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Altalanos bevezetés

A primer afferensek néhdny alapvetd farmakolégiai tulajdonsdga

A primer afferensek funkcidjanak vizsgalata a PTE Farmakologiai és
Farmakoterapids Intézetében nagy hagyoményokkal rendelkezik. Ezen neuronok
funkcidjanak a kutatdsa évszdzados miiltra tekint vissza, azonban a gyogyszertan
tankényvek mind a mai napig nem tartalmaznak a szenzoros neuron
farmakolégiajaval foglalkozo6 fejezetet.

A nocieeptorok olyan primer afferensek, melyek azokra az ingerekre valaszolnak,
melyek szovetkarosodast okoz(hatjnak. Ezek a rostok morfoldgiai sajatossagaik és
vezetési sebességik alapjan a A~ (3-30 m/s) és a C-rostokhoz (0,2-2 m/s) tartoznak,
és fijdalmas mechanikai, h6 és kémiai ingerekkel aktivalhatok. A nociceptorok
aszerint, hogy mi az az inger, ami az aktivaciéjukat eredményezi, két csoportra
oszthat6k. Az egyik csoportot a magas ingerkdsz6bd ("high-threshold", HT)
mechanonociceptorok (AS-HTM, C-HTM) képezik. A masik csoportba tartoznak a
mechanikai és forr6 ingerekre egyarant érzékeny nociceptorok (A5-MH, C-MH). Ezen
ugynevezett "mechano-heat"-nociceptorok, melyek elsésorban veléhiively nélkili C-
rostok, fajdalomkelté kémiai ingerekre is reagalnak, ezért polimoddlis nociceptoroknak
is nevezik 6ket. A teljes képhez az is hozzatartozik, hogy az utobbi években olyan
mechanikai és forrd ingerekkel nem aktivalhaté Gn. "silent" nociceptorokat is talaltak,
melyek gyulladast kivalté behatasok utan mutattak polimodalis ingerelhetéséget.

A bort ellaté nociceptorok mintegy 20%-a a HTM-rostok csoportjaba tartozik, és
ezen rostok tobbsége lassu vezetési myelinhiivelyes axon (AS-HTM), mig a tobbi rost
polimodalis nociceptor, melyek nagy része (kb. 90%) C-MH. A nociceptorhoz tartozd
receptiv mez6t tekintve is kiildnbség van a kétféle nociceptor kodzdtt. Az AS-HTM
rostokhoz tartozd érzé mez6 tdbb érzépontot is magaba foglal, és az dsszterlilete az
emberi bérben kb. 10 cm?, ezzel szemben a C-MH rostok érzéterilete csak egy
érz6épontot foglal magaba, s a teriilete kb, 2 cm?.

A C-polimoddlis rostokat tehat olyan fajdalmat kivalté stimulusok képesek
aktivalni, mint a h6, mechanikai valamint a kémiai ingerek, és az is régé6ta ismert,
hogy a kapszaicin szelektiven képes izgatni ezen afferens rostokat anélkil, hogy az
alacsony ingerklszdbii termo- és mechanoreceptorokat, illetve a HTM-rostokat
izgatna.

A polimodalis nociceptorok a tobbi nociceptor-tipustél eltéréen kettés funkcidval
rendelkeznek. Inger hatasiara nemcsak akciés potencidlokat generalnak, amelyek a
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kozponti idegrendszerbe futnak be (afferens funkcid), hanem ugyanezen ingerek
hatasara végzddéseikbdl a benniik tarolt neuropeptidek (kalcitonin-gén rokon peptid
[CGRP), substance P [SP|, neurokinin A [NKA], szomatosztatin) felszabadulnak, ami
lokalis, s6t akar szisztémas szdveti hatasokat (simaizom-relaxacié vagy kontrakcid,
vazodilataci6, plazma extravazaci6 stb.) is kivalthat (efferens funkci6). A plazma
extravaz4cid és vazodilatacié egytittesen neurogén gyulladast eredményez, amelynek 6
mediatorai a SP és a CGRP. A CGRP erds értagitd, az arteriolak simaizom-sejteinek
felszinén 1évé CGRP-1 és/vagy CGRP-2 receptorokon Kkeresztlil az intracellularis
SP eclsésorban plazma extravaziciét hoz létre a venuldk endothelsejtjein levd
tachykinin NKi-receptorok aktivalasat koveté érfali permeabilitasfokozédassal.

A primer afferensek vizsgdlatat nagyban neheziti az a tény, hogy kevés olyan
anyagot ismerlink, amely szelektiven hat az érzérostokra. Ezek kézil mindmaig a
legfontosabb a paprika csip6s anyaga, a kapszaicin. A kapszaicin felfedezésének és
alkalmazésénak részletes attekintésétél eltekintek, mivel annak szamos aspektusa
mér a munkacsoport tobb tagjanak (Pethé Géabor, Pintér Erika) PhD-értekezésében
részletesen szerepel. Osszefoglalva megallapithaté, hogy a kapszaicin primer afferens
neuronokra kifejtett hatdsdban négy fazist lehet elkiildniteni. Az els6é szakasz az
izgalmi fazis, melynek lényege, hogy kapszaicin hatisara a szenzoros neuron
kildnbdzé részein (periférias és centrilis végzédés, sejttest)- a plazmamembran
depolarizéciéja jon létre, ami akciés potencidlokat general. Ezzel parhuzamosan az
idegvégzddésekbdl ill. a sejttestbél neuropeptidek (CGRP, SP, NKA) szabadulnak fel. A
tovabbi hatasok csak magasabb kapszaicin dézisok ill. hosszabb expoziciés idé esetén
manifesztalédnak. A masodik szakasz a szenzoros neuron blokkolas fazisa, ami alatt
az értendd, hogy szenzoros neuron és receptora egy vagy tobb nociceptiv ingerrel (hé,
mechanikai, kémiai) szemben érzéketlenné valik mind az afferens (akciés potencial
képz6dés), mind az efferens funkciét (neuropeptid felszabadulas) illetéen. Az
érzéducok "kis s6tét B-tipusi” sejtjeiben ultrastrukturalis véltozasok kimutathatoak,
de még nincs degeneracié ill. neuropeptid depléci6. A harmadik szakaszban, ami
lényegét tekintve egy szelektiv neurotoxikus hatas, teljesen megszinik ezen neuronok
excitabilitdsa, gatlodik az axondlis transzport, a sejtek neuropeptid tartalma
depletalodik. A periférias és a centralis végz6dés degeneralodhat, de a sejttest tuléli a
behatast. A masodik és/vagy harmadik fazis dllhat a kapszaigin-deszenzibilizaciénak
nevezett dllapot hatterében. Ennek lényege, hogy kelléen magas kapszaicindézis ill.
expoziciés idé alkalmazisa esetén a kapszaicin-érzékeny érzbidegvégzodések nemcsak
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kapszaicinnel, hanem minden olyan ingerrel (h6, mechanikai ill. kémiai) szemben
refrakterré valnak, amelyek ezen receptorokat a szer adasa el6tt aktivalni tudtak.
Ennek megfeleléen a kapszaicin-deszenzibilizacié rendkiviil fontos modszer annak
vizsgalataban, hogy egy adott jelenség kozvetitésében szerepet jatszanak-e a
kapszaicin-érzékeny peptiderg rostok. A negyvedik fazist ujsziilétt patkanyok
szisztéméas elékezelése utan figyelték meg. Ilyen eldkezelés az érzéducsejtek "B
alapjan a karosodott idegvégz6dések idegnovekedési faktort (NGF) felvevd
képességének a hianyaval, és nem direkt citotoxikus hatassal magyarézhaté. Ha
intravénasan vagy intraarteridlisan adott kapszaicinnel akarunk szisztémas
deszenzibilizacidt kivaltani, akkor a szer erételjes pulmonalis J-receptor-izgatd hatasa
miatt kivaltédik a pulmonailis kemoreflex (bradycardia, hipotenzié, apnoe), ami
megakadalyozza, hogy egyszerre akkora kapszaicinddzist adjunk, ami elegend6é a
deszenzibilizacié kivaltasahoz. Emiatt a kapszaicint naponta szubkutén kell adni
emelked6 dézisokban.

