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Bevezetés

A migrén egy visszatérd rohamokkal jelentkezd elsddleges fejfajasbetegség, amely
kezelés nélkiil 4-72 ordig is tarthat. A fejfajast hanyinger, hanyas illetve fény- és hangkertilés
kisérheti. Az eurdpai populacio 14,7%-a szenved ebben a betegségben, ebbdl kifolydlag az
okozott gazdasagi teher jelentds, amely sziikségessé teszi a migrén ezeddig nem teljesen
ismert pathomechanizmusanak feltaradsara irdnyul6 vizsgalatok folytatasat.

A betegség hatterében allo folyamatok magyardzatara az évek folyaman szdmos
elmélet sziiletett, azonban ezek koziil egyik sem magyarazza a korkép minden aspektusat és
kiséro tiinetét. Az elso tedriat az 1950-es években dolgoztak ki, amely azt feltételezte, hogy az
intrakranidlis érosszehtizodds okozza az aura tiineteket, mig az extrakranialis értagulat vezet a
fejtajashoz, tehat elsddlegesen vaszkularis eredetet feltételezett a betegség hatterében. Ezt
kovetden kertilt kidolgozasra a neurogén elmélet, amely szerint a roham az idegrendszerbdl
indul és nem a vaszkulaturabol. A két elmélet kombinéciojabol sziiletett meg a
neurovaszkularis elmélet, amely szerint a fejfajas az elsddleges afferensek aktivalodasahoz
kothetd, amelyekbdl gyulladdsos medidtorok szabadulnak fel, plazma fehérje extravazaciot
majd neurogén gyulladast okozva. Az elsOdleges afferensek aktivalodasat kivaltd
mechanizmus azonban még nem ismert.

Késébb megfigyelték, hogy a spontdn migrénes roham soran aktivalodik a hid
dorsolateralis valamint a kdzépagy dorsalis része. Az aktivacidban érintett magok a nucleus
raphe magnus (NRM), a nucleus raphe dorsalis (DR), a locus coeruleus (LC) és a
periaqueductalis sziirkeallomany (PAG), amelyek aktivitdsa a migrén specifikus sumatriptan
kezelés utan is fennmarad. Ezen magok jellegzetes aktivacidja szolgaltatta az alapot a migrén
generator elmélet megsziiletéséhez, amely szerint a fent emlitett magok megvaltozott
milkddése vezet a migrénes roham kialakuldsdhoz. Azonban még nem tisztazott, hogy a
tapasztalt aktivaci6 a migrénes roham valodi oka, avagy a megélt fajdalomhoz kothetd
masodlagos jelenség. A migrén generator magok mindegyike az endogén fajdalommodulélo
rendszer tagja, de a migrénes roham soran bet6ltott szereplik még nem tisztazott.

A fejfajas kialakuldsanak megértéséhez elengedhetetlen a trigemindlis rendszer
mukodésének ismerete. A fej teriiletérol a trigeminalis ideg harom aga szallitja a fajdalomérzo
informaciét a szenzoros ganglionba, a Gasser-ducba. Innen a centralis nyulvanyok
tovabbhaladva a fels6 gerincveldi szegmentumok valamint a nucleus tractus spinalis nervi
trigemini pars caudalis (TNC) felszini lamindiban kapcsolédnak 4t a masodlagos neuronokra,

megalkotva a trigemino-cervikalis komplexet.



A migrén pathomechanizmusanak vizsgélatara hasznalt allatmodellek koziil az egyik a
trigeminalis ganglion elektromos ingerlése (ESTG). Az elektromos ingerlés aktivalja mind az
els6dleges mind a masodlagos neuronokat, neuropeptid felszabadulast és plazma protein
extravazaciot okoz, amelyek periféridas neurogén gyulladdshoz vezetnek. A TNC-ben
megnoveli a c-Fos immunreaktiv sejtek szamat, amely a neuronok aktivaldédasat jelzi. A c-Fos
immunreaktivitds novekedés erdsen fligg az alkalmazott ingerlés aramerdsségétdl ¢&s

Az orofacialis régioba adott szubkutan (s.c.) formalin injekcid a trigeminalis
gyulladasos fajdalom vizsgalatara altalanosan hasznalt modell. Az allatokban viselkedési és
molekularis valaszok is megfigyelhet6k a formalin beadasat kdvetden. A viselkedési valasz az
oltott teriilet vakarasaval, dorzsolésével eltoltott idével mérhetd, amely valasz bifazisos, az
elsé fazis intenzivebb, de rovid ideig tartd, mig a masodik fazis elnyujtottabb és kevésbé
intenziv viselkedési valasszal jellemezheto.

Az ATP molekulanak fontos szerepet tulajdonitanak a nociceptiv transzmisszid
szabalyozasaban. Receptorait két nagy csoportba lehet osztani, a P2X és a P2Y receptorok
csaladjara. A ligand-fliggd P2X receptorok koziil a P2X7 receptor (P2X7-R) szerepét tobb
fajdalom szindréma esetében is vizsgaltdk. Ez a receptor egy nem-szelektiv kation csatorna,
amelynek jelentdsége lehet a nocicepcid szabalyozdsdban. A Brilliant Blue G-250 (BBG) a
P2X7-R szelektiv, nem kompetitiv antagonistdja, amely korabbi vizsgalatokban hatdsosnak
bizonyult neuropatids fajdalom modellekben, valamit a migrén nitroglicerin (NTG) indukalt
allatmodelljében is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a P2X7-R alapvetd szerepet
jatszhat a fejfajasok kialakulasaban.

