 mérést végeztünk állatonként. Az adatok elemzését 

egyszempontos varianciaanalízissel végeztük, majd kétmintás t-próbát használtunk a páronkénti 

összehasonlításra. 

 

Eredmények  

A TNC-ben jelentős mennyiségű 5HT és 5HTT pozitív rost észlelhető, melyek eloszlása - nem meglepően 

- nagyfokú hasonlóságot mutat. A TNC-ben mind a 5HT, mind a 5HTT jelölődést mutató végződések által 

borított terület szignifikánsan megemelkedett 4 órával a NTG adása után és a 5HTT pozitív varikozitások 

mérete is növekedett (7-10. ábra), míg a 5HT-IR boutonok mérete nem változott (nem tüntetjük fel). A 

Th1 magasságában a 5HT esetében nem okozott változást a NTG (8. ábra). A Western blot vizsgálatok 

szignifikáns 5HTT expresszió növekedést mutattak a TNC területén NTG adását követően (11. ábra).  
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7. ábra. A 5HT-IR rostok a TNC transzverzális metszeteken felnőtt hím patkányokban. A NTG adása megemeli a 5HT 

megjelenését az I-II rétegben (B) a placebo kezelt állatokhoz képest (A). 5HT: szerotonin, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, 

TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 

 

 

8. ábra. A TNC C1-C2, illetve Th1 gerincvelői szegmentum I-II rétegében megjelenő 5HT-IR rostok által fedett terület hím 

patkányokban 4 órával a placebo (világos oszlop), illetve NTG (sötét oszlop) adása után (átlag + S.E.M, n=8 csoportonként). A 

C1-C2 szegmentumban szignifikánsan emelkedik a beidegzett terület NTG után (*** p<0,001), míg a Th1 területén ez nem 

változott. 5HT: szerotonin, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

9. ábra. A 5HTT-IR rostok a TNC transzverzális metszeteken felnőtt hím patkányokban. A NTG adása megemeli a 5HTT 

megjelenését a placebo kezelt állatokhoz képest. 5HTT: szerotonin transzporter, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 
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10. ábra. Hím patkányok TNC-jében a 5HTT-IR rostok által borított területet és a 5HTT varikozitások méretét ábrázoló 

hisztogram. A NTG kezelés mindkét értéket szignifikánsan megemelte a placebohoz viszonyítva (átlag + S.E.M, n=6 

csopotonként, * p<0,05, ** p<0,01). 5HTT: szerotonin transzporter, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 

 

11. ábra. 5HTT Western blot a hím felnőtt patkányok TNC-jéből. A NTG kezelés szignifikánsan megemeli a 5HTT expresszióját a 

placeboval előkezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, ** p<0,01). 5HTT: szerotonin transzporter, GAPDH: 

glicerinaldehid 3-foszfát dehidrogenáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

A 5HT TNC-re lokalizált emelkedése NTG után igen érdekes eredmény annak tükrében, hogy a legtöbb 

ilyen végződés a felsőbb agyi központok leszálló rostjaiból származik. A magasabb expresszió ez esetben 
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feltehetőleg a csökkent felszabadulás következménye lehet. A gerincvelő hátsó szarvában végződő 

szerotoninerg rostok és nociceptív végződések komplex kapcsolatban állnak egymással. Többfajta 5HT 

receptor található itt (5HT 1B, 1D, 1F) (Castro és mtsai., 1997), melyeket ingerelve csökkenthető a 

nociceptív inger okozta c-fos expresszió (Hoskin és mtsai., 1996, Mitsikostas és Sanchez del Rio 2001). 

A 5HT3 receptorok aktiválása viszont emeli a gyulladást követő spinális nocicepciót (Green és mtsai., 

2000). A NTG kétféle módon befolyásolhatja a TNC 5HT tartalmát: lehetséges, hogy közvetlenül helyileg 

hatva modulálja a 5HT terminálisokat vagy indirekt módon befolyásolja a felsőbb szerotoninerg 

magvakat. Formalin adása után megemelkedik a 5HT anyagcsere mind a gerincvelő megfelelő 

szegmentumában, mind a NRM területén (Puig és mtsai., 1992), ugyanakkor a karragenin okozta 

gyulladás is 5HT emelkedést okozott a gerincvelőben és a PAG-ban (Zhang és mtsai., 2000). Érdekes 

módon most is szelektív hatást észleltünk, hisz nem volt változás a Th1 magasságában. Ennek a 

szelektivitásnak a pontos okát még nem ismerjük, de feltehetőleg a trigeminális A és C nociceptív 

rostok egyedi receptorpopulációjának (pl. 5HT1B/1D receptorok) köszönhető. 

A szisztémás NTG adás a 5HTT expresszióját is megemelte a TNC területén. Az előző adatokkal együtt 

értelmezve elképzelhető, hogy fokozott turnover állhat a jelenség mögött. Jól ismert a kapcsolat a NO 

és a szerotoninerg neurotranszmisszó vonatkozásában (Miller és Hoffmann 1994, Zhu és mtsai., 2004), 

és egyes kísérletek felvetik a reciprok kapcsolatot a két rendszer között (Chanrion és mtsai., 2007). A 

CSD okozta 5HT depléciót részben NO mediált folyamatnak tartják (Saengjaroentham és mtsai., 2005).  

 

3.1.4. A CamKII expressziója patkány TNC-ben NTG adása után 

(Párdutz és mtsai., 2006) 

Háttér 

A CamKII az idegrendszer teljes területén megtalálható és részt vesz az intracelluláris tér Ca++ 

koncentrációjának szabályozásában (Hudmon és mtsai., 2002). Képes autofoszforilációra (Yang és 

mtsai., 1999), mely önnön aktivitását erősíti, és így kulcsszerepet játszik pl. a hippocampus sejtjeinek 

elhúzódó potenciációjában (Havik és mtsai., 2003). A CamKII az NMDA receptorokhoz kötődve megemeli 

az NMDA és AMPA receptorokon átáramló kationok mennyiségét a patkány gerincvelő hátsó szarvában 

(Kolaj és mtsai., 1996), ahol szerepet játszhat a centrális szenzitiziáció kialakításában. Mind a kapszaicin 

mind a s.c. adott formalin megemeli az expresszióját a megfelelő gerincvelői hátsó szarv területén (Fang 

és mtsai., 2002, Liang és mtsai., 2004), azaz vizsgálata releváns lehet a NTG modellben. 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban. 4 órával az injekciók 

adása után az állatokat perfundáltuk, a TNC-t és Th1 gerincvelőt eltávolítottuk és CamKII 

immunhisztokémiai (n=6 csoportonként) és Western blot (n=4 csoportonként) vizsgálatokat végeztünk. 

A gerincvelői, egymástól 0,5 mm távolságra lévő sorozatmetszetek I-III rétegében látható nNOS és 

pozitív sejteket megszámoltuk. A számolás legalább 3 azonos magasságot képviselő metszeten történt 

és ezen eredményeket átlagoltuk, a blottok alapján protein expressziót mértünk. (Részletesebben a 

metodika fejezetben: 6.1.1., 6.3.1. és 6.3.2.) 

Az adatokat ANOVA-val vizsgáltuk, az egyedeken belüli szempont a gerincvelői lokalizáció, míg a 

független szempont pedig a kezelés volt, majd a páronkénti összehasonlításkor kétmintás t-próbát 

használtunk Scheffe korrekcióval. 
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Eredmények 

A TNC-ben jelentős mennyiségű CamKII pozitív sejt található. NTG adását követően szignifikánsan 

megemelkedett a festődést mutatott sejtek száma és a protein expresszió (12, 13. ábra). A Th1 

szintjében nem volt változás ezekben a paraméterekben (ezen adatokat nem szerepeltetjük). 

 

12. ábra. CamKII-immunoreaktivitás a TNC C1-C2 magasságában lévő transzverzális metszeteken felnőtt hím patkányokban. A 

NTG adása megemeli a CamKII pozitív sejtek számát (b) a placebo-kezelt állatokhoz képest (a). (c) CamKII (50 kDa) és -aktin 

(43 kDa) Western blot a hím patkányok C1-C2 szegmentumából. A NTG adása (2) megemeli a CamKII expresszióját a kontrollhoz 

(1) képest. CamKII: kalmodulin-függő protein kináz II, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 

 

13. ábra. CamKII-IR sejtek száma (A) és CamKII Western blot relatív optikai denzitás hím patkány TNC-ben. NTG kezelés után 

(sötét oszlop) mindkét érték szignifikánsan emelkedett a placebohoz képest (világos oszlop) (átlag + S.E.M, n=6, ill. 5, * p<0,05). 

CamKII: kalmodulin-függő protein kináz II, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

A NTG a c-fos és nNOS expresszióra gyakorolt hatáshoz hasonlóan (Párdutz és mtsai., 2000) megemelte 

a CamKII mennyiségét a TNC területén, és itt is ugyanazt a szelektivitást találtuk, mint az előző 

kísérletekben, azaz a változás nem jelent meg a Th1 gerincvelői magasságban. A NTG-ből keletkező NO 
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a trigeminális nociceptív afferensek révén hozhatja létre ezt a hatását (Tassorelli és mtsai., 1997). Sok 

egyéb funkciója mellett a CamKII kiemelt szerepet játszik az érző működésben és a fájdalomérzésben: a 

hátsó gyöki ganglionsejtek és különösen a TG sejtek többsége CamKII pozitivitást mutat (Ichikawa és 

mtsai., 2004). A formalin (Liang és mtsai., 2004) és kapszaicin (Fang és mtsai., 2002) topikális adása 

mellett a SP is megnöveli a gerincvelői CamKII aktivitását (Choi és mtsai., 2005). Fontos, hogy a 

fájdalomingerek kapcsán létrejövő CamKII emelkedést a migrénben is szerepet játszó peptiderg 

folyamatok közvetítik (Larsson és mtsai., 2006). Emellett a trigeminális ganglionsejtek kapszaicin okozta 

hiperexcitabilitása is részben CamKII modulált folyamat: az A típusú K+ áramok csökkenése (Liu és Simon 

2003) és a vanilloid receptorok foszforilációja révén (Jung és mtsai., 2004). Sejttenyészetekben a CamKII 

képes a nNOS foszforiláción keresztüli inaktiválására, ezért lehetséges, hogy a korábban észlelt NTG 

okozta nNOS aktivációt fékező mechanizmust látunk (Komeima és mtsai., 2000), de rágcsálókban a 

CamKII többfajta adenilát ciklázt is aktivál, melyek mind részt vehetnek a gerincvelői szintű centrális 

szenzitizációs folyamatokban (Wei és mtsai., 2006). Eredményeink arra utalnak, hogy a CamKII részt vesz 

a NO okozta trigeminális szenzitizáció folyamatában és ezáltal szerepet játszhat a migrén 

patogenezisében is. 

 

3.1.5. TRPV1, NFkB, COX2 megjelenése patkány TNC-ben NTG adása után 

(Nagy-Grócz és mtsai., 2015) 

Háttér 

A TRPV1 jelentős mértékben expresszálódik a gerincvelőben és a fizikai és kémiai nocicepció egyik 

integrátorának tekinthető (Tominaga és mtsai., 1998). A NO képes a TRPV1 aktivációjára és ezáltal 

megemeli az intracelluláris Ca++ szintet (Miyamoto és mtsai., 2009, Pan és mtsai., 2013). 

A nukleáris faktor kappa B (NFkB) - a minden állati sejtben kifejeződő, a DNS transzkripciót és a sejt 

túlélését szabályozó komplex molekula - komoly szereplő a gyulladásos folyamatok kialakulásában, 

mivel hatással van több citokin expressziójára, melyek igazoltan szerepet játszanak a fájdalom és a 

hiperalgézia kialakulásában (Kress és mtsai., 1996). A COX2 szintén megtalálható a gerincvelői hátsó 

szarv területén, részt vesz a nociceptív feldolgozásban (Beiche és mtsai., 1998, Mazario és mtsai., 2001) 

és szintje megemelkedik a TNC területén az orofaciális fájdalominger alkalmazásakor (Gao és mtsai., 

2010). 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban. 4 órával az injekciók 

adása után az állatokat perfundáltuk, a TNC-t eltávolítottuk, TRPV1 és NFkB immunhisztokémiai (n=6 

csoportonként), valamint COX2 (n=5 csoportonként) Western blot vizsgálatokat végeztünk. A TRPV 

pozitív rostokat képanalizátorral vizsgáltuk, a NFkB festődést mutató sejteket megszámoltuk, ill. a 

blottok alapján protein expressziót mértünk. Az adatokat kétmintás t-próbával hasonlítottuk össze. 

Pontosabban lásd a 6.1.1., 6.3.1., 6.3.2. és 6.3.4. fejezetben. 

 

Eredmények  

A NTG egyaránt megemelte a TRPV1, a COX2 és a NFkB expresszióját a TNC területén (14-16. ábra). 
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14. ábra. TRPV1-immunoreaktivitás a hím felnőtt patkány TNC transzverzális reprezentatív metszetén placebo és NTG kezelés 

után (A). A NTG kezelés szignifikánsan megnöveli itt a TRPV1-IR területet a placebohoz viszonyítva (B) (átlag + S.E.M, n=6 

csoportonként, * p<0,05). IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag, TRPV1: tranziens receptor 

potenciál vanilloid 1. Lépték: 100 m. 

 

15. ábra. NFkB-immunoreaktivitás a hím felnőtt patkány TNC transzverzális reprezentatív metszetén placebo és NTG kezelés 

után (A). A NTG kezelés szignifikánsan megemeli a NFkB-IR sejtek számát a placebohoz viszonyítva (B) (átlag + S.E.M, n=6 

csoportonként, * p<0,05). IR: immunoreaktív, NFkB: nukleáris faktor kappa B, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

Lépték: 50 m. 
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16. ábra. COX2 Western blot a hím patkány TNC-ből placebo és NTG kezelés után (a). Az NTG szignifikáns COX2 emelkedést 

okoz (b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5, ** p<0,01). COX2: ciklooxigenáz-2, NTG: nitroglicerin, TNC: 

kaudális trigeminális mag. 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

Az észlelt változások beleilleszthetők a modellünkben lezajló trigeminális aktiváció és szenzitizáció 

folyamatába és a jelenségek markerének tekinthetőek. A gerincvelőben expresszálódó TRPV1 funkciója 

is szorosan kapcsolódik a perifériás és centrális szenzitizáció jelenségéhez (Saloman és mtsai., 2013), 

melyet lényegesen csökkent a receptor blokkolása (Kim és mtsai., 2014). Korábbról ismert, hogy a NO 

donorok képesek a TRPV1 expresszió megemelésére különböző sejttípusokban (Miyamoto és mtsai., 

2009, Leonelli és mtsai., 2013), és a gyulladásos fájdalom kapcsán is hasonló eredményre jutottak (Ji és 

mtsai., 2002, Kao és mtsai., 2012). Ezek alapján a NTG hatása indirektnek tűnik: neurogén gyulladást 

alakíthat ki és a keletkező mediátorok, pl. 5HT és BK hatására jöhet létre a TRPV1 emelkedés (Strassman 

és mtsai., 1996). A gyulladás okozta TRPV1 expressziónövekedést számos kísérlet alátámasztja: ilyen 

hatású többek között az interleukin-1 és 6 (Malek és mtsai., 2015), valamint a complete Freud adjuváns 

adása (Amaya és mtsai., 2003). A CGRP szisztémás adása is képes a TRPV1 expresszióját fokozni a 

patkány TG-ban, azaz a gyulladásos folyamatok mellett ez a direkt hatás is szerepet játszhat az észlelt 

változások létrejöttében (Chatchaisak és mtsai., 2013). 

Eredményeink szerint a NO képes a NFkB szintjét is megemelni a TNC területén, melyhez hasonló hatást 

tudtak kimutatni korábban a durában is (Reuter és mtsai., 2002). A NFkB útvonal aktiválódása a mi 

esetünkben a NTG direkt hatása következtében vagy a kialakuló durális gyulladás kapcsán indirekt 

módon alakulhat ki. A jelenség mind a TRPV1, mind a nNOS részvételével létrejöhet: a TRPV1-en 

keresztül beáramló Ca++ befolyásolhatja a NFkB funkcióját (Sappington és mtsai., 2008). Másrészt az is 

feltételezhető, hogy a megemelkedett nNOS fokozza a NFkB aktivitását (Parohova és mtsai., 2009). Ezek 

alapján a NFkB fontos eleme a NTG okozta trigeminális aktiváció és szenzitizáció folyamatának. 

A vizsgálatainkben észlelt NTG okozta COX2 emelkedés létrejöhet a NFkB útvonalon keresztül, melyről 

ismert, hogy képes emelni a COX2 expresszióját (Lee és mtsai., 2004). A ciklooxigenáz (COX) aktivitás 

megemelkedik makrofágokban és fibroblasztokban NO hatására (Salvemini és mtsai., 1993), emellett a 

COX2 gátlás kivédi a NTG okozta c-fos aktivációt a TNC-ben (Tassorelli és mtsai., 1997). Közismert, hogy 

az NSAID-ok, melyek hatását COX, és ezen belül elsősorban a COX2 izoforma gátlása révén érik el (Yaksh 
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és mtsai., 2001), kiválóan alkalmasak a migrénes rohamok kezelésére (Párdutz és mtsai., 2010). A saját 

kísérleteink mellett egyéb adatok is arra utalnak, hogy a COX2 alapvető szerepet játszik a trigeminális 

aktivációs és szenzitizációs folyamatokban, amit az is megerősít, hogy COX2 emelkedést lehet detektálni 

NTG kezelés után a hipotalamusz és az agytörzs területén (Tassorelli és mtsai., 2007).  

 

3.1.6. A kinurenin útvonal a fejfájás NTG modelljében 

(Nagy-Grócz és mtsai., 2017) 

Háttér 

Az érző és nociceptív rendszerek szenzitizációs folymataiban alapvető szerepet tulajdonítanak a 

glutamátnak és receptorainak, különösen az NMDA receptoroknak (Woolf és Salter 2000). A kinurénsav 

(KYNA) a triptofán anyagcsere terméke, neuroprotektív és antiglutamáterg hatású, mely többek között 

az NMDA, az aromás szénhidrogén és a G proteinhez kapcsolt receptor 35-höz (GPR35) kötődik, és több 

kísérleti eredmény azt mutatja, hogy antinociceptív hatású a migrén különféle modelljeiben (Csáti és 

mtsai., 2015, Lukács és mtsai., 2016). A kinurenin útvonal első és sebességmeghatározó lépése a 

triptofán N-formil kinurenin átalakulás, melyet a triptofán 2,3-dioxigenáz (TDO) és az indolamin 2,3 

dioxigenáz (IDO) katalizál. Ezt követően az N-formil kinurenin a formamidáz segítségével kinureninné (L-

KYN) alakul, melyet a kinurenin aminotranszferázok (KAT) alakítanak KYNA-vá. Ezzel párhuzamosan a L-

KYN antranilsavvá, ill. hidroxiantranilsavvá alakul a kinurenin monoxigenáz (KMO) és kinurenináz (KYNU) 

segítségével. Az útvonal másik terméke a kvinolénsav, mely a KYNA-val ellentétben glutamát agonista 

hatású és részt vehet a neuronális sejtpusztulás mechanizmusában (Behan és mtsai., 1999, Guidetti és 

Schwarcz 1999) (17. ábra). 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Wistar patkányok (n=5 csoportonként) egyszeri s.c. NTG injekciót kaptak 10 mg/kg dózisban, 

az állatok másik fele placebo kezelésben részesült. 4 órával az injekciók adása után az állatokat 

perfundáltuk, a TNC-t eltávolítottuk és Western blot vizsgálatokat végeztünk TDO2, IDO1, KAT, KYNU és 

KMO expressziót vizsgálva. Az eredményeket a glicerinaldehid 3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH), illetve 

a kinurenin aminotranszferáz 2 (KATII) esetében -aktin csíkokra sztenderdizáltuk. Részletesebben 

megtalálható a metodika részben a 6.1.1. és 6.3.2. fejezetben. A normál eloszlást Kolgomorov-Smirnov 

teszttel ellenőriztük, majd az egyes csoportok átlagait kétmintás t-teszttel hasonlítottuk össze. 
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17. ábra. A kinurenin útvonal (Fejes és mtsai., 2011 alapján). 
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Eredmények 

A NTG a kinurenin útvonal összes vizsgált enzimének expresszióját szignifikánsan csökkentette a patkány 

TNC-ben (18-22. ábra). 

 

18. ábra. TDO2 Western blot a hím patkány TNC-ből placebo és NTG kezelés után (a). A NTG szignifikáns TDO2 csökkenést okoz 

(b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfát 

dehidrogenáz, NTG: nitroglicerin, TDO2: triptofán 2,3-dioxigenáz 2, TNC: kaudális trigeminális mag. 

19. ábra. IDO1 Western blot a hím patkány TNC-ból placebo és NTG kezelés után (a). A NTG szignifikáns IDO1 csökkenést okoz 

(b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfát 

dehidrogenáz, IDO1: indolamin dioxigenáz 1 típus, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

20. ábra. KYNU Western blot a hím patkány TNC-ből placebo és NTG kezelés után (a). A NTG szignifikáns KYNU csökkenést okoz 

(b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfát 

dehidrogenáz, KYNU: kinurenináz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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21. ábra. KMO Western blot a hím patkány TNC-ből placebo és NTG kezelés után (a). A NTG szignifikáns KMO csökkenést okoz 

(b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfát 

dehidrogenáz, KMO: kinurenin monoxigenáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

 

22. ábra. KATII Western blot hím patkány TNC-ből placebo és NTG kezelés után (a). A NTG szignifikáns KATII csökkenést okoz 

(b) a placebo kezelt állatokhoz képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05). KATII: kinurenin aminotranszferáz 2, NTG: 

nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

Az érdekes kérdés az, hogy milyen módon csökkenti a NTG a kinurenin anyagcsere enzimeit. A NO képes 

az IDO aktivitását mérsékelni makrofágokban (Thomas és mtsai., 2007), és hatására az enzim csökkent 

képződését írták le a csontvelőben (Hara és mtsai., 2008). Az is ismert, hogy a NO donorok mitokondriális 

funkciózavart okozhatnak a légzési lánc bénítása és citokróm C felszabadulása révén (Ushmorov és 

mtsai., 1999), ami kapcsolatba hozható a csökkent KATII szinttel (Vécsei és mtsai., 2013). Nagyon 

lényeges kiemelni, hogy a kinureninek fontos szerepet játszanak az immunfunkciók szabályozásában, pl. 

az IDO, a KMO és KYNU transzkripcióját az interferonok és a proinflammatoros citokinek szabályozzák 

(Mándi és mtsai., 2012, Hassanain és mtsai., 1993). A NTG képes a NFkB aktiválására (Nagy-Grócz és 

mtsai., 2016, Greco és mtsai., 2005), ami központi szerepet játszik a gyulladás kialakulásában, és a 

gyulladásos mediátorok NTG hatására történő felszabadulását prednizolonnal ki lehetett védeni (Tfelt-
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Hansen és mtsai., 2009). Mindezt összegezve feltételezhető, hogy a NO hatása a kinurenin anyagcserére 

direkt és indirekt módon, a gyulladásos reakciók révén is megvalósulhat. 

A vizsgálataink eredményei összevethetők azokkal a megfigyelésekkel, melyben migrénes és cluster 

fejfájásban szenvedő betegeknél a L-KYN és KYNA csökkent szintjét mérték szérumban, mely 

kapcsolható az ezen fejfájásokban feltételezett glutamáterg túlműködéshez (Curto és mtsai., 2015a,b), 

ami tükröződhet a migrénes pácienseknél mért magasabb szérum és liquor glutamát szintben (Cananzi 

és mtsai., 1995, Peres és mtsai., 2004). Ez a glutamáterg túlsúly az NMDA receptorok fokozott 

aktivitásával és esetlegesen alacsonyabb KYNA aktivitással kombinálódhat. Mivel a centrális 

szenzitizációban kulcsszerepet játszik a glutamát és NMDA receptorai (Sarchielli és mtsai., 2007), a 

kinurenin útvonal alacsonyabb működése és az ebből következő KYNA csökkenés részt vehet ebben a 

folyamatban. 

 

3.2. Orofaciális formalin, mint a fejfájás állatkísérletes modellje 

Az orofaciális régió a test egyik legsűrűbb érző beidegzéssel rendelkező területe, melynek innervációját 

a n. trigeminus adja, így stimulálása alkalmas lehet az ide lokalizálódó fájdalommal járó kórképek 

vizsgálatára, mint pl. a trigeminus neuralgia vagy egyes fejfájásbetegségek. Leginkább a régióba adott 

s.c. formalin alkalmazása a legismertebb, mint a trigeminális rendszer aktivációját és szenzitizációját 

okozó állatkísérletes modell. Az így beadott hígított formalin szöveti károsodást okoz, mely jellegzetes 

viselkedési és elektrofiziológiai jelenségeket vált ki a kísérleti állatokban. A formalin okozta típusos válasz 

kétfázisú, egy pár percig tartó kezdeti szakasz után átmeneti szünetet követően, egy elhúzódó, tartós 

fázis jelentkezik, mely akár fél óráig is eltarthat (Raboisson és mtsai., 2004). Az első szakaszért leginkább 

a nociceptorok közvetlen ingerlése felelős, míg a második periódusban a gyulladás kialakulásának 

következményeivel kell számolni (Tjolsen és mtsai., 1992). Az ebben a szakaszban felszabaduló PGE2, 

interleukin 1 és egyéb szenzitizációs folyamatok is alapvető szerepet játszanak (Svensson és Yaksh 2002, 

Watkins és mtsai., 1997), azaz párhuzam állítható fel a modell és egyes fejfájásbetegségek 

patomechanizmusa között.  

 

3.2.1. A viselkedés vizsgálata patkány orofaciális formalin modelljében 

(Fejes-Szabó és mtsai., 2015) 

Anyag és módszer  

Felnőtt hím patkányok felső bajuszpárnájába 50 l 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztünk s.c, míg az 

állatok másik fele 50 l fiziológiás sóoldatot kapott (n=5 csoportonként). Az injekció után az állatokat 

azonnal egy 30x30x30 cm méretű tükörfalú terráriumba helyeztük, melyben a patkányok korábban 

habituációs időt töltöttek el. Az állatokat 45 percen át vizsgáltuk, a viselkedésükről videofilm készült. A 

vizsgálati időtartamot 15x3 perces blokkokra osztottuk, melyben az érintett oldal vakarásával töltött idő 

(másodpercben) adta az adott blokk nociceptív pontszámát. Az első fázis megfelelt az első blokknak, a 

második fázist az ötödik blokktól a tizenegyedikig számítottuk. Részletesebben lásd a 6.1.2. és 6.3.5. 

fejezet alatt. Az adatokat alcsoportok és blokkok szerint csoportosítva ismételt méréses ANOVA-val 

elemeztük, majd a páronkénti összehasonlításhoz Sidak-féle korrekciót végeztünk. Az első és második 

fázis alcsoportjai közötti szignifikáns különbség vizsgálatához az adatokat ismételt méréses ANOVA-val 

elemeztük, majd Tamhane posthoc tesztet használtuk. 
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Eredmények 

A viselkedési válaszok megegyeztek a korábbi vizsgálatok eredményével, az injekciót követően a 

patkányok azonnal vakarni kezdték az érintett területet kb. 3-4 percen keresztül. Ezután kb. 10 perces 

nyugalmi fázis következett, melyet egy hosszabban tartó, de kevésbé intenzív ún. tónusos szakasz 

követett, ami 20-22 percig tartott. Mindkét periódus alatt a fájdalommal összekapcsolható aktivitás 

szignifikánsan magasabb értéket mutatott a formalinnal kezelt patkányoknál, a fiziológiás sóoldattal 

kezeltekhez viszonyítva (23. ábra). 

 

23. ábra. Az első, illetve második fázisban a vakarózással töltött időt ábrázoló hisztogram. Mindkét fázisban a trigeminális 

formalin injekciót kapott patkányok szignifikánsan több időt töltöttek vakarózással a fiziológiás sóoldatot kapott állatokhoz 

képest (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, *** p<0,001). 

 

Megfigyeléseink jelentősége: 

Ezen vizsgálatok megerősítették a korábban is megfigyelt és leírt kétfázisú viselkedési mintázatot, 

melyet a trigeminális területre adott formalin okozott (Clavelou és mtsai., 1995) és a későbbi 

kísérleteinkhez referenciaként szolgált. 

