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l. BEVEZETES

1. Migrén, korunk népbetegsége

A migrén egy komplex és multifaktorialis, paroxysmusokban jelentkezé 0Onalld
fejfajas betegség. Epidemioldgiai tanulmanyok alapjan magas prevalenciat mutat, a fejlett
orszagokban a felndtt lakossag kozel 12%-a érintett. A betegség nagymértékben hat az
altalanos életmindségre, a munkavégzésre, a csaladi és tarsadalmi kapcsolatokra és az iskolai
teljesitOképességre is. A Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag (International Headache Society, IHS)
2013-as kritériumrendszere szerint két f6 altipusra oszthatjuk a betegséget: 1. az aura nélkiili
¢s 2. az auraval jar6é migrénre.

Az aura nélkiilli migrén soran visszatérd fejfajas-rohamok 4-72 oraig is eltarthatnak. A
fejtajas jellegzetesen unilateralis, liktetd jellegli, gyakran autondém (hanyas, hanyinger) és
szenzoros (0smo-, photo- és phonophobia) tiinetek kiséretében 1ép fel.

Az aurds migrént els6dlegesen reverzibilis neurologiai goctiinetek jellemzik, amelyek
fokozatosan alakulnak ki és vagy a tipusos migrénes fejfajas el6tt, vagy azzal egyidejiileg
jelennek meg. Azonban vannak olyan esetek, amikor az aura fejfajas nélkiil (migraine sans
migraine) alakul ki. Az aura tulajdonképpen nem mas, mint vizualis (szcintillaciés scotoma,
fortifikacios spektrum), szenzoros (paresthesia) tiinetek és beszédzavar (aphasia) egyiittes
jelensége vagy ezek kombinacidja.

gyogyszerelést nélkiilozo stratégia feldllitasdban indikalt a provokald tényezdk kiiktatasa,
valamint léteznek olyan alternativak, mint az akupunktura, biofeedback, hipndzis, autogén
tréning vagy a homeopatia.

A kivizsgalt és diagnosztizalt migrénes betegeknél fellépd fejfajasok €s a tarstiinetek
orvoslasara gyogyszeres kezeléseket alkalmaznak, amin beliil megkiilonboztetjiik a roham
megsziintetését megcélzo rohamkezelést, masrészt a preventiv intervallumterapiat. Szamos
klinikailag hatdsos migrénellenes készitmény van forgalomban, amelyek koziil enyhébb
esetben analgetikumok (fajdalomcsillapité szerek), nem-szteroid gyulladasgatlok (NSAID),
antiemetikumok (hanyascsillapitok) segitenek megszabadulni a roham alatti tiinetekt6l. A
rohamok oldasara elsddlegesen hasznalt készitmények koziil az ergot szarmazékok és az
aminofenazon tartalmu gyogyszerek mellett a szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) 1B és

1D agonista triptanok és a calcitonin gén-rokon peptid (CGRP) receptor antagonista un.
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gepantok fejtik ki legjobban hatdsukat. A migrénes roham profilaxisaként hasznalt
intervallumterapia soran adhatdo gyogyszerek kozé tartoznak a bétareceptor-gatlok,
kalciumcsatorna-blokkolok, 5-HT,-antagonistak, triciklikus antidepresszansok,
antikonvulzivumok vagy a riboflavin (B-vitamin) és magnézium. Azonban a fentiekben
emlitett szerek nem minden esetben hatasosak, a migrén-specifikus farmakonok pedig olykor

nem kivant, er0s mellékhatasokat produkalnak.

2. Patofiziologia, anatomia

A migrén patofiziologidgja a tudomany egy intenziven kutatott teriilete. Oriasi
elérehaladas tortént a betegség hatterében all6 mechanizmusok megismerésében, pontos
korélettani folyamata azonban mindmaig nem tisztazott. A betegség kialakulasanak
magyarazatara kiilonféle hipotézisek lattak napvilagot. Ezek koziil jelenleg az egyik
legelfogadottabb a Moskowitz és kutatocsoportja altal lefektetett trigeminovascularis elmélet,
ami azon alapszik, hogy a Gasser-diuc elektromos ingerlésének hatdsara vazodilatacio és
0déma kovetkezik be a dura mater (kemény agyhartya) teriiletén [1]. Elméletiiket erdsiti,
hogy a trigeminalis ideg 5-HT receptoraira haté triptanok és ergot alkaloidok
megakadalyozzak ezeket a vazomotoros valaszokat [2, 3].

A trigeminovascularis rendszernek (TR) egyedi és kiemelkedd szerepkore van a
cerebrovascularis folyamatokban, ugyanis foként ez a rendszer latja el szenzoros
afferentacioval az agyi ereket. Alapjat képezi a cavum Meckeliben fekvé trigeminalis
ganglion (ggl. semilunare Gasseri; TRG), ahol a nervus trigeminus (haromosztati agyideg,
V.) szenzoros részének pszeudounipoldris sejttestjei tomoriilnek. Ezek a protopatias (ho,
fajdalom, nyomads, elemi tapintds) érzéseket szallitdé elsérendii neuronok periférids
nyulvanyaikkal elsésorban az ophthalmicus agon keresztiil innervaljak a meningealis
vasculaturat, mig centralis rostjaik a hid dorsomedialis oldalan belépnek az agytorzsbe,
kialakitva ezzel a spinalis trigeminalis palyat. A rostok a nucleus tractus spinalis nervi
trigemini pars interpolaris ¢és pars caudalis (tovabbiakban: trigeminal nucleus caudalis =
TNC) magjaival, a gerincveld C; és C, szegmentumanak hatsoészarvi neuronjaival és a
hatsogyoki centralis nytlvanyokkal szinaptizalnak. Az agytorzsi migrén generatorok, vagyis
a nucleus raphe magnus és dorsalis (NRM és NRD), a periaqueductalis sziirkeallomany
(PAG) és a locus coeruleus (LC), tovabba a leszallo kérgi gatlo rendszerek leszalld palyaikon
keresztlil szabalyozzak a trigeminalis komplex masodlagos neuronjait. A fajdalom

impulzusok diszkriminativ része ezt kovetéen contralateralisan a thalamus nucleus ventralis
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posteromedialisan a szomatoszenzoros cortex (SS1 és SS2) iranyaba, mig affektiv-motivacids
része contralateralisan a thalamus nucleus dorsomedialisdin at az insularis és anterior

cingularis kéreg felé szallitodik (1. abra).
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1. abra: A trigeminovascularis rendszer (TR) felépitése és kapcsolatai
(Goadsby P. J., Neurologic Clinics, 2009. 27:2, 335-360)
LC: locus coeruleus; NRM: nucleus raphe magnus; PAG: periaqueductalis sziirkeallomany;

TCC: trigeminocervicalis complex

3. Transzmitterek

A TR aktivacidjaval a n. trigeminus antidrom iranyban kiilonbdzé neuropeptideket és
vazoaktiv anyagokat szallit a supratentorialis dura mater érrendszerébe, valamint az agy
felszinén végightizodd pialis arteriolakba. A periférias terminalisokbol — kibocsatott
neuropeptidek vazodilataciot, hizosejt degranulaciot, plazmaprotein extravazaciot és az érfal
lokalis steril gyulladasat eredményezik, amelyek egyiittesen hozzajarulnak a migrénes

fajdalomhoz.



Az egyik legrégebb ideje kutatott potencialis vazodilatator a CGRP, amely széles
korben expresszalodik mind a kornyéki, mind a koézponti idegrendszerben, valamint a
cardiovascularis rendszerben. Hisztokémiai tanulmanyok leirtdk, hogy a human TRG
sejttestjeinek kozel 40%-a tartalmaz CGRP-t [4, 5], illetve receptorai is megtalalhatok itt [4,
6]. A CGRP-pozitiv axonok javarészt nem mielinizalt C-rostok vagy kis atmér6jti mielinizalt
Ad rostok, amelyek polimodalis nociceptorokként behalozzak az agyi és duralis ereket.
Kisérletes eredmények bizonyitjak, hogy macskan végzett TRG elektromos ingerlés, mig
human vonatkozasban a TRG radiofrekvencias termokoagulacidja CGRP emelkedéshez vezet
az extracerebralis keringésben [7]. Migrénes rohamok idején a CGRP-immunreaktivitas
megndvekedett szintjét mérték migrénes betegek nyalaban és jugularis vénajaban [8-10].
Lassen ¢és munkatarsai pedig azt tapasztaltak, hogy az intravénasan beadott a-CGRP fejfajas
rohamot valtott ki migréneseknél [11]. A 37 aminosavbol all6 peptid a calcitonint,
adrenomedullint, amylint és a nemrégiben klénozott calcitonin receptor-stimulélo peptidet is
feloleld peptidcsalad tagja. Az emldsokben két izoformdjat ismerjiik: a calcitonin génrdl
alternativ modosulassal képzddo a-CGRP-t és a génrdl kozvetlen atirdd6 B-CGRP-t. A CGRP
receptorok harom alegységbdl allnak (CRLR — calcitonin receptor-szerti receptor, RAMP —
receptor aktivitast modositd fehérje, RCP — receptor komponens fehérje), melyek egyiittes
miikodése sziikséges ahhoz, hogy a G-protein rendszeren keresztiil fokozzak az adenilat-
ciklaz, a nitrogén-monoxid (NO) és ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP), illetve a K*
csatornak aktivitasat és igy vazodilataciot okozzanak. Az ortodrom modon felszabaduld
CGRP hozz4jarul a nociceptiv neurotranszmisszidhoz, de ennek egzakt mechanizmusat nem
sikeriilt még teljesen tisztazni.

