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List of abbreviations

AMPA a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-izoxazol-propionat

a7-nACh a7-nikotinos acetilkolin

Cl-C2 nucleus tractus spinalis nervi trigemini pars caudalis cervikalis szakasza

CaMKlla kalcium/kalmodulin-fig§ protein kinaz Il alfa

CGRP kalcitonin gén-relacios peptid

GPR-35 G-protein-kapcsolt-35 receptort

HPLC nagy hatékonysagu folyadékkromatogréafia

i.p. intraperitonealis

IR immunreaktiv

KYNAal N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-H-quinolin-2-karboxamid
hidroklorid

KYNAa2 N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H-quinolin-2-karboxamid hidroklorid

L-KYN L-kinurenin

NMDA N-metil-D-aszpartat

nNOS neuronalis nitrogén-monoxid szintaz

NO nitrogén-monoxid

NTG nitroglicerin

PROB probenecid

TNC nucleus tractus spinalis nervi trigemini pars caudalis

tskg testsuly kg



Bevezetés

Migrén

Az elgidleges fejfajasok kdzé tartozd migrén az egyik yaggribb neuroldgiai betegség,
amelynek pontos patomechanizmusa nem ismert. A emég rohamok kialakulasaban
azonban alapvéta trigeminalis rendszer aktivalodasa és szeneit@ amelynek soran az
elsdleges  trigeminalis  neuronok  centrdlis és  periridaidegvégédéseildl
neurotranszmitterek szabadulnak fel, mint példaglusamat vagy a kalcitonin gén-relacios
peptid (CGRP). Kovetkezésképpen migrénesekben anraiatt a vena jugularis externaban
emelkedett CGRP szint mértieAA centralisan felszabadult neuroaktiv anyagokaaadlagos
trigeminalis neuronokat aktivaljadk, amelyek a nyékbben Iéw, de az el§ két cervikalis
gerincvebi szegmentumig lehtzddducleus tractus spinalis nervi trigemini pars caudalis
(TNC) magban helyezkednek el. Az aktivalédas &fiasan hasznalt markere a c-Fos
transzkripcids faktor. A perifériarol érk&zZolyamatos, hosszan tartdé ingerlés hatasara a
masodlagos idegsejtekben létrejon a centralis #z#Tid, amelyben a glutamat receptorok,
a neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) éslailim/kalmodulin-fig§ protein kinaz
Il alfa (CaMKIla) fontos szerepet jatszanak. A centralis szenzitiza migrénes roham soran
az allodynia jelenségében nyilvanul meg, amely piésd szempontbdl kritikus, hiszen
kialakulasa utén jeleéisen romlik a roham kezellésege.

A migrénes fejfajas nitroglicerin modellje

A nitrogén-monoxid (NO) donor nitroglicerin (NTGyisztémas adasa a migrén egyik
human és allatkisérletes modellje. A NTG altalanosanert mellékhatasa egy, a beadast
koveten azonnal kialakul6 fejfajas, amelyet migrénesekidhany 6ra elteltével egy tipusos,
gyogyszerek képesek kivédeni vagy megszintetni. &tuwizsgalatokban az NTG képes
aktivalni és szenzitizalni a trigeminalis rendszsstez a jelenség allatkisérletes koriilmények
kozott is kimutathatd: a TNC cervikalis szakasz@i-C2) a NTG (i) csokkenti a CGRP-t
tartalmazo rostok altal lefedett terlletet, amelyamszmitter felszabadulast és azelsges

trigeminalis nociceptorok aktivalédasat jelzi, (moveli a c-Fos expressziot tikrozve a



masodlagos trigeminalis idegsejtek aktivalodasdiamint (iii) fokozza a nNOS és CaMKill

immunreaktivitast, amelyek a centralis szenzitiaad¢olyamatok jelenlétére utalnak.

