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Roviditések:

5-HT - szerotonin

AEA  — anandamid

CB  —kannabinoid receptor

CFA — Complete Freund adjuvans

CGRP — kalcitonin-gén relacios peptid

ECs - endokannabinoid rendszer
ip.  —intraperitonealis
1S — inflammatory soup / ”gyulladésos leves”

NOS — nitrogén-oxid szintaz

NTG —nitroglicerin

pERK — foszforilalt extracellularis signal-regulated protein kinaz
SERT - szerotonin transzporter

SIF — szintetikus interstitialis folyadék

TG  — ganglion trigeminale

TNC —nucleus trigeminalis caudalis

V/I ~ —nervus ophthalmicus

V/2  —nervus maxillaris

V/3  —nervus mandibularis



Bevezetés
A migrén az egyik leggyakoribb primer fejfajas betegség, a magyar populacio tobb mint 10%-
at érinti. A rohamok kezelés nélkiil 4-72 oran at tartd, jellemzden féloldali, liikktetd jellegii

fejfajast okoznak, amelyet hanyinger, hanyas, fény- és hangérzékenység kisérhet.

A betegség lényeges népegészségiigyi problémat jelent, hatdsa jelentds mind az érintett
betegekre, mind a tarsadalomra. A rohamok kifejezetten rontjak az életmindséget, csokkentik a
produktivitast, valamint az anyagi terhei a gazdasagra is kihatnak, a direkt és indirekt koltségek

nagysagrendjét Europaban évente 50-111 millidrd Eurora becsiilik.

Annak ellenére, hogy egyre tobb specifikusan a migrénre hatd gydgyszer keriil a piacra, ezen
terapidk hatékonysaga csupan 60% koriili. Nagy az igény az 0jabb hatékonyabb kezelési
modszerekre, de a pontos pathomechanizmus ismeretének hidnya visszaveti a potencidlis Uj

szerek kifejlesztését.

A betegség hattere még mindig nem teljesen tisztazott, de ismert, hogy a trigeminalis rendszer
aktivalodasa és szenzitizacioja alapvetd a fejfajasok kialakuldsdban. A nervus trigeminus
mindharom aga érz6 rostokkal latja el a durdt és az arcot, valamint rosthalézatot adnak az
agyhartyak ereihez. Ezek vazodilatacidja aktivalhatja az elsddleges érzo idegsejteket a Gasser-
ducban (TG) és vazoaktiv medidtorok felszabaduldsat eredményezheti, mint a kalcitonin
génrelacios peptid (CGRP) és a substance-P. Ezek a neurotranszmitterek megnovelik a
ganglion sejtek érzékenységét, melyet periférias szenzitizacionak hivunk és a migrénes fejféjas
liiktetd jellegében nyilvanul meg. Az elsédleges érzé neuronok tiizelése okozta folyamatos
transzmitter-felszabadulas befolyasolja a masodlagos érz6 neuronok miikddését €s centralis
szenzitizaciot hozhat 1étre a caudalis trigeminalis magban (TNC), ami allodyniahoz vezet, a

nem fajdalmas ingerek fajdalmassa valnak.

A szerotonin (5-HT) monoamin neurotranszmitter, amely tobb ¢élettani és korélettani
folyamatban vesz részt, szerepet jatszik a fajdalomérzetben és a migrénben is. Lokalizaciotol,
receptortol és sejttipustol fliggden, mind pronociceptiv és antinociceptiv hatasa is ismert.
Periférias idegsériilés vagy gyulladas esetén a 5-HT pronociceptiv hatasa jelentkezik, ami soran
ilyenkor képes aktivalni és szenzitizdlni a nociceptorokat, mig a koézponti leszallo

fajdalomszabalyzo6 rendszerben csokkentheti és emelheti is a gerincveldi nocicepciot.



Régota ismert, hogy a 5-HT kulcsfontossagli a migrén patomechanizmusaban, a lebomlasi
terméke az 5-hidroxi-indolecetsav szintje emelkedett a migrénesek vizeletében roham soran.
Emellett egyre tobb megfigyelés szol amellett, hogy a roham kialakuldsaban az alacsonyabb
5-HT szint szerepet jatszhat. Példaul a rezerpin, mely csokkenti a 5-HT szintet, képes rohamot
provokalni. Egy masik tanulmany pedig kimutatta, hogy az alacsonyabb 5-HT szint magasabb

c-Fos expresszioval jar duralis ingerlés utan a patkdny TNC teriiletén.