A Kkapszaicinen kiviill djabban egy masik vanilloid strukturaju ingeranyag
hasznalatéara is sor kertilt. Szallasi és Blumberg munkacsoportja kimutatta, hogy egy
marokké6i kaktusz (Euphorbia resinifera) tartalmaz egy resiniferatoxinnak (RTX)
nevezett anyagot, ami nemcsak szerkezetében, de hatasaiban is nagyon hasonlit a
kapszaicinhez, de annal lényegesen potensebb. A RTX képes a szenzoros neuronokon
mindazokat az izgat6 és deszenzibilizalé hatdsokat kivaltani, amit a kapszaicin, de
lényegesen kisebb doézisokban. Egy fontos eltérés a kapszaicinhez képest, hogy a
pulmonalis J-receptorokat minimalis izgalmi fazis utan mar deszenzibilizdlja - azaz a
pulmonalis kemoreflexet lényegében nem valtja ki -, ami lehet6séget ad arra, hogy
olyan dézist adjunk akutan, ami elegend6 a szisztémas deszenzibilizacié kivaltasahoz.
Ez azzal az elénnyel jar, hogy a kapszaicin-érzékeny rostoknak a kuldénféle szoveti
valaszokban bet6ltdtt szerepét ,6nkontrollos® kisérletekben vizsgalhatjuk.

A kapszaicinnel, mint szenzoros izgatd-blokkolé tesztanyaggal szerkezet-hatas
vizsgalatokat el6szdr Szolcsanyi és Jancso-Gabor végzett még a 70-es évek kodzepén.
Ezen vizsgilatok eredményei felvetették egy specifikus, kapszaicinnel aktivalhato
farmakolégiai receptor létezésének a lehet6ségét, melyek direkt bizonyitdséra csak
1997-ben, a kapszaicinreceptor klonozasaval keriilt sor. A kapszaicin VRI1-nek
nevezett receptor nemcsak kapszaicinnel ill. RTX-szel (két vanilloid strukturja
agonistaval), hanem fajdalmas héingerekkel és alacsony pH-val is aktivalhaté, igy
egyfajta molekularis integratorként kozvetiti a fajdalmas fizikai és kémiai ingereket. A
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VR1-receptor kimutathaté kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronban (sejttest, axon,
periférids és centralis végzddés) és kisebb mértékben néhany agyi strukturaban
(hypothalamus, kisagy, cortex, striatum, kozépagy, bulbus olphactorius, hid,
hippocampus, thalamus) valamint nem idegi szdvetben (pl. hizosejt).

Az értekezés els§ fejezete a trigeminalis teriilet vaszkularis hatésainak
szabélyozasdban szerepet jatsz6 primer afferensekkel foglalkozik. Ennek fontossagat
az adja, hogy az utdébbi idében a migrén patomechanizmusaban a meningealis
teriileten kialakulé neurogén gyulladasnak tulajdonitanak jelent6s szerepet, és a
triptanok ter4pias hatasaban lényeges lehet ennek farmakologiai gatlasa. Az értekezés
mésodik fejezete a nitrogén-monoxidnak (NO) a meningealis vazodilatacidoban ill.
plazma-extravaziciéban betdltdtt 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 hékiiszdbre
kifejtett hosszi tavil hatasat vizsgaltuk egy 0j modszer, az emelked6 hémérsékletii
forrélap segitségével.

Végezetill szeretném megjegyezni, hogy bar szamos mas kisérletsorozatban is
aktiv résztvevd voltam, értekezésembe csak azokat a munkakat vettem be, amelyeket
6nalléan végeztem.



Célok

I_A trigemindlis primer afferensek dltal létrehozott meningedlis vazodilatdcié és plazma

extravazdcié farmakolégiai hdtterének vizsgdlata

I./1. Olyan i médszer kidolgozasat és bevezetését tliztem ki célomul, mely alkalmas a
trigeminus-diic (ganglion Gasseri) elektromos ingerlésével kivaltott keringésfokozodas
valés-ideji (real-time) vizsgalatara egymassal parhuzamosan az intrakranialis (dura
mater) és extrakranialis (nazalis nyalkahartya) trigeminalis ellatasi teriileteken. Ezaltal
olyan Oj moédszer kerdlt a Kkezlinkbe, mely lehetévé teszi a dura mater
mikrocirkuléciéjara haté anyag(ok) {pl. vinpocetin) farmakologiai vizsgalatat.

I./2. Az igy beallitott moédszer segitségével megvizsgaltam, hogy az interoceptiv és
exteroceptiv innervacios teriiletet ellaté trigeminalis primer afferensek altal kivaltott
vazodilataci6 és plazma extravazacié miként véltozik szisztémas kapszaicin el6kezelés
és RTX adéasa utan.

1./3. Megvizsgaltam a Gasser-dac elektromos ingerlésével kivalthaté szoveti
mikrocirkulaciéban és plazma extravazicidban bekéovetkezé valtozasok mediator
héatterét mind az intrakraniadlis {dura mater), mind az extrakranialis (nazalis
nyalkahéartya/felsé szemhéj) esetében.

I./4. Specifikus enzimgatlok segitségével tanulmanyoztam a nitrogén monoxid (NO)
szerepét és eredetét a Gasser-dic elektromos ingerlésével kivaltott artéria meningea
média értagulatban.

II. VRI1-agonisték termdlis antinociceptiv _hatdsénak vizsgdlata a hékiisz6bmérésre

alkalmas emelkeddé-hémérsékletit forrélap médszerrel

I./1. Egy Gj metodika, az emelkedé hémérséklett forré lap modszer segitségével
vizsgaltam a szisztéméasan adott RTX és kapszaicin nociceptiv hékiszdbre kifejtett
deszenzibilizalé hatasat, kiilonés tekintettel annak dézisfiiggésére és kinetikajara.



Az egyes kisérletsorozatok részletes ismertetése

I _A kapszaicinre érzéketlen trigemindlis primer afferensek dltal létrehozott

meningedlis vazodilatdcié (1., 6., 10., 11., 12. és 13. kozlemény)

Altalanos megfontoldsok

Az élete sordn az emberek tobb, mint 95%-a legaldbb egy fejfajasos epizédon,
mig mintegy 16%-a legaldbb egy migrénes rohamon atesik. 1988-ban a Nemzetkézi
Fejfajas Tarsasag (International Headache Society, IHS) a kalonbdzd tipusu
fejfajasokat felosztotta els6dleges és masodlagos csoportra. Az utébbiba tartoznak azok
a tipusok, melyek valamilyen meglévé betegség tineteként jelentkeznek. Ezzel
szemben az elsédleges fejfajasoknak kimutathatd oka nincs, e csoporton beliili tovabbi
felosztas a fejfajas tliineteinek jellemz6i alapjan torténik. A migrén ezen elsbdleges
fejfajasok csoportjaba tartozik. A férfiak mintegy 8%-a, mig a nék kdérilbelil 25%-a
érintett. A migrén a férfiaknal fiatalabb életkorban kezdédik, s az auraval jar6 forma is
kordbban kezdddik, mint a aura nélkili. Gyakoribb a magas inteligenciaju
egyénekben, valamint a j6 szocidlis kérGlmények koézott élokben. A migrénben
szenved6knél szamos, a kozponti idegrendszert érinté betegség gyakrabban fordul el6,
mint az egézséges populdciéban. fgy gyakoribb a stroke, az epilepszia, valamint
szamos major affektiv betegség, mint példaul a depresszié6 vagy a panikbetegség.
Genetikai hattér mellett sz6l a korai kezdet és a megfigyelhet6 csaladi halmozodas. A
migrénes fejfajas létrejdttének pontos pathomechanizmusa mindezideig nem ismert.
Kimutattédk migrénben szenvedéknél, hogy az agyi magnézium-szint alacsonyabb, ami
az NMDA-receptorok érzékenységének fokozddasan keresztil az idegsejtek
szenzibilizalédasahoz vezet, melyek az addig artalmatlan stimulusokra, -mint amilyen
az erek pulzécibja- is fokozottan reagalnak. Ugyancsak az idegsejtek érzékenységének
fokoz6dasahoz vezet az intrakranialis ereket korlilvevé szenzoros idegvégzddésekbél
felszabadulé neuropeptidek altal kivaltott neurogén gyulladas.

