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Altalanos bevezetés

makoléaial i

4 affere
ifferci

A primer ¢
A primer afferensek funkciojé

nak vizsgalata a PTE Farmakologiai
és Farmakoterapias Intézetében nagy hagyomanyokkal rendelkezik.
Ezen neuronok funkciojanak a kutatasa évszazados miltra tekint

vissza, azonban a gyogyszertan tankonyvek mind a mai napig nem

tartalmaznak a szenzoros neuron farmakologiajaval foglalkozo fejezetet.

A nociceptorok olyan primer afferensek, melyek azokra az
ingerekre valaszolnak, melyek szovetkarosodast okoz(hatjnak. Lzek a
rostok morfologiai sajatossagaik ¢s vezetési sebességiik alapjan a AS-
(3-30 m/s) és a C-rostokhoz (0,2-2 m/s) tartoznak, és fajdalmas
mechanikai, ho és kémiai ingerekkel aktivalhatok (Bevan és Geppetti
1994). A nociceptorok aszerint, hogy mi az az inger, ami az
aktivaciojukat eredményezi, két csoportra oszthatok. Az egyik csoportot
a magas ingerkiisz6bu (“high-threshold”, HT) mechanonociceptorok
(A8-HTM, C-HTM) képezik. A masik csoportba tartoznak a mechanikai
és forrd ingerekre egyarant érzékeny nociceptorok (A5-MH, C-MH). Ezen
ugynevezett “mechano-heat"-nociceptorok, melyek elsésorban
velohiively nélkali  C-rostok, fajdalomkelté kémiai ingerekre is
reagalnak, ezért polimoddlis nociceptoroknak is nevezik oket. A teljes
képhez az is hozzatartozik, hogy az utobbi években olyan mechanikai és
forro ingerekkel nem aktivalhato un. "silent” nociceptorokat is talaltak,
melyek gyulladast kivalto behatasok utan mutattak polimodalis

ingerelheto

A bort ellato  nociceptorok mintegy 20%-a a HTM-rostok

csoportjaba  tartozik, €s ezen rostok toébbsége lassu  vezetési

myelinhiivelyes axon (A5-HTM), mig a tébbi rost polimodalis nociceptor,
melyek nagy része (kb. 90%) C-MH. A nociceptorhoz tartozé receptiv

tt. Az AS-HTM

mez6t tekintve is kit

nbség van a kétféle nociceptor k
rostokhoz tartozo érzo mezo tobh érzopontot is magaba foglal, és az
osszierilete az embert borben kb. 10 cm?, ezzel szemben a C-MH rostok

érzoteriilete cs

ak cgy érzopontot foglal magaba, s a teriilete kb, 2 cme.



A C-polimodalis rostokat tehat olyan fajdalmat kivalto stimulusok
képesek aktivalni, mint a hé, mechanikai valamint a kémiai ingerek, és
az is régota ismert hogy a kapszaicin szelektiven képes izgatni ezen
afferens rostokat anélkill, hogy az alacsony ingerkiiszobii termo- és
mechanoreceptorokat, illetve a H'M-rostokat izgatina {Szoicsanyi, 1993).

A polimodalis nociceptorok a tdbbi nociceptor-tipustol eltéroen
kettds funkcioval rendelkeznek. Inger hatasara nemcsak akcios
potencialokat generalnak, amelyek a kézponti idegrendszerbe futnak be

ikbol @

(afferens funkcio), hanem ugyanezen ingerek hatasara végzodéses
benntik tarolt neuropeptidek (kalcitonin-gén rokon peptid [CGRP],
substance P [SP], neurokinin A [NKA], szomatosztatin) felszabadulnak,
ami lokalis, s6t akar szisztémas szoveti hatasokat (simaizom-relaxacio
vagy kontrakcio, vazodilatacio, plazma extravazacié stb.) is kivalthat
(efferens funkcio, Szolcsanyi, 1984, 1996). A plazma extravazacio és
vazodilatacio egyiittesen neurogén gyulladast eredményez, amelynek f6
mediatorai a SP és a CGRP. A CGRP eros értagito, az arteriolak
simaizom-sejteinek  felszinén  lévé  CGRP-1  és/vagy  CGRP-2
receptorokon keresztill az intracellularis cAMP-szint megemelésével a

vaszkularis simaizomzat relaxaciojat eredményezi, mig a SP els6sorban

plazma extravazaciot hoz létre a venulak endothelsejtjein levo

tachykinin NK-receptorok aktivalasat koveto érfali

permeabilitasfokozodassal (Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996).
A primer afferensek vizsgalatat nagyban neheziti az a tény, hogy
kevés olyan anyagot ismeriink, amely szelektiven hat az érzérostokra.

Ezek kozlil mindmaig a legfontosabb a paprika csipés anyaga, a

kapszaicin. A kapszaicin felfedezésének és alkalmazasanak részletes

attekintésétol eltekintek, mivel annak szamos aspektusa mar a

munkacsoport tébb tagjanak (Pethé Gabor, Pintér Erika) PhD-

értekezésében részletesen szerepel. efoglalva megallapithato, hogy a
kapszaicin primer afferens neuronokra kifejtett hatasaban négy fazist

lehet elktloniteni (Szolcsanyi, 1993; Szallasi és Blumberg, 1999). Az

els6 szakasz az izgalmi fazis. melvnek lénvege. hogy kapszaicin hatasara

a szenzoros neuron kulonhozo részein (periférias és centralis végzodés,



sejttest) a plazmamembran depolarizacioja jon letre, ami akcios
potencialokat general. Ezzel parhuzamosan az idegvégzodésekbol ill. a
hatasok csak magasabb kapszaicin dozisok ill. hosszabb expozicios idé

esetén manifesztalodnak., A masodik szakasz a $zenzoros ncuron

blokkolas fazisa, ami alatt az értend6, hogy szenzoros neuron és
receptora egy vagy tobb nociceptiv ingerrel (hé, mechanikai, kémiai)
szemben érzéketlenné valik mind az afferens (akcios potencial
képzédés), mind az efferens funkciot (neuropeptid felszabadulas)
illetéen. Az érzoducok "kis sotét B-tipusu" sejtjeiben ultrastrukturalis
valtozasok kimutathatoak, de még nincs degeneracio ill. neuropeptid

deplécio. A harmadik szakaszban, ami lényegét tekintve egy szelektiv

neurotoxikus hatas, teljesen megsztnik ezen neuronok excitabilitasa,

gatlodik az  axond transzport, sjtek neuropeptid  tartalma

depletalodik. A periférias és a centralis végzodés degeneralodhat, de a
sejttest taléli a behatast. A masodik és/vagy harmadik fazis allhat a
kapszaicin-deszenzibilizacionak nevezett allapot (Jancso és mtsai, 1967)
hatterében. Ennek lényege, hogy kelloen magas kapszaicindozis ill.
expozicios ido alkalmazasa esetén a kapszaicin-érzékeny
érzoidegvégzodések nemcsak kapszaicinnel, hanem minden olyan
ingerrel (h6, mechanikai ill. kémiai) szemben refrakterré valnak,
amelyek ezen receptorokat a szer adasa elott aktivalni tudtak. Ennek
megfeleléen a kapszaicin-deszenzibilizacio rendkiviil fontos modszer
annak vizsgalataban, hogy egy adott jelenség kozvetitésében szcrepet
jatszanak-e a kapszaicin-érzékeny peptiderg rostok. A negyedik fazist

Ujszilott patkanyok szisztémas elokezelése utan figyelték meg. llyen

elokezelés az érzoducsejtek "B tipusanak” nekrotikus degeneraciojat
eredményezi (Jancso-Gabor ¢s mtsai, 1977}, mely az utébbi évek
eredményei alapjan a karosodott idegvégzodések idegnovekedési faktort
(NGF) felvevo képességének a hianyaval, és nem direkt citotoxikus
hatassal magyarazhato (Szoke és mtsai, 1998). Ha intravénasan vagy
intraarterialisan adott kapszaicinnel akarunk szisztémas

deszenzibilizacior kivaltani, akkor a szer erotelies pulmonalis J-



receptor-izgaté hatasa miatt kivaltodik a pulmonalis kemoreflex
(bradycardia, hipotenzio, apnoe), ami megakadalyozza, hogy egyszerre
akkora kapszaicinddzist adiunk  ami elegendo  a  deszenzibilizacio
kivaltasahoz. Emiatt a kapszaicint naponta szubkutan kell adni

emelkedo dozisokban.

A kapszaicinen kivil ujabban cgy masik vanilloid struktardja
ingeranyag hasznalatara is sor kerllt. Szallasi ¢és  Blumberg
munkacsoportja kimutatta, hogy egy marokkoi kaktusz (Euphorbia
resinifera) tartalmaz egy resiniferatoxinnak (RTX) nevezett anyagot, ami
nemcsak szerkezetében, de hatasaiban is nagyon hasonlit a
kapszaicinhez, de annal lényegesen potensebb (Bevan és Szolcsanyi,
1990; Szallasi és Blumberg, 1999). A RTX képes a szenzoros
neuronokon mindazokat az izgatdo és deszenzibilizalo hatasokat
kivaltani, amit a kapszaicin, de lényegesen kisebb doézisokban. Egy
fontos eltérés a kapszaicinhez képest, hogy a pulmonalis J-receptorokat
minimalis izgalmi fazis utan mar deszenzibilizalja - azaz a pulmonalis
kemoreflexet lényegében nem valtja ki -, ami lehetoséget ad arra, hogy
olyan dozist adjunk akutan, ami elegend6 a szisztémas deszenzibilizacio
kivaltasahoz. Ez azzal az elonnyel jar, hogy a kapszaicin-érzékeny
rostoknak a kilonféle szoveti valaszokban betdltott  szerepét

»onkontrollos” kisérletekben vizsgalhatjuk (Szolcsanyi és mtsai, 1990).

A kapszaicinnel, mint szenzoros izgato-blokkolo tesztanyaggal

szerk

-hatas vizsgalatokat eloszor Szolcsanyi és  Jancso-Gabor
végzett még a 70-es évek kozepén (Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975,

1976). Ezen vizsgalatok eredményei felvetették egy specifikus,

kapszaicinnel  aktivalhato rmakologiai  receptor létezésének a

lehetéséget, melyek  direkt  bizonyitasara  csak 1997-ben, a

kapszaicinreceptor klonozasaval (Caterina és mtsai, 1997} keriilt sor. A

cinnel ill. RTX-

kapszaicin VR1-nek nevezett receptor nemcsak kapsz:
szel (két vanilloid strukturajo  agonistaval), hanem fajdalmas
héingerekkel és alacsony pH-val is aktivalhato, igy egyfajta molekularis
integratorként  kazvetiti a  fajdalmas  fizikai és  kémiai ingereket

(Tominaga és mtsai, 1998). A VRI1-receptor kimutathato kapszaicin-



érzékeny szenzoros neuronban (sejttest, axon, periférias es centralis
végzodés) és  kisebb  mértékben néhany agyi  strukturaban
{hypothalamus. kisagv.  cortex.  striatum.  kozepagy. bulbus

olphactorius, hid, hippocampus, thalamus) valamint nem idegi

Acs €s misai 1990; Sasainura €s il 1998;

szovetben (pl. hizosejt;
Biro ¢s mtsai, 1998).

Az ¢rtekezés elso fejezete a trigeminalis tertlet vaszkularis
hatasainak szabalyozasaban szerepet jatszo primer afferensekkel
foglalkozik. Ennek fontossagat az adja, hogy az utobbi idében a migrén
patomechanizmusaban a meningealis terlleten kialakulé neurogén
gyulladasnak tulajdonitanak jelentos szerepet, és a triptanok terapias
hatasaban lényeges lehet ennek farmakologiai gatlasa (Moskowitz,
1984, 1992). Az értekezés masodik fejezete a nitrogén monoxidnak (NO)
a meningealis vazodilatacioban ill. plazma-extravazacioban betoltott
szerepét targyalja, mivel szamos experimentalis és klinikai adat utal
arra, hogy a NO-nak szerepe lehet a migrén patomechanizmusaban.
Végiil a harmadik fejezetben a VR1-receptor agonistaknak a nociceptiv
hokuszobre kifejtett hossza tava hatasat vizsgaltuk egy uj modszer, az
emelkedé homérsékletu forrolap segitségével.

Végezetlil szeretném megjegyezni, hogy bar szamos mas
kisérletsorozatban is aktiv résztvevo voltam, értekezésembe csak azokat

a munkakat vettem be, amelyeket 6nalloan végeztem.



Célok

vazodilatdcié és plazma ext. icié farmakoldgiai hatterének

1./1. Olyan uj modszer kidolgozasat és bevezeteset tuztem ki célomul,
mely alkalmas @  trigeminus-dic  (ganglion  Gasseri) elektromos
ingerlésével  kivaltott  keringésfokozodas — valos-ideju  (real-time)
vizsgalatara egymassal parhuzamosan az intrakranialis (dura mater) és

extrakranialis (nazalis nyalkahartya) trigeminalis ellatasi terleteken.

Ezaltal olyan uj modszer kerilt a keziinkbe, mely lehetové teszi a dura
mater mikrocirkulaciojara hato anyag(ok) (pl. vinpocetin) farmakologiai

vizsgalatat

1./2. Az igy beallitott modszer segitségével megvizsgaltam, hogy az
interoceptiv és exteroceptiv innervacios teriiletet ellato trigeminalis
primer afferensek altal kivaltott vazodilatacio és plazma extravazacio

miként valtozik szisztémas kapszaicin elo és és RTX adasa utan.

1./3. Megvizsgaltam a Gasser-duc elektromos ingerlésével kivalthato
szoveti mikrocirkulacioban és plazma extravazacioban bekovetkezo
valtozasok mediator hatterét mind az intrakranialis (dura mater), mind

az extrakranialis (nazalis nyalkahartya/felso szemhéj) esetében.

1./4. Specifikus enzimgatlok segitségével tanulmanyoztam a nitrogén
monoxid (NO) szerepét és eredetét a Gasser-duc elektromos ingerlésével

kivaltott artéria meningea média értagulatban.