Kinureninek

A kinurénsav L-kinureninél (L-KYN) keletkezik az endogén triptofan metabotias 95%-
aert felebs kinurenin atvonal soran. Kisérletes eredményelpjah a kinurénsav
neuroprotektiv és hatékony a fajdalomcsillapitasbaamely feltehéen annak kdszonhit
hogy képes gatolni a f4jdalomérzés patomechanizmansé fontos szerepet jatsz6 ionotrop
glutamat N-metil-D-aszpartdt (NMDA) és-amino-3-hidroxil-5-metil-4-izoxazol-propionéat
(AMPA), valamint az a7-nikotinos acetilkolin ¢7-nACh) receptorokat, tovabba képes
serkenteni a G-protein-kapcsolt-35 receptort (GBR-3Terapias alkalmazhatosaganak
viszont hatart szab az, hogy csak kis mennyisédépes atjutni a vér-agy géaton, ezert
kisérletes korulmények kozott sokszor az L-KYN-tsh@éljak, amely énmagaban nem
neuroaktiv vegyulet, viszont kdnnyen atjut a véy-agaton és dozisfuggmaodon képes
fokozhaté probeneciddel (PROB), amely a vér-agyomyas jelenlé$ és a kinurénsav
kozponti idegrendszedb tortérs kilruléséért is felés szerves sav transzportereket gatolva
éri el hatasat. Tovabbi leléseget jelent az olyan, Ujonnan szintetizalt kinsaén
szarmazékok hasznéalata, amelyek feltételégmejobban atjuthatnak a veér-agy gaton és
megtartjak a kiindulasi vegyulet bioldgiai hatdsaés/vagy a kodzponti idegrendszerben

visszaalakulnak kinurénsavva.

Célok

A fentiek alapjan kisérleteink célja az volt, hoBRROB-el kombinalt L-KYN-el és két
gjonnan szintetizalt kinurénsav szarmazékkal tbrigazelést kovéen (i) megmérjuk a
hatdsukat a NTG-indukalta trigeminalis aktivacioés szenzitizaciora; tovabba (iii)

kimutassuk és moduléljuk a NTG kezelés allatoklkesstieséere gyakorolt hatasat.



Anyagok és modszerek

Az allatkisérleti iranyelveket kouwe€s a helyi hatdsagok altal engedélyezett kisémldien
felnétt him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk. A &g oldallanc szubsztitualt
kinurénsav amidot a Szegedi Tudomanyegyetem Gyégydmiai Intézetében szintetizaltak
(N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-H-quinolin-2-karboxamid hidroklorid - KYNAal éN-
(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H-quinolin-2-karboxamid hidroklorid - KYNAa2). A CC2
régio kinurénsav tartalmanak meghatarozasahozperitanealis (i.p.) fiziologias sooldattal
(n=4) vagy i.p. L-KYN (300 mg/testsuly kg (tskgly EROB (200 mg/tskg) kombinaciojaval
(n=4) vagy i.p. KYNAa2-vel (1 mmol/tskg, n=2x5) ladtilk az allatokat. Meghatarozott
idépontokban (60 perc a kontroll és L-KYN-PROB csobart; 60 és 300 perc a KYNAa2
csoportban) az eltavolitott C1-C2-es szegmentuniolr&nsav tartalmat nagy hatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC) segitségével mértik. morfolégiai vizsgalatokhoz a
patkanyokat i.p. fiziolégias sooldattal (n=12) vagy L-KYN (300 mg/tskg) és PROB (200
mg/tskg) kombinécidjaval (n=12) vagy i.p. KYNAal{@l mmol/tskg, n=12) vagy kilonbéz
dozisu i.p. KYNAa2-vel kezeltik (0,1, 0,5 és 1 mftedg, n=10/csoport), amelyek utan egy
oraval az Aallatok i.p. NTG-t (10 mg/tskg) vagy i.placebo injekciét kaptak (n=5/6
csoportonként). Négy o6ra elteltével a C1-C2-esatégitavolitottuk és CGRP, c-Fos, nNOS
és CaMKlb immunhisztokémiai festéseket végeztink rajtuk. A-@2-es régio |-l
lamingjaban a CGRP rostok altal lefedett tertletéttik és a c-Fos-, nNOS- és CaMKll
immunreaktiv (IR) neuronokat szamoltuk. A Westetat lanalizishez a patkanyokat i.p.
fiziologias séoldattal (n=10) vagy i.p. KYNAa2-vEl mmol/tskg, n=10) kezeltik, amit egy
Ora elteltével i.p. NTG (10 mg/tskg) vagy i.p. RIbo injekcio kovetett (n=5/csoport), majd
négy oraval ez utan a C1-C2-es szegmentumokatoéitd@tiuk és Western blot technika
segitségével meghataroztuk a CGRP, nNOB-&stin tartalmukat. Az Open Field Teszthez
az allatok i.p. fiziologias séoldatot (n=20) vagp.iKYNAa2-t (1 mmol/tskg, n=20) kaptak,
amit egy oOra utan i.p. NTG (10 mg/tskg) vagy i.fadebo injekcio kovetett (n=10/csoport),
majd hdrom 6Ora negyven perc elteltével 15 percigiikéa mozgéassal toltott &, a megtett

tavolsagot, a nyugalomban tolt6tbtdes az agaskodasok szamat.



