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1. Bevezetés

A migrén egy sulyos, életminéséget rontd neuroldgiai megbetegedés, mely komoly

népegészségligyi problémat okoz.

Klinikailag a migrénes roham négy szakaszra oszthat6. A prodroma fazisdban nem specifikus
tlnetek: faradtsdg, kedvetlenség, ingerlékenység jelentkezhetnek, melyeket a hypothalamus
aktivaciojanak tulajdonitanak. A prodroma fazisat az Un. aura jelenség (latasi, szaglasi,
sensoros vagy motoros) kovetheti. A fejfajas altalaban féloldali, pulzald, liiktetd jellegt.
Id6tartamat tekintve a fajdalom 4-72 Oran at tart, hanyinger, hanyas, photo- vagy phonophobia
kiséri. A postdroma (rekonvaleszcencia) fazisardl kevesebbet tudunk, hasonl6 tunetek

jellemzik, mint a bevezetd szakaszt.

Kulon kiemelnénk a Nemzetkodzi Fejfajas Tarsasag (International Headache Society, IHS)
altal (j altipusba sorolt kronikus migrén fogalmat (15 fejfajos nap, havonta, melybdl 8
migrénes jellegii fejfajas; mindez 3 honapon at), ami kiemelked6en fontos a munkank

szempontjabal.

A migrénes fejfajas pontos korélettani hattere nem tisztazott, ami bizonyitott, hogy a
trigemino-vascularis rendszer aktivacioja kdzponti szereppel bir. A ganglion trigeminale (TG)
pseudounipolaris sejtjeinek idegvégzOdései az agyhartya perivascularis fajdalomérzd
idegrostjait képezik. Ezek leginkabb vékony Ad tipust és myelin nélkiili C tipusu idegrostok,
melyek a haromosztatu ideg ophthalmicus agat (V1), kisebb mértékben a maxillaris (V2) és
mandibularis (V3) agat képezik. A TG neuronjait egy sorban elhelyezkedd gliasejtek, Un.
szatellita gliasejtek (SZG) olelik koril. A TG neuronjainak felszallé rostjai hozzak létre a
tractus spinalis nervi trigemini-t (Sp5C) és a trigemino-cervicalis komplexben (TCC)
szinaptizalnak a masodlagos érz6 neuronokkal. A TCC magaban foglalja az agytorzsben
elhelyezked6 caudalis trigeminalis magcsoportot (TNC) és a C;-C, gerincvelbi szegmentumot.
A masodlagos neuronok felszalld rostjai a thalamus neuronjaival létesitenek szinapszist,
emellett szamos egyéb koztiagyi maggal allnak kapcsolatban, Iétrenozva a migrenes fejfajast
kiséré egyéb tiineteket. Az un. ,,fajdalom-matrix”, mely magaba foglalja a thalamust, a
somato-sensoros agykérgi kdzpontokat, az insulat, a prefrontalis régiét és anterior cingularis
kérget, egységesiti a fajdalomérzo-, érzékeld- és kognitiv valaszokat, létrehozva a fajdalom

komplex megélését.

Bar szamos tanulmany all rendelkezésre a migrén korélettani hatterének felderitésére, a
migrénes fajdalom kivaltd oka, elsé 1épése, még nem teljesen tisztazott. Az egyik elmélet
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szerint kozponti szereppel bir az dn. neurogén gyulladds (NI), azaz a dura mater steril
gyulladésa, melyet kiillonb6z6 neuropeptidek felszabadulasa (CGRP, SP, PACAP) okoz. A
gyulladas masztocita és pericita aktivaciot, valamint plazma protein extravazaciot és a vér-agy
gat zavarat hozza létre. Korabbi kisérletek bebizonyitottak, hogy a kemény agyhartya kémiai
stimulacidja (gyulladaskeltd anyag cseppentése a dura mater-re) fizikai és kémiai ingerekkel

szembeni tulérzékenységet okoz, ami a trigemino-vascularis rendszer aktivaciojahoz vezet.