 

3.2.2. CGRP expresszió patkány TNC-ben orofaciális formalin adása után 

(Bohár és mtsai., 2015) 

Háttér 

A CGRP kiemelkedő szerepet játszik a migrén patomechanizmusában, a szintje emelkedett 

migrénesekben az egészséges kontrollokhoz viszonyítva (Fusayasu és mtsai., 2007) és szisztémás adása 

rohamot provokálhat a betegekben (Hansen és mtsai., 2010, Lassen és mtsai., 2002). Vizsgálata kiemelt 

fontosságú a fejfájás állatkísérletes modelljeiben. 

 
Anyag és módszer  

Felnőtt hím patkányok felső bajuszpárnájába 50 l 1,5%-os formalin oldatot fecskendeztünk s.c., míg az 

állatok másik fele 50 l fiziológiás sóoldatot kapott (n=13 csoportonként). Négy órával az injekciók adása 
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után az állatokat perfundáltuk, a TNC-t eltávolítottuk és CGRP immunhisztokémiai vizsgálatokat 

végeztünk a TNC-ből készült sorozatmetszeteken (+1- -5 mm-ig az obextől). A CGRP pozitív rostok által 

borított területet képanalizátorral vizsgáltuk. Lásd még a 6.1.2., 6.3.1. és a 6.3.4. fejezetet. A TNC 

különböző magasságaiban mért CGRP által borított területeket kéttényezős ANOVA vizsgálattal 

hasonlítottuk össze. Amikor a Mauchly-féle szfericitási teszt szignifikánsnak bizonyult Greenhouse-

Geisser kiegészítést alkalmaztunk. A páros átlagok összehasonlításakor Sidak korrekció történt. 

 

Eredmények 

A CGRP pozitív rostok által lefedett terület a TNC-ben nem változott meg szignifikánsan a formalin 

kezelés hatására egyik magasságban sem (nem ábrázoljuk). 

 

Megfigyeléseink jelentősége 

A trigeminális aktiváció egyéb modelljeiben a CGRP változásai gyorsan bekövetkeznek, és órákon belül 

megszűnnek (Buzzi és mtsai., 1991, Greco és mtsai., 2008), mellyel jelen eredményeink párhuzamba 

állíthatóak, azaz feltételezhető, hogy a CGRP esetleges változásai állatkísérletes modellünkben 

hamarabb lezajlottak. 

 

3.2.3. c-fos és nNOS megjelenése a másodlagos trigeminális neuronok területén 

(Párdutz és mtsai., 2000) 

Háttér 

A c-fos protein a neuronális aktiváció kapcsán expresszálódik, a nNOS pedig szenzitizációs markernek 

tartható a trigeminovaszkuláris rendszer területén, ezek a jelenségek az orofaciális formalin modell 

alkalmazása során is lezajlanak, ezért a vizsgálatuk fontos lehet. 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím patkányok felső bajuszpárnájába 50 l 4%-os formalin oldatot fecskendeztünk s.c., míg az 

állatok másik fele 50 l fiziológiás sóoldatot kapott (n=8 csoportonként). Négy órával az injekciók adása 

után az állatokat perfundáltuk és a TNC-t eltávolítottuk, majd sorozatmetszeteket készítettünk c-fos és 

nNOS immunhisztokémiai vizsgálatok céljából. A sorozatmetszetek TNC-beli helyét megállapítottuk, 

majd a festődő sejteket a mikroszkóp 10x-os objektíve alatt megszámoltuk az injekció oldalával ipszi- és 

kontralaterálisan. Részletesebben lásd a 6.1.2. és 6.3.1. fejezetekben. A sejtek számát az egymástól 0,5 

mm-re lévő sorozatmetszeteken hasonlítottuk össze. Az adatokat alcsoportok és blokkok szerint 

csoportosítva ismételt méréses ANOVA-val elemeztük, majd a páronkénti összehasonlításhoz Sidak-féle 

korrekciót végeztünk. A szignifikancia szint p<0,05 volt.  

 
Eredmények  

Szignifikáns c-fos és nNOS emelkedést detektáltunk a formalin kezelés után a TNC azon területein, 

melyek szomatotópiásan megfelelnek az orofaciális formalin modell okozta nociceptív hatásnak (24. 

ábra). 
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24. ábra. A: Patkány TNC reprezentatív transzverzális metszetei c-fos immunfestés után, a formalin injekció oldalán (nyíl) több 

c-fos-IR sejt látszik a felszínes rétegekben az ellenoldali kontrollhoz képest. Lépték: 500 m. B: Patkány TNC reprezentatív 

transzverzális metszetei nNOS immunfestés után, a formalin injekció oldalán (nyíl) több nNOS-IR sejt látszik a felszínes 

rétegekben az ellenoldali kontrollhoz képest. C: A TNC-ben található c-fos- és nNOS-IR sejtek számát ábrázoló hisztogram 

obextől csökkenő távolságra lévő 30 m vastagságú transzverzális metszeteken orofaciális formalin injekció után a kezelt és 

kontroll oldalon. A formalin szignifikánsan megemeli a pozitív sejtek számát a szomatotópiás eloszlásnak megfelelően (átlag  

S.E.M, n=8 csoportonként). IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 

300 m. 
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Megfigyeléseink jelentősége 

A korábbi vizsgálatokhoz hasonló eredményeket kaptunk, melyek igazolják, hogy más modellekhez 

hasonlóan (pl. a szisztémás NTG adása), az orofaciális formalin is képes a trigeminális rendszer aktivációs 

és szenzitizációs markereit megemelni. 

 

3.3. A Gasser dúc elektromos ingerlése, mint a migrén állatkísérletes modellje 

A migrénes roham patogenezisében kiemelt szerepet játszó trigeminovaszkuláris rendszer aktiválódása 

(Moskowitz 1984) állatkísérletekben modellezhető a TG elektromos ingerlésével. Ennek hatására CGRP 

szabadul fel a primer afferensek végződéseiből mind a periférián (Knyihár-Csillik és mtsai., 1995), mind 

a centrális terminális területén (Knyihár-Csillik és mtsai., 1998), megnövekszik a durális erek albumin 

permeabilitása (Markowitz és mtsai., 1987) és ezen utóbbi hatást migrénellenes gyógyszerek 

alkalmazásával ki lehet védeni (Limmroth és mtsai., 2001). Mindezen eredmények azt sugallják, hogy a 

TG elektromos ingerlése következtében bekövetkező állatkísérletes változások részben hasonlatosak 

lehetnek a migrénben lezajló folyamatokhoz.  

 

3.3.1. c-fos megjelenése a Gasser dúc elektromos ingerlése után 

(Bohár és mtsai., 2013) 

Háttér 

A c-fos expressziójának mérése jó információt adhat az idegrendszeri struktúrák aktivitásának 

mértékéről. A migrénben zajló aktiváció és szenzitizáció során a TNC neuronjainak fokozott aktivitása 

észlelhető (Bergerot és mtsai., 2006). Emellett azonban számos magcsoport aktivitását leírták migrénes 

roham kapcsán a híd dorzolaterális részén, valamint a dorzális középagyban (Weiller és mtsai., 1995), 

mely nem mutatható ki a fejre lokalizálódó más fájdalmas állapotoknál (May és mtsai., 1998). Ez arra 

utalhat, hogy az itt elhelyezkedő struktúrák – a PAG, NRM, DR és a LC – részt vehetnek a migrén 

patogenezisében. Azt viszont nem tudjuk egyértelműen, hogy ezen magok aktiválódása a migrénes 

roham okaként vagy következményeként értékelendő.  

A NRM része a leszálló fájdalomszabályzó rendszernek és komoly bemeneteket kap a kortexből (Carlton 

és mtsai., 1983). A NRM ingerlése befolyásolja a TNC nociceptív bemenetét (Basbaum és mtsai., 1984) 

és a NRM aktivitását befolyásolják a migrénellenes gyógyszerek (Ellrich és mtsai., 2001). Ezek alapján a 

mag fontos szerepe vethető fel a migrén kialakulásában. 

A DR a legnagyobb szerotoninerg magnak tekinthető az agytörzsben, mely szerepet játszik a 

fájdalomérzés szabályozásában (Wang és Nakai 1994) és aktivitása megemelkedik migrénes roham 

kapcsán (Ter Horst és mtsai., 2001). 

A központi idegrendszerben a LC noradrenalin tartalma a legmagasabb, az itt található neuronok 

nyúlványai a felsőbb agyi régiók mellett a gerincvelő és a TNC területére is adnak bemenetet (Samuels 

és Szabadi 2008). A funkcióját hasonlatosnak tartják a NRM-hoz a fájdalomérzés szabályozásában 

(Mokha és mtsai., 1986) és a TNC innervációja mellett (Simpson és mtsai., 1997) az agyi érhálózathoz is 

küld rostokat, ezáltal befolyásolhatja a migrénes roham alatti érrendszeri történéseket (Lance és mtsai., 

1983).  

A PAG elektromos ingerlése analgéziát válthat ki emberben (Hosobuchi és mtsai., 1977), de egyes a 

ventrolaterális PAG-hoz közel elhelyezkedő implantátumok migrénes rohamokat válthatnak ki (Raskin 
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és mtsai., 1987), így ez a struktúra mind a fájdalom csillapításában, mind a migrén kialakulásában 

szerepet játszhat. A PAG-ot különböző funkciójú hosszanti kolumnákra lehet osztani, melyek a fájdalom 

feldolgozásában, vegetatív és emocionális szabályozásában játszhatnak szerepet (Behbehani 1995). A 

ventrolaterális PAG aktiválódásának igazolása trigeminális fájdalom kapcsán azt jelezheti, hogy ez a 

struktúra szerepet játszhat a trigeminális érző működés integrációjában (Hoskin és mtsai., 2001).  

 

Anyag és módszer  

Felnőtt hím patkányok jobb oldali TG-ba koncentrikus bipoláris elektródát süllyesztettünk klorálhidrát 

anesztéziában. Az állatok felénél 30 percig 10 Hz, 0,5 mA-es elektromos ingerlést alkalmaztunk, míg a 

kontrollcsoportban nem történt ingerlés az elektróda behelyezése után. Kettő (n=7 csoportonként) és 

négy órával (n=6 csoportonként) később az állatokat transzkardiálisan perfundáltuk. Az agytörzsből az 

obex felett 1,5 mm-től sorozatmetszeteket készítettünk c-fos immunhisztokémia céljából, mely során 

állatonként az egyes metszetek 300 m távolságra voltak egymástól. Az immunhisztokémia után 

toluidinkék festést is alkalmaztunk az agytörzsi struktúrák könnyebb azonosítása végett. A c-fos pozitív 

sejteket megszámoltuk a TNC, LC, NRM és DR területén a Paxinos Watson (Paxinos és mtsai., 2007) 

atlasz alapján, és a különböző területeken talált értékeket a képanalizátor (MozaiX, AXioVision, Zeiss, 

Németország) által meghatározott területet figyelembe véve m2-re adtuk meg. A 6.1.3. és 6.3.1. 

fejezetben részletesebben megtalálható a metodika. A TNC esetében statisztikai értékelés ismételt 

méréses ANOVA-val, Games-Howell, illetve Scheffe post-hoc teszttel történt. A többi agytörzsi páros 

magnál az oldalak közötti különbséget páros t-próbával vizsgáltuk. Mivel oldalkülönbséget nem 

találtunk, az adatokat összevontuk és egyszempontos varianciaanalízist használtunk a csoportok 

összehasonlítására, majd Scheffe post hoc tesztet. 

 

Eredmények 

A TG elektromos ingerlése mindkét időintervallumban megemelte az azonos oldali TNC-ben a c-fos 

pozitív sejtek számát (25, 26. ábra). A NRM mindkét oldalán sejtszám emelkedést észleltünk ingerlés 

után. Nem változott szignifikánsan viszont a LC, DR és PAG c-fos pozitív sejtjeinek száma a stimulációt 

követően (27, 28. ábra). 
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25. ábra. Reprezentatív metszetek a patkány TNC-ből az obextől kaudálisan 0,5 mm-re. Az álingerelt állatoknál (a, c) nincs 

lényeges c-fos változás az ingerlés oldalán, míg az elektromos stimuláció (b, d) megemeli a c-fos expressziót az ipszilaterális 

TNC-ben. A téglalapok az ingerlés oldalát és a nagyobb nagyítású képek helyét jelzik. TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

26. ábra. A m2-ként mutatkozó átlagos c-fos-IR sejtszám ábrázolása a patkány TNC-ben. Az álingerlés nem okozott szignifikáns 

változást egyik túlélési idő esetén sem. Az elektromos ingerlés az elektróda oldalán szignifikánsan megemelte c-fos-IR sejtek 

számát az álingerelt állatok megfelelő oldalához képest (átlag + S.E.M, n=7, ill. 6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01). IR: 

immunoreaktív, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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27. ábra. Reprezentatív metszetek a NRM-ból stimulált (a, c, e) és álingerelt (b, d) állatokból 2 órás (a, b, c) és 4 órás (d, e) 

túlélést követően. A nagyobb nagyítású képek a téglalapnak megfelelő területről készültek. A c-fos festődés (nyíl) gyakoribb a 

stimulált állatoknál. NRM: nucleus raphe magnus. Lépték 1000 ill. 200 m 
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28. ábra. Az átlagos c-fos-IR sejtek száma m2-ként az agytörzs különböző magcsoportjaiban. A NRM-ban az ingerlés után 2 és 

4 órával is szignifikánsan megnőtt a c-fos-IR sejtek száma a kontrollhoz képest. A többi mag esetében ilyen változást nem 

tapasztaltunk (átlag + S.E.M, n=7, ill. 6 csoportonként, * p<0,05). DL: dorzolaterális, DM: dorzomediális, DR: dorzális raphe mag, 

IR: immunoreaktív, L: laterális, LC: locus ceruleus, NRM: nucleus raphe magnus, PAG: periaqueductalis szürkeállomány, VL: 

ventrolaterális. .  

 

Megbeszélés 

Vizsgálataink kimutatták, hogy a TG elektromos ingerlése nem okoz egységes aktivitásnövekedést a 

migrén generátoroknak tartott magcsoportokban. Maga az elektromos ingerlés az elsődleges 

trigeminális érző neuronok direkt aktivátora, mely a perifériás végződésen durális extravazációt és 

neurogén gyulladást hoz létre (Markowitz és mtsai., 1987), míg a centrális nyúlványok révén 

aktiválódnak a TNC másodlagos érző neuronjai is (Knyihár-Csillik és mtsai., 1997). Ezt a jelen vizsgálataink 

is megerősítették, mivel mind 2, mind 4 órát követően jelentős c-fos emelkedés volt az ipszilaterális TNC 

területén az ingerlésnek megfelelően. Ennek az aktivációnak kettős háttere lehet, egyrészt az 

elektromos áram direkt hatása az elsődleges érző neuronok centrális nyúlványain keresztül, másrészt a 

periférián létrejövő steril gyulladás kialakulása indirekt módon (Markowitz és mtsai., 1987). 

A NRM neuronjainak magasabb aktivitását észleltük az elektromos ingerlést követően 2, illetve 4 órával. 

Ezt a jelenséget feltehetőleg nem a TNC aktivációjának direkt hatása okozza, mivel a közvetlen kapcsolat 

a két magcsoport között gyenge, különösen a felszínes laminákat illetően (Hermann és mtsai., 1997, 

Sugiyo és mtsai., 2005). A legvalószínűbb az, hogy a NRM fokozott működése a leszálló fájdalomérző 

rendszer aktiválódása révén, indirekt módon jön létre a kortexen és talamuszon vagy a PAG-on keresztül 

(Hermann és mtsai., 1997) – lásd 29. ábra.  

A DR nem kap direkt bemenetet a TNC-ből (Marchand és Hagino 1983), és az aktivitása nem változott a 

TG elektromos ingerlése után, azaz rövidtávon nem játszik fontos szerepet a trigeminális nocicepció 
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modulációjában ebben a modellben, annak ellenére, hogy a mag része a leszálló és felszálló 

rendszereknek, melyek a fájdalomérzést kontrollálják (Wang és Nakai 1994).  

Korábbi vizsgálatok igazolták a LC aktivitásfokozódását fájdalmas ingerek után (Ter Horst és mtsai., 2001, 

Baulmann és mtsai., 2000), de a fájdalomérzés mellett a stressz is emelheti a magcsoport aktivitását 

(McDevitt és mtsai., 2009). A jelen kísérletben a TG ingerlése megváltoztatta a c-fos pozitivitást ezen a 

területen, de a kontrollcsoportban is elég magas aktivitást észleltünk. Négy óra után ez csökken mind az 

álműtött, mind a kontrollcsoportban, ami szintén arra utalhat, hogy nem a trigeminális fájdalom, hanem 

a stressz okozhatja az itt detektálható eltéréseket. A LC és TNC közötti kapcsolatról az eddigi kísérleti 

adatok ellentmondásosak: egyes eredmények azt támogatják, hogy csak minimális kapcsolat (Luppi és 

mtsai., 1995) van közöttük, míg mások a TNC I laminája és a LC között találtak összeköttetést (Craig 

1992). A saját eredményeink alapján az feltételezhető, hogy a LC nem kap direkt bemenetet a TNC 

területéről, és lehetséges, hogy a LC részvétele a leszálló fájdalomszabályozásban a NRM-on keresztül 

történik (Tanaka és mtsai., 1996).  

Érdekes módon nem találtunk változást a PAG egyetlen régiójában sem stimuláció után, pedig a TNC és 

ezen mag között direkt kapcsolat van. Korábbi vizsgálatok emelkedést detektáltak itt nociceptív ingerlés 

után, de a stimuláció paraméterei mások voltak (Hoskin és mtsai., 2001). Feltételezve, hogy a fenti 

változások másodlagosak, azaz nincs erős, direkt összeköttetés a fenti magok és a TNC között, akkor az 

ingerlés hatására a felszálló fájdalomérző pályák a talamuszon keresztül aktiválják a kortexet és innen 

indul a leszálló rendszer modulációja. A TG elektromos ingerlése után a migrén generátoroknak tartott 

magok nem mutattak egyidejű aktivitásfokozódást, ami azt a megfigyelést erősíti, hogy ez a jelenség a 

migrénre specifikus. 

 

29. ábra. Az eredményeink alapján az aktiváció útvonalát mutató sémás ábra. Az elektromos ingerlés aktiválja a másodlagos 

érző neuronokat a TNC-ben, melyet a thalamus és a kortex aktivitása követ. A NRM-ban észlelhető fokozott aktivitás 

feltehetőleg másodlagos jelenség. NRM: nucleus raphe magnus, TG: trigeminális ganglion, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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3.4. A dura kémiai ingerlésének hatása patkányban 

3.4.1. c-fos vizsgálata a dura kémiai ingerlése után patkány TNC-ben 

(Laborc és mtsai., 2020) 

Háttér 

A migrén kapcsán jelentkező trigeminális aktivációban kiemelt lehet a trigeminális rendszer által 

gazdagon beidegzett dura mater és annak érrendszere (Hoffmann és mtsai., 2019). Emiatt kézenfekvő 

állatkísérletes modellnek tűnik a dura kémiai ingerlése, melyet elsősorban „gyulladásos levessel” 

(inflammatory soup - IS), ill. complete Freund adjuvánssal (CFA) lehet elvégezni. A korábbi irodalmi 

adatok szerint ezek a kezelések 2-4 órás latenciával képesek a trigeminális rendszer aktiválására (Lukács 

és mtsai., 2015, Burstein és mtsai., 1998), mely megfelelhet az allodynia kialakulási idejének migrénes 

pácienseknél. Bár a módszer elterjedt, de korábbi kísérlet nem vizsgálta a durális ingerlés okozta 

trigeminális aktiváció pontos szomatotópiás eloszlását és a kísérleti körülmények (anesztézia, 

sztereotaxiás készülék, lokális lidokain alkalmazása a műtét alatt) hatását. 

 

Anyag és módszer 

Altatás és sztereotaxiás rögzítés után patkányok koponyacsontját eltávolítottuk, majd a dura matert 

szabaddá téve jobb oldalra IS (1 mM bradikinin, 100 μM prosztaglandin, 1 mM 5HT, 1 mM hisztamin, 

pH 5,0 10 mM HEPES pufferben), ill. CFA (Sigma-Aldrich, USA) oldatot vagy ezek oldószereit helyeztük. 

Fél óra múlva a területet lemostuk, majd 2 (2CFA) és 4 (4CFA) valamint 2,5 (2IS) és 4 óra múlva (4IS) az 

állatokat perfundáltuk. A kontroll csoportokban hasonló módon jártunk el azzal a különbséggel, hogy a 

kezelést az oldószerekkel, CFA esetében fiziológiás sóoldattal (2PHYS és 4PHYS csoport), IS esetén 

szintetikus intersticiális folyadékkal (SIF - 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2,5mM CaCl2, 10 mM 

glükóz 10 mM HEPES pufferben, pH 7,3) végeztük el (2SIF és 4SIF csoport), majd az előzőekben leírtak 

szerint az állatokat perfundáltuk (n=6 csoportonként). A TNC-t c-fos immunhisztokémiai festések 

céljából eltávolítottuk, kriosztáttal 30 μm vastagságú sorozatmetszeteket készítettünk: az obextől 1 mm-

el rostralisan kezdve, minden tizedik metszetet használtuk fel egy sorozatban. Külön csoportokban 

vizsgáltuk az anesztézia, a perfúzió, a sztereotaxiás készülék és a műtéti területen alkalmazott lokális 

lidokain kezelés esetleges moduláló hatását (n=3-4, ill. lidokain esetén n=2 csoportonként). A sejteket 

mikroszkóp alatt 10x objektívvel számoltuk a TNC I-II laminák területén. A sejteket a trigeminális ágak 

(V/1, 2, 3) TNC-beli szomatotópiás elhelyezkedésük szerint is megszámoltuk Strassman és Vos  

munkájára alapozva (Strassman és Vos 1993). A kezelés hatását az oldaliság függyvényéban, az agytörzs 

különböző magasságaiban mutatkozó c-fos sejtszámra ismételt méréses ANOVA segítségével végeztük, 

majd a páronkénti összehasonlításoknál Sidak-féle korrekciót használtunk. Az alacsony elemszámú 

csoportokban (n=2) nem végeztünk statisztikai analízist. Részletesebben lásd a 6.1.4. és 6.3.1. fejezetet.  

 

Eredmények 

Az általános anesztézia és a perfúzió nem befolyásolta a c-fos megjelenését a kísérleti 

összeállításunkban (az adatokat nem ábrázoljuk). A sztereotaxiás készülék használata a TNC V/2-es 

szomatotópiás területén okozott c-fos emelkedést (30. ábra), a műtét alatt alkalmazott lokális lidokain 

viszont mindegyik csoportban csökkenti a c-fos aktivitást az V/1-es területen (31. ábra). 
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30. ábra. A c-fos-IR sejtek száma sztereotaxiás készülék használata után hisztogramon (A) és a TNC reprezentatív metszetén (C), 

a kontroll állatok adatai (B) és reprezentatív metszete mellett (D). A sztereotaxiás állvány használata megemelte a c-fos pozitív 

sejtek számát az V/2 területén (átlag + S.E.M). IR: immunoreaktív, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 200 m. 

 

31. ábra. A lidokain kezelés csökkenti a műtét kapcsán kialakuló c-fos aktivitást a durális kezelést nem kapott, műtött állatokban 

(A, C) az V/1 szomatotópiás területen a lidokaint nem kapott patkányokhoz képest (B, D) (átlag + S.E.M). IR: immunoreaktív. 

Lépték: 200 m. 
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A CFA kezelés nem emelte meg szignifikánsan a c-fos pozitív sejtek számát sem a másik oldalhoz, sem a 

kontroll állatokhoz képest, sem 2, sem 4 óra elteltével (32. ábra). Ezzel szemben az IS alkalmazása 

szignifikánsan megnövelte az érintett oldal c-fos expresszióját, mind 2,5, mind 4 óra után. A különbség 

az V/1-es szomatotópiának megfelelően volt a legszámottevőbb (33, 34. ábra).  

 

32. ábra. c-fos expresszió a patkány TNC-ben CFA kezelés után 4 órával (4CFA), mely nem okoz változást a fiziológiás sóoldatos 

kezeléshez viszonyítva (4PHYS) (átlag + S.E.M, n=3 csoportonként). CFA: complete Freund adjuváns, IR: immunoreaktív, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték: 200 m. 
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33. ábra. A TNC területén található c-fos-IR sejtek számát mutató diagram a teljes hátsó szarvban (A, C) és az V/1 áreában (B, 

D) 2,5 órával IS (A-D) és SIF (C, D) kezelés után. Reprezentatív fényképek a c-fos-IR sejtekről a hátsó szarvban 2IS (E, F) és 2SIF 

(G, H) csoportokból. A zöld háttér az V/1 áreát ábrázolja. Szignifikáns különbség mutatkozik a kezelt jobb oldal sejtszámaiban 

a bal oldalhoz képest mind a teljes hátsó szarvat számolva, mind az V/1 áreát tekintve. A kontroll SIF kezeléshez képest az IS 

szignifikáns emelkedést okozott az V/1 területen (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként * p<0,05, # p<0,01, $ p<0,001). IR: 

immunoreaktív, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 200 m. 
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34. ábra. A TNC területén található c-fos-IR sejtek számát mutató diagram a teljes hátsó szarvban (A, C) és az V/1 áreában (B, 

D) 4 órával IS (A-D) és SIF (C, D) kezelés után. Reprezentatív fényképek a c-fos-IR sejtekről a hátsó szarvban 4IS (E, F) és 4SIF (G, 

H) csoportokból. A zöld háttér az V/1 áreát ábrázolja. Szignifikáns különbség mutatkozik a kezelt jobb oldal sejtszámaiban a bal 

oldalhoz képest mind a teljes hátsó szarvat számolva, mind az V/1 áreát tekintve. A kontroll SIF kezeléshez képest az IS 

szignifikáns emelkedést okozott az V/1 területen (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, # p<0,01, $ p<0,001). IR: 

immunoreaktív, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 200 m. 
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Megbeszélés 

A c-fos protein expressziójának mérése széles körben alkalmazott módszer a nociceptív neuronok 

ativálódásának felmérésére (Coggeshall és mtsai., 2005). A stimulus hatására a transzkripció már 5 perc 

után elkezdődik és a terméket már 30 perc után ki lehet mutatni, a féléletideje pedig kb. 2 órára tehető 

(Greenberg és mtsai., 1984, Abbadie és mtsai., 1992, Svendsen és Lykkegaard 2001). 

Korábbi vizsgálatok felvetették, hogy az uretán anesztézia és a pentobarbitál adása utáni perfúzió is 

önmagában képes a TNC sejtjeinek aktiválására (Strassman és Vos 1993), de mi nem találtunk ilyen 

változást klorálhidrát altatás kapcsán. A sztereotaxiás készülék alapvető fontosságú az állatkísérletes 

beavatkozások pontos végrehajtásában, ami vizsgálatainkban az V/2-es szomatotópiás területen 

okozott megemelkedett c-fos expressziót, melynek oka feltehetőleg az elülső rögzítés lehet az orr 

területén. A műtét alatt helyileg alkalmazott lidokain kezelés képes volt csökkenteni az V/1 területén 

megjelenő c-fos expressziót függetlenül attól, hogy kontroll vagy kezelt állatcsoportról volt szó. Mivel az 

extra- és intrakraniális érzőrendszer közös rosthálózattal működik (Kosaras és mtsai., 2009, Schueler és 

mtsai., 2013), ez alapján feltételezhető, hogy a fejbőrön és a periosteumon végzett műtéti beavatkozás 

elrejtheti a durából érkező stimulusok hatását, ezért a lidokain lokális alkalmazása javasolható ilyen 

esetekben.  

