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Roviditésjegyzék

AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav
BDNF — agyi eredetii neurotrofikus faktor

CGRP - calcitonin gén-relacios peptid

IR — immunoreaktiv

IS — inflammatory soup (“gyulladasos leves™)

KYNA — kinurénsav

NF-kB — nukleéris faktor-kappa B

NGF — neuronélis ndvekedési faktor

NNOS - neuronalis nitrogén-oxid szintaz

NO - nitrogen-monoxid

NTG — nitroglicerin

NMDA — N-metil-D-aszpartat

s.c. — subkutan

SIF — szintetikus intersticialis folyadék

TNC - kaudalis trigemindlis mag

TRPV1 — transient receptor potential vanilloid-1 receptor

5-HT — 5-hidroxitriptamin



Bevezetes

A migren egy els6dleges fejfajasbetegég, amelyet 472 6ran at tarté visszatéro fejfajas jellemez
és ehhez allodynia, fény- és hangkerilés, valamint csokkent napi aktivitas tarsul. A vilag
népessegének akar 15% -at is érint6 megbetegedés, mely haromszor gyakrabban fordul el
noknél, mint férfiaknal, igy a nemi hormonok, kiilondsen az 6sztrogén fontos szerepet jatszhat
arohamok kialakulaséban. A betegség pontos patomechanizmusa nem ismert, de a trigeminélis
rendszer aktivacidja és szenzitizdcidja alapveté a roham soran. Ezek a jelenségek
allatkisérletek soran modellezhetéek: a trigeminalis rendszer elektromos vagy kémiai ingerlése
az elsédleges trigeminalis neuronok aktivacidjat okozza, mely neurotranszmitterek
felszabadulasaval jar a periférias idegvégz6désekbdl és steril neurogén gyulladast eredményez

a dura materben és periférias és centralis szenzitizaciohoz vezethet.

A Kkalcitonin-gén rokon peptid (CGRP) egy multifunkcionalis szabalyoz6 neuropeptid,
melynek kulcsszerepe van a migrénben: A rohamok soran a CGRP koncentracidja
megemelkedik a szérumban, mig a CGRP intravénas infizidja migrénszeri fejfajast okozhat a
migrénesekben. A trigeminalis idegvégzddésekbdl felszabaduldé CGRP befolyasolhatja a
gyulladasos folyamatokat és részt vehet a hiperalgézia és a mechanikus allodynia
kialakulaséaban.

A tranziens receptor potencial vanilloid-1 receptor (TRPV1) a fajdalom detektalasanak és
inger, példaul ho és vanilloid képes aktivalni. A TRPV1 aktivacio kiilonbz6 neuropeptidek,
példaul a P anyag és CGRP felszabadulasahoz vezet, melyek értagulatot okoznak és a neurogén
gyulladas kialakulasaban szerepet jatszanak, ezaltal a receptor a szenzitizacié egyik fontos

molekulajanak tekinthetd.

A neuronalis nitrogén-oxid szintdz (nNOS) enzim L-argininbdl nitrogén-monoxidot (NO)
képez, mely megtalalhato a gerincveld hatsod szarvanak felszini rétegeiben és tobbek kdzott
fontos szerepe van a trigemindlis fajdalom feldolgozéasban. Képes befolyasolni a glutamat
felszabadulasat, szabalyozza a gyulladasos valaszt és a hiperalgézia kialakulasat, helyileg részt

vesz a sejtek kommunikéacidjaban.

Szamos bizonyiték van arra, hogy a hormondlis homeosztazisnak, foként a petefészek
hormonoknak fontos szerepe van a migrén pathomechanizmuséban. Az 0§sztrogén

pronociceptiv hatast valthat ki a trigeminus afferensek aktivécidja révén, a glutamaterg tonus



fokozésaval, tovabba bizonyos neuropeptidek, példaul agyi eredeti neurotrofikus faktor
(BDNF) vagy neuronalis novekedési faktor (NGF) szintjének novelésével; azonban
antinociceptiv hatdsat is leirtdk, amelyet a szerotonerg vagy opioiderg rendszerek

mitkodésének fokozasa révén kozvetithet.