Az Europai Neuroldgiai Tarsasag (European Federation of Neurological Society, EFNS) a
migrén kezelését roham- és preventiv terapiara osztotta. A migrénes roham kezelésében a
triptdnok (5-hydroxytriptamine (szerotonin) 1gnp receptor agonistdk, 5HTig;1p) képezik a
,.gold-standard” terapiat. Emellett akut kezelésben non-steroid gyulladascsdkkenték (NSAID),
ergot-alkaloiddk hasznalhatdéak, hanyingercsillapitas céljabol pedig antiemetikumok.
Megel6z6 kezelésként [B-adrenerg receptor blokkoldk, kalcium-csatorna blokkolok,
antidepresszansok és antiepileptikumok szerepelnek az EFNS ajanlasban. Ezzel szemben a
kronikus migrén kezelése igazi terdpias kihivas mind a klinikusok, mind a kutatok szdméra,
hiszen a triptanok hosszu tavd hasznalata nem ajanlott, mivel a fajdalom allandosulasahoz
vezetnek. Emellett a krénikus migrén kezelésében nagyon magas a gyogyszerkolcsonhatasok
okozta mellékhatasok aranya. Az utobbi id6ben a Botulinum toxin A jotékony hatastinak
bizonyult kronikus migrén kezelésében, de az intramuscularis injekcio forméajaban valo

alkalmazés megneheziti a mindennapi gyakorlatban valé alkalmazast.

A szerotonin a triptofan (TRP) lebomlasanak egyik fontos anyagcsereterméke. A TRP egy
esszencialis aminosav, melynek & lebomlasi ttvonala a kinurenin Gtvonal. A kinurenin
utvonal sordn szdmos neuroaktiv termék keletkezik, ezek koziil kiemelkedé fontossagu a
neuroprotektiv tulajdonsagokkal biré kinurénsav (KYNA) és a neurotoxikus quinolénsav.
Mindkét anyagcseretermék fontos szerepet jatszik kiilonb6zé KIR-i megbetegedesekben,
foként a glutamat (Glu) receptorokon keresztil. Mivel a KYNA nehezen jut at a véer-agy
gaton, kiilonb6zd KYNA analogok eldallitasa valt sziikségessé. Ezek az 0j analogok szamos
allatmodellben (agyi ischaemia, epilepsia, Huntington-kor, trigemino-vascularis aktivacio)
bizonyitottak hatékonysagukat. A KYNA ¢és a kiilonb6z6é gyulladasos citokinek egymasra
gyakorolt hatdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a kinurenin utvonal szerepet jatszik
gyulladasos folyamatokban. Ezek alapjan felmeril, hogy a KYNA analdégok egyik

hatasmechanizmusa a NI lehet trigemino-vascularis aktivaciés modellekben.



2. Célkitiizések
Kitlizott céljaink:

l. Egy U0j trigemino-vascularis rendszer aktivaciojan alapulé patkany modell
kidolgozésa, amely soran a dura mater kémiai ingerlésére CFA-t hasznélunk. A
kivaltott hatast egy régota ismert gyulladasos elegy hatasaval hasonlitottuk dssze.

. Felmérni, hogy a CFA képes-e hosszu tavu aktivaciot létrehozni a TG-ban, igy az
altalunk hasznalt médszer alkalmas-e kronikus fajdalom modellezésre.

I1l. Az esetleges TNC-ben jelentkezd aktivacid ¢és centralis szenzitizacid
kialakulasanak vizsgalata CFA hatasara.

IV. Az Uj KYNA analog hatdsanak felmeérése CFA indukalta aktivaciéban a TG-ban és
a TNC-ben.

V. Valaszt adni a kerdésre, hogy hosszu tavl trigemino-vascularis aktivacio esetén
ismételt KYNA analdg kezelés hatékonyabb-e, mint az egy dozist eldkezelés.

VI.  Kiilonb6zd, migrén korélettani hatterével kapcsolatban allo gyulladasos citokin és
neuropeptid immunhisztokémiai feltérképezése a TNC-ben, az agytdrzs mas

tertiletein és a C;-C, gerincvel6i régioban.
3. Anyag és mddszer
A KYNA analog eloallitdasa

A munkank soran hasznalt KYNA analogot a Szegedi Tudomanyegyetem Gydgyszerkémiai
Intézetének Sztereokémiai Kutatocsoportja allitotta el6. Az Gj KYNA analog (KYNA-a, N-(2-
N,N-dimethylaminoethyl)-4-oxo-1H-quinoline-2-carboxamide hydrochloride) a kdovetkezo
szerkezeti sajatossagokkal rendelkezik: egy vizoldékony oldallanc, egy uj kationos centrum és

egy oldallanc csere. Mindez eldsegiti a vér-agy gaton valo atjutast.