Az agytorzs tobb teriilete is szerepet jatszik a migrén kialakuldsdban, mint példaul a
periaqueductalis sziirkeallomany, a nyultvel0 rostralis ventromedialis magja €s a nucleus raphe
magnus. Ezen strukturdk aktivalodéasa noveli a gerincveldi 5-HT felszabadulast és csokkenti a
fajdalomérzetet, melyet 5-HT antagonistak ki tudnak védeni. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a 5-HT komplex szerepet jatszik a fajdalomérzésben és a migrén kialakulasaban, azonban

a pontos részletek még nem tisztazottak.

A szerotonin transzporter (SERT) a neurotranszmitter visszavétele révén szabalyozza az
extracellularis €s szinaptikus 5-HT szintet. Pozitron emisszios tomografiaval (PET) magasabb
alanyokhoz képest, melynek az oka az eredendéen magasabb szint vagy a normalistol eltérd 5-
HT neurotranszmissziéra adott valasz lehet. Osszességében a 5-HT hatasa sokrétii a gyulladas
és a fajdalomérzés kapcsan, de egyre tobb bizonyiték utal ra, hogy a neurotranszmitter

szintjének valtozéasa szerepet jatszik a migrén kialakuldsaban.

A c-Fos a korai-valaszgének csaladjaba tartozo fehérje, amely az idegrendszeri aktivacio egyik
leggyakrabban hasznalt markere: az idegsejtek depolarizaciojat kovetéen par percen beliil
megkezdddik az expresszidja, szintjének vizsgalataval a fajdalom érzékelésben résztvevod
palyak aktivacios mintazata is feltérképezhetd. Bar széleskorben elterjedt a hasznalata, fontos
megjegyezni, hogy nem minden aktivalt neuronnal lehet detektalni c-Fos immunpozitivitast, és
mas sejttipusok is expresszalhatjak a proteint. Bar a c-Fos szint valtozasaval kapcsolatban
felmeriilt, hogy nem specifikus, de a protein expresszidjanak mérése széles korben elfogadott
modszer az aktivacidés mintazatok tanulméanyozasara €s a specifikus palydk azonositdsara. A
kisérleti koriilmények gondos kontrollalasa ezért kulcsfontossagu lehet a technika alkalmazasa
soran, amely igy lehet6séget kinadl a kiilonb6z0 hatasok Osszehasonlitasara és potencialis

gyogyszerek tesztelésére allatmodellekben.



A migrén fejfajast mar szamos médon lehet modellezni, az egyik legelterjedtebb modszer a
szisztémas nitroglicerin (NTG) haszndlata. A NTG beadast kovetden szabadon diffundal
membranokon keresztiil és 4t tud jutni a vér-agy gaton is, rovid félideje ellenére felhalmozodik
a lipofil szovetekben, igy példaul az agyban is. A NTG egyik jol ismert mellékhatdsa, hogy
elOszor egy azonnali, tompa jellegli fejfajast okoz, ami a gyogyszer értagitd hatasaval fiigg
Ossze. Ezt az azonnali fejfajast migrénes betegekben négy-hat ora elteltével egy migrénszerti
roham kdoveti. Feltételezik, hogy az azonnali fejfajas vazoaktiv tulajdonsédgainak az eredménye,
¢s a prodrom fazishoz hasonlo tiineteket, valamint a hypothalamus és a periaqueductalis sziirke
allomany aktivalodasat figyelték meg az NTG beadasa utan. Az NTG hasznalata utan fellépo
késleltetett fejfajas eredete nem teljesen tisztazott, de egy PET-vizsgalat kimutatta az agytorzsi
aktivaciot ezen fejfajasok sordn, hasonldan a migrénhez. Ezen tulajdonsaga miatt allatokban
gyakran hasznaljak a szisztémas NTG-t a migrén modellezésére, ami ragcsalokban arc teriileti
hyperalgesiaként, fénykeriild magatartasként jelenik meg, a trigeminalis rendszer aktivaciojat
€s szenzitizaciojat mutatva. Emellett megemeli a kiilonb6z0 markerek, mint példaul a
kalcitonin-gén relacios peptid (CGRP) és substance-P szintjét is a vena jugularis externaban,
igy feltételezhetd, hogy gyulladdsban szerepet jatszo utvonalakat is aktivalhat, melyet kisérleti
allatokban is megerdsitettek. Acetilszalicilsav adasa kivédte a neuronalis NOS (nNOS)
emelkedést patkdnyokban, mely arra utalhat, hogy a ciklooxigenaz utvonal is aktivalodik NTG
adasa utan. Szintén allatkisérletekben kimutattak, hogy a NTG képes a trigeminalis rendszer
aktivalasara és szenzitizalaséara és tobb oOrés latenciaval megemeli a c-fos expressziot a TNC-
ben, mely idében egybeesik a NTG okozta migrén indulasaval. Emellett tobb tanulmany