A probenecid (PROB, p-(di-n-propil szulfamoil)benzoesav egy nem szelektiv szerves
sav transzporter és multidrog rezisztancia-asszocialt fehérje (MRP) gatlo vegyiilet, amelynek
fajdalom- ¢és gyulladascsillapitdo hatidsokat tulajdonitanak. A migrén NTG modelljében is
kedvezd hatastinak bizonyult, amely arra utal, hogy a migrén kialakuldsaban lejatszodo

folyamatokat is befolyasolhatja.



Ceélkituzeések

A jelen vizsgalatokkal célunk volt:

L. Megvizsgalni a migrén generator magok aktivacios mintazatat a trigeminalis
ganglion elektromos ingerlése utan kiilonbozo talélési idok alkalmazéasaval
patkanyban.

II. Feltarni a P2X7-R antagonista BBG hatasat a TNC neuronalis aktivitdsara a
trigeminalis ingerlés két kiilonbozé paraméterekkel kivaltott kisérleti
Osszeallitasaban.

I11. Tanulményozni a BBG hatasait az orofacidlis formalin tesztben magatartasi €s
immunhisztokémiai vizsgéalatokkal patkdnyban.

IV.  Vizsgélni a probenecid magatartasra és nociceptiv aktivaciora gyakorolt hatasait a

patkany orofacialis formalin modelljében.

Anyagok és modszerek

A kisérletek elvégzését a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga (I-74-14-16/2008; 1-74-12/2012) és a Csongrad Megyei Kormanyhivatal
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaga engedélyezte
(XI./715.1/02384/001/2007; XXIV/352/2012). Vizsgalatainkban feln6tt him Sprague-Dawley
patkanyokat hasznaltunk.

Aktivacios mintazat trigeminalis ingerlés utan

Huszonhat patkanyt két csoportra osztottunk. Az elsé csoport (n=13) allatainak mély
kloral-hidrat anesztézidban koncentrikus bipolaris elektrodat helyeztink a jobb oldali
trigeminalis ganglionjaba és 30 percre benne hagytuk. A masodik csoport (n=13) allatainal az
elektrodan keresztil 10 Hz frekvencidqju, 0,5 mA &ramerdsségli 5 ms idStartamu
négyszogimpulzusokkal ingerlést alkalmaztunk 30 percig.

Minkét csoportbol 7-7 allatot transzkardialisan perfundaltunk két oraval az elektrodak
behelyezése utan, mig a maradék 6 allat 4 oraval az elektrodak behelyezése utan kertilt
feldolgozasra. Az agyakat és a fels6 cervikalis gerincveldt eltavolitottuk, majd egy éjszakén at
posztfixaltuk.

Krioprotekcié utdin TNC-bdl és az agytorzsi magokat tartalmazd blokkbol 30 um

vastag sorozatmetszeteket készitettiink, majd immunhisztokémiai festést végeztiink a c-Fos



fehérje detektalasara. A sejteket megszamoltuk a TNC-ben, az NRM-ben, a PAG-ban

valamint a LC-ben, majd kiszdmoltuk a teriiletre (umz) es0 sejtszamot.

BBG vizsgalata trigeminalis aktivacié utan

Enyhe ingerlési beallitasok

Huszonnégy allatot ismét két csoportra osztottunk, az allatok egyik fele intravénds
(i.v.) BBG injekciot kapott 50 mg/kg dézisban, mig az allatok masik fele fiziologids sdoldatot
kapott. Két 6raval az i.v. oltasok utan az allatokat elaltattuk, majd a soéoldattal kezelt (5SStim)
¢s a BBG-vel kezelt (5BStim) csoportbol is az allatok felének jobb oldali trigeminalis
ganglionjat 5 Hz frekvenciaval 0,5 mA aramerdsséggel 0,5 ms késleltetett
négyszogimpulzusokkal ingereltiik 5 percig. A csoportok masik fele almiitéten esett at, az
elektrodat a ganglionba engedtiik, de ingerlést nem végeztink (5SSham és 5BSham
csoportok). A beavatkozasokat kdvetden az allatokat 2 oraig mélyaltatasban tartottuk, majd
perfundaltuk és c-Fos valamint calcitonin gén-relaciés peptid (CGRP) immunhisztokémiai

festést végeztiink.

Erds ingerlesi beallitasok

Huszonegy éallatot hasznaltunk fel, a kezelési €és miitéti protokollok megegyeztek az
elézoekben ismertetettekkel, azzal a kiilonbséggel, hogy az ingerlési paramétereket 10 Hz, 0,5
mA, 0,5 ms késleltetésii négyszogimpulzusokra valtoztattuk, az allatokat 30 percig ingereltiik,
¢és 4 oran at tartottuk altatasban a perfizio eldtt. Az ingerlési paraméterek megegyeznek az
aktivacidés mintazatok vizsgalatanal alkalmazottakkal.

