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1. Osszefoglalé

A migrén 6nallo fejfajas betegség, amely magas prevalencidja kovetkeztében egyre inkabb
a kutatasok kozéppontjaba keriilt. A betegség patomechanizmusanak hatterében alapvetd a
trigemino-vascularis rendszer aktivacioja valamint periférias- és centralis szenzitizacioja,
azonban a folyamatok pontos mibenléte és ok-okozati Osszefiiggések még nem teljesen
tisztazottak.

A trigemino-vascularis rendszer aktivacidjanak bizonyitasara és nyomon kovetésére
alkalmazhaté marker egy onkoprotein, a c-Fos detektalasa, amely kozvetetten kapcsolodik a
szignalizacios folyamathoz. A trigeminalis aktivacion tul, a szenzitizacids jelatviteli utak
kulcseleme a nitrogén-monoxid (NO), amely szerepet jatszhat a migrénes roham
kialakulasaban. Irodalmi adatok is alatdmasztjadk a NO és szintetizald enzime a neuronalis
nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) szerepét a trigeminalis rendszer aktivacidjaban és
szenzitizacidjaban.

Uj kutatdsi eredmények szerint a purinerg jelatvitel szerepet jatszik a nociceptiv
folyamatok moduldldsaban, igy valosziniisitik, hogy a fejfajasok patomechanizmusdban is
részt vehet. A kutatasokban a P2X7 receptorra (P2X7R) helyezték a hangsulyt, ugyanis a
P2X7R blokkolok alkalmazasaval eredményesen csokkentették a centralis szenzitizaciot és az
allodyniat.

Jelen kisérletben a Gasser-diic elektromos ingerlésének kovetkeztében kialakuld
trigeminalis aktivacio modulalasat vizsgaltuk P2X7R antagonista kezeléssel.

Kisérleteinkben him patkanyokat hasznaltunk (n=21), amelyeket négy csoportra
osztottunk. Az elsé csoport allatait fizioldgias sooldattal oltottuk farok véndba, majd
almitottik. A masodik csoportba tartozo allatok jobb oldali Gasser-ducat sooldattal vald
eldkezelés utan ingereltiik (SHz, 0,5mA, 30perc). A harmadik €s negyedik csoport egyedeit
P2X7R antagonista Brilliant Blue G (BBG) el6kezelést (50mg/kg, 1.v.) kdvetden almutottiik,
illetve ingereltiik. Négy 6ra mulva az allatokat transzkardialisan perfundaltuk, fixaltuk, majd a
caudalis trigeminalis magot (TNC) eltavolitottuk és c-Fos illetve nNOS immunhisztokémiai
festést végeztiink.

Koréabbi adatokkal megegyezden az ingerlés szignifikansan megemelte az ipsilateralis c-
Fos expressziot a TNC-ben, ezt a BBG eldkezelés részben kivédte. Az nNOS expresszidja az
ingerlés kovetkeztében nem valtozott szignifikansan, és ebben az esetben a BBG sem okozott

érdemi valtozast.



Vizsgéalatunkban a c-Fos immunreaktivitds valtozas bizonyitja a neurondlis aktivaciot, a
Gasser-duc elektromos ingerlése utan, viszont az nNOS szint valtozatlansaga a szenzitizacios
folyamatok hianyara utalhat ezen koriilmények kozott. A P2X7 receptor gatlasa képes volt
trigeminalis nocicepcid kialakulasaban és funkcidjuk pontosabb megismerése kozelebb vihet

a fejfajasok patomechanizmusdnak megértéséhez.



2. Roviditések

AS — aminosav

ATP — adenozin-trifoszfat

ADP — adenozin-difoszfat

BBG — Brilliant Blue G

Ca?" — kalcium-ion

CGREP - kalcitonin gén-relacios peptid

CSD — cortical spreading depression, kérgi kiuszé depresszio
IHS — International Headache Society (Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag)
IR - immunreaktiv

i.p. — intraperitonealis

LC- locus coeruleus

NRD — dorsalis raphe mag

NO — nitrogén-monoxid

NOS - nitrogén-oxid szintaz

eNOS — endothelialis nitrogén-oxid szintaz

INOS — indukalhato nitrogén-oxid szintaz

NNOS — neurondlis nitrogén-oxid szintdz

NTG - nitroglicerin

P2XT7R — P2X7 receptor

PAG — periaqueductalis sziirkeallomany (periaqueductal gray)
PBS - foszfat pufferelt s6oldat

PBS-T - Triton X-100-at tartalmaz6 foszfat pufferelt soldat
SEM - az atlag standard hibaja (standard error of the mean)
SP - substance P

SPRD - Sprague-Dawley

TM - transzmembran

TNC — caudalis tigeminalis mag



3. Elméleti hatter

3.1. Migrén
3.1.1. Migrén torténete

A migrént civilizdcids betegségként tartjdk szamon, pedig a fejfajas egyidds az
emberiséggel. Kezelési kisérletek, a koponyalékelések nyomait a paleopatoldgiai csontleletek
Orzik joval az irasos emlékek el6tt. A trepanacioval engedték ki az embert megszalldé gonoszt
a fejbol, mivel akkoriban a szellemeket tartottak a fejfajas okozojanak (Lyons A. és Petrucelli
R. J. 1987).

Kr. e. 1550 koriil az okori Egyiptombol szarmazd gydogymodokat az Ebers-papirusz
tartalmazza.

Kr. e. 400 évvel Hippokratész a gasztrointesztinalis €s neuroldgiai tiinetek okat a majbol
felszallo gazoknak tulajdonitotta és elsOként figyelte meg a fejfajast elére jelzo aurat.

Kr. e. 90-ben Kappadociai Aretaecus irta le a migrén féloldali jellegét és a vele jaro
latotérkiesést (Adams F. 1856).

A migrén sz6 a gordg eredetii hemicrania elnevezésbdl ered, a legjellemzébb sajatossaga, a
féloldali fejfajas miatt. Kr. u. 131-201 kozott Galénosz nevezte el eldszor a betegséget,
vezette be a hemicrania fogalmat és Aretaiosz irta le a migrénnel jaré hanyingert, hanyast és
izzadast, mint kisér6 tiineteket (Waeber C. és Moskowitz M. A. 2003).

A tudomany fejlédésének elérehaladtaval a migrén mindmaig a kutatasok kozéppontjaban

all, a magas prevalenciaja és a stlyos gazdasagi és szocialis kiesését okozo tlinetei miatt.

3.1.2. Migrén jellemzése

Néhany szerencsés kivételtdl eltekintve az emberek tobbsége szenvedett mar fejfajastol az
¢élete soran. 1695-ben Pépai Périz Ferenc is igy vélekedett: ,, A fejfajas olyan gyakori dolog,
hogy az a csoda, ha valakinek nincs”. A haziorvosokat felkeresé paciensek panaszai koziil az
egyik leggyakoribb a fejfajas. ElsOként azonban azt kell eldonteni a diagnozis soran, hogy a
fejfajas, mint 6nalldo betegség jelentkezik vagy mas korok tlineteként, masodlagosan. A
Nemzetkozi Fejfajas Tarsasdg (IHS - International Headache Society) osztdlyozdsa szerint,
amelynek alapjaul szolgald kritériumokat az (1. abra) részletezi, a migrén az 6nallé fejfajas
betegségek kozé tartozik. A migrén két fo eldfordulasi formaja az aura nélkiili mas néven

kozonséges, valamint az auraval jar6 vagy klasszikus migrén, de beszélhetiink még



ophthalmoplegias, retinalis, basilaris, gyermekkori és szovédményes migrénrdl is (IHS
Cephalalgia 2004).

A migrén az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) altal rangsorolt megbetegedések kozott
a 19-ik, vagyis az egyik leggyakoribb neuroldgiai betegség (WHO 2001). A migrén
prevalencidja Magyarorszagon 12% (Guseo A. és Giczi J. 1994). Nemek kozti el6fordulasban
eltérés mutatkozik, ndknél kozel haromszor gyakoribb (Bank J. és Marta M. 2000).