I.__VRI istak _termalis

. s T

antinociceptiv isanak _vizsqd

emelkedd-hos

Skletil forrélap

1./1. Egy 0j metodika, az emelkedG homeérséklett forro lap modszer
segitségével vizsgallam a szszlémasan adoti RTX € kapsaicii
nociceptiv. hokiszobre kifejtett  deszenzibilizalo  hatasat, kilonds
tekintettel annak dozisfaggesére és kinetikajara.



Az egyes kisérletsorozatok részletes ismertetése

altal

LA kaps i primer affe

létrehozott _meningedlis _vazodilaticio (1., 6., 10., 11., 12. és 13

kozlemeny)

Altalanos megfontolasok
Az élete soran az emberek tobb, mint 95%-a legalabb egy

fejfajasos epizodon, mig mintegy 16%-a legalabb egy migrénes rohamon

atesik. 1988-ban a Nemzetkozi Fejfajas Tarsasag (International

Headache Society, IHS) a kulénbozé tipusu fejfajasokat felosztotta
elsodleges s masodlagos csoporlia. Az ulobbiba tartoznak azok «
tipusok, melyck valamilyen meglévo betegség tiineteként jelentkeznek
Ezzel szemben az clsodleges fejfajasoknak kimutathatéo oka nincs, e
csoporton beliili tovabbi felosztas a fejfajas tiineteinek jellemzéi alapjan

torténik. A migrén ezen elsodleges fejfajasok csoportjaba tartozik. A

férfiak mintegy 8%-a, mig a nok kortlbelil 25%-a érintett. A migrén a
ferfiaknal fiatalabb életkorban kezdodik, s az auraval jaro forma is
korabban kezdodik, mint a aura nélkali. Gyakoribb a magas
inteligenciaju egyénekben, valamint a jo szocialis kérilmények kozott
élokben. A migrénben szenvedéknél szamos, a kozponti idegrendszert
érint6 betegség gvakrabban fordul el6, mint az egézséges populacioban.
igy gyakoribb a stroke, az epilepszia, valamint szamos major affektiv
betegség, mint példaul a depresszio vagy a panikbetegség. Genetikai
hattér mellett sz0l a korai kezdet és a megfigyelheto csaladi halmozodas.

A migrénes fejfajas létrejottének pontos pathomechanizmusa
mindezideig nem ismert. Kimutattak migrénben szenvedoknél, hogy az

agyi  magnézium-szint  alacsonyabb, ami az NMDA-receptorok

il az idegsejtek

érzékenységenek fokozodasan kere:

szenzibilizalodasahoz vezet, melyek az addig artalmatlan stimulusokra,

(. Usvancsak az

“mint
mint Ugyancsak az

idegsej



iilvevo szenzoros idegvégzodésekbol felszabadulo neuropeptidek altal

K
Kkivaltott neurogén gyulladas (Moskowitz 1984, 1992).
A dura matert (kemeénv agvhartva) az afferens idegrostok gazdag

halozata latja el. Ezen idegrostok tobbsége az azonos oldali trigeminus-

ducbol credo 1.) szenzoros rost €s az
superiorbol eredo  2.) szimpatikus idegrost. Mindezek  mellett
szorvanyos, a sphenopalatin és carotid interna duchol eredo 3.)
parszimpatikus ~ beidegzés  is  megligyelheto. Az elvégzett
immuncitokémiai vizsgalatokbol azt is tudjuk, hogy a dura mater erei
koril szamos neuropeptid tartalma idegrost talalhaté. Irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy a CGRP, SP és NKA immunpozitiv sejtek a
szenzoros (Keller és Marfurt, 1991; Messlinger és mtsai, 1993), a NPY a
szimpatikus, mig a VIP immunpozitiv rostok a paraszimpatikus

rendszerhez tartoznak. Eddigi ismereteink szerint a migrénes és egyéb

éreredett fejfajas kialakulasaban a dura mater -trigeminus-dicbol
eredd szenzoros rostok altal kozvetitett- neurogén gyulladasa (értagulat,
szoveti  plazmaextravazacio, endothélsejt és  hizosejt —aktivacio,
vérlemezke aggregacio) kulcsfontossagu jelentéséggel bir (Goadsby és
Edvinsson, 1993). Bizonyitékok vannak arra vonatkozoan is, hogy ezen

primer afferensekbol felszabadulo CGRP, SP és NKA eroteljes értagito

U az emberi artéria meningea meédian in vitro (Jansen és mtsai,

1992), valamint a pialis (lagy agyhartya) artériakon in situ (Jansen és
mtsai, 1991; McCulloch és mtsai 1986). Az is tisztazott mar, hogy ezen
trigeminalis afferensek elektromos és/vagy kémiai ingerlése megemeli
az intrakranialis vénas elfolyo vérbol mérheté CGRP és SP
plazmaszintjét (Goadsby és mtsai, 1988). Ezzel parhuzamosan az agyi, a

meningealis (Goadsby, 1993; Kurosawa és mtsai, 1995) és a trigeminus

altal ellatott extrakranialis (Lundblad és mtsai, 1083a; St]

ne és mtsai,

1991) tertleteken a véraramlas fokozodasa kovetkezik be. A dura mater

¢s az cxtrakranialis trigeminalis  innervacios teriiletek  szoveteibe
iranyulo plazma fehérje kiaramlas szintén megfigyelhetoé (Markowitz és
mtsai, 1988; Jancso és mtsai, 1967 Jancso-Gabor és Szolcsanvi,

1972). Az agyvi es meningealis veraramlas lokozodas tokent a CGRF



értagito hatasa (Goadsby, 1993; Kurosawa és mtsai, 1995] miatt

t a neurokininek

kovetkezik  be, mig a plazma extravaza
felszabadulasa es az ezzel egviittiaro NK: receptor aktivacio hozza letre
(Shepheard és mtsai, 1993).

Az elmult cvek soran a migren, ilictve a vaszku

is credetd
fejfajasok  terén végzett klinikai és  experimentalis  kutatasok
eredményeképpen az is nyilvanvalova valt, hogy migrén kialakulasaban
pontosan még nem meghatarozott modon a nitrogén monoxid (NO) is
részt vesz. A NO-rol részletesen azonban itt most nem esik szo, mivel azt

dolgozat kbvetkezo része részletesen targyalja

A n. trigeminus szerepe a fajdalom kialakuldsdban

A Gasser-dic  elektromos ingerlésének hatasara tehat a

trigeminalis primer afferensek idegvégzodésébél neuropeptidek (CGRP,
SP, NKA) szabadulnak fel, melyek az értagulattal, szoveti plazma
extravazacioval, hizosejt és endothélsejt aktivacioval, valamint
vérlemezke aggregacioval jellemezheté neurogén gyulladast valtjak ki a
nervus trigeminus mind az intrakranialis (pl. dura mater), mind pedig
az extrakranialis (pl. orr nyalkahartya, felsé szemhéj) ellatasi teriiletén.
A kovetkezményes lokalis acidozis és homérséklet-emelkedés pedig a
nociceptorok tulzott érzékennyé valasahoz vezet, igy azok olyan

ingerckre is reagalnak, ami egézséges emberben nem valt ki

valaszreakciot (pl. erek pulzacioja).

A dura mater neurogén gyulladasa koévetkeztében érzékenyedett
nociceptorok altal kozvetitett fajdalom a szupratentorialis teriletrol a
Gasser-ducban  talalhaté neuronok axonjai, mig az infratentorialis
régiobol a felso nyaki gerincvelo hatso szarvaban (C1-C2) lévo idegsejtek
axonjai altal jut a kézponti idegrendszerbe, ahol atkapcsolodnak a

masodik idegsejtre. Az agytorzs

azon része, mely a cerebrovaszkularis
fajdalomeért felelos c¢-Fos és c-Jun immunhisztokémia segitségével

Alhato. Bz a két gén azokat a neuronokat jelzi. melvek aktivitasa

megemelkedett. igv példaul a szaggitalis sinusz ingerlését kovetoen

10



emelkedett szintjei figyelhetéek meg a nucleus caudalis nervi

trigeminiben valamint a C1-C2 szintjében a gerincvel6i hatsé szarvban.

A eredménvt kapnnk  ha a seitmetabolizmust  vizsgaliuk

deoxyglitkoz alkalmazasaval. Ezen eredmények pedig alatamasztjak azt

a felvetést, hogy a hagyomanyos ¢riclemben vett nucieus caudalis nervi
trigemini leterjed egészen az els6 két nyaki szegmentumig. A sejtcsoport

ezen részét nucleus cervicalis nervi trigemininek, mig a nucleus

caudalist is magaba foglalo teljes sejthalmazt trigeminocervi
komplexnek nevezzilkk. A masodik neuronok axonjai az atkapcsolodas

szintjében keresztezodnek, majd a thalamus ventrobazalis és medialis

magjaiban kapcsolodnak at a harmadik idegsejtre, melyek aztan a
cortex eddig kozelebbrol még nem meghatarozott teriileteire vetillnek.

A fajdalom fcldolgozasanak spinalis ¢s thalamikus folyamatat
monoaminerg palyak szabalyozzak. Az egyik ilven a noradrenerg palya,
mely a locus coeruleusbol indul, s nyultveloi illetve gerincveléi szinten
"kapuzza" az érkezo idegi impulzusokat a hatsoszarvban a gatlo a.A/D-
receptoraltipusokon keresztiil. A masik a dorsalis raphe magbol eredé
szerotoninerg rendszer, mely a gerincveli hatso szarvban és thalamikus
szinten lat el hasonlo feladatot. A koézponti noradrenerg beidegzés
esszencialis a véragy-gat integritasanak fenntartasahoz is. Kimutattak,
hogy a locus coeruleus elektromos ingerlésével befolyasolhato,
csokkentheté az agyi vérataramlas, illetve fokozhato a véragy-gat
permeabilitasa is. Ez utobbit tamasztja ala az a klinikai megfigyelés is,

hogy a zolmitriptan és az eletriptan, melyek az 5-HTiuin receptor

agonistai, elonyésen alkalmazhatoak a migrénes fejfajas csokkentésé
A két kozponti idegrendszeri aminerg mag kozott azonban van egy

lényeges kilonbség. A dorzalis raphe magban, szemben a locus

coeruleuss mutathaté ki, ami pedig a

zal NADPIH-diaphorase aktivi
nitrogén monoxid szintaz (NOS) aktivitasara, s igy a nitrogén monoxid

(NOJ jelenlétere és szerepére utal.



Anyagok és médszerek
Kisérleteinket thiobutobarbitallal (Trapanal®, 100 mg/kg, i.p.)

tatt 250-400 grammos. him Wistar patkanvokon végeztitk A iobh

oldali artéria és véna femoralisba kantiloket vezettiink a vérnyomas

mérése illelve az anyagbeadas celjabol. Bumeilett sziikséges tracliea

kanil behcelyezése ¢s az allatok mesterséges I¢legeztetése is, mivel a

kisérlet soran az allatok izomzatat paralizilni (Arduan® 0.3 mg/kg i.v.,

és tovabbi fenntarto dozis ha sziikséges) kell az elektromos ingerlés

kovetkeztében fellépo izomrangasok kivédése céljabol. A kisérletek soran

az allatok testhomérsékletét infravoros lampa  (Experimetria Ltd.)

segitségével allando szinten (37+0.5 °C) tartottuk. Minden esetben a
méréseket az élettani paraméterek beallasa utan kezdtik, és egy-egy
nal. A ki

kisérlet nem tartolt tovabb 4 or: tgén az allatokal

thiobutobarbitallal talaltattuk (100 mg/kg i.v.).

A dura mater elektromos ingerlése és a meningealis véraramlas valtozas
meéré

e

Ezen esetben Kurosawa és munkatarsai (1995) altal bevezetett
modellt hasznaltuk. Az allatok fejét sztereotaxias késziilékbe
rogzitettik, s a koponyacsontok feltarasa utan 1-1 furatlyukat
készitettiink az ingerlo elektroda valamint a laser-Doppler (LD) méréfej
szamara. A dura felszinét elektromosan ingereltiik (15V, 5 Hz, 20 s, 0.5
ms) és a létrejévo durai mikrocirkulacio valtozast a LD-el monitoroztuk,
s a kapott értékeket poligrafon (Beckman) valamint szamitogépen
(Haemosys) regisztraltuk. Ezen modszer hatranya, hogy a dura

felszinének ingerlése soran minden perivaszkularis ideget stimulalunk,

nemcsak a trigeminalis primer afferenseket.

a dura mater ereit beidegzo  trigeminalis primer afferens




rostokat stimulalja. Ezt a trigeminus ganglion elektromos ingeriésével
sikeriilt elérniink. Hasonloan az elozéekhez, itt is két furatlyukat
készitettiink. egvet a bipolaris tuelektrod szamara. a masikat pedig a

LD-mérofejnek. Ezzel parhuzamosan az ingerlés oldali orr nyalkahartya

mikrocirkulacios valtozasait is nyomon

szeptumra helyezett LD-mérofej segitségével. Az ingerlo elektrodat

sztereotaxias vezetés mellett, a durat atszakitva, az agyallomanyon
keresztiil egészen a csontos koponyaalapig vezettiink le (3.2 mm-re
oldalra a sinus sagittalis superior-tol és a bregmatol hatrafelé 3.7 mm-
re, a dura felszine alatt 9.5 mm mélyre), s az itt talalhato Gasser-ducot
elektromosan ingereltiik (15 V, 0.5-10 Hz, 100 impulzus, 0.5 ms}. Az
ingerlés soran felléepo szimpatikus presszor valasz kikiiszobolésére az
allatainkat minden esethben adrenerg neuron blokkolé anyaggal,

guanethidinnel elokezeltiik (8 mg/kg i.v.). A mikrocirkulacio valtozasait

ez esetben is LD szoveti aramlasmérével monitoroztuk és poligrafon

(Beckman), valamint szamitégépen (Haemosys) regisztraltuk.

eratoxin (RTX) elokezelés

Kapszaicin/resi

Kapszaicin/RTX el6kezelés célja a kapszaicin érz¢keny primer
afferensek funkciojanak felfiggesztése (Szolcsanyi, 1993), s az ily
modon kiesett funkciok alapjan tudunk kévetkeztetéseket levonni ezen
idegrostok neurogén gyulladasban betoltott szerepére. Ezen kisérletek
soran 3 allat csoportot alakitottunk ki.

sztémas kapszaicin ¢lo ésben

A patkanyok clso csoportjat sz

részesitettiik, oly modon, hogy 4 egymast kdveté napon a nyak bére ala
szubkutan injekcioban, pentobarbitallal (Nembutal® 40 mg/kg i.p.)

veégzett altatas mellett emelked6 doézisban 30, 50, 100 és 120 mg/kg

kapszaicint fecskendeztiink (X 300 mg/kg Az utolso clokezelést 3

nappal a kisérlet elott végeztiik el. Azért, hogy a kapszaicin-érzékeny

primer afferensek még teljesehb gatlasat érjink el, a kisérlet alatt

emelked6 dozisokban (S5, 10, 20, 50, 3x100, 3x200 pg/kg i.v.) 6sszesen

!