Az er0s ingerlési beallitdsu csoportok attekintése:

Fiziologias sdoldat + 30-min almitét: 30SSham (n=6)

Fiziologias sdoldat + 30-min ingerlés: 30SStim (n=5)

BBG + 30-min almtét: 30BSham (n=4)

BBG + 30-min ingerlés: 30BStim (n=6)

Orofacialis formalin teszt

A patkanyokat az el6zdekhez hasonldéan vagy BBG-vel (50mg/kg) vagy fiziologids
sooldattal kezeltiik i.v.. Egy dora 6tven perccel késobb az allatokat egy 30x30x30 cm-es tiikros
falu dobozba tettiik. Tiz perc habituacido utan kivettiik 6ket a dobozbol, és a jobb oldali



bajuszparndjukba 50 pl 1,5%-os formalint (SForm és BForm csoportok) vagy fiziologias
sooldatot oltottunk (SSal és BSal csoportok). Az oltas utan visszatettiik az allatokat a dobozba
¢s viselkedésiiket 45 percen keresztiil megfigyeltiik és videora rogzitettiik. A felvételt 15 db 3
perces blokkra osztottuk, és az oltott teriilet dorzsolésével, vakarasaval eltoltott idot
megmértilk, ez a masodpercben kifejezett érték szamitott az adott blokk nociceptiv
pontszamdnak. Az SSal és BSal csoportok normal mosakodasi viselkedését mértilk meg
kontrollként. Négy oraval a bajuszparna oltasok utan az allatokat perfundaltuk, majd c-Fos és
CGRP immunhisztokémiai festést végeztiink.

A c-Fos immunreaktiv sejteket a TNC kiilonb6z0 magassagaiban megszamoltuk, mig
a CGRP pozitiv rostok altal lefedett teriiletet az ImageProPlus 6.2. szoftver segitségével
hatdroztuk meg. Az adatokat a TNC kiilonb6z0 magassagaibol kiilon elemeztiik kétutas

ismételt méréses varianciaanalizis segitségével.

A probenecid hatasanak vizsgalata trigeminalis aktivacios modellben

Magatartasvizsgalat és immunhisztokémia

Hatvan patkanyt két csoportra osztottunk. A placebo csoport éallatai intraperitonealis
(i.p.) fiziologias sooldat (1,5 ml), mig PROB csoport allatai probenecid (1mmol/kg, 1,5 ml)
elokezelésben részesiiltek. Egy oraval az el6kezelések utan mindkét csoportbdl az allatok fele
s.c. formalin injekcidt kapott a jobb oldali bajuszparnaba (50 pl; 1,5 %, Placebo-Form és
PROB-Form csoportok) mig az allatok masik fele fizioldgias séoldatot kapott (Placebo-Phys
¢s PROB-Phys csoportok).

A magatartdsvizsgalatok a BBG kisérleteknél ismertetettekkel azonos modon
zajlottak, a habituacids periddus az eldkezelések utan 50 perccel indult.

Négy oraval a bajuszparna oltasok utan csoportonként 10 allatot perfundaltuk, majd
c-Fos ¢és neurondlis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) immunhisztokémiai festést végeztiink.

A sejtszamolas a korabban ismertetett modon zajlott.

Western blot

Négy oraval a bajuszparna oltasok utan csoportonként 5 allatot perfundaltunk, majd az ipszi-
és kontralateralis TNC-t az obextdl caudalisan 0 és 4 mm kozott eltavolitottuk,
lefagyasztottuk, majd a késObbiekben interleukin-1 béta (IL-1B) és P-aktin Western blot

vizsgalatot végeztiink.



Eredmények
1. Aktivacios mintazat trigeminalis ingerlés utan

A trigeminalis ganglion ingerlése kovetkeztében fellépd TNC aktivaciét mar szamos
korabbi tanulmanyban leirtdk. Eredményeink ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban
vannak, a TNC ipszilaterdlis oldalan egyértelmti aktivaciéo figyelheté meg, mig a
kontralateralis oldalon illetve az almitott allatokban nem tapasztalhato jelentds c-Fos
sejtszdm emelkedés. A kiilonbozd talélési idok utan nem mutatkozik kiilonbség a c-Fos
immunreaktiv (IR) sejtek szamaban, habar a 4 6ras tulélésti csoportnal csokkend tendencia
fedezhet6 fel.

Az agytorzsi migrén generator magok koziil csak az NRM esetében talaltunk
szignifikans c-Fos sejtszdm emelkedést, a tobbi mag esetében (LC, DR, PAG) nem volt
kiilonbség az ingerlés utan. Ezen feliil oldalkiilonbséget sem fedeztiink fel, a kontroll és az
ingerelt oldalak sejtszdmai hasonloak voltak. A kiilonbozd tulélési idok sem befolyasoltak a c-
Fos sejtszamokat, egy kivétellel, a LC esetében a 4 6ras talélésii csoportban kevesebb sejt volt
lathatd a 2 oOras talélésiti csoporthoz képest. Nem talaltunk Gsszefliggést a TNC-beli és az

NRM c-Fos pozitiv sejtszamainak alakulésa kozott.