A TRG sejttestjei CGRP-n kiviil P-anyagot (substance P, SP) és neurokinin-A-t
(NKA) is termelnek [12, 13]. A tachikininek f& képvisel6i kozé tartozd SP és NKA
evolucidsan konzervalt peptid transzmitter. cDNS szekvenalason alapul6 technikaval harom
kiilonboz6é SP  prekurzort (a-, P-, y-preprotachikinin A) azonositottak, amelyekbdl
proteolitikus hasitassal az a-prekurzorbol csak SP keletkezik, a -, és y-preprotachikininbdl
SP és NKA is képzddik. Ezek gyakran mutatnak kolokalizaciot a CGRP-vel a perivascularis
rostokban [14-16]. Ultrastrukturalis szinten kettés immunogold festéssel igazoltak az SP ¢és
CGRP egyiittes eléfordulasat a nagy dense-core vezikulumokban tengeri malac és human
szenzoros ganglionok szoémaiban, valamint a perivascularis idegrostok varikozitasaiban
egyarant [17-19]. Az emberi TRG-ben a CGRP-immunreaktiv (-ir) neuronokhoz képest az
SP-ir rostok szama joval alacsonyabb (18%) [4, 14]. Nagyszamu SP-ir rostot azonositottak a

TNC-ben ¢és a C1-C; gerincveldi szakasz szintjén a Rexed-féle 1.- és II. laminakban [20]. A
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kordbban emlitett elektromos stimuldcio és termokoagulacios teszt az SP esetében is
novekedést jelzett a plazmaban [7], tovabba kisérleti adatok alatamasztjak azt a koncepciot,
miszerint a TNC-ben a CGRP mellett neurotranszmitterként és/vagy neuromodulatorként az
SP és az NKA is részt vesz a trigeminalis nociceptiv ttvonalban [21].

A migrén patogenezisében 1j molekula jel6lt a hypophysis adenilat ciklaz-aktivalo
polipeptid, vagy mas néven PACAP (pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide).
Miyata és munkatarsai 1989-ben Uj releasing faktor keresése soran izolaltak juh
hypothalamusbo6l azon tulajdonsaga alapjan, hogy serkenti a ciklikus adenozin-monofoszfat
(CAMP) képzbdést patkany agyalapi mirigy sejtjeiben [22].

Az emberi genomban a PACAP gén (ADCYAPI1) a 18-as kromoszoma rovid karjanak 11-es
l6kuszaban talalhat6. Ez a gén egy 176 aminosavbol felépiilé prekurzort (prepro-PACAP)
kodol, amelyr6l prohormon konvertaz hasitassal PACAP és PACAP-related peptide (PRP)
keletkezik. A PACAP szerkezetét tekintve a VIP-glukagon-GRF-szekretin csalad tagja,
amelyen beliil legk6zelebbi rokonsagban a vazoaktiv intesztinalis polipeptiddel (VIP) 68%-0s
strukturalis homologiat mutat. Két bioldgiailag aktiv, amidalt formajat ismerjiik, egyik a 38
aminosavbol (PACAP-38), a masik a 27 aminosavbol (PACAP-27) allé peptid. Az elébbi az
emlds szovetek PACAP-0ssztartalmanak 90%-at teszi ki.

In situ hibridizacios és immuncitokémiai mddszerek extenziv eléfordulasara mutattak ra az
egész szervezetben. A centralis és periférias idegrendszeren [23-27] kiviil megjelenik az
endokrin mirigyekben [28-31], a gonadokban [23, 32], a 1égzérendszerben [33, 34] és a
gyomor-bél traktus mentén [35-37]. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltak, hogy a
PACAP a CGRP-vel a szenzoros ganglionokban, ezen belil a TRG-ben és a
trigeminocervicalis complexben (TCC) is kolokalizal [4, 38, 39]. Széleskorti szoveti
megoszlasabol arra kovetkeztethetiink, hogy szamtalan élettani folyamatot befolyasol.
Kiilonb6z6 szervrendszerekben szabalyozza a szekréciot [40, 41], szerepet jatszik a
sejtproliferacioban [42, 43], biztositja a sejttalélést [44], gatolja a sejtmigraciot [45] és
serkenti a differenciaciot [46]. Ezen kiviil részt vesz a nocicepcioban és a gerincvel6i
szenzitizacid kialakulasaban [47], illetve er6s vazodilatatorként [48, 49] is funkcional.
Warren és kutatocsoportja megallapitotta, hogyha mikromolaris koncentracioban a PACAP
mindkét formdajaval 1 percig kezeltek egy érszakaszt, a relaxacid hozzavetdleg 2 o6ran at
tartott. Kisérletiikkel 1étjogosultsagot nyert az is, hogy a PACAP vazodilatativ hatasa endotél-
fiiggetlen modon megy végbe [50]. Hazai tanulmanyok leirtdk, hogy a PACAP szintje
megemelkedik mind a trigeminovascularis allatmodellekben [51], mind a migrénes betegek

vérplazmajaban [10]. Ezt a megfigyelést arra alapoztak, hogy dan kutatok vizsgalatai szerint
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a PACAP-38 intravénas adagolasa egészséges Onkéntesekben hosszantartd fejfajast, mig
migrénesekben migrén-szerii rohamokat indukal [52]. A PACAP pleiotrop hatasat harom G-
protein kapcsolt receptoron fejti ki: VPAC;, VPAC; és PAC;. A VPAC receptorok kozel
azonos disszociacios allandoval kotik a PACAP mindkét formajat és a VIP-et, ezzel szemben
a PAC; receptor két-harom nagysagrenddel nagyobb, specifikus affinitassal koti a PACAP-ot,
mint a VIP-et. Receptorhoz kotédése két £6 szignal transzdukcids Gtvonalat indit el.

1.) Serkenté G-protein (Gs) aktivacidjaval a heterotrimer fehérje o-alegysége az adenilat-
ciklazhoz vandorol, ami az adenozin-trifoszfat (ATP) cAMP-vé alakulasat katalizalja. A
vascularis simaizomsejtek VPAC receptorain keresztiil az igy keletkezett CAMP a protein
kinaz A-hoz (PKA) kapcsolddva feloldja annak inaktivitasat és igy a PKA képes foszforilalni
az ATP-szenzitiv kaliumcsatornékat (Katp). Ennek hatasara a kaliumionok (K+) kiaramolnak
az extracellularis térbe ¢és a sejt hiperpolarizalodik. Az L-tipusu fesziiltségfiiggd
kalciumcsatornakon (L-VGCC) at megsziinik a Ca®*-influx, ami az intracellularis Ca?*-
koncentracié csokkenésén, illetve a CAMP miozin konnytlanc kinaz (MLCK) gatlasan
keresztiil simaizom relaxaciot és ezaltal vazodilataciot idéz el6 [53, 54] (2. abra).

2.) A PACAP-receptor kapcsolat masik metabotrop utvonala a Gg/11-protein kozvetitésével a
foszfolipaz C-béta (PLC-B) mikodését serkenti. A PLC-B a plazmamembranban [évo
foszfoinozitol-difoszfatot (PIP;) diacil-glicerolla (DAG) és inozitol-trifoszfatta (IP3) alakitja.
Az IP3 az endoplazmatikus retikulum Ca®*-raktarait mobilizalja, a DAG pedig a protein kinaz
C-t (PKC) a sejtmembranhoz horgonyozza és a felszabadult Ca’*-ionok segitségével
aktivalja. Az agyi erek mentén elhelyezkedd hizosejtekben a PKC és a megndvekedett
intracellularis Ca?*-koncentracié hatdsara hisztamin és egyéb gyulladdsos mediator
szekretalodik az extracellularis térbe. Ennek kovetkezményeként neurogén gyulladés alakul
ki [55-57] (2. abra).
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2. abra: A TR aktivacidja altal kivaltott PACAP szignaltranszdukcio vascularis simaizom
sejtben és hizosejtben (Mészaros A.)