11 me/ ke
11 mg/k




A masodik csoporthan  1%-os kapszaicin oldattal torténo
elékezelést hasznaltunk, lokalisan a kemény agyhartya felszinére, illetve
a nazalis mukozara cseppentve. Ezaltal azonnali deszenzibilizaciot
lehetett elérni a 30 perces kontaktus id6 letelte utan.

A harmadik csoportban a kapszaiciin uitrapoteins analogjat, az

RTX-ct hasznaltuk azonnali deszenzibilizacio clérése céliabol. 1-3 pg/kg

RTX intravénasan beadva a kapszaicin-érzékeny primer afferensck

vaszkularis hatasait azonnal felfliggeszti (Porszasz és Szolcsanyi, 1994).

A trigeminus-dic elektromos ingerlésével kivaltott szoveti plazma

Ebben az elrendezésben azt vizsgaltuk, hogy a Gasser-diuc

clektromos ingerlésével a dura mater, illctve -a trigeminus  ideg

ophthalmicus aga altal ellatott- a felsé szemhéj teriiletén kivaltott

plazma extravataciot kapszaicin eny primer afferensek kozvetitik-
e, vagy hasonléan az értagulathoz fennall hasonlo kilénbség a két

innervacios terlilet kozott. !'25[-vel jelzett bovine szérum albumin

beadasat RTX (3 ng/kg i.v.) vagy a kontroll csoport esetében oldoszer (1
ml 0.9% fiziologias sooldat) intravénas infuzioja kovette, majd a
trigeminus-dticot elektromosan ingereltiik (25 V, 5 Hz, 0.5 ms, 5 perc).
Az ingerlés befejezését kovetéen 10 perccel az allatot kivéreztettik, s a
vett  szovetmintak szaraz sulyra  viszonyitott  radioaktivitasat
meghataroztuk. Az ingerelt oldal aktivitasat dsszehasonlitottuk a nem

ingeret oldal aktivitasaval. Az igy kapott aranyszamot (ER) hasznatuk az

eredmeények kiértékel

Eredmények és kbvetheztetések

A dura mater feis

inének elektromos ingeriése (15 V, 5 Hz, 20 s,

0.5 ms) a vérnyomas emelkedése nélkiil az ingerelt oldali artéria

mely a szenzoros neuronokat akutan blokkolni képes, a



Kkivaltott valaszt nem  befolyasolta. Mindazonaltal a modszerink
alkalmas a farmakon okozta aramlas-fokozodas mérésére, hiszen a

cotin (Cavinton®) -melvnek agvi keringésfokazo hatasa iol ismert

(Imamoto és mtsai, 1984; Kiss és Karpati, 1996)- a meningealis

mikrocirkulaciot fokozia (Melléklet 2. abraj.

ckeny

A__trigeminus-dic _ingerlé: icinre  valo ¢

vizsgalata
A Gasser-duc elektromos ingerlésével (15 V, 5 Hz, 20 s, 0.5 ms) az

ingerlés oldalan mind a meningealis, mind a nazalis mikrocirkulacié

fokozodasat ki lehet valtani (Melléklet 1/B. és 1/C. abra). Az ingerlés
okozta atmeneti vérnyomas emelkedés guanethidin (8 mg/kg iv.)
clokezeléssel kivedheté (Mcelléklet 4. abraj. A 0.5 és 1 Hz-cl torténd

ara csak az orr nyalkahartva tertiletén alakult ki

ingerlés hata
véraramlas fokozodas, a meningealis mikrocirkulacio ilyen ingerlési
paraméterek mellett még nem fokozodott. A frekvencia optimum a

nazalis innervacios tertleten 2 Hz-nek, mig a duran 5-10Hz-nek

adodott (Melléklet 3. abra). Emellett kiilonbség van a valaszok
kinetikajaban is. A meningealis véraramlas fokozodas rovidebb

latenciaidével indult és rovidebb ideig tartott 6sszehasonlitva a nazalis

vaszkularis valasszal (1. tablazat).

Latencia ido Avalasz 3 pg/kg RTX | Kapszaicin 50 pg/kg
(s) atérésének | gatlo hatasa | elokezelés | CGRPx.7 gatlo
Ty ideje (s) gatlo hatasa hatasa
Dura mater 2.1:0.06 40.2:1.86 Nincs Nines Nines
]
Orr
nyalkahartya *47.240.30 *73.8+7.20 Igen Igen Igen
1 1

1
* p<0,05; **p<0,01

¢vel kivaltott durai és

1. tablazat. A Gasser-duc elektromos ingerlé

nazalis véraramias-fokozodas jellemzoinek osszehasonlitasa.



mean + sem

mmHg 150 n=3
100 j .
meanBP 50

AU 400 3 /‘\\‘
1001 ——

03
duraBF 3%
AU 600
nasal BF 400 AT
200 -

bpm 60g
HR 400 }‘— S
200
200
T
100 200 300 400

ES (15V, 0.5ms, 5Hz, 20s)  time [s]
1. abra. A ganglion Gasseri elektromos ingerlésének (15 V, 5 Hz, 20 s,
0.5 ms) hatasa a vérnyomasra, szivifrekvenciara a durai és nazalis

mikrocirkulaciora guanethidin elokezelést (8 mg/kg i.v.) kovetéen.

A haromféle szenzoros neuronblokkolo elokezelés segitségével
megvizsgaluk a kapszaicin-érzékeny primer afferensek szerepét a

Gasser-duc elektromos ingerlésével kivaltott meningealis és nazalis

vazodilatacioban. Szisztémas kapszaicin elokezelés utan a nazalis valasz
jelentosen csokkent, majd tovabbi, immaron i.v. kapszaicin (¥ 1 mg/kg
osszdozis) adasat kovetoen teljesen megszant (Melléklet 4. és 5. abra).
Az allatok masodik csoportja 1%-o0s lokalis kapszaicin oldattal torténé

elokezelésben r stlt. Az orr nyalkahartyara cseppentve a kapszaicin

oldatot (30 percig), a trigeminus-duc elektromos ingerlésével kivaltott
valasz nagyfok csdkkenése kovetkezett be. Ugyvanakkor egyik fajta
kapszaicin elokezelés sem befolyasolta a trigeminus-dic elektromos
ingerlésével kivaltott meningealis véraramlas fokozodast (Melléklet S.

abra.



RTX (1-3 ung/kg iv,) adasa a nazalis vazodilataciot teljesen
megszintette, s a hatas hosszan tartonak bizonyult, 60-90 perc eltelte
ntan sem volt semmilven iele az érvalasz visszatérésének. Ezzel
szemben az RTX ezen dozisai, s6t még a csak néhany alkalommal
alkalmazotl nagyobb dozisai {10 és 100 ug/kg i.v.] sci voitak képesek a
meningealis valasz csékkentésére(Melleklet 1. és 5. abra).

Ezen altalunk bevezetett moszernck az adja a jelentoségét, hogy

egyrészt szelektiven a trigeminalis primer afferenseket tudjuk ingerelni,

masrészt egyidoben tudjuk monitorozni a nervus trigeminus aital

(dura mater) és extrakranialis (nazalis
iot. Tovabba, dolgozatunk az elsé, mely
bizonyitékot _szolgal arra vonatkozoan, hogy egy szenzoros-efferens

ellatott  intrakrani;

nyalkahartya) mikrocirkula

valaszt kapszaicinre-érzéketlen  afferens  rostok medialnak. Ezt

alatamasztjak a haromféle kapszaicin/RTX elokezeléssel, valamint a
kétféle ideg ingerléssel kapott eredményeink.

A meningealis vazodilatacio, akar a perivaszkularis idegek, akar a
trigeminus-duc ingerlésével valtjuk ki, nagyon hasonlo a kinetikajat és
a kapszaicin-érzéketlenségét tekintve. Ez azt jelzi, hogy a kétféle
ingerlési  technika @ meningealis trigeminalis afferensek  azonos
populaciojat stimulalja. Ugyanakkor 6sszchasonlitva a nazalis valasszal
lényeges kilonbségek vannak a frequencia optimumot, a valasz
latenciaidejét és idotartamat, valamint a kapszaicin illetve a CGRPs.s7
iranti érzékenységet tekintve.

Az RTX a kapszaicin-érzékeny primer afferens neuronok akut és

szelektiv funkcionalis blokadjat képes kivaltani (Szolcsanyi és mtsai,

1990). Az altalunk is alkalmazott RTX dozis az antidromos

vazodilataciot képes megszintetni, vagy nagymértékben gatolni a

kulonbozo szovetekben, mint példaul a borben vagy a vazizomzatban

Porszasz és Szolcsanyi, 1994; Pintér és mtsai, 1997). Az, ho; a
&Y

icin

alkalmazott  kap RTX, illetve a lokalisan

és
alkalmazott kapszaicin oldat csak a nazalis valaszreakciot gatolta, a
meningealist nem. egy meglepd  és i eredmény valt  Hiszen a

mindezideig vizsgalt szenzoros-efferens valaszokat kapszaicin-érzékeny



afferensek kozvetitettek (Holzer, 1988; Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996).
Kilondsen érdekes ezen eredmény annak a fényében, hogy a trigeminus
ingerléssel kivaltott plazma extravazacio az eddigi irodalmi adatokkal
osszhangban (Markowitz és mtsai, 1988) mind a duran, mind a felso
szemhéjon kapszaicin-érzékenynek bizonyuit.

az atropin és a hexamethonium szerepe

A_neuropeptid_antagonistak,

trigeminus-duc ingerlésével kivaltott neurogén gyulladasban
CGRP  antagonista hCGRPs.a7  kiilonbozo  hatasossaga a

meningealis és nazalis vazodilatacioban tovabbi kilonbségeket jelez. A
nazalis mukoza hiperémiaja nagymeértékben gatolhato a hCGRPx.s7-€l,
ami azt bizonyitja, hogy a valaszreakcio legalabb részben a CGRP-1
receptoron haté CGRP altal medialt, mig a CGRP 2 receptor -mely nem
érzékeny a hCGRPs s7-re (Xu és Wiesenfeld-Hallin, 1996)- illetve egyéb
mediatorok szerepét ugyancsak nem lehet kizarni. Azt mar korabban

kimutattak, hogy a hCGRPsx.; nagy do 1, lokalisan alkalmazva

képes a perivaszkularis trigeminalis idegek ingerlése révén kivaltott
meningealis értagulat gatlasara (Kurosawa és mtsai, 1995). A jelen
dolgozatunk viszont abban mutat Gjdonsagot, hogy az olyan dozist (50
ng/kg iv.) hCGRPs47, mely képes a nazalis vazodilatacio gatlasara,
ineffektiv a meningealis értagulat befolyasolasara (Melléklet 6. és 7.
abra).

A korabbi credménycknek megfeleloen (Shepheard és mitsai,
1993; Carmody és mtsai, 1996) az NK, receptor aktivacioja nem jatszik
szerepet a meningealis vazodilatacioban, hiszen a szelektiv NK, receptor

antagonista RP67580 nem gatolta a valaszt. Ugyanakkor szerepe lehet a

valaszreakcio kezdeti fazisaban, hiszen azon esetekben, mikor

na

az alap vérataramlas magas volt, a valasz kezdetén rovid gatlast sikertlt

kimutatni. A CGRP és az SP legvaloszintibb szarmazasi helye a patkany
nazalis nyalkahartya esetében a kapszaicin-érzékeny primer afferens
rostok, melyekrol kimutattak, hogy mind CGRP-t, mind SP-t
raktaroznak (Lundhlad és mtsai, 1083h; Fusco és mtsai, 1004) Az

eredményeink alatamasztjak ezeket a megallapitasokat



Az autonom idegrendszer részvételét a kivaltott valaszreakciokban
szintén ki lehet zarni. Megvizsgalva mas szoba joheté mediator szerepét
_a muszkarin tipusu acetilkolin receptorok szerepét atropinnal. az
adrenerg receptorok szerepét guanethidin elékezeléssel, mig a VIP-

receptor szerepét (p-chloro-D-Phe -Leut/)-Vip

-ci- mind a meningealis,
mind a nazalis vazodilatacioban cgyértelmuen ki tudtuk zarni, hiszen
egyik antagonistaval sem  sikerdlt gatlast elérni a trigeminus-dac
elektromos ingerlésével Kivaltott valaszokban. Tovabba, azt, hogy az
autonom idegrendszer nem jatszik szerepet alatamaszija az is, hogy a
ganglion blokkolo hexamethonium nem képes gatolni a trigeminus
ganglion elektromos ingerlése altal kivaltott meningealis vazodilataciot

(Melléklet 6. és 7. abra).

