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II. BEVEZETES

Munkéank célja a hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo polipeptid
szerepének vizsgalata az aktivalt trigeminovascularis rendszerben
(TR), a migrén  pathomechanizmusaban.  Eredményeink
hozzéajarulhatnak a fejfajas betegségek folyamatainak részletesebb

megismerésehez €s 1) terdpids megoldasok kidolgozasahoz.

A. Migrén

A migrén egy gyakori, rohamokban jelentkez6 primer fejfajas tipus,
mely jelentdésen rontja a betegek ¢életmindségét. Jellemzdi a
feloldali, kozepes/erds, liktetd fejfajas, mely fizikai aktivitasra
sulyosbodik, valamint a rohamok idején szamos kisérdtiinet (pl.
hanyinger, fény-, hangérzékenység). A betegség eléfordulasa a 20-
40 éves ndknél gyakori. A hazai populacio kozel 12%-a szenved
migrént6l, de a betegség genetikai hattere még nem tisztazott.
Emellett a megel6z0 ¢€s a rohamterapia sem nyuajt megfeleld
megoldast minden paciensnek [1].

A migrén egy komplex, neurovascularis korkép, melynek
pathomechanizmusat régota kutatjdk. A pontos oka, korfolyamata
nem ismert. Azonban a TR aktivicidja [2], valamint kiilonb6zd
neuropeptidek és neuroaktiv molekulak (kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP); P-anyag; vazoaktiv intesztinalis peptid; nitrogén monoxid;
Ca”'/kalmodulin-fiiggé kindz 1II; szerotonin) felszabaduldsa
bizonyitott. A hipofizis adenilat ciklaz-aktivalé poilpeptidrol
(PACAP) ismert, hogy tobbek kozott jelen van a trigeminalis
ganglion neuronjaiban és perivascularis idegvégzddéseiben [3].
Ezaltal felmeriil a kérdés, hogy a migrénes fejfajasok kialakulasat

hogyan szabalyozza a PACAP [4].



B. Hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo poilpeptid =PACAP

A PACAP, mint “brain-gut peptide®, a
VIP/secretin/glucagon/GHRH szupercsalad tagja. Eloszor 1989-ben
Arimura munkacsoportja izolalta juh hypothalamusbol, melynek
soran kideriilt, hogy serkenti az adnilat-ciklaz miikodését. Génje a
18 kromoszoma rovid karjan lokalizalodik. A peptid széles korben
eléfordul az embert szervezetben, igy szamos funkcioval
rendelkezik [5-8]: hypophysiotrép hormon, neurotranszmitter,
neuroprotektiv/apoptotikus ~ hatdsa, €és  szerepe van a
kardiovaszkularis-, gasztrointesztindlis- €s neuro-immun-endokrin
folyamatokban [9, 10]. A PACAP 2 biologiailag aktiv formdban
fordul elé: a PACAP-27 és a huméan szempontbol jelentdsebb 38
aminosavas alak, a PACAP-38. A peptid G-fehérje kapcsolt
receptorokon keresztiil fejti ki hatasat: VPAC,, VPAC,, valamint
specifikus targete a PAC, [11].

A PACAP-38 vazodilatativ hatasat [12], a nociceptiv/szenzitizacios
¢s neurogén gyulladas folyamataiban betoltott integrator szerepét
szamos vizsgalat igazolja [13, 14]. Jelen van a TRG elsddleges érzd
neuronjaiban [15], a paraszimpatikus ganglion (ggl.) oticumban és
ggl. sphenopalatinumban [16]. Tovabba megtalalhaté a human TNC
agytorzsi €s gerincvelOi szakaszanak sejttestjeiben €s idegrostjaiban
is, mely arra utal, hogy a PACAP szoros kapcsolatban all a TR-rel
[5]. Ezt egy klinikai tanulmany is megerdsitette: a PACAP-38
intravénas adasa egészséges egyenekben fejfajast okozott, mig aura
nélkiili migrénes betegekben migrénre jellemz6 rohamokat indukalt
[17]. Tehat a PACAP fontos mediatora lehet a TR aktivacios
mechanizmusainak, azonban a migrénnel kapcsolatos endogén

valtozasairdl, jelenleg nem allnak rendelkezésre adatok.
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III. CELOK

A tanulmany célja, hogy feltérképezze a PACAP koncentracio-
valtozasait a vérplazmédban ¢és a trigeminalis rendszer kiilonb6zd
struktiraiban, az aktivalt TR allatkisérletes modelljeiben ¢&s

migrénes betegek vérmintaiban.