1I. A BBG hatasai trigeminalis aktivacio utan
Enyhe stimulacios paraméterek

Az enyhe stimulacios paraméterek esetén a kontroll (bal) oldalak Osszehasonlitasa
soran nem talaltunk kiilonbséget a kezelési csoportok kozott. A trigeminalis ganglion
elektromos ingerlése a TNC egész kiterjedésében szignifikdns c-Fos pozitiv sejtszdm
emelkedést okozott az ingerléssel megegyezd oldalon. A BBG modulalé hatasa csak egyetlen
magassagban volt szignifikdns, a TNC rostralis végén -13,89 mm-re a bregmatol. A CGRP
immnureaktiv rostok altal lefedett teriilet vonatkozasdban nem talaltunk kiilonbséget a

csoportok kozott sem a kontroll sem az ingerelt oldalak esetében.

Erds stimulacios paraméterek

A kezelési csoportok kontroll oldalai kozott ez esetben sem taldltunk kiilonbséget. Az
erdteljes stimulécio kifejezett sejtszam emelkedést okozott a TNC egész kiterjedésében foként

a felszini laminakban. A BBG-nek szignifikdns moduldlé hatasa mutatkozott, csokkentette a



c-Fos pozitiv sejtek szamat. A CGRP esetében nem talaltunk kiilonbséget a kezelési csoportok

kozott.

Orofacialis formalin teszt

A fiziologias sooldattal kezelt csoportokban nem tapasztaltunk viselkedésbeli eltérést
a bajuszparna oltdsok utan. A formalin injekcid szignifikdnsan megnovelte a nociceptiv
pontszamokat az 1. és az 5-7. blokkban. A BBG el6kezelést kapott csoportokban a formalin
utan szignifikdnsan megndtt a nociceptiv pontszam az 1., a 6. és a 8. blokkban a kontrollhoz
képest. Tovabba a BBG kezelés hatasara az allatok az 1. és az 5-7. blokkban kevesebbet
dorzsoltek az oltott teriiletet, azonban ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak a
formalin kezelt csoporthoz képest. A teszt masodik fazisa gyorsabban mérséklodott
kisérleteinkben az SForm csoportban, mint a BForm csoportban.

Mivel vizsgélatainkban a formalin hatasanak két fazisa egyértelmiien elkiiloniilt, ezért
a nociceptiv pontszamokat nem csak blokkonként, hanem a fazisokra Osszegezve is
megvizsgaltuk. Az els§ fazisban mindkét formalin kezelt csoportban emelkedést
tapasztaltunk, hasonléan a maésodik fazisban is. A fazisonkénti Osszegzés alapjan is
elmondhatd, hogy a BBG-nek nem mutatkozott modulalé hatasa a nociceptiv viselkedési
valaszra ebben modellben.

A c-Fos sejtek szamat elemezve a TNC-ben nem talaltunk kiilonbséget sem a kontroll
oldalak, sem a fizioldgias sooldattal oltott csoportok értékei kozott. A formalin kezelés
hatdsara szignifikansan megndvekedett a c-Fos pozitiv sejtszam a TNC-ben, a -16,59 mm
magassagtol a -15,51 mm-es magassagig az SSal csoport értékeihez képest. A BBG-vel kezelt
csoportban is hasonlé eredményt kaptunk, tovabba a SForm és a BForm csoportok kdzott nem
mutatkozott kiilonbség a sejtszamok tekintetében egyik vizsgalt magassagban sem.

A CGRP immunreaktiv rostok altal lefedett teriilet nagysagaban nem volt kiilonbség

sem a kezelési csoportok, sem a kezelt és kontroll oldalak kozatt.

1Il. A Probenecid hatasai trigeminalis aktivaciot kovetéen

A formalin kezelés hatdsara az elsé és az 5-11. blokkban tapasztaltunk szignifikans
novekedést a Placebo-Phys és a Placebo-Form csoportok kdzott a nociceptiv pontszémok
alakulasidban. A PROB eldkezelés minden blokkban csokkentette a formalin indukalt

nociceptiv viselkedési valaszt, azonban nem sikertiilt azt a kontroll szintre csokkentenie az 1.



blokkban, ahol szignifikans kiilonbség mutatkozott a Placebo-Phys ¢s a PROB-Form csoport
értekei kozott.

A c-Fos sejtszamok alakuldsaban szignifikans novekedést tapasztaltunk a formalin
kezelt allatokban, amely a rostrocaudalis tengely mentén a -0,3 és a -3,3 mm-es
magassagokban a TNC kezdetétdl szamitva mutatkozott, a szomatotopids elrendezésnek
megfeleléen. A PROB-Form csoportban is jelen volt ez a sejtszdm emelkedés, de sokkal
kevésbé volt kifejezett, mint a Placebo-Form csoportban, a PROB eldkezelés szignifikansan
csokkentette a formalin indukalt c-Fos sejtszam emelkedést. A kontralateralis oldalakon nem
volt valtozas a sejtszamokban.