Annak ellenére, hogy az utobbi idOben tobb, igen hatisos gyogyszer jelent meg a migrénes
roham enyhitésére, a biztos kezelés még nem minden esetben megoldott. A leggyakrabban
alkalmazott akut terapias szerek a triptanok, amelyek szerotonin 1B/1D receptorokon keresztul
hatnak, hatasukat az meningealis erek értdgulatanak gatlasaval, a vazoaktiv neuropeptidek
felszabaduldsanak megakadalyozdsaval és a trigemindlis ideg depolarizacidjanak
blokkolasaval fejtik ki. Ezen kivil csokkentik a neurotranszmissziot a kaudalis trigeminalis

mag (TNC) interneuronokban.

A Kkinurénsav (KYNA), a triptofdn metabolizmus neuroprotektiv terméke, amely L-
kinureninbdl képzoédik. Hatdsat az N-metil-D-aszpartat (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-izoxazol-propionsav (AMPA) és kainat receptorokon keresztul fejtheti ki. A KYNA agonista
hatdst gyakorol az idegrendszerben megtalalhatd G-fehérjéhez kapcsolt 35 receptorra
(GPR35), amelynek a fajdalom feldolgozéasaban és a neurogén gyulladasban fontos szerepe

van.

A neurogén gyulladas modellezése a dura felszinére adott mediatorok segitségével lehetséges.
Allatkisérletekben az inflammatory soup (IS, ,.gyulladasos leves”) helyi alkalmazésa
értagulatot és plazma extravazaciot okoz, elésegiti a hizdsejtek degranulacidjat és CGRP
felszabadulast eredményez az els6dleges nociceptiv afferensek aktivaldsa révén, hasonléan a

migrénes rohamok soran bekovetkez6 valtozasokhoz.

Az migrénes rohamok soran jelentkez6 orofacialis fajdalmat a ragcsalok bajuszparnajaba
juttatott formalin injekcidval is lehet modellezni, amely lehetévé teszi a fajdalmas allapot

viselkedési és neurofizioldgiai jellegzetességeinek tanulmanyozasat.
Célkitiizések

Kisérletlinkben azt vizsgaltuk, hogy dura materen a lokalis IS okozta gyulladas milyen hatéssal
van az altalunk valasztott aktivacids és szenzitizacios markerekre (CGRP, TRPV1 és nNOS) a
TNC, illetve hogy a szumatriptan és a KYNA el6kezelés képes-e modulélni az IS altal okozott

valtozasokat.



A vizsgalat masik célja a trigeminalis fajdalommal kapcsolatos viselkedésbeli valtozasok és a
trigeminalis aktivacio markerének tekinthet6 c-Fos immunreaktivitas vizsgalata volt stabilan
alacsony ¢€s stabilan magas 0sztrogénszintii patkdnyokban az orofacialis formalin modellben,
hogy tovabbi adatokat szerezziink az Osztradiol szerepér6l a  trigeminalis

fajdalomfeldolgozashan.
Anyagok és modszerek

A Kkisérleti eljarasok megfeleltek Eurdpai Kozosség Tanacsanak (86/609/ECC) és a
Nemzetkdzi Fajdalomkutatasi Egyesilet ajanlasanak. A Kisérleteket a Csongrad Megyei
MezOgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosaga (X1./1098/2018, XX1V/352/2012), és a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsaga engedélyezte. Az allatokat standard laboratorium kériilmények kozott
konvencionalis allathdzban tartjuk, szabad hozzaférést biztositva a vizhez és a taphoz, 12-12
oOras sotét-vilagos megvilégitési ciklusokban.

I.  Adurdlis inflammatory soup hatasa
Kezelések

A kraniotomiat kdvetden az allatokat 6 csoportba osztottuk (n=6/csoport mind a 2,5, mind a 4
oOras talélési id6 esetén). Az I. csoportban (SIF) szintetikus intersticialis folyadékot, mig a Il.
csoportban (IS) 1S-ot cseppentiink a durara. Az I.¢és II. csoport allatai nem kapnak el6kezelést,
mig a III. (SUMASIF) és IV. (SUMAIS) csoport allatai a kezelés el6tt 10 perccel s.cC.
szumatriptant (0,6 mg/ttkg) kaptak és a V. (KYNSIF) és VI. (KYNIS) csoportban pedig a
kezelés el6tt egy oraval ip. kinurénsav (1 mmol/ttkg) injekcidt adtunk. 20 perccel késébb SIF
oldattal lemostuk a dura felszinét, majd az allatokat 2,5 vagy 4 6raval késobb transzkardialisan
perfundaltunk. Majd, eltvolitottuk a TNC-t és a gerincveld cervikalis szakaszat

immunhisztokémiai festés céljabol.
Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai festést kovetden a sejteket és a rostok altal lefedett teriiletet a teljes
hatsd szarv és a nervus ophtalmicus (V/1)-nak megfelel6 szomatotopias elrendez6désben

vizsgaltuk.