AC: adenilat-ciklaz; ATP: adenozin-trifoszfat; Ca®*: kalcium-ion; cAMP: ciklikus adenozin-
monofoszfat, DAG: diacil-glicerol; ER: endoplazmatikus retikulum; GDP: guanozin-
difoszfat; Gg/11: heterotrimer G-fehérje alcsalad; Gs: serkenté G-fehérje; GTP: guanozin-
trifoszfat; IP3: inozitol-trifoszfat; IP3R: inozitol-trifoszfat receptor; Katp: ATP-érzékeny
kaliumcsatorna; L-VGCC: L-tipusu fesziiltségfiiggé kalciumcsatorna; MLC20: miozin 20
kDa konnytilanca; MLCK: miozin konnytlanc kinaz; MP: miozin foszfatdz; P:
foszfatcsoport; PIP,: foszfoinozitol-difoszfat; PKA: protein kinaz A; PKC: protein kinaz C;
PLC-: foszfolipaz C-B; VPAC; 2: PACAP receptorok

A TR-ben felszabadulo neuropeptidek mellett kulcsfontossagua molekula az NO,
amely egy vazodilatativ gazhalmazallapotii szignalmolekula. Az NO-t harom szorosan
kapcsolt nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) izoenzim szintetizalja. Ezek az enzimek a
konstitutiv, Ca2+-ﬁigg6 izoformak kozé tartozoé neurondlis (NNOS/NOS-1) és endotelialis

NOS (eNOS/NOS-3), valamint a makrofagokban kimutathato Ca”*-fiiggetlen indukélhato
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NOS (iNOS/NOS-2). Neviikkel ellentétben kiilonféle sejttipusokban atfedé eloszlassal
expresszalodnak. Kisérletes vizsgalatok kimutattak, hogy a NOS-ok gatlasa enyhiti a spontan
jelentkezé migrénes rohamok tiineteit [58]. Masrészrél megfigyelték, hogy az NO donorként
hasznalatos nitroglicerin (NTG) szisztemas adagoldsa aura nélkiili rohamot wvalt ki
migrénesekben [59], mig egy Klinikai eset igazolta, hogy egészséges alanyok nagyobb
aranyban (73%) tapasztaltak fejfajast a cardialis célokra (pl.: koszoruér betegségben)
alkalmazott NTG mellékhatasaként [60]. A periférias afferenseken keresztiil az NTG fokozza
az nNOS és a Ca”*/calmodulin-fliggd protein kinaz Il (CaMKII) expressziojat patkany TNC-
ben, amely centralis szenzitizaciés folyamatokhoz vezet [61, 62]. Emellett az NTG képes
megndvelni a c-fos (protoonkogén) expresszidjat is a TNC-ben 1évé masodlagos
neuronokban [63]. Mivel az idegsejtekben a c-fos depolarizaciés hullammal létrejové Ca®'-
bearamlas hatdsara expresszalodik, igy a c-fos fehérjével immunhisztokémiai célbol kivaloan
nyomon lehet kdvetni az idegi aktivitast [64]. Immuncitokémiai festések alkalmazasaval a
TRG-ben NOS marker pozitiv sejttesteket azonositottak [4]. Az L-arginin-L-citrullin
atalakulasbol szdrmaz6 NO {6 effektora a szolubilis guanilat-ciklaz (sGC), hatasara
guanozin-trifoszfatbol (GTP) cGMP keletkezik. A cGMP masodlagos hirvivoként aktivalja a
protein kindz G-t (PKG), amely specifikus fehérjéket foszforilal a vérerek simaizom
elemeiben. Ennek eredményeként a duralis artéridk kitagulnak, amely aktivalja a

fajdalomérzékeny képleteket a véredények kortil.
4. Glutamat

Az emldsok idegrendszerében az egyik legaltalanosabb serkentd aminosav a glutamat.
Gyakorlatilag minden kdzponti idegrendszeri neuron (kérgi principalis sejtek, thalamicus relé
sejtek és egyéb magcsoportok) rendelkezik glutamat receptorokkal. Szoveti lokalizacidjukat
tovabba leirtdk a migrén patogenezisében érintett idegi struktirakban, azaz a TNC
superficialis laminajaban, a TRG-ben és a migrén generatorok teriiletén [65, 66]. A auraért
felelds un. tovaterjed6 kérgi gatlas (cortical spreading depression, CSD) kialakulasat és
terjedését [67], valamint az elsédleges és masodlagos trigeminalis érz6é neuronok szinaptikus

A glutamat kiillonb6zé pre- vagy posztszinaptikusan elhelyezkedd, ligandaktivalt
ioncsatornahoz (ionotrop) vagy G-fehérjével kapcsolt (metabotrop) receptorhoz kapcsolodik.
Az ionotrop glutamat receptorokat két nagy csoportra oszthatjuk. Vannak az NMDA (N-

metil-D-aszpartat) és a nem-NMDA tipusi receptorok. Farmakoldgiai és molekularis
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biologiai profiljukat figyelembe véve a nem-NMDA tipusu receptorokat tovabbi harom
alcsoportra tagolhatjuk: az a-amino-3-hidroxi-5-metil-izoxazolo-4-propionsav (AMPA), a
kainsav (KAIN) és a delta receptorokra. A metabotrop glutamat receptorok harom
csoportjaba pedig nyolc, hét transzmembran doménbdl 4ll6 fehérje sorolhato.

Az ionotrép glutamat receptorok koziil az NMDA-receptort tanulmanyoztak legbehatobban,
ezért jol ismert az élettani folyamatokban betoltott funkcidja. Tetramer szerkezete 1évén
(NR1, NR2A-D, NR3A-B) minden egyes alegység felépitésére jellemz06 az extracellularis N-
terminalis és az intracellularis C-terminalis szakasz, harom transzmembran szegmens (M1,
M3, M4) és a porusformaldo M2 domén (3. abra a). Nyugalmi membranpotencial esetén a
csatorna belsejébe ¢kelddd Mgz+-ion akadalyozza a szabad iondramot. Hipopolarizacid
hatdsara azonban kiszabadul és a nyitott csatornan egyértékii (Na'- és K'-ion) és kétértékii
kationok, elsésorban Ca’*-ion 4ramlik 4t nagy mennyiségben. Az NMDA-receptorok
aktivalasdhoz glutamat és glicin kotésére egyarant sziikség van. A glutamat kotésért az NR2
alegység, a glicin kotésért az NR1 alegység felel. Expresszios vizsgalatok eredményei azt
mutattak, hogy az NR2 alegységekbdl Osszetevédé homomer receptorok rendszerint
inaktivak szemben az NR1 homomer alegységekbdl felépiilokkel, amik funkcionalis
csatornakat hoznak létre [69]. Heteromer formaban az NR1 és NR2 alegységek miikodoképes
ioncsatornava allnak ossze [70]. Az alegységek kombinalodasakor az NRI1/NR2A ¢és az
NR1/NR2B heteromerek esetében nagyobb aramamplitadokat mértek [71]. Ezekbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az NMDA-receptor funkcionalitasa nagyban fiigg a glicint k6t6 NR1
alegység meglététol. A ligand-kotéhelyeken kiviil tobbféle modulacios hellyel rendelkezik,
pl. Zn2+-k6t6hely, protonérzékeny hely, redox modulacids és poliamin-ko6tShely. Tovabba a
csatornaban is elkiilonithetiink farmakologiailag szenzitiv régiokat. A glutamat-kotéhelyen
antagonista hatast fejt ki a D-2-amino-5-foszfono-valeriansav (APV), az amino-foszfono-
heptansav (APH) és a 3-(2-karboxipiperazin-4-il)-propil-1-foszfonsav (CPP). A glicin-
kotohelyet kompetitiven példaul a 7,5-diklor-kinurénsav (7,5-DCKA) gatolja. Az MK-801, a
ketamin és a fenilciklidin (PCP) a legismertebb csatornaba kotddo antagonistak kozé
tartoznak (3. abra b).
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3. abra: a) Az NMDA-receptor alegységek szerkezete, b) az NMDA-receptor felépitése a
farmakologiailag aktiv molekulak kotéhelyeivel (Vilagi Ildiko Neurokémia c. konyve, Dialog
Campus Kiadd, 2003 alapjan modositva)