Allatkisérlet

Elsé lépésben az Aallatmodell bedllitdsat céloztuk meg, kilonds tekintettel a kémiai
stimulacioéra hasznalt anyagra és a megfeleld idépontokra. Felndtt, him Sprague-Dawley
patkanyokat (220-320 g) hasznaltunk (n=72 immunhisztokémia, IHC; n=67 Western blot, WB

és n=5 miografia). Az allatokat standard laboratoriumi korulmények kozt tartottuk. A



beavatkozast 4%-os kloralhidrattal valo mély altatasban (0.01 ml/ttkg, Sigma-Aldrich, St.
Louis, AEA) végeztilk. Az allat fejét stereotaxias késziilékben rogzitettiik, majd egy kézi
faréval a koponyacsonton egy 3x3 mm-es craniectomias nyilast keészitettink. 30 patkany
esetén ,,gyulladasos levest” (IS, Osszetétel: 10 uM bradykinin, 10 uM szerotonin, 10 uM
prosztaglandin E2 és 100 uM hisztamin, pH 5.0; Strassman és mtsai); 30 patkanynal CFA-t
(Sigma-Aldrich, St. Louis, AEA) és 21 allatnal (kontroll) fiziologias sdoldatot cseppentettiink
a kemény agyhartyara. Abszolut kontrollként, 9 nem miit6tt (abszolat kontroll, AK) allatot
hasznaltunk. Azonos mennyiseget (10 ul) hasznaltunk és 20 percig hagytuk az anyagokat a
dura felszinén, majd fizioldgias séoldattal lemostuk. A csonthianyt viasszal pétoltuk, a sebet 3
Oltéssel zartuk. Az allatokat transcardialisan perfundaltuk, majd fixaltunk 4 6ra, 24 6ra vagy 7
nap utan. A kétoldali TG-t, az agytdrzset (TNC) és a C1-C, gerincveldi régiot eltavolitottuk (-
1, +5 mm az obex-t6l). A miografias vizsgalatokhoz 5 nem mitétt (AK) patkanyt
hasznéltunk. CO,-al valé altatast kovetéen az allatok fejét eltavolitottuk, az a. meningea
media-t (AMM) Kipreparaltuk.

Kezelés KYNA analdggal

Tekintettel arra, hogy a KYNA analogok hatasat kronikus modellben kivantuk tesztelni, a 7
napos CFA modellt hasznaltuk a tovabbi kisérleteinkben. Az éllatokat 4 csoportba soroltuk:
egyszeri kezelés (mitétet megel6zéen 1 oraval i.p. KYNA-a, dozis: Immol/ttkg, 1 ml fiz.
sooldatban higitva), egyszeri kontroll (mttétet megel6z6en 1 6raval i.p. fiz. sooldat, dozis: 1
ml), ismételt kezelés (i.p. KYNA-a napi 2x, 7 napig, dozis: 1mmol/ttkg, 1 ml fiz. s6oldatban

higitva) és ismételt kontroll (i.p. fiz. sdoldat napi 2x, 7 napig).

Immunhisztokémia

IHC vizsgalatokra a mintakat 4%-os paraformaldehid majd cukoroldattal fixaltuk, majd -80
C°-on taroltuk. A mintakat az IHC festések elvégzése céljabol a Lundi Egyetemre
(Svédorszag) széllitottuk. A TG mintakbdl 12 pm-es metszeteket keszitettlink, melyeket
hematoxilin-eosin és pER1/2, IL-1B és CGRP festésre hasznaltunk. Annak érdekében, hogy a
TCC teljes képét lathassuk, a metszés 6 kiillonbozo helyrdl tortént (100-120 metszet/minta).
Az anatomiai struktdrak azonositasara patkany anatomiai atlaszt hasznaltunk. TCC esetén
Glu, c-fos, PACAP, SP, TNFa, IL-6 és IL-1p festést készitettiink.