igazolta, hogy hyperalgesiat és allodyniat is 1étrehoz ragcsalokban.

Tobb vizsgalatban kiilonb6z6 kémiai anyagokat hasznalnak a dura kdzvetlen ingerléséhez, mint
pl. a kapszaicin, a Complete Freund Adjuvans (CFA), vagy az inflammatory soup (IS). A CFA-
t, mely eldlt Mycobacterium tuberculosis szuszpenziot tartalmaz, gyakran alkalmazzak
kisérletes bor és iziileti gyulladas vizsgalatara. Kisérleti allatokban a durara adva mind a CFA,
mind az IS képes volt az interleukin-1 mennyiségét megemelni a TG-ban, amely neurogén
gyulladas jelenlétére utal. Az IS négy gyulladasos mediatort tartalmaz, 5-HT-t, bradykinint,
prosztaglandin E»-t és hisztamint. Magatartasvizsgalatokkal bizonyitottak, hogy az IS nemcsak

aktivalja a masodlagos ¢érz0 neuronokat, hanem szenzitizdlja is azokat, erre utal, hogy

crer



allodynia volt kimutathat6. Mind a migrén specifikus (pl. szumatriptan), mind a non szteroid
gyulladasgatld gyogyszerek (pl. naproxen) képesek a hatds kivédésére, jelezve a modell

validitasat a gyodgyszertesztelésben.

Osszegezve, NTG-t vagy a dura kémiai ingerlését hasznélva a kisérleti 4llatokban kimutathaté
a trigeminalis rendszer aktivacioja és szenzitizdcioja, a migrénhez hasonldan. Az allatkisérletek
pontosan eldre jelezték a migrénellenes gyogyszerek hatékonysagat, igy a jovobeli kezelési

modszerek kifejlesztésében hasznosak lehetnek.

Az endokannabinoid rendszer (ECs) alapvetd jelentdségili tobb élettani folyamatban, mint pl. az
étvagy, anyagcsere, immunfunkciok, memoria, alvds, hoémérséklet- ¢és fajdalom
szabalyozasaban. Az ECs ezeket a funkciokat a kannabinoid receptorok (CB) révén fejti ki,
elsésorban a CB1 és CB2-n keresztiil, melyek kiilonb6zo sejtekben més €s mas jelatviteli utakat
aktivalnak. Az ECs kiemelt szerepet jatszik a fajdalomérzés szabalyozasdban is, a
kannabinoidok mind periféridsan, mind intrathecalisan adva csokkentik a hyperalgesiat és az
allodyniat, valamint a nociceptorok tiizelési ratajat. Emellett azok az idegrendszeri struktarak,
melyek fontosak a fajdalomérzésben, mint pl. a gerincveld hats6 szarva, vagy a TNC nagy
mennyiségben tartalmaznak endokannabinoidokat és receptoraikat. Ezek koziil az anandamid
(AEA) hatasa a CB1 és CB2 receptorok mellett a vanilloid 1 receptoron keresztiil is kifejtheti

hatasat.