7,5-DCKA: 7,5-diklor-kinurénsav — glicin antagonista; APV: D-2-amino-5-foszfono-
valeridnsav — glutamat antagonista; Ca®*: kalcium-ion; Glu: glutamat — agonista; Gly: glicin —
ko-agonista; K. kalium-ion; M1, M2, M3, M4: NMDA-receptor domének; Mgz+:
magnézium-ion — csatornablokkold; MK-801: [5R,10S]-[+]-5-metil-10,11-dihidro-5H-
dibenzo[a,d]cikloheptén-5,10-imin — csatornaba ko6t6d6 antagonista; NRZ1: glicin-koéto
alegység; NR2: glutamat-kotd alegység; PA: poliaminok — pozitiv modulatorok; Zn®": cink-

ion — antagonista

A glutamat receptorokrol szol6 kozlemények egy-egy kiragadott példaja szemlélteti,
Egyes tanulmanyokban beszamoltak arrél, hogy kiilonféle glutamat receptor antagonistak
hatékonyan csokkentik a TNC-ben a c-fos immunreaktiv masodlagos neuronok szamat [72,
73], a helyi vérataramlast [68], a kivaltott potencial valaszokat [74] és a duralis

plazmaprotein extravazaciot [75]. Ugyanakkor a talamikus NMDA-receptorok hozzajarulnak
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a gyulladas-okozta hiperalgézia (fokozott fajdalomérzékenység) kialakulasdhoz ¢és
fenntartasahoz [76]. Kimutattak, hogy az MK-801 blokkolja a trigeminovascularis nociceptiv
transzmissziot a TNC-ben [77]. Ezen kiviil ravilagitottak arra, hogy a szenzoros
idegrendszerben az NMDA-receptorok részt vesznek a migrén egyik f6 eseményeként
jelentkez6 centrélis szenzitizacioban [78, 79]. Ujsziilott malacok pialis ereinek dilataciojat
szintén NMDA-receptorok szabalyozzak endotél-fiiggetlen médon [80]. Human téren is
végeztek vizsgalatokat a glutamat migrénben betoltott szerepérdl. Megfigyelték azt, hogy
glutamat és NMDA infuziéval CSD valthatoé ki [81], mig NMDA antagonistakkal ennek
ellenkezGjét érték el. Ketaminnal példaul sikeriilt megsziintetni az aura tiineteket, de magat a
fejfajast nem egyes migrénes betegekben [82]. Klinikai szempontbol problémat jelent, hogy a
ketamin hasznalatat er6s kozponti mellékhatasai korlatozzak. Egy masik human
esettanulmany soran pedig joval magasabb glutamat-szintet mértek migrénesek
vérplazmajaban és nyalmintajaban, mint az egészséges kontroll alanyokéban [83]. Mindezek

alapjan leszogezhetjiik, hogy a glutamat kiemelkedd szereppel bir a migrén

crer

5. Kinurenin-rendszer

Az emlésokben a triptofan (Trp) metabolizmusa rendkiviil szertedgazo biokémiali
folyamat. Amellett, hogy a fehérjeszintézis soran beépiil a ndvekvd polipeptidlancba, a Trp
1%-a 5-HT bioszintézisére forditodik, mig 99%-a katabolizalodik. Az agyban a Trp lebontas
f6 agat a kinurenin-Utvonal képviseli, amely tobb biologiailag aktiv koztiterméket foglal
magaban. lde tartozik az L-kinurenin (L-KYN), a 3-hidroxi-L-kinurenin (3-OH-L-KYN), az
antranilsav (ANA), a 3-hidroxi-antranilsav (3-HA), a xanturénsav (XA), a kvinolinsav
(QUIN) és a kinurénsav (KYNA). Ezek a neuroaktiv kinureninek mind az élettani, mind a

korélettani folyamatok szempontjabol jelentés molekulak (4. abra).
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4. abra: A triptofan-kinurenin tGtvonal

Pirossal jelolt vegyiiletek: a lebontasi Gitvonal bioldgiailag relevans képviseldi

A 3-OH-L-KYN ¢és a 3-HA eldsegiti a neuronokat karositd oxidativ szabad gyokok
kialakuldsat, illetve az els6dleges vagy masodlagos excitotoxicitashoz szintigy
hozzajarulnak. Nyugalomban [évé idegsejtben a 3-OH-L-KYN alacsony, nanomolaris
koncentracioban van jelen, viszont korélettani esetekben elérheti a mikromolaris tartomanyt.
Hasonléan a 3-HA-tartalom is megemelkedik szamos neurologiai betegség soran.
Megfigyelték, hogy mindkét intermedier idegsejttenyészetek pusztulasat okozza, tehat
neurotoxikus vegyiiletek [84].

A Kinurenin-utvonal egyik érdekessége, hogy a 3-OH-L-KYN transzaminalasaval keletkezd
koriili értéket mutat patkdny agyban, mig szintje megemelkedik a vizeletben a depresszid
egyik allatmodelljében. Magas do6zist adagolasa megnyugtatja a patkanyokat és analgéziat

(fajdalomérzés hianya) valt ki naluk. A XA vezikulakba csomagolva, axonalis transzporttal a
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szinapszisokba keriil, ahonnan Ca®*-fiiggd modon szabadul fel. Ez a sajatossag a XA
szinaptikus jelatvitelben vald szerepére és specifikus XA receptorok jelenlétére utal.

A Kkinurenin-rendszer végterméke a QUIN-bdl kialakulé nikotinamid-adenin-dinukleotid
(NAD) ¢és nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADP), amelyek meghatarozott
biokémiai folyamatok redox 1épéseit szabalyozzak. A QUIN az agyszévetekben nanomolaris
(50-100 nM) vagy mikromolaris (0,05-1 uM) koncentracioban fordul el6. Gyengén, ellenben
specifikusan kotddik az NMDA-receptorok NR2A és NR2B alegységéhez. Az elmult évek
soran folyamatosan boviilt az ismeretanyag arra nézve, hogy a QUIN excitotoxikus hatasat az
NMDA-receptor agonizmus mellett a lipid peroxidacion és a reaktiv oxigéngyokok képzésén
keresztiil fejti ki [85-87]. Patologias koriilmények kozott (AIDS encephalopathia, epilepszia,
Parkinson-kor, Huntington-kor, eléagyi ischaemia) magas szintjét mérték a cerebrospinalis
betegségekben donté szerepet jatszik.

Az utvonal masik jellegzetessége, hogy a QUIN-val ellentétben a KYNA
neuroprotektiv agensként funkcional. Tobbek kozott meggatolja az excitotoxikus, ischaemia-
indukalt idegi karosodasok kovetkeztében létrejott sejtpusztulast [90, 91]. Intracisternalis
alkalmazasa elnyomja a kapszaicin- és formalin-indukalt nocicepciot allatokban [92, 93],
illetve iontoforetikus uton a gerincveldbe juttatott KYNA csokkenti a gerincvel6i neuronok
noxikus (karos) ingerekre adott nociceptiv valaszat [94]. Szintézisét a citoplazmatikus vagy
mitokondrialis kinurenin-aminotranszferaz (KAT) enzimek katalizaljak L-KYN-bdl glia- és
idegsejtekben. Elektromos ingerlés hatasara kialakuld KAT csokkenés azzal magyarazhato,
hogy a KYNA termel6désével az enzim-pool kimeriil. Tehat a KAT enzim mennyisége
kivaldan jelzi, hogy a keletkezett KYNA effektive képes kifejteni védd hatasat az NMDA-
receptorokon [95]. A KYNA agyszoveti koncentracidja 0,2-1,5 uM ko6zott mozog. Ennél
magasabb koncentracidban ionotrop serkentd aminosav receptorok endogén antagonistdja. Az
NMDA-receptorokon 7,9 puM koncentracidban a sztrichnin-inszenzitiv glicin-kotdhely
telitésével megakadalyozza a glicin kotodését a receptorhoz. A glicin az NMDA-receptor ko-
agonistajaként nemcsak biztositja a receptor aktivalhatosagat, hanem lassitja annak
inaktivaciojat is. Tehat jelenléte nélkiill a glutamaterg szinaptikus aktivacio teljesen
megsziinik. Az NMDA-receptor antagonizmus mellett a KYNA kis mértékben blokkolja az
AMPA ¢és a KAIN receptorok miikodését [96]. Ujabban kimutattak, hogy nemkompetitiv
modon befolydsolja az o7-nikotinos acetilkolin receptor (a7-nAChR) aktivitasat a
preszinaptikus idegvégzddéseken, amely a glutamat-excitacié gatlasaban nyilvanul meg [97].