Western blot

A TG mintdkat homogenizaltuk, a fehérjéket denaturdltuk. Centrifugalas utan a fellliszot
eltavolitottuk, meghataroztuk a mintdk  fehérje-koncentracidjat. Ezt  kovetben
gélelektroforézist végeztink. pERK1/2, IL-1B and CGRP elleni antitesteket hasznaltunk. A
gélelektroforézis soran nyert csikok optikai denzitisat ImageJ software-el szamszeriisitettiik.
Kontroll fehérjeként B-actint és GAPDH-t hasznaltunk.

Miogréfia

Vizsgalatainkhoz artérias miografot haszndltunk. A ~2 mm hosszisagt AMM
szegmentumokat 25 pum széles fémszalakra erdsitettiik. Normalizaciot kovetden CFA-t és IS-t

cseppentettiink az érre.

Statisztika

A WB és miografias vizsgalatok eredményének statisztikai feldolgozasara az SPSS 15.00
programot hasznaltuk. Az adatokat egyutas varianciaanalizissel elemeztiik (one-way
ANOVA), Bonferroni korrekcioval és a csoportok 6sszehasonlitasara kétmintds t-probat
hasznaltunk. A miogréfids vizsgalatoknal kumulativ ddzis-hatds gorbét készitettiink. p<0.05
értéket tekintettiik szignifikansnak.

Etikai engedélyek

A kisérletek elvégzését a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi és Allatjoléti Bizottsaga (1-
74-14-16/2008; 1-74-12/2012) és a Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-
biztonsag és Allategészségiigyi Igazgatdsaga engedélyezte (X1./15.1/02384/001/2007;
XX1V/352/2012).

4. Eredmények
Immunhisztokémia-Trigeminalis ganglion

a. Phospho extracellular signal-regulated kinase (pERK1/2)

AK allatokban a neuronok sejtmagja, a sejtmagvacska és a rostok mutattak pERK1/2
immunpozitivitast. CFA és IS hasznalata esetén erés aktivaciot lattunk a SZG sejtekben. 4
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oréas kontroll modellekben (fiz. sboldat a dura felszinén) hasonlé SZG aktivalodast észleltlink,
ami hianyzott a 24 6rés és 7 napos modellben. A lokalizacié pontosabb meghatérozasara a
legintenzivebb immunreakciét mutat6 7 napos modellben pERK1/2 és GS (specifikus gliasejt-
marker) dupla festést végeztiink, ami egyértelmiien kimutatta, hogy az altalunk észlelt
immunfestés a SZG sejtekben van. A KYNA-a tovabbiakban képes volt csokkenteni a SZG
sejtekben latott aktivitast. Ismételt KYNA-a kezelés nem bizonyult hatékonyabbnak, mint az
egyszeri kezelés. Jobb- és bal oldali TG kozott kilonbséget nem észleltink. A negativ

kontroll (primér ellenanyag elhagyasa) nem mutatott immunreaktivitast.

b. Interleukin 1p (IL-1p)

Nem miitott allatok esetén a neurondlis citoplazmdban, sejtmag koriili, szemcsés mintazatot
mutatd IL-1p fest6dést lattunk. Kontroll allatok esetén hasonlo képet detektaltunk. CFA és IS
okozta aktivacid soran, a 7 napos modellekben erds, sejthartya kozeli, homogén festodést
mutaté immunpozitivitdst észleltink a SZG sejtek kozelében. Mivel ez hatarozottan
kiilonbo6zott a korabban latott képtdl, aktivacionak mindsitettiik. 1.p. KYNA-a kezelés esetén a
kontroll allatokhoz hasonlo, sejtmag kdzelében levs, szemcsés mintazatot észleltink. A
sejthartya kozeli, homogén festés eltlint. Ismételt KYNA-a kezelés esetén nem vettlink észre

szamottevo kiilonbséget az egyszeri dozisu kezeléshez képest.

c. Calcitonin-gene related peptide (CGRP)
AK allatoknal CGRP immunpozitivitast az idegsejtek citoplazmajaban és az idegrostokban
lattunk. A neuronalis festés homogén és szemcseés mintazat kozt valtakozott, a sejtmag nem
festddott. Az idegrostok vékony, gyongyflizérszeri immunreaktivitdst —mutattak.
Lokalizacioban eltér6 aktivitast CFA és IS hatasara nem észleltiink, a rostfestodés kissé
intenzivebb volt. Emiatt a CGRP festésben egyértelmii aktivaciot nem észleltiink, igy KYNA-

a kezelés esetén tovabbi CGRP festést nem végeztink.