Kísérleteinkben kétfajta gyulladásos ágenst használtunk a dura ingerlésére. A CFA szub- vagy 

intadermális injekciója alkalmazható a gyulladásos, illetve neuropátiás fájdalom modellezésére, beadva 

gyorsan ödémát és hiperalgéziát okoz (Iadarola és mtsai., 1988). A korai hatások gyorsan kialakulnak és 

kb. 24-72 óra körül érik el a csúcsukat, de hosszú távú szövődményeket is leírtak, pl. granulomatózus 

gyulladást és szöveti nekrózist (Osebold és mtsai., 1982). A 2 és 4 órás túlélési időt ezen komplikációk 

elkerülése végett választottuk. Érdekes módon sem a rövidebb, sem a hosszabb túlélési idő esetén nem 

láttunk c-fos emelkedést, ha a kezelt-kezeletlen oldalt, illetve állatokat hasonlítottuk össze. A 

legkézenfekvőbb magyarázat erre, hogy a hatás kiteljesedéséhez nem állt rendelkezésre elég idő. A CFA 

s.c. adása ödémát és hiperalgéziát okoz, melynek csúcspontja kb. 24 óránál figyelhető meg (Iadarola és 

mtsai., 1988), továbbá a parotisba adott CFA esetén is késleltetett a TNC-ben megjelenő c-fos 

emelkedés, mely 72 órával később a legkifejezettebb (Ogawa és mtsai., 2003). Ki kell hangsúlyozni, hogy 

ezekben a kísérletekben a CFA tartósan jelen volt, míg a saját kísérleteinkben a CFA csak 20 percig 

maradt a dura felszínén, mely szintén csökkenthette a rövid távú aktiválódás lehetőségét. Egy másik 

vizsgálatban a durán lokálisan, 20 percen át alkalmazott CFA gyulladásos folyamatokat indított meg a 

TG területén 4-24 óra között, megemelkedett a CGRP és interleukin 1 szintje a kontrollcsoporthoz 

képest (Lukács és mtsai., 2015). Emellett hosszabb – 7 napos – túlélési idő esetén igazoltak c-fos 

növekedést a TNC területén (Lukács és mtsai., 2017). Összegezve, ezekben a kísérletekben a hatás 

minimum 2-4 óra után indul és 1-3 napot követően éri el a csúcspontját, mely egybeesik a késleltetett 

gyulladásos reakció időbeli lefolyásával, melyet a CFA elsődleges hatásának tartunk (Dvorak és Dvorak 

1974). A lassabb hatáskezdet mellett a vegetatív idegrendszer működése is befolyásolhatja az 

eredményeket. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a szimpatikus idegrendszer működése hatással van 

a gyulladásos folyamatok kialakulására: az immunsejtek alfa adrenerg receptorokat expresszálhatnak, 

melyek száma gyulladás után még magasabb lesz, ami fokozott citokin felszabadulást eredményezhet 

(Bao és mtsai., 2007, Grisanti és mtsai., 2011, Heijnen és mtsai., 1996, Schlereth és mtsai., 2008). A 

spinális protopátiás rendszer szimpatikus innervációja gazdagabb a trigeminális rendszerhez képest, ami 

csökkentheti a gyulladás kialakulásának sebességét ez utóbbiban (Schlereth és mtsai., 2008). Ezek 

alapján a CFA topikális adása inkább a migrén krónikussá válásának lehet a modellje (Edvinsson és mtsai., 

2019). Ilyenkor az afferensek terminálisaiból felszabaduó CGRP lokális gyulladást idéz elő (Geppetti és 

mtsai., 2005), mely fenntartott aktivációt és szenzitizációt hoz létre (Haanes és Edvinsson 2019) és 

önerősítő folyamathoz vezethet. Ez a jelenség az ismétlődő migrénes rohamok által esetlegesen 
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kiváltott tartós neurogén gyulladáshoz hasonlítható, mely a krónikussá válás kialakulásában szerepet 

játszhat (Edvinsson és mtsai., 2019). 

A migrénben szerepet játszó steril gyulladás folyamatatát a durára adott IS-el is lehet modellezni (Chen 

és mtsai., 2019, Arulmani és mtsai., 2006). Az IS-ben található bradikinin, PGE2, 5HT és hisztamin 

képesek az érző neuronok terminálisainak közvetlen és - egyéb mediátorok felszabadítása révén - a 

közvetett aktiválására is. Már 20 perccel a stimuláció után ki lehet mutatni az aktivációs és szenzitizációs 

markereket az elsődleges érző neuronok szintjén és két óra után a másodlagos érző neuronok területén 

(Burstein és mtsai., 1998, Levy és Strassman 2002), melyet a mi vizsgálatainkban is sikerült igazolni. Az 

IS az V/1 szomatotópiás területnek megfelelően okozta a legkifejezettebb c-fos emelkedést, mely 

megfelel a durális beidegzésnek. A jobb (kezelés oldala) és a bal oldali TNC között is szignifikáns 

különbség mutatkozott, mivel a dura szomatoszenzoros innervációja zömében ipszilaterális, és az IS 

okozta c-fos emelkedés a stimuláció után 4 órával is megmaradt. Más kísérletekben, amikor a katétert 

a cisterna magnába helyezték nem lehetett oldalkülönbséget észlelni, mivel a terület beidegzése 

bilaterális, továbbá a gyulladást kiváltó anyag mindkét oldal felé diffundál (Nozaki és mtsai., 1992). 

Korábbi vizsgálatok azt is kimutatták, hogy a durális IS okozta trigeminális és extratrigeminális allodynia 

3 óra latenciával érte el maximumát, és 5-6 óráig tartott (Edelmayer és mtsai., 2009). Ez arra utal, hogy 

a centrális szenzitizáció kialakulása az IS indirekt hatásának köszönhető és magyarázhatja a fennmaradó 

aktivitásfokozódást a kísérletünkben alkalmazott időpontoknál. Ezen felül a durális IS okozta trigeminális 

aktiváció és szenzitizáció több pontban is hasonlóságot mutat a migrénben zajló változásokkal. Az 

allodynia a migrénes betegek több mint 60%-nál megjelenik, és időbeli lefolyása hasonlít az 

állatkísérletes modellben megfigyelhető megjelenéssel (Jakubowski és mtsai., 2005, Lipton és mtsai., 

2008). Az utóbbi változásokat több nem specifikus és specifikus migrénben hatásos gyógyszer 

befolyásolni képes, azaz az IS kezelésnek fontos szerepe lehet új szerek vizsgálatában (Jakubowski és 

mtsai., 2007, Burstein és mtsai., 2004). Összefoglalva az IS durális topikális adása képes a migrénben 

lezajló egyes változások állatkísérletes modellezésére, míg a CFA esetén hosszabb latencia esetén alakul 

ki a trigeminovaszkuláris rendszer aktiválódása, azaz inkább a krónikus állapot modellje lehet. 

 

3.4.2. A CGRP, TRPV1 és nNOS patkány TNC-ben durális IS ingerlés után 

(Spekker és mtsai., 2021) 

Anyag és módszer 

Altatás és sztereotaxiás rögzítés után patkányok koponyacsontját eltávolítottuk, majd a dura matert 

szabaddá téve jobb oldalra IS oldatot vagy ennek oldószerét (SIF) helyeztük. Fél órával később a területet 

lemostuk, majd 2,5 és 4 óra múlva az állatokat perfundáltuk (n=6 csoportonként) és a TNC-t CGRP, 

TRPV1 és nNOS immunhisztokémiai festések céljából eltávolítottuk. A CGRP és TRPV1 pozitív rostok által 

fedett területet képanalizátor segítségével, a terület százalékaként határoztuk meg, míg a nNOS pozitív 

sejteket megszámoltuk. Részletesebben lásd a 6.1.4, a 6.3.1. és 6.3.4. szakaszt. A csoportok és oldalak 

közötti különbség analízisét ismételt méréses ANOVA-val végeztük, majd Sidak korrekciót alkalmaztunk. 

 

Eredmények 

Kettő és fél, illetve 4 órával az IS kezelés után a CGRP pozitív rostok által fedett terület szignifikánsan 

nagyobb volt a TNC-ben a kontrollhoz viszonyítva. Hasonló eredményt láttunk a TRPV1 esetében 4 órát 

követően, míg a nNOS festődést mutató sejtek száma is megemelkedett 4 órás latenciával (35,36. ábra).  
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35. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a TNC területéről IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés után 2,5 (A, B) és 4 

órával (C-H). Az aktív kezelés (IS) megemeli a CGRP (B, D), TRPV1 (F) és nNOS (H) expressziót a hátsó szarv területén a 

kontrollhoz (A, C, E, G) képest. Ez a nagyobb nagyítású képeken is jól észlelhető. Lépték: 200, ill. 50 m. CGRP: kalcitonin 

génrelációs peptid, IS: inflammatory soup, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: 

kaudális trigeminális mag, TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid 1. Lépték: 200, ill. 50 m. 
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36. ábra. A CGRP (A, B), TRPV1 (C) és nNOS (D) expresszió a TNC-ben 2,5 (A) és 4 (B-D) órával az IS és SIF kezelést követően. 

Az IS hatására szignifikánsan emelkedik mind a 3 marker megjelenése a kontrollhoz (SIF) viszonyítva (átlag + S.E.M, n=6 

csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, IS: inflammatory 

soup, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag, TRPV1: 

tranziens receptor potenciál vanilloid 1. 

 

 

Megbeszélés 

A trigeminális rendszer ingerlése durális neurogén gyulladás kialakulásához vezet, melyben 

neurotranszmitter felszabadulás (glutamát, 5HT, prosztaglandinok) és hízósejt degranuláció jellemző 

(Malhotra 2016), és perifériás szenzitizációt hoz létre ugyanitt (Strassman és mtsai., 1996)  

A TNC területén megemelkedett CGRP az elsődleges érző rostok fokozott működésére utalhat, amely 

többlet CGRP felszabadulással is járhat, és a terminálisok területén megnövekedett expresszió a 

magasabb turnovert jelezheti (Greco és mtsai., 2008). Ezzel párhuzamba állítható az a megfigyelés, mely 

szerint IS intraciszternális adása után a jugularis véna vérében magasabb a CGRP koncentráció, azaz 

ebben az esetben is megemelkedett a felszabadulás a végződésekből (Hoffmann és mtsai., 2012a). A 

CGRP fokozott megjelenése ilyen módon több – a nociceptorokat is aktiváló – mediátor együttes 

megjelenésével azt eredményezi, hogy létrejön a trigeminális rendszer aktivációja és szenzitizációja 

(Buckley és mtsai., 1991). 
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Négy órás latenciával a TRPV1 expressziója is fokozódik a hátsó szarvak területén. Hasonló jelenséget 

észleltek patkány hátsó gyöki dúcsejtekben lokális gyulladást követően (Amaya és mtsai., 2003). Ez az 

aktiváció megemelkedett intracellularis Ca++ szintet eredményez, mely neuropeptid felszabaduláshoz 

vezethet (Nakanishi és mtsai., 2010; Boillat és mtsai., 2014) és szerepet játszik az ödéma és a neurogén 

gyulladás kialakulásában (Brain és Williams 1989, Vincent és mtsai., 2013). Ezen felül farmakológiai 

vizsgálatok is alátámasztották a TRPV1 szerepét a sérüléseket követő hiperalgézia megjelenésében 

(Davis és mtsai., 2000). Az állatkísérletes eredmények párhuzamba állíthatók a humán vizsgálatokkal: a 

TRPV1 mennyisége mind a trigeminális ganglionban (Hou és mtsai., 2003), mind a durát is beidegző 

trigeminális rostokban (Quartu és mtsai., 2016) jelentős, és ezek a rostok CGRP-t is tartalmaznak 

(Shimizu és mtsai., 2007). A TRPV1 expressziójának fokozódását figyelték meg humán vizsgálatok során 

gyulladásos fájdalom kialakulását követően (Matthews és mtsai., 2004), és migrénes alanyoknál a 

kapszaicin képes volt a rohamok enyhítésére (Fusco és mtsai., 2003) feltehetőleg a TRPV1 

deszenzitizációja révén (Hoffmann és mtsai., 2012b). Mindezen adatok megerősítik, hogy a TRPV1 

kulcsszereplője a trigeminális aktivációnak és szenzitizációnak emberben és kísérleti állatban egyaránt, 

és jelen változásai párhuzamba állíthatóak a migrénben zajló eltérésekkel.  

A nNOS pozitív sejtek számában is emelkedést láttunk 4 órával az IS kezelést követően, mely aktiválta a 

másodlagos érző neuronokat a TNC-ben (Dubin és mtsai., 2010). A NO donorok képesek CGRP-t 

felszabadítani a TG sejtjeiből és a TNC területén (Bellamy és mtsai., 2006), illetve a hisztamin és a 

bradikinin képes NO-t felszabadítani az endotheliális sejtekből (Palmer és mtsai., 1987), mely a NO és a 

gyulladásos folyamatok szoros kapcsolatára utal. A NO termelés megemelkedése egy önerősítő 

folyamathoz vezethet az agyhártyákban, ami CGRP, prosztaglandinok és egyéb mediátorok 

felszabadulásán keresztül gyors vazodilatációt eredményez (Sarker és mtsai., 2002). Ebben a 

folyamatban a TG szatellita sejtjei is részt vehetnek, melyek NO hatására gyulladásos mediátorok 

expresszióját mutatják (Capuano és mtsai., 2009). Ennek tükrében a nNOS ebben a kísérleti modellben 

is fontos markere a trigeminális szenzitizációs folyamatoknak. 

Érdekes módon a CGRP változásai megelőzték a TRPV1 és nNOS emelkedést a kísérleteinkben. Ez arra 

utal, hogy az előbbi inkább az elsődleges trigeminális nociceptorok aktiválódását jelzi, míg a TRPV1 és 

nNOS a később kialakuló szenzitizáció részjelenségének tartható. 
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4. Moduláció lehetősége a migrén állatkísérletes modelljeiben 

A betegségek állatkísérletes modelljei a kórélettani folyamatok egy részét utánozzák, ezért a kísérletek 

során észlelhető változások modulálása betekintést nyújthat az adott betegség pontos folyamatába, 

továbbálehetőséget biztosíthat az esetleges jövőbeli farmakológiai célpontok azonosításában. 

 

4.1. COX gátlás hatása a migrén NTG modelljében  

(Párdutz és mtsai., 2004, Varga és mtsai., 2007, Varga és mtsai., 2009) 

Háttér 

Korábbi kísérletek igazolták, hogy a NTG szisztémás adása késleltetett módon aktiválni képes az 

aktivációs és szenzitizációs markereknek tartott molekulákat a TNC területén, mely folyamatban 

feltehetőleg a prosztaglandinok játszanak szerepet. A COX gátló NSAID típusú szerek hatékonynak 

bizonyultak mind a migrénes (Lange és mtsai., 2000), mind a tenziós (Schoenen 2000) fejfájás kezelése 

során, és a prosztaglandinok számos neuronális folyamatban szerepet játszanak ideértve a nocicepciót 

is. A szintetizáló enzimnek több izoformája ismert: az állandó szinten expresszálódó ciklooxigenáz-1 

(COX1), az indukálható COX2 és a legújabban felfedezett ciklooxigenáz-3 (Willoughby és mtsai., 2000). 

Annak ellenére, hogy lényeges különbség van a COX1 és COX2 genetikai struktúrája és szabályzása 

között, a két protein szerkezete és funkciója igen hasonló (Smith és Dewitt 1996). Elsődlegesen a COX2 

szerepe feltételezhető a fájdalomérzés folyamatában, de az egyes kísérletes eredmények a COX1 

expressziójának emelkedését mutatták gyulladásban (Wallace és mtsai., 1998). Mindkét izoforma 

megtalálható gerincvelőben, míg a COX1 az érző dúcokban is jelen van (Chopra és mtsai., 2000). 

Patkányokban a COX1, illetve COX2 inhibitorok eltérő módon hatnak a nocicepcióra, mely mindkét 

izoenzim részvételére utal ebben a folyamatban (Mazario és mtsai., 2001). 

 

Anyag és módszer 

Kísérleteinkben felnőtt hím Wistar patkányokat használtunk. Előkezelés szempontjából több csoportot 

alkottunk: kontroll (előkezelés nélkül), lys-ASA – az állatok lizil-acetil-szalicilátot (Aspegic®, Sanofi-

Synthelabo, Franciaország) kaptak 50 mg/kg dózisban (n=32), COX1 – a patkányok szelektív COX1 

inhibitort, SC560-t kaptak többfajta dózisban (1, 3, 5 mg/kg, n=12, 12, 8) és COX2 gátló – NS398 

előkezeléssel (1, 3, 5 mg/kg n=12, 12, 16 csoportonként). Fél órával később az állatok fele s.c. NTG 

injekciót kapott 10 mg/kg dózisban, míg a többi patkány a NTG oldószerét kapta, majd 4 órás túlélést 

követően a korábbiaknak megfelelően feldolgoztuk a TNC-t, ill. nNOS és CamKII immunhisztokémiai 

festéseket végeztünk és a pozitív sejteket megszámoltuk. A lys-ASA előkezelés esetében nNOS Western 

blot vizsgálat is történt a TNC-ből, melyet -aktinra korrigáltunk (n=5 csoportonként). A statisztikai 

elemzés kétszempontos ANOVA-val és post-hoc Scheffe teszttel történt. Részletesebben a 6.1.1., 6.3.1. 

és 6.3.2. fejezetekben. 

 

Eredmények  

A korábbiakhoz hasonlóan a NTG kezelés szignifikánsan megemelte a nNOS és CamKII expresszióját, 

melyet a lys-ASA előkezelés ki tudott védeni a nNOS esetében (37-39. ábra). Hasonló hatása volt a COX2 

inhibitor előkezelésnek, mely dózisfüggő módon érvényesült mindkét marker esetében. A COX1 gátló 

nem volt hatással a NTG okozta változásokra (40-43. ábra). 
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37. ábra. nNOS-IR a TNC transzverzális metszetein az obextől -6 mm-re nem előkezelt (a, b) és lys-ASA előkezelt (c, d) állatokban. 

Az oldószerhez viszonyítva (a, c) a NTG megemelte a nNOS sejtszámot a nem előkezelt csoportban (b), míg a lys-ASA előkezelt 

csoportban nem látunk ilyen hatást (d). IR: immunoreaktív, lys-ASA: lizil-acetil-szalicilát, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, 

NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 50 m. 

 

 

38. ábra. nNOS Westen blot a TNC-ből nem előkezelt (1, 2) és lys-ASA-val előkezelt (3, 4) állatokban. Az oldószerhez viszonyítva 

(1, 3) a NTG megemelte a nNOS mennyiségét a nem előkezelt csoportban (2), míg a lys-ASA csoportban nem látunk ilyen hatást 

(4). lys-ASA: lizil-acetil-szalicilát, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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39. ábra. nNOS-IR sejtek számát és a Western blot optikai denzitását ábrázoló hisztogram a kontroll és lys-ASA előkezelést 

kapott hím patkányokban négy órával a NTG és placebo előkezelés után. A NTG szignifikánsan megemeli a nNOS-IR sejtek 

számát és mennyiségét, míg ezt a hatást a lys-ASA kivédi (átlag + S.E.M, n=8, illetve 5 csoportonként, * p<0,05). IR: 

immunoreaktív, lys-ASA: lizil-acetil-szalicilát, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 

 

40. ábra. nNOS-IR sejtek a TNC-ben kontroll (a, b), COX2 inhibitor NS398 előkezelés (c, d) és COX1 gátló SC560 előkezelés (e, f) 

után, placebo (a, c, e) és NTG injekciókat (b, d, f) követően. A NS398 előkezelés kivédte a NTG okozta nNOS aktivációt. COX: 

ciklooxigenáz, IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

Lépték: 50 m. 
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41. ábra. nNOS-IR sejtek számát ábrázoló hisztogram SC560, ill. NS398 előkezelés (COX1 és COX2 gátló) különböző dózisaival 

placebo, illetve NTG adása után a patkány TNC-ben. A SC560 előkezelésnél a NTG megemeli a nNOS expressziót, míg a NS398 

esetében ez a hatás dózisfüggő módon eltűnik (átlag + S.E.M, csoportonként, #, * p<0,05). COX: ciklooxigenáz, IR: 

immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag.  

 

42. ábra. CamKII-IR sejtek a TNC-ben kontroll (a, b), NS398 (COX2 gátló) előkezelés (c, d) és SC560 (COX1 gátló) előkezelés (e, 

f) után placebo (a, c, e) és NTG injekciókat (b, d, f) követően. A NS398 előkezelés kivédte a NTG okozta CamKII aktivációt. CamKII: 

kalmodulin-függő protein kináz II, COX: ciklooxigenáz, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

Lépték: 50 m. 
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43. ábra. A CamKII-IR sejtek számát ábrázoló hisztogram SC560 (COX1 gátló), ill. NS398 (COX2 gátló) előkezelés különböző 

dózisaival placebo, illetve NTG adása után a patkány TNC-ben. A SC560 előkezelésnél a NTG megemeli a CamKII expressziót, 

míg a NS398 esetében ez a hatás dózisfüggő módon eltűnik (átlag + S.E.M., csoportonként, #, * p<0,05, ## p<0,01). CamKII: 

kalmodulin-függő protein kináz II, COX: ciklooxigenáz, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

A COX2 megtalálható a hátsó szarvak területén (Beiche és mtsai., 1998), kolokalizációt mutathat a nNOS-

al (Maihöfner és mtsai., 2000) és szerepet játszik a centrális szenzitizációban (Samad és mtsai., 2001), 

míg a COX1 kimutatható a trigeminális érző dúcban (Dou és mtsai., 2004). A lys-ASA a NSAID-okhoz 

hasonlóan mind a két izoformát gátolja, migrénben is hatásos, jól átmegy a vér-agy gáton és hatásideje 

viszonylag hosszú (Gatti és mtsai., 1998). Az, hogy képes kivédeni a NTG okozta nNOS emelkedést arra 

utal, hogy ebben a folyamatban a prosztanoidok fontos szerepet játszanak. További kísérleteinkben csak 

a COX2 inhibitor volt képes ilyen hatást elérni, a COX1-gátló nem. Bár a COX1 megtalálható a TG 

sejtjeiben, és vannak adatok arra is, hogy ez az izoenzim szerepet játszik a fájdalomérzés folyamatában 

(Dou és mtsai., 2004, Zhu és Eisenach 2003), de még több tanulmány emeli ki a COX2 szerepét. 

Állatkísérletekben a COX2 állandó expresszióját mutatták ki a gerincvelő hátsó szarvában (Beiche és 

mtsai., 1998). Feltételezhető, hogy ezen izoforma által szintetizált prosztanoidok szerepet játszanak a 

szinaptikus transzmisszióban és fokozzák a posztszinaptikus aktivitást (Adams és mtsai., 1996, Kimura és 

mtsai., 1985). Ezek az adatok egybehangzóak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint az aktiváció és 

centrális szenzitizáció folyamatában elsősorban a COX2 izoenzim szerepét kell feltételezni (Samad és 

mtsai., 2001). A nimesulid, mely elsősorban COX2 inhibitornak tartható, állatkísérletekben lényegesen 

csökkentette a nociceptív viselkedési válaszokat és kivédte a NTG okozta hiperalgéziát is (Tassorelli és 

mtsai., 2003b). A COX2 gátló celecoxibbal ellentétben a COX1 inhibitor SC560 nem tudta csökkenteni a 

karragenin okozta ödémát és hiperalgéziát (Smith és mtsai., 1998). Orális vagy intratekális SC560 adása 

nem befolyásolta a formalin teszt alatt kialakuló viselkedéses választ, míg a celecoxib és az indometacin 

igen (Yamamoto és mtsai., 2002). Összegezve tehát, az a tény, hogy a COX2 inhibitor két fontos 

szenzitizációs marker - a nNOS és a CamKII - emelkedését is ki tudta védeni a modellben, arra utal, hogy 

a NTG okozta centrális szenzitizáció folyamatában a TNC COX2-t expresszáló interneuronjai kiemelt 

szerepet tölthetnek be, és ez az enzim kulcsszereplő a migrénes roham kialakulásában.  

 

4.2. Szumatriptán hatása a NTG modellben  

(Párdutz és mtsai., 2004) 

Háttér 

A triptánok a migrén specifikus rohamkezelésében leginkább alkalmazott farmakonok, melyek a 5HT1B/1D 

receptorok agonistáiként csökkentik a trigeminális nocicepciót és igen hatékonyak a fejfájás 
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csillapításában (Buzzi és Moskowitz 1991). A NO donor NTG aktiváló és szenzitizációs hatásában 

elsősorban a trigeminális elsődleges érző neuronok centrális nyúlványai vehetnek rész, melyeken 

megtalálható a 5HT1D receptor is (De Vries és mtsai., 1999, Hargreaves és Shepheard 1999), ezért fontos 

lehet a triptánok vizsgálata a migrén állatkísérletes modelljeiben.  

 

Anyag és módszer 

Hasonlóan a korábbiakhoz felnőtt hím patkányokat használtunk. Az előkezelés szempontjából az 

állatokat két csoportra osztottuk, az aktív előkezelést kapó csoportban a patkányok 0,6 mg/kg dózisú 

szumatriptán (Imitrex® GSK, Egyesült Királyság) injekciót kaptak. Tíz perccel később az állatok felét NTG-

vel, míg a másik felét a NTG oldószerével kezeltük. Négy óra elteltével az állatokat perfundáltuk és a 

TNC-t eltávolítottuk nNOS immunhisztokémia (n=8 csoportonként) és Western blot céljából (n=5 

csoportonként). A pozitív sejteket megszámoltuk és megmértük a blotok relatív optikai denzitását. A 

nNOS sejtszámok és a -aktinra korrigált optikai denzitások statisztikai elemzését ANOVA-val és Scheffe 

post-hoc teszttel végeztük. Bővebben lásd a 6.1.1. a 6.3.1. és a 6.3.2. szakaszt. 

 

Eredmények 

Mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot analízis azt mutatta, hogy a NTG okozta nNOS 

expressziónövekedést nem védte ki a szumatriptán előkezelés (44-46. ábra). 

 

44. ábra. nNOS-IR a TNC transzverzális metszetein az obextől -6 mm-re nem előkezelt (a, b) és szumatriptánnal előkezelt (c, d) 

állatokban. Az oldószerhez viszonyítva (a, c) a NTG megemelte a nNOS sejtszámot mind a nem előkezelt (b), mind a 

szumatriptánt kapott csoportban (d). IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték 50 m. 
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45. ábra. nNOS Westen blot a TNC-ből nem előkezelt (1, 2) és szumatriptánnal előkezelt (3, 4) állatokban. Az oldószerhez 

viszonyítva (1, 3) a NTG megemelte a nNOS mennyiségét a nem előkezelt csoportban (2), és a szumatriptán nem volt képes ezt 

a hatást kivédeni (4). nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

46. ábra. nNOS-IR sejtek számát és Western blot optikai denzitását ábrázoló hisztogram a kontroll és szumatriptán előkezelést 

kapott hím patkányok TNC-jében négy órával a NTG és placebo előkezelés után. A NTG szignifikánsan megemeli a nNOS-IR 

sejtek számát, a nNOS expresszióját, és ezt a hatást a szumatriptán nem befolyásolja (átlag + S.E.M, n=8, illetve 5 csoportonként, 

* p<0,05). IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

Érdekes módon a migrénes rohamban rendkívül hatásos szumatriptán a kísérletünkben nem tudta 

kivédeni a NTG okozta nNOS emelkedést, azaz ezen szenzitizációs folyamatnak nem volt hatékony 

gátlója. A NO okozta nNOS emelkedés hátterében a centrális primer afferensek és a másodlagos érző 

neuronok közötti önerősítő folyamatot feltételezünk. Ebben az esetben a primer afferenseken 

megtalálható 5HT1B/1D agonista farmakon, a transzmitterfelszabadulás gátlása révén megszakíthatja ezt 

a folyamatot (Arvieu és mtsai., 1996). Állatkísérletekben a szumatriptán képes volt megakadályozni a 

CGRP felszabadulást a trigeminális végződésekből a TG elektromos ingerlését követően (Knyihár-Csillik 

és mtsai., 1997) és NTG krónikus adása esetén kivédte a hiperalgéziát (Pradhan és mtsai., 2014). A 

szumatriptán hatástalansága jelen vizsgálatunkban arra utal, hogy a 5HT1B/D receptorok aktiválása nem 

képes a NO okozta nNOS emelkedés kivédésére. Korábbi vizsgálatok a 5HT2B receptorok szerepét 

vetették fel az endothelialis NO felszabadulás kapcsán (Schmuck és mtsai., 1996), ill. a 5HT2A receptorok 

jelentőségét, melyek aktiválása képes a trigeminovaszkuláris neuronok nNOS expressziójának 

növelésére (Srikiatkhachorn és mtsai., 2002). Ezek alapján a 5HT1B/D receptorok mellett más 5HT 

receptorok is szerepet játszanak a trigeminovaszkuláris rendszer szenzitizációs folyamatában, 
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magyarázva a szumatriptán hatástalanságát. Az ineffektivitás másik okaként azt is figyelembe kell venni, 

hogy a szumatriptán hidrofil vegyület, nehezen megy át a vér-agy gáton (Humphrey és mtsai., 1991), és 

nem képes hatékonyan modulálni a TNC-ben zajló önerősítő folyamatot. Ezzel párhuzamba állítható az 

a kísérleti eredmény, melyben a szumatriptán csak akkor volt hatékony a sinus sagittalis superior 

ingerlése után, ha az állatok előzőleg a vér-agy gátat károsító mannitol kezelést kaptak (Kaube és mtsai., 

1993), míg ez nem volt szükséges a lipofilebb triptánok alkalmazásakor (Goadsby és Hoskin 1996, 

Goadsby és Knight 1997). A szumatriptán hatékonyan védi ki a NTG okozta rohamot migrénes 

alanyokban (Iversen és Olesen 1996), de ez esetben az alkalmazott NTG dózis nagyságrenddel 

alacsonyabb, mely az állatokban csak szenzitizációs folyamatokat indít el, de nem képes a trigeminális 

nociceptorok ativálására (Jones és mtsai., 2001). Lehet, hogy az itt alkalmazott magasabb NTG adag, 

kifejezettebb trigeminális aktivációt okoz, melyet már nem tud blokkolni a szumatriptán. 