Ezek alapjan a KYNA sokrétli funkcidt tolt be a jeltovabbitasban. Azonban problémat jelent
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az, hogy a vér-agy gat szinte impermeabilis a KYNA-ra. Ennek megoldasara szamos otlet
sziiletett, példaul egy szerves sav transzporterrel, a probeneciddel (PROB) kombinalt L-KYN
olyan szintetikus analégok hasznélata, amelyek konnyedén atjutnak a vér-agy gaton és
hasonl6 hatékonysaggal birnak, mint a KYNA. Ilyen ujonnan kifejlesztett analog a 2-(2-N,N-
dimetilaminoetilamin-1-karbonil)-1H-kvinolin-4-on  hidroklorid (KYNA-a) (5. abra),
amelyrdl in vitro elektrofiziologiai tesztelés soran kideriilt, hogy a KYNA-hoz hasonléan
csokkenti a serkentd posztszinaptikus potencialok (EPSP) amplitadojat a hippocampus CA1
kombinalt L-KYN-PROB ¢és a KYNA-a elokezelés képes csokkenteni a c-fos és az nNOS
szintet is patkany aktivalt TR-ben [100-102], valamint 1éteznek arra vonatkozdan adatok,
hogy az 0j analdog mas migrén-kapcsolt faktor, a CaMKlIla és a CGRP expressziojat

negativan szabalyozza [103].

OH OH
HCI
N N ’
N/ OH N/ N~ N ~
0 0 |
KYNA KYNA-a

5. abra: kinurénsav (KYNA) és szarmazéka (KYNA-a)

. CELKITUZES

Tanulmanyunkban célul tiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a KYNA-a — amellett, hogy
a migrénben bizonyitottan szerepet jatszo géntermékek szintjét csokkenti — , milyen hatassal
van a PACAP-38-koncentracio valtozasara. Ennek eléréséhez munkank soran megvizsgaltuk
patkanyban az elektromosan aktivalt TR allatkisérletes modelljében a PACAP-38-
immunreaktivitds (IR) - valtozést a vénds vérplazméban (vena cava cranialis), a TNC-ben és
mindkét oldali TRG-ben a KYNA-a-val torténd eldkezelést kovetden.

Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy van-e kolcsonhatés,
Osszefiiggés a PACAP ¢és az NMDA kozotti jelatviteli utvonalakban. Ezeknek az
interakcioknak a pontos feltérképezése és megismerése nélkiilozhetetlen specifikus
gyogyszerek kifejlesztéséhez, melyek a jovOben egy 1ij és hatékony terdpias lehetdséget

jelenthetnek a fejfajas betegségek kezelésében.
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1.  ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Allatok

Kisérleteinkhez 250-370 g tomegl, fiatal felndtt Sprague-Dawley (SPRD) patkanyt
hasznaltunk fel: a KYNA-a-val el6kezelt TRG elektromos stimulacios (ES) modellben n=7, a
fiziologias sooldattal (0,9%-os NaCl oldat) elokezelt TRG-ES modellben n=7 allatot vontunk
be a vizsgalatokba, valamint n=10 intakt allat kontrollként szolgalt (1. tablazat). Az allatokat
laboratériumi koriilmények kozott (24-25°C, kb. 80 % paratartalom) neveltiik és tartottuk a
Szegedi Tudomanyegyetem Orvostudomanyi Kar Neurologiai Klinika Laboratdriumi
Allathazaban. Az allatoknak korlatlan élelmet (standard ragesalotap) és csapvizet

biztositottunk 12 6ras napszaki ingadozas mellett.

Kontroll/intakt Fiz.s6 ingerelt KYNA-a ingerelt
Elokezelés nincs 0,9%-o0s NaCl oldat (2 ml) | KYNA-a oldat (2 ml)
Elemszam (n) 10 7 7

1. tablazat: TRG-ES soran alkalmazott allatcsoportok

2. Etika

Minden allatkisérletet a Magyar Parlament 1998/XXVIIIL. az éllatok védelmérdl és
kiméletérdl szo6l6 torvény, valamint a 243/1988. az allatkisérletek végzésérdl szolod
kormanyrendelet irdnyelvei alapjan végeztiink. Munkank soran a Nemzetkozi Fajdalom
Tarsasag ¢és az Eurdpai Kozosségek Tandcsanak (86/609/ECC) ajanlasait is figyelembe
vettik. Kutatasainkat az Allatkisérletek Etikai Kodexével osszhangban a Szegedi

Orvostudomanyi Egyetem Etikai Bizottsdganak jovahagyéasaval végeztiik.
3. A TR elektromos ingerlése

Az aktivalt TR egy altalanosan elfogadott és széles kdrben hasznalt modellje a TRG
elektromos ingerlése. A modellben a periférias trigeminalis afferensek kdzvetlen stimulalasa

mellett, az ES masztocita degranulaciot indukal a dura materben és a nyelvben, ami neurogén

gyulladashoz vezet. Ennek kovetkezményeként kiilonbozé vazoaktiv neuropeptidek és
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gyulladasos mediatorok szabadulnak fel az agy felszinén. Ezek a jelenségek ezaltal
aktivalhatjak a centralis afferenseket, s6t strukturalis elvaltozasokat is okozhatnak az
idegvégzodésekben, igy dsszességében n6 a TR excitabilitasa.

Ebben a kisérletsorozatban 3 csoportot alakitottunk ki: 10 patkanyt nem ingereltiink, a
fiziologias sooldattal és a KYNA-a-val el6kezelt csoportban pedig 7-7 allatot vizsgaltunk az
ES-t kdvetden.

A beavatkozas elott az allatokat elaltattuk i.p adagolt 4%-os kloral-hidrat (KLH)
oldattal (40 mg/ttkg) és a kelléen mély anesztéziat potldlagos doézisokkal tartottuk fenn a
kisérlet teljes ideje alatt. Az allatok fejét stereotaxias késziilékben rogzitettiik és a skalp
Paxinos patkany agyatlasz koordinatai (antero-posterior: 3,2 mm; medio-lateralis: 2,9 mm)
alapjan. Ezen a ponton fogaszati furd segitségével megnyitottuk a koponyat és a furaton
keresztiil koncentrikus bipolaris elektrodot (CBBRE75, FHC, Inc. Bowdoin, USA) vezettiink
az agyba, a TRG eléréséig (6. abra).

stimulaldé makroelektroda .
# N

6. abra: Patkdny TRG-ES oldalnézet (Koga et. al. nyoméan modositva)

A gangliont egy Electrostimulator ST-3 tipusu késziilékkel (Medicor, Budapest,
Magyarorszag) a kovetkez0 paraméterek szerint ingereltiik: 30 perc iddtartam, 5 ms impulzus
id6tartam, 10 Hz aram frekvencia, 1 mA aramerdsség, stimulacidos moédozat: CONTINUOUS.
Az ingerlés megvalosulasat az allkapocs rangédsaval (a stimulacid bedllitott paramétereinek
megfeleléen), majd a preparalas utan a stimulalt TRG-n az elektroda lathatdé helyének
megallapitasaval validaltuk. Az ES-t kdvetd 180 perc elteltével az allatok jobb oldali vena
cava cranialisabol 5 ml vérmintat vettiink jéghideg, etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA; 12

mg/csO) és proteaz inhibitor aprotinint (Trasylol 12001U/csd) tartalmazo csébe. A mintakat
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4°C-ra helyeztiik a vérplazma elvalasztasaig (centrifugalassal — 3000 rpm, 10 perc, 4°C). A
vérvétel utan transcardialis perfuziot végeztiink, majd kipreparaltuk a kiilonb6z6 migrén-
érintett idegi struktirakat (TNC, TRG). Végiil a mintakat -80°C-on taroltuk a PACAP-38-IR

radioimmunoassay-el (RIA) térténé meghatarozasaig (7. abra).