Immunhisztokémiai-trigemino-cervicalis komplex

a. Glutamat (Glu)

AK allatoknal Glu-pozitiv rostokat lattunk az Sp5C-ben. Emellett a caudalis részen néhany
homogénen festddd gliasejt és neuron is dbrazolddott. CFA alkalmazéisat kovetden
szamottevoen megemelkedett a Glu-pozitiv neuronok mennyisége. A festés kivaléan mutatja
rendezetleniil elhelyezkedd sejtek. A rostfestddésben aktivaciora utald jelet nem észleltiink.

KYNA-a i.p. adasat kdvetden a Glu-immunpozitiv sejtek mennyisége és a festés intenzitasa is
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csokkent. A kép hasonlo volt az AK allatokban észlelt fest6déshez. Ismételt kezelés nem
okozott valtozast a festddési mintdzatban. Rost- és gliasejt festddésben eltérést nem
észleltiink. A kontroll &llatokban, fiziologias sdoldat i.p. adasat kovetéen a CFA altal indukalt

fokozott Glu-aktivitas tovabbra is fennallt.

b. C-fos
AK allatokban néhany pozitiv sejtmagot lattunk a TNC-ben. A neurondlis sejtmagvacskak
nem festédtek. A dura kémiai ingerlését koveten nagyobb mennyiségben lattunk c-fos
pozitiv sejtmagokat, foként a TNC caudalis részében. KYNA-a csokkentette a CFA okozta
aktivitast a TNC minden szintjén. Ismételt kezelés itt sem bizonyult hatékonyabbnak és a fiz.

sooldat nem befolyasolta a CFA hatasat.

c. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)
PACAP immunpozitivitdst az Sp5Cbhen lattunk, kontroll és CFA-val aktivalt modellekben
egyarant. Emellett szamos PACAP-pozitiv sejtet lattunk kiilonb6z6 agytorzsi magvakban, a
gerincveld eliilsé szarvaban és a canalis centralis ependymalis sejtjei is festodtek. PACAP-
pozitiv idegrostok majdnem minden gerincvel6i palyaban el6fordultak (cortico-cerebellaris,
spino-cerebellaris, piramis palya). CFA hatasara néhany PACAP-pozitivitast lattunk a

fasciculus cuneatus és gracilis idegrostjaiban.

d. Substance P (SP)
SP immunpozitiv rostokat lattunk a TNC teljes magassagaban, az Sp5C-ben. CFA hatasara
enyhe intenzitasbeli fokozodast detektaltunk a rostokban, ami a substantia gelatinosat nem

érintette.

e. Tumor necrosis factor a (TNFa), Interleukin-6 (IL-6) és Interleukin-1p (IL-1 B)
Stirli rostfestddést lattunk az SpSC-ben, de a neuronok és a gliasejtek nem festédtek a TNC
egyik szintjén sem. A gerincvel6ben néhany kisebb méretli neuron fest6dott, foként a canalis
centralis korul. Pozitiv rostok szamos gerincveldi palyaban festddtek. CFA és KYNA-a

hatasara festésiinkben kvalitativ eltérést nem észleltlink.

Western blot — Trigeminalis ganglion

Protein kvantifikalas céljabdl pERK1/2, IL-1B és CGRP WB vizsgalatokat végeztiink a TG-
ban. Az IHC-i eredményekhez hasonlo értékeket és tendenciat észleltink, de statisztikailag
szignifikans kilonbséget csak a 24 6ras CFA-s aktivacidos modellben mértink, pERK1/2

esetén.
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KYNA-a kezelés esetén a pERK1/2 és IL-1p mennyiségét néztiik a TG-ban. Az IHC-hoz
hasonl6 csokkend tendenciat észleltiink a kezelés hatasara, de ez nem eérte el a statisztikailag

