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II. BEVEZETES

A migrén egy Osszetett neurovaszkularis betegség. Patogenezisében a periférids €s a
kozponti idegrendszer tobb komponense is részt vesz. Bar a migrénes roham kialakuldsanak
pontos mechanizmusa nem teljesen ismert, széles korben elfogadott, hogy a fejfajast a
trigeminalis nociceptiv palya aktivalasa valtja ki.
legfontosabb neuropeptid. A trigemindlis ganglionban az idegsejtek koriilbeliil 50%-a CGRP-
pozitiv. Ezen CGRP-pozitiv neuronok periférias axonjai foként a Willis-kOr artéridi és a
meningealis erek mentén helyezkednek el. Nem csak az idegrendszerben talalhté meg a CGRP,
de p¢ldaul endotélsejtekben, makrofagokban ¢€s adipocitakban is. A kézponti idegrendszerben
a CGRP foként nociceptor-aktivacio soran szabadul fel, és hozzajarulhat a centralis
szenzitizacibhoz a glutamat medidlta jelatvitel fokozasan keresztiil a nyultveldben és a
gerincvel6 hatso szarvaban.

Klinikai és kisérletes bizonyitékok is alatdmasztjdk a CGRP szerepét a migrén
jugularis externdban a rohamok alatt. Emellett emelkedett CGRP-szinteket mértek a konnyben
¢s a nyalban a migrénes rohamok sordn, valamint a kronikus migrénes betegek plazmajaban a
rohamok kozotti idoszakban is. Egy masik bizonyiték, hogy intravénasan beadott CGRP
migrénes betegekben migrénhez hasonl6 fejfajast valt ki. Mindezek mellett, a CGRP hatésat
mérsékld terapia sikeres alkalmazésa a klinikai gyakorlatban az egyik legjelentdsebb bizonyiték
a CGRP szerepére vonatkozodan.

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a hypophysis adenilat-ciklaz-aktivalo polipeptid
hasonloak a CGRP-hez: erdteljes értagitd hatassal bir és patkanyokban a durdban hizdsejt-
degranulaciét idéz eld. Klinikai vizsgalatok kimutattak, hogy intravénas PACAP-beadas
fejfajast valt ki egészséges és migrénes emberekben is, ellentétben a CGRP-vel, amely csak
migréneseknél okoz migrénhez hasonl6 tiineteket. A PACAP hozzéjarulhat a periférias é€s
centralis szenzitizacio kialakulasahoz, valamint befolyasolhatja a neurogén gyulladast, igy
potencialis terapids célpont lehet.

A CGRP-t és a PACAP-ot egyarant a migrén patofizioldgiai medidtorainak tekintik.
Mindkét peptid vazodilataciot idéz eld az altaluk beidegzett szovetekben, migrénhez hasonlo
fejfajast okoz emberekben €s migrénszert tiineteket ragcsalokban. A CGRP ¢és a PACAP

kiilonboz6, de atfedd teriileteken taldlhatdak meg a periférias és a kdzponti idegrendszer



migrénnel dsszefliggésbe hozhato részeiben. Kisérleti koriilmények kozott a két peptid hasonld
funkciot tolt be, példaul neurogén gyulladast valtanak ki €és fokozzak a nociceptiv reakciokat.
A hasonlosag ellenére kiilonb6zd receptorokhoz kotddnek, és fiiggetlen mechanizmusokon
keresztiil hatnak, valoszintileg eltérd sejten beliili jelatviteli utvonalak révén.

A P-anyag (SP) foként a trigemindlis érzdéidegrostokban és a durdlis erek mentén
expresszalodik, hasonloan a CGRP-hez. A SP 4ltal kivaltott fokozott érfal-permeabilitas foként
a posztkapillaris venulakra jellemzd, eldsegitve a periférias szovet neurogén gyulladésat.
Emellett a SP szerepet jatszik a fajdalom atvitelben is. Bar migrénnel vald kapcsolata nem
teljesen tisztazott, spontan, aura nélkiili migrénes rohamok soran megemelkedett SP-szintet
mértek a nyalban, illetve a rohammentes idészakokban is megfigyeltek emelkedett SP-szinteket
epizodikus és kronikus migréneseknél. Ugyanakkor a plazméaban migrénes roham alatt nem
talaltak megemelkedett SP-koncentraciot, és a klinikai vizsgalatok szerint az NK-receptor

A szomatosztatin (SOM) egy olyan neuropeptid, amely fajdalomcsillapitdo hatasa
ragcsalokban €s emberekben egyarant. Az érzéidegekben gatolja a nociceptiv folyamatokat és
mas neuropeptidek felszabadulasat. A SOM fijdalomcsillapitd szerepét migrénes rohamok
rohamok kozotti idoszakban a cerebrospinalis folyadékban, amely tovabb csokkent a fejfajasos
rohamok alatt.