A nNOS immunreaktiv sejtek szdmaban is ndvekedést tapasztaltunk a formalin
beadasat kovetden, amely a TNC kezdetétél szamitva -2,1 és -2,7 valamint -3,3 ¢és -
3,9 mm-nél volt szignifikans a Placebo-Form csoportban az ellenoldalhoz képest. A PROB-
Form csoportban nem volt kiilonbség a formalinnal oltott és kontroll oldalak k6zott, a PROB
elokezelés szignifikdnsan csokkentette a nNOS pozitiv sejtek szdmat a TNC-ben a formalin
kezelés utan. A csoportok kontralateralis oldalai kdzott nem volt kiilonbség a nNOS
sejtszamokat tekintve.

A Western blot vizsgéalatok nem mutattak ki kiilonbséget a csoportok ipszi- ¢és
kontralateralis oldalai kozott az IL-1P szintjében. Ezek alapjan az IL-1B szintje sem a

formalin sem pedig a PROB kezelés hatdsara nem valtozott.

Megbeszélés

A trigeminalis ganglion elektromos ingerlése a primer trigeminalis érz0 neuronokra
direkt hatast fejt ki, amely mind a periférids mind a centralis nyulvanyokat érinti. A
meningedlis ereket beidegzd idegvégzddésekbdl medidtor felszabadulds torténik, amely
plazma protein extravazacidhoz ¢és neurogén gyulladas kialakulasdhoz vezet. Centralis
iranyban pedig a TNC-ben elhelyezked6 masodlagos neuronok kifejezett aktivalodasa
figyelhetd6 meg. Eredményeink Osszhangban vannak ezekkel a kordbbi megfigyelésekkel,
kisérleteinkben emelkedett c-Fos IR sejtszamokat talaltunk az ingerlés utan két és négy ora
elteltével is. Ez az aktivitds ndvekedés vagy az elektromos ingerlés direkt hatasabol
szarmazhat, vagy a periférian az ingerlés kovetkeztében lezajlo folyamatok kdvetkezménye
lehet.

Kivancsiak voltunk a migrén generator magok trigeminalis ingerlés utani aktivacios

mintdzatdra patkdnyban, azért, hogy felmérjik, hogy ez a modell alkalmas-e azon



funkciondlis aktivitasi mintazat vizsgalatdra, amelyet migrénesekben mutattak ki spontan
kialakulo fejfajas rohamok sordan. Az NRM esetében taldltunk a neuronalis aktivitasban
szignifikans novekedést, amely az ingerlés utan 4 d6raval is jelen volt. A TNC-bdl kdzvetleniil
az NRM-be fut6 rostok szdma meglehetdsen kevés, és még kevesebb ezeknek a rostoknak a
szama a TNC felszines rétegeiben, ahol a legnagyobb mértékii aktivaciot tapasztaltuk. Ebbol
arra kovetkeztethetiink, hogy az NRM aktivalédasa feltehetéleg nem a TNC fokozott
mitkddésének direkt kovetkezménye. Ezt tamogatja a két mag c-Fos sejtszam emelkedései
kozti korrelacio hianya is mind a két mind a négy oOras tulélésii csoport esetében. Azonban
annak ellenére, hogy a sejtszam valtozasok kozott nem talaltunk kapcsolatot, a valtozasok
mindkét magban egy iddben vannak jelen. Az NRM a leszallo fajdalommodulalé rendszer £6
végrehajtd magja, innen indulnak a trigemindlis rendszer és a gerincveld hatsé szarvanak
nociceptiv mitkodését szabalyozo rostok. Eredményeink arra utalnak, hogy az NRM fokozott
mukodésére utalé c-Fos sejtszam novekedés a fajdalommodulédlé rendszer aktivalodasanak
kovetkezménye lehet. Az NRM fokozott mitkddése szdrmazhat kortikalis és thalamikus
kapcsolataibol, de eredhet a PAG-bol is, ahonnan az NRM {6 bemente szarmazik.

c-Fos sejtszamokban. Ezen eredményilink meglepd annak ismeretében, hogy a TNC
kozvetleniil kiild rostokat a PAG-ba, igy az alkalmazott erds stimulus kdvetkeztében 1étrejovo
TNC aktivacid kozvetleniil tovabb terjedhetne a PAG teriiletére. Korabbi tanulmanyokban
aktivitds novekedést figyeltek meg a PAG-ban nociceptiv ingerlés utan, azonban az
alkalmazott kisérleti beallitasok jelentdsen eltértek az altalunk alkalmazottaktol.

Szintén nem talaltunk eltérést az aktivitasi szintben a LC esetében az ingerlés utan,
volt. Ez arra utalhat, hogy ezen mag esetében a miitéti eljaras elfedheti az elektromos ingerlés
altal okozott aktivitas valtozast. Ezt alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy a négy ora talélésti
almiitott és ingerelt csoportokban is csokkent az LC aktivacios szintje a 2 o0ras csoportokéhoz
képest.