A dura matert (kemény agyhartya) az afferens idegrostok gazdag halézata latja
el. Ezen idegrostok tObbsége az azonos oldali trigeminus-dicboél eredé 1.) szenzoros
rost €s az azonos oldali ganglion cervicale superiorb6l ered6 2.) szimpatikus idegrost.
Mindezek mellett szérvanyos, a sphenopalatin és carotid interna ducbdl ered6 3.)
parszimpatikus beidegzés is megfigyelhet. Az elvégzett immuncitokémiai

vizsgalatokbdl azt is tudjuk, hogy a dura mater erei koril szamos neuropeptid
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tartalmu idegrost talalhato. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CGRP, SP és NKA
immunpozitiv sejtek a szenzoros, a NPY a szimpatikus, mig a VIP immunpozitiv rostok
a paraszimpatikus rendszerhez tartoznak. Eddigi ismereteink szerint a migrénes és
egy€b ¢€reredetd fejfjjas kialakuldséban a dura mater -trigeminus-dicbdl eredé
szenzoros rostok 4ltal kdzvetitett- neurogén gyulladasa (értagulat, szdveti
plazmaextravazici6, endothélsejt &s hiz6sejt aktivacié, vérlemezke aggregacio)
kulcsfontossagu jelentéséggel bir. Bizonyitékok vannak arra vonatkozoan is, hogy ezen
primer afferensekb6l felszabadulé CGRP, SP és NKA erdteljes értagité hatasa az
emberi artéria meningea médidn in vitro, valamint a pialis (l4gy agyhartya) artériakon
in situ. Az is tisztadzott mar, hogy ezen trigeminalis afferensek elektromos és/vagy
kémiai ingerlése megemeli az intrakranialis vénas elfolyé vérbdl mérhet6 CGRP és SP
plazmaszintjét. Ezzel parhuzamosan az agyi, a meningedlis és a trigeminus altal
ellatott extrakranialis teriileteken a véraramlas fokozodasa kovetkezik be. A dura
mater és az extrakranialis trigeminalis innervaciés teriiletek szdveteibe iranyulé
plazma fehérje kidramlas szintén megfigyelhet6. Az agyi és meningealis véraramlas
fokozodas foként a CGRP értagitd hatasa miatt kovetkezik be, mig a plazma
extravazaci6t a neurokininek felszabadulasa és az ezzel egyiittjaré NK; receptor
aktivacié hozza létre.

Az elmult évek soran a migrén, illetve a vaszkularis eredett fejfajjasok terén
végzett klinikai és experimentalis kutatasok eredményeképpen az is nyilvanvaléva valt,
hogy migrén kialakulasaban pontosan még nem meghatarozott médon a nitrogén
monoxid (NO) is részt vesz. A NO-rél részletesen azonban itt most nem esik sz6, mivel
azt dolgozat kdvetkez6 része részletesen targyalja.

A n. trigeminus szerepe a fdjdalom kialakuldsdban

A Gasser-duc elektromos ingerlésének hatadsara tehat a trigeminalis primer
afferensek idegvégz6déséb6él neuropeptidek (CGRP, SP, NKA) szabadulnak fel, melyek
az értagulattal, szoveti plazma extravazacioval, hizésejt és endothélsejt aktivaciéval,
valamint vérlemezke aggregacioval jellemezheté neurogén gyulladast valtjak ki a
nervus trigeminus mind az intrakranialis (pl. dura mater), mind pedig az
extrakranidlis (pl. orr nyalkahartya, fels6 szemhéj) ellatasi teriiletén. A
kovetkezményes lokalis acidozis és hémeérséklet-emelkedés pedig a nociceptorok
talzott érzékennyé valasahoz vezet, igy azok olyan ingerekre is reagalnak, ami
egézséges emberben nem valt ki valaszreakci6t (pl. erek pulzacidja).
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A dura mater neurogén gyulladasa kévetkéztében érzékenyedett nociceptorok
altal kdzvetitett fijdalom a szupratentoridlis teriletré! a Gasser-ducban talalhatéd
neuronok axonjai, mig az infratentoridlis régiobol a fels6 nyaki gerincvel6 hatsoé
szarviban (C1-C2) lévé idegsejtek axonjai altal jut a kozponti idegrendszerbe, ahol
atkapcsolédnak a masodik idegsejtre. Az agytérzs azon része, mely a
cerebrovaszkularis fajdalomért felelés c-Fos és c-Jun immunhisztokémia segitségével
vizsgalhaté. Ez a két gén azokat a neuronokat jelzi, melyek aktivitisa megemelkedett.
fgy példaul a szaggitalis sinusz ingerlését kovetéen emelkedett szintjei figyelhetdek
meg a nucleus caudalis nervi trigeminiben valamint a C1-C2 szintjében a gerincveldi
hats6é szarvban. Hasonlé eredményt kapunk, ha a sejtmetabolizmnust vizsgaljuk 2-
deoxyglikéz alkalmazasaval. Ezen eredmények pedig alatamasztjak azt a felvetést,
hogy a hagyoményos értelemben vett nucleus caudalis nervi trigemini leterjed egészen
az els6 két nyaki szegmentumig. A sejtcsoport ezen részét nucleus cervicalis nervi
trigemininek, mig a nucleus caudalist is magaba foglalé teljes sejthalmazt
trigeminocervicdlis komplexnek nevezzilk. A masodik neuronok axonjai az
atkapcsolodas szintjében keresztezédnek, majd a thalamus ventrobazalis és medialis
magjaiban kapcsolédnak at a harmadik idegsejtre, melyek aztdn a cortex eddig
kdzelebbrél még nem meghatarozott terileteire vetiilnek.

A fajdalom feldolgozasanak spinalis és thalamikus folyamatat monoaminerg
palyak szabalyozzak. Az egyik ilyen a noradrenerg palya, mely a locus coeruleusbél
indul, s nyultvel6i illetve gerincveldi szinten "kapuzza" az érkez6 idegi impulzusokat a
hatsoszarvban a gatlé a2A/D-receptoraltipusokon keresztiil. A masik a dorsalis raphe
magbo6l ered6 szerotoninerg rendszer, mely a gerincvel6i hatso szarvban és thalamikus
szinten lat el hasonlé feladatot. A kdzponti noradrenerg beidegzés esszencidlis a
véragy-gat integritdsanak fenntartasihoz is. Kimutattak, hogy a locus coeruleus
elektromos ingerlésével befolyasolhaté, csokkentheté az agyi vérataramlas, illetve
fokozhaté a véragy-gat permeabilitasa is. Ez utébbit tamasztja ala az a klinikai
megfigyelés is, hogy a zolmitriptan és az eletriptan, melyek az 5-HTip;1p receptor
agonistai, elényosen alkalmazhatoak a migrénes fejfajas csokkentésére. A két kozponti
idegrendszeri aminerg mag kozdtt azonban van egy lényeges kiulonbség. A dorzalis
raphe magban, szemben a locus coeruleusszal NADPH-diaphorase aktivitas mutathaté
ki, ami pedig a nitrogén monoxid szintaz (NOS) aktivitasara, s igy a nitrogén monoxid
(NO) jelenlétére és szerepére utal.



Anyagok és médszerek

Kisérleteinket thiobutobarbitallal (Trapanal®, 100 mg/Kg, i.p.) altatott, 250-400
grammos, him Wistar patkdnyokon végeztiik. A jobb oldali artéria és véna femoralisba
kaniloket vezettlink a vérnyomés mérése illetve az anyagbeadas céljab6l. Emellett
sziikséges trachea kaniil behelyezése és az Allatok mesterséges lélegeztetése is, mivel a
kisérlet soran az éllatok izomzatat paralizdlni (Arduan® 0.3 mg/kg i.v., és tovabbi
fenntarté doézis ha sziikséges) kell az elektromos ingerlés kovetkeztében fellépéd
izomrangasok kivédése céljabdl. A kisérletek soran az allatok testhémérsékletét
infravorés lampa (Experimetria Ltd.) segitségével allandé szinten (37+0.5 °C) tartottuk.
Minden esetben a méréseket az élettani para.métefek beéllasa utan kezdtik, és egy-
egy kisérlet nem tartott tovabb 4 o6ranal. A kisérletek végén az A4llatokat
thiobutobarbitallal tilaltattuk (100 mg/kg i.v.).

A dura mater elektromos ingerlése és a meningealis véraramlas valtozas mérése
Ezen esetben Kurosawa és munkatarsai (1995) altal bevezetett modellt

hasznaltuk. Az allatok fejét sztereotaxias késziilékbe rogzitettiik, s a koponyacsontok
feltarasa utan 1-1 furatlyukat készitettink az ingerlé elektréoda valamint a laser-
Doppler (LD) méréfej szdméra. A dura felszinét elektromosan ingereltiikk (15V, 5 Hz, 20
8, 0.5 ms) és a létrejové durai mikrocirkulacié valtozast a LD-el monitoroztuk, s a
kapott értékeket poligrafon (Beckman) valamint szamitégépen (Haemosys)
regisztraltuk. Ezen médszer hatranya, hogy a dura felszinének ingerlése soran minden
perivaszkularis ideget stimulalunk, nemcsak a trigeminalis primer afferenseket.