1) Preklinikai dallatkisérletekben a TR-t stimulaltuk:

* kémiai médon (NTG-injekcio)

* c¢lektromosan (TRG ingerlé¢s).

Az aktivacid kialakitadsat kovetden meghataroztuk a PACAP-27-¢s
PACAP-38-szerli immunoreaktivitast (IR) az id6 fliggvényében:
* aliquorban (CSF),
* avénds vérplazmaban,
* a TRG-kben,
* az agytorzsi masodlagos €rz0 neuronok teriiletén (caudalis
trigeminalis magcsoport, TNC)

* ¢sa fels6bb nyaki gerincveldi régiokban (Cs-Cy).

2) Klinikai humdn vizsgdlatokat végeztiink, hogy igazoljuk a

PACAP specificitasat €s relevancidjat migrénben.

A PACAP-38-IR-t mertiik migrénes betegek periférias vérplazma
mintdiban az iktalis €s interiktalis periddusok idején, egészséges
kontroll alanyokhoz hasonlitva.

Vizsgalatuk a betegség klinikai paramétereinek és a plazma CGRP,

valamint PACAP-38 koncentracio-valtozasinak 6sszefliggéseit.



IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1) Preklinikai dllatkisérletek

Allatok, etika

Osszesen 59 fiatal felndtt, mindkét nemhez tartozd Sprague-Dawley
patkanyt (¢életkor: 8-12 hét, testsuly: 250-350 g) hasznaltunk fel
vizsgalatainkban:

* n=28 allat esetében intraperitonealis (i.p.) nitroglicerin-
injekcioval (NTG-Nitrolingual Pumpspray, Pohl-Boskamp
GmbH, Germany, 10 mg/kg dozis) kémilag aktivaltuk a TR-t.

* n=20 allatnal az egyik oldali TRG elektromos stimulalasaval
indukaltunk TR aktivaciot (ES-TRG) (ingerlési id6: 30 min;
ingerlés frekvencidja: 10 Hz; az impulzusok id6tartama: 5 ms;
aramerdsség: 1 mA; stimulacios mod: folyamatos).

* n=11 &llatot intaktként a kontroll csoportba vontunk be.

Minden vizsgalatot az Allatkisérletek Etikai Kodexének

rendeleteivel, torvényeinek iranyelveivel 6sszhangban végeztiink.

Modellek

A kisérletekben az 4llatokat 1.p. kloral-hidrattal (0,4 g/kg) altattuk.
A kontroll csoportban az altatast kovetOen azonnal, mig a 2
kiilonboz6 aktivalt TR modellben a stimulacidét kovetd 90. vagy
180. percben (NTG adas vagy ES-TRG utan) kezdtiik meg a CSF-
¢s a vérminta gyljtését, illetve a szovetek preparalasat (TNC, Cs-C,4
¢s TRG). A liquort (~150 pl/allat) a suboccipitalis cisterna-bol
csapoltuk le, a vérmintakat (5 ml/allat) a jobb oldali vena cava-bodl

véralvadasgatlot (etilén-diamin tetra-ecetsav = EDTA, 12 mg) és



proteaz inhibitort (aprotinin, Gordox, 1200 IU) tartalmaz6 jéghideg
milanyag csovekbe gylijtottiik. A vérmintakat 4 °C-on taroltuk, majd
a plazmat centrifugaléssal szeparaltuk (5,000 rpm, 10 min, 4 °C). A
mintadkat -80 °C-on taroltuk a PACAP-38- és PACAP-27-
koncentracidinak  radioimmunoassay (RIA) moddszerrel és

tomegspektrométerrel torténd meghatarozasaig (MS).

A PACAP-38-IR és PACAP-27-IR meghatarozdasa aktivalt TR
patkany modellekbol szarmazo liquor- és vérplagzma mintakban,
illetve a TR idegi strukturdiban RIA és MS maodszerekkel

A CSF ¢és plazma PACAP-27 (“88123-3”) ¢és PACAP-38 (“88111-
3”) koncentracioit specifikus €s szenzitiv RIA technikaval mértiik,
kordbban beallitott metodika alapjan [18]. A nyulban termeltetett
antiszérumok nagy specificitasat és C-terminalis érzékenyseégét
keresztreakcios mérésekkel igazoltdk. Az ismeretlen mintdk peptid
koncentraciodit kalibracids gorbe alapjan hataroztuk meg.