Eredmények

HPLC eredményeink alapjan a kinurénsav koncenti@cgy oOraval az L-KYN-PROB
kombinalt kezelés utan és a KYNAa2 kezelést kiemtis szignifikansan megemelkedett a
C1-C2-es régioban a kontroll csoporthoz viszonyitaajd 6t éraval az utdbbi kezelés utan
visszacsokkent alap szintre. A C1-C2-es szakasmsavarzalis metszetein a NTG
szignifikansan lecsokkentette a CGRP rostok alededett teriletet, és szignifikAnsan
megemelte a c-Fos-, NNOS- és CaMKIR sejtek szamat a Placeboval kezelt allatokhoz
képest, amelyet az L-KYN-PROB, KYNAal és dozisféiggdédon a KYNAa2 képes volt
kivédeni. A Western blot mérésekb szarmazé eredmények megsitették az
immunhisztokémiai adatokat, miszerint a CGRP me&dgge szignifikAnsan csokkent és az
NNOS mennyisége szignifikdnsanstn a C1-C2-es szegmentumban NTG hatasara a
Placebohoz képest, amelyet a KYNAa2-vel tortérdiketelés kivédett. Az Open Field
Tesztben a NTG szignifikansan lecstkkentette ajogtbk altal megtett tavolsagot a Placebo
csoporttal dsszehasonlitva, mig ez a kilonbség HAG2 ebkezelést kapott allatoknal nem

volt megfigyelheb.
Osszefoglalas

L-KYN-PROB kezelések hatasara megfigyetheients kinurénsav emelkedés a C1-C2-es
szegmentumban medaiti a korabbi kisérleti eredményeket. A kinurénkamncentracidjanak
novekedése KYNAa2 kezelést kotreh a C1-C2-ben arra enged kovetkeztetni, hogy ez a
szarmazék legaldbb részben képes visszaalakulniinduldsi vegylletté hasonléan a
KYNAal-hez, amelyél kimutattak, hogy egér szérumban a kinurénsav é&otnaciot is
jelentbsen megemeli. Mindezek alapjan feltételezhetjilgyhezen szarmazékok kdzponti
idegrendszeri hatasai részben direkt médon hatvaszben indirekt médon, visszaalakulva
kinurénsavva valosulnak meg.

A migrén patomechanizmusanak egyiisZerepbje a CGRP, amelynek NTG-indukalta
csokkenése a C1-C2-es régidban adddgyes trigeminalis neuronokbdl téréétranszmitter
felszabadulast és egyben ezen idegsejtek aktivedbgiglzi, amely korabbi kisérletek alapjan

specifikus a trigeminalis rendszerre. Ezek az dadasszhangban vannak mas eredményekkel,



amelyek szerint a trigeminalis rendszer aktivalada&RP felszabadulassal jar a periférias és
a centralis nyulvanyokbol és ennek kdvetkeztébemgaénes roham soran emelkedett CGRP
szint mérhet. Mivel az L-KYN-PROB, KYNAal és dozisfuggmodon a KYNAa2 képes
volt kivédeni a NTG-indukalta CGRP csokkenést, ételiezhetjik, hogy ez a hatads a
fajdalomérzéshen fontos szerepet jatszo, és aépéasftrigemindlis rendszerben jelendév
glutaméat ésa7-nACh receptorok gatlasa vagy a GPR-35 recept@eikentése révéen
valésulhat meg, amely hatasok bizonyitottan képesgéikkenteni a CGRP felszabadulast
vagy annak kévetkezmeényeit vagy modulélni a nodiegplatvitelt.