Il. A Kkronikus 17g-6sztradiol hatasa



Az allatok petefészkeit eltavolitottuk, majd két csoportba osztottuk 6ket. Az OV X csoportban
a patkanyok bére ala két 15 mm hosszu koleszterinnel toltott szilikon kapszulat Gltettink. Az
OVX + E> csoportban az &llatok szintén két kapszulat kaptak, amelyek a 17p-6sztradiol és
koleszterin 1: 1 aranyl keverékét tartalmaztak.

Kezelések

Mindkét csoportot tovabbi két alcsoportra osztottuk: az OVX-Phys és OVX+Ez-Phys
alcsoportokban az allatok s.c. 50 ul fizioldgias sdoldat injekcidt kaptak, mig az OV X-Form és
az OVX+E>-Form alcsoportokban a patkanyokat s.c. 50 ul 1,5% -os fizioldgias séoldatban
higitott formalin-oldatot juttattunk az allatok jobb bajuszpérnajaba.

17p-6sztradiol koncentracié mérése

A szérum 17p-0sztradiol koncentraciojat az OVX és OVX+E> csoportokban megmeértiik (n=5).
A vérmintakat hetente vettik a farokvénabdl 5 héten keresztil és a koncentraciokat Estradiol

EIA Kit alkalmazésaval vizsgaltuk.
Orofacialis formalin teszt

A tesztelés elbtt az allatokat hozzaszoktattuk a vizsgdldé dobozhoz. Ezutan a patkényok
bajuszparnajaba beadtuk a fiziologias sdoldatot vagy a formalint, majd visszahelyeztiik 6ket a
dobozba 45 percre. Ezt a vizsgalati periddust 15 x 3 perces blokkokra osztottuk, és az egyes
blokkokban megmértiik, hogy a mennyi id6t (masodpercek szamat) toltottek az allatok a kezelt

bajuszpéarna dorzsolésével az azonos oldali eliilsé vagy hatsé manccsal.
Immunhisztokémia

Az obex-t6l +1 és -5 mm kozotti TNC-t tartalmazéd medullaris szegmenst eltavolitottuk és
feldolgoztuk c-fos immunhisztokémiai festés céljabol, ezutan megszamoltuk a c-fos IR sejtek

szamat.
Eredmények
I.  Adurdlis inflammatory soup hatasa

Az IS adasa megnovelte a CGRP IR rostok altal lefedett teriilet nagysagat a kontroll csoporthoz

rrrrrrr

ezeket a valtozasokat. A CGRP-IR rostok altal lefedett teriilet nagysagaban a két idépont kozott

nem volt 1ényeges kiilénbség.



Az IS kezelés 4 dra elteltével szignifikdnsan megemelte a TRPV1 IR rostok altal lefedett tertilet
nagysagat és az nNOS IR sejtek szamat a kontroll csoporthoz képest. A szumatriptan és a
KYNA el6kezelés itt is modulélta az IS kezelés hatasét.

A krénikus 17p-6sztradiol hatasa

A petefészkek eltavolitast kovetéen az Osztradiol atlagos szérum-koncentracioja az OVX
allatokban 25,93 pg/ml volt, mig az OVX+E; csoportban ez az érték szignifikansan

magasabbnak, 64,55 pg / ml-nek adodott.

A formalin injekcidt kovetden az allatok azonnal elrantottdk a fejiiket, melyet hanghatas is
kisért, valamint folyamatosan és erdteljesen dorzsolték a bajuszparnajukat foként az azonos
oldali eliils6 manccsal, illetve az ellenoldali masik elulsé végtagjukkal, emellett idénként az
ipsilateralis hats6 manccsal is vakartak ezt a teruletet. Az orofacialis formalin teszt két
fazisanak statisztikai elemzését kovetden azt tapasztaltuk, hogy az OV X-Form és az OV X+E;-
Form alcsoportokban az arcdorzsold aktivitas szignifikansan magasabb volt, mint az OV X-
Phys és az OV X+E,-Phys alcsoportokban az els6 (* P <0,01; *** P <0,001) és a masodik fazis
(*** P <0,001) sorén is. Mindkét formalinnal kezelt csoportban (OVX-Form és OVX+E»-
Form) megfigyelhet6 volt ez a kétfazisu fajdalommal kapcsolatos viselkedési mintazat, amely
az 17B-6sztradiollal elokezelt csoportban Kifejezettebb volt.