Ezt a kisérleti elrendezést mi fejlesztettliik ki. Szandékainkat az a cél vezérelte,

hogy egy olyan specifikus ingerlési modot talaljunk, ami kizarélag a dura mater ereit
beidegzé trigeminalis primer afferens rostokat stimulalja. Ezt a trigeminus ganglion
elektromos ingerlésével sikerllt elérnink. Hasonléan az el6zéekhez, itt is két
furatlyukat készitettlink, egyet a bipolaris tielektréd szaméara, a masikat pedig a LD-
méréfejnek. Ezzel parhuzamosan az ingerlés oldali orr nyalkahartya mikrocirkulaciés
véltozésait is nyomon tudtuk kévetni a nazalis szeptumra helyezett LD-méréfej
segitségével. Az ingerld elektrodat sztereotaxias vezetés mellett, a durat atszakitva, az
agyélloményon keresztiil egészen a csontos koponyaalapig vezettink le (3.2 mm-re



oldalra a sinus sagittalis superior-t6l és a bregmatél hatrafelé 3.7 mm-re, a dura
felszine alatt 9.5 mm mélyre), s az itt taldlhaté Gasser-ducot elektromosan ingereltik
(15 Vv, 0.5-10 Hz, 100 impulzus, 0.5 ms). Az ingerlés soran fellép6 szimpatikus
presszor valasz kikiliszobolésére az allatainkat minden esetben adrenerg neuron
blokkolé anyaggal, guanethidinnel el6kezeltik (8 mg/kg iv.). A mikrocirkulacié
valtozasait ez esetben is LD széveti aramlasmérével monitoroztuk és poligrafon
(Beckman), valamint szamitégépen (Haemosys) regisztraltuk.

Kapszaicin /resiniferatoxin (RTX) elékezelés

Kapszaicin/RTX el6kezelés célja a kapszaicin érzékeny primer afferensek
funkciéjanak felfiiggesztése, s az ily méddon kiesett funkcidk alapjan tudunk
kovetkeztetéseket levonni ezen idegrostok neurogén gyulladasban betdltott szerepére.
Ezen kisérletek soran 3 allat csoportot alakitottunk ki.

A patkanyok els6 csoportjat szisztémas kapszaicin elékezelésben részesitettik,
oly médon, hogy 4 egymast kéveté napon a nyak bére ala szubkutan injekcioban,
pentobarbitallal (Nembutal® 40 mg/kg i.p.) végzett altatas mellett emelkedé dézisban
30, 50, 100 és 120 mg/kg kapszaicint fecskendeztink (X 300 mg/kg s.c.). Az utolsd
elékezelést 3 nappal a kisérlet eltt végeztik el. Azért, hogy a kapszaicin-érzékeny
primer afferensek még teljesebb gatlasat érjunk el, a kisérlet alatt emelkedd
dézisokban (5, 10, 20, 50, 3x100, 3x200 pg/kg i.v.) Osszesen kozel 1 mg/kg
kapszaicint adtunk immaéron intravénasan.

A masodik csoportban 1%-os Kkapszaicin oldattal torténé el6kezelést
hasznéaltunk, lokilisan a kemény agyhartya felszinére, illetve a nazalis mukézara
cseppentve. Ezaltal azonnali deszenzibilizacioét lehetett elérni a 30 perces kontaktus
id6 letelte utan.

A harmadik csoportban a kapszaicin ultrapotens analdgjat, az RTX-et
hasznéltuk azonnali deszenzibilizaci6 elérése céljabol. 1-3 ng/kg RTX intravénasan
beadva a kapszaicin-érzékeny primer afferensek vaszkularis hatésait azonnal
felfiiggeszti.

A_trigeminus-dic elektromos ingerlésével kivaltott széveti plazma extravazacié
vizsgalata

Ebben az elrendezésben azt vizsgiltuk, hogy a Gasser-dic elektromos
ingerlésével a dura mater, illetve -a trigeminus ideg ophthalmicus 4ga altal ellatott- a
fels6 szemhéj tertiletén kivaltott plazma extravataciét kapszaicin-érzékeny primer

10



afferensek kozvetitik-e, vagy hasonléan az értagulathoz fennall hasonlé kilénbség a
két innervacios teriilet kozott. 1251-vel jelzett bovine szérum albumin beadasat RTX (3
ng/kg i.v.) vagy a kontroll csoport esetében oldészer (1 ml 0.9% fiziologias séoldat)
intravénas infazi6ja kovette, majd a trigeminus-ducot elektromosan ingereltiik (25 V,
5 Hz, 0.5 ms, S perc). Az ingerlés befejezését kovetéen 10 perccel az allatot
kivéreztettlk, s a vett szdvetmintdk szaraz sulyra viszonyitott radioaktivitasat
meghatéroztuk. Az ingerelt oldal aktivitdsat dsszehasonlitottuk a nem ingeret oldal
aktivitasaval. Az {gy kapott aranyszamot (ER) hasznatuk az eredmények kiértékelésére.

Eredmények és kbvetkeztetések
A dura mater fel i ingerlé

A dura mater felszinének elektromos ingerlése {15 V, 5 Hz, 20 s, 0.5 ms) a
vérnyomas emelkedése nélkil az ingerelt oldali artéria meningea média
aramlasfokozodésat valtotta ki. Az RTX, mely a szenzoros neuronokat akutan
blokkolni képes, a kivaltott valaszt nem befolyasolta. Mindazonaltal a médszeriink
alkalmas a farmakon okozta aramlas-fokoz6das mérésére, hiszen a vinpocetin
(Cavinton®), -melynek agyi keringésfokozé hatasa j6l ismert- a meningealis
mikrocirkulaciét fokozta.

A trigeminus-duc ingerlése és a kapszaicinre valo érzékenvség vizsgalata
A Gasser-dic elektromos ingerlésével (15 V, 5 Hz, 20 s, 0.5 ms) az ingerlés

oldalan mind a meningedalis, mind a nazalis mikrocirkulacié fokozédasat ki lehet
valtani. Az ingerlés okozta atmeneti vérnyomas emelkedés guanethidin (8 mg/kg i.v.)
elékezeléssel kivédhets. A 0.5 és 1 Hz-el torténé ingerlés hatasara csak az orr
nyalkahartya terilletén alakult ki véraramlas fokoz6das, a meningealis mikrocirkulacié
ilyen ingerlési paraméterek mellett még nem fokozddott. A frekvencia optimum a
nazalis innervaciés terllleten 2 Hz-nek, mig a duran 5-10Hz-nek ad6dott. Emellett
killénbség van a valaszok kinetikdjaban is. A meningedlis véraramlas fokozédas
rovidebb latenciaidével indult és rovidebb ideig tartott &sszehasonlitva a nazalis
vaszkularis valasszal.

A haromféle szenzoros neuronblokkolé el6kezelés segitségével megvizsgaluk a
kapszaicin-érzékeny primer afferensek szerepét a Gasser-duc elektromos ingerlésével
kivaltott meningealis és nazalis vazodilataciéban. Szisztémas kapszaicin el6kezelés
utan a nazalis valasz jelentésen csdkkent, majd tovabbi, immaron i.v. kapszaicin (¥ 1
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mg/kg dsszdozis) adasat kovetben teljesen megsziint. Az allatok masodik csoportja
1%-o0s lokdlis kapszaicin oldattal torténé elékezelésben részesilt. Az orr
nyalkahartyara cseppentve a kapszaicin oldatot (30 percig), a trigeminus-duc
elektromos ingerlésével kivaltott valasz nagyfoka csOkkenése kovetkezett be.
Ugyanakkor egyik fajta kapszaicin el6kezelés sem befolyasolta a trigeminus-duc
elektromos ingerlésével kivaltott meningealis véraramlas fokozodast.

RTX (1-3 pg/kg i.v.) adasa a nazalis vazodilataciét teljesen megszlntette, s a
hatas hosszan tarténak bizonyult, 60-90 perc eltelte utan sem volt semmilyen jele az
érvalasz visszatérésének. Ezzel szemben az RTX ezen dozisai, s6t még a csak néhany
alkalommal alkalmazott nagyobb dézisai (10 és 100 pg/kg i.v.) sem voltak képesek a
meningealis valasz csdkkentésére.

Ezen altalunk bevezetett moszernek az adja a jelentéségét, hogy egyrészt
szelektiven a trigeminalis primer afferenseket tudjuk ingerelni, masrészt egyidében
tudjuk monitorozni a nervus trigeminus altal ellatott intrakranialis (dura mater} és
extrakranidlis (nazalis nyalkahartya) mikrocirkulaciot. Tovabba, dolgozatunk az elsé,
mely bizonyitékot szolgil arra vonatkozdéan, hogy egy szenzoros-efferens valaszt
kapszaicinre-érzéketlen afferens rostok medidlnak: Ezt alatamasztjak a haromféle
kapszaicin/RTX el6kezeléssel, valamint a kétféle ideg ingerléssel kapott eredményeink.