Az RTX hata a_trigeminus-duc_ingerlésével kivaltott szoveti plazma

extravaza
A Ga:

az ingerlés oldalan széveti plazma extravazacio valthato ki, mind az

duc elektromos ingerlésével (25 V, 5 Hz, 0.5 ms, 5 perc)

interoceptiv.  (dura mater), mind az exteroceptiv (fels6 szemhéj)

trigeminalis innervacios terilletén, mely RTX adasal (1-3 pg/kg iv.)
kovetoen gyakorlatilag megsziinik (Melléklet 8. abra). Vagyis a kivaltott
plazma extravazacio kapszaicin/RTX érzékeny primer afferensek
kozvetitése utjan alakul ki. Ez viszont tovabbi érdekességet ad azon

felismeréstinknek, hogy ugyanezen ideg ingerlésével  kivaltott

meningedlis vazodilatacio RTX-el nem befolyasolhato.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Kurosawa és mtsai (1995) és
az  altalunk  bevezetett — modszer  alkalmas meningealis
mikrocirkulaciora  haté  farmakonok vizsgalatara. A dolgozatban
bemutattuk, hogy a Gasser-dic elektromos ingerlésével kivaltott
vazodilatacio  lényeges  jellemzoiben  nagyfoka  eltérést  mutat.

Eredmeényeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a nazalis mikrocirkulacio

valtnzasokhal nem  szabad wna kivetk fselet levonni az

artéria meningea média ellatasi teriiletén kialakulo széveti perfuzio




en, mind a valaszok kinetikajat (latencia ido ¢és a
valasz idotartama is rovidebb az artéria meningea meédia esetében),
mind a valasz kozvetiteseben szerepet jatszo trigeminalis primer

afferens rostok kapszaicin/RTX érzékenységét tekintve lényeges

kulénbscgek adédnak. Dolgozatunk az elss, mel

arra vonatkozoan, hogy egy szenzoros-efferens valaszt kapszaicinre-
érzéketlen afferens rostok is medialhatnak. Az érrendszer egveb
tertiletein, a szivben, a légutakban, a gasztrointesztinalis és urogenitalis
traktusban, izomban és iriszben tobb szaz irodalmi adat egybchangzo

eredménye alapjan a szenzoros rostok altal kivaltott vazodilataciot,

simaizom  tonusvaltozasokat — kizarolag

neurogén  gyulladast

kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensek kézvetitették (Bari és Jancso,

1994; Vass és mtsai, 1994; Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996; Lundberg,
1996} Kiléndsen figyelemremélto az a tény, hogy a trigeminalis
innervacios tertileten is ¢ tekintetben eltérés mutatkozott az
exteroceptiv (orr nyalkahartya) és interoceptiv (dura mater) innervacios
teriilet vonatkozasaban. Ez az adat igéretes lehetoségre utal tovabbi,
olyan migrén ellenes szerek kifejlesztéséhez, melyek nem befolyasoljak a

t a szervezet mas teriiletén.

mikrocirkulas




1I._A_nitrogén monoxid (NO) szerepe a_trigeminus_ingerléssel kivaltott

neurogén qyulladdasban (2., 7., 8. és 14. kdzlemény)

Altaldnos megfontoldsok

Az elozo kisérlet sorozat soran kimutattuk, hogy a Gasser-duc
elektromos ingerlésével kivaltott neurogén vazodilatacio a trigeminus
ideg intrakranidlis és extrakranialis innervacios teriiletén a kapszaicinre
valo  érzékenység szempontjabol eltéro  primer afferensek  révén
kozvetitett. Tovabba, amellett, hogy kilénbség adodott a hCGRPs 47
iranti szoveti érzékenységben, nem sikeriilt a kivaltott értagulat teljes
mértékl gatlasat elérni még az antagonista dozisat tovabb emelve sem
(200 pg/kg i.v.). Ez pedig felveti mas mediator szerepét a trigeminus-

duc elektromos ingerlésével kivaltott valaszban. Miutan korabban mar a

P anyagot, a VIP-et z acetilcolint (Ach) kizartuk, mint a meningealis
vasodilatacio lehetséges mediatorait, figyelmiink a nitrogén monoxid
(NO) felé terelodott.

Az elmult évtized soran kimutattak, hogy az endothélium-fiiggo
relaxalo faktor (EDRF) szerepel jalszik az erek  simaizomzatanak
elernyedésében (Busse és mtsai, 1985). Nem sokkal ezt kovetéen a
megkezdett intenziv kutatasok eredményeként azt is megallapitottak,

hogy az ERDF nem mas, mint az NO (Palmer és mtsai, 1987), illetve

kimutattak jelenlétét kiilénbozo szervek artériainak falaban, igy pl. a
vesékben (Bhardwaj ¢és Moore, 1989), a tiidokben (Russ és Walker,
1992}, a coronariakban (Chung és mtsai, 1993) és a borben is (Ralevic

és mtsai, 1992). Az NO, mint biologiai mediator szerepet jatszik szamos

élettani hatas létrehozasaban, igy példaul kimutattak a szerepét a
rezisztencia erek alacsony tonusanak fenntartasaban (Rees és mtsai,
1990), vagy a globalis agyi ischaemia utani reperfuzioban (Beasley és
mtsai, 1998}, mig a periférias és kozponti idegrendszerben, mint
neurotranszmitter ismert (Garthwaite és mtsai, 1988).

A seitekben az L-argininhal NO szintaz (NOS) enzim hatasara 1-

citrullin és NO képzaodik. Ezen enzimnek jelen ismereteink szerint az



emlosokben 3 formaja (izotorma) ismert, melyeket 3 kulénbozo gén

kodol. Van az indukalhato forma (iNOS; Forstermann és Kleinert, 1995;

Odgen es Moore 1995]. Ezen izoforma jellemzd saiatossaga. hogv de
novo képzodik a gyulladasos szovetek kiilonbozo sejttipusaiban, -mint
amilyenck az aktivalt makrofagok,- valamifele inger hatasara, mint a
bakterialis endotoxinok, vagy a kilénbézo citokinek (Knowles és
Moncada, 1994). Ezen enzimtipus aktivalodasahoz nincs szlikség
kalcium ionra szemben az enzim masik ismert formajaval, mely
aktivalodasa csak ezen ion jelenlétében megy végbe. Mivel ezen utobbi
enzimtipus a szervezet minden egyes sejtjchen megtalalhato, igy
konstitutiv formanak (cNOS) nevezték el. Ezen beliil tovabbi 2 altipust
tudunk elkiloéniteni aszerint, hogy mi a leggyakoribb el6fordulasi
helyiik. igy megkilonboztetjitk a foként az erek endothél sejtjeiben
megtalathato  endothelialis  NOS-t  (eNOS), valamint foként az
idegsejtekben el6forduld, neuralis (nNOS) izoformat.

Ahhoz, hogy az NO szerepét az élettani folyamatokban vizsgalni
tudjuk, sziikkség van az eltéré6 NOS tipusokat szelektiven gatolni képes
kémiai anyagokra. Ma mar rendelkezésiinkre allnak a konstitutiv NOS-t
szelektiven gatolni képes vegylletek. Ezek kozott van olyan, mely mind
az endothelialis, mind az idegi eredetii enzimet egyarant gatolja, mint
példaul az N-nitro-L-arginin (LNNA, Ishii és mtsai, 1990), mig a 7-
Nitroindazol (7-NI} és a 3-bromo-7-nitroindazol (3Br-7NI) specifitast
mutat az nNOS irant (Handy és Moore, 1998). Ezen két konstitutiv
enzimtipus irant affinitast mutaté antagonistak felhasznalasaval
vizsgalni tudjuk, hogy az NO medialta értagulatban az entothélbél -
példaul Ach hatasara- felszabadulo, vagy pedig az erek falahoz futo
primer afferensekbol szarmazo NO jatszik-e szerepet.

Az idegsejtekben jelenlévé NOS kimutatasara alkalmas a NADPH-
diaphoraz reakcio (Dawson és mtsai, 1991). Emellett szamos olyan
immunhisztokémiai tanulmany sziletett mar, amelyekben ilyen

NADPH-pozitiv idegsejteket kimutattak az erek falanak izomzataban,

beleértve a mening s artériakat is (Berger és mtsai, 1094: Nemade és

mtsai. 1995)



De nemesak in vitro vagy in vivo allatkisérletek utjan nyert adatok
vannak melyek felvetik, hogy az NO szerepet jatszik a migrén illetve

ok kialakulasaban. hanem szamos klinikar

Ainhaza éreredetin fe;

tanulmany eredménye is ezt tamasztja ala. Igy az NO donornak szamito

nitroglicerin inttavénas infaziojaval dozs-liggoen icjiajas vaiihato ki

egeszséges onkéntescken (Iversen, 1995 Iversen és Olesen, 1996;

Thomsen ¢s Olesen, 1998). Az NO fejfajast kivaltdo hatasa még
szembetinébb, ha ugyanezt az infuziot migrénre hajlamos betegnek
adunk (Olesen és mtsai, 1993; Sicuteri és mtsai, 1987). Ebben az

esetben kialakulo f as ugyanis joval tovabb tart és sokkal sulyosabb

foku, mint amilyen az egészséges egyénekben kivalthato.

Ezen vizsgalatunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk laser-Doppler
szoveti aramlasméro illetve radioaktiv joddal (1791} jelolt albumin
segitségével, hogy az NO milven szerepet jatszik a trigeminus-dac
elektromos ingerlésével kivaltott neurogén vazodilatacioban és plazma
extravazacioban a nervus trigeminus interoceptiv (dura mater) és
exteroceptiv (orr nyalkahartya, fels6 szemhéj) beidegzési teriiletén. A
mar az elozoekben leirt kisérleti beallitasok alkalmazasaval, kiegészitve
a nem specilikus valamint specifikus idegi NOS-t gatolé anyagok
felhasznalasaval, kimutattuk, hogy a dura mater tertletén kialakuld
értagulat létrehozasaban, legalabb részben az NO is részt vesz. Az NO
eredetére vonatkozéan eredményeink alapjan az allapithato meg, hogy a
trigeminalis primer afferensekben termelodott NO a Gasser-duc
elektromos ingerlésénck hatasara az axonterminalisokbol felszabadul.
Ugyanakkor a kivaltott valaszreakcioban az endothél eredeti NO
szerepét nem sikeriilt megerositeni, hiszen a bethanecol, mely
koztudottan az endothélbol szabadit fel NO-t igy okozvan értagulatot, a

mi kisérleti elrendezésiinkben semmilyen valaszreakciot nem hozott

létre a meningealis mikrocirkulacioban még olyan dozisban sem, mely

parhiuzainosan, a talpon mar jelentos vazodilataciot valtott ki.



Anyagok és médszerck

Kisérleteimben ugyanazokat a metodikakat hasznaltam a

tidrom

trigeminus-duc  elekbiomos ingerlésével  kivaltott  a

vazodilatacio és plazma extravazacio vizsgalatara, amit azt az

clézoekben mi eser ayaltam.

Eredmények
A kiilénboz6 NOS gatlok hatasa a trigeminus-duc ingerléssel Kivaitott

értagulatra

meningedlis és
A NO értag

elektromos ingerlésével (15 V, 5 Hz, 20 s, 0.5 ms) kivaltott meningealis

szerepét vizsgaltuk a trigeminalis primer afferensek

és nazalis véraramias fokozodashan a NOS-t gatlo anyagok segitségével.
LNNA, mely nem szelektiv modon tudja a NOS aktivitasat csokkenteni -
lggod

gatlast eredményezett (4, 8 és 16 mg/kg i.v.), mind az artéria meningea

tehat az endothelialis és idegi eredeti enzimre is hat-, dozis

média, mind az orr nyalkahartya teriiletén. Ezutan a rendszeriinkben
megvizsgaltuk a neuralis NOS-t szelektiven gatolni képes anyagokat (7-
NI és 3Br 7Nl 10 mg/kg iv.). A meningealis vazodilataciot, mindkét
anyag képes volt szignifikansan csokkenteni, tovabba a nazalis
nyalkahartya hiperémias valaszat a 3Br-7NI (a 7-NI-t nem vizsgaltuk)

szintén gatolta. (1. és 2. abra)
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NO az endothelialis vagy a neuronalis

vazodilataciojaban szerepet jat
NOS aktivalodasa kovetkeztében termelodik, illetve szabadul fel. Ennek

Zinen levo

utatasara bethanecolt hasznaltunk. mely az endothel fels

Ms; muszkarin receptorokon Kkeresztiil NO termelédéshez és igy

vazodilataciohowz  vezel. Azl tapasztaltuk, hogy az arteria carotis
communis-on keresztiil kozvetleniil az intrakranialis mikrocirkulacioba
juttatott bethanecol (150 pg/kg ia.) hatasara a dura mater tertiletén
nem fokozodott a véraramlas. Ezzel szemben a talp bérén az
anyagbeadast  kovetoen  vazodilatacio  volt  regisztralhato, mely
valaszreakeiot az idegi eredeti NOS gatlo 7-NI adasa sem gatolta. (3.

abra)

Vérataramlas fokozodas (%)

Dura mater Talp

3. abra. A 7-NI hatasa a bethanecol altal kivaltott vazodilataciora a dura

mater illetve a talp bére vonatkozasaban.

A NOS gatlok hatasa a Gasser-duc elektromos ingerlésével kivaltott

Ebben a modellben a nem szelektiven hato LNNA-t, valamint az
idegi eredetii NOS-ra szelektiv 3Br-7NI-t vizsgaltuk meg, hogy milyen

al  birnak a trigeminalis  ingerlé kivaltott  plazma

befolyass

wazaciora a dura mater és a felsé sze szoveteiben. Azt
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altuk, hogy olyan doz hasznalva, mely a vazodilataciot mar

tapas:
szignifikansan csokkenti, egyik NOS gatlo anyaggal (LNNA, 3Br-7NI)
sem sikerilt csdkkenést elérni az idegingerléssel (25 V. 5 Hz, 0.5 ms, 5

perc) kivaltott szoveti plazma extravazacioban. (4. és 5. abra)

cpm/mg

ingerlés oldala Ellen oldal

4. abra. A kiillénbdzé NOS gatlo anyagok hatasa a trigeminus ingerléssel

kivaltott meningealis plazma extravazaciora.