A PACAP-38 és PACAP-27 azonositasat standard oldatokhoz
hasonlitva patkdny CSF-ben ¢és vérplazmaban MS méréssel is
elvégeztilkk (matrix-assisted laser desorption ionization time of

flight) (PACAP-38 Na' (MW: 4558.7) és PACAP-27 (MW: 3147.6).

Statisztikai analizis

Az n=11-28 4llat eredményeit atlag+S.E.M. formaban abrazoltuk.
Az adatokat egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukey’s
post-hoc teszttel elemeztiik. A szignifikancia szintet p<0.05

esetében allapitottuk meg.



2) Klinikai humadan vizsgdalatok

Alanyok, etika

Tanulmanyunkba 87 migrénes beteget (auras, aura nélkiili) és 40
egészséges kontroll, korban egyeztetett alanyt valogattunk be. A
migréneseket a Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag 2004-es irdnyelvei
alapjan klasszifikaltuk [1]. A betegség jellemzdinek (idOtartam,
rohamfrekvencia, allodinia, a fijdalom sulyossaga, menstrudcids
ciklus hatasa, egyéb, nem-migrénes, kronikus fajdalom megléte,
depresszid jelei) feltérképezése €s a csoportok homogenizaldsa
céljabol részletes kérddivet vettiink fel a paciensekrdl. A kontroll
csoport egészséges Onkéntesei, kezelést igényld fejfajast nem

panaszoltak.

A vizsgalatok menete

A beavatkozasok soran — melyeket a Szegedi Tudomanyegyetem,
Orvostudomanyi Kar, Etikai Bizottsaga engedélyezett (87/2009) —
vérmintat gyljtottiink migrénes betegektdl roham alatt és/vagy
rohammentes  periodusban. A vérvételeket  megel6zéen
megkotéseket nem tettiink (étel/ital-fogyasztas, dohanyzas, stb.
megengedett volt), kivéve a gyogyszeres rohamterapia, vérveételig
torténd halasztasara vonatkozoan. Ennek eredményeként, 80
interiktalis és 28 iktalis 1d0szakbol gyljtottiink mintat, illetve 21
migrénestdl mindkét periddusban meg tudtuk hatarozni a vér peptid
tartalmat. A kontroll személyek esetében egyszeri vérvétel tortént. A
vérmintakat (6 ml/alany) nyugalomban, il pozicioban a vena
cubitalis-bol nyertiik és gyijtottiik veéralvadasgatlot (EDTA, 12 mg)
¢s protedz gatlot (aprotinin, Gordox, 1200 IU) tartalmazo6 jéghideg

vérvételi csovekbe. A mintakat 4 °C-on tartottuk, majd
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centrifugaltuk (2000 rpm, 10 min, 4°'C). A plazma mintakat —80 °C-
on taroltuk a PACAP-38-IR ¢s CGRP-IR RIA moddszerrel torténd

méréseig.

RIA mérések és adatgyiijtés

A plazma PACAP-38- ¢és CGRP-IR-t, korabban kifejlesztett
specifikus €s szenzitiv RIA modszerrel detektaltuk [18]. A nytlban
termeltetett antiszérumok nagy specificitdsat ¢és C-terminalis
érzékenységet keresztreakcids mérésekkel igazoltdk. Az ismeretlen
mintdk peptid koncentracidit kalibracios gorbe alapjan hataroztuk

meg.

Statisztikai analizis

Neéhany kivételtdl eltekintve, az eredményeket atlag=SD formaban
abrazoltuk. Az adatok normalitdsat a Shapiro-Wilk teszttel
vizsgaltuk. A csoportok Osszehasonlitasat Student’s-féle paratlan és
paros t-tesztekkel, valamint nonparametrikus, Wilcoxon-teszttel
végeztik, SPSS 17.0. statisztikai program segitségével. A
menstrudcidos ciklus, a kronikus fajdalom és a PACAP-38
koncentraciok Osszefliggéseit multivariancia probakkal vizsgalatuk
(ismételt méréses ANOVA). Az eredményeket p<0.05 esetében

fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak.
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1.

V. EREDMENYEK

1) Preklinikai dllatkisérletek

A PACAP-27/38 koncentracidja novekedett a patkdny TNC-

hatasara (2/A. dbra).
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*xp<0.001).