A meningedlis vazodilataci6, akar a perivaszkularis idegek, akar a trigeminus-
dac ingerlésével valtjuk ki, nagyon hasonlé a kinetikjjat és a kapszaicin-
érzéketlenségét tekintve. Ez azt jelzi, hogy a kétféle ingerlési technika a meningealis
nazalis valasszal lényeges killdnbségek vannak a frequencia optimumot, a valasz
latenciaidejét és id6tartamat, valamint a Kkapszaicin illetve a CGRPs.37 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 dézis az antidromos vazodilataciét képes megszintetni, vagy
nagymértékben gatolni a kilonbdzé szdvetekben, mint példaul a bérben vagy a
vazizomzatban. Az, hogy a szisztémasan alkalmazott kapszaicin és RTX, illetve a
lokalisan alkalmazott kapszaicin oldat csak a nazalis véalaszreakciot gatolta, a
meningealist nem, egy meglepd és j eredmény volt. Hiszen a mindezideig vizsgalt
szenzoros-efferens valaszokat kapszaicin-érzékeny afferensek kdzvetitették. Kulondsen
érdekes ezen eredmény annak a fényében, hogy a trigeminus ingerléssel kivaltott



plazma extravazaci6 az eddigi irodalmi adatokkal 6sszhangban mind a duran, mind a
felsd szemhéjon kapszaicin-érzékenynek bizonyult.

A neuropeptid antagonistdk, az atropin és a hexamethonium szerepe trigeminus-duc

ingerlésével kivaltott neurogén gvulladasban
CGRP antagonista hCGRPs.a7 kiilonb6z6é hatasossiga a meningedlis és nazalis

vazodilatdcidban tovAbbi kilonbségeket jelez. A nazalis mukéza hiperémiaja
nagymértékben gatolhaté a hCGRPs.a7-€l, ami azt bizonyitja, hogy a véalaszreakcio
legalabb részben a CGRP-1 receptoron haté CGRP altal medialt, mig a CGRP-2
receptor -mely nem érzékeny a hCGRPa.a7-re - illetve egyéb medidtorok szerepét
ugyancsak nem lehet kizarni. Azt mar korabban kimutattik, hogy a hCGRPs.37 nagy
dozisban, lokalisan alkalmazva képes a perivaszkularis trigeminalis idegek ingerlése
révén kivaltott meningealis értagulat gatlasara. A jelen dolgozatunk viszont abban
mutat Ujdonsagot, hogy az olyan dézisi (50 pg/kg i.v.) hCGRPs.37, mely képes a
nazalis vazodilatacio gatlasara, ineffektiv a meningealis értagulat befolyasolasara.

A korabbi eredményeknek megfeleléen az NK; receptor aktivacidja nem jatszik
szerepet a meningedlis vazodilatacioban, hiszen a szelektiv NK, receptor antagonista
RP67580 nem gatolta a valaszt. Ugyanakkor szerepe lehet a nazalis valaszreakcid
kezdeti fazisaban, hiszen azon esetekben, mikor az alap vérataramlas magas volt, a
valasz kezdetén rovid gatlast sikertlt kimutatni. A CGRP és az SP legvalészintibb
szdrmazasi helye a patkany nazalis nyilkahértya esetében a kapszaicin-érzékeny
primer afferens rostok, melyekrdl kimutattdk, hogy mind CGRP-t, mind SP-t
raktaroznak. Az eredményeink alatamasztjak ezeket a megallapitasokat.

Az autoném idegrendszer részvételét a kivaltott valaszreakciokban szintén ki
lehet zarni. Megvizsgalva mas szoba joheté mediator szerepét -a muszkarin tipusi
acetilkolin receptorok szerepét atropinnal, az adrenerg receptorok szerepét
guanethidin elokezeléssel, mig a VIP-receptor szerepét (p-chloro-D-PheS-Leu!7})-VIP-¢l-
mind a meningedlis, mind a nazilis vazodilatacioban egyértelmien ki tudtuk zarni,
hiszen egyik antagonistaval sem sikerQlt gatlast elérni a trigeminus-duc elektromos
ingerlésével kivaltott valaszokban. Tovabba, azt, hogy az autonom idegrendszer nem
jatszik szerepet alatamasztja az is, hogy a ganglion blokkolé hexamethonium nem
képes gatolni a trigeminus ganglion elektromos ingerlése altal kivaltott meningealis
vazodilataciot.
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Az RTX hatésa a trigeminus-duc ingerlésével kivaltott szoveti plazma extravazaciora

A Gasser-duc elektromos ingerlésével (25 V, 5 Hz, 0.5 ms, 5 perc) az ingerlés
oldalan szdveti plazma extravazacioé valthatd ki, mind az interoceptiv (dura mater),
mind az exteroceptiv (felsé szemhéj) trigemindlis innervacios teriletén, mely RTX
adasat (1-3 pg/kg i.v.) kovetden gyakorlatilag megsz(inik. Vagyis a kivaltott plazma
extravazacid kapszaicin/RTX érzékeny primer afferensek koézvetitése atjan alakul ki.
Ez viszont tovabbi érdekességet ad azon felismerésiinknek, hogy ugyanezen ideg
ingerlésével kivaltott meningealis vazodilatacid RTX-el nem befolyasolhato.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Kurosawa és mtsai (1995) altal bevezetett
moédszer alkalmas a meningealis mikrocirkulaciora hatd farmakonok vizsgalatara. A
dolgozatban bemutattuk, hogy a Gasser-dac elektromos ingerlésével kivaltott
vazodilatacioé lényeges jellemzdiben nagyfokl eltérést mutat. Eredményeink arra hivjak
fel a figyelmet, hogy a nazélis mikrocirkulaci6é valtozasokbél nem szabad messzemend
kovetkeztetéseket levonni az artéria meningea média ellatasi teriletén kialakuld
szbveti perflizid valtozasokra, hiszen, mind a valaszok kinetikajat (latencia id6 és a
valasz id6tartama is rovidebb az artéria meningea média esetében), mind a valasz
koézvetitésében szerepet jatszo trigemindlis primer afferens rostok kapszaicin/RTX
érzékenységét tekintve lényeges kiilonbségek adddnak. Dolgozatunk az elsd, mely
bizonyitékot szolgdltat arra vonatkozéan, hogy egy szenzoros-efferens valaszt
kapszaicinre-érzéketlen afferens rostok is medidlhatnak. Az érrendszer egyéb
teriiletein, a szivben, a légutakban, a gasztrointesztinalis és urogenitalis traktusban,
izomban és iriszben tdbb szdz irodalmi adat egybehangz6 eredménye alapjan a
szenzoros rostok altal kivaltott vazodilatdciét, neurogén gyulladast és simaizom
tonusvaltozisokat kizarolag kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensek kozvetitették.
Kulénosen figyelemremélté az a tény, hogy a trigeminalis innervaciés teriileten is e
tekintetben eltérés mutatkozott az exteroceptiv (orr nyalkahartya) és interoceptiv (dura
mater) innervéciés terililet vonatkozasdban. Ez az adat igéretes lehetdségre utal
tovabbi, olyan migrén ellenes szerek kifejlesztéséhez, melyek nem befolyasoljak a

mikrocirkulaciot a szervezet mas tertiletén.



II. A nitrogén monoxid (NO) szerepe a trigeminus ingerléssel kivdltott

neurogén gyulladdasban (2., 7., 8. és 14. kizlemény)

Altaldnos megfontolésok

Az el6zd kisérlet sorozat soran kimutattuk, hogy a Gasser-dac elektromos
ingerlésével kivaltott neurogén vazodilatici6 a trigeminus ideg intrakranialis és
extrakranidlis innervaciés terliletén a kapszaicinre valé érzékenység szempontjabol
eltérd primer afferensek révén kdzvetitett. Tovabba, amellett, hogy kiilonbség adodott a
hCGRPs.3; iranti szoveti érzékenységben, nem sikerlilt a kivaltott értagulat teljes
mértékl gatlasat elérni még az antagonista dézisat tovabb emelve sem (200 ug/kg i.v.).
Ez pedig felveti mas medidtor szerepét a trigeminus-dic elektromos ingerlésével
kivaltott valaszban. Miutan korabban mar a P anyagot, a VIP-et és az acetilcolint (Ach)
kizartuk, mint a meningealis vasodilatacid lehetséges mediatorait, figyelmink a
nitrogén monoxid (NO) felé terel6dott.

Az elmult évtized soran kimutattak, hogy az endothélium-fliiggd relaxaldé faktor
(EDRF) szerepet jatszik az erek simaizomzatanak elernyedésében. Nem sokkal ezt
kovetéen a megkezdett intenziv kutatasok eredményeként azt is megallapitottak, hogy
az ERDF nem mas, mint az NO, illetve kimutattak jelenlétét kiilonbdzé szervek
artéridinak falaban, igy pl. a vesékben, a tlidékben, a coronariakban és a bérben is. Az
NO, mint biolégiai mediator szerepet jatszik szamos élettani hatas létrehozéééban, igy
példaul kimutattak a szerepét a rezisztencia erek alacsony ténusanak fenntartasaban,
vagy a globalis agyi ischaemia utani reperfuzidban, mig a periférids és kozponti
idegrendszerben, mint neurotranszmitter ismert.