szignifikans szintet.
Miogréfia

A miogréfias vizsgalataink arra a kérdesre adnak valaszt, hogy az IS vagy a CFA ereken
Kifejtett hatasa eredményezi-e a latott aktivaciot. IS esetén erds érsziikiiletet detektaltunk, mig

a CFA-nak sem higitva, sem tdményen nem volt hatasa az értonusra.
5. Megbeszelés

Tudomasunk szerint elséként fejlesztettiink ki a dura mater kémiai ingerlésével l1étrehozott,
hossz( tavl trigemindlis aktivacios modellt. Tovabbd a gyulladaskeltd anyagok erekre
(AMM) kifejtett helyi hatdsat eés a neuro-glia-immun interakcié fontossagat vizsgaltuk. Ezen
felul egy KYNA anal6g hatasat néztilk ebben az aj, kronikus fajdalom modellben. Valaszt
kerestlink arra a kérdésre, hogy ismételt adagolas hatékonyabb-e, mint egyszeri alkalmazas.
Emellett szamos, a migrén korélettani hatterével kapcsolatban allé citokin és gyulladasos

= sz

Az egyik gyulladaskelté anyag, amit hasznaltunk (IS) egy olyan gyulladasos elegy, amely
szamos, endogén és neurogen gyulladasban is kozponti szereppel bird anyagot tartalmaz
(hisztamin, szerotonin, bradykinin és prosztaglandin E2). Ezzel szemben a CFA-t kdzel 50
éve autoimmun és gyulladasos betegségek allatmodellezésére hasznaljak, de a pontos
hatasmechanizmusa mai napig nem ismert. CFA hasznalatat kovetéen a tipikus gyulladasos
jeleket (tumor, rubor, calor, dolor) nem észleltik, mivel a KIR-ben lezajl6 gyulladasos
folyamatok teljesen eltéréek a szervezetben mashol eléforduld gyulladdsos reakcioktol.
Régota tudott, hogy a KIR-ben hidnyoznak a dendritikus sejtek és ezek szerepét a
perivascularis pericitak és a makrofagok veszik at. A mikroglidk, masztocitak és asztrocitak
patoldgias korilmények kozt aktivalédnak. A vér-agy gat jelenléte szinten megvéltoztatja a
gyulladasos folyamatot a KIR-ben, hiszen normaélis kdrilmények kézott a nagyméretii sejtek
(fehérvérsejtek) szdmara nem atjarhatd. Szakirodalmi adatok szerint neurogén gyulladas és
egyeb korfolyamatok esetén atjarhatova valik a T-sejtek szamara, de ezek hatékonysaga
elenyész6 a szervezetben mashol eléforduld (pl. bér), dendritikus sejtek aktivitasahoz képest.
Vélemenylnk szerint a hossz( tavl hatas eléréséért modelliinkben a centrélis szenzitizacio a

felelos, nem a CFA reguldris hatasa. Mivel a CFA hasonl6 hatdst valtott ki, mint az IS,
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tovabbi munkankban CFA-t alkalmaztunk. Az idépontok tekintetében 4 6ranal nem lattunk
kiilonbséget a kontroll allatokhoz képest. Ez azzal magyarazhatd, hogy a borben, az izmokban
¢s foként a periosteumban szamos fajdalomérzo idegvégzodés van, melyeknek miitét soran
bekovetkezett aktivacioja elkeriilhetetlen. Feltételezésink szerint, a 4 6Ords modellekben
detektalt pERK1/2 aktivitas foként a miitétnek koszonhetd, mig a 24 6ras és 7 napos, csak
gyulladasos anyaggal aktivalt allatoknal észlelt SZG sejt pozitivitds méar a CFA és IS
hatasanak tulajdonithatd.

Eredményeink tamogatjak a neuro-glia-immun interakcié szerepének fontossagat a TG-ban
migrén pathomechanizmusara vonatkozéan. A SZG sejtekben latott pERK1/2 aktivacio
tdmogatja a gliasejteknek fajdalomban és gyulladasos korfolyamatokban bizonyitott
kiemelkedd szerepét. Ugyanugy, az IL-1P festddésben észlelt neurondlis citoplazma festddés
is ezt sugallja, hiszen a SZG sejtek kozelében elhelyezkedd, intenziven homogén festddés

parakrin szabalyozas lehetdségére utal.