A DR esetében sem taldltunk eltérést az aktivacids szintben az ingerlés utan sem 2 sem
4 ¢6ra elteltével. Nincs bizonyiték arra, hogy kozvetlen felszalldé kapcsolat lenne a TNC ¢és a
DR kozott. A DR is a leszallo fajdalommoduldld rendszer része és jelentds beidegzéssel
rendelkezik az NRM feldl, de a DR miikodését befolydsold kérgi modulacié is jelentds. A
trigeminalis ingerlést kovetd aktivacido hidnya a DR esetében arra utal, hogy ez a mag

feltehetden nem vesz részt kozvetleniil a trigeminalis nocicepcio rovidtavu szabalyozasaban.



10

Ha feltételezziik, hogy a vizsgalataink soran latott aktivitas valtozasok masodlagosak,
tehat nem kozvetleniil a trigeminalis ingerlésnek tudhatdak be, a TNC ¢és a migrén generator
magok kozott 1évo kozvetlen kapcsolat hidnya aldtdmasztja ezen feltevésiinket. Eredményeink
arra utalnak, hogy az elektromos ingerlés kovetkeztében aktivalodnak a thalamusz és a kortex
fel¢ tartdé nociceptiv rostok, amely strukturdk a nociceptiv informaciora a leszallo
fajdalommodulalé rendszer aktivaldsadval reagalnak. A trigemindlis rendszer elektromos
stimuldlasa patkdnyban nem eredményezte a migrén generator magok azon aktivitasi
mintazatdnak megjelenését, amelyet spontan migrénes rohamok sordn betegekben
megfigyeltek. Ez arra utal, hogy a migrén generator magok aktivacids mintazata kifejezetten a
migrénes rohamra jellemzd, mas trigeminalis stimulussal nem reprodukélhato.

Korabbi vizsgalatokban szamos kiilonbozd ingerlési paramétert és ingerlési i1dot
alkalmaztak. Ezért vizsgéalatunkban két kiilonb6z0 ingerlési paradigmat hasznaltunk, egy
enyhe, rovid ideig tartd, és egy erdsebb hosszabb idétartamu elektromos ingerlést annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk a P2X7-R trigeminalis nocicepcioban betoltott szerepét. A
P2X7-R blokkolasa korabbi vizsgalatok soran gyulladasos koriilmények kozott is hatdsosnak
bizonyult, ezért a P2X7-R antagonista BBG hatésat egy gyulladdsos modellben, az orofacialis
formalin tesztben is megvizsgaltuk.

Mind az enyhe mind az erdsebb ingerlési paradigma aktivalta a trigeminalis rendszert,
amelyet a TNC-ben a c-Fos IR sejtek szamdnak novekedése jelzett. A két paradigma kozott a
16 kiilonbség az aktivalodott sejtek szamaban volt. Az erésebb stimulacio kdvetkeztében tobb
c-Fos pozitiv sejtet talaltunk a TNC-ben, amely erételjesebb aktivacids szintre utal. Ez
feltehetden a magasabb alkalmazott ingerlési frekvencianak koszonhetd, amely a neuronok
gyorsabb tlizelését okozhatja. Ez a megndvekedett tiizelési frekvencia nagyobb transzmitter
felszabadulashoz vezethet mind a periféridas €s a centralis végzOodés esetében, amely
eredményezheti a TNC-ben tapasztalt megndvekedett aktivitdst. Az alkalmazott hosszabb
ingerlési 1id0 is allhat a nagyobb aktivitas hatterében, azonban ugy gondoljuk, hogy
kisérletiinkben mind a magasabb frekvencia, mind a hosszabb ingerlési id6 hozzajarul a
TNC-ben tapasztalt aktivitds novekedéshez.

A P2X7 antagonista BBG-vel valo elokezelés csak az erds ingerlési paradigméaban
mutatott egyértelml aktivitas csokkentd hatast a TNC-ben. A P2X7-R-ok a trigeminalis
ganglionban és a TNC-ben is megtalalhatéak, igy a BBG modulalé hatdsa periféridsan és
centralisan is érvényesiilhet. A periférian befolyasolhatja a neurogén gyulladds folyamatat,
illetve a trigeminalis ganglionon beliili nem szinaptikus kapcsolatokat is. A kozpontban a

BBG modulédlhatja a centralis preszinaptikus termindlisok miikodését, ezen keresztiil a
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glutamat felszabadulést, ezaltal szabalyozhatja a nociceptiv informacio terjedését. Az erds
ingerlési paradigmaban feltételezhetden nagyobb mértékii a periférids aktivacio és gyulladas,
amely folyamatokban a P2X7-R-ok is részt vesznek, ezédltal a BBG hatdsa ebben a
paradigmaban megjelenik, mig az enyhébb ingerlés utan a P2X7-R-ok szerepe valoszinlileg
kevésbé jelentds, és igy a BBG hatasa sem érvényesiil.

Sem az enyhe, sem az erdsebb ingerlés utdn nem tapasztaltunk valtozast a CGRP
szintjében. Korabbi vizsgalatokban, amelyekben az altalunk hasznélt erésebb stimulacios
paraméterekhez hasonld bedllitdsokat alkalmaztak CGRP szint csOkkenést tapasztaltak a
centralis trigeminalis végzddések medialis részében. Ezek a mérési eredmények rogton az
ingerlés befejeztével vett mintakbol torténtek, mig a mi esetiinkben az ingerlést kovetden két
vagy négy ora elteltével torténtek a mintavételek, mivel ezek az idépontok voltak megfeleléek
az aktivitas valtozasok fehérje szintii megfigyeléséhez. Ezek az iddintervallumok elegenddek
lehetnek arra, hogy az esetlegesen felszabadult CGRP ujraszintetizalodjon, potlodjon, és
ezaltal ne mutatkozzon valtozas az ingerlést kovetden. A BBG kezelés sem 6nmagaban, sem
az ingerlés utan nem befolyésolta a CGRP szintjét a TNC-ben.