Jellemzok Kritériumok
Idétartam 4-72 Ora

1. Féloldali fejfajas

2. Liiktetd jelleg
3. Kozepes vagy erds intenzitas

A fejfajas jellemzoi

(legalabb kett6)
4. Fizikai rutincselekvés (pl. gyaloglas,
1épcson jaras) hatdsara erdsodik
1. Emelygés

A fejfajast kiséro

jelenségek —

(legalabb egy) 2. Hanyds

3. Fényérzékenység

4. Hangérzékenység

A rohamok szama | Legalabb 6t megel6z6 roham

Tiineti fejfajasok

R Orvosi vizsgalat altal
kizarasa

1. abra; Tablazatba foglalt IHS kritériumok (Keidel M. 2007)

A rohamok kialakuldsanak gyakorisagat szamos tényezd befolydsolja, amelyek egyéni
specificitassal birnak, ezek az ugynevezett triggertényezOk. Legféképp a kornyezeti
faktoroknak van fokozd szerepe, mint az id6jaras valtozasok, de ide tartoznak a kiilonb6z6
¢lelmiszerek fogyasztasa (Weber R. W. és Vaughan T. R. 1991; Larmande és mtsai. 1993) is.
Ilyenek példaul a fenil-alanin forrast tartalmazo vagy glutamattal izesitett ételek, tovabba
egyeseknél a csokoladé és a vorosbor is indukdlhatja a migrénes rohamot (Larmande €s mtsai.
1994). Az endogén ritmus €s hormon szintek ingadozasai (pl.: menstruacio esetén (Silberstein
S. D. 1995)), pszichikai tényezOk (stressz) és egyes gyodgyszerek is provokald hatasuak
lehetnek (Olesen és mtsai. 1993).



3.1.3. Migrén tiinettana

Azt a fejfajast, amely a fej egyik oldalan hirtelen jelentkezik, a tompa nyomastol a liiktetd
fajdalomig erdsodik, migrénnek nevezziik. W. R. Gowers 1888-ban ekképpen jellemezte a
migrénes fejfajast: ,,A migrén olyan, rohamokban jelentkezé idegfajdalom, amelynek a
legéllandobb eleme a fejfajas. A fdjdalom majdnem mindig megjelenik, s bar Gnmagéaban is
l1étezhet, rendszerint émelygés €s hanyas kiséri, és gyakran valamilyen érzészavar, kiilondsen
latasi rendellenesség el6zi meg. A tiinetek gyakran féloldaliak, és az ilyen fejfajas nevét is e
tulajdonsagarél kapta...” (Robert W. P. és Cutler M. D. 1990).

Egy adott roham legtobbszor négy klinikai fazisra oszthato. Az érintettek kétharmadanal a
tényleges fejfajas rohamot az els szakasz, a prodroma altalaban néhany o6raval vagy akar
napokkal is megeldzi. Ez a szakasz fokozatosan kialakuldé enyhe tiinetekkel jar, mint a
kozérzetvaltozas, ételek megkivanasa. A betegek 10-15%-andl jelentkezik az aura fazisa
(Russell M. B. 1997), amely soran leggyakrabban a latérendszert érinté izgalmi vagy kiesési
tiinetek (szikralatas, latotérkiesés) tapasztalhatok. A kovetkezd szakasz a fejfajas, amely
hevesen fellépd, liiktetd, legtobbszor féloldali, fizikai terhelésre erdsodik, hanyingerrel,
hanyassal, photophobidval, allodyniaval tarsul. Az utolsé szakasz a labadozas, amely sordn
még dekoncentraltsag, gyengeség, faradékonysag allhat fenn. Kezelés nélkiil a roham teljes
hossza akar 4-72 oraig is elhtizédhat (IHS Cephalalgia 2004).

3.1.4. Migrén patomechanizmusa

A migrén patomechanizmusa az évtizedek Ota tartd kutatdsok ellenére sem ismert teljes
mértekben. Egy-egy tlinet patologids lefolydsat mar azonositottdk, ezekre elméleteket
épitettek, de az ok-okozati Osszefiiggések, illetve iddbeli lefolyasuk még kérdéses. A
trigemino-vascularis rendszer alapveté szerepet jatszik a fejfajasok, igy a migrén
patogenezisében is. Aktivaciojat igazoltak a migrénes roham alatt, de a triggerel6 folyamatok
pontos mibenlétét eddig még nem tudtak teljes mértékben tisztazni (Tajti J. és mtsai. 2012).

Az évek folyaman tobb elmélet is sziiletett a migrénes roham kialakulasanak
magyardzatara. Az ugynevezett vascularis elmélet szerint a migrénes roham alatt kialakulo
liktetd fejfajas a rendellenesen vazodilatalt erek pulzaciojabol ered (Friberg L. és mitsai.
1991). A durdlis erek teriiletén felszabaduld vazoaktiv anyagok hatdsdra general6do
nociceptiv inger a Gasser-dicon keresztiil a nucleus tractus spinalis nervi trigemini pars
caudalisba (caudalis trigeminalis mag - TNC) és magasabb fajdalomérzé struktirakba jut

(Saxena P. R. 1994). Ugy gondoltak, hogy a roham elején a hizosejtekb6l szarmazo



szerotonin okozta vazokonstrikcio kovetkezménye az aura jelensége (Fozard J. R. és Kalkman
H. O. 1994).

A neurogén hipotézis a migrénnel tarsuld vegetativ tiineteket és a trigeminalis
szenzitizacidt az agykéreg — agytorzs - gerincveld — mellékvese vegetativ innervacios tengely
egymasra hatdsaval magyarazza. Tehat magasabb idegi kozpontokbdl eredd impulzust
feltételez, amely agytorzsi szerotonerg és noradrenerg rostokat aktival. A nervus facialis
paraszimpatikus rostjaibol felszabaduld neuropeptidek a dorsalis raphe mag (DRN), a locus
ceoruleus (LC) és a TNC szenzitizacioja altal duralis vazodilataciét okoznak. Tovabba a LC
impulzusai a mellékvesébdl noradrenalint szabaditanak fel és indukaljdk a szerotonin
releasing factort, amely a vascularis elméletben szerepld folyamatokat eredményezi, ezéltal
kapcsolva 6ssze a két hipotézist (Moskowitz M. A. 1993).

Napjainkban a két elképzelés Osszefiiggését feltételezik a neuro-vascularis elméletben,
vagyis a vascularis valtozasokat egy neurogén gyulladas kovetkezményének tekintik.

A trigemino-vascularis rendszer nem strukturalis, hanem funkcionalis egységet, a nervus
trigeminus ¢és az altala innervalt teriiletek (dura mater, sinusok, erek) Osszességét jelenti. A
nervus trigeminus az V. agyideg vagy mas néven haromosztati agyideg, amely érzden
innervalja az arc teriileteit és motorosan a ragdizmokat. A pszeudounipolaris rostok sejttestjei
a Gasser-ducban (ganglion trigeminale) helyezkednek el, az itt 1évé harom sejtcsoport axonjai
alkotjak az agakat, ezt szemlélteti a (2. dbra). A migrén patomechanizmusaban féként a V1
ophthalamicus ideg jatszik szerepet. A centralis aga a nucleus tractus spinalis nervi
trigeminihez fut és szinapszisokat képez, illetve kollateralisok egészen a thalamuson keresztiil
az agykéregig nyulnak. Ezen a palyan terjedd stimulusokat a periaqueductalis sziirkealloméany

(PAG), a DRN ¢és a LC leszall6 rostokkal modulaljak.



Vi

Gasser

V2

V3

2. abra; Nervus trigeminus agai: V1: ophthalamicus ideg; V2: maxillaris ideg; V3:
mandibularis ideg, amelyek koziil elsdsorban az ophthalamicus ag szerepét

valészinlisitk a migrén patomechanizmusaban  (http://www.chiropraxie-

pollentier.be/aangezichtspijn.html alapjan szerkesztve).