Az ECs hatéssal van a szerotonerg rendszerre a periférias és a kozponti idegrendszerben, ezen
tulajdonsdga hozzédjarulhat a fajdalom moduldld képességéhez. A CBI1 receptor agonista,
arachidonoil-2-kloroetilamid, csdkkentette a 5S-HT koncentraciot a szérumban, mely hatast CB1
agonistaval blokkolni lehetett, ami arra utal, hogy a kannabinoidok képesek a periférias 5-HT
szintet befolyasolni. Ezen til a CB1 szelektiv gatlasa képes a szerotonerg sejtek tlizelését
csokkenti a raphe magban, ami arra utalhat, hogy az endokannabinoidok szabalyozzak a

szerotonerg sejtek tonusos aktivitasat.

Irodalmi adatok alapjan felmeriilt, hogy az ECs nem megfeleld miikodése szerepet jatszhat tobb
fajdalommal kapcsolatos korképben, mint példaul a migrén, a fibromyalgia és az irritabilis bél
szindroma. Ezt az elméletet timogatta, hogy migrénesekben magasabb a vérlemezkék zsirsav-
amid hidroléz aktivitasa a gerincveldi folyadékban, mely gyorsabb AEA lebomlast eredményez

a migrénesekben. Emellett csokkent AEA szintet mértek kronikus migrénesek liquorjaban az



egészséges kontrollokhoz képest, és negativ korrelacio mutatkozott a liquor AEA és CGRP
valamint nitrat szint kozott ezekben az alanyokban. Allatkisérletekben az AEA csokkentette az
NTG indukalt c-fos expressziot a TNC-ben, mely szintén a trigeminalis nocicepcidban betdltott

modulalé szerepére utal.

Célkitiizés
L. Megvizsgélni a SERT expressziot a TNC-ban szisztémas NTG adéasat kdvetden.
II. Tanulmanyozni az endokannabinoid AEA hatasat a SERT expressziora a migrén
NTG modelljében.

II.  Valamint feltarni, hogy a dura mater feliiletén alkalmazott CFA és IS hogyan

befolyasolja az aktivacios mintazatokat a TNC teriiletén.

Anyagok és modszerek

A kisérleteket a Csongrad Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-
biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosiga (XI./352/2012; X1./1098/2018) és a Szegedi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (I-74-12/2012; 1-74-49/2017)
engedélyezte. A kisérletek az Europai K6zosség Tanacsanak (86/609/ECC; 2010/63/EU) és a
Nemzetk6zi Féjdalomkutatdsi Egyesiilet ajanlasait kovetve kiviteleztiikk. Vizsgélatainkhoz
feln6tt him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk, amiket standard laboratoriumi
koriilmények kozott tartottunk, 12-12 éras sotét-vilagos megvilagitasi ciklusokkal, folyamatos,

szabad hozzaférést biztositva standard tdphoz €s vizhez.

I. SERT expresszio szisztétmas NTG és AEA adasat kovetéen

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 24 4allatot négy csoportra osztottunk (n=6
csoportonként), mig 20 patkanyt hasznaltunk fel a Western blot mérésekhez (n=5
csoportonként). Az elsd csoport allatai intraperitonedlisan (i.p.) fiziologids sdoldatot (placebo),
mig a masodik csoport i.p. NTG injekciot (10 mg/kg, Pohl Boskamp, Hohenlocksted,
Németorszag) kaptak. A harmadik csoportnak a fizioldgias sdoldaton és NTG-en kiviil i.p.
AEA-ot (5 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk 30 perccel a sdoldat és NTG

kezelés el6tt, valamint egy oraval a kezelés utan.



Immunhisztokemia

Az 1.p. placebo vagy NTG injekciot kovetden négy ora elteltével az allatokat mély kloral-hidrat
altatdsban transzcardialisan perfundaltuk. A gerincveld cervicalis szakaszanak obextdl
szamitott -5 — -11 mme-es részét eltavolitottuk, majd posztfixaciodt és krioprotekciot kovetden
30 um vastagsagu transzverzalis sorozatmetszeteket készitettiink. A metszetek SERT festése
utdn Zeiss Axiolmager M2 fénymikroszkop (Carl Zeiss Microlmaging, Thornwood, NY, USA)
20x-o0s nagyitasu objektivét hasznalva mikrofényképeket készitettiink. A fényképeken a SERT
immunoreaktiv rostok altal lefedett teriiletet az Image Pro Plus 6.1 (Windows XP, Media

Cybernetics Inc. Silver Spring, USA) szoftverrel mértiilk meg.
Western-blot

A Western-blot vizsgéalatokhoz az allatokat fizioldgids sooldattal perfundaltuk majd ezt
kovetden a TNC-t tartalmaz6 gerincveldi szakaszt (obex +1— -5 mm) eltavolitottuk. A mintékat
—20 fokon taroltuk felhasznalasig, majd SERT ¢és glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

Western-blot méréseket végeztiink.