 

4.3. Szumatriptán hatása a durális IS modellben  

(Spekker és mtsai., 2021) 

Anyag és módszer 

Az IS és SIF kezelés előtt 10 perccel az állatok fele szumatriptán (Imigran® GSK, Egyesült Királyság) 

injekciót kapott s.c. 0,6 mg/kg dózisban, ezt követően a korábbiakban leírtak szerint történt a dura IS és 

SIF kezelése. Kettő és fél, illetve 4 óra múlva az állatokat perfundáltuk és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS 

immunhisztokémiai festések céljából eltávolítottuk (n=6 csoportonként). A CGRP és TRPV1 pozitív rostok 

által fedett területet képanalizátor segítségével határoztuk meg, míg a nNOS pozitív sejteket 

megszámoltuk. Részletesebben a metodika szekció 6.1.1., 6.3.1. és 6.3.4. részében olvasható. Az obextől 

különböző távolságra lévő metszeteken mért és számolt adatokat az egyes csoportokban ismételt 

méréses ANOVA-val hasonlítottuk össze Holm-Sidak módszerrel kiegészítve. 

 

Eredmények 

Az IS kezelt állatokban mind a 3 marker expressziója szignifikánsan magasabb volt (CGRP 2,5 és 4 óra 

után, TRPV1, nNOS 4 órát követően). A szumatriptán előkezelés ezen hatásokat képes volt szignifikáns 

módon csökkenteni (47-50. ábra).  
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47. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés után 2,5 (A-

D) és 4 órával (E-H). Az állatok fele (C, D, G, H) szumatriptán előkezelést kapott 0,6 mg/kg dózisban. Az aktív kezelés (IS) 

megemeli a CGRP (B, F), expressziót a hátsó szarv területén a kontrollhoz (A, E) képest. A szumatriptánt kapott állatoknál ilyen 

változás nem látható. Ez a nagyobb nagyítású képeken is jól észlelhető. CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IS: inflammatory 

soup, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 200, ill. 50 m. 
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48. ábra. A CGRP expresszió a TNC-ben 2,5 és 4 órával az IS és SIF kezelést követően. Az IS hatására szignifikánsan emelkedik a 

CGRP a kontrollhoz (SIF) viszonyítva, míg a szumatriptán előkezelést kapott állatokban nincs különbség az aktív kezelt csoport 

(SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) között (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin 

génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális 

mag. 
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49. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés után 4 órával 

TRPV1 (A-D) és nNOS (E-H) immunhisztokémiai festéssel. Az állatok fele (C, D, G, H) szumatriptán előkezelést kapott 0,6 mg/kg 

dózisban. Az aktív kezelés (IS) megemeli a TRPV1 (B), és nNOS (F) expressziót a hátsó szarv területén a kontrollhoz (A, ill. E) 

képest. A szumatriptánt kapott állatoknál ilyen változás nem látható. Ez a nagyobb nagyítású képeken is jól észlelhető. IS: 

inflammatory soup, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális 

mag, TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid. Lépték: 200, ill. 50 m. 
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50. ábra. A TRPV1 és nNOS expresszió a TNC-ben 4 órával az IS és SIF kezelést követően. Az IS hatására szignifikánsan emelkedik 

a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyítva, míg a szumatriptán előkezelést kapott állatokban nincs különbség az aktív 

kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) között (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 

IR: immunoreaktív, IS: inflammatory soup, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: 

kaudális trigeminális mag, TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid. 

 

Megbeszélés 

A vizsgálatunkban a szumatriptán képes volt a CGRP és TRPV1 megemelkedő expresszióját modulálni a 

5HT1B/D receptorokon keresztül hatva. A CGRP kolokalizációt mutat a 5HT1B/1D receptorokkal a 

trigeminális rendszerben (Ma és mtsai., 2001), és a szumatriptán preszinaptikusan blokkolja a nociceptív 

neuropeptidek felszabadulálását az elsődleges idegvégződésekből (Arvieu és mtsai., 1996). Mivel a 

TRPV1 hatás részben a receptor aktivációját követő CGRP felszabaduláson keresztül érvényesül (Meng 

és mtsai., 2009), ezért a 5HT TRPV1-et moduláló hatása valószínűnek tűnik. Ezt megerősíti, hogy az 

intraciszternálisan adott IS TRPV1 növelő hatását is kivédi a szumatriptán (Meents és mtsai., 2015). 

Az előkezelés kivédte az IS okozta nNOS emelkedést is a TNC területén. A szumatriptán gátolja a 

vazoaktív peptidek felszabadulását a periférián és gátolja a neurogén gyulladás kialakulását (Goadsby és 

Edvinsson 1993). Képes kivédeni az intraciszternális karragenin adás utáni nNOS emelkedést az 

agytörzsben (Demirpence és mtsai., 2009), azaz a 5HT1B/1D agonisták kivédik az IS okozta szenzitizációt, 

mely a durális neurogén gyulladás alatt alakul ki.  

 

4.4. Krónikus ösztradiol hatása a NTG modellben 

Fejes-Szabó és mtsai., 2018, Párdutz és mtsai., 2002, Párdutz és mtsai., 2006) 

Háttér 

A fájdalom intenzitásának érzékelése és a fájdalomcsillapítókra adott válasz különbözhet a nemeknél; 

alacsonyabb fájdalomküszöb, érzékenyebb fájdalomdiszkrimináció és magasabb fájdalomérzet jellemzi 

a nőket bizonyos körülmények között (Walker és Carmody 1998, Feine és mtsai., 1991, Wise és mtsai., 

2002). Emellett megfigyelhető, hogy a kraniofaciális területre lokalizálódó fájdalom szindrómák 

gyakrabban fordulnak elő náluk, mint például a temporomandibuláris diszfunkció (LeResche 1997) vagy 

az arcidegzsába, melyre a rövid, intenzív, visszatérő fájdalomérzés jellemző a trigeminus ágainak egyes 

területén (Katusic és mtsai., 1990).  
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A nemi hormonok, elsősorban az ösztradiol, lényegesen befolyásolják a primer fejfájások, így a migrén 

klinikai képét is. A serdülőkort követően a nők kétszer, háromszor gyakrabban szenvednek migrénben, 

mint a férfiak. A plazma hirtelen ösztrogénszint csökkenése is migrént provokálhat, pl. a menstruációt 

megelőző időszakban (Somerville 1975), és a betegség javulhat, amikor a hormonszintek stabilak, mint 

például terhesség alatt vagy menopauzában (Marcus 1995, Silberstein és Merriam 2000). A tenziós 

fejfájás előfordulása is lényegesen magasabb a nők esetében (Rasmussen és mtsai., 1991). Ezek az 

adatok arra utalnak, hogy nemi hormonok lényegesen befolyásolhatják a trigeminális fájdalomérzést.  

Az állatkísérletes eredmények is megerősítik a fájdalomérzésben fellelhető szexuális dimorfizmust, 

valamint a nemi hormonok moduláló hatását az orofaciális fájdalomérzés kapcsán (Cairns 2007), 

továbbá patkányoknál igazolt a nemi hormonok befolyása a lokalizációfüggő fájdalom esetében (Pajot 

és mtsai., 2003). A kraniofaciális fájdalomérzetet érintő nemi kettősség arra utal, hogy a trigeminális 

neuronok érzékenyek a nemi hormonokra, melyek módosíthatják a működésüket. Ezek a receptorok 

megtalálhatóak mind a TG, mind a TNC területén, mely megteremtheti a lehetőségét a modulatív 

hatásnak az aktiváció, ill. a perifériás és centrális szenzitizáció területén egyaránt (Bereiter és mtsai., 

2005, Gupta és mtsai., 2011, Lee és mtsai., 2013, 2016). A sok összegyűlt kísérletes adat ellenére a 

fejfájások kapcsán tapasztalt nemi különbségek pontos mechanizmusa még nem teljesen tisztázott, 

emiatt érdekes lehet a krónikus ösztradiol kezelés hatását vizsgálni a patkány NTG modelljében. 

 

Anyag és módszer 

Két hónapos felnőtt nőstény Sprague-Dawley patkányokat mély anesztézia alkalmazásával 

ovariektomizáltunk. Az ösztrogénkezelt csoport állatainál 15 mm hosszú (3,18 mm külső és 1,57 mm 

belső átmérőjű) silastic kapszulát ültettünk a bőr alá, mely 17-ösztradiol és koleszterol 1:1 arányú 

keverékével volt megtöltve (OVX+E2). A hormonkezelést nem kapó állatok (OVX) csak koleszterolt 

tartalmazó kapszulát kaptak (n=5 csoportonként). Bővebben lásd a 6.2. fejezetben. A beültetést 

követően heti gyakorisággal, 5 alkalommal vért vettünk a farokvénából, majd centrifugálás után (12000 

rpm, 10 percen át, 4C hőmérsékleten) a szérumból ösztradiol szintet mértünk az Ösztradiol EIA Kit 

segítségével (Cayman Chemical Company, USA) a gyártó instrukciói alapján. Az adatokat ismételt 

méréses ANOVA-val hasonlítottuk össze, ahol a független szempont a kezelés volt, az egyedeken belüli 

szempont pedig a mérés ideje. Ezt követően a páronkénti összehasonlítás Holm-Sidak korrekcióval 

történt.  

 

Eredmények 

A mért ösztradiol szint az első héttől kezdve szignifikánsan magasabb volt az OVX+E2 állatoknál az OVX 

csoporthoz képest. Az OVX+E2 patkányok mért ösztrogénszintje összevethető a proösztruszban lévő 

állatok hormonszintjével. Érdekes módon az OVX állatoknál is mérhető sokkal alacsonyabb, de nem 

elhanyagolható ösztrogénszint a plazmában (51. ábra), mely extragonadális eredetűnek tartható (Zhao 

és mtsai., 2005). 
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51. ábra. A 17-ösztradiol koncentrációja az ovariektomizált (OVX) és az overiektomizált, ösztrogénkezelt (OVX+E2) állatoknál a 

kapszulák beültetése utáni hetekben. Az ösztradiol tartalmú kapszula szignifikánsan megemelte a szérum 17-ösztradiol 

koncentrációját mindegyik vizsgált időpontban. (átlag  S.E.M, n=5 csoportonként, *** p<0,001). 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt nőstény patkányok ovariektomiáját követően az állatok felénél 17-ösztradiol (OVX+E2), másik 

felénél koleszterol (OVX) tartalmú kapszulát ültettünk a bőr alá a fentieknek megfelelően. Egy hónappal 

később az állatok fele egyszeri s.c. NTG injekciót kapott 10 mg/kg dózisban, míg a többi állatot a NTG 

oldószerével kezeltük. A kezelést követően négy órával a patkányokat (n=8 csoportonként) 

perfundáltuk, majd a TNC-t eltávolítottuk immunhisztokémiai festések (CGRP, 5HT és CamKII) és 

Western blot (CamKII) céljából. A festett metszetek esetében az immunpozitív rostok által fedett 

területeket (CGRP, 5HT) és a festődést mutató sejtek számát (CamKII) vizsgáltuk. A Western blot 

esetében a relatív optikai denzitásértékeket hasonlítottuk össze. Lásd a metodika rész 6.1.1., 6.2., 6.3.1., 

6.3.2. és 6.3.4. szakaszát. Az adatokat ANOVA-val vizsgáltuk, az egyedeken belüli szempont a gerincvelői 

lokalizáció, míg a független szempont pedig a kezelés volt, majd a páronkénti összehasonlításkor 

kétmintás t-próbát használtunk. 

 

Eredmények 

Az OVX állatokban a hímek eredményeihez hasonlóan a NTG kezelés markáns változásokat okozott. A 

CGRP-IR rostok által lefedett terület csökkent, míg a 5HT és a CamKII expresszió szignifikánsan 

emelkedett a NTG hatására a TNC területén. Az OVX+E2 patkányoknál a NTG hatása nem érvényesült és 

az alap expresszió a CGRP esetén alacsonyabb, míg a 5HT esetében magasabb volt (52-57. ábra). 
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52. ábra. CGRP-IR nőstény patkány TNC transzverzális metszetein. OVX patkányokban a NTG előkezelés (B) lecsökkenti a CGRP 

pozitív rostok mennyiségét a kontrolhoz (A) képest, az OVX+E2 csoportban (C,D) nem látunk ilyen hatást. CGRP: kalcitonin 

génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: ovariektomizált, ösztrogénkezelt 

állatok, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 

 

53. ábra. 5HT-IR nőstény patkány TNC transzverzális metszetein. A NTG előkezelés (B) megemeli a 5HT pozitív rostok 

mennyiségét a kontrollhoz képest (A) az OVX patkányokban, az OVX+E2 csoportban nem látunk ilyen hatást (C, D). 5HT: 

szerotonin, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: ovariektomizált, ösztrogénkezelt állatok, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 
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54. ábra. A: A TNC-ben megjelenő CGRP-IR rostok által fedett terület OVX és OVX+E2 patkányokban 4 órával a placebo, illetve 

NTG adása után (átlag + S.E.M, n=8). Az OVX állatokban szignifikánsan csökkent a beidegzett terület NTG után (*** p<0,001), 

míg az OVX+E2 állatokban nem. A placebokezelt csoportokban az OVX+E2 állatokban a CGRP-IR rostok által fedett terület 

szignifikánsan alacsonyabb az OVX állatokhoz képest (# p<0,05). B: A TNC-ben megjelenő 5HT-IR rostok által fedett terület OVX 

és OVX+E2 patkányokban 4 órával a placebo, illetve NTG adása után (átlag + S.E.M, n=8). Az OVX állatokban szignifikánsan 

emelkedett a beidegzett terület NTG után (*** p<0,001), míg az OVX+E2 állatokban nem. A placebokezelt csoportokban az 

OVX+E2 állatokban a 5HT rostok által fedett terület szignifikánsan magasabb az OVX állatokhoz képest (### p<0,001). 5HT: 

szerotonin, CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: 

ovariektomizált, ösztrogénkezelt állatok, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

55. ábra. CamKII-IR nőstény patkány TNC transzverzális metszetein. A NTG előkezelés (B) megemeli a CamKII pozitív sejtek 

mennyiségét a kontrollhoz képest (A) OVX állatokban, míg az OVX+E2 csoportban (C, D) nem. CamKII: kalmodulin-függő protein 

kináz II, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: ovariektomizált, ösztrogénkezelt állatok, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték: 50 m. 
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56. ábra. CamKII (50 kDa) és -aktin (43 kDa) Western blot nőstény patkányok TNC-jéből placebo (1, 3) és NTG (2, 4) előkezelés 

után. Az OVX (1, 2) állatokban a CamKII expresszió megnő NTG után, míg az OVX+E2 (3, 4) állatok esetében nincs ilyen különbség. 

CamKII: kalmodulin-függő protein kináz II, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: ovariektomizált, ösztrogénkezelt 

állatok, TNC: kaudális trigeminális mag.  

 

57. ábra. A TNC-ben megjelenő CamKII-IR sejtek száma (A) és CamKII optikai denzitása (B) OVX és OVX+E2 patkányokban 4 

órával a placebo, illetve NTG adása után (átlag + S.E.M, n=8, illetve n=5 csoportonként). Az OVX állatokban szignifikánsan 

magasabb a CamKII expresszió NTG után (* p<0,05), míg az OVX+E2 állatokban ez nem észlelhető. CamKII: kalmodulin-függő 

protein kináz II, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, OVX: ovariektomizált, OVX+E2: ovariektomizált, ösztrogénkezelt állatok, 

TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

Kísérleti adataink igazolják, hogy az ösztradiol befolyásolja a CGRP, a 5HT és a CamKII expresszióját a 

patkány TNC-ben szisztémás NTG után. Korábbi adatok alapján az ösztrogén képes a CGRP mennyiségét 

csökkenteni mind a gerincvelőben (Moussaoul és mtsai., 1996), mind pedig az érző dúcok sejtjeiben 

(Yang és mtsai., 1998). A raphe magban indukálja a 5HT szintézis sebességmeghatározó enzimét, a 

triptofán hidroxilázt (Pecins-Thomson és mtsai., 1996, Lu és mtsai., 1999, Bethea és mtsai., 2000), 

miközben csökkenti a 5HTT-t, mely a visszavételért felelős (Pecins-Thomson és mtsai., 1998, Rehavi és 

mtsai., 1998).  

A CGRP esetében a mi kísérleteinkben is csökkent expressziót tapasztalhatunk a TNC területén azoknál 

az állatoknál, ahol az ösztradiol plazmakoncentrációja magasabb, mely párhuzamba állítható a fenti, 

korábbi eredményekkel. Az ösztrogén receptorok jelen vannak a gerincvelői érző dúcok sejtjeiben (Yang 
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és mtsai., 1998, Taleghany és mtsai., 1999), valamint a gerincvelői szürkeállományban (Shughrue és 

mtsai., 1997). Az ösztradiol ezeken a receptorokon keresztül hatva csökkentheti a CGRP expressziót és 

védi ki a NTG hatásait. A CGRP-vel szemben a krónikusan magas ösztrogénszint megemelte a 5HT 

expressziót a TNC területén, mely hatásért elsősorban az ösztrogén okozta magasabb triptofán 

hidroxiláz és a csökkent 5HT visszavétel tehető felelőssé. Emellett az ösztrogén képes a 5HT1A receptorok 

deszenzitizációjára a hipotalamuszban (Raap és mtsai., 2000), mely a leszálló szerotoninerg rendszer 

indirekt serkentését eredményezheti. Az ösztrogén receptorok, melyek felelősek lehetnek a hatás 

kialakulásáért, megtalálhatóak a raphe mag neuronjaiban (Leranth és mtsai., 1999). Hasonlóan a CGRP-

hez, a 5HT esetében sem mutatkozott változás az OVX+E2 állatokban NTG kezelés után, melyet akár 

annak is tulajdoníthatunk, hogy az eleve megemelkedett expresszió miatt további növekedés már nem 

volt lehetséges. Másrészről az is ismert, hogy az ösztradiol képes plasztikus változásokat létrehozni a 

szinapszisok struktúrájában egyes agyi területeken (García-Segura és mtsai., 1994), mely alapján ilyen 

változások esetlegesen a TNC területén is kialakulhattak. 

A krónikus ösztradiol kezelés kivédi a NTG indukált CamKII emelkedést is. A hippokampuszban, ahol a 

CamKII alapvető szerepet játszik a hosszú távú potenciációban, az ösztradiol megemeli ezen enzim 

expresszióját (Pozzo-Miller és mtsai., 1999, Sawai és mtsai., 2002). A mi eredményeink ellentmondanak 

ennek, hisz nem találtunk alap CamKII expressziónövekedést krónikus ösztradiol kezelés során, viszont 

eltűnt a NTG hatása. 

Érdekes párhuzamot vonni a kísérleteink eredménye, mely szerint a migrént provokáló NTG (Olesen és 

mtsai., 1993) hatását a magas ösztrogénszint kivédi, és a klinikum között. A migrénes fejfájás legtöbbször 

lényegesen javul terhesség alatt, amikor a nemi hormonok szintje stabilan magas (Marcus 1995, 

Silberstein és Merriam 2000). 

 

4.5. A krónikus ösztradiol kezelés hatása az orofaciális formalin modellben 

(Fejes-Szabó és mtsai., 2018) 

Anyag és módszer 

Felnőtt nőstény patkányok ovariektomiáját követően az állatok felénél ösztrogén (OVX+E2), másik 

felénél koleszterol (OVX) tartalmú kapszulát ültettünk a bőr alá a korábbiakban leírtaknak megfelelően. 

3 héttel később az állatokat két csoportba osztottuk: az első csoportban a patkányok egyszeri s.c. 50 l 

1,5%-os formalin injekciót kaptak a jobb oldali bajuszpárnába (OVX-Form, OVX+E2-Form), az állatok 

másik fele fiziológiás sóoldatot kapott ugyanígy (OVX-Phys, OVX+E2-Phys, n=10-12 csoportonként). A 

kezelést követően az állatok viselkedését tükörfalú terráriumban vizsgáltuk (30x30x30 cm), mely fölött 

1 m-el kamerát helyeztünk el. 10 perces habituáció után az állatok megkapták az injekciót, majd 45 

percig visszatettük őket. A 45 perces felvételt 3x15 perces blokkokra osztottuk, mely során egy független 

vizsgáló meghatározta, hogy mennyi időt töltöttek az állatok az injektált terület vakarásával. A 

viselkedésvizsgálatok adatait a korábban már leírtak szerint analizáltuk (Clavelou és mtsai., 1995). 

Bővebben megtalálható a 6.1.2., 6.2. és 6.3.5. fejezetekben. Az egyes csoportok közötti viselkedésbeli 

különbséget egytényezős ANOVA teszttel vizsgáltuk Tamhane post-hoc teszt segítségével. A 

szignifikancia szint p<0,05 volt. 

Négy órával a formalin és sóoldat injekciók adása után az állatokat transzkardiálisan perfundáltuk, majd 

a TNC-ből sorozatmetszeteket készítettünk c-fos immunhisztokémiai vizsgálatok céljából. A metszeteket 

fénymikroszkóp alatt vizsgálva megszámoltuk a festődést mutató sejteket. Az obextől különböző 
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távolságra lévő metszeteken mért és számolt adatokat ismételt méréses ANOVA-val hasonlítottuk össze 

Sidak post-hoc teszttel kiegészítve. Részletesebben lásd a 6.3.1. szakaszt.  

 

Eredmények 

A viselkedési válasz követte a korábbi vizsgálatokban talált mintázatot. A fiziológiás sóoldatot kapott 

állatok viselkedése nem változott lényegesen, viszont a formalin injekció után az állatok intenzíven 

vakarták az érintett területet 3-4 percen keresztül. Az első fázisnak nevezett periódust egy 9-10 percig 

tartó nyugalmi szakasz követte, majd egy kevésbé intenzív állandó vakarási reakciót észleltünk az állatok 

részéről, az ún. második fázist, mely kb. fél óráig tartott. Eredményeink azt mutatják, hogy a formalin 

injekciót kapott állatok fájdalomkerülő viselkedése szignifikánsan hosszabb, mint a sóoldatosoké. 

Emellett azt észleltük, hogy az OVX+E2-Form állatok szignifikánsan több időt töltöttek vakarózással az 

OVX-Form állatokhoz képest az első és a második fázis során (58. ábra).  
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58. ábra. A fájdalommal összefüggő viselkedést mutató diagram az OVX-Phys, OVX+E2-Phys, OVX-Form és OVX+E2-Form 

csoportokban (átlag ± S.E.M, n=10-12 csoportonként). A teljes időtartam alatt vakarózással töltött idő ábrázolása 3 perces 

blokkokra osztva mind a négy állatcsoportot tekintve (A). Az OVX-Form és OVX+E2-Form csoportokban a formalin hatás két 

fázisa jól látszik. Az első fázis (1. blokk, első szürke háttér) 3-4 percig tartott, melyet egy nyugalmi szakasz követett 9-10 percen 

keresztül (2-4. blokk, fehér háttér); a második fázis 30-33 percig tartott (5-15. blokk, második szürke háttér). A vakarózás 

kifejezettebb az OVX+E2-Form csoportban az OVX+Form csoporthoz viszonyítva. Az OVX-Phys és OVX+E2-Phys csoportban nem 

látszik a kétfázisú fájdalommal kapcsolatos viselkedésminta. A vakarózással töltött idő két fázisra bontva (B, C) mind a négy 

állatcsoportban (átlag + S.E.M, n=10-12 csoportonként). A formalin injekció (OVX-Form, OVX+E2-Form) mind az első mind a 

második fázisban szignifikánsan megemelte a vakarózási időt a sóoldattal kezelt állatokhoz képest (OVX-Phys, OVX+E2-Phys, * 

p<0,01, *** p<0,001). Az ösztradiol mindkét fázisban fokozta a formalin okozta viselkedésválaszt az OVX-Form csoporthoz 

viszonyítva (# p<0,05, ### p<0,001). OVX-Form: ovariektomizált állatok, melyek bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak, 

OVX+E2-Form: ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok, melyek bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak, OVX-Phys: 

ovariektomizált állatok, melyek bajuszpárnájukba fiziológiás sóoldat injekciót kaptak, OVX+E2-Phys: ovariektomizált, ösztradiol 

kezelt állatok, melyek bajuszpárnájukba fiziológiás sóoldat injekciót kaptak. 
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A c-fos expresszióban nem volt különbség a sóoldattal kezelt állatok ipszi- és kontralaterális oldala, 

valamint a formalinnal kezelt állatok kontralaterális oldalán mért értékek között. A formalin injekció 

hatására szignifikánsan megemelkedett az ipszilaterális c-fos expresszió a szomatotópiás eloszlásnak 

megfelelően a kontralaterális oldalhoz viszonyítva. Ez a hatás szignifikánsan kifjezettebb volt az OVX+E2 

állatoknál az OVX-hez viszonyítva (59., 60. ábra). 