2/A. dabra
PACAP-27/38-IR
emelkedés patkany
TNC-ben
trigeminalis ganglion
elektromos ingerlése-

modellben
(**p<0.01).

a

A PACAP-38-IR emelkedett a vénas véraramban a TRG

elektromos aktivacioja utan (3. dbra).
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trigeminalis

(*p<0.05, ***p<0.001).
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nem talalhato
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Egyik PACAP format sem tudtuk detektalni a liquorban.
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3.

2) Klinikai human vizsgalatok

Szignifikansan kisebb plazma PACAP-38 koncentraciot

mértiink migrénesek interiktalis periodusaban kontroll alanyokhoz

viszonyitva, mely jelentdsen megemelkedett (visszatért a kontroll

szintre) rohamok idején (4. dbra).

Plasma PACAP-38-LI (fmol/ml)

4.
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4. abra PACAP-38-IR valtozdsok migrénesek interiktalis és
iktalis  periodusaibol  szarmazo  plazmamintdkban,
egeszséges alanyokkal osszehasonlitva (*p<0.05).

Az alacsonyabb interiktalis plazma PACAP-38 koncentracio

kapcsolatban van a migrén fennalldsanak idOtartamaval (5. dbra).

Plasma PACAP-38-LI (fmol/ml)

5. abra
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5. A migrénes betegekben szignifikdnsan magasabb plazma
PACAP-38- és CGRP-IR-t detektaltunk iktalis i1ddszakban, a

rohammentes periddushoz képest (6. dbra).

404

Hskok

304

204

Plasma PACAP-38-LI (fmol/ml)

Ll Al
Interictal Ictal

150+ "

50+

Plasma CGRP-LI (fmol/ml)

] L]
Interictal Ictal

6. dbra Emelkedett PACAP-38 és CGRP koncentrdciok
migrénes rohamok idején (iktalis fazis) a rohammentes
perodushoz képest, 21 “onkontrollos” beteg plazmamintdiban
(***pPACAP-38<0.001; *pCGRP<0.05).
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6. A migrénes betegek 2 alcsoportjanak részletes elemzése azt

mutatta, hogy a plazma PACAP-38 koncentracié azoknél emelkedik

meg jelentdsen az iktdlis id6szakban, akiknek a fejfajasa nem

kapcsolodik a menstruacios ciklushoz, illetve akiket nem érintenek

mas, kronikus fajdalom szindromdk (hatfajas, lumbago, térd-,

bokaiziileti porckopas) (7. dbra).
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sokosk
£
‘é 304 T
- —_
=
g
= - -
o
-
= 204 —L
s —
=

'. T
Interictal Ictal
Group 1: Migrasncurs without
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chronic pain conditions

7. abra
Szignifikans
kiilonbséget
taldltunk a plazma
PACAP-38-IR-ban
az interiktalis és
iktalis fazisok
kozott

a migrénesek 1.
alcsoportjaiban
(menstrudcios
ciklus-fiiggetlen
n=11 és kronikus
fajdalom-mentes
migrénes  betegek
n=15)
*Hxp<0.001.

Osszefiiggést nem talaltunk a plazma PACAP-38-IR és az életkor,

nem, rohamfrekvencia, allodinia és a VAS-skala kozott.
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VI. MEGBESZELES

1) Preklinikai dllatkisérletek

Eredményeink alapjan gy tlinik, hogy a PACAP-nak nagyon
fontos szerepe van a TR aktivalodasaban (neuropeptid teoria).
Allatkisérletes modelljeinkben a periféridas és a centralis
szenzitizaci® mechanizmusait is PACAP-szint valtozasok kisérték,
utalva a neuro-vaszkularis rendszer komplexitasara. A kismértékben
kilonboz0  eredmények a  modellek  eltér6  aktivacios
mechanizmusaival magyarazhaték. A szelektiv és szignifikans
PACAP-27/38-IR emelkedések arra engednek kovetkeztetni, hogy a
trigeminalis trigger (NTG, ES-TRG) jelentds peptid-felszabadulast
indukal, feltehetdleg a primer szenzoros neuronok periférids €s/vagy
centralis termindlisaibol [13]. A TRG elektromos ingerlése jelentds,
erdteljes TR  aktivaciét general, melynek hatdsara az
idegvégzddésekbdl nagy mennyiségben szabadul fel PACAP. A
perivascularis terekbdl belép a keringési rendszerbe, ezaltal
emelkedett koncentracidban detektalhato a vérben. A centralis
agakon megjelend peptid kifejti aktivalo hatasait vaszkularis [19],
neuronalis [3, 5] szempontbdl, valamint hizosejt degranulalo
mechanizmusai révén is hozzajarulhat a TR aktivacioval kapcsolt

migrénes folyamatok kialakulasdhoz [20].