A trigeminovaszkuldris rendszer kiemelt szerepe a migrénes fajdalom
ami fejfajashoz vezethet, hanem a meningealis szovetekben kialakuld neurogén gyulladas
révén is. Az érzOrendszerben a nociceptorok aktivalasa soran felszabaduld vazodilatator
neuropeptidek altal kivaltott neurogén gyulladas kulcsfontossagu tényezOnek szamit a
nociceptorok érzékenyitésében. Az aktivalt nociceptorokbdl felszabadulo peptidek fokozzak a
sejtek aktivalasat valthatjdk ki, amelyek tovabbi értagitd €s szenzitizdld medidtorokat
szabadithatnak fel.

Korabbi kutatdsi eredmények alapjan néhany évvel ezeldtt keriilt bevezetésre a
trigeminalis nociszenzor komplex fogalma, mint a meningeélis nociceptor érzékenyités
morfologiai szubsztratja. A nociszenzor komplex részei az elsddleges trigemindlis érzo
neuronok, azok periférias €s centralis végzdodéseivel egyiitt, amelyek beidegzik a dura mater-t,

¢és szenzoros informaciot kozvetitenek a masodlagos neuronok felé. A nociszenzor komplex



részét képezik még a meningealis erek és hizosejtek is. A jelenlegi elméletek szerint az idegi
aktivitas €s az érrendszeri reakciok kombinacioja fejfajast generdlhat migrénes rohamok soran.

A meningealis nociceptorok aktivalodasa a nociceptiv informacio tovabbitasahoz vezet,
¢s értagitd peptideket, mint CGRP-t és SP-t szabadit fel. Ezek a peptidek neurogén gyulladast
idéznek eld a meningedlis szovetekben, ami vazodilataciot, illetve plazmaextravazaciot okoz.
A szoveti medidtorok képesek lehetnek aktivalni vagy szenzitizdlni a meningedlis
nociceptorokon expresszalédo tranziens receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1) és tranziens
receptor potencidl ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatorndkat. A hizdsejteket aktivalhatjak a
nociceptorokbdl felszabadulo6 CGRP és SP, valamint a hizdsejtekbdl szdrmaz6 triptdz enzim
1s. Kimutattak, hogy a hizosejtek egymast is képesek aktivalni a proteinaz-aktivalt 2-es receptor
(PAR-2) triptaz altali aktivalasan keresztiil, ami tovabb fokozhatja a hizosejt-mediatorok,
példaul a hisztamin felszabadulasat. A hizosejtekbdl felszabaduld hisztamin felerdsitheti az
érrendszeri reakciokat, és szenzitizalhatja a nociceptiv afferens rostokat is. Bar az értagulat és
a fokozott véraramlas valdsziniileg nem vezet kdzvetleniil a nociceptorok aktivalodasahoz, az
érrendszeri reakciok gyorsithatjdk a karos anyagok eltavolitasat és hozzajarulhatnak a
meningedlis szovetek homeosztazisanak helyreéllitasahoz.

Negyven évvel ezeldtt a vazoaktiv hatasti neuropeptid CGRP felfedezése és annak
megeldzésében. A triptanok az 5-HT,g és 5-HTp szerotonin-receptorokat célozzdk meg, és
ezek aktivalasan keresztiil csokkentik a CGRP-felszabadulasat. A  gepantok kis
molekulatdmegi, nem peptid tipusu, kompetitiv CGRP-receptor-antagonistak.

Napjainkban négy monoklonalis antitest érhetd el az epizodikus és kronikus migrén
megeldzésére. Ezek koziil hdrom — eptinezumab, fremanezumab ¢és galcanezumab — CGRP-
ellenes, mig az erenumab CGRP-receptor-ellenes antitest. Ezek a monoklonalis antitestek mind
IgG izotipusuak, egyedi szerkezettel és affinitdssal rendelkeznek, valamint hossza felezési
idével a vérben. A CGRP-ellenes és CGRP-receptor-ellenes antitestek mérete koriilbeliil 150
kilodalton, igy nem jutnak at a vér-agy gaton, és nem okoznak jelentds kozponti idegrendszeri
mellékhatasokat vagy toxicitast.

Laborunkban hagyomanya van a migrén allatkisérletes kutatasanak. Patkanyok ex vivo
dura mater preparatumaiban meg tudjuk hatarozni a bazalis és az ingerlés altal kivaltott peptid-
/mediator-felszabadulast a dura mater kiilonboz6 sejtes komponenseibdl. Immunhisztokémiai
modszerek segitségével, dura mater total preparatumokban és a trigemindlis ganglion
metszetein vizsgalni tudjuk azokat a morfoldgiai valtozasokat, amelyek a trigeminovaszkularis

funkcidkat érintik a migrénhez kapcsolodo patofiziologias allapotok soran.
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III. CELKITUZES