Az OVX-Form és az OVX + Ez-Form alcsoportokban a formalin kezelés szignifikansan
megemelte a c-Fos-IR sejtek szdmat az ipsilateralis TNC felszini rétegeiben, 6sszehasonlitva a
nem kezelt kontralateralis oldallal. Az OVX+E>-Form alcsoportban a formalin hatdsa
kifejezettebb volt, mint az OV X-Form allatokban a c-Fos-IR sejtek tekintetében. Statisztikai
elemzés utan az lathatd, a kronikus 173-0sztradiol kezelés fokozta a formalin &ltal kivaltott c-
Fos aktivaciot (# P <0,05; ## P <0,01; ### P <0,001 ).

Megbeszélés
I.  Adurdlis inflammatory soup hatasa

Kisérletinkben az IS kezelés mar 2,5 orat kovetéen is megemelni a CGRP IR rostok altal
lefedett tertlet nagysagat a gerincvel6 cervikalis szakaszan. Ez a CGRP emelkedés a primer
afferensek aktivitasanak fokozodasat jelenti, ami egyutt jarhat a neuropeptid fokozott

felszabadulasaval.



Hasonléan a CGRP-hez, az IS kezelés 4 éra elteltével szignifikansan megemelte a TRPV1 IR
rostok altal lefedett tertilet nagysagat a gerincvel6 a hatsé szarvaban. A TRPV1 receptorok
megtaldlhatoak a trigeminalis afferensekben és a trigeminalis ganglionban, amelyek beidegzik
a dura mater-t és ezek az idegrostok CGRP-t is tartalmaznak. Elektrofizioldgiai vizsgalatokban
kimutattak, hogy a TRPV1-et nem csak a kapszaicin vagy a fajdalmas héinger stimulalja,
hanem a gyulladds soran felszabadulé kémiai tényezék is képesek az aktivaciora, igy
kisérletinkben a megnoévekedett TRPV1-szint része lehet a TS-ben zajlé szenzitizacios

folyamatoknak.

Az IS kezelés megnovelte az nNOS IR sejtek szamat a hatsé szarvban. A NO termel6désben
bekovetkezett novekedés hozzajarulhat a dura materben lezajlé gyulladasos folyamatokhoz,
amely magaban foglalja a CGRP, a prosztaglandinok és mas mediatorok felszabadulasat, ami

gyors vazodilataciohoz vezet.

A CGRP szint emelkedésével szemben, a TRPV1 és az nNOS szint névekedése csak késébb
figyelhet6 meg, azaz feltehetSleg az elébbiben észlelt valtozasok valészintileg az elsédleges
trigeminalis nociceptorok aktivaciéjahoz kapcsolédnak, mig a TRPV1 és nNOS valészindileg

inkabb a szenzitizacids folyamatokban vesznek részt.

Vizsgalatunk soran a szumatriptan képes volt modulalni az IS hatasat, azaz kivédte a CGRP,
TRPV1, az nNOS szintben bekovetkezett valtozasokat valdszintileg az 5-HT1g/1p receptorokon
keresztil. Ezek az eredmények megerésitik, hogy az 5-HT1g/10 agonizmus gatolhatja az IS altal
Kivaltott aktivaciot és szenzitizaciét, és ezek a receptorok fontosak a duralis gyulladasos

folyamatokban.

Kisérletiinkben a KYNA hasonlo hatassal birt a kivalasztott markerekre és ezt a hatasat szamos
receptoron keresztiil fejthette ki: a TNC-ben megtalalhatéak az NMDA, AMPA, kainat és
metabotrép receptorok és bebizonyosodott, hogy a nem NMDA glutamat receptorok
antagonistai is gatolhatjak a masodlagos nociceptiv neuronok aktivaciéjat. Azt is leirtak, a
kinurenin utvonal fontos szerepet jatszhat egyes fejfajasos kérképekben, valamint a szérum

KYNA szintje csokken a cluster fejfajas és a krénikus migrén soran.