II. Aktivaciés mintazat a trigeminalis rendszerben a dura kémiai stimulaciojat kovetoen

A masodik kisérletiinkh6z 0sszesen 48 felndtt him Sprague-Dawley patkanyt hasznaltunk, az
allatokat tizenkét csoportra osztottuk. Két csoport allatait vagy kloral-hidratos mély altatasban
tartottunk (FRE), vagy mélyaltatasban sztereotaxias allvanyban rogzitettiikk az allatok fejét
(NAT). A 2PHYS/2CFA valamint a 4PHYS/4CFA csoportokban a craniotomiat kdvetden
fiziologias sooldatot vagy CFA oldatot alkalmaztunk a dura mater feliiletén. A LCFA/LPHYS
csoport a 2CFA/2PHYS csoportnak megfelelé beavatkozdson esett at, azonban a koponya
borbemetszését megeldzdéen lidocainnal érzéstelenitettiik a bort. Ketté (FRE, NAT,
2PHYS/2CFA, LCFA/LPHYS) és négy ora elteltével (4PHYS/4CFA) az allatokat
transcardialisan perfundaltuk. A patkdnyok a 2SIF/2IS and 4SIF/4IS csoportokban az
LPHYS/LCFA csoportokhoz hasonléan végeztiik a miitétet, de a PHY'S és CFA kezelés helyett
szintetikus interstitialis folyadékot (SIF) vagy gyulladdsos levest (inflammatory soup/IS)
alkalmaztunk az agyhartya feliiletén, valamint az allatokat kettd és fél ora (SIF/2IS) valamint

négy ora (4SIF/4IS) elteltével perfundaltuk. A c-Fos immunhisztokémidhoz a TNC-nak



megfeleld szegmenseket eltavolitottuk, és a korabbiakban részletezett modon metszeteket
készitettlink. Az immunpozitiv sejteket a hatsé szarv I €s II laminaiban megszamoltuk a nervus
trigeminalis szomatotopias eloszlasdnak megfeleléen (V/1 — nervus ophthalmicus, V/2 — nervus
maxillaris, V/3 — nervus mandibularis). Nikon Optiphot-2 fénymikroszkép 10x-es objektivét
hasznalva. Reprezentativ fényképeket a Zeiss Axiolmager M2 fénymikroszkép 20x%-os

nagyitast objektivével készitettlink.

Eredmények
I. SERT expresszio szisztémas NTG és AEA adasat kovetoen

Immunhisztokemia

A nyaki gerincveld és TNC transzverzalis metszeteit vizsgalva a SERT immunreaktiv rostok
mennyiségében nem talaltunk kiilonbséget a hatsé szarv felszini rétegeiben sem a rostrocaudalis

tengely mentén, sem pedig jobb és bal oldali hats6 szarvak kozott.

Szisztémas NTG kezelést kovetden a SERT immunpozitiv rostok altal lefedett teriilet nagysaga
szignifikansan noétt a fizioldgids sooldattal kezelt placebo csoporthoz képest. I.p. adott AEA
elékezelés szintén képes volt megemelni az immunreaktiv rostok mennyiségét, mig a kombinalt
AEA+NTG kezelés esetén a placebo csoporthoz képest nem volt megfigyelhetd szignifikans

expresszio valtozas.
Western-blot

A cervicalis gerincvel6i szegmentumokbodl végzett Western-blot vizsgéalat soran latott
expresszi0 valtozasok megerdsitették az immunhisztokémiai eredményeket. A NTG és az AEA
kezelés onmagaban képes volt a SERT protein (64 kDa) expressziot szignifikdnsan megemelni
a placebo csoporthoz képest a C1-C2 gerincveldi magassdgban. A kombinalt AEA+NTG
kezelés kivédte ezt a hatast, a kontroll csoporthoz képest szignifikans expresszio valtozas nem

volt kimutathatd négy ora elteltével.