Ellen old

5. abra. A kiillonbdzo NOS gatlo anyagok hatasa a trigeminus ingerléssel

kivaltott felso szemhe) plazma extravazaciora



Az eredmények megheszélése
Ebben a tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a trigeminus-diac

elektromos ingerlesével kivaltott meningealis ertagulat kialakulasaban

az idegi eredetii NO szerepet jatszik. Ugyanakkor az erek endothélj
felszabadulo NO szerepe a mi kiserleti modellinkben kizarhato, hiszen
a bethanecol, mely ismerten képes a muszkarin receptorokon keresztiil
NO-kézvetitett  értagulatot  kivaltani a  kilonbozo  szivetekben az
altalunk  alkalmazott allatkisérleti modellben a talp bérben
mikrocirkulacio fokozodasat okozott, mig az artéria meningea meédia
ellatasi teriiletén armlasfokozodas nem volt megfigyelheto.

Az elmult évtized soran szamos olyan allatkisérletes tanulmany
latott napvilagot, melyek eredményei azt bizonyitjak, hogy a trigeminus
ideg antidromos ingerlésével Kkivalthatd az agyhartyak neurogén
gyulladasa, mely a migrén kialakulasi mechanizmusaban jatszik fontos
szerepet (Moskowitz 1984, 1992). A kemény agyhartyat ellato erek kortl
a peptiderg idegek gazdag halozata talalhato, s ezen idegek
végzodéseibol felszabaduloé mediator anyagok kozil a CGRP az, mely az
antidromos vazodilatacio létrejottéért elsésorban felelossé teheto, mig
ugyanezek idegvégzodésekbol felszabadulé P anyag illetve a NKA a
szoveti plazmakiaramlast eredményezi.

Arra vonatkozoan is vannak eredmények, hogy a fennen emlitett
neuropeptidek liberalizaciojat NO médosithatja (Kajekar et al., 1995).
Ezenkivill az NO 6nmaga is, mint értagito hatasi molekula ismert,
mivel az erek simaizomsejtieiben a ¢cGMP termelés fokozasa révén
hozzajarul az erek nyugalmi tonusanak a kialakitasahoz (Rees és mtsai,
1990). Ezenkivil egyes szovetekben, mint példaul a bér-, vese-,

tidoerek, coronariak vagy éppen az agyi és meningealis erek esetében

nem csak a nyugalmi vaszkuls rezisztencia, hanem kémiai (pl.

kapszaicin) vagy idegi uton kivaltott tovabbi értagulat létrejottében is

szerepet  jatszik. Attol fliggoen, hogy mely szovet/szerv

mikrocirkulaciojat vizsgaljuk, akar az endothelialis akar az idegi eredetii
NO-nak szerepe lehet a valaszreakcioban. Annak kideritésére, hogy az

artéria meningea meédia értagulataért a NOS mely formajanak az



aktivalodasa felelos mindezideig csak egy tanulmany Kkészilt. A
Messlinger és mtsai (2000) az altaluk elkészitett vizsgalatban arra a
kovetkeztetésre jutortak a kapott eredménveik birtokaban, hogy a
meningealis  értagulat kialakulasaban az erek endothelsejtjeibol
szarmazo NO jatszik szerepet. Mindezek uzonbuan nincsenek
#sszhangban az altalunk prezentalt eredményekkel, jollehet a kétféle
allatkisérleti elrendezéshen kisebbh-nagyobb eltérések vannak, melyek a
kapott eredmények kozotti eltérést is magyarazhatjak. Az alabbiakban

osszeszedem ezen kiilonbségeket, s egyuttal magyarazatot is szolgalok

arra  vonatkozoan, hogy miért tértiink el az imént emlitett

tanulmanyban alkalmazottaktol

1.JA NOS gatlok adasmodja: ugy gondoljuk, hogy ezen anyagok

intravénas adasa biztosabb hatast eredményez, mint a lokalis,

seppentés, mivel az alatlunk alkalmazott esetben

gézcesikra valo
nincs felszivodasi fazis, igy a plazmaban elérheto farmakon-
koncentracio fuggetlen a kornyezet fiziko-kémiai jellemz6it6l, mint
amilyen a pH, a diffazio vagy a széveti perfuzio. Egy olyan anyagnal

pedig, -¢s ilyenck a hasznalt idegi NOS gatlok- mely oldatba vitele

asokat igényel még

kello odafigyelést és megfelels specialis elja
hangsulyozotabban fontos, hogy a leheté legmegfelelobb modot
talaljuk meg az anyag szervezetbe valo jutattasara. Es ez
véleménytnk szerint ebben az esetben az intravénas alkalmazas.

2.) Az artéria meningea meédiat beidegzo trigeminalis szenzoros idegek
ingerlése: az irodalomban fellelheté adatok alapjan két modszer
terjedt el. Az egyik, -melyet Messlinger és mtsai is hasznaltak- a dura

zinének ingerlésén alapul. Ezen médszer elnye, hogy az

fels
elektromos ingerléssel kivaltott meningealis aramlasfokozodas nem

jar egyut a szisztémas vérnyomas emelkedésével, igy az esetleges
tenzioemelkedés okozta szoveti perfizio fokozodassal nem  kell
szamolni. A hatranya viszont, hogy nem csak a trigeminus-duchol
érkezo primer afferens rostokat stimulalia, hanem a ganglion

ptervgopalatinumbol eredo paraszimpatikus idegrostokat is, mely



duac elektromos ingerlésével pedig ugyancsak értagulat valthato ki,

mely mediatora azonban a VIP (Goadsby and MacDonald, 1985). S6t
a VIP meilert az NO is szerepet jatszhat az ily modon kialakuio

keringés fokozodasban, hiszen ezen paraszimpatikus ganglionban a

NADPH-pozitiv sejtek, vagyis NOS turtalmu sejtel- egy
pozitivitast is mutatnak (Hanazawana et al. 1993). Ezzel szemben az
altalunk kifejlesztett modszer alkalmas arra, hogy szeiektiven a
trigeminovaszkularis rendszert aktivaljuk, melyben a primer
afferensek idegveégzodéseibol felszabadulo neuropeptidek (CGRP, SP)
a f6 mediatorai az igy kivaltott neurogén gyulladasnak. Hogy ebben a
rendszerben a NO is szerepet jatszik alatamasztjak azok az
immunhisztokémiai tanulmanyokbol szarmazo bizonyitékok, hogy a
Gasser-duc  NADPH-pozitiv  sejteket tartalmaz, illetve, hogy a
szenzoros idegvégzodésckbol szarmazo neuropeptidek

felszabadulasat az NO befolyasolhatja (Kajekar et al., 1995).

3.) Endothél szerepe: a szervezet egyes szoveteiben a kialakulo értagulat

lét: het az endothéltél fliiggd mechanizmusok alapjan. Az Ach

alkalmas endothél-fliggé vazodilatacio kivaltasahoz. Ebben az

csctben az Ach az érendothél fel én jelenlévé muszkarin (Ma)
receptoron keresztiil NO képzodéshez vezet, ami pedig vazodilataciot
eredményez. Vannak azonban olyan, allatkisérletekbél szarmazo
bizonyitékok is, melyek azt mutatjak, hogy kialakulhat az erek
tagulata az endothél eltavolitasat kovetoen, vagyis az endothéltol
fiiggetlen mechanizmusok  alapjan is. A mi  Kisérleti
elrendezésiinkben, kozvetlentl az artéria carotis internaban juttatuk
az  Ma-receptor agonista bethanecolt, hogy vizsgalhassuk a
meningealis vazodilatacio endothelialis komponensét. Meglepetésre
azonban azt tapasztaltuk, hogy a meningealis erek felett nem jon
létre értagulat bethanecol adasat kovetoen, ugyanakkor a kisérleti
allatunk egy tavolabbi pontjan, ami esetinkben a talp bére volt
kialakult a vazodilatacio. Ezekbol az eredményekbol azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az artéria meningea média

ertagulataban endothel-fliggo mechanizmusok nem vesznek részi. Bz
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pedig azl uz clképzelést latszik alatamasztani, hogy a NOS gatlok

saval elért eredmények az enzim idegsejtre specifikus

alkalma

formajanak a gatiasabol szarmazik

A kiilonbézo tamadasponti NOS gatisickal

eredményei azt az elképzelésiinket tamasztjak ala, hogy a Gasser-duc

elektromos ingerlésével kivaltott neurogén vazodilatacio a trigeminalis
innervacios teriileten részben az NO altal medialt, de legalabbis az NO-
cGMP jelatviteli mechanizmus valamilyen modon részt vesz az igy
kialakulé  meningealis  és  nazalis  értagulathan Eredményeink
alatamasztjak azokat a mar meglévo klinikai tanulmanyokat, melyek az
NO szerpére hivjak fel a figyelmet a migrén pathomechanizmusaban,

ugyanis az NO donornak szamito nitroglicerin intravénas infuzidjaval,

mint egészséges ankéntesekben, mint migrénben szenvedokben —utébbi
esetben tovabb tarto és sulyosabb foku- fejfajas indukalhaté (Iversen,
1995; Iversen és Olesen, 1996; Thomsen és Olesen, 1998, Olesen és

mtsai, 1993; Sicuteri és mtsai, 1987).



1. VR1-receptor agonistah hosszu tavi hatasdnak 1 a nociceptiv

hékiiszébre _emelkedd hémérsékletd forré lap médszerrel (15. Sajat

kozlemény)

Altalénos megfontolasok

A termonocicepcio ill. a termals antinociceptiv. hatas
allatkisérletes mérésére tobbféle modszer all rendelkezésiinkre (Mogil és
mtsai, 2001). Ezek kozos sajatossaga, hogy kiiszobfeletti intenzitasu
fajdalmas hoingerekkel kivaltott elkeriilo magatartasformak
latenciaidejét meérik. Ide tartozik az ugynevezett ,tail-flick” teszt,
amelynek soran a patkany vagy egér farkanak a végére fokuszaljak a
héingert egy lampa vagy melegvizes fiirdd segitségével, és azt az idot
mérik, ami utan az allat a farkat a hoéforrastol elrantjia (D’Amour és
Smith, 1941). A masodik modszer a ,hot plate” teszt, amelynél a
patkanyt vagy egeret egy allando, kb. 55 °C homérsékletii fémlapra
helyezik, és a fajdalmra utalé magatartas megjelenésének idejét (Woolfe
és MacDonald, 1944). Ez lehet a labhat és/vagy talp megnyalasa, a lab
razasa vagy ugralas. Ezen magatartasbeli valaszok koztl a hatso lab
megnyalasa az a végpont, melynek regisztralasa leginkabb elterjedt. Egy
viszonylag Uj modszer a termonocicepcio vizsgalatara a Hargreaves altal
1988-ban bevezetett ,plantar” teszt (Hargreaves ¢és mtsai, 1988),
melynél az allatokat egy vékony tveglapra helyezik, ¢s a talpukat alulrol

sugarzo ho formajaban éri az inger. Itt szintén azt a latenciaid6t meérik,

amig az allat elveszi a labat a hoforrastol. Ezek a fent emlitett
modszerek a morfin és mas kabito fajdalomcesillapitok termoanalgetikus
hatasanak a vizsgalatara alkalmasak, de a ciklooxigenaz-gatlo, nem-
szteroid gvulladascsokkento analgetikumok (NSAID-ok) irant jorészt
erzeketlenek  (Woolfe és MacDonald, 1944; Eddy és mtsai, 1950;
Amanuma és mtsai, 1985; Bjorkman, 1995).

Mint arra korabban utalas tértént, kapszaicin ill. RTX magasabb
dozisaival a primer afferens neuronok deszenzibilizaciéja hozhato létre,

amely egyarant vouatkozik a ho, kémiai és mechanikai ingerekre. Mig a



termalis  deszenzibilizacio in uitro kortlmények kozott vagy altatott
allatban  végzett  egyrost-elvezetéses  kisérletekben — egyértelmuen
kimutathato, az éber allatokon végzett, termonocicepciot  vizsgalo
kisérletek ellentmondo eredményckre vezettek. A klasszikus ,hot plate”

ciceptiv

il il flick™ modszerekkel egyesek taldltak termabs

hatast s témas kapszaicin adas utan (Szolcsanyi 1976; Bitter és

Lahann, 1984), masok viszont nem (Obal és mtsai 1979; Hayes és
Tyers, 1980).
Minde:

alapjan Szolcsanyi az 1980-as évek kozepén fel

azt a lehetdséget, hogy az ellentmondé eredmények hatterében az allhat,
hogy az alkalmazott tesztmodszerek érzékenysége nem megfeleld a
termalis antinociceptiv hatas vizsgalatara. A modszerek koncepcionalis
modositasat javasolta abban az értelemben, hogy célravezetéhb lenne
nem a kiiszobfeletti hoingerekre adott reakciok latenciaidejét mérni,
hanem azt a kiiszobhomeérsékletet, ami a nocifenziv reakciokat kivaltja.
A kapszaicin elokezelés dozisfliggé deszenzibilizalo hatasat a nociceptiv
hokuszobre az alabbi egyszeru kisérletes elrendezés segitségével sikerilt
biztositani. Patkany egyik hatso labat vagy egér farkat 5 masodpercig
cirkuldlo vizfirdébe martjak, amelynek hémeérsékletét termosztat

segitségével lépcsozetesen, 1°C-0s egysé ben emelik mindaddig, amig

az allat a labat illetve farkat a vizfird6bol ki nem rantja. Ez a moédszer
természetesen csak 1°C-os pontossaggal méri hokiiszobot, de
segitségeével sikerlt egyértelmuen Kkimutatni a szisztémasan vagy
lokalisan adott kapszaicin termalis antinociceptiv hatasat (Szolcsanyi,
1985; 1987).