Felmértiik, hogy a CFA képes-e hosszu tavu aktivaciot okozni a TCC-ben, azaz létrehozni a
centralis szenzitizacidt. Szamos olyan anyagot vizsgaltunk, melyek koroki szerepe felmeril
migrén kapcsan. A Glu, a f6 excitatorikus neurotranszmitter, kozponti szereppel bir a terjed
kérgi gatlas (CSD) kialakulasaban és CGRP-vel egyitt szabadul fel a TG-bol aktivacio soran,
centralis szenzitizaciét eredményezve. A c-fos egy proto-onkogén, gyakran hasznalt marker a
TCC-ben migrénes allatmodellek tesztelésére. CFA hatasara fokozott Glu és c-fos expressziot
észleltiink a TCC-ben, mely azt igazolja, hogy aktivalédnak a méasodlagos trigeminalis
neuronok. TNFa, IL-6 €s IL-1P esetén nem észleltiink minéségbeli valtozast a festésben CFA
hatdsara. Ennek az egyik magyarazata az lehet, hogy ezen citokinek migrénben betoltott
szerepe még kérdeses, szintjik a vérplazmaban megemelkedik migrénes roham kapcsan, majd
1-2 6ra malva ismét normalis tartomanyba kertil. Ugyanakkor az altalunk hasznalt IHC
metodika korlatait is hangstlyoznunk kell, hiszen eredményeinket minéségbeli valtozasokra
fokuszaltuk, ami nem zérja ki, hogy aktivacio kapcsan intenzitasbeli vagy szamszeri

novekedés jelen lenne. Ehhez kvantifikacids eljaras alkalmazasa lenne sziikséges.

CFA hatasara PACAP-pozitiv rostokat lattunk a fasciculus cuneatusban és gracilisben, ennek
pontosabb megértésére tovabbi kisérletek sziikségesek. SP esetén szamottevd eltérést CFA
hatasara nem lattunk. Ez megegyezik az Ujabb szakirodalmi adatokkal, melyek szerint a SP

szerepe kérdéses migrénben.
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Amint a bevezetésben is emlitettiik a kinurenin Gtvonal terapias lehet6ség a migrén
kezeléseben, ezert jelenleg is zajlo allatkisérletekkel ennek pontos megértését tiizték ki célul.
Bar a KYNA analégok szdmos trigemindlis aktivaciés modellben bizonyitottak
hatékonysagukat, néhany részlet még tisztazasra szorul. Allatmodelliinkben bizonyitottuk a
KYNA-a jotékony hatasat mind a TG-ban, mind a TNC-ben. Felmertl a kérdés, hogy hol
hatnak az analogok. Két lehet6séget gondolunk a hatasmechanizmus hétterében: 1. Az
analogok periféridsan hatnak, pl. a TG szintjén, hiszen ez bizonyitottan kivil esik a ver-agy
gaton. 2. Migrén kapcsan a neurogén inflammacié nyoman megnyilik a vér-agy gat, igy
atjarhatova valik olyan anyagok szamara, melyek fiziologias korilmények kdzott nem jutnak
at. Feltételezzik, hogy trigeminalis aktivacié kapcsdn a vér-agy gat megnyilik, igy az
analdgok centrélis hatasa sem zarhato ki. Ennek tisztdzaséara tovabbi kisérleteket terveziink.

Tanulmanyunkat Ugy terveztik, hogy 6sszehasonlitsuk az egyszeri dézisu és ismételt KYNA-
a kezeléest. Ismételt kezelés nem bizonyult hatékonyabbnak, ezért azt feltételezzik, hogy az
hogy tovabbi farmakokinetikai vizsgalatok sziikségesek a hatds pontos részleteinek

feltérképezésére.

A WB Kkisérleteink tendenciajaban az IHC-i eredményekhez hasonl6akat eészleltiink.
Eredményeink nem érték el a statisztikailag szignifikans szintet. Mindezt egy metodikai
hibaval tudjuk magyarazni: a WB-hoz a teljes TG-t hasznaltuk. Az IHC vizsgalatok lehet6vé
fokuszaljuk. Ezzel szemben makroszkoposan lehetetlen a TG V1 részét azonositani, igy a WB

eredményeink kevéshé specifikusak.