A migrénes roham alatt a craniocervicalis vasculatura konstrikcidja jon 1étre,
feltételezhetden lokalis szerotonin felszabadulas révén és ez fokozza a perivascularis
trigeminalis érz6 idegvégzddések izgalmi 4allapotat (3 4abra/l), ennek eredményeképp
antidrom modon vazodilatativ neuropeptidek (kalcitonin gén-relacidos peptid - CGRP és
substance P - SP) valamint gyulladasos mediatorok szabadulnak fel (3 abra/2) és neurogén
gyulladashoz vezetnek (Moskowitz M. A. 1993), mig az ortodrom terjed6 ingeriilet nociceptiv
inputként szolgal a trigemino-cervicalis komplex felé (3 abra/3) (Goadsby P. J. és Hoskin K.
L. 1997).
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@ Neuropeptid felszabadulis
(A Neurokinin A ® Substance P W CGRP)

- Vazodilatacio
~ Neurogén gyulladas

5-HT,,
Recepror

Meningealis
vazodilatacio

Receptor

o Centralis

S 5-HT,,
szenzitizacio

Receptor

Trigeminalis
Aktivicié

3. abra; Migrén patomechanizmusa sordn a trigeminalis rendszer aktivacidjanak
szerepét is feltételezik (1), a szenzitizalodott idegvégzddések a szignalizaciods
utvonalat neuropeptidek (kalcitonin gén-relacios peptid - CGRP és substance P -
SP) és gyulladasos mediatorok felszabadulasan keresztiil kozvetitik (2), amely
meningeélis vazodilatacidhoz vezet (3), majd a kialakuld nociceptiv inger a
thalamuszon keresztiil ¢éri el az agykérget, igy a fajdalom tudatosul. A
trigeminalis aktivacid mellett centralis szenzitizacio is kialakul a nociceptorokban
4) (Hargreaves R. J. €s Shepheard S. L. 1999;

http://www.medscape.org/viewarticle/545807 alapjan szerkesztve).

Human vizsgadlatokban migréneseknél a vena jugularisban magasabb a CGRP

koncentracioja roham alatt az egészséges kontroll személyekhez képest (Goadsby P. J. és

mtsai. 1990), amely emelkedett CGRP szint indukalhatja a trigeminalis neuronok periférias és

centralis szenzitizacidjanak kialakulasat. Ujabb kutatisok rohammentes idészakban is

igazoltak az emelkedett CGRP szintet, ezek alapjan a magas CGRP szint kockézati

tényezonek tekintheté (Ashina M. és mtsai. 2000). Tobb vizsgalat igazolta, hogy CGRP

infzi6 tiz migrénes betegbdl nyolcnal rohamot provokal (Iversen H. K. 2001).

Funkcionalis képalkotd vizsgalatok eredményei alapjan Gjabb elméletet fogalmaztak meg,

amiben az Ugynevezett agytorzsi ,,migrén generatorok” megvaltozott aktivitdsa okozza a

migrénes rohamot. Ezek az agytorzsi strukturak, mint példaul a PAG, a raphe magvak (pl.:

DRN) és a LC fokozott aktivaciot mutatnak, ami a roham gyogyszeres kezelése ellenére is
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megmarad (Weiller C. és mtsai. 1995). Nem tisztazott azonban, hogy a tapasztalt aktivitas
novekedés a migrénes roham kivalté oka, avagy kovetkezménye-e.

Evtizedek Ota zajlo kisérletek adatai alapjan az mar bizonyitottnak latszik, hogy az
aurajelenség hatterében az ugynevezett cortical spreading depression (CSD) jelensége all (4.
abra) (Hadjikhani N. és mtsai. 2001), ami egy 2-5 mm/perc sebességii tovaterjed6 agykérgi
gatlas (Leao A. A. P. 1944). Human vizsgalatban a CSD mellett ,,tovaterjed6 hypoperfusiot”
figyeltek meg, ami a féloldali fejfajas oldalaval megegyezden, mig az aurajelenséggel
ellentétesen mutatkozott (Olesen J. és mtsai. 1990). A CSD extracellularis ion homeosztazis
(Na+, K+, CI- ionok mennyisége) valtozassal, illetve a neuronok intracellularis anyagcsere
zavaraval is tarsul (Read S. J. és Parsons A. A. 1999). Nemrég kisérletesen is igazoltdk a CSD
trigemino-vascularis rendszert aktivaloé hatasat (Moskowitz M. A. 2007). Az aura nélkiili
migrén esetében nem bizonyitott a CSD megjelenése, és ez altal a rohamok kialakitasaban
jatszott szerepe sem. Azt feltételezik, hogy a CSD rejtett, a nociceptiv impulzusok
szubkortikalis teriileteken (pl.: hippokampusz) alakulnak ki és provokaljak a neuronalis
izgalmat (Moskowitz M. A. 2008).
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4. abra; Aurdval jar6 migrén patogenezisében egyre tobb neurofizioldgiai
megfigyelés utal a CSD oki szerepére. A CSD biokémiai valtozasai aktivaljak a
trigemino-vascularis rendszert, amelybdl mediatorok szabadulnak fel. A
trigeminalis rendszer aktivacioja révén kialakuld fajdalom mellet periférias és
centralis szenzitizacio is kialakul. A folyamat hatassal lehet az agytorzsi migrén

generatorokra is (PAG, LC, DRN) (Costa C. és mtsai. 2013 alapjan szerkesztve).

Roviditések:
CSD: cortical spreading depression; LC: locus coeruleus; TNC: caudalis
trigeminalis mag; DRN: dorsalis raphe mag; PAG: periaqueductalis sziirke
dallomany; CGRP: calcitonin gén-reldacios peptid;, NA: noradrenalin; 5-HT:
szerotonin, Glu: glutamat
Eddigi eredmények ellenére az ok-okozati 0sszefiiggés a CSD kialakuldsaban nem egészen
tisztazott, viszont a genetikai hatteret kutato kisérletekben a monogénes 6roklédésti familiaris
hemiplegias migrént vizsgalva, t6bb mutacid esetében is kimutattak, hogy megkonnyitik a
CSD létrejottét (Kors E. és mtsai. 2003).
Azonban a legfébb tiinet, a kialakuléo fajdalom eredetérdl megegyeznek az eddigi
elméletek, wvagyis a trigeminalis rendszer aktivalodasanak ¢és szenzitizacidjanak

kovetkezményének tartjak ezt a jelenséget.
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3.1.4.1. Periférias és centralis szenzitizdcio szerepe a migrénben

Szenzitizacido az a folyamat, amely sordn az érz0 neuront érd azonos ingerek esetén
erosebb afferens valasz generalodik. Lokalizacigjat tekintve beszélhetliink periférias ¢és
centralis szenzitiz4ciorol.

A periférids szenzitizacid6 kémiai Uton kivaltott funkciondlis valtozas, amely
eredményeként a magas ingerkiiszobi periférids afferens nociceptiv idegvégzddése alacsony
ingerkiiszobtivé alakul. Ezekben a folyamatokban a trigeminalis rendszer peptiderg
neuronjainak részvétele mellett lokalisan felszabadulé gyulladasos mediatorok (adenozin-
difoszfat, prosztaglandinok, leukotriének, hisztamin, bradykinin, szerotonin) jelenléte is a
hiperalgézia kialakulasahoz vezet. Ezek a mediatorok novelik a trigeminalis periférias

crer

intracranialis nyomasvaltozast a beteg liiktetd fejfajasként éli meg (Burstein R. és Jakubowski
M. 2002).

A periférias szenzitizacié hatasara a hiperreaktivva valt trigeminalis neuronok az
atkapcsol6 neuronokat folyamatosan ingerelve alakitjak ki a masodlagos 4tkapcsold neuronok
érzékenyitését, a centralis szenzitizaciot. Megfigyelheté a masodlagos érzé neuronokon az N-
metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok aktivitas emelkedése. Patologias jellemzdje a kitagult
receptor mezd, megndvekedett alap aktivitas és tiizelési frekvencia, valamint a nociceptorok a
korabban akci6s potencialt nem indukalo ingerekre is aktivalodnak (Goadsby P. J. 2005). Az
utdbbi az allodynia jelensége, amely a fajdalomkiiszob alatti ingereknek fajdalmasként vald

megélését jelenti, ezt brazolja az alabbi fiiggvény (5. abra).