Kutatomunkank célja az volt, hogy meghatarozzuk a patkdnyok trigeminovaszkularis
nociszenzor komplexében azokat a funkcionalis valtozasokat, amelyek hatassal lehetnek a
nociceptor milkodésre a CGRP-ellenes galcanezumab antitesttel torténd kezelést kovetden.
Fluoreszcens festékkel jelolt galcanezumabot hasznaltunk a CGRP-ellenes antitest eloszlasanak
vizualizalasara a dura materben ¢és a trigeminalis ganglionban. A meningealis szovetekben és
a trigeminalis ganglionban vizsgéaltuk a fluoreszcens festékkel jelolt galcanezumab
koexpresszidjat a neuropeptid CGRP-vel, az endotélidlis marker von Willebrand faktorral,
simaizom komponens aktinnal ¢és hisztaminnal. Mértiik galcanezumab kezelés utan a CGRP,
SP és SOM felszabadulasaban bekovetkezd valtozasokat a meningedlis afferensek TRPV1
receptor agonista kapszaicinnel vagy a depolarizald6 KCl oldattal torténd ingerlését kovetden
ex vivo dura mater preparatumban. Mivel a CGRP és a SP a trigeminalis neuronokban altalaban
kolokalizaltan fordulnak eld, ugyanabban a vezikuldban tarolodnak, és aktivalodaskor
egylttesen szabadulnak fel, azt is vizsgaltuk, hogy vajon a galcanezumabbal végzett kezelés
megvaltoztatja-e a SP felszabadulasait a CGRP-hez hasonldéan? Emellett tanulmanyoztuk a
galcanezumab hatisat a meningedlis hizosejtek miikodésére; ex vivo patkany dura mater
preparatumban vizsgaltuk a meningealis hizésejtekbdl CGRP és compound 48/80 altal indukalt

hisztaminfelszabadulast.

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben feln6tt him (270-320 g) és néstény (230-260 g) Wistar patkanyokat
hasznaltunk. Az allatokat 12 oras fény-/so6tét ciklusban, 22 + 2 °C hémérsékleten, 50—-70%-os
relativ paratartalom mellett tartottuk. Az allatok szabadon hozzafértek a taphoz és az ivovizhez.
A Kkisérleti protokollt a Szegedi Tudoméanyegyetem Allatjoléti Etikai Bizottsaga engedélyezte
(engedélyszam: XIV./1800/2021 és XIV./2368/2023), a kisérletek az Eurdpai Parlament
2010/63/EU iranyelve szerint keriiltek végrehajtasra. Minden tdliink telhetét megtettiink az
allatok szenvedésének minimalizél4sa érdekében. A felhasznalt kisérleti allatok szama a lehetd

legalacsonyabb volt.



2. Antitest kezelés

A patkanyokat isofluran belélegeztetésével altattuk, a koncentraciot fokozatosan 4%-ra
emelve (Aerrane, Baxter Hungary Kft, Magyarorszag). Az egyik csoport szubkutan 30 mg/kg
galcanezumab CGRP-ellenes antitest injekciot kapott (Emgality, Eli Lilly Netherlands B.V.,
Utrecht, Hollandia, 10 mg/ml oldat formajaban) a nyak ¢és vall teriiletén leborotvalt
bdrtertiletbe. A kontroll patkanyokat olddszerrel kezeltiik (0,9%-0s NaCl).

A galcanezumab jelenlétének és eloszlasanak vizualizalasdra a dura materben ¢és a
trigeminalis ganglionban, fluoreszcensen jelolt antitestet (Cy3-galcanezumab) hasznaltunk.
Osszehasonlitasként vizsgaltuk a Cy3-bevacizumab (Avastin, Roche, Svéjc, 30 mg/kg, 10
mg/ml oldat formdjdban), egy masik fluoreszcensen jelolt antitest eloszlasat is, amely

fliggetleniil hat a CGRP utvonalatol.

3. Immunhisztokémiai festés a dura mater és a trigeminalis ganglion vizsgalatahoz

Az antitest pontos lokalizaciojanak megallapitasara a dura mater kiilonb6z6 elemeiben
¢s a trigemindlis ganglionban, a fluoreszcensen jelolt antitest koexpressziojat vizsgaltuk
endotélialis marker von Willebrand faktorral, simaizom komponens aktinnal vagy hisztaminnal
indirekt immunofluoreszcens maddszer segitségével. A szdvettani preparatumokban a térbeli
kapcsolatokat is vizsgaltuk a fluoreszcensen jelolt antitest és a CGRP-t tartalmaz6 neuronalis
elemek kozott.

A Cy3-galcanezumabot vagy Cy3-bevacizumabot kapott patkanyokat 3 vagy 30 nappal
a kezelést kovetden thiopental natrium (200 mg/kg, Braun, Spanyolorszag) intraperitonealis
injekcidjaval altattuk, majd transzkardidlisan fizioldgiai sooldattal és 4%-os paraformaldehid
oldattal perfundaltuk (pH 7,4). Az allatok fejét eltavolitottuk, a koponyarol a bort €s az izmokat
levéalasztottuk, majd a koponyat a kozépvonal mentén félbe vagtuk. Az agyféltekéket
eltavolitottuk, a parietalis dura mater-t és a trigeminalis ganglionokat kiemeltiik, majd 2 orara
a fixalo oldatban posztfixdltuk. A trigeminalis ganglionokbdl 16 pum vastag hosszanti
metszeteket készitettiink kriosztattal.