1.) TRG elektromos ingerlés-modell (TRG-ES) - kontroll/intakt csoport
30 perc /7 )
— Tarolas: -80°C
» ido
I l I Preparalas: TNC, TRG
Altatds  Lv. Vérvétel PACAP-38-RIA
ip. KLH 0,9%  vena cava cranialis

NaCl

Transcardialis perfizio

2.) TRG elektromos ingerlés-modell (TRG-ES) - fiziologias séoldat elékezelés

180 perc /7 )
Y @ Tarolas: -80°C
¥ id6
] I I I Preparalas: TNC, TRG
Altatdss  i.v.  TRG-ES 30 perc Vérvétel vena cava cranialis PACAP-38-RIA
i.p. KLH 0,9% . -
NaCl Transcardialis perfuzid

3.) TRG elektromos ingerlés-modell (TRG-ES) - KYNA analog elokezelés

180 perc 2
—— Y 4 S Térolas: -80°C

ido

I I I I Preparalas: TNC, TRG
Altatdas  iv.  TRG-ES 30 perc Vérvétel vena cava cranialis PACAP-38-RIA
i.p. KLH KYNA

i Transcardialis perfizio
analog

7. abra: Sematikus folyamatabra a trigeminalis ganglion (TRG) elektromos stimulacio-

modell vizsgalatokrol kezelési csoportok szerint

4. A vérplazma és a  szovetek PACAP-38-IR-inak  meghatarozasa

radioimmunoassay-el

A vérplazma PACAP-38 szintjét egy specifikus és szenzitiv RIA technikéaval
hatdroztuk meg. A nyllban termeltetett szintetikus peptidet (“88111-3” PACAP-38
antiszérum) glutaraldehiddel vagy karbodiimiddel konjugaltuk marha szérum albuminhoz
(BSA) vagy tireoglobulinhoz. Az antitest nagy specificitasat és C-terminalis érzékenységét

keresztreakcids tanulmanyokkal igazoltak: nem talaltak keresztreakciot sem PACAP-27-tel,
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sem mas neuropeptiddel. A vérmintak centrifugalasa utan (2000 rpm, 10 perc, 4°C) a peptidet
kivontuk a plazmabdl 3 térfogatnyi abszolut alkohol hozzaadasaval. A Kicsapas és a masodik
centrifugalds (2000 rpm, 10 perc, 4°C) utan, a RIA meghatarozés eldtt a mintdkat nitrogén-
aramlas alatt megszaritottuk és Gjraszuszpendaltuk 300 pul mérd pufferben, hogy 10x nagyobb
koncentraciot érjiink el a RIA eljarashoz.

A kipreparalt agyszegmensek (TRG, TNC) tomegét megmértiik és 1 ml jéghideg
bidesztillalt vizben kézi miiszerrel homogenizéltuk. A mintak tomegét megmértiik és 1 ml
jéghideg bidesztillalt vizben kézi miszerrel homogenizaltuk. A homogenizatumot
lecentrifugaltuk (10.000 rpm, 10 perc), majd jabb 10 percnyi centrifugalas utan (12.000 rpm) a
feliiluszo 70 pl mintdjat hasznaltuk RIA mérésre.

Mono-'®I-nyomjelzével jeldlt, valamint szintetikus peptideket hasznaltunk RIA
standardként 0-1000 fmol/ml tartomanyban. A mérést 1 ml 0.05 mol/l (pH 7.4) foszfat puffer,
0.1 mol/l natrium-klorid, 0.25 % (w/v) BSA és 0.05 % (w/v) natrium-azidot tartalmazé oldat
segitségével végeztiik. Az antiszérumot (100 pl, 1:10000 higitasban), a RIA nyomjelzdt (100
ul 5000 cpm/csd), illetve a standard és az ismeretlen mintakat (100 ul) polipropilén csévekbe
mértiik a pufferrel. 4°C-on 48-72 6ra inkubacid utan az antitest-kotott peptidet elvalasztottuk
100 pl szeparald oldat hozzaadéasaval (10 g szén, 1 g dextran és 0.5 g kozonséges zsirmentes
tejpor, 100 ml desztillalt vizben). Centrifugalast kovetéen (3000 rpm 15 min 4 °C) a csoveket
Ovatosan ledntottiik és a kicsapodasok radioaktivitasat gamma szamlaloval mértiik (NZ310

crer

olvastuk le.

5. Statisztikai elemzés

Az abrakon a mintdkhoz tartoz6 adatok atlaganak szédzalékos értékét (fmol/ml és
fmol/mg %) és az atlagtol vald standard eltérést (SEM) tiintettiik fel. Eredményeink
statisztikai kiértékelésére SPSS 17.0 verzioju szoftvert hasznaltunk. Kolmogorov-Smirnov-
féle (K-S) normalitas tesztet kovetden, p<0.05 szignifikancia szint esetén a Mann-Whitney U
non-parametrikus teszt eredményeit vettilk figyelembe, mig p>0.05 értéknél két-mintés
paratlan t-probat végeztiink. Az G6sszehasonlitasok szdmaval korrigdlva, minden esetben a
p<0.016 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A szignifikancia szintjeit abrainkon a
kovetkezOk szerint jeloltiik: p<0.05 = *; p<0.01 = **; p<0.001 = ***
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IV. EREDMENYEK

1. PACAP-38-IR valtozasa az elektromos stimulicié hatiasara patkany

vérplazmaban

Az intakt és fiziologias sooldattal el6kezelt, ingerelt patkanyok vérplazmajahoz képest
csokkent PACAP-38-IR-t detektaltunk a KYNA-a-val el6kezelt, ingerelt csoportban
(100+8,88 fmol/ml % és 80,63+4,27 fmol/ml % vs. 63,93+6,38 fmol/ml %), a megbizhatd
eredmények érdekében tovabbi vizsgélatok sziikségesek, mert a korabbiakban tapasztalt
PACAP-38 emelkedés a fiziologias sooldattal elékezelt, ingerelt csoportban, jelen

vizsgalatainkban nem volt kimutathato (8. abra).

vérplazma

. 120
= 100 I
E
;é 80 =
Er On=5
e =
i 60 100 On=5
T 40 80,63 il
S
2 20

0

Kontroll/intakt Fiz.so Ingerelt KYNA-a Ingerelt

8. abra: Patkany plazma PACAP-38-1R Gsszehasonlitas a TRG-ES modellben a 3 csoport
Osszehasonlitasaban (n=5; atlag + SEM; Kolmogorov-Smirnov-teszt és 2 mintas paratlan t-

proba)

2. A TR elektromos ingerlésére bekovetkezett PACAP-38-IR valtozas patkany
TNC-ben

A kontroll/intakt csoport TNC homogenizatumaban 100+5,57 fmol/mg %-os PACAP-
38-IR-t mértiink, mig a fiziologids sooldattal eldkezelt, ingerelt csoport TNC mintdiban
szignifikansan (p<0.005) magasabb PACAP-38 koncentraciot detektaltunk a TR aktivaciojat
kovetd 180. percben. Korabbi kisérletek alkalmaval megfigyeltiik, hogy a legnagyobb
mennyiségli PACAP-38 az ES-t kovetd 180. percben szabadul fel a szovetekben (az adatokat
nem tiintettiik fel). A KYNA-a-val el6kezelt, ingerelt allatcsoport esetében a PACAP-38-IR a
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fiziologias sooldattal eldkezelt, ingerelt csoporthoz képest szignifikansan (p<0.004) csokkent

a 3 Oras varakozasi id6 elteltével (9. abra).

TNC
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Kontroll/intakt Fiz.sé Ingerelt KYNA-a Ingerelt

9. abra: PACAP-38-1R patkany TNC-ben a TRG-ES modellben a 3 csoport
osszehasonlitasaban (Niontron=10; Niezelt csoportok=7; atlag + SEM; Kolmogorov-Smirnov- és

Mann-Whitney U-teszt)

3. PACAP-38-IR valtozasa patkiny TRG-ben a TRG elektromos ingerlését

kovetoen

Az el6zéekhez hasonldéan, a kontroll/intakt csoport jobb oldali TRG-ben mért
100£5,01 fmol/mg %-0s és a bal oldali TRG-ben kvantifikalt 100+3,81 fmol/mg %-0S
PACAP-38-IR-hez viszonyitottuk a masik két csoport értékeit.

A kontrollokhoz képest a jobb oldali TRG PACAP-38 szintjében az ES szignifikans
(p<0.008) novekedést valtott ki a fiziologids sooldattal elokezelt, ingerelt csoportban. A
KYNA-a-val eldkezelt, ingerelt allatok TRG mintdiban csokkent PACAP-38-IR-t
tapasztaltunk a fizioldgias sooldattal el6kezelt, ingerelt csoporthoz képest, de ez a valtozas

nem volt jelentds (10. abra).
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10. abra: Patkany jobb oldali TRG PACAP-38-IR valtozasa a TRG-ES modellben a 3
csoport dsszehasonlitdsaban (Niontro=9; Nkezelt csoportok=7; atlag + SEM; Kolmogorov-Smirnov-,

Mann-Whitney U-teszt és 2 mintas paratlan t-proba)

A bal oldali TRG-ben nem talaltunk szignifikans valtozast sem a kontroll/intakt és a
fiziologias sooldattal elokezelt, ingerelt csoport kozott, sem a fiziologids sdoldattal elokezelt,

ingerelt és a KYNA-a-val elokezelt, ingerelt csoport kozott (11. abra).