Mindezzel parhuzamosan egy norvég kutatocsoport elkészitett egy
0j tipusu, hoktszobmeérésre alkalmas ,hot-plate” késziiléket. A
patkanyokat ill. egereket egy fémlapra helyezték, amelynek
homérsékletét egyenletesen névelték 40°C-tol mindaddig, amig az allat
valamelyik hatso labat meg nem nyalta (Ogren és Berge, 1984). Ez a
modositott forrd lap modszer tehat a hagyomanyossal szemben nem
latenciaidot, hanem valodi nociceptiv hokiiszobot mért. Ez az emelkedd

homérsékleti forro lap modszer alkalmasnak bizonyull nemcsak a



morfin, hanem a paracetamol és az aszpirin hokiiszobemelo hatasanak
a kimutatasara is (Hunskaar és mtsai, 1986a ¢és 1986b). A norvég
kurarocsoport néhanv évig hasznalta ezt a modszert, de a metodika

nemzetkozileg nem terjedt el, és a kilencvenes évektol lényegében

feledésbe merGlt. 2000-ben Szolesanyi professzor instr
Supertech  Kft. elkészitett egy szamitogéppel vezérelt emelked6
homérsékleta forro lap késziléket, amelynél a témlap homeérséklete

kulonbozo sebességgel (6-12°C/perc) novelheto. A kezdeti kisérletek

kimutattak, hogy a készililékkel meghatarozott nociceptiv hokiiszob

ismételt méréseknél jol reprodukalhato, és mind a morfin mind a

obemelo  hatasa  érzékenyen

diclofenac ill.  paracetamol  hoki
kimutathato (a minimalis effektiv dozis morfinnal 3, diclofenacnal 10 ill.
paracetamolnal 200 mg/kg).

A VR1-receptor klonozasa nagy lendiiletet adott a kapszaicinnel
kapcsolatos kutatasoknak. Kiderlt, hogy ez a receptor egy ligandum-

vezérelt kationcsatorna, amely nyitott allapotaban Na* és Ca** szamara

egyarant permeabilis. Mint Kkorabban emlitettem, a VRI-receptor
nemcsak kapszaicinnel és RTX-nal aktivalhato, hanem fajdalmas
intenzitasi  hoingerckkel és alacsony pH-val is. A VRI-receptor
agonistakkal végzett vizsgalatok zdme ezen anyagok izgato hatasat
tanulmanyozta tobbnyire in witro rendszerekben, VRI-receptort
expresszalo nem-neuralis sejtekben. A VRI1-agonistak deszenzibilizalo
hatasanak  jellegzetességeire  ill.  mechanizmusara  vonatkozoan
lényegesen kevesebb vizsgalatot végeztek, azokat is zommel in vitro
korilmények kozott. A VRI-agonistakkal kivaltott deszenzibilizacio
azonban tobb figyelmet érdemel, hiszen ez nem egyszerien a VRI-

receptoron haté agensekkel szembeni csokkent valaszkészséget (VRI-

septor deszenzibili: ) jelenti, hanem azt, hogy a VRI-receptort

hordozo idegvégzodés valik minden ingerrel szemben — beleértve a nem
VR!-receptoron  hatékat is - refrakterré. Ez utobbi folyamat
potencialisan Uj tipusu analgetikus hatasmechanizmus alapja lehet,
ami indokolia mindazokat a vizsgalatokat, amelyek ennek

mechanizmusara iranyulnak. Kiserletetmben a VRI1-agonistakkal



kivaltott  d bilizacio j égeit tanulmanyoztam in wvivo

korulmények kozott, éber allatokban a nociceptiv hokliszob mérésével.

Konkrétan azt vizsgaltam, hogv R1TX és n b

szisztémas adasa utan hogyan valtozik az emelked6 homérsékleti forro

lapon rheto he itathato ¢

ill. milyen annak a kinetikaja. A nociceptiv hokiiszobbel parhuzamosan

vizsgaltam a RTX ill. kapszaicin hatasat a kemonociceptiv kiiszobre egy
egyszeru xilol-ecseteléses teszt alkalmazasaval. Ezen kivil mértem a

RTX rektalis homérsékletre kifejtett akut hatasat is. Ismert ugyanis,

hogy a VRI1-agonistak a hypothalamicus hadetektorok izgatasa révén
akutan a testhomérséklet csokkenését valtjak ki.

Fontos célja volt ezen kisérleteknek egy olyan dozistartomany

megt sa, amelyben adva a RTX ill. kapszaicin okozta hékiis;
emelkedés még reverzibilis, hiszen ez alkalmas in vivo modell lehet a
VR1-agonistak funkcionalis neuronblokkolo hatasanak a vizsgalatara.
Kisérleteimben  elsosorban a RTX hatasaira koncentraltam, a
kapszaicint a deszenzibilizacio technikai nehézkessége

(kardiorespiratorikus hatasok) miatt inkabb csak Osszehasonlitas

céljabol és kisebb mélységhen vizsgaltam. Szeretném megjegyzeni, hogy
a RTX ill. kapszaicin akut izgato hatasat - ami a nociceptiv hokiiszob

csokkenésében, azaz termalis hiperalgéziaban nyilvanul meg -, nem

vizsgaltam, mert ez egy masik folyamatban levo doktori munka témajat

képezi.

Anyagok és médszerek

A nociceptiv_hokiiszob _mérése emelkedé hémeérsékletii forré lap

modszerrel

A kisérleteinkhez 150-200 g-os nostény Wistar patkanyokat
hasznaltam (a him allatoknal a scrotum nyalasa zavarja a reakcio
megitélését). Az allatokat konstans koérnyezeti korGlmények kozott
tartottuk. Az emelkedé homérsékletii forro lap modszer lényege, hogy a

féemlap homersekletet szamitogépes vezerlessel szobahomeérsekietroi



egyenletes Glemben (6 "C/min) emeltik mindaddig, mig az allat
valamelyik hatso labat meg nem nyalta. Ezt a homérsékletet tekintettiik
a nociceptiv hoklszobnek. A kisérler elotti napon adaptacio céljabol egy

kondicionald mérést végeztink, amelynek az eredményét nem vettik

figyelembe. Masnuap két kontroll merést vegs
adasa elott, és ezek atlagat vettiik a kontroll hokiiszobnek. Kzt kovetoen
az anyagok beadasa utan 6 oraval, majd a tovabbiakban az
anyagbeadastol szamitott 1, 2, 3 stb. nap mulva hataroztuk meg a
nociceptiv hékiiszobot. Abban az esetben, ha az allat 50°C-ig nem

nyalta meg a labat, levettiik az allatot a laprol a talp szoveti

karosodasanak elkertlése céljabol, és az 50°C-os értéket vettik

hokiiszobnek.

A kemonociceptiv kiiszob meghatarozasa xilol-tesz

A teszt soran az allatok egyik hatso labanak dorzalis felszinét xilol
emelkedé koncentracioju (15, 20, 25, 30, 40, 50, 70 és 100%) etanolos
oldataival bekentiitk és meghataroztuk azt a koncentraciot, amely utan

az allat 3 percen belll nocifenzor reakciot mutatott, ami lehetett a lab

emelése, razasa vagy nyalasa. Azt a legalacsonyabb xilol-koncentraciot,
ami az emlitett reakciok egyikét kivaltotta, tekintettilk a kemonociceptiv
kiiszébnek. A xilol-tesztet elvégeztilk kozvetlentl az anyagok adasa el6tt
(kontroll kemonociceptiv kiiszob meghatarozasa), majd az anyagadas
utan naponta a hokiiszob meghatarozasat kovetoen. Egy hetes
vizsgalati periodus alatt, naponta egyszeri tesztelés esetén a
kiiszobkoncentracio  azonosnak bizonyult a kontroll, elokezeletlen
allatoknal.

A rektalis homérséklet mérése

A rektalis homérséklet digitalis homérovel valo meérésére a

kévetkezo idépontokban kertlt sor: a RTX beadasa elott kézvetlentl, ill.

30, 60, 90, 120 180 ¢s 240 perceel az anyagadast kovetoen.

30



Anyagok
Mind a RTX-t (3, 10 és 30 pg/kg) mind a kapszaicint (10 és 30
mg/keg) 0.3 ml/ 100 g volumenben adtuk be szubkutan a patkanyok

tanolos térzsoldatbol, a kapszaicint

nyakbére ala. A RTX-t 1 mg/ml-e!

10 mg/mi es torzsoldathol {10% etanol, 10% Ty }

higitottuk fiziologias sooldattal

Statisztikai analizis

A kilonbézé idopontokban mért hokliszébértékeket és rektalis
homérsékleteket varianciaanalizist kovetéen a Tukey-féle post hoc
teszttel (Tukey HSD) hasonlitottuk Ossze, mig a kemonociceptiv

kuszoboket diszkrét eloszlasuk miatt chi-négyzet probaval vizsgaltuk.

Eredmények
A isztémasan adott RTX ill. kapszaicin hatasa a nociceptiv

hokiiszobre (1. és 2. abra
A patkanyok kontroll hokiszob értéke 44,98+0,27°C (n=66) volt. A

szolvenssel kezelt allatcsoportban a klonbozé idopontokban meért
hokiszobok csak kisfoku ingadozast mutattak, ami a statisztikai
szignifikancia szintjét nem érte el (1. abra). A szubkutan adott RTX és
kapszaicin dozisfiiggd modon megemelte a hokiiszobot (1. és 2. abra). A
RTX 3 ug/kg-os dozisa csak a 6 oras mérésnél mutatott hékiiszobemelo
hatast. A 10 ug/kg RTX hatasa az elso napon érte el maximumat, és
még tovabbi 1 napig volt kimutathato. Ezzel szemben a RTX 30 ug/kg-
os dozisanak hatasara a hokilszob a 6. 6rai maximumot kovetéen
enyhén csokkeno tendenciat mutatva 12 napon at szignifikansan
magasabb volt a kontroll értéknél, és ezutan sem tért vissza egészen a
kiindulasi szintre. A kapszaicin kisebb dozisa (10 mg/kg) 6 oras
maximum utan csak az 1. napon okozott szignifikainsan magasabb
hokiiszobot, mig a magasabb dozis (30 mg/kg) hatasa a 2. napon volt
maximalis. a 4. napon még szignifikainsan magasabb volt és a 9-ik

napra tért vissza az eredeti szintre. Az anyagadas utan | nappal mért



hokiszobok  alapjan  szerkesztett  dozis-hatas  gorbék (2. abra)
egyértelmien mutatjak mindkét anyag hokiiszobemels hatasanak

dozisfligegését, a RTX tobb  mint 3 nagysagrenddel nagvobb

hatase: ¢gét, valamint azt, hogy a 10 pg/kg RTX és 30 mg/kg

kapszaicin hatasa reverzib

A_szisztémasan _adott RTX ill. kapszaicin hatasa a kemonociceptiv

kiliszobre
A szolvens hatasara a vizsgalati periodus alatt a kemonociceptiv
kiisz6b nem mutatott szignifikans valtozast. A RTX két magasabb ill. a

kapszaicin nagyobb dozisinak hata

ara  megemelkedett a  xilol-

ecseteléssel vizsgalt kemonociceptiv kiiszob is (3. abra). A 10 ug/kg RTX

ke

shemelo hatisa 2 napig volt kimutathato, mig a 30 ug/kg-os dozis

4 napon 4t volt hatasos. A 30 mg/kg kapszaicin csak 1 napig tarto

klszobemelkedést okozott.

A szisztémasan adott RTX hatasa a rektalis homérsékletre

Kisérleteinkben a RTX mindharom vizsgalt dézisban csokkentette

az allatok rektalis homérsékletét (4. abra). A rektalis homérséklet
legalacsonyabb értékét mindharom dozis esetében az anyagadas utan
fél oraval érte el, és a RTX hocsokkento hatasa a 2. 6ra utan mar nem
volt kimutathato. A kapszaicin rektalis hémérsékletre kifejtett hatasat
korabbi vizsgalatok részletesen leirtak (Szolesanyi, 1982), ezért azt nem

vizsgaltuk

Az eredmények megbeszélése

Az Ujonnan kifejlesztett emelkedé homérsékleti forré lappal mért
kontroll hokiszob értéke patkanyon jol egyezik a homlokon sugarzo
hovel emberen meghatarozott fajdalomkiiszobbel (Hardy és Stolwijk,
1966). A szolvenssel elokezelt allatok naponként meért hokiiszobének
envhe. statisztikailag nem  szignifikans ingadozasa nemcsak azt

mutatja, hogy a vizsgalt anyagok szolvensei nem befolyasoltak a



nociceptiv hokiiszobhot, hanem megerositi azokat a Korabbi vizsgalatokat
is, melyek szerint az emelkedd homérsékletii forro lapon ismételt
mérések soran a hokiiszob reprodukalhato. A vizsgalt RTX mindharom

dozishan csokkentette az allatok rektalis homérsékletét, de az a

hokliszob meresek idopontaban mar a kontroll tartomany

asabb dozisainak hatasara

Mind a RTX mind a kapszaicin ma,
megemelkedett  a  nociceptiv. hokiiszob  ¢s  a  xilollal  vizsgalt
kemonociceptiv  kiiszob. Mindkét anyag hatasa dozisfiiggo volt:
magasabb dozis(ok) adasa esetén a kuszobemelkedések (termalis ill.
kémiai) maximuma nagyobb, tartama pedig hosszabb volt. Kisérleteink
megerositették azt az irodalmi adatot is, hogy a deszenzibilizalo hatast
illetéen a RTX a kapszaicinhez viszonyitva nagysagrendekkel potensebb.

Mind a RTX {10 ug/kg) mind a kapszaicin (30 mg/kg) esetében

unk egy olyan dozist, amely a hokiiszobot és a kemonociceptiv
kiiszdbét egyértelmuen, de 2-4 napnal nem hosszabb ideig emelte meg.
Tekintettel arra, hogy a xilol nem hat a VRIl-receptoron, a xilollal
szembeni kisebb érzékenység nem magyarazhaté a VRI-receptor
deszenzibilizaciojaval. Sokkal valoszinibb, hogy ennek hatterében a
kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzodések deszenzibilizacioja all.
Feltételezheto, hogy a VRI-receptor aktivalodasa soran bearamlo
kationok (Na® és Ca?') olyan biokémiai hatasokat inditanak el a
kapszaicin-érzékeny neuronokban, amelyek eredményeképpen azok

érzékenysége mind a ho- mind a kémiai ingerekkel szemben lecsokken,

kiiszébemelkedést eredményezve. Ez a ki bemelkedés nehezen

magyarazhato a szenzoros idegvégzodések degeneraciojaval, mivel igen

valoszinutlen, hogy 2-4 napon belal lezajlik az idegelemek degeneracidja

és az azt kovetd regeneracio. Sokkal inkabb arrol lehet szo, hogy egy

rovid tavon reverzibilis, funkciona enzoros neuronblokkolé hatas all

a termalis ill. kemonociceptiv kiiszob emelkedésének hatterében.