A a trigeminalis ganglionbol késziilt metszeteket és a dura materbdl készitett
totalpreparatumokat indirekt immunfluoreszcens technikéaval festettiik meg, majd konfokalis

fluoreszcens mikroszkdppal értékeltiik.



4. A meningealis afferensekbdl felszabadulo calcitonin gén-rokon peptid (CGRP), P-
anyag (SP) és szomatosztatin (SOM) mennyiségének mérése ex vivo dura mater

preparatumban

A CGRP, SP és SOM mennyiségét ex vivo dura mater preparatumban mértiik. A him
¢s ndstény patkanyokat, amelyeket a kisérlet elvégzése el6tt 7 nappal galcanezumabbal vagy
annak oldoszerével kezeltiink, thiopental natrium (200 mg/kg, intraperitonealisan) segitségével
altattuk el, majd dekapitaltuk. A bor és az izmok eltavolitdsa utdn a koponyat a kozépvonalban
félbevagtuk, és eltavolitottuk az agyat. A fél koponyakat szintetikus intersticidlis folyadékkal
(SIF) 30 percig szobahOmérsékleten mostuk, majd vizfiird6 folé helyeztiik 6ket 37 °C-on. A
koponya iireget 300 ul SIF oldattal toltottiik fel. Minden 10. percben mintat gy(jtottiink. A
bazalis peptid felszabadulast SIF oldat jelenlétében mértiik. Ezt kdvetéen a CGRP ¢és SP
mérések soran a dura matert 10 percig a TRPV1 receptor agonista kapszaicinnel (100 nM)
stimulaltuk, a SOM felszabadulas vizsgalata soran 60 mM KCI oldatot alkalmaztunk. A
mintakbol 200 pl-t 50 pl enzyme-linked immunoassay (EIA)-pufferrel higitva Eppendorf

csovekbe pipettaztunk €s -70 °C-on taroltunk a felhasznalésig.

S. Ex vivo hisztaminfelszabadulas mérése a meningealis hizosejtekbol

A kontroll és galcanezumabbal kezelt allatokbol a peptid felszabadulds vizsgalatanal
ismertetett modon készitettiink ex vivo dura mater preparatumot. A  bazalis
hisztaminfelszabadulast a prepardtumok 10 perces SIF inkubécidja sordn nyert mintdkbol

crer

ng/ml compound 48/80 oldattal stimulaltuk.

6. Mintak neuropeptid (CGRP, SP, SOM) és hisztamin tartalmanak mérése

A mintdk neuropeptid (CGRP, SP, SOM) tartalmanak mérésére EIA modszert
hasznaltunk. A CGRP- és SP-koncentraciokat ugyanazokban a mintdkban mértiik a mintak
kettéosztasat kovetoen. A mintak bazalis és stimulacidt koveté CGRP, SP és SOM tartalmanak
meghatarozasat EIA kitek segitségével végeztiik a gyartok utmutatdsa alapjan.

A hisztaminkoncentraci6 mérésére hasznalt EIA moddszer alapja a kompeticio a
mintdkban 1évé nem jeldlt hisztamin és az acetilkolin-észterazhoz kotott hisztamin kozott,

amely a korlatozott specifikus anti-hisztamin antitest helyekkel verseng a lemezeken.



7. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzést a Statistica 13 szoftver (StatSoft, USA) segitségével végeztiik
el. Az adatok normalis eloszladsdnak ellendrzése utan Student-tesztet és variancia elemzést
(factorial ANOVA vagy one-way ANOVA) hasznaltunk, amelyet HSD teszttel egészitettiik ki.
Az eredményeket atlag + standard hiba (SEM) formajaban tiintettiik fel. A p < 0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

V.  EREDMENYEK
1. A fluoreszcensen jelolt antitestek elofordulasa a dura materben

Patkdnyok dura mater prepardtumaiban 3 nappal a Cy3-galcanezumab kezelést
kovetden a fluoreszcensen jelolt galcanezumab legnagyobb mennyiségben az artéria meningea
media arteriolaiban volt kimutathatd. A CGRP-pozitiv afferens neuronok axonjai kdzvetleniil
ezen arterioldk kozelében helyezkedtek el. Ezen kiviil néhdny, a dura mater kdtészovetében
talalhato sejt is Cy3-fluoreszcenciat mutatott. Annak vizsgéalatara, hogy a hizdsejtek, amelyek
fokozzak a meningelis szdvetben a neurogén gyulladast mediatoraik felszabaditasaval,
felhalmozzék-e a fluoreszcensen jelolt antitestet, a hisztamin jelenlétét is megvizsgaltuk a
preparatumokon. A hizosejtek a Cy3-galcanezumabbal jelolt erek kozelében helyezkedtek el
nagyobb szamban, de a hizdsejtek hisztaminja és a Cy3-galcanezumab jel6lés kolokalizacidja
nem volt megfigyelhetd a meningedlis szovetben. A Cy3-galcanezumab nyomai még 30 nappal
az antitest beadés utdn is jelen voltak a dura materben.