A bajuszparnaba adott formalin injekcié kdvetkeztében egy kétfazisu viselkedési
valasz jelentkezik, amelyet vizsgalataink sordn mi is megfigyeltiink. Az els6é fazisban a BBG-
nek nem mutatkozott a formalin okozta viselkedést befolyasold hatasa. Talpparnaba oltott
formalin kezelést kovetden egy masik szelektiv P2X7-R antagonista, az A-438079 sem
mutatott modulalé hatast az elsé fazisban. Ezen felil a BBG-nek hiperalgézids hatasat
mutattak ki a korabbi vizsgalatokban a hot-plate tesztben. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a P2X7-R-ok BBG éltali gatldsa nem hatdsos az akut trigeminalis fajdalom
modulalasaban.

A formalin teszt masodik fazisaban sem tapasztaltuk, hogy a BBG képes lett volna
befolyasolni a viselkedési valaszt. A masodik fazis elsé blokkjaiban a BBG hatasara a
nociceptiv pontszamok csdkkend tendenciat mutattak, mig a késébbi blokkokban éppen az
ellenkezdje volt jellemzd. Egy maésik P2X7-R antagonista kedvezd hatastnak bizonyult
korébban a talpparnaba adott formalin hatdsanak kivédésében, ezért igy gondoljuk, hogy a
P2X7-R-ok nociceptiv modulaciéban betdltott szerepe a szenzoros rendszer egyes teriiletein
nem feltétleniil egyforma, régio6 és stimulus fiiggd is lehet.

A c-Fos IR sejtek szamanak alakuldsét vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy négy oraval a
formalin beadasat kovetden egyértelmii aktivacio figyelheté meg a TNC-ben, amely aktivacid

crer

valtoztatott az aktivacid mértékén a formalin kezelés utan. Az orofacialis formalin tesztben
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kapott eredményeink nincsenek Osszhangban korabbi irodalmi adatokkal, amelyek szerint
kiilonboz6 P2X7-R antagonistak és a BBG is hatasosak voltak szamos gyulladasos fajdalom
modellben. Azonban ezen gyulladdsos vizsgalatok nem a trigeminalis rendszerben zajlottak,
mi vizsgaltuk el6szor a BBG hatasat a gyulladasos fajdalomra ezen a tertileten.

A CGRP szintje nem valtozott négy 6raval a formalin oltas utan, illetve a BBG kezelés
hatdsara sem. A CGRP szintjének valtozasa iddben eltérd lehet a kiillonbozd kisérleti
modellekben, igy a P2X7-R-ok gétldsdnak hatasat a CGRP expresszidra formalin modellben
mas iddintervallumokban is vizsgalni sziikséges.

Eredményeink arra utalnak, hogy a P2X7-R-oknak szereplik van a trigeminalis
nociceptiv transzmisszid szabdlyozasaban, és ezen receptorok és a trigeminalis rendszer
kapcsolatanak tovabbi vizsgélata fontos informaciokkal szolgalhat a rendszer mitkddésérdl és
hozzajarulhat a fejfajasok pathomechanizmusanak megértéséhez.

Vizsgalatainkban a PROB egyértelmii antinociceptiv hatdst mutatott a magatartas
vizsgalatok sordn az orofacidlis formalin tesztben, foként a masodik fazisban, de nem
befolyasolta a kontroll allatok normal viselkedését. Ezen kiviil a TNC-ben modulélta a c-Fos
¢s az nNOS aktivacios €s szenzitizacios markerek szintjét is.

Korabbi vizsgalatok sordan a PROB képes volt csokkenteni a szenzitizaciés markerek
¢s a CGRP szintjét a TNC-ben NTG adéasa utdn, amely a migrén egy masik allatkisérletes
modellje. A PROB trigeminalis aktivaciot és szenzitizaciot befolyasold hatdsa kiilonbozo
molekuléris mechanizmusok eredménye lehet:

A PROB géatolja az MRP4 fehérje mukodését, amely a gyulladasos mediatorok igy a
prosztaglandin E; (PGE,) és a prosztaglandin E, (PGE,) felszabaduldsdban jatszik szerepet A
PGE; képes szenzitizalni a tranziens receptor potencidl vanilloid-1 (TRPV1) receptort, amely
nociceptiv szenzitizaciés folyamatok egyik kulcsszerepléje. A PGE, felszabaduléas ezen kiviil
képes CGRP felszabaduléast eldidézni trigeminalis ganglionbol késziilt sejttenyészetben.
Tovabba a PGE, trigeminalis rendszer kozponti teriiletén hatva képes megndvelni a
kapszaicin kivaltotta CGRP felszabadulast a TNC-ben. Ezek alapjan a PROB gatolhatja a
PGE, felszabadulasat az MRP4 gatlasan keresztiil, amelynek eredményeként modulalhatja a
trigeminalis nocicepcio €s szenzitizacio folyamatat.