 

59. ábra. c-fos-IR sejtek a nőstény patkány TNC transzverzális metszetein 4 órával az orofaciális formalin kezelés után 

ovariektomizált (OVX-Form) és ovariektomizált, ösztradiol kezelt (OVX+E2-Form) állatoknál. A formalin ipszilaterálisan 

megemeli a c-fos expressziót és ez kifejezettebb az OVX+E2 állatokban. IR: immunoreaktív, OVX-Form: ovariektomizált állatok, 

melyek bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak, OVX+E2-Form: ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok, melyek 

bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 500, ill. 50 m. 
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60. ábra. c-fos-IR sejtek átlagos számának ábrázolása a patkány TNC különböző magasságaiban (átlag  S.E.M, n=10-12 

csoportonként). A formalinkezelés ipszilaterálisan szignifikánsan megemeli a c-fos pozitív sejtek számát mind az OVX-Form (* 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001), mind az OVX+E2-Form csoportban (+ p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001) a kontralaterális 

oldalhoz viszonyítva. A formalin hatása kifejezettebb volt az ösztradiollal előkezelt állatokban (# p<0,05, ## p<0,01, ### 

p<0,001). A kontralaterális oldalon nem mutatkozik különbség. IR: immunoreaktív, OVX-Form: ovariektomizált állatok, melyek 

bajuszpárnájukba formalin injekciót kaptak, OVX+E2-Form: ovariektomizált, ösztradiol kezelt állatok, melyek bajuszpárnájukba 

formalin injekciót kaptak, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

Az eredményeink azt mutatják, hogy esetünkben a krónikus -ösztradiol kezelés pronociceptív hatással 
bír. Ez a hatás az orofaciális formalin modell első és második fázisában is észlelhető. Az előbbi a formalin 
okozta kémiai stimulációnak, a második pedig az ezt követő gyulladásos reakciónak tudható be (Tjolsen 
és mtsai., 1992). Emellett a krónikus ösztrogénkezelés kifejezettebbé tette a formalin okozta c-fos 
expressziót, mely ebben az esetben a nocicepció markerének tekinthető (Harris 1998). Az ösztrogén 
trigeminális nocicepciót moduláló hatása az alfa, béta és a G-protein kapcsolt ösztrogén receptoron 
(GPR30) keresztül valósulhat meg, ezek mind megtalálhatóak a trigeminális rendszerben. Az alfa 
receptorok az elsődleges trigeminális neuronok több mint 20%-ban a nagyobb sejtek magjaiban és a 
kisebb sejtek citoplazmájában fordulnak elő (Liverman és mtsai., 2009a), emellett a TG szatellita 
gliasejtjei is expresszálják ezeket (Puri és mtsai., 2011). A béta receptorok is jelen vannak mind a kisebb, 
mind a nagyobb dúcsejtekben, viszont hiányoznak a szatellita sejtekből (Puri és mtsai., 2011). A GPR30 
a trigeminális dúcsejtek közel harmadában jelenik meg, főleg a kisebb sejtek plazmájában, de 
kimutatható a nagyobb méretű neuronokban is. Az alfa és a GPR30 receptorok kb. 10%-ban mutatnak 
kolokalizációt a patkány TG esetén (Liverman és mtsai., 2009a), és ez a jelenség a TNC felszíni lamináiban 
is fennáll az alfa és béta receptorok között (Bereiter és mtsai., 2005). Ezen kívül az alfa receptorok 
megtalálhatók a nocicepcióra reagáló idegsejtekben (Amandusson és Blomqvist 2010), míg a GPR30 
egerek TNC-jében is megjelenik (Hazell és mtsai., 2009). Humán szövettani vizsgálatok is igazolták az alfa 
receptor jelenlétét a TNC neuronjaiban, gliasejtjeiben és rostjaikban, míg a béta receptort a neuronok 
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citoplazmájában mutatták ki (Fenzi és Rizutto 2011). A kísérleti adatok arra utalnak, hogy ezen 
receptorok modulációja befolyásolja a trigeminális nocicepció folyamatát: CFA okozta 
temporomandibuláris gyulladás esetében az ösztrogén dózisfüggő módon pronociceptív hatásúnak 
bizonyult és ösztrogén receptor antagonista adásával mérsékelhető volt a gyulladásos reakció (Kou és 
mtsai., 2011). Ugyanebben a modellben az ösztrogén receptor agonista kezelés fokozta a mechanikus 
allodynia kialakulását és az elsődleges trigeminális neuronokban pronociceptív állapotra utaló 
változások jelentek meg (Liverman és mtsai., 2009b). Az ösztrogének két útvonalon is kifejthetik 
hatásukat: lassabb, genomikus és gyorsabb, nem genomikus módon (Heldring és mtsai., 2007, Srivastava 
és mtsai., 2013). Az előbbi esetben egyes gének transzkripciója változik meg, mint például a mitogén-
aktivált protein kináz-1, az interleukin-1 receptor I, 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 kapcsán a kraniofaciális fájdalomhoz is 
köthető hosszú távú változásokat detektáltak különböző 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 ösztrogén non-genomikus transzmembrán változásokat is képes kialakítani, melyek sokkal 
rövidebb idő alatt bekövetkeznek (Puri és mtsai., 2006, Tashiro és mtsai., 2009, 2012, Liverman és 
mtsai., 2009b, Fávaro-Moreira és mtsai., 2009). Ezek a változások sok olyan folyamatra hatnak, melyek 
alapvetően a trigeminális nocicepciót vagy éppen az endogén antinociceptív rendszert érintik (Niu és 
mtsai., 2012, Tashiro és mtsai., 2008), illetve a TNC neuronjainak ingerküszöbét befolyásolják (Flake és 
mtsai., 2005). Más kísérletekben az idegsejtek aktivációs (Diogenes és mtsai., 2006), illetve tüzelési 
aktivitásának (Tashiro és mtsai., 2012) vagy a glutamáterg neurotranszmissziónak (Gazerani és mtsai., 
2010, Bereiter és Benetti 2006) a változásait mutatták ki. Az ovariektomizált állatok ösztradiol kezelése 
más kísérletekben fokozta az arc allodyniáját (Liverman és mtsai., 2009b). Hasonló, állatokban végzett 
tartósabb ösztrogénpótlás pedig erősítette a fájdalomérzettel kapcsolatos viselkedésmintázatot 
temporomandibuláris gyulladásos modellben (Kou és mtsai., 2011), mely esetben feltételezhető, hogy 
az ösztrogén fokozza a NFkB DNS kötődését és bizonyos target gének átíródását. Egy másik vizsgálatban 
a két nappal korábban adott egyszeri ösztradiol injekció fokozta az ovariektomizált állatok s.c. karragenin 
okozta termális hiperalgéziáját, melyet a csökkent alfa kettő receptoriális hatásnak tulajdonítottak (Nag 
és Mokha 2016). A proösztrusznak megfelelő magas ösztrogénszint hatására gyakoribb volt a 
nocicepcióra utaló viselkedésminta intraokuláris kapszaicin adását követően, és a másodlagos 
trigeminális érző neuronok magasabb aktivitását jelezte a c-fos expresszió, melyet az ösztrogén indukált 
TRPV1, ill. anoctamin 1 expressziónak tulajdonítottak (Yamagata és mtsai., 2016). Az ösztrogén 
hatásának komplexitását jelzi, hogy a trigeminális aktiváció másik modelljében inkább antinociceptív 
hatást észleltünk krónikus ösztrogénkezelést követően (Párdutz és mtsai., 2002, 2006). Ezen felül 
néhány kísérletes adat arra utal, hogy az ösztradiol kezelés nem bír lényeges hatással a nocicepcióra 
(Diogenes és mtsai., 2006, Niu és mtsai., 2012, Nag és Mokha 2006). 

Összefoglalva a tartósan magas ösztradiol szint, a többi nemi hormon hatását kiiktatva, pronociceptív a 

patkány orofaciális formalin modelljében. Az ösztrogén receptorok megtalálhatóak a trigeminális 

rendszerben és hatásukat feltehetően a TRPV1 és az anoctamin TNC-beli expressziónövekedésén és a 

Gasser dúc NFkB és ERK utak modulálásán keresztül éri el.  

 

4.6. KYNA moduláló hatása a NTG modellben 

(Vámos és mtsai., 2009) 

Háttér 

A kinurenin útvonal a triptofán lebomlásának egyik kiemelt iránya az emlősök agyában, melynek 

végterméke a nikotin-adenin-dinukleotid (NAD) (Beadle és mtsai., 1947). Az anyagcsereút központi 

vegyülete a L-KYN, mely semleges aminosav transzporter segítségével jut át a vér-agy gáton (Fukui és 
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mtsai., 1991). Az agyban a L-KYN négy neuroaktív vegyületté alakulhat: 3-hidroxikinureninné, 

antranilsavvá, kvinolénsavvá és KYNA-vá, melyek cerebroventrikuláris adása viselkedési változásokat 

okoz rágcsálókban (Lapin 1978). A KYNA a kinurenin útvonal egy kiemelt neuroaktív molekulája, mely L-

KYN-ből képződik a neuronokban és az asztrocitákban a KAT révén (Guidetti és mtsai., 1997). Egyike a 

kevés olyan endogén vegyületeknek, mely az excitátoros aminosav receptorok gátlását okozza, emiatt 

potenciális jelölt lehet bizonyos neurológiai kórképek jövőbeli kezelésében (Stone 2001). Képes gátolni 

NMDA receptorokat (Kessler és mtsai., 1989), dózisfüggően hat az AMPA és kainát receptorokra is 

(Perkins és Stone 1985). Kísérletes adatok utalnak arra, hogy az agy emelkedett KYNA szintje 

neuroprotektív hatású lehet (Miranda és mtsai., 1997), és a kinurenineknek szerepe lehet a fejfájásos 

kórképekben is (Kiss és mtsai., 2004). A KYNA kevéssé jut át a vér-agy gáton (Fukui és mtsai., 1991), mely 

korlátozza az alkalmazhatóságát. Perifériásan adagolt L-KYN és a liquortér szerves sav transzporter gátló 

probenecid (PROB) együttes alkalmazásakor viszont lényegesen emelkedik az intracerebrális KYNA 

koncentráció (Santamaría és mtsai., 1996).  

Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a L-KYN+PROB előkezelés kivédi a NTG okozta c-fos aktiválódást a 

TNC területén (Knyihár-Csillik és mtsai., 2007). Az elsődleges és másodlagos trigeminális érző neuronok 

közötti kapcsolat részben glutamáterg szinapszisok révén valósul meg (Goadsby és Classey 2000), és 

több adat arra utal, hogy az NMDA receptorok kulcsszerepet játszanak a centrális szenzitizációs 

mechanizmusokban (Haley és mtsai., 1990, Woolf és Thompson 1991). Állatkísérletes és humán adatok 

egyaránt arra utalnak, hogy a glutamát receptorok szerepe alapvető a migrénben résztvevő 

struktúrákban (Vikelis és Mitsikostas 2000). Ennek tükrében, hogy jobban megértsük az NMDA 

receptorok szerepét a trigeminális aktiváció és szenzitizáció folyamatában, megvizsgáltuk a L-KYN+ 

PROB előkezelés hatását a TNC területén a patkány NTG modelljében.  

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím Sprague-Dawley patkányok fele L-KYN+PROB előkezelésben részesült (300 mg/kg és 200 

mg/kg dózisban), míg az állatok másik fele oldószert kapott. Fél órával ezután az állatok egy részénél a 

TNC-t eltávolítottuk KYNA nagy teljesítményű folyadékkromatográfia (HPLC) meghatározás céljából (n=6 

csoportonként). A patkányok másik csoportja s.c. NTG (10 mg/kg), ill. placebo injekciót kapott, majd 4 

órával később perfúziót követően a TNC-t feldolgoztuk nNOS Western blot (n=4 csoportonként) és nNOS 

immunhisztokémiai vizsgálatok céljából (n=6 csoportonként). A HPLC adatokat kétmintás t-próbával, 

míg az immunhisztokémia és a Western blot eredményeit ANOVA-val és post-hoc Sheffe teszttel 

vizsgáltuk. A szignifikancia szint p<0,05 volt. A részletesebb leírás a 6.1.1, 6.3.1, 6.3.2 és 6.3.3. 

fejezetekben található meg. 

 

Eredmények 

Fél órával a L-KYN+PROB kezelés után a TNC KYNA tartalma nagyságrendekkel, szignifikánsan 

emelkedett a kontroll állatokhoz képest (61. ábra). Az immunhisztokémiai vizsgálatok alapján 

megállapítható, hogy a NTG szignifikánsan megemeli a nNOS pozitív sejtek számát a TNC-ben, míg a L-

KYN+PROB kezelés ezt a hatást kivédi. A Western blot analízis is megerősítette az immunhisztokémiai 

vizsgálatok adatait (62-64. ábra). 
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61. ábra. A TNC KYNA koncentrációjának átlaga a TNC-ben oldószer, ill. L-KYN+PROB kezelés után (átlag + S.E.M, n=6 

csoportonként). Ez utóbbi kezelés szignifikánsan megemeli a KYNA koncentrációját a kontrollhoz viszonyítva. KYNA: kinurénsav, 

L-KYN: l-kinurenin, PROB: probenecid, TNC: kaudális trigeminális mag.  

 

62. ábra. nNOS-IR sejtek a patkány TNC-ben aktív előkezelés nélkül (a, b) és KYN+PROB előkezeléssel (c, d) NTG (b, d) és placebo 

(a, c) injekciók után 4 órával. Előkezelés nélkül a NTG megemeli a nNOS expressziót (b), a placebohoz (a) képest. Ilyen 

különbséget nem észlelünk a PROB+KYN előkezelés után (c, d). IR: immunoreaktív, L-KYN: l-kinurenin, nNOS: neuronális 

nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 50 m. 

 

63. ábra. nNOS Western blot a patkány TNC-ből, az előkezelést nem kapott (1, 2) és L-KYN+PROB előkezelésben részesült 

állatokból (3, 4). A placebo kezeléshez viszonyítva (1, 3) a NTG (2, 4) megemeli a nNOS expressziót az előkezelést nem kapott 

állatokban (2), de ilyen hatás nincs az L-KYN+PROB csoportban (4). Az ábra alsó részén a belső kontrollként alkalmazott -aktin 

látszik. L-KYN: l-kinurenin, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 
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64. ábra. A TNC-ben megjelenő nNOS-IR sejtek száma (A) és nNOS optikai denzitása (B) kontroll és L-KYN+PROB előkezelt 

patkányokban 4 órával a placebo, illetve NTG adása után (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, *** p<0,001). A kontroll 

állatokban szignifikánsan magasabb a nNOS expresszió NTG után, míg a L-KYN+PROB állatokban ez nem észlelhető. IR: 

immunoreaktív, L-KYN: l-kinurenin, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, PROB: probenecid, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

A HPLC eredményeink megerősítik, hogy a szerves sav transzporter inhibitor PROB együtt adása L-KYN-

nel képes lényegesen megemelni a KYNA központi idegrendszeri koncentrációját (Santamaría és mtsai., 

1996, Vécsei és mtsai., 1992). A további eredmények arra utalnak, hogy a KYNA képes kivédeni a NTG 

okozta nNOS emelkedést. Ez utóbbi jelenség hátterében az elsődleges trigeminális nociceptorok 

centrális nyúlványainak NO okozta aktivációja állhat, ami a megemelt nNOS révén önerősítő folyamatot 

hozhat létre a TNC-ben, melyben a glutamát kulcsszerepet játszhat. A TNC-ben az összes 

glutamátreceptor típus expressziója megfigyelhető (Tallaksen-Greene és mtsai., 1992), az NMDA 

receptorok kiemelt szerepet játszanak a NO szintézisében (Entrena és mtsai., 2005), ráadásul ezek 

aktivációja kulcsfontosságú a hátsó szarvban kialakuló centrális szenzitizációs folyamatok kapcsán is 

(Hardingham és Bading 2003, Woolf és Salter 2000). Az NMDA blokád kivédi a C-rost, ill. a bőr kémiai 

ingerlése okozta hátsó szarvi centrális szenzitizációt (Davies és Lodge 1987, Haley és mtsai., 1990). 

Ráadásul több vizsgálat igazolta az NMDA és NO/cGMP rendszer közötti kapcsolatot a nNOS aktivációja 

révén (Bredt és mtsai., 1990), továbbá in vitro kísérletek szerint az NMDA okozta excitotoxicitás a nNOS 

által termelt NO felesleg függvényében változik (Garthwaite és mtsai., 1988). Összességében ezak az 

adatok komoly interakcióra utalnak a két rendszer között, mely most igazolódott a trigeminális 

rendszerben is. Az, hogy a NTG a CamKII expresszióját megemeli a TNC-ben szintén párhuzamba állítható 

a többi eredménnyel, hisz a foszforilált NMDA receptorok hiperexcitabilitást eredményeznek, erősítve 

a centrális szenzitizációs folyamatokat (Woolf és Salter 2000). Szintén az NMDA receptorok 

foszforilációját írták le neuropátiás fájdalom modelljében, ill. kapszaicin okozta hiperalgézia során (Gao 

és mtsai., 2005, Zou és mtsai., 2000). Intraciszternális kapszaicin adását követően mind az NMDA, mind 

a non-NMDA gátlás kivédi a TNC c-fos emelkedését (Mitsikostas és mtsai., 1998,1999). Ezek alapján a 

központi idegrendszerben felhalmozódott KYNA az NMDA receptor antagonizmusával védheti ki a 

centrális szenzitizációt (McCormack 1994). Az NMDA antagonizmus mellett (IC50 ~ 8 M) (Kessler és 

mtsai., 1989) a KYNA képes az AMPA és a kainát receptorokon is hatni (Perkins és Stone 1985). Az NMDA 

antagonista (MK-801) mellett, a szintetikus AMPA antagonista (GYKI-52466) is hatékonyan blokkolja a 

trigeminális nocicepciót (Storer és Goadsby 1999) és ugyanilyen hatással bír az NMDA és AMPA 
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antagonista LY293558 is. Összefoglalva a KYNA – elsősorban antiglutamáterg hatása révén- képes a 

trigeminális szenzitizáció blokkolására a migrén NTG modelljében, ezáltal a migrénellenes kezelések új 

támadáspontját adhatja.  

 

4.7. KYNA moduláló hatása a durális IS modellben 

(Spekker és mtsai., 2021) 

Háttér 

A KYNA, mint a triptofán anyagcsere neuroaktív metabolitja több receptoron hathat, mint az NMDA, az 

AMPA, a kainát és a GPR35, és befolyásolhatja a neurogén gyulladás kifejlődését (Vécsei és mtsai., 2013). 

Korábbi vizsgálatok szerint a KYNA antiinflammatoros hatással bír a trigeminális rendszerben (Csáti és 

mtsai., 2015), továbbá viselkedésvizsgálatok alapján is antinociceptív tulajdonságú az állatokban 

(Heyliger és mtsai., 1998), és hatékonyan csökkenti a neuropátiás fájdalmat is (Pineda-Farias és mtsai., 

2013). 

 

Anyag és módszer 

A felnőtt patkányok fele KYNA injekciót kapott s.c. 1 mmol/kg dózisban, majd ezt követően 1 órával a 

korábbiakban részletezett módon történt meg a dura IS és SIF kezelése. Kettő és fél, illetve 4 óra múlva 

az állatokat perfundáltuk és a TNC-t CGRP, TRPV1 és nNOS immunhisztokémiai festések céljából 

eltávolítottuk (n=6 csoportonként). A CGRP és TRPV1 pozitív rostok által fedett területet képanalizátor 

segítségével határoztuk meg, míg a nNOS pozitív sejteket megszámoltuk, melyet részletesebben a 

metodika rész 6.1.4, 6.3.1 és 6.3.4. szakaszában írunk le. Az obextől különböző távolságra lévő 

metszeteken mért és számolt adatokat az egyes csoportokban ismételt méréses ANOVA-val 

hasonlítottuk össze Holm-Sidak módszerrel kiegészítve. 

 

Eredmények 

Az IS kezelt állatokban mind a 3 marker expressziója szignifikánsan magasabb volt: a CGRP esetében ez 

a hatás már 2,5 órás latenciával jelentkezett, míg a többieknél 4 óra elteltével észleltük ezen 

változásokat. A KYNA előkezelés ezeket az emelkedéseket képes volt szignifikáns módon csökkenteni 

(65-68. ábra).  
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65. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés után 2,5 (A-

D) és 4 órával (E-H). Az állatok fele (C, D, G, H) KYNA előkezelést kapott 1 mmol/kg dózisban. Az aktív kezelés (IS) megemeli a 

CGRP (B, F) expressziót a hátsó szarv területén a kontrollhoz (A, E) képest. A KYNA-t kapott állatoknál ilyen változás nem látható. 

Ez a nagyobb nagyítású képeken is jól észlelhető. CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IS: inflammatory soup, KYNA: kinurénsav, 

SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 200, ill. 50 m. 
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66. ábra. A CGRP expresszió a TNC-ben 2,5 és 4 órával az IS és SIF kezelést követően. Az IS hatására szignifikánsan emelkedik a 

CGRP a kontrollhoz (SIF) viszonyítva, míg a KYNA előkezelést kapott állatokban nincs különbség az aktív kezelt csoport (KYNAIS) 

és a kontroll (KYNASIF) között (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). CGRP: kalcitonin 

génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, IS: inflammatory soup, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális 

mag. 
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67. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről IS (B, D, F, H) és SIF (A, C, E, G) kezelés után 4 órával 

TRPV1 (A-D) és nNOS (E-H) immunhisztokémiai festéssel. Az állatok fele (C, D, G, H) KYNA előkezelést kapott 1 mmol/kg 

dózisban. Az aktív kezelés (IS) megemeli a TRPV1 (B) és nNOS (F) expressziót a hátsó szarv területén a kontrollhoz (A, ill. E) 

képest. A KYNA-t kapott állatoknál ilyen változás nem látható. Ez a nagyobb nagyítású képeken is jól észlelhető. IS: inflammatory 

soup, KYNA: kinurénsav, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális folyadék, TNC: kaudális trigeminális 

mag, TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid 1. Lépték: 200, ill. 50 m. 
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68. ábra. A TRPV1 és nNOS expresszió a TNC-ben 4 órával az IS és SIF kezelést követően. Az IS hatására szignifikánsan emelkedik 

a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyítva, míg a KYNA előkezelést kapott állatokban nincs különbség az aktív kezelt 

csoport (KYNAIS) és a kontroll (KYNASIF) között (átlag + S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). IR: 

immunoreaktív, IS: inflammatory soup, KYNA: kinurénsav, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, SIF: szintetikus intersticiális 

folyadék, TNC: kaudális trigeminális mag, TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid 1. 

 

Megbeszélés 

A KYNA neuroaktív hatását elsősorban a glutamát receptorok blokkolásával és a GPR35 kötődés révén 

fejti ki (Vécsei és mtsai. 2013). Három órával a dura lokális IS kezelése után a TNC glutamáttartalma 

megemelkedik (Sarker és Fraser 2002), ahol az NMDA-n kívül, megtalálhatóak az AMPA, kainát és 

metabotróp glutamát receptorok is (Storer és Goadsby 1999). Ismert, hogy a nem NMDA receptorok 

antagonistái is sikeresen csökkentik a másodlagos nociceptorok aktivitását (Dougherty és mtsai., 1992), 

valamint, hogy az AMPA receptorok befolyásolják a c-fos expressziót és a neurotranszmissziót a 

trigeminális rendszerben (Mitsikostas és mtsai., 1999). A perifériás fájdalom modellben a kainát 

receptorok aktiválódása mechanikus és termikus hiperalgézia, illetve allodynia megjelenésével társult 

(Choi és mtsai., 2012). A CGRP képes a TNC területén a glutamát expresszióját fokozni (Choi és mtsai., 

2012), és a glutamát magasabb szintje észlelhető migrénes betegeknél a rohamok alatt és között 

(Campos és mtsai., 2013), ezért a korábbiakat is figyelembe véve a legvalószínűbb az, hogy a glutamáterg 

neurtranszmisszió megváltozása felelős a CGRP expresszió modulálásáért.  

A TRPV1 és az NMDA receptorok kolokalizációt mutatnak a TG-ban, és patkányban mechanikus 
hiperalgézia esetén a két receptor a CamKII és PKC útvonalok révén interakcióba kerül (Lee és mtsai., 
2012). Hasonló kolokalizáció figyelhető meg a GPR35 esetében is a hátsó gyöki érző dúc kis és közepes 
átmérőjű sejtjeiben, mely utóbbi receptor a PKA útvonalon keresztül befolyásolhatja a TRPV1 
működését (Ohshiro és mtsai., 2008). 
 
A KYNA a nNOS expresszióját is képes volt befolyásolni a modellünkben, ami elsősorban a KYNA NMDA 

antagonista hatásának köszönhető, mely receptor aktivációja a NO képződést serkenti a TNC-ben 

(Dohrn és Beitz 1994). A másik magyarázat az lehet, hogy a KYNA az érző dúcokban lévő GPR35-höz 

kötődve (Cosi és mtsai., 2011) G proteinen keresztül gátolja az adenilát cikláz aktivitását (Ohshiro és 

mtsai., 2008), ami hatással lehet a nNOS működésére. (Ohnishi és mtsai., 2008, Boissel és mtsai., 2004).  

Összességében a fenti eredményeink párhuzamba állíthatóak azzal a megfigyeléssel, hogy a kinurenin 

útvonal megváltozott működése kapcsolatban áll bizonyos fejfájásbetegségekkel, pl. krónikus 

migrénben és cluster fejfájásban csökkent KYNA szint detektálható (Curto és mtsai., 2015a, b). 
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4.8. Kinureninek és nemi hormonok hatása a CSD kialakulásában 

(Chauvel és mtsai., 2012) 

Háttér 

A migrénes betegek 20-30%-ban a fejfájást ún. aurajelenség előzi meg, mely legtöbbször a látótérben 

megjelenő villanó fények formájában jelentkezik (Rasmussen és Olesen 1992). Erős tudományos 

bizonyítékok támasztják alá (Hadjikhani és mtsai., 2001), hogy a migrénes aura megfelel a CSD-nek, ami 

legtöbbször a tarkólebenyből indul ki. Ez a jelenség egy lassan tovaterjedő (3-5 mm/min) neuronális és 

glia eredetű depolarizációs hullám, melyet egy hosszabban tartó gátlás követ (Leao 1944). Ez a folyamat 

többféleképpen előidézhető, pl. lokális K+ alkalmazásával, ami a migrénes aura modelljének tekinthető 

(Bergerot és mtsai., 2006). Állatkísérletekben a CSD képes a trigeminális nociceptorok aktiválására, ami 

felelős lehet a migrénes fejfájás létrejöttéért (Bolay és mtsai., 2002, Moskowitz 1984, Moskowitz és 

mtsai., 1993).  

Glutamát vagy NMDA adása kiválthat CSD-t (Ayata és Moskowitz 2006) és a familiáris hemiplégiás 

migrén transzgenikus knock-in egérmodelljében mind az egyes (FHM1) (Tottene és mtsai., 2009; van 

den Maagdenberg és mtsai., 2004), mind a kettes típus (Leo és mtsai., 2011) esetén a CSD kialakulása a 

megnövekedett glutamát felszabaduláshoz kötött. Az NMDA antagonisták gátolják a CSD kialakulását és 

tovaterjedését (Nellgard és Wieloch 1992), míg ezzel párhuzamosan az NMDA blokkoló ketamin jól 

csökkentette az aurajelenséget a FHM-es betegeknél anélkül, hogy a fejfájást befolyásolta volna (Kaube 

és mtsai., 2000). 

A CSD kialakulása függ a nemtől is, mivel annak kialakulási küszöbe alacsonyabb nőstény egereknél a 

hímekhez viszonyítva (Brennan és mtsai., 2007). Női nemi hormonok hatására az in vitro neokortex 

preparátumokon a CSD kialakulási gyakorisága és amplitúdója megnő (Sachs és mtsai., 2007) és egyes 

adatok arra utalnak, hogy az ösztrogén megemeli a CSD terjedési sebességét is (Guedes és mtsai., 2009). 

A FHM1 nőstény knock-in egerek CSD érzékenysége csökken ovariektómia után, mely részlegesen 

visszaállítható ösztrogénkezelés mellett (Eikermann-Haerter és mtsai., 2009). Ezen kívül az aura nélküli 

migrénnel ellentétben az aurás migrén előfordulása megnő magas ösztrogénszint kapcsán, mint pl. 

terhességben (Maggioni és mtsai., 1997) és fogamzásgátló tabletta szedése esetén (Granella és mtsai., 

2000). 

A KYNA endogén glutamát antagonistaként (Kessler és mtsai., 1989) képes a K+ indukálta CSD 

kialakulását gátolni a patkány kortexben (Világi és mtsai., 2001) és a cerebellumban (Lauritzen és mtsai., 

1988). Kísérleteink célja az volt, hogy a kinureninek CSD-re gyakorolt hatását vizsgáljuk a női nemi 

hormonális státusz tükrében. 

 

Anyag és módszer 

Felnőtt hím és nőstény patkányokat használtunk a kísérlethez. Az állatokat előkezelés szempontjából 

négy csoportra osztottuk. Az első csoport fiziológiás sóoldatot kapott, a második PROB kezelésben 

részesült (200 mg/kg), a harmadik csoport L-KYN injekciót kapott (300 mg/kg), míg a negyedik csoport 

állatai kombinált előkezelést. A kontroll és a L-KYN csoportba további nőstény állatokat tettünk és a CSD-

t a patkányok ciklusának függvényében analizáltuk. A ciklusidőt a kísérlet előtt határoztuk meg a hüvelyi 

kenet Giemsa festődése alapján (n=8 csoportonként). 

A kezelések után fél órával a patkányok külön csoportjában, hím és nőstény állatokat felhasználva HPLC-

vel meghatároztuk az agy KYNA koncentrációját (n=7 csoportonként). 
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A CSD kiváltásához és a regisztrációhoz klorálhidráttal altatott patkányokat használtunk. Az állatokat 

sztereotaxiás készülékben rögzítettük, a koponyacsontot szabaddá tettük és három lyukat fúrtunk 

occipitálisan (stimuláció helye), occipitoparietálisan (első regisztrációs hely) és frontálisan (második 

regisztrációs hely). A kezelések után fél órával a CSD-t a stimulációs régióra helyezett 1 M KCl oldattal 

átitatott vattával váltottuk ki. A CSD-ket egy órán keresztül megszámoltuk és kiszámoltuk a frekvenciát. 

Emellett az első és a második regisztrációs helyet vizsgálva következtettünk a CSD terjedési sebességére. 

Részletesebben lásd a metodika részt (6.1.5. és 6.3.3.) A kortikális KYNA szintek és a CSD frekvenciák 

összehasonlítását az egyes csoportokban ANOVA-val végeztük post hoc Dunett teszttel. A KYNA szintek 

nemek közötti összehasonlítását Student t-próbával vizsgáltuk. A nemi ciklus hatását a CSD-re ANOVA-

val teszteltük post hoc Scheffe teszttel. A szignifikancia szintet p<0,05-nél határoztuk meg.  