A sejtekben az L-argininbdl NO szintaz (NOS) enzim hatéééra L-citrullin és NO
képzddik. Ezen enzimnek jelen ismereteink szerint az eml6ésékben 3 formaja (izoforma)
ismert, melyeket 3 k{lonbdozé gén koédol. Van az indukélhaté forma (iNOS}. Ezen
izoforma jellemz6 sajatossaga, hogy de novo képz6dik a gyulladasos szdvetek
kiilonbdzo sejttipusaiban, -mint amilyenek az aktivalt makrofagok,- valamiféle inger
hatdsara, mint a bakteridlis endotoxinok, vagy a kilonbdzé citokinek. Ezen
enzimtipus aktivalodasahoz nincs sziikség kalcium ionra szemben az enzim masik
ismert formajaval, mely aktivilédasa csak ezen ion jelenlétében megy végbe. Mivel
ezen utobbi enzimtipus a szervezet minden egyes sejtjében megtalalhatd, igy
konstitutiv formanak (cNOS) nevezték el. Ezen beldl tovabbi 2 altipust tudunk
elkliloniteni aszerint, hogy mi a leggyakoribb eléfordulasi helyik. fgy
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megkiilldnbdztetjlk a fOként az erek endothél sejAtjeiben megtalalhaté endothelialis
NOS-t (eNOS), valamint f6ként az idegsejtekben eléforduld, neuralis (nNOS) izoformat.

Ahhoz, hogy az NO szerepét az élettani folyamatokban vizsgalni tudjuk, szliikség
van az eltér6 NOS tipusokat szelektiven gatolni képes kémiai anyagokra. Ma mar
rendelkezéslinkre &llnak a konstitutiv NOS-t szelektiven gatolni képes vegylletek.
Ezek kozdtt van olyan, mely mind az endothelialis, mind az idegi eredeti enzimet
egyarant gatolja, mint példaul az N-nitro-L-arginin (LNNA}, mig a 7-Nitroindazol (7-NI)
és a 3-bromo-7-nitroindazol (3Br-7NI) specifitast mutat az nNOS irant. Ezen két
konstitutiv enzimtipus irant affinitast mutaté antagonistak felhasznélasaval vizsgalni
tudjuk, hogy az NO medialta értagulatban az entothélbél -példaul Ach hatésara-
felszabaduldé, vagy pedig az erek falahoz futd primer afferensekbél szarmazé NO
jatszik-e szerepet.

Az idegsejtekben jelenlévé NOS kimutatasara alkalmas a NADPH-diaphoraz
reakcié. Emellett szamos olyan immunhisztokémiai tanulmany sziletett mar,
amelyekben ilyen NADPH-pozitiv idegsejteket kimutattak az erek falanak izomzataban,
beleértve a meningealis artériakat is.

De nemcsak in vitro vagy in vivo allatkisérletek Utjan nyert adatok vannak
melyek felvetik, hogy az NO szerepet jatszik a migrén illetve kiilonb6zé éreredetd
fejfajasok kialakulasaban, hanem szamos klinikai tanulmany eredménye is ezt
fuggoéen fejfajas valthatdé ki egészséges onkénteseken. Az NO fejfajast kivaltd hatasa
még szembetindbb, ha ugyanezt az infaziét migrénre hajlamos betegnek adunk.
Ebben az esetben kialakulé fejfajas ugyanis joval tovabb tart és sokkal stilyosabb
fokl, mint amilyen az egészséges egyénekben kivalthato.

Ezen vizsgdlatunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk laser-Doppler szdveti
aramlasméré illetve radioaktiv jéddal (125I) jelolt albumin segitségével, hogy az NO
milyen szerepet jatszik a trigeminus-dic elektromos ingerlésével kivaltott neurogén
vazodilatacidban és plazma extravaziciéban a nervus trigeminus interoceptiv (dura
mater) és exteroceptiv (orr nyalkahartya, felsé szemhéj) beidegzési tertiletén. A mar az
elézéekben leirt kisérleti beallitasok alkalmazasaval, kiegészitve a nem specifikus
valamint specifikus idegi NOS-t gatolé anyagok felhasznalasaval, kimutattuk, hogy a
dura mater terlilletén kialakulé értagulat létrehozésaban, legalabb részben az NO is
részt vesz. Az NO eredetére vonatkozdéan eredményeink alapjan az allapithaté meg,
hogy a trigeminalis primer afferensekben termelédétt NO a Gasser-dic elektromos
ingerlésének hatdsara az axonterminalisokbél felszabadul. Ugyanakkor a kivaltott
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valaszreakcioban az endothél eredetli NO szerepét nem sikeriilt megerésiteni, hiszen a
bethanecol, mely kdztudottan az endothélbél szabadit fel NO-t igy okozvan értagulatot,
a mi kisérleti elrendezésiinkben semmilyen valaszreakci6t nem hozott létre a
meningealis mikrocirkulaciéban még olyan dézisban sem, mely parhuzamosan, a
talpon mar jelent6és vazodilataciot valtott ki.

Anyagok és médszerek

Kisérleteimben ugyanazokat a metodikdkat hasznaltam a trigeminus-duc
elektromos ingerlésével kivaltott antidromos vazodilatacié és plazma extravazacid
vizsgalatara, amit azt az elézéekben mar részletesen targyaltam.

Eredmények
A kiilonbdzé NOS gatlék hatasa a trigeminus-duc ingerléssel kivaltott meningedlis és
nazalis értagulatra

A NO értagitdo szerepét vizsgiltuk a trigeminalis primer afferensek elektromos
ingerlésével (15 V, 5 Hz, 20 s, 0.5 ms) kivaltott meningealis és nazalis véraramlas
fokozodasban a NOS-t gatld anyagok segitségével. LNNA, mely nem szelektiv médon
tudja a NOS aktivitasat csékkenteni -tehat az endothelidlis és idegi eredet( enzimre is
hat-, dozis-fliggd gatlast eredményezett (4, 8 és 16 mg/kg i.v.), mind az artéria
meningea média, mind az orr nyalkahartya terliletén. Ezutan a rendszertinkben
megvizsgaltuk a neuralis NOS-t szelektiven gatolni képes anyagokat (7-NI és 3Br-7NI
10 mg/kg i.v.). A meningealis vazodilataciét, mindkét anyag képes volt szignifikinsan
csOkkenteni, tovabba a nazalis nyalkahartya hiperémias valaszat a 3Br-7NI (a 7-NI-t
nem vizsgaltuk) szintén gatolta.

A bethanecol hatdsa a regiondlis véraramlasra intraarterialis adas utan

Ebben a kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy az artéria meningea média
endothelidlis vagy a neurondlis NOS aktivalodasa kovetkeztében termelddik, illetve
szabadul fel. Ennek kimutatisara bethanecolt hasznaltunk, mely az endothel felszinén
lévé Ma muszkarin receptorokon keresztiil NO termelédéshez és igy vazodilatacidhoz
vezet. Azt tapasztaltuk, hogy az artéria carotis communis-on keresztiil kdzvetleniil az

intrakranialis mikrocirkuldcioba juttatott bethanecol (150 ug/kg i.a.) hatasara a dura
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mater teriletén nem fokozddott a véraramlas. Ezzel szemben a talp bdrén az
‘anyagbeadast kovetden vazodilatacidé volt regisztralhatd, mely valaszreakciot az idegi
eredeti NOS gatlo 7-NI adasa sem gatolta.

A NOS gatlék hatésa a Gasser-dic elektromos ingerlésével kivaltott széveti plazma
extravazicidban

Ebben a modellben a nem szelektiven hatd LNNA-t, valamint az idegi eredetu
NOS-ra szelektiv 3Br-7NI-t vizsgaltuk meg, hogy milyen befolydssal birnak a
trigeminalis ingerléssel kivaltott plazma extravazaciéora a dura mater és a felsd
szemhéj szoveteiben. Azt tapasztaltuk, hogy olyan dozist haszndlva, mely a
vazodilataciét mar szignifikdnsan csdkkenti, egyik NOS gatlé anyaggal (LNNA, 3Br-
7NI) sem sikeriilt csokkenést elérni az idegingerléssel (25 V, 5 Hz, 0.5 ms, 5 perc)
kivaltott szoveti plazma extravazacioban.