A miogréafias vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a gyulladaskelté anyagok nem az érfal
tonusara kifejtett hatdsuk révén okoznak trigeminalis aktivaciot. A legutébbi fMRI
vizsgalatok arra utalnak, hogy Wolff vascularis tedriaja elavult, hiszen sem az extra- sem az

intracranialis erekben nem észleltek vasodilataciot migrénes roham alatt.
6. Eredeti megallapitasok, ajszertii felismerések

I. Ez az els6 tanulmany, ami CFA-t haszndl a dura mater kémiai ingerlésére.
Bebizonyitottuk, hogy a CFA hasonlé trigeminalis aktivaciot okoz, mint a korabban

szamos kisérletben hasznalt IS.
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VI.

. CFA hatasara hosszU tavi pERK1/2 és IL-1B aktivaciét lattunk a TG-ban, igy

kisérletlink bizonyitottan alkalmas krénikus fajdalom modellezésére.
Fokozott Glu és c-fos immunreaktivitast észleltiink a TCC-ben 7 nappal a CFA hatasa
utdn. Ez alapjan Kkijelenthetjiik, hogy a CFA hosszu tavld aktivaciot okozott a

masodlagos trigeminalis neuronokban is.

.Az Uj KYNA-a csokkentette a pERK1/2 és IL-1f immunreaktivitast a TG-ban,

valamint a Glu és c-fos aktivitast a TCC-ben.

A KYNA-a kronikus adagolasa nem volt hatékonyabb az egyszeri dézisu kezelésnél.
PACAP, SP, TNFa, IL-6 és IL-1f immunpozitivitast detektaltunk az Sp5C-ben.
PACAP- pozitiv rostokat talaltunk az agytérzs kiillonbozé részeiben, Szdmos
gerincvelbi palyaban és a fasciculus cuneatus és gracilis rostjaban. TNFa, IL6 és IL-1
immunpozitivitast lattunk az eliilsé és hatsd szarv neuronjaiban, a canalis centralis

kdzelében és a kiilonbozé gerincveldi kdtegekben.
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7. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni kdszonetemet témavezet6imnek, Dr. Tajti Janosnak és Prof. Dr. Vécsei
Laszlonak a kutatdmunkam iranyitasaért. Emellett kdszondm Vécsei Professzor Urnak, hogy
lehetdvé tette, hogy kutatomunkamat a laboratériumaban végezzem ¢és formalta a tudomanyos
kutatashoz vald hozzaallasomat. Koszonettel tartozom Prof. Filop Ferencnek a KYNA
analégok szintéziséért és Prof. Toldi Jozsefnek a kéziratok megirasédban nyujtott segitsegéért.

Halaval tartozom tovabba Prof. Lars Edvinssonnak, akinek a laboratériumaban tolthettem 10
honapot Lundban, Svédorszagban. Kulon koszénet Prof. Karin Warfvingenek, akitol
megtanultam az IHC minden részletét. Halas vagyok a szakmai tamogatasukert és azért, hogy

megtanitottak, létezik hatartalan lelkesedés a tudomany irant.

Kdszonettel tartozom a dan és svéd kollégaimnak, akik Kisegitettek a WB és miogréafias
vizsgalatokkal: Kristian Agmund Haanes, akivel kozdsen dolgoztuk ki az allatmodell minden
részletét s a miografids vizsgalatokat és Lars Kruse, aki a kiegészité WB kisérleteket végezte
Déniaban.

Kilén koszonettel tartozom a laboratériumban dolgozd kollégaimnak, akikkel egyiitt
tapasztaltuk meg a kutatds kihivasait. Kilén koszonet Bohar Zsuzsannanak, Nagy-Grocz
Gébornak, Veres Gabornak és a klinikumbol Prof. Klivényi Péternek, Szab6 Nikolettanak,
Z&dori Dénesnek és Szpisjak Laszlonak, akik segitettek a tézis megszerkesztésében.

Halas koszonettel tartozom a csalddomnak és a kodzeli baradtaimnak, hogy biztattak és hittek

bennem.

Legfoképpen, koszonom Istennek a lehetéséget és az erét, hogy megirjam ezt a tanulmanyt.
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