 

Eredmények 

A L-KYN+PROB előkezelések két nagyságrenddel megemelték az agyi KYNA koncentrációját. Önmagában 

a PROB és a L-KYN kezelés is szignifikáns emelkedést hozott a kontroll állatokhoz képest. A nőstényeknél 

magasabb alap KYNA szint mutatkozott a hímekhez viszonyítva, és ez a különbség a PROB kezelést 

követően is megmaradt, de nem mutatkozott szignifikánsnak a többi előkezelésnél (69. ábra).  

 

69. ábra. A kortikális KYNA szintek HPLC mérésekkel megállapított koncentrációja nőstény és hím patkányokban 30 perccel i.p. 

fiziológiás sóoldat (NaCl), PROB, L-KYN és L-KYN+PROB adása után (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 kezelt csoportok a 

fiziológiás sóoldathoz képest, # p<0,05 és ## p<0,01 Student teszt nőstény és hím csoportok között, átlag + S.E.M, n=7 

csoportonként). HPLC: nagy teljesítményű folyadékkromatográfia, i.p.: intraperitonealis, KYNA: kinurénsav, L-KYN: kinurenin, L-

KYN+PROB: l-kinurenin és probenecid, PROB: probenecid. 

A nőstényeknél mindegyik aktív előkezelés szignifikánsan csökkentette a parietoccipitális CSD-k 

frekvenciáját, legmarkánsabban a kombinált előkezelés. Hím patkányok esetében csak a L-KYN+PROB 

kezelés mérsékelte szignifikánsan a CSD-k előfordulási gyakoriságát. A CSD-k terjedési sebessége nem 

változott egyik csoportban sem szignifikánsan. Az aktív előkezelést nem kapott nőstény állatoknál a nemi 
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ciklus nem befolyásolta a CSD megjelenését. A L-KYN kezelést kapott nőstény állatok diösztruszában 

viszont szignifikánsan kisebb volt a CSD frekvencia (70-71. ábra). 

 

70. ábra. A: a patkány koponyájának sematikus ábrázolása a három fúrt lyukkal. S – stimulációs hely a KCl alkalmazásához, P – 

parietooccipitális regisztrációs hely, F- frontális regisztrációs hely. B-E: reprezentatív regisztrátumok hím patkányokban 

fiziológiás sóoldat - NaCl (B), PROB (C), L-KYN (D) és kombinált kezelés (E) után. A pontok a CSD-ket jelölik. CSD: cortical 

spreading depression, L-KYN: kinurenin, L-KYN+PROB: l-kinurenin és probenecid, PROB: probenecid. 

 

71. ábra. A: CSD óránkénti előfordulása parietooccipitálisan fizológiás sóoldat (NaCl), PROB, L-KYN, L-KYN+PROB előkezelés után 

nőstény és hím patkányokban. B: CSD frekvencia nőstény állatokban a nemi ciklus három fázisában NaCl és L-KYN előkezelést 

követően (átlag + S.E.M, ** p<0,01, n=8 csoportonként). CSD: cortical spreading depression, L-KYN: kinurenin, L-KYN+PROB: l-

kinurenin és probenecid, PROB: probenecid. 
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Megbeszélés 

A korábbiaknak megfelelően ismét igazolódott, hogy a L-KYN adása, különösen, ha a szerves sav 

transzporter gátló PROB-el kombináljuk, képes megemelni a kortikális KYNA koncentrációt. Mindegyik 

kezelési csoportot figyelembe véve a KYNA szintje magasabb a nőstény állatokban, mint a hímekben, 

mely a nőstények magasabb KYNA szintetizáló képességére utalhat. A L-KYN utáni KYNA emelkedés 

aránya viszont a hímekben magasabb. A nemi hormonok befolyásolhatják a triptofán metabolizmus 

enzimeit, mely magyarázhatja az eltérő KYNA értékeket (72. ábra).  

 

72. ábra. Az ösztrogén hatása a triptofán anyagcserére (E+: serkentő hatás, E-: gátló hatás). 

A TDO és az IDO a kezdő és sebességmeghatározó lépésnek tekinthető a kinurenin útvonalban. Szájon 

át adagolt triptofán mellett a vizelettel ürült kinurenin metabolitok mennyisége magasabb nőkben, mint 

férfiakban, mely női hormonok moduláló hatására utalhat (Michael és mtsai., 1964). A nemi hormonok 

és a TDO, IDO közötti kapcsolat nem teljesen tisztázott: a liquorban mért KYNA szint néhány vizsgálat 

szerint nőkben magasabb (Nilsson és mtsai., 2007), míg mások nem találtak nemi különbséget (Ilzecka 

és mtsai., 2003). Egyes eredmények szerint az ösztrogéneknek TDO indukáló hatása van, míg az 

androgének ellentétesen viselkednek (Rose és Braidman 1971). Ami az IDO-t illeti, direkt hormonális 

hatás nem valószínű, de citokin indukálta IDO aktivitás előfordulhat (Oxenkrug 2007). Az ösztrogén 

képes fokozni az IDO aktivitását az antigénprezentáló sejtekben (Zhu és mtsai., 2007), mely 

magyarázatot adhat a magasabb IDO szintre a nőkben a gyakoribb autoimmun betegségekben 

(Pertovaara és mtsai., 2005, Widner és mtsai., 2000). Összességében ezek a hatások magyarázhatják, 

hogy az alap KYNA szint miért emelkedettebb a nőstény állatokban. Az anyagcsereút további enzimei, 

mint a KAT, a kinurenin-3-hidroxiláz és a KYNU az ösztrogének hatására inkább gátlódnak a májban 

(Brown és mtsai., 1961, Rose 1966) és feltételezhetően az agyban is (Rossi és mtsai., 2010). A KAT-ra 

gyakorolt gátló hatás elsősorban a csökkent piridoxál 5-foszfát mennyiségnek tudható be. A kinurenin 

3-hidroxiláz expressziója csökken ösztrogénkezelt majmok raphe magjában (Bethea és mtsai., 2009), és 

a kinurenináz is gátlódik a májban ösztrogén hatására (Wolf és mtsai., 1980). Az ösztrogénnel 

ellentétben a progeszteronnak nincs gátló hatása a KAT-ra vagy a kinurenin 3-hidroxilázra (Saad és 

mtsai., 1974). Ezek alapján az is magyarázható, hogy miért magasabb a KYNA központi idegrendszeri 

koncentrációjának emelkedési aránya L-KYN kezelés után a hímekben a nőstényekhez képest. 
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A vizsgálatainkban a PROB egyedüli adása csökkentette a nőstény állatok CSD frekvenciáját, míg ilyen 

hatás a hímekben nem fordult elő. A PROB ezen hatásának oka nem teljesen világos. Önmagában adva 

ugyan gátolja a KYNA központi idegrendszeri kiürülését, de ez nem emeli meg a KYNA koncentrációját a 

mikromolos nagyságrendig, mely elegendő az NMDA receptorok gátlásához (Taylor és mtsai., 1997, 

Urenjak és mtsai., 1997). A nőstény állatokban a PROB utáni KYNA koncentráció 10 ng/g nagyságrendig 

emelkedett, mely nanomolaris nagyságrendnek felel meg. Ezért a PROB egyéb hatását is feltételezni 

lehet, mint például a pannexin 1 gátlása, ami az ATP felszabadulásban játszik szerepet (Silverman és 

mtsai., 2008) vagy a multidrog rezisztens protein blokkolása révén, illetve indirekt módon másodlagos 

hírvivőkre hatva (Taylor és mtsai., 1997). Másrészről a KYNA non-kompetitíven gátolja az 7 nikotinos 

acetilkolin receptorokat (nAChR) már nanomolaris koncentrációban is (Hilmas és mtsai., 2001, Stone és 

mtsai., 2007), így a preszinaptikus nAChR-ra hatva képes lehet csökkenteni a felszabaduló glutamát 

mennyiségét (Grilli és mtsai., 2006, Konradsson-Geuken és mtsai., 2010). Feltételezhetően ezen 

mehanizmus révén a KYNA szint megduplázódása 50%-al csökkenti a striatum glutamát felszabadulását 

(Carpenedo és mtsai., 2001). Tehát lehetséges, hogy PROB adása után a kissé megemelkedő KYNA szint 

képes annyira mérsékelni a glutamát felszabadulást a nőstényekben, ami már megjelenik a CSD 

frekvencia csökkenésében. Az agyi nAChR sűrűség nagyobb a nőstény állatokban, mely fokozhatja a 

nemek közötti különbséget a KYNA-val szembeni érzékenység tekintetében. 

A L-KYN csökkentette a CSD frekvenciát a nőstény állatokban, különösen ha PROB-el kombinálva adtuk, 

és ekkor a hím állatokban is hasonló hatással bírt. A L-KYN hatása a korábban már leírt következményes 

kortikális KYNA emelkedésnek tulajdonítható. A KYNA a központi idegrendszer több funkciójában részt 

vesz (Schwarcz és Pellicciari 2002), melyek közül kiemelendő az NMDA receptor antagonista hatása 

(Kessler és mtsai., 1989, Perkins és Stone 1982). Az anyagcsereút KYNA felé térítése a kvinolénsav 

képződése helyett kinurenin 3-hidroxiláz inhibitor alkalmazásával védő hatással bír a konvulziókkal 

szemben és megakadályozza a neuronok pusztulását (Chiarugi és mtsai., 1995, Moroni és mtsai., 2003). 

Mivel az jól ismert, hogy az NMDA receptorok alapvető szerepet játszanak a CSD kialakulásában és 

tovaterjedésében (Lauritzen és Hansen 1992, Marrannes és mtsai., 1988, Somjen 2001), azt 

feltételeztük, hogy a megemelt KYNA koncentráció okozta gátlásuk fékezi a CSD-t. Nem meglepő, hogy 

a PROB-el kombinált kezelés még kifejezettebb hatással bír, hisz gátlódik a KYNA kiürülése a központi 

idegrendszerből, illetve a PROB önmagában is gátló hatást fejthet ki. Azt találtuk, hogy a kezelések 

hatása a CSD-re kifejezettebb a nőstény állatoknál és ezen belül leginkább a ciklus diösztrusz fázisában, 

melyet mind az ösztrogén neuronális excitabilitásra, mind a kinurenin anyagcserére gyakorolt hatása 

magyarázhat. Mint korábban említettük az ösztrogének általánosságban fokozzák a CSD-t a nőstény 

állatokban. Erre utalnak a mi vizsgálati eredményeink is, mert a CSD frekvencia számszerűen magasabb 

a proösztruszban lévő állatoknál, amikor az ösztrogénszint magas (71. ábra). Mivel az elemszám 

alacsony, ez a különbség nem éri el a statisztikailag szignifikáns értéket, hacsak a kontroll és a L-KYN 

adatokat nem vesszük egybe. A glutamáterg neurotranszmissziót, ami alapvető a CSD kialakulásában, 

befolyásolja az ösztrogén, mely megemeli az NMDA receptorok expresszióját és aktivitását a központi 

idegrendszerben (Dominguez és mtsai., 2007, Gazzaley és mtsai., 1996, Tang és mtsai., 2008). A 

dendrittüskék (Brinton és mtsai., 1997) és az NMDA receptor dominálta szinapszisok száma is emelkedik 

ösztrogén hatására és változékonyságot mutat a női nemi ciklus kapcsán (Woolley és McEwen 1992, 

1993, 1994). Mindezen hatások mellett az ösztrogének kinurenin anyagcserére gyakorolt hatása is 

fontos lehet az eredményeink megértésében. Ahogy korábban említettük, a kinureninekre gyakorolt 

hormonális hatás bonyolult, de a legtöbb eredmény azt mutatja, hogy az ösztrogén nem segíti a KYNA 

képződését L-KYN-ből, mivel a fő szintetizáló enzimét, a KAT-ot inkább gátolja. Mindenesetre az 

ösztrogén okozta emelkedett kortikális excitáció és a csökkent KYNA szint együtt nem magyarázza 

egyértelműen a magasabb L-KYN okozta CSD szupressziót a nőstényekben a hímekhez képest, 

összességében inkább az ellenkezőjét várnánk. Azt feltételezzük, hogy a nemek közti különbség 
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leginkább a L-KYN diösztruszban gyakorolt hatásának köszönhető és kisebb mértékben kapcsolható az 

ösztruszhoz. A proösztrusz ösztrogéncsúcsától távol eső, alacsonyabb diösztrusz alatti ösztrogénszint 

csökkenti a glutamáthoz kapcsolódó ingerküszöböt és visszaállítja a magasabb KYNA szintézist, mely 

maximalizálja a L-KYN CSD-t csökkentő hatását. A másik fontos nemi hormon, a progeszteron is szerepet 

játszhat az észlelt változások kialakításában, hisz több adat utal arra, hogy csökkenti az agyi excitabilitást 

(Frye 2010, Lambert és mtsai., 2003) és szintje megemelkedik a diösztrusz alatt (Freeman 2006). A 

progeszteron csökkentheti az NMDA receptorok aktivitását és több módon elősegítheti a L-KYN okozta 

CSD csökkenést: antagonista hatás révén (Frye és Rhodes 2009), a kötőhelyek számának csökkenése 

(Cyr és mtsai., 2000) és az egyik aktivátor, a szigma1 receptor bénítása révén (Maurice és mtsai., 2006). 

Ettől függetlenül valószínűtlen, hogy a progeszteron lényeges szerepet játszik a L-KYN diösztruszban 

észlelhető hatásában. Egyrészt a kontroll nőstény állatok CSD frekvenciája numerikusan alacsonyabb az 

ösztrusz alatt, amikor a progeszteronszint alacsony (71. ábra), mint diösztruszban, amikor a 

progeszteronszint emelkedik. Másrészről annak ellenére, hogy a progeszteronnak antikonvulzív hatást 

tulajdonítanak, in vitro kortikális preparátumokhoz adva az ösztrogénhez hasonlóan inkább emelik a CSD 

előfordulását és amplitúdóját (Sachs és mtsai., 2007), mely jelenséggel párhuzamba állítható az aurás 

migrén rosszabbodása terhességben vagy hormonális fogamzásgátló alkalmazása kapcsán. Végül a 

progeszteron hatását főleg egy metabolitjának, az allopregnenolonnak tulajdonítják, mely a GABAA 

receptorokon hat. Több vizsgálat utal arra, hogy ezen utóbbi receptornak elhanyagolható szerepe van a 

CSD kialakulásában: GABAA agonisták nem befolyásolják a CSD kialakulását (Addae és mtsai., 2011, Ayata 

2009) és a CSD nem módosítja a GABA felszabadulást (Fabricius és mtsai., 1993) és a GABAA receptorok 

expresszióját (Haghir és mtsai., 2009, Redecker és mtsai., 2002). 

Összefoglalva a L-KYN perifériás adásával létrejött KIR-i KYNA emelkedés gátolja a CSD kialakulást az 

agyban, elsősorban az NMDA antagonizmus révén. A L-KYN hatása markánsabb a nőstény állatokban és 

függ a nemi ciklustól is. Ezt a nemi dimorfizmust gonadális hormonok kinurenin anyagcserére gyakorolt 

hatásával és a kortikális ingerlékenység megváltozásával magyarázhatjuk. Emellett nem kizárható háttér 

az agy eltérő fejlődése a nemeknél. Mivel a CSD jelensége megfelel a migrénes aurának, ez új 

lehetőséget biztosíthat migrénellenes kezelések kifejlesztésére is.  

 

4.9. Kinurenin származékok hatása a fejfájás NTG modelljében 

(Fejes-Szabó és mtsai., 2014) 

A KYNA központi idegrendszeri hatásait gátolja, hogy a molekula nehezen jut át a vér-agy gáton (Fukui 

és mtsai., 1991), azonban az előzőekben leírt felhasználási mód (L-KYN +PROB) mellett lehetséges a KIR-

be jobban bejutó KYNA analógok vizsgálata. Ezért kísérleteinkben a vér-agy gáton jobban átjutó KYNA 

származék az N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H kvinolin-2-karboxamid hidroklorid (SZR81) hatását 

vizsgáltuk a trigeminovaszkuláris aktiváció NTG modelljében, patkányokban. 
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73. ábra. Az N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H kvinolin-2-karboxamid hidroklorid (SZR81). 

 

Anyag és módszer 

KYNA meghatározás HPLC-vel  

A kísérletekhez a korábbiakhoz hasonlóan felnőtt hím Wistar patkányokat használtunk. A KYNA 

meghatározáshoz két állatcsoportot hoztunk létre. Az első csoport (n=4) nem kapott aktív kezelést, a 

mintákat egy órával a placebo injekció után dolgoztuk fel HPLC mérések céljából. A második csoport 

patkányai 1 mmol/kg dózisban SZR81-t kaptak (n=5+5), majd 1, illetve 5 órával később az állatokat 

perfundáltuk és a TNC-t eltávolítottuk KYNA meghatározás céljából. A statisztikai analízist nem 

parametrikus Kurskal-Wallis teszttel végeztük, melyet Mann-Whitney U poszt hoc vizsgálat követett. A 

szignifikanciaszint p<0,05 volt. 

Immunhisztokémia 

A patkányokat előkezelés szempontjából 4 csoportra osztottuk. Az első csoport nem kapott aktív 

előkezelést. A többi csoport különböző dózisokban SZR81-t kapott – 0,1 mmol/kg, 0,5 mmol/kg és 1 

mmol/kg adagolással. Egy órával később az állatok felét 10 mg/kg dózisú egyszeri NTG injekcióval 

kezeltük, míg a patkányok másik felét a NTG oldószerével (n=5 csoportonként). Négy órával később a 

perfúziós fixálás után a TNC-t eltávolítottuk, majd a gyorsfagyasztott blokkokból sorozatmetszeteket 

készítettünk, melyen CGRP, c-fos, nNOS és CamKII immunhisztokémiai festést végeztünk. A CGRP 

festődést képanalizátorral vizsgáltuk, a többi metszet esetén a pozitív sejteket megszámoltuk. 

Western blot 

Két előkezelési csoportot alkottunk, az első csoport nem kapott aktív kezelést, míg a második csoport 1 

mg/kg dózisú SZR81 kezelésben részesült. Ezt követően NTG/oldószer injekciók következtek a fenti 

bekezdésnek megfelelően (n=5 csoportonként), majd 4 órával ezután a TNC-t eltávolítottuk CGRP és 

nNOS Western blot céljából. Belső kontrollként -aktint használtunk.  

Viselkedésvizsgálatok 

A vizsgálatot 3 óra 40 perccel a NTG, ill. placebo injekciók adása után végeztük 30 perces habituációt 

követően. Az állatokat open-field dobozba helyeztük, majd 15 percen át rögzítettük a járkálási időt, a 

megtett távolságot és az ágaskodások számát (n=10 csoportonként). Az adatok analízise ANOVA-val 

történt Tukey vagy Tamhane post hoc teszttel. A HPLC esetén Kruskal-Wallis próbát alkalmaztunk, majd 

a páronkénti összehasonlítást Mann-Whitney próbákkal végeztük, melyek értékeit korrigáltuk, ezen 

eredményeket a medián és IQR alapján rögzítettük. A fenti módszerekről részletesebben a 6.1.1., 6.3.1., 

6.3.2., 6.3.3., 6.3.4. és 6.3.5. fejezetekben írunk. 
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Eredmények 

KYNA koncentráció 

A HPLC mérések a TNC-ben egyértelmű KYNA emelkedést mutattak egy órával az SZR81 beadása után a 

kontrollcsoporthoz képest, mely 5 óra elteltével visszatért az alapszintre (74. ábra). Annak ellenére, hogy 

más validálást igényel, vizsgáltuk a plazma KYNA szintjét is, és előzetes eredményeink alapján itt sokkal 

kifejezettebb emelkedés tapasztalható (kb. 50x – ezt az adatot nem tüntettük fel). 

 

74. ábra. KYNA koncentráció SZR81 injekciók után a TNC-ben. 1 órával a kezelés után szignifikánsan emelkedik a kontrollhoz 

képest (* p<0,05). KYNA: kinurénsav, SZR81: szintetikus kinurénsav analóg, TNC: kaudális trigeminális mag. 

Immunhisztokémia 

A TNC felszíni rétegeiben gazdag CGRP rosthálózat, valamint számos c-fos, nNOS és CamKII pozitív sejt 

található, melyek eloszlása homogén volt a vizsgált TNC szakasz teljes hosszán. A CGRP pozitív rostok 

által fedett terület szignifikánsan csökkent NTG kezelés után, ezzel szemben a c-fos, nNOS és CamKII 

festődést mutató sejtek számában a NTG szignifikáns emelkedést okozott. Ezeket a hatásokat az SZR81 

előkezelés dózisfüggő módon ki tudta védeni. A legkisebb alkalmazott adagolás (0,1 mmol/kg) nem 

befolyásolta szignifikánsan a NTG okozta változásokat, míg a magasabb dózis (0,5 mmol/kg és 1 

mmol/kg) kiküszöbölte a NTG hatását a CGRP, c-fos, nNOS és CamKII tekintetében (75-77. ábra). 
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75. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről NTG (b, d, f, h) és placebo (a, c, e, g) kezelés után 4 

órával CGRP (a-d) és c-fos (e-h) immunhisztokémiai festéssel. Öt órával korábban az állatok fele (c, d, g, h) SZR81 előkezelést 

kapott 1 mmol/kg dózisban. A NTG lecsökkenti a CGRP (b) és megemeli a c-fos (f) expressziót a hátsó szarv területén a 

kontrollhoz (a, ill. e) képest. Az SZR81-t kapott állatoknál ilyen változás nem látható. A nyíl c-fos immunpozitív sejtre mutat. 

CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analóg, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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76. ábra. Reprezentatív transzverzális metszetek a patkány TNC területéről NTG (b, d, f, h) és placebo (a, c, e, g) kezelés után 4 

órával nNOS (a-d) és CamKII (e-h) immunhisztokémiai festéssel. Öt órával korábban az állatok fele (c, d, g, h) SZR81 előkezelést 

kapott 1mmol/kg dózisban. A NTG megemeli a nNOS (b) és a CamKII (f) expressziót a hátsó szarv területén a kontrollhoz (a, ill. 

e) képest. Az SZR81-t kapott állatoknál ilyen változás nem látható. A nyilak immunpozitív sejtekre mutatnak. CamKII: 

kalmodulin-függő protein kináz II, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav 

analóg, TNC: kaudális trigeminális mag. 
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77. ábra. Az immunhisztokémiai eredményeket ábrázoló hisztogramok előkezelés nélküli, illetve különböző dózisú SZR81-el 

előkezelt patkány TNC-ben NTG és placebo után (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként). (a) a NTG szignifikánsan lecsökkenti a 

CGRP-IR területet és ezt a hatást az SZR81 dózisfüggő módon kivédi. A NTG megemeli a c-fos (b), nNOS (c) és CamKII (d) 

expresszióját a TNC-ben, melyet az SZR81 előkezelés dózisfüggő módon modulál (** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, 

### p<0,001). CamKII: kalmodulin-függő protein kináz II, CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, IR: immunoreaktív, nNOS: 

neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analóg, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Western blot 

Az adataink alátámasztották az immunhisztokémia által mutatott eredményeket. A NTG szignifikánsan 

lecsökkentette a CGRP és megemelte a nNOS expressziót, míg a legnagyobb dózisú SZR81 előkezelés 

ezt a hatást kivédte (78. ábra). 
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78. ábra. CGRP és nNOS Western blot patkány TNC-ből. A CGRP denzitása lecsökken (a, b), míg a nNOS (c, d) denzitása 

megemelkedik NTG kezelés után. Ezt a hatást 1 mmol/kg SZR81 előkezelés kivédi. (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, * p<0,05, 

*** p<0,001). CGRP: kalcitonin génrelációs peptid, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus 

kinurénsav analóg, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Viselkedésvizsgálatok 

A patkányok által megtett távolság csökkent NTG kezelés hatására, ezt az SZR81 előkezelés ki tudta 

védeni (79. ábra). A mozgással töltött idő tekintetében és az ágaskodások számában nem volt különbség 

egyik csoport között sem. 

 

79. ábra. Az open-field teszt eredményeit ábrázoló diagram. A NTG kezelés lecsökkentette a patkányok által megtett távolságot 

a placebo kezelést kapott állatokhoz képest. Az SZR81 előzetes adása 1 mmol/kg dózisban ezt a hatást kivédte (átlag + S.E.M, 

n=10, * p<0,05). NTG: nitroglicerin, SZR81: szintetikus kinurénsav analóg. 
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Megbeszélés 

A korábbi munkákhoz hasonlóan itt is igazolódott, hogy a NTG képes a trigeminális rendszer 

stimulációjára, mely a CGRP csökkenésével és a c-fos, nNOS, CamKII emelkedésével jár a TNC területén. 

Az immunhisztokémia és a Western blot által kimutatott CGRP csökkenés transzmitter felszabadulást 

jelez a centrális végződésekből, mely az elsődleges érző neuronok aktivitására utal (Zhang és mtsai., 

1994). A másodlagos trigeminális érző idegsejtek területén is hasonló jelenség mutatkozik, melyet az 

emelkedett c-fos megjelenés jelez megerősítve a korábbi vizsgálatok eredményét (Tassorelli és Joseph 

1995, Párdutz és mtsai., 2000, 2002, 2007). Ezen kívül a fájdalommal kapcsolatban jelentkező 

szenzitizációs markernek tartható nNOS és CamKII expresszió (Chacur és mtsai., 2010, Fang és mtsai., 

2002) is megemelkedik ugyanitt. A NTG okozta szenzitizációs folyamatokat már klinikai vizsgálatok is 

megerősítették (Di Clemente és mtsai., 2009). A korábbi kutatások alapján ezekben a folyamatokban 

kiemelt jelentőségű az NMDA és az nAChR receptorok szerepe. Az elsődleges trigeminális neuronok 

fokozott tüzelése megemeli a TNC glutamát tartalmát és ez korrelál az arc szenzoros érzékenységével 

(Oshinsky és Luo 2006). Feltehetőleg az NMDA receptorokon keresztül (Wang és Mokha 1996) terjed át 

az elsődleges trigeminális neuronok aktivitása a másodlagosokra (Burstein és mtsai., 1998). Emellett 

adatok támasztják alá, hogy az NMDA rendszer kapcsolódik a NO kézpződéshez (Entrena és mtsai., 

2005), és interakció van az NMDA és a NO/cGMP rendszer között (Bredt és mtsai., 1990). Az NMDA 

okozta excitotoxicitás mértéke függ a nNOS rendszer által termelt NO többlettől (Garthwaite és mtsai., 

1988). Az NMDA trigeminális fájdalom feldolgozásban játszott szerepét humán vizsgálatok is 

alátámasztják, ahol az antagonista ketamin képes volt a migrénes fájdalmat enyhíteni (Nicolodi és 

Sicuteri 1995). Más glutamát receptorok is megtalálhatóak a TNC-ben (Tallaksen-Greene és mtsai., 

1992), melyek szintén közvetíthetik ezt a hatást. Ezt az elméletet alátámasztják azok a megfigyelések, 

mely szerint az antagonisták képesek kivédeni a c-fos emelkedést (Mitsikostas és mtsai., 1999) és a 

kiváltott válaszokat a TNC-ben (Storer és Goadsby 1999). Ezen másodlagos érző neuronok aktivitását a 

preszinaptikus 7 nikotinos receptorok is modulálhatják, megváltoztatva az ingerületátvitelt a központi 

idegrendszer felé (McGehee és mtsai., 1995, Gray és mtsai., 1996). Az open-field tesztnél is azt észleltük, 

hogy a megtett távolság csökkent a NTG csoportban, mely szintén nociceptív reakcióként értékelhető 

(Denenberg 1969).  

Az SZR81 dózisfüggő módon védte ki a NTG hatásokat: a 0,5 mmol/kg és 1 mmol/kg dózis blokkolta a 

CGRP csökkenést és megakadályozta a c-fos, nNOS és CamKII emelkedést, mely a trigeminális aktiváció 

és szenzitizáció folyamatának gátlására utal. A Western blot vizsgálatoknál hasonló eredményt láttunk 

a CGRP és a nNOS esetében a legmagasabb dózisnál. A HPLC eredmények ismeretében azt gondoljuk, 

hogy az SZR81 legalábbis részben KYNA-vá alakul, és ez felelős lehet az észlelt hatásokért. Mivel a 

központi idegrendszeri KYNA emelkedés csak mérsékelt, ezért úgy gondoljuk, hogy a látottakért 

elsősorban a perifériás KYNA hatása felelős, mely az SZR81-ből alakult ki. Emellett az SZR81 közvetlen 

hatása is feltételezhető elméletileg mind a perifériás, mind a központi idegrendszer területén és ezzel a 

feltételezéssel párhuzamba állítható egy másik, a vér-agy gáton jobban penetráló KYNA-származék 

hasonló hatása egy korábbi kísérletben (Marosi és mtsai., 2010).  