- Hiperalgézia
&
N
=
2
= si g s
E SZenZitiZACIO wersivisinennsd ¢ Normal fajdalom
=}
=
=,
o
R Allodynia <

Yy &

—— Al Stimulus intenzitasa
i
T, To

5. abra; Az allodynia nagysaga a stimulus intenzitasanak fliggvényében (Sandkiihler

J. 2009 alapjan szerkesztve).
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A centrdlis szenzitizacid kialakuldsa utdn jelentdsen romlik a migrénes roham
kezelhetésége (Burstein R. és mtsai. 2004), ennek kovetkeztében a migrén
patomechanizmusanak megismeréséhez ¢és hatékony terapias lehetdségek kifejlesztéséhez

nélkiilozhetetlen a szenzitizacids folyamatok feltérképezése.
3.1.4.3. A Gasser—diic elektromos ingerlése

A fajdalom tudatosulasa, szellemi ¢és fizikai megélése a betegségek soran egyénenként
nagyon kiilonb6z6 lehet, azonban a sejt szintli folyamatok maga a fajdalom, valamint a kisérd
tiinetek hozzavetdlegesen azonosak egy — egy betegségben. A migrén soran kialakulo
nociceptiv és kisérd tiinetek rohamokban jelentkeznek, ami nagymértékben neheziti a
szignalizacios utak feltarasat. Eddigi ismereteink, mint a trigemino-vascularis rendszer
anatomiaja és milkodése, hosszas nagyobbrészt allatmodelleken végzett munka eredménye.

A Gasser-duc (ganglion trigeminale) elektromos ingerlése egy alkalmazott allatkisérletes
modell, ahol a trigeminalis érz6 ducba vezetett elektrodaval torténik a stimulacio.

Megfigyelték, hogy az elektromos ingerlés hatasara kialakulé morfologiai és funkcionalis
valtozasok a stimulus hosszatol fiiggéen eltéréen mutatkoznak. Rovid stimulus esetén a
pszeudounipoldris dicsejtek periférids axon termindlisdban morfoldgiai valtozas jon létre,
amit fokozott CGRP immunreaktivitas jelzett. Tart6és ingerlésnél pedig a felhalmozddott
neuropeptidek, mint CGRP, neurokinin A, és SP keriilnek ki a duralis erekbe (Samsam M. és
mtsai. 1999). A neurokinin A részt vesz az érfal permeabilitasanak szabalyozasaban, az SP-
nek szerepe van a hizosejtek aktivalodasaban, mig a CGRP mint mar korabban is emlitettiik
erds vazodilatator hatassal rendelkezik (Goadsby P. J. és Edvinsson L. 1993; Schuh-Hofer S.
¢s mtsai. 2006). A CGRP, neurokinin A és SP felszabadulasa plazma protein extravazacidhoz
vezet, amely hozz4jarul a neurogén gyulladas kialakulasahoz.

Az ingerlés nemcsak periférids, de centralis valtozasokat is okoz, aktivalja a TNC részében
és a fels6 nyaki gerincvel6 hatso szarvaban (C1-C2) 1év6é masodlagos neuronokat.

Az  aktivalodott idegsejtekre  emelkedett c-Fos expresszido jellemz6, amely
immunhisztokémiaval jol detektalhatd nukledris protein (Knyihar-Csillik E. és mtsai. 1997,

2007).

3.1.5. A nitrogén monoxid szerepe a fejfajas kialakulasaban

A szerves nitratokbol keletkezé nitrogén-monoxidot (NO) (Taylor S. 1995) értagito hatasu

molekulaként tartjak szamon, és cardio-vascularis betegségek kezelésénél hasznaljak. Ezen
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alkalmazéasanak mellékhatasaként szamos paciens esetében fejfajas jelentkezett (Iversen H. K.
2001), igy felmeriilt, hogy a NO szerepet jatszhat a fejfajasok patomechanizmuséban.

Fizikai paramétereit tekintve a NO egy igen labilis, kis molekulasulyu, gaz halmazallapota
extracellularis messenger molekula. Rovid féléletidejét diffuzibilitassal kompenzalva gyorsan
atjut a biologiai membranokon és kifejti értdgitdé hatasat. Patologids koriilmények kozott
fontos szerepet jatszik a dura érhdlozatdnak tonusanak szabéalyozasdban is (Murad F. 1994;
Akerman S. és mtsai. 2002). Az értagito folyamat hatterében a guanilat-ciklaz aktivacioja all,
amelyhez hozzakdtve (Braughler J. M. és mtsai. 1979) a NO noveli a ciklikus guanozin-
erekben egyarant (Bigal M. E. és mtsai. 2004).

Cellularis lokalizaciojanak vizsgalata immuncitokémiai vizsgalatokkal gyors lebomlésa
miatt csak kozvetett modon lehetséges, a szintetizald enzimének kimutatasa 4ltal. Ez az enzim
a nitrogén-oxid szintaz (NOS), amely L-argininbdl képez L-citrullint és NO-t, a szintézishez
nélkiilozhetetlen kofaktorok az oxigén és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat.
Strukturajuk és lokalizacidjuk szerint az eukaridta szervezetekben indukalhatoé (iNOS),
endothelialis (eNOS) és neuronalis (nNOS) izoformakat kiilonboztetiink meg. Az iNOS
patologias koriilmények kozott szintetizalodéd szolubilis enzim, amely a kalcium-ion (Ca®")
szintt6l fliggetlen, az eNOS konstitutiv kalcium-kalmodulin fliggd enzim és aktivaciojahoz
emelkedett nyiré erd is sziikséges, az nNOS pedig konstitutivan is eléfordulé Ca?* influx
fliggé szolubilis enzim (Nathan C. és Xie Q. W. 1994). A trigeminalis fajdalom
kialakulasdnak szempontjabol a patologids hatasra aktivalodott nNOS altal szintetizalt,
neurotranszmitterként miikodo NO jatszik szerepet.

A szakirodalomban NO-donorként szamon tartott nitroglicerint (NTG) szamos migrénnel
foglalkoz6 vizsgalatban alkalmaztak és azt tapasztaltdk, hogy szisztémas adasa migrénes
pacienseknél egy azonnali fejfajast provokalt, majd ezt kovetéen néhany oran belill egy
tipusos aura nélkiili migrénes roham jelentkezett. Ugyanakkor egészséges személyeknél egy
enyhébb fejfajas volt jellemz6 (Iversen H. K. és Olesen J. 1996), ebbdl adodoan alkalmaztak,
mint human migrén modellt. A NTG hatasara jelentkezd migrénes rohamrdél elmondhato,
hogy hasonld a spontan kialakulé rohamokhoz, ezért azt feltételezik, hogy mindkét esetben
hasonl6 folyamatok =zajlanak le. A  sejtszinti folyamatok tanulmanyozaséhoz
allatkisérletekben alkalmazzak a NTG kezelést, ezaltal modellezve a trigeminalis rendszer
aktivalodasat (Tassorelli C. és Joseph S. A. 1995).
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3.2. Purinerqg receptorok

A purinerg receptorok neviikbdl is adédoan purin-nukleotidokat és —nukleozidokat koto
sejtfelszini receptorok. A receptor csalad tagjai ligand kotés alapjan csoportosithatok, vannak
adenozint koté P1 és adenozin-trifoszfatot (ATP), adenozin-difoszfatot (ADP), uridin-
trifoszfatot kotdé P2 receptorok. A P2 receptorok szignal transzdukcios sajatossagai alapjan

tovabb oszthatd P2X ionotrop és P2Y metabotrop receptorokra (6. abra).

Emlés purinerg receptorok

—

P1 P2
adenozin /“\
P2Y
P2Y1 (P2T), 2(P2U), 4(P2U),
(-—-i"ia 6,11, 12 (P2T), 13,14
< 36 4 8 tipus
s I e
Ca’ ’; )] & ,-\_ J UJ-\.
Heteromer Homomer p‘f
receptorok receptorok IP, cAMP
P2Xy5 cin, /\‘ l (P2Y,, )
P2X,, P2X, ca”
(P22)

6. abra; A purinerg receptorok csoportjai és alap szerkezetiik (Deli T. 2006).

A P2X receptor csaladnak hét alosztalyat kiilonboztethetjiik meg, tobb tagjarol
beigazolodott a fajdalom inicidlasaban betoltott szerepiik. Az altipusokat az alap aminosav
(AS) sorrend szerint csoportosithatjuk. A P2X receptorokat 384-595 AS ¢épiti fel, 2
transzmembran (TM) doménbdl, intracelluldris C- és N-terminalisbol €és egy nagy
extracellularis hurokbol allo térszerkezetet vesznek fel, homo- vagy heteromultimerizacios
folyamatot kovetden alakulnak funkcionalis receptorokka.