II. Aktivacios mintazat a trigeminalis rendszerben a dura kémiai stimulaciojat kovetoen

A c-Fos expressziot vizsgalva két ora elteltével elhanyagolhatdé szdmt immunreaktiv sejtet

talaltunk a TNC teriiletén kloral-hidrat anesztéziaban végzett perfuzid utan, mig a sztereotaxias



allvanyban torténd rogzités kifejezett bilateralis c-Fos aktivaciot okozott a V/2 megfeleld

terileten a hatsé szarvban.

Dura mater feliiletén alkalmazott CFA kezelés a fiziologids so6oldathoz képest nem okozott
eltérést a c-Fos immunpozitiv sejtek szaméaban sem kettd, sem négy oOra elteltével. A
trigeminalis ideg 4gainak megfeleld szomatotopias eloszlast figyelembe véve kifejezett szamu
immunreaktiv sejtet taldltunk a V/2 teriiletén, mig mérsékelt szamu sejtet a V/1 altal beidegzett
régiokban. Lidocain a V/1 megfelelden csokkentette a c-Fos immunpozitiv sejtek szamat,

azonban igy sem lattunk kiilonbséget a kontroll és CFA-val kezelt csoportok kozott.

A duran alkalmazott IS képes volt a TNC-ban szignifikdnsan megemelni a c-Fos immunreaktiv
sejtek szamat a SIF-kal kezelt csoporthoz képest. Ez a hatas kifejezettebben latszodott a V/1

teriiletén, mig a V/2 mentén a NAT csoporthoz hasonl6 aktivacios mintazatot talaltunk.

Megbeszélés
I. SERT expresszio szisztémas NTG és AEA adasat kovetéen

SERT egy monoamin transzporter, amely a 5-HT visszavételével szabalyozza a transzmitter
szinaptikus ¢és extracellularis szintjét. 5-HT szintézis gatlasa, ezzel a szintjének lecsokkenése
erdsebb fejfajas rohamokat okozott migrén betegekben, igy feltételezhetd, hogy a
neurotranszmitter szintjét befolyasold transzporter proteinnek szerepe lehet a migrén
pathomechanizmusaban is. Kisérletiinkben a NTG megndvelte a SERT immunreaktiv rostok
szamat és expresszidjanak szintjét a TNC-nak megfeleld szegmentumokban. Korabbi kisérleti
adatok alapjan ismert, hogy intraperitonealisan adott NTG képes a TNC-ban megemelni a 5-
HT immunreaktiv rostok szamat is, ami utalhat a csokkent 5-HT felszabadulasra a
terminalisokbdl vagy a ndvekedett turnoverre. Korabban felvetették a nitrogén-oxid és
szerotonerg rendszer kapcsolatanak lehetdségét is, miutan kimutattdk a nNOS és SERT

interakciojat, igy felmertil a reciprok szabalyozas lehetdsége is.

AEA elokezelés a NTG-hez hasonloan megemelte a SERT immunreaktiv rostok mennyiségét
¢és transzporter expressziot a TNC hatso szarvaban. Mar korabbi eredmények is utaltak a
kannabinoid és szerotonerg rendszer kapcsolatara, miutan egy szelektiv CB1 receptor agonista,
arachidonil-2'-kloroetilamid, csokkentette a vérben a 5-HT szintet, ami kivédheté volt CB1

receptor antagonista el6kezeléssel. Mig a kannabinoidok perifériasan csokkentik a 5-HT
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szintet, centralisan, a leszall6 fajdalomszabalyzo rendszeren keresztiil emelhetik a 5-HT
felszabadulasat ¢és ezaltal hozzajarulhatnak a fajdalomcsillapité hatdshoz. Erre utal, hogy a
gerincveldi szerotonerg palyak szelektiv 1ézidja csokkenti a kannabinoidok antinociceptiv
hatasat. Emellett nem zéarhatjuk ki, hogy az AEA NTG-hez hasonléan a NO szint emelésén
keresztiil valtotta ki SERT expresszio ndvekedését, ugyanis az endokannabinoidok képesek a

nNOS enzim aktivitasdnak befolyéasolasara is.