2) Klinikai humadan vizsgdalatok

A human vizsgéalatok eredményei részben igazolni latszanak az
allatkisérletekben megfigyelteket. A migrénes betegek vérplazma
mintaiban tapasztalt PACAP-38 koncentracio-valtozasok hatterében

a fentiekben leirtakhoz hasonld mechanizmusokat feltételeziink: a
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trigeminalis aktivacion alapuldé migrénes rohamok idején nagyobb
mennyiségben szabadul fel PACAP-38, ¢s a kordbban mar igazolt
CGRP [21]. A vérkeringésbe jutva szisztémasan megemelkedik
mennyiségik, kifejtik vazodilatativ és szenzitizald hatasukat,
melyek hozzéjarulnak a fejfajas kifejlodéséhez €s sulyosbodasihoz.
Az ok-okozat viszony egyeldre nem tisztazott. A rohammentes
periodusban lecsokkent PACAP-38-IR ¢s a betegség ideje kozotti
enyhe korrelacio egyik magyardzata lehet, hogy az iktalis
id6szakokban rendszeresen, nagy mennyiségben szabadul fel a
peptid, melynek kovetkeztében fokozatosan kimeriilnek a PACAP-
tartalma terminalisok. Mindez indirekt Osszefliggésben lehet az
interiktalisan igazolt, cerebralis-neuronalis energiaszint-
csokkenésekkel [22, 23], degenerativ valtozasokkal [24]. Tovabba a
rohamok alatt emelkedett/normalizalédott PACAP-38-IR-valtozas
migrén specifikus valasznak tlinik, mivel szignifikans eltérés az
inter/iktalis periodusok kozott csak a menstruacios ciklustol
figgetlen migrénes betegekben, €s a kronikus fajdalmaktol mentes
alanyoknal mutatkozott. Habar a betegek vér-agy gat (BBB)
funkcioir6l nincs informacionk, irodalmi adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a migréneseknél megfigyelt BBB integrités-
vesztés, permeabilitds emelkedés [25] is befolyasolhatja a PACAP

mozgasait, hatasait [10].

VII. KOVETKEZTETES

Eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP egy specialis
modulatora lehet a TR-nek, melyet preklinikai és klinikai
aspektusbol i1s  sikeriilt  bizonyitanunk. @A  szenzitiz4cids
folyamatokban betdltott szerepét a migrénes fazisokhoz kapcsolddo

plazma  koncentracio-valtozasai  igazoljak.  Tanulmanyunk
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hozzajarul a TR mechanizmusainak részletesebb megismeréséhez,

¢s perspektivakat kindl 1j targetek azonositisara a migrén

ey

fajdalom/fejfajasok vonatkozasadban, melyek révén a PACAP egy 1)

biomarkere lehet a migrénnek.

AZ ERTEKEZES EREDETI MEGALLAPITASAI

Preklinikai dllatkisérletes vizsgalatok

1. A patkdny trigeminovascularis rendszerének mind kémiai,
mind elektromos ingerlésére a PACAP-27/38 koncentracioja
szignifikdnsan megemelkedett az agytorzsi masodlagos érzé
neuronok teriiletén (caudalis trigeminalis mag).

2. A trigeminalis ganglion elektromos stimulacidja a PACAP-38
koncentracio-emelkedését i1dézte eld6 a vénas véraramban,
allatmodellben.

Klinikai human vizsgalatok

3. Szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott a vérplazma
PACAP-38 koncentracidja migrénes betegek rohammentes
peridodusaban, egészséges kontroll alanyokhoz képest.

4. A kisebb interiktalis plazma PACAP-38 koncentracio
Osszefiiggést mutatott a betegség fennallasanak idejével.

5. Szignifikdnsan magasabb plazma PACAP-38 koncentracidt
detektaltunk migrénes betegekben rohamok idején, a
rohammentes periodushoz képest.

6. Jelentds plazma PACAP-38 koncentracido-emelkedés azon
betegcsoportokban jelentkezett, ahol a fejfajas megjelenése
nem fligg a menstrudcios ciklustol és nincs jelen mas kronikus
fajdalom (hatfajas, lumbago, térd-, bokaiziileti kopasok.
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