A P2X receptorok ioncsatornaként funkciondlnak, az ATP kotddést kovetéen Ca?* influx
alakul ki, ennek kovetkeztében a sejt depolarizaldédik. A tartésan magas ATP koncentracio
megvaltoztatja az ioncsatorna szenzitivitasat, eszerint beszélhetiink lassan és gyorsan
deszenzitizalddo ionotrop receptorokrol, és egy kivételt képzé altipus a P2X7 receptor, amely
nem deszenzitizalodik, sOt szenzitizacidja révén kiilonithetd el a tobbi csoporttol.

Az é16 szervezetben szinte minden sejtben el6fordulnak. Altalaban egy sejten tobb altipus

is jelen van, de még nem ismert, hogy az estleges interakciok karaktere, relevancidja, ennél
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fogva a purinoreceptor-mintazat differenciaja a sejtre milyen hatast gyakorol (Ralevic V. és
Burnstock G. 1998).

3.2.1. P2XT7 receptor

Napjainkban a kutatasok kozéppontjaba az elobb emlitett kiilonallé altipus a P2X7 receptor
(P2X7R) keriilt, amely 595 aminosav hosszu, fehérje egységekbdl allo oligomer. Szerkezeti
¢s funkciondlis szempontbdl is eltér a P2X receptor csalad tobbi tagjatol, a karboxil

terminalisa az altalanosan jellemz6 27-129 AS helyett 239 AS hosszu (7. abra).

155
His — Tyr

Extracellular

Intracellular

e

COOH

7. abra; A P2X7 receptor funkcionalis szerkezete (Gartland A. és mtsai. 2012).

A P2X7R extracellularis doménjének kozelében az M1 és M2 TM régiok kozott
lokalizaltdk az ATP ligand kotéhelyét, egy béta-lemez szerkezetli, ciszteinben gazdag
régioban, a karboxil terminalison pedig lipopoliszacharid kotohely talalhaté (Denlinger L. C.
¢s mtsai. 2003; Worthington R. A. és mtsai. 2002). A P2X7R agonistai a 2— 3—O-(4-benzoil-
benzoil)-ATP, a 2-metiltio-ATP ¢és az ADP, amelyek hataserdsségi rangsor szerint lettek
felsorolva (Bianchi B. R. és mtsai. 1999; Sperlagh B. és mtsai. 2002). A kalcium, magnézium,
cink és réz kétértékii kationjai gatoljak a P2X7R kozvetitette ionaramokat, a cink-ion a
P2X7R-ra szelektiv.

Szelektiv, de irreverzibilis antagonistakét els6ként az oxidalt ATP-t alkalmaztak, azonban
magas citotoxicitdsa miatt ma mar hattérbe szorult. Szelektiv, nem kompetitiv antagonistdja
tobbek kozott a Brilliant Blue G (BBG) és a szuramin.

A P2X7R héarom jelétviteli tvonalon keresztiil befolyasolja a sejtvalaszt. Az elsOként

azonositott Utvonalon a nagy extracellularis ATP koncentraciora bekodvetkezd receptor
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aktivacid membran porus keletkezéséhez vezet, ami akar 900 Da-os molekuldkra (pl.: N-
metil-D-gliikamin) is permeabilissa valik. Ez Ca®* fiiggetlen enzim kaszkdd mechanizmust
indit el, amely a sejt pusztulasahoz vezet (North R. A. 2002; Bulanova E. és mtsai. 2005).

Eloz6ekkel szoros Osszefiiggésben a membran ,,blebbing” okozta morfologiai valtozas
eredményezhet apoptoézist. A P2X7R intracellularis C-termindlisa kozvetleniil befolyasolja a
citoszkeletalis elemek atrendez6dését és holyagképzodést indukal (Kim M. és mtsai. 2001).

A harmadik esetben rovid idejii extracellularis ATP koncentraciéo névekedése aktivalja a
P2X7R-okat, amelyek nem szelektiv ioncsatornaként viselkednek (Hide 1. és mtsai. 2000), és
az igy meginduld iondramok 4altal mésodlagos jelatviteli utvonalak elinditdsan keresztiil
befolyasolja az élettani folyamatokat. A nocicepcid szabalyozasaban a harom kozil ez a
mechnizmus jatszik fontos szerepet.

A P2X7 receptor a szervezet szintjén sokféle sejttipuson kimutathatd, az idegrendszerben
is elofordul, ebbdl adodoan feltételezik idegsejt miikodés szabalyozo funkcidjat. Az egyes
agyteriiletek receptor slirliség paritasa kozel azonos (frontalis cortex, hippokampusz, bulbus
olfactorius, agytorzs, gerincveld), mig a legtobb P2X receptorra a régio specifikus eléfordulés
jellemz6 (Sperlagh B. és mtsai. 2003). Korabbi tanulmanyok a P2X7R patologias mitkodését
feltételezték tobb kozponti idegrendszeri megbetegedésben (Alzheimer-kor, gerincveldi
sériilés, neuropatias fajdalom) (Parvathenani L. K. és mtsai. 2003; Franke H. és mtsai. 2001;
Chessell I. P. és mtsai. 2005), igy potencialis terapias célpontta valt. Ennek eredményeként a
gyogyszergyarak szamos P2X7 receptor antagonistit fejlesztettek az utdbbi években
(Donnelly-Roberts D. L. és Jarvis M.F. 2007).

Kisérletesen igazoltak, hogy P2X7R agonistdk ATP influxon keresztiil aktivaljak a p38
MAPK jelatviteli Utvonalat, ezaltal eredményeznek hosszantartd szinaptikus gatlast a
hippokampuszban (Armstrong J. N. és mtasi. 2002). A hippokampusz a limbikus rendszer
része, igy a migrénes fajdalmat kozvetitd centralis felszallo palya részeként feltételezik, igy
felmertilt, hogy az ezen az agyteriileten 1évé P2X7R-ok modulalasaval is csokkenteni lehetne
a fajdalmat. Napjainkban egy patkdny hippokampusz neuronkultirdban végzett kisérletekben
azt az eredményt kaptak, hogy az exogén ATP altal kivaltott P2X7R aktivacié indukalta NO
felszabadulast a BBG koncentracié fiiggd modon antagonizalta (Codocedo J. F. és mitsai.
2013).

Korabbi eredmények szerint az aktivalt P2X7R-ok alapvetd szerepet jatszanak a
gyulladasos és neuropatias fajdalom kialakuldsdban, ugyanis P2X7R knock out egerekben
adjuvéns indukalt és ideglekotéses modellben is hidnyzott a gyulladasos és neuropatias

hiperszenzitivitas, mig a normal nociceptiv érzé¢kelés megmaradt (Lord B. és mtsai. 2014).
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Emellett neuropatias betegekbdl szarmazé sériilt idegszovetekben és hatsé gyoki ganglionban
a receptor tulmiikodését mutattak ki (Chessel L. P. és mtsai. 2005) és a P2X7R aktivalasa a
biologiailag aktiv interleukin-1B és egyéb citokinek felszabaduldsanak stimulalasaval vesz
részt a gyulladasos folyamatokban (Jane P. H. és mtsai. 2007).

Az allandosuld neuropatids fajdalom kialakuldséhoz a P2X7R aktivacid az indukalt
mikroglia szignalizacion keresztiil jarul hozza, ezt igazolja, hogy a BBG kezelés mérsékelte
az iildideg sériilés okozta mechanikai allodyniat és termikus hiperszenzitivitast patkany
modellben (He W. J. és mtsai. 2011).

Egyre tobb adat utal arra, hogy a P2X7R nemcsak a kronikus, hanem az akut gyulladdsban
is szerepet jatszik. A periférias gyulladas ltal indukalt P2X7R aktivitas Ca®* influxon és
citokin felszabaduldson keresztiil vesz részt a centralis szenzitizacié kialakulasaban. In vivo
allat kisérletben a BBG jelentdsen gatolta a centralis szenzitizaciot (Itoh K. és Chiang C. Y.
2011).
szenzitizacidjanak vonatkozdsdban kevés informacié 4ll rendelkezésre a migrén
patomechanizmusa soran, ezért fontos tovabbi kisérletes kutatdsok kivitelezése minél

hatékonyabb terapidk kidolgozasa érdekében.