Az SZR81 okozta CGRP felszabadulás markáns csökkenése a trigeminális aktiváció során periférás hatást 

feltételez. A glutamát receptorok megtalálhatók a trigeminális rendszer környéki részén (Quartu és 

mtsai., 2002, Watanabe és mtsai., 1994), és a gátlásuk csökkenti a CGRP felszabadulását (Garry és mtsai., 

2000). Az 7 nikotinos ACh receptorok is jelen vannak a TG-ban (Liu és mtsai., 1998), és a gátlásuk 

szintén csökkentheti a glutamát mennyiségét (Carpenedo és mtsai., 2001) és kivédi a CGRP által okozott 

vazodilatációt az arcon (Just és mtsai., 2005). A GPR35 is jelen van mRNS és fehérje szinten a nociceptív 

pályarendszer területén, beleértve a spinális dúcot és a gerincvelőt is, és negatív módon csatolódik az 

érző dúc adenilát cikláz rendszeréhez, ami befolyásolhatja a fájdalomérzést (Ohshiro és mtsai., 2008). 
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Eredményeinkkel párhuzamba állítható az a korábbi megfigyelés, miszerint a lokálisan adott KYNA 

dózisfüggően képes csökkenteni a mechanikus allodyniát ízületi gyulladásos modellben (Mécs és mtsai., 

2009).  

Az SZR81 másodlagos érző neuronokra gyakorolt moduláló hatása a c-fos expresszió változásával 

mérhető, mely az elsődleges trigeminális nociceptorok gátlása mellett a trigeminális rendszer centrális 

részére kifejtett hatással is létrejöhet. A glutamát receptorok jelen vannak a másodlagos trigeminális 

érző neuronok posztszinaptikus membránján (Tallaksen-Greene és mtsai., 1992), és fontos szerepet 

játszanak ezen idegsejtek nociceptív aktiválásában. Ehhez kapcsolódóan a glutamát receptorok 

blokkolása csökkenti a c-fos expressziót fájdalomban (Mitsikostas és mtsai., 1998, 1999). Az 7 nikotinos 

receptorok gátlása az elsődleges trigeminális érző neuronokon (Liu és mtsai., 1998) pedig csökkentheti 

a glutamát felszabadulását ezek végződéseiből (Carpenedo és mtsai., 2001), és ezáltal mérsékli a 

másodlagos érző neuronok aktiválódását (Carstens és mtsai., 2000). A KYNA és származékainak KIR-i 

hatását bizonyítja az a megfigyelés, hogy az intratekálisan adott KYNA és 7-klorokinurenin dózisfüggő 

módon fejtett ki analgetikus hatást egerekben (Näsström és mtsai., 1992) és patkányokban (Kristensen 

és mtsai., 1993) különböző modellekben. A hasonló módon bejuttatott 5,7 dikloro-kinurenin 

dózisfüggően csökkentette a hiperalgéziát patkányok esetében (Begon és mtsai., 2001). A korábbi 

kísérletek is azt igazolják, hogy a KYN+PROB és egy másik KYNA analóg, az SZR72 sikeresen kivédte a c-

fos aktivációt a TNC területén NTG adása után, míg a KYNA önmagában adva kevésbé volt hatásos, 

feltehetőleg a csökkent vér-agy gát penetrancia folytán (Knyihár-Csillik és mtsai., 2007, 2008).  

Az SZR81 moduláló hatása a nNOS és a CamKII expresszióra a NTG okozta centrális szenzitizáció gátlását 

jelzi, mivel mindkét enzim kiemelt fontosságú ebben a folyamatban (Chacur és mtsai., 2010, Fang és 

mtsai., 2002), mely alatt a folyamatos fájdalmas ingerlés következményeként anatómiai és funkcionális 

plasztikus változások alakulnak ki, ahol az NMDA és az AMPA receptoroknak kulcsszerepük van 

(Latremoliere és Woolf 2009). Ezek a receptorok alapvető fontosságúak a széles, dinamikus sávú 

gerincvelői neuronok hosszú távú potenciációjának kialakulásában hosszantartó C afferens ingerlést 

követően (Svendsen és mtsai., 1998). Viselkedésvizsgálatokban az NMDA antagonista LY235959 mind 

intratekálisan, mind s.c. adva csökkentette a formalin teszt második fázisában mutatott 

viselkedésválaszokat (Davis és Inturrisi 2001). Ezeket az eredményeket is figyelembe véve úgy tűnik, 

hogy az SZR81 a perifériás hatásain túl, az NMDA és/vagy AMPA gátláson keresztül is befolyásolhatja a 

centrális szenzitizáció folyamatát, így a nNOS és CamKII expresszióját is. Az is lehetséges, hogy az 7 

nikotinos receptor gátlása indirekt módon is modulálja ezt a folyamatot a glutamát felszabadulás 

csökkenésén keresztül (Carpenedo és mtsai., 2001).  

A viselkedésvizsgálatok azt mutatják, hogy az SZR81 előkezelt állatoknál nincs különbség a kontroll és a 

NTG csoport között, mely antinociceptív hatásra utalhat. Az előkezelt állatok esetében alacsonyabb a 

megtett távolság abszolút mértéke, melyet centrális mellékhatásnak tulajdoníthatunk, mivel a vér-agy 

gáton átjutó NMDA antagonisták hasonló hatásúnak bizonyultak korábbi vizsgálatokban (Christoph és 

mtsai., 2005). 

Összefoglalva az SZR81 csökkentette a trigeminális aktivációt a periférián és a másodlagos trigeminális 

érző neuronok területén. Ezen túl a TNC-ben kivédte azokat a molekuláris változásokat, melyek a 

centrális szenzitizáció jelenségéhez köthetőek. Amellett, hogy a hatásért részben perifériás folyamat - 

SZR81, KYNA átalakulás - tehető felelőssé, direkt és indirekt központi idegrendszeri mechanizmusok is 

feltételezhetők.  
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4.10. Az anandamid moduláló hatása patkányban szisztémás NTG adása után 

(Nagy-Grócz és mtsai., 2016, 2017) 

Háttér 

A kannabinoid receptorok (CB) G-proteinhez kapcsoltak, két fő típusuk van a CB1 és a CB2, az előbbi 

jelen van a májban, tüdőben és a központi idegrendszerben, míg az utóbbi az immunsejteken 

expresszálódik (Lynn és mtsai., 1994, Pettit és mtsai., 1996). 

Állatkísérletek alapján feltételezhető, hogy az endokannabinoidok szintjének változása kapcsolható a 

fájdalomérzéshez és az antinocicepcióhoz (Guindon és Hohmann 2009). A CB1 receptorok 

megtalálhatóak a TG-ban és az elsődleges érző neuronok centrális nyúlványaiban (Pertwee és mtsai., 

2001), és képesek gátolni a durális innervációt adó A és C típusú trigeminális neuronok tüzelését, ami 

ezen receptorok fájdalomérzésben betöltött szerepére utal (Wilson és Nicoll 2002). Annak ellenére, 

hogy a pszichoaktív mellékhatásaik korlátozzák a terápiás alkalmazásukat (Crawley és mtsai., 1993), az 

endokannabinoidok és a nocicepció kapcsolatát széles körűen vizsgálják. A legelőször felfedezett 

endokannabinoid az N-arachidonil-etanolamid, másnéven anandamid (AEA) CB receptor és TRPV1 

agonista hatással bír (Ross 2003), emellett patkányokban képes kivédeni a NTG okozta hiperalgéziát és 

c-fos emelkedést a TNC területén (Greco és mtsai., 2010), mely arra utal, hogy befolyásolja a trigeminális 

fájdalom feldolgozását.  

 

TRPV1, nNOS, NFkB, COX2, KATII 

Első kísérletsorozatunkban arra kerestük a választ, hogy az AEA kezelés képes-e a trigeminális aktiváció, 

ill. szenzitizáció különböző markereit modulálni a patkány NTG modelljében. A TRPV1, nNOS és NFkB 

mellett a COX2 és a KATII expresszióját vizsgáltuk. 

 

Anyag és módszer 

Kísérleteinkben felnőtt hím Sprague-Dawley patkányokat használtunk. Az állatokat négy csoportra 

osztottuk. Az első csoport volt az abszolút kontroll, az AEA és a NTG oldószerét kapták. A második 

csoport csak NTG kezelésben részesült (10 mg/kg i.p.). A harmadik és negyedik csoport két alkalommal 

kapott AEA (Sigma-Aldrich, USA) injekciókat 5mg/kg dózisban fél órával a NTG, ill. placebo kezelés előtt, 

majd 1 órával ezután. Az állatokat négy órával a NTG/NTG oldószer után perfundáltuk és a TNC-t 

feldolgoztuk immunhisztokémiai festések (TRPV1, nNOS, NFkB, n=6 csoportonként) és Western blot 

(nNOS, COX-2, KATII, n=5 csoportonként) vizsgálatok céljából. Az immunhisztokémiai eljárásokkal festett 

metszeteken a TRPV1 festődést mutató rostok és a nNOS sejtek által fedett terület százalékos arányát 

képanalizátorral határoztuk meg, míg az NFkB festődést mutató sejtek számát optikai disszektor 

módszerrel mértük (Gundersen és mtsai., 1988). A Western blot csíkoknál denzitometriás analízist 

végeztünk, melyet -aktinra normalizáltunk. A statisztikai analízis ANOVA-val történt, Tukey vagy 

Tamhane post-hoc teszttel. Bővebben lásd a 6.1.1., 6.3.1., és 6.3.2. fejezetben. 

 

Eredmények 

Az immunhisztokémiai vizsgálatok alapján kimutatható, 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 csökkenést szintén kivédte az AEA adása (80-85. ábra). 
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80. ábra. (a) Reprezentatív metszetek a patkány TNC-ből TRPV1 festéssel. (b) A TRPV1-IR rostok által fedett terület változása a 

TNC-ben, a NTG hatására szignifikánsan emelkedik a TRPV1 a placebohoz képest, míg az AEA adása ezt a változást kivédi (átlag 

+ S.E.M, n=6 csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, IR: immunoreaktív, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag, 

TRPV1: tranziens receptor potenciál vanilloid 1. Lépték 100 m. 
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81. ábra. (a) Reprezentatív metszetek a patkány TNC-ből nNOS festéssel. (b) A nNOS-IR sejtek által fedett terület változása a 

TNC-ben, a NTG hatására szignifikánsan emelkedik a nNOS a placebohoz képest, míg az AEA adása ezt a változást kivédi (átlag 

+ S.E.M, n=6 csoportonként, ** p<0,01, *** p<0,001). AEA: anandamid, IR: immunoreaktív, nNOS: neuronális nitrogén-oxid 

szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték 100 m. 
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82. ábra. (a) nNOS és -aktin Western blot expresszió a TNC-ben. (b) A kvantitatív elemzés alapján a NTG kezelés szignifikánsan 

megemeli a nNOS relatív optikai denzitását a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatást kivédi (átlag + S.E.M, n=5 

csoportonként, * p<0,05, ** p<0,01). AEA: anandamid, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 
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83. ábra. (a) Reprezentatív metszetek a patkány TNC-ből NFkB festéssel. (b) A NFkB-IR sejtek átlagos száma a TNC-ben. A NTG 

hatására szignifikánsan emelkedik a NFkB a placebohoz képest, míg az AEA adása ezt a változást kivédi (átlag + S.E.M, n=6 

csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, IR: immunoreaktív, NFkB: nukleáris faktor kappa béta, NTG: nitroglicerin, TNC: 

kaudális trigeminális mag. Lépték 100 m. 
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84. ábra. (a) COX2 és -aktin Western blot expresszió a patkány TNC-ben. (b) A kvantitatív elemzés alapján a NTG kezelés 

szignifikánsan megemeli a COX2 relatív optikai denzitását a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatást kivédi (átlag 

+ S.E.M, n=5 csoportonként, ** p<0,01). AEA: anandamid, COX2: ciklooxigenáz-2, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális 

mag. 
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85. ábra. (a) KATII és -aktin Western blot expresszió a TNC-ben. (b) A kvantitatív elemzés alapján a NTG kezelés szignifikánsan 

lecsökkenti a KAT-II relatív optikai denzitását a placebo csoporthoz képest. Az AEA kezelés ezt a hatást kivédi (átlag + S.E.M, 

n=5 csoportonként, * p<0,05). AEA: anandamid, KATII: kinurenin aminotranszferáz 2, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális 

trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

Megfigyeléseink azt mutatják, hogy a CB és TRPV1 agonista AEA kivédi a NTG TRPV1 expressziót fokozó 
hatását. Ez párhuzamba állítható azzal, hogy az ionotróp CB receptorok aktiválódása bizonyos fájdalom 
modellekben a nocicepció receptorainak gátlását, valamint a hiperalgézia csökkenését eredményezi 
(Akopian és mtsai., 2009), és az AEA intratekális adása csökkenti az állatok érzékenységét termikus 
fájdalomra, mely hatást a TRPV1 antagonista capsazepine kivédi (Horvath és mtsai., 2008). Az AEA ezen 
kívül képes deszenzitizálni a TRPV1 receptorokat a vázizomzat arterioláiban (Lizanecz és mtsai., 2006), 
mely arra utal, hogy csökkenti ezen receptorok aktivitását. Másrészről gátolja a CGRP és NO indukált 
durális vazodilatációt pre- és posztszinaptikus támadási ponttal (Akerman és mtsai., 2004). Humán 
vérmintákból kimutatták, hogy az AEA képes a NTG indukált mRNS expressziót visszaszorítani a 
mononukleáris sejtekben (Peng és mtsai., 2014). Nem tudjuk, hogy milyen mértékű a TRPV1 szerepe az 
AEA modulált szenzitizációs folymatokban, de az irodalmi adatok alapján (Akerman mtsai., 2004, 2007) 
inkább a CB1 szerepe tűnik fontosabbnak. 
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A NTG adás után megfigyelhető nNOS emelkedés a TNC területén egy önerősítő folyamatot sejtet a 
másodlagos trigeminális érző neuronokban (Párdutz és mtsai., 2000), melyet az AEA ki tud védeni. Több 
vizsgálati eredmény is alátámasztja a CB1 és a NO rendszer közötti szoros kapcsolatot: a nNOS és a CB1 
kolokalizációt mutat a gerincvelő II laminájában található neuronokon (Salio és mtsai., 2002), míg a NTG 
okozta hiperalgézia az endokannabinoidok szintjének változását okozza a patkány különböző agyi 
régióiban (Greco és mtsai., 2010). A kapott eredményeink párhuzamba állíthatók azokkal a 
megfigyelésekkel, melyben a CB1 agonisták kivédték a KCl indukált nNOS emelkedést a kisagyi 
szemcsesejtekben (Hillard és mtsai., 1999), ill. azokkal a kísérletekkel, melyekben a kannabinoid 
agonisták képesek voltak a neuronok nNOS mRNS szintjét csökkenteni (Carney és mtsai., 2009).  

A NFkB fontos szerepet játszik a NTG okozta neurogén gyulladás kialakulásában (Reuter és mtsai., 2002), 
melyet az AEA modulálni képes. Ennek hátterében állhat, hogy képes a citokin kaszkádra hatva a tumor 
nekrózis faktor által mediált aktivációt gátolni (Sancho és mtsai., 2003). Emellett igazolódott, hogy az 
AEA a lipopoliszacharid okozta aktivitást is képes kivédeni, mely arra utal, hogy gátolja a 
proinflammatoros mediátorokat a NFkB-n keresztül (Nakajima és mtsai., 2006). Ez utóbbi fontosságát 
az is kiemeli, hogy a NFkB gátló pathenolid kivédte a NTG okozta c-fos emelkedést a patkány TNC-ben 
(Tassorelli és mtsai., 2005b). Feltételezhető, hogy az endokannabinoidok a proinflammatoros faktorok 
átírásának gátlásával negatív visszacsatolást biztosítanak a gyulladásos folyamatokban (Berdyshev és 
mtsai., 2001). 

Fontos kiemelni, hogy az AEA a COX2 egyik szubsztrátja, mely prosztaglandint és etanolamidot 
eredményez (Yu és mtsai., 1997). Az AEA sikeresen kivédte a NTG okozta COX2 emelkedést is a kísérleti 
modellünkben. Ennek mechanizmusa nem teljesen ismert, az egyik feltételezés, hogy a termék negatív 
feedback hatása lehet ezért felelős, ami csökkenti a COX2 expressziót. Az AEA képes a citokin indukált 
gyulladásos kaszkád gátlására is, és lehetséges, hogy ez eredményezi a COX2 csökkenő megjelenését. 

A NTG okozta KATII csökkenést megakadályozza az AEA adása, mely 2-arachidonoil-glicerinhez 
hasonlóan csökkenti a kálcium okozta citokróm C felszabadulást a mitokondriumokból, ezáltal védve 
azokat a citokróm mediált károsodástól, mely DNS fragmentációt és apoptózist okozhat (Catanzaro és 
mtsai., 2009, Zaccagnino és mtsai., 2012). Összességében a NTG mitokondriális diszfunkciót okozó 
hatása is feltételezhető, melyet az AEA kivéd a citokróm C felszabadulás gátlásán keresztül. A NO által 
befolyásolt molekulákról és az AEA esetleges támadáspontjairől lásd a 86. ábrát. 

 

86. ábra. A NO által befolyásolt molekulák közötti kapcsolat sematikus ábrázolása. Az AEA lehetséges támadáspontjai. 5HT: 
szerotonin, AEA: anandamid, BK: bradikinin, COX2: cikolooxigenáz-2, IL: interleukin, KATII: kinurenin aminotranszferáz 2, NFkB: 
nukleáris faktor kappa béta, nNOS: neuronális nitrogén-oxid szintáz, NO: nitrogén-monoxid, TRPV1: tranziens receptor 
potenciál vanilloid 1. 
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5HTT 

Háttér 

A kísérleti adatok szerint a migrén és a vérlemezkék 5HT homeosztázisa összefüggenek egymással 

(Danese és mtsai., 2014), és ez utóbbira hatással lehetnek kannabionoidok: a 1-tetrahidrokannabinol 
képes a 5HT vérlemezkékből történő felszabadulását gátolni (Volfe és mtsai., 1985), míg a 5HT felvételt 
többfajta kannabinoid is gátolni képes (Velenovska és Fisar 2007, Volfe és mtsai., 1985). A szerotoninerg 
rendszer és a kannabinoidok perifériás interakciója viszonylag széleskörűen vizsgált téma, viszont 
kevesebbet tudunk a központi idegrendszeri kölcsönhatásokról. Ezek alapján, a korábbi eredményekből 
kiindulva kézenfekvő volt vizsgálni, hogy az AEA előkezelés hatással van-e a NTG indukált 5HTT 
expresszióra. 

 

Anyag és módszer 

A vizsgálathoz felnőtt hím Sprague-Dawley patkányokat használtunk. A csoportok és az állatok kezelése 
megegyezett az előző fejezetben leírtakkal. Négy órával a NTG/placebo adását követően az állatokat 
perfundáltuk, a TNC-t eltávolítottuk immunhisztokémiai (n=6 csoportonként) és Western blot 
vizsgálatok (n=5 csoportonként) céljából. Az immunhisztokémia esetében a 5HTT festődést mutatott 
rostok által fedett terület százalékos arányát határoztuk meg, míg a Western blot esetén a csíkok optikai 
denzitását mértük meg, belső kontrollként GAPDH meghatározást használtunk. Az adatok statisztikai 
elemzése ANOVA-val történt 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 írunk a módszerekről. 

 

Eredmények 

A NTG okozta megemelkedett 5HTT expressziót megerősítette az immunhisztokémiai vizsgálatok 
eredménye és a Western blot is. Érdekes módon azokban az állatokban, akik csak AEA kezelést kaptak a 
csupán NTG kezelésben részesülőkhöz hasonlóan magas 5HTT szint mutatkozott. A kombinált aktív 
kezelést kapott patkányokban (NTG+AEA) viszont meglepő módon alacsony 5HTT expresszió látszott 
mind az immunhisztokémiai, mind a Western blot adatok alapján (87-88. ábra).  
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87. ábra. A 5HTT immunhisztokémiai eredmények összefoglalása. (A) Reprezentatív metszetek a patkány TNC-ből 5HTT 
immunfestés után mindegyik állatcsoportból. Az I. és III. laminákban ábrázolódó rostok denzitása magasabb, mint a II. 
laminában. (B) A 5HTT tartalmú rostok által innervált területek a patkány TNC I-III. laminájában. A NTG és az AEA csoportban 
ez a terület szignifikánsan nagyobb, mint a placebo csoportban. A NTG+AEA kombinált kezelés kioltotta ezt a hatást (átlag + 
S.E.M, n=6 csoportonként, ## p<0,01, $$ p<0,01, ** p<0,01, *** p<0,001). 5HTT: szerotonin transzporter, AEA: anandamid, 

NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. Lépték: 100 m. 
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88. ábra. A Western blot adatok összefoglalása. (A) A 5-HTT és GAPDH Western blotjai a TNC-ből. (B) A NTG és az AEA 
csoportban az optikai denzitás szignifikánsan magasabb a placebo csoporthoz viszonyítva. A NTG+AEA kezelés ezt a hatást 
kivédte (átlag + S.E.M, n=5 csoportonként, # p<0,05, $$ p<0,01, ** p<0,01). 5HTT: szerotonin transzporter, AEA: anandamid, 
GAPDH: glicerinaldehid-3 foszfát dehidrogenáz, NTG: nitroglicerin, TNC: kaudális trigeminális mag. 

 

Megbeszélés 

Eredményeink azt mutatják, hogy a NTG korábban leírt hatása mellett az AEA kezelés jelentős moduláló 
hatással bírt a 5HTT TNC-beli megjelenésére állatkísérletes modellünkben, az AEA önmagában 
megemelte az expressziót. A szakirodalmi adatok alapján az AEA több gén kifejeződését szabályozza 
legtöbbször receptorokon keresztül (CB), de leírtak receptor independens hatást is (Correa és mtsai., 
2008; Mestre és mtsai., 2011; Sancho és mtsai., 2003). Esetünkben nem lehet kizárni az indirekt hatást, 
mivel igazolt, hogy az AEA képes a nNOS aktiválása révén megemelni a NO szintet (Carney és mtsai., 
2009), így lehetséges, hogy a megemelkedett 5HTT szint ennek a következménye. Az is ismert, hogy a 
CB1 receptor aktiváció képes a leszálló pályarendszerek működését megváltoztatni és így csökkenteni a 
nocicepciót, és az AEA is szerepet játszik ebben a jelenségben (Akerman és mtsai., 2004, 2013). A saját 
vizsgálataink is azt mutatták, hogy az AEA előkezelés képes kivédeni a NTG okozta változásokat a 
szenzitizációs és gyulladásos markerek tekintetében a TNC területén. Ennek tükrében váratlan az a 
megfigyelés, hogy az AEA + NTG csoportban a 5HTT expresszió az abszolút kontroll állatokéhoz 
hasonlóan alacsony szintű volt. Ennek oka nem teljesen egyértelmű, és több lehetséges mechanizmus 
is felmerülhet. Lehetséges egy negatív feedback mechanizmus bekapcsolódása, 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 lebontásában részt vevő enzimek aktivitását fokozni a patkányok 
agytörzsében (Greco és mtsai., 2010), ezáltal befolyásolhatja az endokannabinoid anyagcsere utat. Azt 
sem zárhatjuk ki, hogy a kombinált kezelés genomikus szinten hat, és a 5HTT gyors 
expressziónövekedése 4 óra elteltével már nem érvényesül, a szintek visszaesnek. 

Összefoglalva, az AEA kulcsszerepet játszik a trigeminális centrális szenzitizáció markereinek 
modulálásában és hatással van a 5HTT expresszió szabályzására, így feltételezhető, hogy a migrén 
kialakulásában is kiemelkedő jelentőségű a kannabinoid és a trigeminális rendszer kapcsolata. 
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5. ÖSSZEGZÉS (ÚJ EREDMÉNYEK, MEGÁLLAPÍTÁSOK) 

Munkánkban a trigeminális rendszer állatkísérletes aktivációját és szenzitizációját vizsgáltuk és a kapott 

eredményeket igyekeztünk párhuzamba állítani a migrén patomechanizmusára jellemző folyamatokkal.  

1. A NO donor NTG szisztémás adása patkányokban szelektíven fokozza a TNC területén található 

másodlagos trigeminális neuronok nNOS expresszióját. Ez egy helyi önerősítő folyamatot hozhat 

létre, mely magyarázatot adhat a NTG okozta migrénes fejfájás nagyobb latenciájára, és a 

rohamok kapcsán jelentkező centrális szenzitizációs jelenségek modellje lehet, míg a nNOS ezen 

folyamatok markerének tekinthető. 

2. A NTG a CamKII expresszióját is megemeli a TNC területén, mely enzim kulcsszerepet játszik a 

glutamáterg neurotranszmisszió szabályozásában és ezáltal a szenzitizációs folyamatok 

fenntartásában. 

3. A szisztémás NTG adás lecsökkentette a CGRP expressziót mutató rostok által fedett területet 

és a boutonok méretét a TNC területén, mely transzmitterfelszabadulás, a trigeminális rendszer 

aktivációjára utal. Ugyanitt emelkedett a 5HT pozitív rostok mennyisége, ami a perifériás vagy 

centrális szerotoninerg pályák fejfájásban betöltött szerepét erősíti. 

4. A NTG megemelte mind a TRPV1, a COX2 és a NFkB expresszióját a TNC területén, melyek mind 

a gyulladásos folyamatokban és nociceptív működésben szerepet játszó molekulák. 

5. A szisztémás NTG lecsökkentette a kinurenin útvonal enzimeinek expresszióját a TNC-ben, mely 

összességében elsősorban KYNA csökkenést okoz. Az endogén antiglutamáterg hatás 

mérséklődése is szerepet játszhat a szenzitizációs folyamatok felerősödésében a trigeminális 

rendszerben. 

6. Az orofaciális formalin modellel végzett vizsgálatainkban a TNC területén c-fos és nNOS 

emelkedés mutatkozott, mely kapcsolatba hozható az aktivációs és szenzitizációs jelenségekkel. 

7. A TG elektromos ingerlését követően szignifikáns c-fos emelkedést találtunk az ipszilaterális TNC 

területén, mely jelzi a trigeminális aktivációt. Emellett az NRM mindkét oldalán is hasonló 

változást észleltünk, ez indirekt módon következhetett be a kortexen, talamuszon, illetve a PAG-

on keresztül. 

8. A kétféle durális kémiai ingerlésnél CFA adása után nem észleltük a másodlagos trigeminális 

nociceptorok fokozott aktivitását, míg az IS képes volt ezen aktivitást megnövelni, mely c-fos 

expresszióban nyilvánult meg. Ezen eredmények különböző latenciájú trigeminális aktivációra 

utalnak ebben a modellben. 

9. A durális IS alkalmazása megemelte a patkány TNC CGRP, TRPV1 és nNOS tartalmát, mely jelzi 

az aktivációs és szenzitizációs folyamatok aktiválódását ebben a modellben. 

10. A COX2 inhibitorok képesek a NTG okozta nNOS és CamKII változásokat kivédeni a TNC 

területén, míg a COX1 gátlás és a szumatriptán előkezelés erre nem volt képes. Ezek alapján 

valószínűsíthető, hogy a COX2 izoenzim játszik szerepet a szenzitizációs folyamatok 

kialakulásában. A szumatriptán, annak ellenére, hogy effektív a migrén rohamkezelésében, nem 

volt hatásos a kísérletünkben, feltehetőleg a rosszabb vér-agy gát penetranciája miatt.  

11. A krónikus ösztradiol kezelés kivédte a NTG okozta változásokat a 5HT, a CGRP és a CamKII 

tekintetében. Ebben a modellben a hormon adása antinociceptív hatásúnak tűnik. Ezzel 

ellentétben az orofaciális formalin teszt alkalmazásakor az ösztradiol fokozza a TNC c-fos 
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expresszióját és a nociceptív viselkedésmintát. Ebben az esetben pronociceptív hatást tanúsít. 