Ezzel ellentétben, amikor AEA kezelést alkalmaztunk az i.p. NTG injekcid eldtt és utan, a
SERT immunpozitiv rostok szdma és a SERT expresszio nem valtozott a kontrollhoz képest.
Mivel mind az NTG, mind AEA ndvelte a transzporter expresszio szintjét, lehetséges, hogy a
kombinalt kezeléssel negativ visszacsatolasos folyamatok aktivalodnak és ezért nem lattunk
kiilonbséget a két csoport kozott. Korabbi tanulmanyunkban a NTG tobb szenzitizacids marker
szintjét is megemelte a TNC-ban, amit az AEA kezelés képes volt kivédeni. Ez alapjan
valoszinlileg mas mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a SERT expresszid szintjének

szabalyozasaban, amely tovabbi kutatasok targyat képezheti.

II. Aktivaciés mintazat a trigeminalis rendszerben a dura kémiai stimulaciojat kovetéen

C-Fos expresszid mérését széleskorben hasznaljak aktivacids mintazatok feltarasara.
térképeztiik fel a TNC-ban. Szisztémasan alkalmazott anesztetikumok koziil az uretan
kozismerten képes a trigeminalis rendszert aktivalni, ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni a
kloral-hidrat altatds hatasat. Az anesztézia és perfuzié (FRE csoport) nem okozott kifejezett
aktivaciot a TNC teriiletén. Amikor az allatok fejét mély altatast kdvetden sztereotaxids
allvanyba fogtuk be (NAT csoport), kifejezett és nagy variabilitdst mutatd c-Fos expressziot
talaltunk, amely foként a V/2 teriiletére korlatozodott, mig a V/3 teriiletén elhanyagolhat6
szamu immunpozitiv sejtet talaltunk. A sztereotaxids allvany hasznalata alapveto a craniotomia
végzéséhez, az allat fejét harom ponton rogzitettiik. A V/2 teriiletén kifejezetten megemelkedett
c-Fos immunreaktiv sejtek szamat valosziniileg a felsd metszéfogak rogzitése valtotta ki, amely
a V/2-bol kap ¢érzo idegrostokat. A kiilsé fiil beidegzéséért foként a V/3 és a cervicalis
gerincveldi idegek, valamint az Arnold ideg felelés, amely nervus vagus, nervus

glossopharyngeus ¢és nervus facialisbdl kap rostokat.
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy dura materen alkalmazva CFA képes-e aktivalni a
masodlagos trigeminalis neuronokat a TNC-ban. A CFA fiziologias séoldathoz képest nem
emelte meg a c-Fos immunreaktiv sejtek szdmat a TNC-ben, sem két, sem pedig négy ora
elteltével. Nem talaltunk eltérést az immunpozitiv sejtek szdméaban akkor sem, amikor a miitétet
megel6zden a fejtetd teriiletét lidocainnal elérzéstelenitettiik. CFA oldat elolt Mycobacteriumot
tartalmaz asvanyi olajban, amit gyakran hasznalnak gyulladds indukalasara kiilonbozo
szovetekben. Kordbban mar kimutattdk, hogy CFA alkalmazdsa a dura materen képes
megemelni a foszforilalt extracellularis protein kindz (pERK1/2), CGRP, interleukin-1f szintjét
az elsdédleges trigeminalis neuronok szintjén. CFA par o6ran beliil aktivaciot valt ki, de sok
esetben maximalis hatasat csak 24-72 ora elteltével érte el. Ennek oka lehet, hogy a CFA olyan
anyagokat is tartalmaz, amelyek a lebontésat lassitjak, novelve ezzel a hatdstartamat. Ezen feliil
feltételezhetd, hogy a CFA IV-es tipusi vagy mas néven késdi tipusti hyperszenzitivitasi
reakciot is elindithat, ami egy T-sejt fliggé immunvalasz, ezaltal kialakulasa tobb id6t vehet
igénybe. Korabban felmeriilt, hogy a CFA ezen tulajdonsdga alkalmassad teheti a fejfajas
kronikussa valasanak modellezésére. CFA, a temporomandibularis iziiletbe injektalva elhtzod6
gyulladast képes indukélni, amely kiilonb6z6 mediatorok, igy példaul CGRP felszabaduldsaval
jar, és kovetkezményeként egy Onerdsitd folyamat jon létre. Ez a kialakuldo ugynevezett
neurogén neuroinflammacié parhuzamba hozhat6 a betegekben tapasztalt az ismételt migrén
rohamokkal. Bar ezek a kisérletes adatok hosszabb tulélési id6 alkalmazésat sugalljak, a CFA
hosszatavon tobb stlyos mellékhatast, példaul bor fekélyek kialakulasat, helyi necrosist és

granulomat valt ki, ezért kisérleteinket nem terjesztettiik ki hosszabb talélési idokre.