3.3. Brilliant Blue G

A BBG (8. abra) egy szelektiv P2X7R antagonista (Jiang L. H. és mtsai. 2000). Toxicitasa
¢és hatékonysaga kisérleti korlilmények kozott idealis, mivel athalad a vér-agy géaton és
atalakulas nélkiil {iriil a szervezetbdl (Peng W. és mtsai. 2009). Ennek koszonhetden széles

korben hasznaljak a preklinikai vizsgalatokban.
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8. abra; A Brilliant Blue G molekularis szerkezete (Franka G. 2007).
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Szamos P2X7R antagonistarol leirtak, hogy dozis-fliggd fajdalomesillapitd hatasu akut és
neuropatias fajdalom soran (Dell’Antonio G. és mtsai 2002; Nelson D. és mtsai 2006). A
BBG egyszeri kis koncentracidban neuropatids patkany modellben hiperalgézias tendenciat
mutatott, mig magasabb dozisban nem igazolddott a hatasa (Ando6 R. D. és mtsai. 2010).

A P2X7R antagonizicidjanak terapias lehetdsége szamos kozponti idegrendszeri sériilés
esetén beigazolodott, miszerint a BBG kezelés javitotta a neuronalis sejthalalt okozd
rendellenességek végkimenetelét (Friedle S. A. és mtsai. 2010).

Ugyanakkor ujabb kisérletekben a P2X7R hatésait akut gyulladasos fajdalom modellben is
vizsgaltak. A kisérletben patkdny molaris fog pulpaba adtak mustar olajat, amely aktivalja a
TNC nociceptiv neuronjait. Az adatok kiértékelése alapjan a BBG kezelés csokkentette a
centralis szenzitizaciot, €z a nociceptiv neuronok spontan aktivitisdnak, a receptiv mezé
méretének és a mechanikai aktivacios kiiszob értékének modulalasaban nyilvanult meg (Itoh

K. és Chiang C. Y. 2011).
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4. Célkitiizés

Kisérletiink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Gasser-duc elektromos ingerlése
kovetkeztében 1étrejové c-Fos és nNOS immunreaktivitds valtozdsok moduldlhatoak-e a

P2X7 receptor antagonista BBG eldkezelés altal.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Allatok

Az alkalmazott eljarasok megfeleltek Eurdopai Ko6zosség Tanacsanak (86/609/ECC) és a
Nemzetkdzi Fajdalomkutatd Téarsasag (IASP) ajanlasanak. A kisérleteket a Csongrad Megyei
Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi €s Allategészségiigyi Igazgatosaga
(XXIV./352/2012.), és a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
engedélyezte. Mindent megtettiink annak érdekében, hogy a felhasznalt allatok szamat
minimalizaljuk illetve az okozott szenvedésiiket mérsékeljiik. Az 4llatokat standard
koriilmények kozott tartottunk elegendd élelemmel, ivovizzel ellatva, 12 6ras megvilagitasi
ciklust alkalmazva. Kisérleteinkhez 21db him Sprague-Dawley (SPRD) patkanyt hasznaltunk
fel.

5.2. A kisérletek menete

Az allatokat 2 csoportra osztottuk, az elsd csoport tagjai (n=11) fiziologias sdoldatot, mig a
masodik csoport allatai (n=10) 50 mg/kg BBG-t kaptak a farok vénajukba. Az oltast kovetden
90 perccel az allatokat elaltattuk kloral-hidrattal (400 mg/kg, i.p.), fejiket sztereotaxias
késziilékbe fogtuk, koponydjukat feltartuk és fogaszati furd segitségével lyukat furtunk a
bregmatol 3,3 mm-re posterior, és 2,9 mm-re lateralis iranyba a jobb oldalon. Ezt kdvetden
egy koncentrikus bipolaris elektrodat (CBBRE75, FHC Inc. USA) engedtiink a Gasser-ducba.
A sooldattal kezelt csoportbol 6, mig a BBG-vel kezelt csoportbol 4 allatnak az elektrodat 30
percig a ganglionban tartottuk, de elektromos ingerlést nem végeztiink. A tobbi allat
(sooldattal kezelt 5 db és BBG-vel kezelt 6 db) jobb oldali Gasser-ducat 10 Hz, 0,5 mA, 5 ms
négyszogimpulzusokkal 30 percig ingereltiik az elektroda beleengedése, illetve az ingerlése
megkezdése minden esetben a vénas oltdsok utan 2 oraval tortént, valamint az allatok 4 orat

¢ltek tal a beleengedést/ingerlést kovetden végig mély anesztéziaban.

5.3. Immunhisztokémia

Az allatokat transzkardialisan perfundaltuk 50 ml 0,1 M foszfat pufferelt sooldattal (PBS)
egy perisztaltikus pumpa segitségével. A PBS-es atmosast kovetéen az allatokat 250 ml 4%-
os paraformaldehid oldattal fixaltuk, és az agyat, a gerincveld cervikalis szakaszat, valamint
mindkét oldali trigemindlis gangliont eltavolitottuk. Az elektroda megfeleld elhelyezkedését

minden esetben ellendriztiik. Mintainkat egy ¢€jszakén at posztfixaltuk, majd emelkedo

crer
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vastagsagu transzverzalis metszeteket készitettiink a TNC-b6l. Annak érdekében, hogy az
azonos magassagbol szarmazo metszeteket tudjuk majd a késébbiekben Osszehasonlitani, a
metszeteket a canalis centralis-4. agykamra atmenett6l szamitva kezdtiik gytijteni. A kontroll
(bal) oldalt bevagassal jeloltiik meg.

A metszeteket 18, 0,1% natrium-azidos PBS-t tartalmazod tégelybe gyijtottik, igy az
egymast kovetd metszetek kozotti tavolsag 540 um volt. A metszeteket 30 percig 0,3% H,0;
oldatban inkubaltuk, majd t6bbszor atmostuk 1% Triton X-100-at tartalmazoé foszfat pufferelt
sooldatban (PBS-T). Ezt kovetéen 10% normal kecske szérumos blokkolast alkalmaztunk a
nem specifikus kotohelyek gatlasara. Metszeteinket az 1:2000 koncentracidban alkalmazott
poliklonalis c-Fos ellenes antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, sc-52) egy éjszakan at, mig
az 1: 5000 koncentracioban alkalmazott nNOS poliklonalis (EuroProxima, B220-1,
Hollandia) antitesttel 2 éjszakan at inkubaltuk. Metszeteinket tobbszor atmostuk PBS-T-vel,
majd a masodlagos antitesttel (anti rabbit IgG made in goat, Vector Laboratories BA-1000)
valo 2 oras inkubalas kovetkezett. A szinreakcidt Vectastain Elite ABC kittel vizualizaltuk,
3’3-diaminobenzidin kromogén és nikkel enhancer jelenlétében. A festés specificitdsat az
elsddleges antitest elhagydsaval ellendriztiik. A metszeteket targylemezre vittik,
megszaritottuk, majd lefedtiik. A sejtszamolast egy Nikon Optiphot fénymikroszkop 20X

nagyitasu objektivje alatt végeztiik, kiilon az jobb és kontroll bal oldalakon.

5.4. Statisztikai elemzés

A statisztikai Osszehasonlitasokat SPSS program segitségével végeztiik (IBM SPSS
Statistics 20). A sejtszamokat magassagonként hasonlitottuk 0ssze, a kontroll €s az ingerelt
oldalakat kiilon csoportként kezelve ismételt meéréses variancia analizis (RM ANOVA)
segitségével, Sidak post hoc teszt alkalmazdsaval.

0,05-nél kisebb p érték esetén tekintettiik a kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak.
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6. Eredmények

A TNC-bdl szarmaz6 transzverzalis metszeteken az I-es €s Il-es lamindban szamos c-Fos
immunreaktiv (c-Fos-IR) sejt volt lathatd6. A TNC-ben a sejtek magassagonkénti eloszlas
valtozasa megfelel a mag nagysagbeli valtozasanak, nem volt olyan magassag, ahol

kiilonosen nagy sejtszam emelkedés lett volna megfigyelhetd az ingerlés utan.

#

1200 ym

9. ébra; Az obextdl caudalisan kb. 1 mm-re készitett transzverzalis nyult veldi
metszetet abrazold mikroszkdpos felvétel. A metszet BBG eldkezelést kapott,
ingerelt allatbol szarmazik. A bal oldali kontroll oldal ventralisan bevagassal
jelolt, a jobb oldal az ingerelt oldal. Jol lathaté a c-Fos-IR sejtek szambeli

kiilonbsége a kontroll, illetve ingerelt oldalak kozott.