Az eredmények megbeszélése

Ebben a tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a trigeminus-dac elektromos
ingerlésével kivaltott meningealis értagulat kialakuldsaban az idegi eredeti NO
szerepet jatszik. Ugyanakkor az erek endothéljébél felszabadulé NO szerepe a mi
kisérleti modellinkben kizarhatd, hiszen a bethanecol, mely ismerten képes a
muszkarin receptorokon keresztiil NO-kdzvetitett értagulatot kivaltani a kalonbdzd
szévetekben az altalunk alkalmazott allatkisérleti modellben a talp bérben
mikrocirkulacié fokozodasat okozott, mig az artéria meningea média ellatasi teriiletén
armlasfokoz6das nem volt megfigyelhetd.

Az elmlt évtized soran szamos olyan allatkisérletes tanulméany latott napvilagot,
melyek eredményei azt bizonyitjak, hogy a trigeminus ideg antidromos ingerlésével
kivalthatd az agyhartydk neurogén gyulladasa, mely a migrén kialakulasi
mechanizmuséaban jatszik fontos szerepet. A kemény agyhartyat ellaté erek koril a
peptiderg idegek gazdag halozata talalhatd, s ezen idegek végzddéseibdl felszabaduld
mediator anyagok koézill a CGRP az, mely az antidromos vazodilatacio létrejottéért
els6sorban felelossé tehetd, mig ugyanezek idegvégzédésekbdl felszabadulé P anyag
illetve a NKA a szdveti plazmakidramlast eredményezi.

Arra vonatkozdan is vannak eredmények, hogy a fennen emlitett neuropeptidek
liberalizaciojat NO méodosithatja. Ezenkiviill az NO Onmaga is, mint értagitd hatasi

molekula ismert, mivel az erek simaizomsejtjeiben a cGMP termelés fokozasa révén
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hozzgjarul az erek nyugalmi tonusanak a kialakitdsahoz. Ezenkiviil egyes szdvetekben,
mint példaul a bér-, vese-, tidéerek, coronariak vagy éppen az agyi és meningealis
erek esetében nem csak a nyugalmi vaszkularis rezisztencia, hanem kémiai (pl
kapszaicin) vagy idegi Gton kivaltott tovabbi értagulat létrejottében is szerepet jatszik.
Attél fliggden, hogy mely szovet/szerv mikrocirkulaciojat vizsgaljuk, akar az
endothelidlis akar az idegi eredetd NO-nak szerepe lehet a valaszreakcidban. Annak
kideritésére, hogy az artéria meningea média értagulataért a NOS mely forméjanak az
aktivaldédasa felelds mindezideig csak egy tanulmény készilt. A Messlinger és mtsai
(2000) az altaluk elkészitett vizsgalatban arra a kovetkeztetésre jutottak a kapott
eredményeik birtokdban, hogy a meningealis értagulat kialakulasdban az erek
endothelsejtjeib6l szarmazé NO jatszik szerepet. Mindezek azonban nincsenek
dsszhangban az &ltalunk prezentalt eredményekkel, jollehet a kétféle allatkisérleti
elrendezésben kisebb-nagyobb eltérések vannak, melyek a kapott eredmények kozotti
eltérést is magyarazhatjak. Az alabbiakban Osszeszedem ezen kildnbségeket, s
egyUttal magyarazatot is szolgdlok arra vonatkozéan, hogy miért tértiink el az imént
emlitett tanulmanyban alkalmazottaktol.

1) A NOS gatlok adasmoédja: Ugy gondoljuk, hogy ezen anyagok intravénas adasa
biztosabb hatist eredményez, mint a lokalis, gézcsikra valé cseppentés, mivel az
alatlunk alkalmazott esetben nincs felszivodasi fazis, igy a plazmaban elérheté
farmakon-koncentracié fiiggetlen a koérnyezet fiziko-kémiai jellemz6itél, mint
amilyen a pH, a diffizi6 vagy a szoveti perfuzi6. Egy olyan anyagnal pedig, -és
ilyenek a hasznalt idegi NOS gatlok- mely oldatba vitele kellé odafigyelést és
megfeleld specialis eljarasokat igényel még hangsilyozotabban fontos, hogy a leheté
legmegfelelébb moédot talaljuk meg az anyag szervezetbe vald jutattiasara. Es ez
véleménylink szerint ebben az esetben az intravénas alkalmazas.

2.) Az artéria meningea médiat beidegz6 trigeminalis szenzoros idegek ingerlése: az

_irodalomban fellelheté adatok alapjan két moédszer terjedt el. Az egyik, -melyet
Messlinger és mtsai is hasznaltak- a dura felszinének ingerlésén alapul. Ezen
médszer elénye, hogy az elektromos ingerléssel kivaltott meningealis
aramlasfokozédas nem jar egyiit a szisztémas vérnyomas emelkedésével, igy az
esetleges tenzidemelkedés okozta szdveti perfuzié fokozédassal nem kell szamolni. A
hatranya viszont, hogy nem csak a trigeminus-dicbél érkez6 primer afferens
rostokat stimulalja, hanem a ganglion pterygopalatinumbél eredé paraszimpatikus
idegrostokat is, mely duc elektromos ingerlésével pedig ugyancsak értagulat
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valthaté ki, mely mediatora azonban a VIP. S6t a VIP mellett az NO is szerepet
jatszhat az ily médon kialakulé keringés fokozédasban, hiszen ezen
paraszimpatikus ganglionban a NADPH-pozitiv sejtek, -vagyis NOS tartalmt sejtek-
egyuttal VIP pozitivitast is mutatnak. Ezzel szemben az altalunk kifejlesztett
modszer alkalmas arra, hogy szelektiven a trigeminovaszkularis rendszert
aktivaljuk, melyben a primer afferensek idegvégzodéseib6l felszabaduléd
neuropeptidek (CGRP, SP) a f6 mediatorai az igy kivaltott neurogén gyulladasnak.
Hogy ebben a rendszerben a NO is szerepet jatszik alatamasztjdk azok az
immunhisztokémiai tanulmanyokbél szarmazé bizonyitékok, hogy a Gasser-dic
NADPH-pozitiv sejteket tartalmaz, illetve, hogy a szenzoros idegvégzddésekbdl
szarmaz6 neuropeptidek felszabadulaséat az NO befolyasolhatja.

3.) Endothél szerepe: a szervezet egyes szdveteiben a kialakuld értagulat létrejéhet az
endothéltél fliiggé mechanizmusok alapjan. Az Ach alkalmas endothél-fliggé
vazodilatacié kivaltasdhoz. Ebben az esetben az Ach az érendothél felszinén
jelenlévé muszkarin (Ms) receptoron keresztiil NO képzédéshez vezet, ami pedig
vazodilataciét eredményez. Vannak azonban olyan, allatkisérletekbdl szarmazd
bizonyitékok is, melyek azt mutatjak, hogy kialakulhat az erek tagulata az endothél
eltavolitasat kdvetden, vagyis az endothéltsl faggetlen mechanizmusok alapjan is. A
mi kisérleti elrendezésiinkben, kdzvetlenil az artéria carotis internaban juttatuk az
Ma-receptor agonista bethanecolt, hogy vizsgalhassuk a meningealis vazodilatacié
endothelidlis komponensét. Meglepetésre azonban azt tapasztaltuk, hogy - a
meningealis erek felett nem jon létre értagulat bethanecol adasat kdvetden,
ugyanakkor a kisérleti allatunk egy tavolabbi pontjan, ami esetiinkben a talp bére
volt kialakult a vazodilatacié. Ezekbdl az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az artéria meningea média értagulataban endothel-filggé
mechanizmusok nem vesznek részt. Ez pedig azt az elképzelést latszik
alatamasztani, hogy a NOS gatlok alkalmazasaval elért eredmények az enzim
idegsejtre specifikus formajanak a gatlasabél szarmazik.