Kisérleteinkben a vaszkuldris endotélidlis novekedési faktor-ellenes antitestet, Cy3-
bevacizumabot hasznaltuk kontroll antitestként. Bar a Cy3-bevacizumab, amely hatasanak nem
célpontja a CGRP, lokaliz4cidja a dura mater ereiben hasonlé volt, mint a Cy3-galcanezumabg,

a fluoreszcensen jelolt bevacizumab 6sszességében kevésbé intenziv jelolddést eredményezett.

2. A fluoreszcensen jelolt antitestek megjelenése a trigeminalis ganglionban

Harom nappal a Cy3-galcanezumabbal torténd kezelés utan a trigeminalis ganglion
metszeteiben a fluoreszcensen jeldlt galcanezumab az erek falaban volt kimutathato, hasonldéan
a dura materben latottakhoz, de néhany trigeminalis ganglion sejt szomaja koril is
megfigyelheté volt. A jelolt erek a CGRP-immunpozitiv trigeminalis neuronok kdzelében
helyezkedtek el. Annak tisztazasara, hogy az érfal mely rétegéhez asszocialtan helyezkedik el
az antitest, immunhisztokémiai modszerrel meghataroztuk annak kolokalizaciojat az

endotéliadlis marker von Willebrand faktorral és a simaizom komponens aktinnal. A Cy3-
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galcanezumab nem mutatott kolokalizaciot a simaizom aktinnal, de szinte minden jelolt érben
egyiitt volt kimutathatdé a von Willebrand faktor endotélidlis markerrel. A von Willebrand
faktor-pozitiv kapillarisokban nem volt kimutathatd a Cy3-galcanezumab. A Cy3-
galcanezumab még 30 nappal az antitest beadédsa utan is jelen volt a ganglionban.

A Cy3-bevacizumab eldéfordulasa a trigeminalis ganglion ereiben hasonl6 volt a Cy3-
galcanezumabéhoz, de az antitest a ganglionsejtek szomdjanak kdrnyezetében nem volt jelen,

¢s a jelolés intenzitasa is kisebb volt.

3. A calcitonin gén-rokon peptid és a P-anyag felszabadithatéosaganak valtozasa a dura

materbol galcanezumab kezelést kovetéen

Ex vivo félkoponya prepardtumokban SIF jelenlétében mértiik a meningealis
afferensekbdl spontan felszabaduld6 CGRP és SP mennyiségét. Kontroll allatokban a bazalis
CGRP-felszabadulds alacsonyabb volt himekben, mint a ndstényekben, mig ugynazon
mintdkban ~ mért  SP-koncentraciok a  himekben  mutatkoztak = magasabbnak.

A galcanezumabbal kezelt allatokndl a stimulalt CGRP-felszabadulds novekedése
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult, mint az olddszerrel kezelt csoportban. A kiilonbség
a ndstény allatoknal volt megfigyelhetd. A kapszaicinnel kivaltott SP felszabadulas mértéke az
oldoszerrel kezelt allatokban alacsonyabb volt, mint a spontan felszabadulés soran mért érték,
a galcanezumabbal kezelt allatokban nem mutatott eltérést a bazalis szinthez képest. Ez a két
csoport kozotti szignifikans kiilonbséget eredményezett, amely szintén a ndstény allatok

értékeinek volt koszonheto.

4. A szomatosztatin bazalis és stimulalt felszabadulasa a dura materbol

crer

kdvetden mértiik. Mivel nem szerettiik volna kizarni a TRPV 1 receptor negativ, de SOM pozitiv
neuronokat a mérésbdl, ebben a kisérletsorozatban a meningedlis afferenseket 60 mM
mind a bazalis, mind a KCl-stimulalt SOM felszabadulas magasabbnak bizonyult ndstények
esetében, de a KClI-stimulaciot kovetden nem figyeltiink meg szignifikans valtozasokat a SOM
felszabadulasaban. Hét nappal a galcanezumabbal végzett kezelés utan a bazélis €s stimulalt

SOM felszabadulasaban nem figyeltiink meg szignifikans valtozast.



5. A kiilonb6zo hizdsejt-degranulalo szerek hisztaminfelszabadité hatasa

Him patkdnyok dura mater preparatumaban vizsgaltuk a kiilonboz6 hizosejt-
degranulal6 szerek hisztaminfelszabadulasra kifejtett hatdsat. A bazalis hisztaminfelszabadulés
galcanezumab-kezelést kdvetden szignifikansan magasabb volt, mint a kontroll allatokban. A
galcanezumab  kezelés  eltéréen  befolydsolta a  hizdsejt-degranulald  szerek
hisztaminfelszabadito hatasat. Az oldoszerrel kezelt kontroll allatokndl a CGRP (10 uM)
eroteljesebben fokozta a hisztaminfelszabadulast, mint a galcanezumab-kezelt csoportban.
Teszteltiik a széles korben hasznalt hizosejt-degranulalo anyag, a compound 48/80 (2,5 pg/ml)
hisztaminfelszabaditd hatdsat is, amely esetében nem talaltunk kiilonbséget az oldoszerrel és

galcanezumabbal kezelt allatok kozott.