Leépték: 200pm

Az 9. abran, amely egy BBG elOkezelt, ingerelt allat TNC-jének a c-Fos
immunreaktivitdsat mutatja, lathatd, hogy az I-es és Il-es lamina teriiletén eltérdé a c-Fos-IR
sejtek szama a kontroll és ingerelt oldalak kozott. Vizsgalatainkban a kontroll oldalak kozott
nem volt kiilonbség, ezért a 10. &dbran mar csak az ingerelt oldalakrol késziilt képek

szerepelnek.
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10. abra; c-Fos-IR sejtek patkany TNC-ben. (1) fiziologids so6oldattal eldkezelt
almitott csoport, (2) fizioldgias sooldattal eldkezelt ingerelt csoport, (3) BBG
elokezelést kapott almutott csoport, (4) BBG eldkezelést kdvetd ingerléses
csoport ingerelt oldalairél készitett felvételek. A jobb oldali metszeteken
egyértelmilen lathatd az ingerlés IR sejtek szamara gyakorolt hatsa. A 2-es és 4-
es képeken szamos c-Fos-IR sejt festddott az almiitott (1,3) csoportokhoz képest.
Tovabba a BBG elOkezelés hatasa a 2-es és 4-es csoportokat Osszevetve
figyelhet6 meg, ahol a 4-es csoportban kevesebb az IR sejtek szama a 2-eshez

képest.

Lépték: 200pum

A fizioldgias sooldattal el6kezelt almiitott csoportban az elektréda beleengedése, illetve a
miitéti folyamat nem okozott szignifikdns sejtszam emelkedést. A fizioldgias sooldattal kezelt
ingerelt csoportban a kontroll oldal és ingerelt oldal kozott szignifikans ndvekedés
mutatkozott a c-Fos-IR sejtek szamaban az ingerelt oldalon. Tovabba ha az almutott allat
elektrédaval érintkezd oldalat, valamint az ingerelt allatok ingerelt oldalat hasonlitottuk ossze
szintén szignifikans eltérést tapasztaltunk az elektromosan stimulalt csoportokban (10. &bra 1
¢és 2). A BBG eldkezelés az alap expresszids szintet (10. abra 3) nem befolyasolta, mig az

ingerlés okozta emelkedést csokkenteni volt képes (10. dbra 4).
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11.4bra; A c-Fos immunhisztokémiai eredményeket Osszegzd diagram a TNC
rostrocaudalis tengelye mentén. Az 1. magassag a TNC caudalis, mig a 9. a
rostralis végét jeloli. Az egyes vonalak az egyes csoportok (1 fizioldgias
sooldattal el6kezelt almtott, 2 fizioldgias sooldattal eldkezelt ingerelt, 3 BBG-
vel eldkezelt almitott, 4 BBG-vel eldkezelt ingerelt) kontroll és ingerelt
oldalainak az atlag értékeit és a hozza tartoz6 SEM (standard error of the mean)
adatokat abrazoljak. A kettds kereszt a fizioldgids sooldattal kezelt almiitott
illetve ingerelt csoportok ingerelt (elektrodaval érintkezd) oldalai kozott 1évo
sejtszambeli szignifikancidt mutatja, a csillag pedig a fiziologids sdoldattal,
illetve BBG-vel elékezelt csoportok ingerelt oldalai kozti szignifikans eltérést

jeloli.
A sejtszamolasok statisztikai kiértékelése utan arra az eredményre jutottunk, hogy az
almatott (1,3) — ingerelt (2,4) és BBG-vel elokezelt (3,4) és nem eldkezelt (1,2) csoportok
kozott is kiilonbség mutatkozik a c-Fos-IR sejtek szamaban, valamint a kontroll és ingerelt

oldalak kozott az ingerelt csoportoknal all fenn eltérés (11. abra).
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Az nNOS immunhisztokémiai festés metszetei koziil a 12. dbran a negyedik csoportbol
(BBG elokezelt ingerelt) késziilt felvétel lathat6, amelyen nem okozott valtozast sem az
ingerlés, sem az antagonista BBG el6kezelés az nNOS immunreaktiv (nNOS-IR) sejtek
szamanak tekintetében. Ebben az esetben sem volt kiilonbség a kontroll oldalak kozott egyik

csoport metszetein sem, igy az 13. dbran csak az ingerelt oldalakat tiintettiik fel.
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12.4bra; Az obextdl caudalisan kb. Imm-re készitett transzverzalis nyult veldi
metszet képe, amely BBG-vel elékezelt, ingerelt allatbol szarmazik. A kontroll
oldal ventralisan bevagassal jelolt. Megfigyelhetd, hogy az nNOS-IR sejtek kozel

azonos szamban festddtek a kontroll és ingerelt oldalon.

Leépték: 200pum

Az nNOS sejtszamok Osszehasonlitdsat kovetden nem tapasztaltunk kiilonbséget az
almitott és ingerelt csoportok (13. dbra 1 és 2) kozott, az ingerlés nem okozott valtozast az
immunreaktivitdisban a TNC-ben. A BBG eldkezelt csoportokban (13. dbra 3 ¢s 4) a kezelés
nem befolyasolta az nNOS alap szintjét, valamint az ingerlést kdvetden sem modulalta az

NNOS-IR sejtek szamat.
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13.4bra; nNOS-IR sejtek patkany TNC-ben. (1) fiziologias sooldattal eldkezelt
almuitott csoport, (2) fiziolodgias sooldattal eldkezelt ingerelt csoport, (3) BBG
elokezelést kapott almiitdtt csoport, (4) BBG eldkezelést kovetd ingerelt csoport
ingerelt oldalairdl késziilt TNC metszeti képek. Mind a négy csoportban hasonld

a sejtek szama az I-es és II-es laminéban is.

Leépték: 200pum
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14. 4bra; nNOS-IR sejtek szama az egyes magassdgokban, ahol az 1. magassag a
TNC caudalis, a 9. a rostralis végét jeloli. A vonalak az egyes csoportok (1
fiziologias sooldattal elokezelt almiitott, 2 fiziologids sooldattal el6kezelt ingerelt,
3 BBG-vel eldkezelt almiitott, 4 BBG-vel eldkezelt ingerelt) ingerelt oldalait és
egy kontroll (2) oldalt reprezentalnak. A csoportatlagokat abrazoltuk, illetve az
ingerelt csoportok (2,4) estén a SEM értékeket is feltiintettiik. A tobbi oldal
illetve a SEM értékek abrazolasatdl az abra jobb atlathatosdga érdekében

tekintettink el.

A statisztikai adatok kiértékelése utana arra az eredményre jutottunk, hogy sem az almiit6tt
(1 és 3) — ingerelt (2 és 4), sem a BBG-vel elokezelt (3 és 4) — nem eldkezelt (1 és 2)
csoportok kozott nem all fenn szignifikans kiilonbség az nNOS adatokat tekintve.
Mindemellett a kontroll €s ingerelt oldalak kozott sem figyelheté meg szignifikans kiilonbség

az immunreaktivitasban egyik csoportndl sem (14. abra).

30



7. Megbeszélés

A migrén patomechanizmusanak kutatdsdra a preklinikai kisérletek soran alkalmazott
egyik modell a Gasser-duc elektromos ingerlése. Szamos irodalmi adat igazolja a trigeminalis
rendszer periférias és centralis aktivaciojat a trigeminalis ganglion elektromos ingerlését
kovetden (Buzzi M. G. és mtsai. 1995; Knyihar-Csillik E. és Tajti J. 1995). Az elektromos
ingerlés okozta periférias szenzitizacid neurotranszmitter felszabaduldson keresztiil a duralis
¢s mtsai. 1987). A szignalizaciés folyamat tovabb terjed a masodlagos érzé neuronokra, ezt az
aktivitast sejt szinten c-Fos immunreaktivitds novekedés jelzi, amely immunhisztokémiai
modszerrel jol detektalhaté (Knyihar-Csillik és mtsai. 1997; 2000). A c-Fos onkoprotein
megjelenését, illetve a trigeminalis aktivaciot a Gasser-dic ingerlésén kiviil nitroglicerin és
kapszaicin stimulacios modellekben is kimutattak (Tassorelli C. és Joseph S. A. 1995; Ter
Horst G. J. és mtsai. 2001). Korabbi eredményekkel megegyezden, kisérletiink soran a
harminc perces Gasser-duc ingerlés szignifikansan novelte a c-Fos-IR sejtek szamat a TNC-
ben, amely igazolja a trigeminalis rendszer aktivaciojat.