A PROB képes maés, a fajdalomérzésben szerepet jatszo tranziens receptor potencial
csatorndk, igy a tranziens receptor potencial vanilloid 2 (TRPV2) és a tranziens receptor
potencial ankirin 1 (TRPA1) aktivalasara. Azonban ezen receptorok deszenzitizalhatéak is
agonistaik segitségével, tehat eléfordulhat, hogy a PROB deszenzitizalja ezeket a receptorokat

¢s igy fejti ki antinociceptiv hatdsat.
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A PROB gatolhatja a pannexin-1 csatornat, amely alapvetd a kaszpaz-1 aktivalodasa
sordn, ¢és ezaltal fontos szerepet tolt be az IL-1B termelddésében és felszabadulasaban.
Kisérletes adatok arra utalnak, hogy az IL-1f felszabadulasa a trigeminalis ganglion sejtekbdl
hozzajarul a gyulladds soran fellépd hiperalgézia kialakulasdhoz. Az asztrocitdkban
megfigyelhetd IL-1B felszaporodds a TNC-ben jelenlévd receptorain keresztiil centralis
szenzitizdcidhoz vezethet. Ezen eredmények alapjan az IL-1f szerepet jatszik a trigeminalis
aktivacio és szenzitizacio folyamataban.

A Western blot mérésiink eredménye szerint azonban nem volt valtozas az IL-1P
szintjében négy 6raval a formalin beadas utan a TNC-ben és a PROB sem valtoztatott az IL-
1B expressziojan. Eredményeink arra utalnak, hogy a PROB centralisan nem befolyasolja az
IL-1B expresszidjat, azonban a trigeminalis rendszert érintd periférids modulalé hatasat nem
zéarhatjuk ki.

A PROB képes megndvelni a kinurénsav, egy endogén triptofan metabolit, szintjét a
kozponti idegrendszerben. Ezt a hatast valoszinilileg a szerves sav transzporterek gatldsan
keresztiil éri el, amelyek részt vesznek a kinurénsav vér-agy gaton keresztiil vald
eltavolitdsaban. Kisérletes adatok szerint a kinurénsav nociceptiv moduléator, emelkedett
koncentracioban képes a trigeminalis aktivacio gatlasara, feltehetéen az ionotrop glutamat
receptorokon Kkifejtett antagonista vagy a G protein-kapcsolt receptor 35-6n vald agonista

hatdsdnak koszonhetéen. A PROB fijdalomcsillapité hatdsa igy a kinurénsav

crcr

Kovetkeztetések

A trigemindlis ganglion elektromos ingerlése csak az NRM-ben okozott egyértelmii
aktivitas novekedést a migrén generator magok koziil. Ez az aktivacids mintazat nem egyezik
azzal, amelyet spontan rohamok alatt regisztraltak migrénes betegeknél. A megfigyelt
agytorzsi aktivacio eredete nem tisztdzott, kialakulhat masodlagosan, a megélt fajdalom
kovetkeztében is. Mivel ezen régi6 fokozott aktivitasa a fajdalom kezelése utan is fennmarad,
ez arra utal, hogy az emlitett magok aktivacios mintazata csak a migrénes rohamra jellemzo.
Eredményeink alatdmasztani latszanak ezt a hipotézist, mivel kisérleteinkben a trigeminalis
rendszer aktivaldsa nem vezetett a migrén generator magok fokozott miikodéséhez. Azonban
a migrénes betegek esetében tapasztalt funkciondlis aktivitas hatterét még tisztazni sziikséges.

Eredményeink szerint az ESTG modell hasznalhato a leszallé fajdalommodulald rendszer
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mukodésének vizsgalatdra, amely kozelebb vihet a fejfajasok pathomechanizmusanak
megértés¢hez.

A P2X7-R-ok gatlasa csak az erdsebb ingerlési paradigma esetén volt képes modulalni
a trigeminalis rendszer aktivitasat, ami arra utal, hogy a P2X7-R-ok szerepe a trigeminalis
nocicepcid szabdlyozasaban Osszetett, ¢s stimulus fiiggd lehet. Korabbi kisérletekben a
BBG-nek tapasztaltdk mar ellentmonddsos hatasait, igy a P2X7-R-ok trigemindlis
rendszerben valo miikodésének részletes feltérképezése sziikséges.

A formalin tesztben a PROB-nek egyértelmii fajdalomcsillapitd hatasa volt, amelyet
mar mas kisérletekben is megfigyeltek. Ezt a hatdsat valosziniileg a PGE, felszabadulasanak
gatlasa és a kinurénsav szintjének megemelése révén érte el, azonban a fajdalomcsillapités
pontos mechanizmusa nem tisztazott.

Eredményeink fontos informaciokkal szolgalnak a trigeminalis rendszer miikodésérol,

¢s ezzel hozzajarulnak a migrén és egyéb fejfajasok pathomechanizmusanak megértéséhez.
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