VI. MEGBESZELES

Kutatdsunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a trigeminovaszkularis rendszerben
bekovetkezd valtozasokat a migrén megeldzésére hasznalt monoklonalis CGRP-ellenes antitest
galcanezumab kezelést kovetden. Mivel a trigeminalis nociszenzor komplex magaban foglalja
a peptiderg érzé neuronokat, a meningedlis vaszkularis elemeket és a hizdsejteket, amelyek
részt vesznek a dura mater neurogén gyulladdsos reakcidjanak kialakitasaban, és jelentds
szerepet jatszik a trigeminalis nociceptiv palya periférias és centralis szenzitizaciojaban. Ezért
vizsgaltuk ezen rendszer miikddésbeli valtozasait, mint példaul a neuropeptidek, valamint a
hisztamin felszabadulasat, amelyek a migrénes fejfajas kialakulasaban fontos szerepet

tolthetnek be.

1. Cy3-galcanezumab eloszlasa a dura materben és a trigeminalis ganglionban

A Cy3-galcanezumabot mar 3 nappal az allatok kezelése utan ki tudtuk mutatni a dura
materben ¢és a trigeminalis ganglionban, és még 30 nap mulva is megtaldlhaté volt a
trigeminovaszkularis rendszerben. Mindkét szovetben elsGsorban az arteriolakban volt jelen a
jelolt antitest. A Cy3-galcanezumab jelentds mértékben koexpresszalodott a von Willebrand
faktor endotélialis markerrel, viszont a simaizom aktinnal nem mutatott atfedést. Feltételezzik,
hogy a dura mater ereiben az endotélidlis sejtek lumindlis glikokalixdnak egyes komponensei
erés affinitdst mutatnak a keringd antitesthez, ami lokélis depo képzddéséhez vezet, igy ez
lehetdve teszi az antitest 30 napon at torténd felszabadulasat a dura materben €s a trigeminalis

ganglionban.
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A dura materben ¢és a trigeminalis ganglionban a fluoreszcensen jelolt erek akar 30
napon keresztiil biztosithatjdk az antitestet a nociszenzor komplex komponensei szamadra; a
kozvetlen kozeliikben elhelyezkedd CGRP-immunoreaktiv idegrostok vagy sejttestek, illetve
a dura mater hizdsejtjei szamara.

Bar a CGRP-ellenes antitest jelenléte mar a Cy3-galcanezumab injekcio utani 3. napon
jelentds volt mind a dura materben, mind a trigeminalis ganglionban, a funkcionalis teszteket
csak néhany nappal késobb, a beadast kovetd 7. napon végeztiik el, hogy elegendd idot
biztositsunk a nociszenzor komplexben esetlegesen kialakuldé teljes funkcionalis

valtozasokhoz.

2. Nemi kiilonbségek a dura materbdl felszabadithat6 calcitonin gén-rokon peptid és

P-anyag mennyiségében

A CGRP, a migrénes fejfajas kozponti szerepldje, mas peptidekkel egyiitt fordulhat el
a nociceptiv neuronokban. Korabbi megfigyelések alapjan, a SP jelen van a CGRP-t tartalmazo
érz6 neuronok egy alcsoportjaban, ezért azt vizsgaltuk, hogy a CGRP-ellenes antitest kezelés
a SP-felszabadulast a CGRP-felszabadulds mérsékléséhez hasonléan modositja-e? A jelen
kisérletsorozatunkban megfigyeltiik, hogy a szisztémas galcanezumab-kezelés csokkentette a
TRPV1 stimulacioval kivaltott CGRP-felszabadulast a meningedlis afferensekbdl.

Eredményeink nemi kiilonbséget mutattak a peptidfelszabadulasban, nemcsak a bazalis,
hanem a kapszaicinnal stimulalt CGRP-koncentraciok is magasabbnak bizonyultak ndstény
patkdnyokban. Mivel a migrén gyakoribb a ndi populdcidban, feltételezhetd, hogy a néi
trigeminalis rendszer nagyobb CGRP iranti érzékenysége tiikrozodik az eredményeinkben. A
ndstény allatokban a galcanezumab-kezelés utani CGRP-felszabaduléds erdteljesebb gatlasa
arra utal, hogy a ndk trigeminalis neuronjai érzékenyebbek a peptidfelszabadulast szabalyozo
tényezdkre.