Jelen kisérletinkben, a szumatriptan és a KYNA is hatékonyan védte ki az IS okozta

valtozasokat. Hatasukat valdszintileg kulonbozé receptorokon/utvonalon keresztil voltak



képesek Kifejteni, amelyek a lezajlé folyamat kiilonbozé farmakoldgiai tamadaspontjaira

hivjak fel a figyelmet.
A kronikus 17p-6sztradiol hatasa

Modelllinkben az atlagos szérum 17B-6sztradiol-szint 61,29 pg/ml volt az OVX+E>
patkdnycsoportban, mely Osszevethetd a ndstény patkdnyok a proestrus fazisban mért
értékeivel, amikor a legmagasabb az 6sztrogén koncentracioja. Az ltalunk kapott eredmenyek
alapjan a kronikus 17B-6sztradiol kezelés pronociceptiv hatassal birt az orofaciélis formalin

tesztben, 6sszehasonlitva a kontroll, petefészek-eltavolitott ndstény patkanyokkal.

Az o6sztradiol hatdsara fokozott dorzsolési és vakardzasi viselkedést figyeltink meg az
allatokndl, és ez a viselkedésbeli valtozas az orofacialis formalin teszt mindkét fazisaban
kimutathatd. Az elsé fazist a nociceptorok kozvetlen kémiai stimulalasa okozhatja, mig a

maésodik fazist periférids gyulladas eredményezheti.

Ezen kivul a kronikus 17p-6sztradiol kezelés a kezelést nem kapott allatokhoz képest jobban
megnovelte a c-Fos IR sejtek szamat a TNC teriletén. Ez a hatas valdsziniileg a TRPV1 és az
anoktamin 1 Osztrogénfliggd novekedésével fliigg dssze a TNC-ben, amelyek kulcsszerepet

jatszanak a trigeminalis fajdalomérzetben.
Kovetkeztetések

Vizsgalatunk sorén az IS képes volt aktivalni és szenzitizalni a trigemindlis rendszert, fokozta
a CGRP, TRPV1 és nNOS szintet, igy ezek a markerek relevansak lehetnek a migrén
receptorok szerepet jatszanak a dura neurogén gyulladasaban és a migrénes roham sorén is. A
KYNA jotékony hatdsat az NMDA receptorokon keresztil fejthette ki a szumatriptanhoz

hasonld mértékben, ezért szintén fontos szerepet jatszhat ezekben a folyamatokban.

A trigeminalis aktivacio egy masik modelljében a kronikus 6sztradiol kezelés szignifikansan
megndvelte a c-Fos IR sejtek szamat és fokozta a fajdalommal kapcsolatos viselkedési

valtozasokat, igy pronociceptiv hatasa volt a trigeminalis fajdalomra.

Az 0sztrogén szamos modon képes befolydsolni a fajdalom altal kivaltott neuronalis
folyamatokat: egyrészt novelheti a TRPV1 mRNS-t és az anoktamin 1-et a TNC-ben, masrészt
modulalhatja az nuklearis faktor-kappa B (NF-xB) Utvonalat, illetve a hatasat az extracellularis

szignal altal szabalyozott kinazon keresztil is kifejthette a trigeminalis rendszerben.



Osszességében elmondhatd, hogy mind az akut, mind a krénikus modulacié kimutathat6 a

trigeminalis aktivacio eltéré patkdnymodelljeiben, amelyek kiilonb6z6 Gtvonalak részvételét

=77



Koszonetnyilvanitas

ElSszor szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Pardutz Arpadnak a szakmai

irdnyitasért, a hasznos tanacsokért és a folyamatos tamogatasért.

Koszonettel tartozom Vécsei Laszlé Professzor Urnak és Klivényi Péter Professzor Urnak,
hogy lehet6séget biztositottak, hogy a kutatdsaimat a klinik&dn végezhessem, valamint, hogy

hasznos tanacsokkal lattak el a munkam soran.

Kulon kdszonettel illeti kozvetlen munkatarsaimat Dr. Bohar Zsuzsannat, Dr. Fejes-Szabd
Annamariat és Nagy-Grdcz Gabort, akikkel egytt végeztik a kisérleteket, és akikkel egyditt

tapasztaltuk meg a tudomanyos kutatas kihivéasait.

Szeretném megkdszonni a rengeteg segitséget Vékonyné Széll Valérianak, és Luké&cs
Erzsébetnek, akikt6l megtanulhattam a laboratériumi munka alapveté szabalyait és a labor

munkaban nyujtott segitségukert.
Halas vagyok csaladdomnak a kitartd tdimogatasért és azért, hogy hittek bennem.

Szeretném kifejezni kullon halamat a barataimnak, féként Polyak Helganak és Cseh Edinanak,

akik mindig a segitségemre voltak.