Napjainkban intenziven kutatott teriilet a purinerg szignalizaci6 és a fajdalom kapcsolata.
Szdmos tanulmanyban leirtdk, hogy a P2X7R részt vesz a kronikus gyulladasban és a
neuropatids fajdalom kialakulasaban és fenntartasaban. A P2X7R t6bbnyire preszinaptikusan
fordul el6, amely egy kezdeti rovid stimulus, mint példaul az extracellularis ATP szint
novekedés hatasara nem szelektiv kation csatornaként mikodik és moduldlja az
1degvégzddések neurotranszmitter leaddsat. Ezen mechanizmust feltételezik a fajdalom
szignalizacios folyamatanak hatterében (North R. A. 2002).

A P2X7R fiziologiai funkcidjara utalé eredményeket kaptak gyulladdsos modellben. A
hatsé gyoki ganglion glidlis szatellita sejtjeiben 1évo P2X7R-ok tdnusosan gatoljak a P2X3R-
okat neuronokban aziltal, hogy ATP felszabadulason keresztiil serkentik a neuronalis P2Y 1R-
okat, majd ezek gatoljak a P2X3R-ok expresszidjat. Ezen elképzelés alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a P2X7R-ok kdzvetlen gatlasa nem a legjobb modszere lehet a fajdalom
csokkentésének. Ugyanis a BBG kezelés az allodynia csokkenés mellett a gyulladas mértékét
novelte a periférian, kovetkezésképp a centralis hatdsanak érvényestilését valdszintisitik
(Chen Y. és mtsai 2008).

Egy in vivo fogbél gyulladdsos patkanyokon végzett kisérletben bizonyitottak szerepét
akut gyulladasban is egy szelektiv antagonistdjanak a BBG-nek az alkalmazasaval. A BBG

kezelés a gyulladast mérsékelni volt képes, tehat csokkentette a trigeminalis aktivaciot €s
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szenzitizaciot. Azonban meg kell jegyezni, hogy a BBG nem blokkolta a centrélis
szenzitizacid 0sszes paraméterét, ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy mas P2 receptorok is
befolyasoljak a folyamatot (Itoh K. és Chiang C. Y. 2011).

Ezen eredmények alapjan vizsgaltuk meg a BBG eldkezelés c-Fos immunreaktivitasra
gyakorolt hatdsat a Gasser-dic elektromos ingerlését kovetden. Kisérleteinkben a BBG
csokkentette a c-Fos-IR sejtek szdmat az ingerelt csoportok TNC-jében az almitottekhez
képest, tehat a P2X7R antagonizmus kisérletiinkben képes volt mérsékelni a trigeminalis
aktivaciot. Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a BBG foként a periférias
terlileteken mérsékelheti az ingerlés kovetkeztében létrejovo neurogén gyulladast, ezaltal
csokkentve a trigeminalis rendszer aktivaciojat a masodlagos neuronok szintjén. A BBG
hatasat ugy is kifejtheti, hogy bejutva a kozponti idegrendszerbe, magaban a TNC-ben
modulalhatja az elsddleges neuronrdl a mésodlagosra torténd informacid terjedését, ezaltal
csokkentve az aktivaciot.

A BBG alkalmazasa megfeleld lehet a P2X7R jelenlétének ¢és a blokkolast kovetd
hatasanak megallapitasara, amelynek egyik potencidlis modja a c-Fos expresszids szintjének
meghatdrozasa. Egy NTG indukalta egér migrén modellben a P2X7R antagonizmuséanak és
elokezelés csokkenti a c-Fos immunreaktivitdst a TNC és a nyaki gerincveldi szegmens
teriiletén (Goloncsér F. és Sperlagh B 2014). Az elébb emlitett kozleménytdl eltekintve a
trigeminalis rendszer és a P2X7 receptorok vonatkozasban meglehetdsen kevés adat all
rendelkezésre. A kérdés vizsgalataval fontos informaciokat nyerhetiink a trigeminalis
nocicepcid folyamatar6l, amely kozelebb vihet a fejfajdsok patomechnaizmusanak
megértésehez.

Szamos korabbi vizsgalat nNOS immunreaktivitas novekedést irt le a TNC-ben NTG,
illetve formalin adasa utan (Pardutz A. és mtsai. 2000; Lam H. H. és mtsai. 1996), tehat ezen
vizsgélatokban a trigeminalis rendszer aktivacidja €s szenzitizacidja is észlelhetdé volt. A
megallapitas igazolasara NOS inhibitorokat alkalmaztak, amelyek mérsékelték a trigeminalis
rendszer aktivitasat és az allatoknal megfigyelhetd fajdalmas viselkedést (Lassen L. H. és
mtsai. 1997), ezaltal utalva a NO szerepére a trigeminalis szenzitizacidban.

Kisérletiinkben arra is kivancsiak voltunk, hogy az altalunk kivaltott trigeminalis aktivacié
vezet-e szenzitizacidhoz is, amelyre kozvetve az nNOS immunreaktivitas valtozas
megfigyelésén keresztiil probaltunk kovetkeztetni.

A trigeminalis ganglion elektromos ingerlése nem okozott szignifikans valtozast a TNC

NNOS-IR sejtek szamaban, oldalkiilonbség sem volt tapasztalhaté a csoportokon belil. A
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trigeminalis ganglion elektromos ingerlése az altalunk alkalmazott paraméterekkel egy
meglehetésen erds stimulus, amely a masodlagos ¢érzd neuronok aktivaciojahoz vezet.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy bar az aktiviacio megtorténik, azonban a
szenzitizacids folyamatok nem jonnek létre. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk
alkalmazott trigeminalis ingerlés nem okoz szenzitizacidt, azonban ezen feltételezésiinket
még tovabbi kisérletekkel meg kell erdsitentink.

Korabbi kisérletekben szdmos ingerlési iddtartamot, frekvenciat €s aramerdsséget
alkalmaztak a trigeminalis ganglion stimulalasara (Buzzi M. G. és mtsai. 1991; Takemura M.
és mtsai. 2000), de a szenzitizacios jelenségeket ezekben a kisérletekben nem vizsgaltak, igy
nem rendelkeziink irodalmi adattal arr6l, hogy a trigeminalis ganglion elektromos ingerlése
kovetkeztében kialakul-e a trigeminalis rendszer szenzitizacidja.

Kisérleteinkben a P2X7R antagonista BBG nem befolyasolta az nNOS-IR sejtek szamat
sem az almutott sem az ingerelt csoportban. Eredményeink alapjan azonban nem lehet kizarni,
hogy a P2X7 receptorok szerepet jatszanak a trigeminalis rendszer aktivacidjaban és
szenzitizacidjaban, hiszen az nNOS immunreaktivitas az ingerlés hatasara dnmagéaban sem
valtozott, igy a BBG esetleges hatdsanak nem volt alkalma érvényesiilni, ezért mas
modellekben is meg kell vizsgalni.

Szamos tanulmany arra utal, hogy a P2X7R aktivacid6 NO termeléshez vezet, de ezen
vizsgalatok tobbnyire asztrocitdkbol szarmaznak, ezért kevés bizonyiték all rendelkezésre
ahhoz, hogy alatamassza, hogy ez a szabalyzé mechanizmus neuronokban is jelen van-e. Mas
kisérletes adatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy az exogén ATP noveli a NO termelését a
P2X7R aktivaciojan keresztiil, amely glutamat — NMDA R aktivaciotol fiiggetlen Gtvonal
(Codocedo J. F. és mtsai. 2013). Ezek alapjan a P2X7 receptorok modulalasa altal
befolyasolni lehetne a NO felszabadulasat, ezaltal a szenzitizacidés folyamatok alakulasat a
trigeminalis rendszerben.

Vizsgalataink konkluzidjaként elmondhat6, hogy a P2X7R BBG-vel valo antagonizaldsa
alkalmas lehet a trigeminalis rendszer aktivaciojanak mérséklésére. Ezzel szemben a
trigeminalis ingerlés és a P2X7R blokkolasanak hatdsa nem igazolddott be a szenzitizacios
folyamatokban, ezért tovabbi vizsgalatokra van sziikség, hogy tisztdzhassuk a P2X7R

trigeminalis rendszerben és centralis szenzitizacidban betdltott szerepét.
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