A masodlagos trigeminalis neuronok NTG-indukaltiadbdasat jelzi a C1-C2 felszini
rétegeiben megfigyelt c-Fos immunreaktivitas nodélse ami korabbi vizsgalatok alapjan
szintén specifikus a trigeminalis rendszerre égtidezhaten az elédleges trigeminalis
neuronok aktivalasan keresztil valésul meg. A c-&qwesszidé ndvekedését a KYNAa2-vel
tortént ebkezelés dozisfidgg mdédon védte ki, amely egyrészt megvaldsulhat #fépigrs
nociceptorok gatlasa révén, de ugyanakkor kdzpdetirendszeri hatas is valosisithet.

Ez utdbbit alatdmasztja az, hogy a glutamai 28ACh receptorok jelen vannak az agyban
elhelyezked trigeminalis tertleteken és gatlasukkal csokkentlec-Fos expresszié vagy a
glutamat felszabadulas. Tovabba, a kdzvetlentlzaddti idegrendszerbe juttatott kinurénsav
és analdgjai fajdalomcsillapitd hatasuak, és dg@san adagolt kinurénsavval ellentétben a
KYNAal képes volt csokkenteni a NTG-indukalt c-Feopressziot a C1-C2-ben.

Irodalmi adatok alapjan az 0Oiei6 folyamatokban fontos szerepet jatszé nNOS és
CaMKlIla expresszidjanak emelkedése a C1-C2-ben a NTGénat&slakuld €s a migrén
patogenezisében is nagyon fontos szerepet jatsu@ke szenzitizacios folyamatokat mutatja
a trigeminalis rendszerben, amely korabbi eredméralapjan szintén specifikus. Ezek a
megfigyelések 6sszhangban vannak azokkal az addtakelyek szerint fajdalmas stimulus
hatasara expresszidjuk megemelkedik a masodlagiealdérsd neuronokban, és amelyek
egyben azt is bizonyitjak, hogy szerepik van aafajd idegrendszeri feldolgozasaban a
trigeminalis rendszer teriletén is. A KYNAa2 doagp mddon kivedte a NTG-indukalt
NNOS expresszido emelkedését és az L-KYN-PROB, KYNA&a szintén dozisfuggn a
KYNAa2 csokkentette a CaMKdHR sejtek szamat, amely eredmények arra utalnagy h
ezek az anyagok képesek kivédeni a centralis dzTios folyamatokat, feltételeziéen

foként az ionotrop glutamat receptorok gatlasa réven.NMDA és AMPA receptorok



alapvebek a fajdalmas inger hatasara kialakuld plasztikusatomiai és funkcionalis
valtozasok létrejbttében, amelyet az is bizonyiggyh ezen receptorok gatlasaval
csokkentheiek a centrélis szenzitizaciora utal6 morfoldgiai rdagatartasbeli valtozasok.
Ugyanakkor valésziisithet, hogy az dlkezelések gatlé hatasadban a preszinaptikits
NACh receptorok blokkolasa is szerepet jatszhakkesiive a glutamat felszabadulasat az
idegvégsdésekisl.

Az Open Field Teszt sordn a megtett tavolsagban Ma@Gsara megfigyelt csokkenés
parhuzamba &llithatdé mas kisérletekkel, ahol aafdjds stimulus szintén csokkentette a
megtett tavolsagot. Ez a csokkenés a KYNAdkedelést kovéien nem jelent meg jelezve
annak esetleges fajdalomcsillapité hatasat. Erdeid@son, a megtett tavolsag alapszintje a
KYNAa2-vel és Placeboval kezelt allatokban kismidren mérsékidott, amely utalhat a
kinurénsav szarmazék kozvetlen kdzponti idegrend$masara, amelyet alatamaszt az a
megfigyelés is, hogy egy, a vér-agy gaton j0l ped@t NMDA antagonista szintén

csokkentette ezt a paramétert ellentétben egy aepepetralé antagonistaval.

Konkllziok

Osszefoglalva, az L-KYN-PROB és a két kinurénsaérreazékkal tortént ékezelések
hatékonyak a NTG-indukalt periférids és centraligemindlis aktivacio és szenzitizacio
csokkentésében, amely egyrészt annak kdszénhebgy megemelik a kinurénsav
koncentraciéjat a kozponti idegrendszerben vagyia@ibbiak direkt modon is hathatnak
feltehetten a kiindulasi vegyllet tamadaspontjain. Adataiifebb és szélesebb Kor
eredményekkel tdmasztjdk ald azt a kordbbi felyetésszerint a kinurénsav vagy
szarmazékai potencidlis gyogyszerjeldltként joHesmiba a migrén kezelésében.
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