Ez alapján az ösztradiol hatása a trigeminális fájdalomra komplex folyamat, jelentősen függhet 

a stimulus minőségétől. 

12. A glutamát antagonista KYNA magasabb koncentrációja a központi idegrendszerben vagy a 

KYNA analógok alkalmazása kivédte a NTG okozta változásokat, azaz befolyásolja az aktivációs 

és szenzitizációs mechanizmusokat a trigeminális rendszerben. 

13. A KYNA képes a migrénben is szerepet játszó CSD kialakulását fékezni feltételezhetően a 

glutamát antagonista hatása miatt. Érdekes módon ez a hatás nőstény állatokban kifejezettebb, 

melyet a gonadalis hormonok triptofán anyagcserére és kortikális excitabilitásra gyakorolt 

hatásával magyarázhatunk. 

14. Mind a KYNA, mind a szumatriptán sikeresen kivédi a durális IS kezelés okozta változásokat az 

aktivációs és szenzitizációs markerek tekintetében (CGRP, TRPV1 és nNOS), és ebben a 

modellben hatása hasonló a migrén rohamterápiájában igen hatékony szumatriptánéhoz. A 

KYNA esetében a perifériás és centrális glutamát antagonista hatás érvényesülhet, míg a 

szumatriptán a perifériás 5HT1B/D receptorok blokkolása révén hathat. 

15. A CB receptor agonista AEA kivédte a NTG okozta szenzitizációs marker (TRPV1, nNOS, NFkB, 

COX2 és KATII) változásokat a TNC-ben. 

16. Az AEA képes modulálni a 5HTT expresszióját a NTG modellben. Önmagában adva megemeli a 

5HTT expresszióját, de a NTG-el kombinált kezelés érdekes módon csökkent 5HTT-t 

eredményezett, melyet a két molekula esetleges interakciójával lehet magyarázni. 

 

A migrén kialakításában számos idegrendszeri struktúra vesz részt létrehozva a legmarkánsabb tünetet, 

a fejfájást, mely során a trigeminális rendszer aktivációja és szenzitizációja meghatározó jelenség 

(Dodick 2018). Vizsgálatainkkal ezt a két jelenséget tanulmányoztuk többfajta állatkísérletes modell 

alkalmazásával. Markereket találtunk, melyek mérése információt adhat az állatokban zajló 

folyamatokról, így tükrözhetik a migrénes páciensek trigeminális aktivációjának és szenzitizációjának 

mechanizmusát és lezajlását. Ezek közül kiemelendő a NO donor NTG adásakor megemelkedő nNOS, 

mely szép példája a trigeminális önerősítő folyamatoknak, és jelentősége humán vizsgálatokkal is 

igazolódott (Olesen 2010). A különböző aktivációs és szenzitizációs markerek viselkedésének 

feltérképezése után vizsgálatainkkal a változások modulálására fókuszáltunk. Egyrészt migrénben is 

használatos hatásmechanizmusú farmakonokat próbáltunk ki és igazoltuk, hogy a COX2-nek kiemelt 

jelentősége van a trigeminális aktiváció kialakulásában. Más farmakológiai támadáspontú szerek közül 

a KYNA és származékai nagy hatékonysággal védték ki a migrén különböző modelljeiben észlelhető 

változásokat, melyet elsősorban a glutamát antagonista hatásuknak tulajdonítunk. Ezen vegyületcsoport 

a későbbiekben ígéretes jelölt lehet a klinikai gyógyszervizsgálatokban. A kannabinoid agonista 

anandamidnak is fontos hatása volt a modellekben, mely a CB receptorok szerepére utalhat a fejfájások 

patomechanizmusában.  

A migrén és a fejfájások általában jelentős szexuális dimorfizmust mutatnak, emiatt érdekes kísérleteket 

végeztünk az ösztrogén hatásának feltérképezése céljából ezekben a modellekben. Eredményeink 

alapján elmondható, hogy az ösztradiol hatása komplex, akár pro- akár antinociceptív is lehet az 

alkalmazott modelltől függően. Ez párhuzamba állítható azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint a 

nemi hormonok fejfájások klinikumára gyakorolt hatása bonyolult folyamat, nem csak a hormonok 
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aktuális koncentrációja, hanem annak változása is fontos lehet, nem beszélve a gonadális hormonok 

egymásra hatásáról.  

Ezek az alapkutatásban elért eredmények hozzájárulhatnak a fejfájások és a migrén folyamatainak 

pontosabb megértéséhez és új támadáspontú kezelések kifejlesztésére adhatnak lehetőséget. 

 

6. ANYAG ÉS MÓDSZER 

6.1 A migrén állatkísérletes modelljei 

6.1.1. NTG szisztémás adása patkányban 

A kísérletekhez felnőtt patkányokat használtunk (Wistar, Sprague-Dawley), a kezelésben részesülő 

állatok 10 mg/kg dózisú NTG injekciót kaptak s.c. (Nitrolingual® Pohl Boskamp GmbH, Németország 

oldatból készítve), a kontrollcsoport a gyógyszer gyári oldószerét kapta (Pohl Boskamp GmbH, 

Németország). 

 

6.1.2. Patkány orofaciális formalin modellje 

A felnőtt patkányok fele 50 l 1,5%-os formalin oldatot (0,55% formaldehid tartalom) kapott 26 G-s 

injekcióstűvel s.c. a jobb oldali felső bajuszpárnába, míg a kontroll csoportnál 50 l fiziológiás sóoldatot 

injekcióztunk. 

 

6.1.3. A TG elektromos ingerlése patkányban 

A kísérletekben felnőtt Sprague-Dawley patkányokat használtunk. Az állatokat mély klorálhidrát (Sigma-

Aldrich, USA) altatásba helyeztük (400 mg/kg intraperitoneálisan – i.p. adott gyógyszer segítségével), 

majd sztereotaxiás állványba rögzítettük (Stoelting Co., USA). A bőrmetszés után egy fogorvosi fúróval 

lyukat vájtunk a bregmától 3,2-3,4 mm-re hátra és 2,8-3,2 mm-re laterálisan majd ezt követően egy 

koncentrikus bipoláris elektródát (FHC Inc., USA) süllyesztettünk a TG-ig. A kontrollcsoport nem kapott 

elektromos ingerlést, az elektróda 30 percen keresztül ebben a helyzetben volt. Az ingerelt csoport 

állatai 30 percen keresztül 10 Hz frekvenciájú, 0,5 mA áramerősségű és 5 ms impulzushosszúságú 

ingerlést kaptak (Electrostimulator ST3, Medicor Magyarország). Az ingerlés alatt jelentkező rágóizom 

aktivitás jelezte az elektróda jó helyzetét, mely utóbbit a TG feldolgozásánál is ellenőriztük.  

Más kísérletekben enyhébb elektromos stimulációt is alkalmaztunk, ebben az esetben a kísérlet 

hasonlóan zajlott az előzőekben leírtakhoz, de az elektróda behelyezése 5 percig tartott, az ingerlés 5 

Hz frekvenciával, 0,5 mA áramerősséggel és 5 ms impulzushosszúsággal történt.  

 

6.1.4. A patkány dura mater kémiai ingerlése 

A felnőtt patkányokat (Sprague-Dawley) 400 mg/kg klorálhidrát (Sigma-Aldrich, USA) i.p. adásával 

altattuk el, majd sztereotaxiás állványba rögzítettük őket (Stoelting Co., USA). A skalpot lidokain 

infiltrációval érzéstelenítettük (20 mg/ml; Egis, Magyarország, melyet 1 mg/ml koncentrációra 

hígítottunk) 4,5 mg/kg dózist alkalmazva. Fogászati fúróval 2x2 mm-es lyukat fúrtunk a koponyán 

(bregmától 5 mm-re hátra és a középvonaltól 3 mm-re oldalt a jobb félteke felett), melyet alacsony 

sebességgel és folyamatos fiziológiás sóoldatos hűtéssel végeztünk, ügyelve, hogy a dura ne sérüljön. Az 
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állatok egy részénél a durális felületre CFA-t adtunk, mely inaktivált Mycobacterium bovis olajos 

szuszpenziója (Sigma-Aldrich, USA), az állatok másik része IS-t kapott (1 mM bradikinin, 100 μM 

prosztaglandin, 1 mM 5HT, 1 mM hisztamin, pH: 5,0 20 mM HEPES pufferben). A kontrollcsoportok 

fiziológiás sóoldat vagy SIF kezelést kaptak (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2,5mM CaCl2, 10 mM 

glükóz 10 mM HEPES pufferben, pH: 7,3). Az oldatok oldalirányú áramlását megakadályozandó, az 

állatok fejét úgy pozícionáltuk, hogy a durális ablak vízszintes legyen. Húsz perc után a területet 

fiziológiás sóoldattal mostuk le. 

 

6.1.5. A CSD kiváltása és regisztrációja kísérleti állatokban 

A felnőtt Sprague-Dawley patkányokat klorálhidrát (Sigma-Aldrich, USA) segítségével altattuk el (400 

mg/kg i.p.), majd ezt követően sztereotaxiás készülékben rögzítettük őket (David Kopf Instruments, 

USA), a rectalis testhőmérsékletet melegítő takaró segítségével (ATC 1000®, WPI Inc., USA) 36,5-37C 

között tartottuk a beavatkozás során. A koponyán 3 db 1-2 mm átmérőjű fúrt lyukat készítettünk 2 mm-

re a középvonaltól: 7 mm-el a bregma mögött (occipitális régió – stimulációs hely), 4 mm-el a bregma 

mögött (occipitoparietális regisztráló hely), 1 mm-el a bregma előtt (frontális regisztráló hely). A CSD-t 

1 M KCl-al átitatott vattával váltottuk ki, melyet a stimulációs helyen a durára helyeztünk. A CSD 

hullámokat 1 órán át regisztráltuk és az 5 mV-nál nagyobb negatív potenciálváltozásokat figyelembe 

véve frekvenciát számoltunk (Ayata és mtsai., 2006). A két regisztrációs pont segítségével a CSD terjedési 

sebességét is meg tudtuk határozni, illetve kiszámítható volt az occipitoparietális – frontális CSD 

megjelenési arány is. A potenciálváltozásokat üveg, mesterséges cerebrospinális folyadékot tartalmazó 

(NaCl 130 mM, MgSO4 1,25 mM, KCl 3,5 mM, NaH2PO4 1,25 mM, CaCl2 2 mM, NaHCO3 24 mM, glucose 

10 mM, pH 7,4) mikropipettákba helyezett Ag/AgCl elektródákkal detektáltuk, melyeket a kortexbe 

süllyesztettünk (átlagosan 800 m-el a dura alá). A referencia elektródát a nyak szubkután szöveteibe 

vezettük. Az elektromos jeleket ISODAM-8A készülékkel erősítettük 10 kHz sávszélességnél (WPI Inc., 

USA), a digitalizáció 200 Hz mintavételi frekvenciával történt, majd a tárolást és az elemzést a Micro1401 

MKII és Spike2 szoftver segítette (CED Co., UK). 

 

6.2. Ovariektómia és ösztrogénkezelés 

A nőstény Sprague-Dawley patkányokat 2 hónapos korukban műtöttük 400 mg/kg dózisú i.p. 

klorálhidrát altatásban (Sigma-Aldrich, USA). A beavatkozás előtt az állatok hátát leborotváltuk, majd 

fertőtlenítés után az aszeptikus körülményekre továbbra is ügyelve az állatok hátán kb. 3 cm hosszú 

középvonali vágást ejtettünk a hát alsó harmadában, ezt követően 1,5 cm hosszú peritoneális metszést 

ejtettünk és a hasüregben felkerestük a petefészkeket. Az erek lekötése után a petevezetékeket 

átvágtuk és a petefészkeket eltávolítottuk. Ezt követően az állatokat véletlenszerűen két csoportba 

osztottuk. Az OVX csoport állatainak bőre alá két darab koleszterollal (15 mg, Sigma-Aldrich, USA) töltött 

15 mm hosszúságú szilikonkapszulát (3,18 mm külső átmérő és 1,57 mm belső átmérő, Dow Corning, 

USA) helyeztünk, míg az OVX+E2 csoport állatai ugyanilyen kapszulákat kaptak, de azok ösztradiol (7,5 

mg, Fluka, Sigma-Aldrich, USA) és koleszterol (7,5 mg) 1:1 arányú keverékével voltak megtöltve. A 

kapszulákat a lapockák közötti területre ültettük be, majd a hashártyát és a bőrt felszívódó varratokkal 

zártuk. A műtéti eszközöket 70%-os etanolban fertőtlenítettük. Az állatok hőmérsékletét elektromos 

melegítő takaróval tartottuk fent. További fájdalomcsillapítás céljából az állatok carprofent (Rimadyl® 

Zoetis, Magyarország) kaptak 5 mg/kg dózisban s.c. a műtét napján 3 alkalommal, egyszer a beavatkozás 

előtt, majd azt követően kétszer (24, ill. 48 óra elteltével).  
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6.3. Vizsgálati módszerek 

6.3.1. Immunhisztokémiai vizsgálatok 

Az állatokat mély pentobarbital (Nembutal®, Sanofi-Synthelabo, Franciaország, 80 mg/kg) altatást 

követően transzkardiálisan perfundáltuk 100 ml fiziológiás sóoldattal, majd 500 ml foszfát puffer 

sóoldatban (PBS) oldott 4%-os formalinnal. A megfelelő szövetmintákat (TNC, Th1 gerincvelői 

szegmentum, agytörzs többi része) eltávolítottuk és egy éjszakán át posztfixáltuk.  

Krioprotekciót követően (10% majd 20%, illetve 30%-os szacharóz oldatban egy éjszakán keresztül) a 

szövetmintákból fagyasztott 30 m sorozatmetszeteket készítettünk kriosztát segítségével. A 

metszeteket egymás után egy 18 lyukú sejtkultúra lemezbe gyűjtöttük össze 0,1 M-os PBS oldatban. 

Mivel a sorozatmetszetek egymás után kerültek a lyukakba, az egy helyen lévő metszetek közötti 

távolság 0,54 mm volt. A metszés előtt a blokkok elülső, releváns struktúrát nem tartalmazó oldalán a 

középvonaltól oldalra egy felszínes ferde metszést ejtettünk, mely segített a metszetek későbbi 

sorrendbe rendezésében. A szabadon úszó metszeteket először 0,3% H2O2 oldattal kezeltük, hogy 

gátoljuk az endogén peroxidázokat, majd több alkalommal 0,1 M-os PBS 1%-os Triton X-100-t (Spektrum 

3D Magyarország) (PBS-T) tartalmazó oldatban mostuk. Ezt követően a metszeteket inkubáltuk a 

megfelelő primer antitestekkel (1. Táblázat), majd ismételt többszöri mosás következett PBS-T oldatban. 

Ezt követően a mintákat a másodlagos antitesttel inkubáltuk a primer antitest speciesének megfelelőt 

választva (1:600 hígításban szobahőn 2 órán át). Ismételt PBS-T-s mosások után az immunhisztokémiai 

reakciót Vectastain® (Vector Laboratories Inc., USA) avidin-biotin kittel (ABC) tettük láthatóvá nikkel-

ammónium-szulfáttal felerősített 3’,3’ diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA) segítségével. A reakció 

specificitását az elsődleges antitest kihagyásával ellenőriztük. A metszeteket nagyító alatt a megfelelő 

sorrendben tárgylemezre vittük, majd száradás után DPX médiummal (Scharlau Chemie, Spanyolország) 

lefedtük őket. A metszeteket Nikon Phase Contrast (Nikon Corporation, Japán) vagy Zeiss Axioimager 

fénymikroszkóppal vizsgáltuk (Carl Zeiss Microscopy, Németország).  
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1.Táblázat. Az immunhisztokémiai festésekhez használt elsődleges antitestek részletes adatai 

Antigén Ellenanyag 
állatfaj 

Hígítás Inkubáció Előállító cég 

nNOS nyúl 1:20000  
 
 

2 éjszaka, 4oC 
(3.1.1. 3.2.3., 
4.1., 4.2.,) 

Euro-Diagnostica, Svédország B 220-1 

nNOS nyúl 1:5000 1 éjszaka 
szobahőn (4.9.) 
 
2 éjszaka, 4oC 
(3.4.2, 4.3, 4.6. 
4.7, 4.10)  

EuroProxima, Hollandia 2263B220-1 

c-fos nyúl 1:3000  
 
1:2000 
 
1:1000  
 
1:1000 
 
1: 2000 

3 éjszaka, 4oC 
(3.1.1.,3.2.3.) 
2 éjszaka 4oC 
(3.3.1.) 
2 éjszaka 4oC 
(3.3.1.) 
1 nap szobahőn 
(4.9.)  
1 nap szobahőn 
(3.4.1. 4.5.) 

Santa-Cruz Biotechnology, USA sc-52-G 
 
 
 
 
 
Santa-Cruz Biotechnology, USA sc-7202 
 

CGRP nyúl 1:20000 2 éjszaka 4oC 
(3.1.2., 4.4.)  

Amersham Biosciences AB, Svédország; 
RPN. 1842 

CGRP nyúl 1:20000 2 éjszaka 4oC 
(3.2.2., 3.4.2., 
4.3., 4.7., 4.9.) 

Sigma, Németország, C-8198 

5HT nyúl 1:200000 2 éjszaka 4oC 
(3.1.3., 4.4.) 

DiaSorin Inc., USA, 20080 

5HTT nyúl 1:100000 2 éjszaka 4oC 
(3.1.3., 4.10.) 

Merck Millipore, USA ab9726 

CamKII egér 1:2000 3-4 éjszaka 4oC 
(3.1.4., 4.1., 
4.4., 4.9.) 

Sigma Chemical Co., USA, C265  

TRPV1 nyúl 1:500 
 
 
1:1000 

1 nap szobahőn 
(3.1.5., 4.10.) 
1 nap szobahőn 
(3.4.2.,4.3.,4.7.) 

Santa Cruz Biotechnology, USA, s.c.28759 

NFkB nyúl 1:100 2 éjszaka 4oC 
(3.1.5., 4.10.) 

Abcam, Egyesült Királyság ab97726 
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6.3.2. Western blot 

Az állatokat mély pentobarbital (Nembutal®, Sanofi-Synthelabo, Franciaország, 80 mg/kg) altatást 

követően transzkardiálisan perfundáltuk 200 ml fiziológiás sóoldattal, majd a megfelelő szövetrészeket 

(TNC, Th1 gerincvelői szegmentum, agytörzs egyes részei) sztereomikroszkóp alatt izolálva 

eltávolítottuk. Az így kapott minták tömegét megmértük, majd jéghideg lízispufferben egy percig 

ultrahangos szonikátorral homogenizáltuk 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1% Igepal, 0,1% kólsav, 2 

μg/ml leupeptin, 2 mM PMSF, 1 μg/ml pepstatin, 2 mM EDTA és 0,1% SDS oldatban. Ezután a mintákat 

12000 rpm-en, 10 percig, 4°C-on centrifugáltuk, majd a fehérjét tartalmazó felülúszót felhasználásig -

20°C-on tároltuk. A fehérjekoncentrációkat Bradford (Bradford 1976) vagy BCA Protein Assay Kit 

(Millipore, USA) segítségével határoztuk meg. Az azonos mennyiségű fehérjét (20 g/sor) tartalmazó 

mintákat SDS-PAGE protokoll szerint futtattuk 200V feszültséget alkalmazva 1 órán keresztül, 10%-os 

Tris-glicin géllel, míg a CGRP esetén 15%-os gélt alkalmazva. Az elektrotranszfer Immobilon P (Millipore, 

USA) vagy Amersham Hybond ECL (GE Healthcare Life Sciences, Magyarország) membránra történt. A 

transzfert blokkolás követte 5%-os zsírmentes tejpor oldatban, és ezután a membránokat a megfelelő 

protein és belső kontroll fehérje primer antitest oldatában inkubáltuk (2. Táblázat). A másodlagos 

antitest hozzáadása után a fehérjecsíkokat ECL Western blot analízis készlettel (Amersham Biosciences 

AB, Svédország) vagy Super-Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, USA) rendszerrel 

vizualizáltuk, a kvantitatív vizsgálatot lézer denzitométerrel végeztük (Pharmacia LKB, Svédország). A 

specifikus csíkok optikai denzitását megmértük és ugyanazon minta belső kontroll fehérjéjének 

denzitásával korrigáltuk.  
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2.Táblázat: A Western blothoz használt elsődleges antitestek részletes adatai 

Antigén Ellenanyag állatfaj Hígítás Előállító cég 

nNOS egér 1:1000 (3.1.1., 4.1., 
4.2.) 

Transduction Laboratories, USA 
N31020 

nNOS egér 1:2500 (4 4.9., 4.6.) 
1:2000 (4.10.) 

BD Biosciences, USA, 610308 

CamKII egér 1:1000 (3.1.4., 4.4.) Sigma Chemical Co., USA, C265 

CGRP nyúl 1:2000 (4.9.) Sigma-Aldrich, Németország, C-8198 

5HTT nyúl 1:2000 (3.1.3., 
4.10.) 

Merck Millipore, USA, ab9726 

COX2 nyúl 1:1000 (3.1.5, 
4.10.) 

Proteintech, USA, 12375-1-AP 

KATII egér 1:10000 (3.1.6., 
4.10.) 

Santa Cruz Biotechnology, USA, sc-
67376 

TDO nyúl 1:500 (3.1.6.) LifeSpan BioSciences, USA, LS-
C111058 

IDO nyúl 1:500 (3.1.6.) Abcam, Egyesült Királyság, ab106134 

KYNU nyúl 1:500 (3.1.6.) Abcam, Egyesült Királyság, ab96365 

KMO nyúl 1:4000 (3.1.6.) Abcam, Egyesült Királyság, ab83929 

-aktin egér 1:4000 (3.1.4., 4.1., 
4.2., 4.4.) 

Sigma Chemical Co., USA, A5441 

-aktin egér 1:2000 (4.6.) 
1:10000 (4.9.) 
1:100000 (3.1.5., 
3.1.6., 3.1.8. 4.10.) 

Calbiochem, USA, CP01 

GAPDH nyúl 1:1000 (3.1.6 4.10.) Cell Signaling Technology, USA, 8884 
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6.3.3. HPLC 

Az állatokat klorálhidrát altatást követően (0,4 g/kg, Sigma-Aldrich) 5 percen keresztül PBS-el 

transzkardiálisan perfundáltuk. A mintákat eltávolítottuk, majd az analízisig -70 C-on tároltuk, később 

250 l desztillált vízben homogenizáltuk és 62,5 l 8%-os perklórsavval deproteináltuk őket. Az 

Eppendorf csövek tartalmát 10 percen át 4oC-on 12000 rpm fordulatszámon centrifugáltuk és a 

felülúszót fecskendőhöz kapcsoltan (Millipore, Bedford, USA, SLHV 013 NL) szűrtük át. 

A minták KYNA koncentrációját Agilent 1000 HPLC rendszerrel (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) 

határoztuk meg fluoreszcens detektálással (excitációs és emissziós hullámhossz 344, illetve 398 nm). Az 

50 l térfogatú mintákat Hypersil ODS HPLC oszlopra vittük (150 mm x 4 mm, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA, 30105-154030). Izokratikus kromatográfia történt 0,2 M cink acetátot és 5% 

acetonitritet tartalmazó mobil fázissal (pH =6,2), 1 ml/perc áramlási sebességgel. A KYNA retenciós ideje 

kb. 6 percnek bizonyult, az értékeket pmol/g nedves tömegben fejeztük ki. 

 

6.3.4 Képanalízis 

A hátsó szarvban a CGRP- és 5HT-IR rostok által borított területet képanalizátorral határoztuk meg Image 

Pro Plus 4.0 rendszer segítségével (Media, Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). A metszeteket 

átmenőfényes mikroszkópiával vizsgáltuk 10x vagy 4x nagyítású objektív segítségével. A képeket egy 

SONY 950-PP CCD kamerával (Sony Corporation, Japán) vettük fel és a kép digitalizálása után kijelöltük 

azt a határértéket, mely segítségével meghatározható az IR rostok által fedett terület (diszkriminációs 

lépés). Mivel a manuális határérték beállítás hibás méréseket eredményezhet, ezért ezt igyekeztünk 

objektivizálni és automatizálni: a program először denzitás hisztogramot hozott létre és a határértéket 

ott jelezte, ahol a hisztogram lapos része (sötétebb – denz, pixelek) meredeken emelkedni kezdett. A 

program kiszámolta a határértéknél sötétebb pixelek által fedett területet, mely megfelel a rostok által 

fedett területnek. Kalibrációként ismert területű különböző alakú képeket használtunk. A méréseket 

vakon végeztük, legalább 16 metszetet vizsgáltunk minden állatcsoportnál és az értékeket átlagoltuk.  

A fentiekhez hasonlóan jártunk el további kísérleteinkben, amikor a 5HTT-, a TRPV1- és a nNOS-IR által 

fedett területet határoztuk meg a hátsó szarv területén. A képeket AxioCam MRc Rev. 3 kamerával (Carl 

Zeiss Microscopy, Németország) készítettük, majd Image Pro Plus 6.2 rendszer segítségével (Media, 

Cybernetics, USA) elemeztük. A pixel-denzitás hisztogram alapján a program meghatározta a 

határértéket és kiszámolta az IR által fedett terület százalékos arányát. A NFkB sejtek számát optikai 

disszektor módszerrel határoztuk meg (Gundersen és mtsai., 1988) és térfogategységre adtuk meg. 

Az CGRP- és 5HT/5HTT-IR boutonok méretét ugyanezzel a felszereléssel 40x nagyítású objektív 

használatával határoztuk meg. Ezen nagyítás mellett egy metszeten belül különböző optikai síkokkal is 

történhetett a mérés. Beazonosítottuk a fókuszban lévő boutonokat és ezt követően a program ezek 

méretét, mint egyedi objektumokét meghatározta. Minden állatcsoportban 450-500 boutont mértünk 

le.  

 

6.3.5. Viselkedésvizsgálatok 

Viselkedésvizsgálatok NTG szisztémás adása után 

Az open-field teszt előtt az állatokat egy félhomályos, csendes helyiségben 30 percen keresztül 

szoktattuk. A méréseket világosban végeztük délelőtt 11 és délután 4 óra között. Elkerülendő a NTG 

kardiovaszkuláris hatásai kapcsán kialakuló viselkedésváltozásokat (Markovics és mtsai., 2012) a 
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teszteket 3 órával és 40 perccel a NTG vagy placebo beadása után kezdtük. Az állatokat az open-field 

dobozba helyeztük (48 x 48 x 40 cm, Experimetria Ltd., Magyarország), majd 15 percen keresztül 

rögzítettük a járkálási időt és távolságot és az ágaskodások számát. Ezeket az adatokat Conducta 1.0 

viselkedésanalizáló programmal elemeztük ki (Experimetria Ltd., Magyarország). Az állatok nem kaptak 

élelmet vagy vizet a kísérlet alatt és minden vizsgálat után fertőtlenítettük a dobozt.  

 

Viselkedésvizsgálatok az orofaciális formalin modellben 

A viselkedésvizsgálatokat nappal végeztük (reggel 8 és délután 2 óra között) zajmentes körülmények 

között egy 30x30x30 cm-es tükörfalú terráriumban, melyet a doboz felett 1 méterrel elhelyezkedő 

videokamerával rögzítettünk (Logitech HD Webcam C615; Logitech Inc., Newark, NJ, USA). Tíz perces 

habituáció után a patkányok jobb oldali bajuszpárnáiba 50 l formalin vagy fiziológiás sóoldatot 

injektáltunk. Ezt követően az állatokat azonnal visszatettük a dobozba, ahol 45 percen keresztül 

vizsgáltuk őket. A patkányok ez idő alatt nem kaptak enni- vagy innivalót, minden vizsgálat után 

fertőtlenítettük a terráriumot, és a felvételeket egy, a kísérletektől független személy értékelte ki. A 45 

perces időtartamot 15x3 perces blokkokra osztottuk, és a beoltott terület vakarásával töltött összes idő 

másodpercben adta meg az adott blokk nociceptív pontszámát. Kontrollként a fiziológiás sóoldatot 

kapott állatok viselkedésválaszát alkalmaztuk, mint ahogy ezt a korábbi tanulmányokban leírták 

(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 

elemzőprogrammal végeztük. A szignifikanciaszint P<0,05 volt. 
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