TRG-B
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11. abra: PACAP-38-IR patkany bal oldali TRG-ben a TRG-ES modellben a 3 csoport
osszehasonlitdsaban (Nkontron=9; Nfiz.s6. ingerelt=0; NKYNA-a ingereit=7; atlag + SEM; Kolmogorov-

Smirnov-teszt és 2 mintas paratlan t-proba)
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V. MEGBESZELES

1. Eredmények megvitatasa

Experimentalis ¢és klinikai vizsgalatok arra utalnak, hogy a PACAP-38
kulcsfontossagu lehet a nociceptiv szignalizaciés folyamatokban a TR szintjén. A
neuropeptid immunhisztokémiai el6fordulasdt ¢és human migrénben valé szerepét
bizonyitottdk mar, illetve arra vonatkozoan is talalunk irodalmi adatokat, hogy az altalunk
hasznalt KYNA-a csokkenti egyes migrén-asszocialt géntermékek expresszidjat.
Kisérleteinkkel elsédlegesen igazoltuk azt a feltevést, hogy az i.v. beadott KYNA-a a TR-ben
felszabaduldo PACAP-38 szintjét mérsékelni tudja. A TR aktivacidjahoz a TRG-ES modellt
valasztottuk, mert a beavatkozas az egyik leggyakrabban alkalmazott allatkisérletes modellje
a trigeminovascularis aktivacionak. Az ingerlés a PACAP-38-IR emelkedését okozta a TNC-
ben, amely a TRG centralis terminalisaibol szarmazé PACAP-38 felszabadulasnak
tulajdonithatd. Emellett mindkét oldali Gasser-dicban is detektaltunk PACAP-38-IR
valtozast. A jobb oldali TRG intenziv PACAP-38 felszabaduldsat az akut ES eredményezte,
mig az ellenoldali, nem ingerelt ganglionban minimalis valtozas tortént. Korabbi
kisérleteinkben jol latszott, hogy a TRG elektromos stimulacidja kovetkeztében a periférias
terminalisokb6l nagy mennyiségii PACAP-38 szabadul fel és jut a keringésbe. Jelen
vizsgalatunkban a peptid plazmakoncentracio-emelkedésének hianyat feltehetéen metodikai
probléma miatt nem tudtuk kimutatni, melyet a kevés elemszam és a peptid gyors felezési
idejével is magyarazhatunk. Mindazonaltal elmondhaté, hogy a KYNA-a el6kezelés
mindegyik esetben kivédte a PACAP-38 koncentracio-ndvekedést, ezaltal hatékony lehet a

neuropeptidek altal kdzvetitett nociceptiv mechanizmusok mérsékléseben.

2. PACAP és NMDA kozotti molekularis kolcsonhatas

Annak ellenére, hogy szdmos PACAP-NMDA szignalizaciés kapcsoltsagot leird
kozleménnyel talalkozhatunk [104-107], az NMDA-receptorokon keresztili PACAP
génexpressziordl csekély szamt forrds all rendelkezésre. Kisérleteink hatterében allo
molekuléaris mechanizmusok alatdmasztasara minddssze egy japan kutatocsoport értekezése
szolgaltat alapot, akik patkany kérgi sejtkultiran végzett PACAP mRNS aktivitas-fliggo
stabilizacidjat vizsgaltak kiilonbozd molekuléris bioldgiai eljarasokkal (RNS izolalés, reverz

transzkripcié kapcsolt polimeraz lancreakcié (RT-PCR), promdter analizis, overexpresszio,
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DNS transzfekcio, luciferaz és B-galaktozidaz enzimaktivitas mérés, electro mobility shift
assay (EMSA) és Western blot) [108].

2.1. PACAP génexpressziot a Ca*-ion és a cAMP koordinalja

Széles korben elfogadott tény, hogy a neuronokban az aktivitas-fliggd
géntranszkripcioért atmenetileg a glutamaterg szinaptikus jelatvitelbsl szarmazé Ca®*
szignalok felelések. Ilyen Ca?* szignal-medialt géntranszkripciot mutattak ki az agyi eredetii
neurotrofikus faktor (BDNF) és a c-fos gének esetén, amelyek aktivaciojaban egy
transzkripcios faktor, a CAMP valasz elem (CRE) koté fehérje (cAMP-response element
binding protein; CREB) vesz részt. Hasonléan ezekhez a génekhez, az idegsejtekben Ca®*
szignalok befolyasoljak a PACAP génexpresszidjat is. Azonban alapvetd kiilonbség, hogy
mig a BDNF ¢és a c-fos gének promotereit a CRE-n kiviil mas cisz hato elem is szabalyozza,
példaul az upstream stimulalé faktor (USF) kotd elem, a Ca®* valasz elem 1 (CaREl) és a
szérum valasz elem (SRE), a PACAP gén promoterét egyetlen glutamat-érzékeny CRE tartja
kontroll alatt. Korabban megfigyelték, hogy PC12 sejtekben (patkany mellékveseveld
pheocromocytoma sejtvonala; PACAP neurotrof hatasainak modell sejtje) és patkany
hippocampus sejtekben a CREB- ¢és az extracellularis szignal-regulalt kinaz/mitogén-aktivalt
protein kinaz- (ERK/MAPK-) dependens transzkripciohoz Ca®* és cAMP szinergikus
indukcidja sziikséges, amelyet depolarizacion és forszkolin (adenilat-ciklazt serkentd ndvényi
terpenoid) alkalmazéasan keresztiil értek el. Ez a jelenség parhuzamba allithaté azzal a
felfedezéssel, miszerint a PACAP génrdl a legnagyobb mennyiségli transzkript depolarizacio
¢és forszkolin hatasara irodik at. A transzkriptek expressziojat teljes mértékben csokkenti a
nikardipin (szelektiv kalciumcsatorna blokkold) és az APV. Tehat a Ca®" influxbol szarmazé
Ca’* szignalok alapvetéen meghatarozzak a maximalis expresszios szintet, a cAMP szignalok
pedig elengedhetetlen szerepet jatszanak a Ca®* szignal-medialt jelatviteli utvonalak
modulalasaban.

A kisérlet teljessége érdekében megvizsgaltak mas targeteket is a cellularis folyamatban. Azt
tapasztaltdk, hogy a promotert teljesen represszalja az U0126 (szelektiv MAP kinaz kinaz
(MEK) inhibitor) ¢s a H89 (PKA inhibitor) vagy a KT5720 (szelektiv PKA inhibitor) nevii
szintetikumok egylittes alkalmazésa, viszont nem teljesen, ha csak az egyikkel kezelték a
sejtkultarat. Mindez felveti az ERK/MAPK ¢és PKA 1tvonal 0Osszekapcsolodasat a
kaszkadrendszeren beliil. A PKA utvonal szerepét az is igazolja, hogy katalitikus
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alegységének kifejez0dése a promoter szinergikus aktivacidjaban nyilvanul meg ca®
jelenlétében. Az ERK/MAPK ¢s a PKA tutvonal magaba foglalhatja a monomer GTP-k&to
fehérjék Ras szupercsaladjaba tartoz6 Rapl fehérjét (Ras proximate 1), illetve a
szignalizacios halozatban a CREB-kotd fehérje (CBP) szerepét is feltételezik, amelyet a
CaMKIV aktival (12. abra).
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12. abra: Ca**- és cAMP-fiiggd PACAP génexpresszié (Fukuchi et al., 2004; Ferguson és
Storm nyoman modositva)
CaM: calmodulin; CaMKIV: Ca?/calmodulin-fiiggé protein kindz IV; cAMP: ciklikus
adenozin-monofoszfat; CBP: CREB-kot6 fehérje; CRE: cAMP valasz elem; CREB: cAMP
valasz elem koto fehérje; Erk: extracellularis szignal-regulalt kinaz; GEF: guanin nukleotid
kicseréld faktor, MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz; PACAP: hypophysis adenilat ciklaz-
aktivalo polipeptid; PKA: protein kindz A; Rap-1: monomer GTP-kotd fehérje

A cAMP és a Ca? elengedhetetlentil fontos szerepére utal az is, hogy a transzkript szintjét a

cAMP rendkiviil gyorsan csokkenti, de a Ca®*-koncentracié névekedése mellett helyreall. Ez
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a megfigyelés azt tiikkr6zi, hogy a PACAP mRNS szintjét a sejt nemcsak a transzkripcid
szintjén szabalyozza dinamikusan, hanem az mRNS degradici6 szintjén is, méghozza
aktivitas-fliggd modon. Bizonyitasképp azt talaltdk, hogy a PACAP mRNS féléletidejét a
depolarizaci6 meghosszabbitotta, amelyet nikardipinnel és APV-vel le tudtak gatolni, vagyis
a Ca”" szignalok felelnek a PACAP mRNS stabilitdsanak ndvekedéséért. Ugyanilyen
stabilitasi novekedést mértek a BDNF mRNS esetén is. Masrészr6l a forszkolin-indukalt
PACAP mMRNS csokkenésnek az oka még mindig tisztazatlan, mivel a transzkript
degradacios sebességét a forszkolin oGnmagaban nem valtoztatja. A PC12 sejtekben a PACAP
MRNS szintet a forszkolin novelte, amely azt mutatja, hogy a CAMP altal iranyitott PACAP
MRNS expresszionak a mechanizmusa eltérhet a neuronok szubpopulaciéi kézott. A CAMP
okozta csokkenés ellenére egyértelmiien latszik, hogy a PACAP mRNS legmagasabb szintje
depolarizacio és forszkolin révén all helyre.