A migrén pathomechanizmusaban szerepet jatszhat a neurogén gyulladas, amely modellezhetd
prosztaglandin Ez, bradykinin, 5-HT ¢és hisztamin is, amelyek képesek steril gyulladast
létrehozni €s ezaltal kozvetleniil irritdlni a dura matert. Kisérleteinkben az IS képes volt a
kontrol SIF-hez képest szignifikansan megemelni a c-Fos immunreaktiv sejtek szamat a TNC
tertiletén kettd és négy ora elteltével is, amely legkifejezettebb a V/1-nek megfeleld teriileten
volt. Parietalis dura mater beidegzéséért foként az ipsilateralis V/1 felelds, ennek megfelelden
szignifikansan tobb c-Fos immunoreaktiv sejtet talaltunk az IS stimulélt jobb oldalon. Mig
miitét altal indukalt c-Fos mintdzatok mar nem voltak megfigyelhetdek, az IS okozott aktivacio

még jelen volt négy ora elteltével is, amely elhtizodd aktivacidra és szenzitizaciora utalhat.
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Korabban mar kimutattdk, hogy IS a duran alkalmazva képes trigeminalis szenzitizacio
kivaltasara is, mely sordn a neuronok ingerkiiszobe csokkent, receptiv mezejiilk megnétt. A
szenzitizacidra utald viselkedés mintdzatokat is leirtak, von Frey filamentummal stimulalt
allatokban allodynia volt kimutathato az arc és labak teriiletén. Ezek a valtozasok kortilbeliil
harom ora elteltével tetdztek, €s hat 6ra utan oldddtak, ami alapjan a kisérleteinkben latott

elhtiz6do aktivacio a [S-altal kivaltott trigeminalis szenzitizacidhoz kothetd.

Kovetkeztetés

Osszefoglalva, kisérleteink soran a NTG és AEA megemelte a SERT expresszio szintjét a TNC-
ban, ami kivédhetd volt kombindlt NTG+AEA kezeléssel. Ezek az eredmények arra utalhatnak,
hogy NTG a trigeminalis rendszer aktivacidja és szenzitizacidja mellett képes a 5-HT
rendszerre hatni, befolyasolja a neurotranszmitter metabolizmusat. Az endokannabinoid AEA
valoszinlileg a leszallo fajdalomszabalyozo rendszer aktivacidja vagy az emelkedett nNOS
enzim aktivitas kovetkezményeként emeli a SERT expressziot. Az egyiittes NTG+AEA adasa
kivédte ezt a hatast, feltételezhetben negativ visszacsatoldsos mechanizmusok révén.
Eredményeink megerdsitik, hogy a szerotonerg és az endokannabinoid rendszer kapcsolatban
lehet egymassal, és a szerotonerg palyaknak szerepe lehet a kannabinoidok fajdalomcsillapito

hatasdban a trigeminalis rendszer teriiletén.

Dura materen alkalmazott IS aktivalta a sejteket a TNC nervus opthalmicusnak megfeleld
teriiletén. A mitéti beavatkozasok nem-specifikus aktivaciot hozhatnak Iétre, amelyek
valtozasokat. Eredményeink hangstlyozzak a megfelelden kontrollalt kisérletek fontossagat és

megerdsitik, hogy a dura mater kémiai stimulacidja alkalmas a migrén modellezésére.

Osszefoglalva, kisérletei eredményeink a 5-HT és endokannabinoid rendszer kapcsolatanak és
egy megbizhatd modszert ajanl a migrén modellezésére, ezaltal hozzdjarulhatnak a migrénben

szerepet jatszo folyamatok megértéshez.
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