A kontroll allatokban a CGRP-felszabadulas sokkal alacsonyabb SP-felszabadulassal
tarsult ugyanazon mintdkban, ami a trigemindlis rendszerben 1év0é kevesebb SP-tartalmu
neuronra utal. Az olddszerrel kezelt ndstény patkanyoknal a kapszaicin stimulacidé utan
magasabb CGRP-koncentracidkat, &m alacsonyabb SP-koncentraciokat mértiink a himekhez
képest. Mig a galcanezumab-kezelés csokkentette a kapszaicin indukalta CGRP-felszabadulast,
a mintdk SP-tartalma mindkét nemben megndvekedett, ez a kiilonbség szignifikansnak

bizonyult néstényeknél.
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jelenleg nem tudjuk megmagyarazni a megnovekedett SP-termelés vagy felszabadulas szerepét
galcanezumab-kezelés utdn. Eredményeink mindenesetre arra utalnak, hogy a neuronokban a
csokkent CGRP-termelés felszabadithat olyan fehérjeszintézist szabalyoz6 mechanizmusokat,
amelyek megnovekedett SP-termeléshez vagy vezikularis transzportjdhoz vezethetnek.
Hipotézisiink szerint a galcanezumab kezelés nemcsak célzottan a CGRP-termelésre ¢€s
funkciora van hatassal, hanem mas neuropeptidek expressziojat és felszabadulasat is

befolyasolhatja.

3. Szomatosztatin felszabadulas meningealis afferensekbdl

Immunhisztokémiai vizsgalatok korabban igazoltak SOM jelenlétét a trigeminalis
neuronokban. A SOM nemcsak az akut gyulladést és a nociceptiv folyamatokat gatolja az altala
beidegzett szovetekben, hanem ugynevezett "szenzokrin" funkcioval is rendelkezhet, amely
szisztémas gyulladascsokkento és fajdalomcsillapitod hatast eredményezhet.

Mivel megfigyeltiik, hogy a galcanezumab kezelés nemcsak a CGRP-felszabadulast
csokkenti, hanem ezzel parhuzamosan a SP felszabadulds fokozddik, ezért azt feltételeztiik,
hogy a CGRP-ellenes antitestek migrén prevencids hatdsa nemcsak a CGRP expresszidjanak
¢s hatékonysaganak csokkenésével magyarazhatd, hanem legalabb részben szerepe lehet a
stimulalt terminalisokbdl felszabadul6 SOM megndvekedett mennyiségének is. Ennek
megfelelden elképzelhetdnek tartottuk, hogy a SOM fokozott expresszidja és felszabadulasa
— szisztémas fajdalomcsillapitd hatasan keresztil — hozzajarulhat a kezelés jotékony
hat4séhoz.

A kapszaicinr6l korabban kimutattdk, hogy képes SOM-felszabadulast indukalni
kiilonboz6é szdvetekben, viszont a trigeminalis ganglion neuronjainak csak koriilbeliil 8%-a
expresszalja ezt a neuropeptidet. Ezért annak érdekében, hogy mérhetd valaszt kapjunk a SOM-
felszabadulas tekintetében, kapszaicin helyett KCl oldatot hasznaltunk, mint erételjes
depolarizal6 ingert, amely nemcsak a kapszaicinre érzékeny neuronpopulaciot aktivalja.

Eredményeink nemi kiilonbséget mutattak a bazalis SOM-felszabadulasban a kontroll
allatok esetében: a ndstényeknél magasabb értékeket mértiink, mint a himeknél. Azonban a
bazélis és stimulalt SOM-koncentraciok kozott nem mutatkozott szignifikans eltérés sem az
oldoszerrel kezelt, sem a galcanezumabbal kezelt csoportban. Ez arra utal, hogy valdsziniitlen,
hogy a galcanezumab kezelés fajdalomcsillapitdé hatdsdhoz a megnovekedett SOM-

felszabadulas érdemben hozzajarulna.
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4. Hisztaminfelszabadulas patkany dura materébaol

A dura materben nem figyeltiink meg kolokalizaciét a Cy3-galcanezumab ¢és a
hizosejtek jelenlétét jelz0 immunhisztokémiai moddszerrel kimutatott hisztamin kozott.
Ugyanakkor a fluoreszcensen jeldlt erek, a CGRP-immunoreaktiv afferens idegrostok, valamint
a hizdsejtek egymashoz kozeli elhelyezkedése morfologiai alapot szolgaltathat a CGRP-ellenes
antitestek altal kozvetitett, a hizosejtek funkcidjat moddositd hatdsok feltételezéséhez.
Kisérleteinkben a hisztaminfelszabaduléast, mint a hizosejtek aktivacidjat jelzé markert mértiik.
A kiilonboz6 hizosejt-degranulalé dgensek eltérd hatasokat mutattak a hisztaminfelszabadulés
mértékére, ami arra utal, hogy a galcanezumab kezelés modosithatja a hizosejt-medialt jelatvitel
amplifikalo hatasat, anélkiil, hogy megvaltoztatna a hizosejtek hisztamin tartalmat.

Jelenlegi eredményeink arra utalnak, hogy az antitest kezelés altal indukalt CGRP-
receptor komponens valtozdsok nemcsak a neuronokat, hanem a trigeminalis nociszenzor
komplex mas komponenseit is érinthetik, mint példaul a CGRP-receptort expresszald
hizésejteket.

Egyelére nem ismert, hogy mi okozza a bazalis hisztaminfelszabaduldsban mért
kiilonbséget az olddszerrel és a galcanezumabbal kezelt allatok kozott. A galcanezumabbal
kezelt patkanyokban mért spontdn felszabaduld hisztamin magasabb koncentracidja felveti
annak lehet0ségét, hogy a hizosejtek receptorainak szdmaban és/vagy funkciojaban
bekovetkezd valtozasok allhatnak a hattérben, amelyeket a szoveti metabolitok enyhe,

alapéllapotban is fennall6 stimulacidja valthat ki.