Osszegezve az eddigieket, a ca?t szigndlok hatasa domindnsnak bizonyul a cAMP
szignalokkal szemben a PACAP mRNS stabilizacios és destabilizacios szabalyozasaban. Ez
fontos ahhoz, hogy a PACAP mRNS szintézis és degradacidé szimultan ne menjen végbe a
neuronokban [108, 109].

2.2. A cAMP tutvonal

ey

receptoron atfolyd Ca®*-ionok és a G-protein-kapcsolt dopamin 1 (D1) receptor-aktivalt
cAMP szignalok egyiittes hatasanak tulajdonitjak [109]. Egyes forrasok szerint a dopaminnak
potencialis szerepe lehet a migrénben [110, 111], azonban mivel a TRG D2 receptort
expresszal, D1 receptort nem [112], ezért a dopaminerg rendszer érintettsége kérddjeles
ebben a kontextushan. A D2 tipusu receptorok altalanosan gatld hatasuak, aktivaciojukkor az
adenilat-ciklaz gatlasa kovetkeztében csokken az intracellularis cAMP-szint. Kimutattak azt,
hogy a befelé iranyulo Ca**-4ram is csokken ilyenkor. Néhany eldzetes vizsgalat eredménye
azt mutatja, hogy a KYNA-a képes gatolni a D2 tipust receptorokat is, igy kotédésével
felszabaditja a gatlas alol az adenilat-ciklazt. Ezek a megfigyelések Kizarhatjak annak a
lehet6ségét, hogy a PACAP génexpresszioban a dopamin lenne a cAMP f6 upstream
mediatora.

Ellenben a katekolaminokon beliil az adrenalin és noradrenalin is G-fehérjével kapcsolt
receptorokhoz kotédik. Az adrenerg receptorok vagy mas néven adrenoceptorok 3 {6

osztalyat azonositottdk eddig: az al-, a2- és a B-receptorokat, amelyek koziil az utobbi Gs
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fehérjét aktival, és igy serkenti az adenilat-ciklaz miikodését. Széles korben elismert tény,
hogy a katekolaminok B-adrenoceptorokon at szabalyozzak a CREB/CRE utvonalat, amely
soran megemelkedik a cAMP-szint és aktivalodik a PKA [113]. In situ hibridizacios,
immunhisztokémiai ¢és kvantitativ autoradiografids eljardsok Dbizonyitottdk a f-
adrenoceptorok mRNS expressziojat a trigeminalis neuronokban [114]. A legtjabb kutatasok
szerint a noradrenalin szintje hétszer magasabb kronikus migrénesek vérplazmajaban, mint a
kontroll alanyokban [115], valamint a noradrenalin migrénben betoltott szerepét a
bétareceptor-gatlok migrén terdpiaban valé hasznalata is aldtdmasztja. A béta-blokkold
propranolol példaul egyiitt hat az NMDA-receptor gatloszerekkel és igy csokkentik az idegi
aktivitast [116]. Emellett korabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy adott B-adrenerg receptor
gatlok elnyomjak a PACAP hatasat [117, 118]. Azonban a bétareceptor-gatloknak is van nem
kivant mellékhatdsa. Kontraindikacidja fennall asztma, kronikus obstruktiv tiidébetegség,
kongesztiv szivelégtelenség, atrioventricularis defektus, Raynaud-kor, periférias érbetegségek

¢s nehezen bedllithatd cukorbetegség (brittle diabetes) esetén.

3. Osszegzés

A fentieket figyelembe véve tehat feltételezhetd, hogy a PACAP génexpresszio az
NMDA-receptorok és a [B-adrenerg receptorok “cross-talk”-ja révén megy végbe. Ez az
elmélet felveti a KYNA-a €és bétareceptor-gatlok egyiittes alkalmazéasanak lehetdségét. Az
NMDA-receptorok kation ateresztd képességének farmakologiai befolydsolasaval a PACAP
génexpresszio csokkenése varhatd. Ehhez a KYNA analogok fejlesztése a jovOben 0j anti-

migrén lehetdségeket kinalhatnak a klinikumban.

VI. KOVETKEZTETESEK

Munkank — amely a TR allatkisérletes modelljében a PACAP-38 ¢és a KYNA kozotti
kapcsolatok, valamint a TR aktivacigjat kovetd neurokémiai valtozasok vizsgalatara
iranyultak — eredményei a kovetkezOkben foglalhatd Ossze: az ingerlés kovetkeztében a
Gasser-dic primer érz6 rostjaibol felszabaduld6 PACAP-38-ra, mind a szisztémas
vérplazmaban, mind az agytorzsben hatassal van a KYNA-a. A PACAP és az NMDA kozotti
korrelacio részletesebb képet add, szubcellularis feltérképezésére szandékunkban all a
jelenlegi ismereteinket tovabbi kisérletekkel kibdviteni. Az eddig szerzett tapasztalatok

alapjan a PACAP potencidlis biomarker lehet a migrén tekintetében, illetve egy masik
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alternativa lehet a betegség jovObeni kezelésében a KYNA ¢és szarmazékai, amelyek a vér-

agy gaton konnyedén atjutva fejthetik ki hatasukat.

VII. OSSZEFOGLALAS

A migrén a primer fejfajasok kozé tartozd, kronikus neurologiai korkép, amely
kiilonbozé klinikai megjelenési formakban jelentkezik. Patomechanizmusanak pontos
ismerete hianyaban kezelése mind a mai napig nem megoldott, ezért sziikséges a korokok
tobb aspektusbol vald felderitése. Szamos elmélet 1étezik a betegség megmagyarazasara,
amelyek koziil az egyik legelfogadottabb a trigeminovascularis elmélet.

A teodria alapjat az a tény képezi, miszerint a trigeminalis ganglion (TRG)
Osszekottetést 1étesit periférias agaival az intracranialis erek és a dura szévetei valamint
centralis agaival az agytorzsi masodlagos neuronok kozott. A trigeminovascularis
rendszerben (TR) kiilonféle neuropeptidek és vazoaktiv anyagok (CGRP, SP, NKA, VIP, 5-
HT, NO) szerepét mar kimutattak és széles korben tanulmanyoztak.

Az utdbbi évek migrén kutatdsai, valamint sajat allatkisérletes és klinikai adataink
arra utalnak, hogy egy uj molekula jeloltnek, a hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo
polipeptidnek (PACAP) is fontos szerepe lehet a TR aktivalasaban. A TR aktivalodasaban
emellett kiemelt jelentdsége van a glutamaterg kapcsolatoknak, melyet az NMDA-receptor
antagonista, kinurénsav-analogokkal végzett allatkisérletes adatok igazolnak.

Tanulmanyunk célja egy, az alapvegyiiletnél hatékonyabb, kinurénsav-szarmazékkal
torténd elokezelés soran a PACAP-38-immunreaktivitas (IR) vizsgalata a TR allatkisérletes
modelljében, a Gasser-duc elektromos ingerlésével.

A TR aktivalodasa kovetkeztében az elsddleges €rzé neuronok periférias és centralis
terminalisaibol nagy mennyiségli PACAP-38 szabadul fel, mely kifejti vazodilatativ és
szenzitizald hatasat. A kinurénsav-szarmazeék képes ezt részben meggatolni, melyet a PACAP
¢s NMDA-receptorok kapcsoltsagat leird irodalmi adatokkal tdmaszthatunk ala.

Ezzel a megfigyeléssel kozelebb keriilink a PACAP ¢s a glutamat kozotti
szignalizacids halézat megismeréséhez. Mindezek tiikkrében a PACAP a jovOben egy
potencialis biomarkere lehet a migrénnek, tovabba a kinurénsav-analdgok fejlesztése

hatdsosabb migrén terapiat biztosithat.
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