A legnagyobb RTX dozis altal kivaltott, 12 napon at szignifikans,
de  tendenciajaban  azutan s fennmarado  hokiszob-emelkedés
hatterében elvileg nem zarhato ki a kapszaicin-érzékenv neuronok

végzadéseinek degeneracioja. Az a tény azonban, hogy a xilollal vizsgait



b

20b mar az 5. naptol a kontroll tartomanyba kerilt

kemonociceptiv ki

za, felhivia a figyelmet a VRI pozitiv kapszaicin-érzékeny

afferentacio ingertol fliggo restitacios kézsége, mely szintén cllentmond

egy egyszeru afterentacio hiannyal magyarazhato mechanizmusnak.

hogy a kemonocicepcio a termonocicepeiohor visa debb

ideig csokkent, ket feltételezés emlitheto meg magyarazatként. Az egyik

lehetoseég, hogy a vegzodesekben a bearamlo kationok aital indukalt

biokémiai folyamatok a termonocicepciora tartosabb gatlo hatast
fejtenek ki, mint a kemonocicepciora. Az sem zarhat6 ki azonban, hogy
a termonocicepcio tartosabb karosodasaban - a végzodés funkcionalis
blokkjat eredményezo biokémiai folyamatok mellett - a hoérzékeny VR1-
receptor farmakologiai deszenzibilizacioja is szerepet jatszik.

A VR1-receptorok megtalalhatok a kapszaicin-érzékeny szenzoros
neuron telies hosszaban, azaz a periférias és centralis végzodéseken, a
sejttesten és az axonok mentén egyarant. Azt, hogy a kisérleteinkben a
szisztémasan adott RTX ill. kapszaicin altal kivaltott termalis ill. kémai

antinociceptiv hatas kozvetitéséért a primer afferens neuron mely része

felelos, a kisérleti paradigma alapjan nem lehet meghatarozni.

Tekintettel arra, hogy a szisztémasan adott kapszaicin izgaté hatasaban

a periférias és centralis végzodés egyenrangl tamadaspontot képvisel,
ill. az axonnal lényegesen nagyobb érzékenységet mutat a szer irant
(Petho ¢és Szolcsanyi 1996), valoszinusithetd, hogy a jelen kisérletekben
a meért antinociceptiv hatasokat elsodlegesen a periférias és/vagy a

centralis végzodés kozvetiti.

zefoglalva  elmondhato, hogy az ujonnan Kkifejlesztett,
hokiiszobmeérésre alkalmas emelkedé homérséklett forro lap készilék

alkalmas a VR1-receptor agonistakkal kivaltott termalis antinoci

eptiv

ara,  do;

hatas kimutata ggésének és kinetik
Mind a RTX mind a kapszaicin esetében sikeriilt talalni egy olyan

t, ami még reverzibilis, mindo:

° néhany napig tarto termalis és

dé

bemelkedést valt ki a hatas alkalmas in vivo

kémiai ki

modellként  szolgalhat a VRI-agonistakkal kivaltott fun

szenzoros neuronblokkolo hatas biokémiai hatterének tanulmanyoz:



ceélzo tovabbi o kiserletekhez, és ennek  alapjan  hozzajarulhat  Gj

hatasmodu analgetikumok kifejlesztéséhez.
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Legfontosabb eredményeim 6sszefoglalasa

elelitromos  ingerlésével

trigeminalis  nrimer

afferensek kozvetlen és szelektiv antidromos izgat valthato ki,

mely egyutt jar ertagulat és plazma extravazacio kialakuiasaval mind
az interoceptiv, mind az exteroceptiv trigeminalis  beidegzési

tertileten.

N~

Az alkalmazott kisérleti modellek alkalmasak a meningealis

mikrocirkulaciora hato farmakonok vizsgalatara.

©

A trigeminus ganglion elektromos ingerlésével kivaltott meningealis
vazodilataciot  kapszaicin-érzeketlen  primer afferensek kozvetitik.
Eunek jelentoségét az adja, hogy minden cddig vizsgalt szenzoros
efferens valasz kapszaicin-érzékenynek bizonyult. Tehat ez az elsd,
és mindeddig egyetlen ismert szenzoros-efferens funkcio, mely

kapszaicinre nem érzékeny afferensek Utjan jon létre. Mindez

sen érdekes annak fényében, hogy a trigeminalis ingerléssel
kivaltott meningealis plazma extravazacio ill. a nazalis vazodilatacio
és plazma extravazacio kapszaicin-érzékeny rostokon keresztil

valosul meg.

+

A trigeminus-dic elektromos ingerlével kivaltott vazodilatacio a
szenzoros rostok idegveégzodéseibol felszabadulo CGRP altal medialt,
de az egyes szovetek kozott eltérés all fenn a kilonbozo receptor
altipusok elofordulasi aranyat tekintve. Mert mig a nazalis értagulat

hCGRPx.17-el gatolhato, addig a meningealis valasz nem. Ez pedig azt

a feltételezést tamaszija ala, hogy az orr nyalkahartyajaban foként

CGRP-1 receptorok vannak jelen, addig a meningealis szévetekben

CGRP-2 receptoroknak, vagy mas mediatornak a szerepe meril fel.




meningea media ertagulata -legalabbis részben- az NO aital mediait,

illetve az NO-cGMP jelatviteli mechanizmus részt vesz a meningealis

es nazalis értagulat kialakul han.

Az ujonnan kifcjlesztett, hoktiszo:

home leti  forrd lap megfelelo modszer a  VRI1-receptor
agonistakkal kivaltott termalis antinociceptiv hatas vizsgalatara

Mind a RTX mind a kapszaicin esetében sikeriilt talalni egy olyan

dozist, ami még reverzibilis, minddssze néhany napig tarto termalis
és kémiai kitszobemelkedést valt ki, Ez a hatas alkalmas in vivo
modellként szolgalhat a VRI-agonistakkal kivaltott funkcionalis

szenzoros neuronblokkolo hatas tovabbi vizsgalatahoz .
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Capsaicin-insensitive sensory-efferent meningeal vasodilatation
voked by electrical stimulation of trigeminal nerve fibres in the rat

Barna Peitl, 'Gabor Petho, 'Robert Porsza
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itroduction
| the skin and internal organs newrogenic inflammatory  Newrogenic  inflammation of the dura mater has been

asma extravasation and vasodilatation can be evoked by
widromie stimulation of afferent nerve fibres (kaneso ¢f al
)07: Maggi, 1995: Pintér & Szolesinyi. 1993: Szolesinyi. 1996:
andbere. 1996). These responses are abolished by
ctrcatment and therefore they are manifestations of” the
morv-efferent function of & capsaicin-sensitive subpopuli-
wof primary Neuropeptides such s
batance P (SP) and alcitonin gencerelated peptide (CGRP)
¢ released from their peripheral nerve terminaks and are the
inciple mediators of the inflammatory and asodilator
sponses. respectively (Holzer. 1988 Maggi. 1995). Electrical
- chemical stimulation of trigeminal aflerent fibres elicits
asma leakage from blood vessels in the dura mater and in
tracranial tissues such as facial skin, and
injunctiva supplicd by the trigeminal nerve (Markowitz et al.
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allerent neurones

nasal mucost
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enesis of migraine and other headaches

implicated in the path
(Goudshy & Edvinsson. 19931 The dura mater encephali of the
rat i densely imnervated by SP and CGRP immunoreactive
trigeminal fibres (Keller & Marturt, 1991
1993) and dura plasm leaka
due to activation of NK tachykinin receptors (Shepheard o
al 1993), Plasma extravasation i the rat dura mater mduced
hy clectrival or ciiemica trigeminn studation isassunied to e
nediated by capuaicin-sensitive - fibres

capsaicin pretreatment has been shown to abolish the response
After neonatal capsaicin pretreatment. however. profound
secondary changes during maturation oceurs. Therefore it is
Bt specific tool ta decide which primary afferent neurones are
sensitive 1o capsaicin in adult animaly (Szolesinyi of al.. 1994
Szolesinyi, 19931, comequently w tirm evidence tor exclusive
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sponses were described also in extracranial areas includi
facial skin (Couture & Cuello, 1984, Escott et al.. 1995a) and
nasal mucosa (Lundblad v al. 19830 Stjiiene et al.. 191)
Evidence for a mediator role for CGRP was obtained in the rat
ficial <Kin (Fscott o7 al.. 1993, durs mater (Kurosawi f al.
Jous e (Fsentt orad 1093k Gy
reased the gus
vasadilatation in

e e it

whether allerent fibres mediatin

e b s mster o
The wim of the present study Was 10 invest
Doppier h.muquu the mechanism ol durad

e with laser

vasoiatation

n with specrt

atlerent. tibres

evoked by olectrival

mphisi on the capNac serity ol the
involved. T addition. we wished to exanune the pharmacolo-
sical modulation of dural vasodikatator responses by using a
example drug known (o enhance cerebral blood flow. For this
purpose we first utilized the method of Kurosawa et al, (1993),
but we developed also @ new model which aflows for

comparison of Blood flow
;I\‘mgn in the meninges and the mucosi. e, in
intracranial 1y estracranial fssues. in response 1o stimukation
of the tr

masal

1 ganglion

Methods

Gensral proccdurcs

The experiments were carried out on make Wistar rats weighi
250400 ¢, The animaks were housed at the Laboratory
Animal Centre of the University Medical School of Pécs
under pathogen free conditions at 2425 C and provided with
standard rat chow and water ad fibinm. All procedures used in
this study are in agreement with the rules of the Ethies
Committee on Animal Research of the University Medical
School o Pées The animals anaesthetized  with
thiopentone sodium (Teapanal. 100 mg ke ' ip). .m.t.w.\.n
doses being given every 30 min (Sme ke ' iv). The
femoral artery was cannulated for measuring arterial i
pressure with a Statham pressure transducer. The responses
were recorded on 4 polyzraph (Type RM. Beckman). A fine
polvethylene cannula introduced into the right femoral vein
srved for drug administration. The cannula inserted into the
trachea was connected o small animal respirator (SAR-530
PLIITC Ine, Life Seience Instrumentsy by which the animals
were artificially ventilited after skeletal muscle paralysis with
pipecuronium bromide (Arduan. 0.3 mg kg iv.. additional
doses being given when necessary). In the first experiments
non-parals zed animals the level of anaestheia evohed by
 thiopentone sodium was checked (1= 3) for up
6h by painful pinchings of the No signs of
movements or rise in blood pressure indicative of inadequate
anaesthesis were observed in these ammals. In expenments
employing muscle paridysis the sl eliant was adiniis-
tered only if the smimal was unzesponsive 1o such test stimuh
These experiments fasted for no more than 4 h. Reetal
emperature was kept at 37205 C by 4 controlled infrared
Lamp (Experimetria Ltd). AL the end of the experiments. the
animals were Killed by dose of thiopentone sodim
00 mg ke i

were

estreniities

an ov

Fiectriead stimdation ot dur miaics and v ing
meningeal blowd flow

The method develaped by Kurosiwa ef al. (199%) was used
The animal’s head was fived in o stereotavie frame. The skull

was exposed by @ midiine incision. The skin. periosteum and
the dorsal part o the masseter were removed. On the left side
ol the top of the skuil 4 parasagittal bure hole of about
2x6mm was drilled for electrical stimulation of the dura
mater encephalt. The parasaeital opening was filled with
tigid paratin aer e of stmulating platinum elctrodes
wd onto the dural surface The dura was
a constant
V. the frequency
wais § Hzand the duration was 20 5. For measuring blood flow
a round Dok with @ sdinetes of 3 man was drilled on the left.
W sl ot The skl rectangular needle 1vpe probe
ol @ il basci-Doppa fosieter (MBESD. Mour Tisir-
ments) was pliced over the arci suppiied by middle
artery without touching it and the hole was covered with
uze soaked with 0.9%0 NaCl solution. In some cases
bload flow wis measured 1n a4 similar Way contralateral o the
side of stimulation. i on the right side. In all experiments
Blood flow changes were recorded on the polyeraph. expressed
i arbitrars units and percentage changes of the responses were
determined by the e wnder the curve method (Messlinger ef
al. 1997)

clectrially stimalted with e
tength of 0.8

me. Stimulus s

ni

Electrical stimuation of ,/,,, trigeminal ganglion and
setd meosal band flow

The

2l head was fixed 1 3 sterentaic frame and the
“Kull was exposed by a midline incision. The skin. periosteum
and the dorsal part of the nsseter were removed. A burr hole
(2 mm diameter) was drilled on the feft side of the top of the
skull at 32 mm lateral to the sagittal suture and 3.7 mm
posterior 1o the bregma for the placement of bipolar
stimulating electrodes. The electrodes were lowered into the
et trigeminal jon to a depth of 9.5 mm from the dura
mater overlying the dorsal surface of the bum The left
trigeminal ganglion was electrically stimul /.05 ms.
0.5-10 Hzo 100 impulses). In order to d mmh sympathetic
pressor reflexes evoked by trigeminal ganglion stimulation
animals were given the adrenergic neurone blocking agent
wuanethidine (8 me ke : of
experiment. Blood flow was monitored in two areas innervated
by the trigeminal nerve: in the meniges s described above
and in the nasal mucosa. In the latier case another rectangular
needle type probe of the flowmeter was gently placed on the
mucoss of the nasal septum close 1o the aperture in the left
nasal eavity. n some cases meningeal and mucosal blood flow
was measured contralateral to the side of stimulation. i.e. on
the right side. After surgical preparation the animals were
allowed 10 rest until all physiological parameters were stable.
at which tme the measurement was started. Meningeal and
mucosal blood Now values expressed in arbitrary units were
recorded on the polygraph

ni

in

Capsaiviti resi pretrearments

The first group of rats was pretreated systemically with a wotal
dose of 300 mg ke © of capsaien - order w impair the
function of capsaicm-sensitive - primary aflerent neurones