5. Klinikai relevancia

A tézis egyik kulcskérdése: hol fejtenek ki hatdst a CGRP-ellenes antitestek a
trigemindlis nociceptiv palydn? A CGRP-t célzo antitestek migrénmegel6z6 hatisat a
trigeminovaszkularis rendszer periférids hatdsaként értelmezik, mivel az antitestek atjutasa a
vér-agy gaton a kozponti idegrendszerbe korlatozott. A trigemindlis ganglion €s a trigeminalis
nociceptorok periférias axonjai, amelyek a dura matert is innervaljdk, nem védettek a vér-agy
gat altal, igy valoszintsithetd, hogy ezek a struktirak az antitest kezelés célpontjai.

Kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy a CGRP-ellenes antitestek
hatdsmechanizmusa Osszetett. Nemcsak a felszabadult CGRP semlegesitésére korlatozodik,
hanem képes lehet modositani a CGRP-vel egyiitt koexpresszalodd egyéb neuropeptidek
termelését és/vagy felszabadulasat is. Emellett a trigeminalis neuronok CGRP receptorainak

expressziojaban vagy funkcidjadban bekovetkezd valtozasok, valamint a trigeminalis
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nociszenzor komplex mas komponenseiben bekovetkezd valtozasok megakadalyozhatjak a
trigeminalis neuronok érzékenyitését. Ezaltal csokkenhet a nociceptiv €s vaszkularis valaszok

intenzitasa.

VII. KOVETKEZTETES

A migrén a primer fejfajas egyik tipusa, amely elsdsorban ndket érint. A CGRP-hez
kotédo monoklonalis antitestek napjainkban a migrén megel6zésére alkalmazott gyogyszerek.
Jelenleg pontos hatdsmechanizmusuk még nem tisztazott, de egyre tobb bizonyiték utal arra,
hogy védik a trigemindlis afferens idegrostokat a szenzitizcioval szemben.

Kisérleteink soran patkanyokban kimutattuk, hogy a CGRP-ellenes galcanezumab
antitesttel torténd kezelés hosszu tavu, sokoldalt valtozast okoz a trigeminovaszkularis
nociszenzor komplex miikddésében. A fluoreszcens méddon jeldlt galcanezumab foként a dura
mater arteriolaiban és a trigemindlis ganglionban halmozddott fel, amelyek nem allnak a vér-
agy gat védelme alatt. A CGRP-ellenes antitest kezelés ellentétes iranyt valtozasokat idézett
elé a CGRP- és SP-felszabadulast illetéen; a CGRP-felszabaduldsa cs6kkent, mig a SP szintje
megnodvekedett a trigemindlis nociceptorok TRPV1 receptorainak aktivalasakor. Ezzel
ellentétben a SOM, amely szisztémas antinociceptiv hatassal rendelkezik, nem mutatott
valtozast az antitest kezelés hatdsara.

A CGRP aktivalo hatésa a trigeminalis nociszenzor komplex nem neuronalis elemeire,
kiilondsen a dura mater hizdsejtjeire mérséklodik az antitestkezelést kdvetden. A trigeminalis
aktivacid hataséra felszabaduld pronociceptiv és antinociceptiv mediatorok kézotti egyensuly
eltolodésa hozzéajarulhat a CGRP-ellenes antitest kezelés hatékonysagahoz.

Megfigyeléseink alapjan a trigeminovaszkularis rendszer aktivitadsa és a CGRP-ellenes
antitestekkel szembeni érzékenysége kifejezettebb volt ndstény allatokban, ami dsszhangban

all a migrén nemi kiilonbségeket mutato klinikai prevalencigjaval.
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VIII. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném kifejezni mély halamat konzulensemnek, Dux Madria Professzor
Asszonynak, hogy a szarnyai ala vett, és faradhatatlanul tdmogatta €s iranyitotta a munkamat.
Koszonetet szeretnék mondani Németh Krisztindnak az egyiittmiikodésért és azért, hogy
biztositotta szamunkra a fluoreszcens modon jelolt antitesteket, amelyek alapvetdek voltak
kisérleteinkhez. Halas vagyok Sary Gyula Professzor Urnak, hogy lehetdséget biztositott
szamomra, hogy PhD hallgato lehessek az Elettani Intézetben. Koszonettel tartozom volt
kollégaimnak is az Elettani Intézetben, akik mellettem alltak, és még a legnehezebb napokon
is igyekeztek biztatassal és jokedvvel tamogatni.

Végiil, de nem utolsé sorban, szeretném halamat kifejezni €s megkdszonni csaladomnak
¢€s barataimnak, hogy végigkisértek ezen az uton, €s akkor is hittek bennem, amikor én magam

is elbizonytalanodtam. Az ¢ toretlen timogatasuk nélkiil ez a munka nem johetett volna 1étre.
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