(Solesanyi. 1993, Capsaicin was administered 10 daily 5.
injections given over 4 consecutive days under sodium

pentobarbitone (Nembutal) snestheria (40 me ke !
5 pectively the last

< complete Blockade of capsaicin-sensitise
primary afferents u fusther 1 o * dose of capsaicin (1wice
4

oses from S o 20upke ' then

increasi
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31100 g K

bo 1 F3A200pg ke | w0 reach
jal dose of 1 & was given Ly, during the experiments.
Jip anothier eroup of animals local acute capsaicin pretreatment
foas induced solution for 30 min onto
Jhe surtace of the memnges or nasal mucosa i the close
Gmity OF the Liser DopDer probe. I the third gronp of
Jnimals acute adminisiration of RTX (13 e ke i.v.) was
ilized for blocking the vascular responses evoked by
psaicinscunsitine primary aiferents (Porsvisz & Solesingi

19941

b appii

o of

Plasmict o viravasation evoked by clectvical stimulation of

e triceminnil wangtion

““Ilabelled bovine serum
ACRe and RTX (3 g ke ) or vehicle (0970

Loy the electrodes were lowered into the left
il ganghon as described earlier. Ten minutes later the
rigeminal ganghon wis electrically stmulated (23 V. 0.5 ms.
5 Hz for S min) and after a further 10 min period the animals
were exsanguinated. The dura was dissected free on both sides
of the skull and the surrounding area of the electrode
penctration wits discarded. Correct electrode placement was
confirmed by the presence of electrode pin prick marks in the

After intravenous administration of
lbuains
NaCl.

i i A i

Arxaiang

Figure 1 Menin
and afier resniferatonin (RTX. 3 s ki
SVLSHo 05 .

application (A)
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menmingeal blood flow. NBF- nasal blood flow.
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Meninaeal and nial blond flow cnhmumenh evoked
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wrigeminal ganglion. The upper eyelids from both sides were
taken as an extracranial trigeniinal innervated area. Sumples
were rinsed. dried overnight. weighed and  radioactivity
counted 1o quantify extravasation. The amount of extravasa-
ton in the sumulated and nonstimulated sides was caleulated
AN CNDIESEd S8 A SN TEVSAION Tt (FR) of stimilated v
The percentige of inhibition of extra-
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the three control responses was taken as the control value
C100"a), All values presented i the text give the mean
GO (> c.m.amcan), One-ay anadysis of v

nd s

nd

nce

stand
4 two-tailed et were used for statistical
ficance it of < 0,03

analysis with

Results
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fincrease in nasal blood flow to trigeminal nerve stimulation in blood flow in the durs mater evoked by trigem
Juas reduced 10 38.4%0 =117 of the control values (n=6. stimulation and the respective values after 1.v. and topical
igure ). None of these treatments inhibited the increase  application  of - capsacin - were 102970 £98 - and
1
i
H
1
i A
i a0 - o | i
n-3 i I i-ehiornD-Phe® L VYR 20 wg i |
—_ i NS | RP.6TSH00 1 maka
X NS . —_ —
g I NS
3 T . !
& o i
= | : i
v | : |
S &0 | - ’
2 :
s | : |
c 60 T 5
a N -
© 40 ‘ ;
2 .
5 | EE oo |
£ 2 I !
o ‘
Dura mater
 contat
P72 nCoRPy.a7 5 ug kg™ H
I Alopmn 5 g by
P2 (-cnioro 0 Pred-Leut HVIP 2043 k! |
B B Rp.67560 0 1 mg kg
120 4 NS
n=6 -
| ape00
& 1004 — —1
= |
| \
= 80
© *
8
5 60 .- \
= | | W’l \NE
£ | 7 NN
@ 404 7 NN
© ! | /RN N
S | | 77 N
B i | | !’(///A L\}\\
E 20 | | F\\\Q
| [N NN
‘ | 777NN
PR S S /777 W NNNN B
Nasal mucosa
Figure 7 (A) Quantitative evaluation of the effect of hCGRP, "6
¢ vt uh oo P L » 15

DeNatetiin 1 g A
o the Mo i 1 ko) by clectrical <
sane o o the et of hCGRP -8 atropine (S g ke Fix s b
SPheLeul VI 120 g ke * 1x: 760 and RP 67550 0.1 mg ke 15 0= 1) on the blood fow increuse 1 the nasal
voked by electrical simulation (15 V. 5 Hz. 0.5 ms. 20 %) of the ipslateral tn jon. Respanses are expressad s
ol valics means = s mean). *P<00S. NS




464 B Petl et f

Capsaicin-insensitive trigeminal vasodilatation

109,57+ 133 (= 6) ais compared 1o their control values
(Figures 4 and 51
Admnstration of RTX (1 3 g ke~ iveon
pletely abolished the nasal blood flow enhancement but even
the dose of 3 s ke RTX did not induce a sienificant chinge
[SR

15) com-

SN A e cantralt in the usal w
s (Figines 16 aind f RTN on b
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administration of the non-peptide NK -receptor antagonist
RP 67550 (Shephe. 1993) a4 dose of 0.1 mg ke
iv. the meningeal blood flow response remained unaliered
317 +6.3. 1= 5 Figure 7). The enhancement of nasal
blood flow in response to trigeminad nun \lm\\l].ll\m\ Wats,
inhibited by v in rats
© o
s phase prec
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Effect of resiniferatoxin on plasima extravasation evoked
by electrical stimdation of the tigeminal ganglion

Electrical sumulation (25 V. 0.3 ms. 3 Hzeo Smimg of the
trigeminal ganglion in the control animals (1= 6) induced an
ipsilateral uvh.lmumul of plmm.n extravasation in the dura
mater and upper
as expressed by the extravasation ratio (ER) of the stimulated
0.1 and 440 +0.76. In those
rats where the electrodes were lowered into the trigeminal
sanglion without nerve stimulation there was no significant
upper R

€ 8). The respective enhancement

v nonstimulated sides was 213

extravasation i the dura mater id epelid
112025 and 103 = 01X, respectively: 1
Admumistration of RTX (3 ug 1w but not the vehicle
aimost completely aholished the plisma extravasation in the
dura mater and upper eselid (Figure 1 and the respective

ERS were LOX=0.20 and 135 =042 1 61

Discussion

sreas that local
antidromic

in several vaseul
abolishes
vasodiatation and various effector tissue responses. eheited
by stimulation of libres

1t has been shown ¢

orwstemic capsaiem treatment

“ensory Hence. semsory eilerent

vascular and other tisue responses were described s a
feature of the caps subgroup of

allerent fibres (Szolesanyr. 194, 1996: Holzer. 1955: Ma

T931 The preseine sty s prosidod cvidoies for the iz

N is mediaied

Casoditatat
by capsaicin-insensive afferent fibres
supported by results obtamed with three ways of capsaicin

This conclusion i
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(TX pretreatments and two methods of nerve stumukation
Irhe dural stmulation method developed by Kurosawa ef .
;‘wo;) excites hoth autonomic perivascular
ferve fibres but the advantage of this method is the lack of
it on Blood prevre O echique o electricl

semsory aund

plitin ot it

ea. cnabies the comparivon of
cranial and intracranial tissues

it iz i

pood v ehianzes in evera
.

i ol e whole
wlles increnses i blood pressure often oceur.  therefore
smpathetie plockade s appiied. Guanethidine ar the
ot o ur strongly inkiibitad these Blood
pressure Changes by binckade of hoth noradrencreie aml

peurvpentide Y mediated svmpathetic transmission (Pintr o
il 197) anethidine. the role of autononmic refley
respomses was excluded by the ack of effect of atropine and
the nicotinic receptor blocking agent hexamethonium,
Meningeal vasodilatation  evoked by perivascular  or
ceminal sanghionie stimulation was very similar with respect
1o time course (latency and recovery rate) and capsaicin-
insensitivty of the fibres mvolved. This mdictes that both
simulation techniques activate identical populations of
al trigeminal afferent fibres. On the contrary. nasal
vasadilutation mduced by stimulation o the
v diferent from e neningeai
frequency optimum . of the meningeal
e vt and tecovery was faster i

Beside

fesponses (1) The

those of the masal mucosal response: 12) Menin:
apsaicin-insensitive fibres, while the

cal vasodilata-
tion was mediated by
mucosa] response was capsaicin-sensitive: (31 The mucosal
inhibited by @ CGRP receptor antagonist
<1 while the menigeal response wirs not inhibited

respome wirs
(CGRP.
by this drug.

RTX causes an aeute and selective functional blockade of
capsaicin-sensitive priniary aflerent neurones (Szolesinyi er af
10901 At simitar dose s used i the present stidy RTN
aholished inhibited antidromic vasodilatation
recorded with Taser Doppler flowmetry in several tissues of
the rat inchuding the skin and striated muscle (Porszisz &
Szolesinyi. 1994 Pinter e al. 1997). In the present study
systemic RTX or capsaicin pretreatment abolished and topic:
Gapsaicin application strongly inhibited mucosal vasodikta-
tion but none of these treatments inhibited the meningeal
vasodilatation evoked by trigeminal stimulation. The ack of
avidence for s involvemer
the meningeal vasodifatation of the
observation since all sensory-efferent responses studicd vo far
proved o he mediated by capsaicin-sensitive aflerents (Holzer.
1988 Maggi. 1995 Szolexinyi, 19961, This result s particularly
suiking smee dural plasma extravasation induced by
trigeminal mediated by capsaicinensitive
primary afferents according 1o the present and carlier data
(Markowitz er ol 19580, Immunohistochemical observations
indicated that capsaicin pretreament did notdepicte SI*
sontainmg trigeminal fibres in the rat leptomeninges, whereas
in the gumea-pig depletion was seen for both SP und CGRP
(Geppetti et al . 1990)

The different effectiveness of the
hCGRP. cal v mucosal vasodiatation indicates
a further between the  respomses. Mucosal
hyperaemia was considerably inhibited but not abolished by

or strongly

i of capsaicin-sensitive atferents m

A iy 4 SuEprising new

stmulation iy

CGRP antagonit

N mediicd

GRiL e ience
V(vRP wii

T oor CORE D receplon. which are not ot
h((vl(l’ INu & Wiesenfeld-Hallin 1996) and - other
mediators should alo be considered. T has heen shown

liis responise Wopart by

o CGRP receptons, withougis e invuives

st

that meningeal vasodifatation induced by
electrical sumuly the dura mater of the rat

inhibited by topical application of hCGRP. . high
concentrations (Kurosawa er af.. 1995). The present results
LI o o BOGRD. e stronaly

perivaseular

o of

indicare tha
meningeal iesponse

In aceor epheard 1

o

¢ o
W be imolved i the
selective NK

Al Vasodifatation sine the

fist RP 630, did not nbibe

receptor ant

Feceplors eems n contabute b the sl ph

Fesponse i ihose cases in which B Bl o s high, s
evidenced by the inhibitony effect of R 67580

probuble source of released CGRP and SP in the rat nasil

The most

il capsaicitissensitive priney allerent fibres
o store both SPand I(IRV’
Vs et w1991 The pr

Tunctions resaits obained with RTN and capsaicin pretreat-
ments also support this assumption. 1t is worth mentioni
thatin the cat electrical or capsticin-induced stimulation of the
wigeminal nerve evokes an atropine and hexamethonium

sasodilatation in e masal mcosa 1 undblad o

Cainta

19830 Simitariy
stimulation mthe pig leads o vasods
cost, e laer

mtdromic o7 capaicin

response b
but only slightly by seccpuor ant
1991; Rinder & Lundberg. 1996),

A contribution of sutonomic efferent tibres to cither the
menin

al or nasal vasodil
the trigemimal ganglion or its dural fibres is unlikely. The role
of mediators released from sympathetic postganglionic fibres
can be ruled out since the k\)\eunmn\ were made after
U that of
atin this and o

1991) failed

ation responses to stinulation of

to inhibit
electrical

previous study (lzumi & Karia
vasodilatation in dura evoked by
stimulation of the trigeminal - ganglion  provides further
evidence against the possibility that the autonomic nervous
sastem plays any role in the response. Parasympathetic efferent
fibres releasing acetyleholine or VIP can aiso been ruled out
since neither atropine nor @ VIP antagonist inhibited these
Whereas hyperaemia  induced by
il or facai nerve stmulation i cats was atributed
1P-creic nerve fibres (Lambert er ui, 1954 Goadsby &
MaeDonakd. 1955 Goadshy & Duckworth. 1957, Catancous
hyperitemic responses to trigeminal stimukation in the rat were
notatfected by VIP antagonist e shown here and by Excott
e al (19951 indicating marked species differences in this
respect. 1Uis worth mentioning that infusion of VIP in 4 dose
sufficient o produce o decrease i blood pressure did not
enhince the evoked blaod flow respones in the dura and nasal
mucos

The present study provides evidence that
Kurosawit o wl (1951 is saiteble for investization of the
lfects of drugs on meningeal microcirculation. Our results
with Doppler flowmetry the
induced By vinpocetine (Kiss & Karpin
meningeal blood flow and the by peraemic
by stimulation of the dura mter
present

mater

responses. cutaneous

method of

enhancement
19961 af the

contirm laser

response induced

Ny has reveated that

nuiation is

- concuon, e

asodiatation evked by cieuiical rigemini

respect 1o frequency optimum - of
Kinetics, capaicin sensitivity of the

sl i CSCRRCPIIVS ris i
stimulation.
mediating

respanse

fibres and
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susceptibility 0 CGRP receptor wntagonisim. Hence estia-

polation Trom dats ubtained in - trigeminally - innervated
eviracranial vaseular beds towards meningeal  vaseular
mechanisms might e misieading and. therefore. - direct

investigation of meningeal blood flow regulation is necessary
e research these data provide (e
the existence of @ vaseular

Furihermore.

first.evidence for region where

antidromic vasodifatation s mediated by sensoryfibres
Which are rewstamt to the sensory  biocking elfect uf
capsanein and RIN. Fhe stk capsaicn-msensiinty of

tiseminal setsor fibres inediating sl

sl sasodilatation
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