A kiilénbdzé tamadasponti NOS gatlokkal végzett kisérleteink eredményei azt az
elképzelésiinket tamasztjak ala, hogy a Gasser-dic elektromos ingerlésével kivaltott
neurogén vazodilatiacié a trigemindlis innervacidés teriileten részben az NO Aaltal
medialt, de legaldbbis az NO-cGMP jelatviteli mechanizmus valamilyen médon részt
vesz az igy kialakuldé meningeadlis és nazalis értagulatban. Eredményeink
alatamasztjak azokat a mar meglévé klinikai tanulmanyokat, melyek az NO szerpére
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hivjdk fel a figyelmet a migrén pathomechanizmusaban, ugyanis az NO donornak

migrénben szenvedékben -utébbi esetben tovabb tarté és silyosabb fokd- fejfajas
indukalhato.
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II. VR1-receptor agonistik hosszu tdvu hatdsdnak vizsgdlata a nociceptiv

hdktiszébre emelkedd hdémérsékletii forré lap médszerrel (15. Sajat

kozlemény)

Altaldnos megfontoldsok

A termonocicepcié ill. a termalis antinociceptiv hatads allatkisérletes mérésére
tdbbféle moédszer all rendelkezéslinkre. Ezek kozos sajatosséga, hogy kuszdbfeletti
intenzitas fajdalmas hdingerekkel kivaltott elkerild magatartasformak latenciaidejét
mérik. Ide tartozik az Ggynevezett ,tail-flick” teszt, amelynek soran a patkany vagy
egér farkdnak a végére fokuszaljak a héingert egy lampa vagy melegvizes fiirdé
segitségével, és azt az id6t mérik, ami utan az allat a farkat a héforrastol elrantja. A
maéasodik médszer a ,hot plate” teszt, amelynél a patkanyt vagy egeret egy allandé, kb.
55 °C hémérsékleti fémlapra helyezik, és a fijdalmra utalé magatartas
megjelenésének idejét. Ez lehet a labhat és/vagy talp megnyalasa, a 1ab razasa vagy
ugralas. Ezen magatartasbeli valaszok kozll a hatsé lab megnyaldsa az a végpont,
melynek regisztrilasa leginkabb elterjedt. Egy viszonylag @j moédszer a
termonocicepci6é vizsgalatara a Hargreaves altal 1988-ban bevezetett ,plantar” teszt,
melynél az allatokat egy vékony uveglapra helyezik, és a talpukat alulrél sugarzdé hé
forméjaban éri az inger. Itt szintén azt a latenciaidét mérik, amig az allat elveszi a
labat a hoéforrastél. Ezek a fent emlitett moddszerek a morfin és mas kabité
fajdalomcsillapiték termoanalgetikus hatasanak a vizsgalatara alkalmasak, de a
ciklooxigenaz-gatlo, nem-szteroid gyulladascsékkenté analgetikumok (NSAID-ok) irant
jorészt érzéketlenek.

Mint arra korabban utalds tortént, kapszaicin ill. RTX magasabb dézisaival a
primer afferens neuronok deszenzibilizaciéja hozhato létre, amely egyarant vonatkozik
a hé, kémiai és mechanikai ingerekre. Mig a termalis deszenzibilizacié in vitro
kéralmények kozott vagy altatott allatban végzett egyrost-elvezetéses kisérletekben
egyértelmien kimutathaté, az éber allatokon végzett, termonocicepciot vizsgald
kisérletek ellentmondé eredményekre vezettek. A klasszikus ,hot plate” ill. ,tail flick”
modszerekkel egyesek talaltak termalis antinociceptiv hatast szisztémas kapszaicin
adas utan, masok viszont nem.

Mindezek alapjan Szolcsanyi az 1980-as évek Kkozepén felvetette azt a
lehetéséget, hogy az ellentmondé eredmények hatterében az 4allhat, hogy az
alkalmazott tesztmédszerek érzékenysége nem megfelelé a termdlis antinociceptiv
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hatas vizsgélatdra. A moédszerek koncepcionalis moédositasat javasolta abban az
értelemben, hogy célravezetobb lenne nem a kliszobfeletti héingerekre adott reakciok
latenciaidejét mérni, hanem azt a klisz6bhémeérsékletet, ami a nocifenziv reakcidokat
kivaltja. A kapszaicin elokezelés dozisflggd deszenzibilizalé hatésat a nociceptiv
hékiliszobre az alabbi egyszer(i kisérletes elrendezés segitségével sikeriilt biztositani.
Patkany egyik hatsé labat vagy egér farkat 5 masodpercig cirkulalé vizfirdébe
martjak, amelynek homérsékletét termosztat segitségével lépcsbzetesen, 1°C-os
egységekben emelik mindaddig, amig az 4llat a 1abat illetve farkat a vizfiirdébél ki nem
rantja. Ez a moddszer természetesen csak 1°C-0s pontossiggal méri hoklszobot, de
segitségével sikerillt egyértelmilen kimutatni a szisztéméisan vagy lokélisan adott
kapszaicin termalis antinociceptiv hatasat.

Mindezzel parhuzamosan egy norvég kutatocsoport elkészitett egy @j tipusq,
hékiszGbmérésre alkalmas ,hot-plate” készlléket. A patkanyokat ill. egereket egy
fémlapra helyezték, amelynek hémérsékletét egyenletesen névelték 40°C-té6l
mindaddig, amig az allat valamelyik hatsé 1abat meg nem nyalta. Ez a méodositott forré
lap moédszer tehat a hagyomanyossal szemben nem latenciaid6t, hanem valédi
nociceptiv hokiisz6bot mért. Ez az emelkedd homeérséklett forré lap médszer
alkalmasnak bizonyult nemcsak a morfin, hanem a paracetamol és az aszpirin
hékilsz6bemeldé hatdsanak a kimutatasédra is. A norvég kutatécsoport néhany évig
hasznélta ezt a modszert, de a metodika nemzetkdzileg nem terjedt el, és a kilencvenes
évekt6l 1ényegében feledésbe meriilt. 2000-ben Szolcsanyi professzor instrukci6i
alapjan a Supertech Kft. elkészitett egy szamitogéppel vezérelt emelkedd hémérséklety
forr6 lap késziiléket, amelynél a fémlap hdémérséklete kilonbdzd sebességgel (6-
12°C/perc) ndvelhetd, A kezdeti kisérletek kimutattdk, hogy a késziilékkel
meghatarozott nociceptiv hékiiszob ismételt méréseknél jol reprodukalhaté, és mind a
morfin mind a diclofenac ill. paracetamol hékiiszbbemeld hatasa érzékenyen
kimutathaté (a minimalis effektiv dézis morfinnal 3, diclofenacnal 10 il
paracetamolnal 200 mg/kg).

A VRl-receptor klonozasa nagy lendiiletet adott a kapszaicinnel kapcsolatos
kutatasoknak. Kidertilt, hogy ez a receptor egy ligandum-vezérelt kationcsatorna,
amely nyitott 4llapotaban Na* és Ca?* szamara egyarant permeabilis. Mint korabban
emlitettem, a VRI1-receptor nemcsak kapszaicinnel és RTX-nal aktivalhaté, hanem
fajdalmas intenzitasi hoéingerekkel és alacsony pH-val is. A VR1-receptor agonistakkal
végzett vizsgalatok zOme ezen anyagok izgaté hatasat tanulmanyozta tébbnyire in vitro
rendszerekben, VR1-receptort expresszalé nem-neurilis sejtekben. A VR1-agonistak
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deszenzibilizald0 hatasanak jellegzetességeire ill. mechanizmusara vonatkozban
lényegesen kevesebb vizsgalatot végeztek, azokat is zommel in vitro kérilmények
ko6z6tt. A VR1-agonistakkal kivaltott deszenzibilizacié azonban tobb figyelmet érdemel,
hiszen ez nem egyszerien a VRI-receptoron hatdé agensekkel szembeni csékkent
valaszkészséget (VR1-receptor deszenzibilizacija) jelenti, hanem azt, hogy a VRI1-
receptort hordoz6 idegvégz6dés valik minden ingerrel szemben - beleértve a nem VRI-
receptoron hatdkat is - refrakterré. Ez utobbi folyamat potencialisan 0j tipust
analgetikus hatdsmechanizmus alapja lehet, ami indokolja mindazokat a
vizsgalatokat, amelyek ennek mechanizmuséara iranyulnak. Kisérleteimben a VRI1-
agonistakkal kivaltott deszenzibilizacié jellegzetességeit tanulmanyoztam in vivo
koriilmények ko6z6tt, éber allatokban a nociceptiv hokiisz6b mérésével. Konkrétan azt
vizsgaltam, hogy RTX és kapszaicin magasabb dézisainak szisztémas adasa utan
hogyan valtozik az emelked6 homérsékletli forré lapon mérhetd hékiszob:
kimutathaté-e termadlis antinociceptiv hatas, ill. milyen annak a kinetikaja. A
nociceptiv hékiiszobbel parhuzamosan vizsgaltam a RTX ill. kapszaicin hatasat a
kemonociceptiv kiliszébre egy egyszeri xilol-ecseteléses teszt alkalmazasaval. Ezen
kiviil mértem a RTX rektalis hémérsékletre kifejtett akut hatasat is. Ismert ugyanis,
hogy a VRIl-agonistdk a hypothalamicus hédetektorok izgatdsa révén akutan a
testhémérséklet csokkenését valtjak ki.

Fontos célja volt ezen kisérleteknek egy olyan dézistartomany megtaldlasa,
amelyben adva a RTX ill. kapszaicin okozta hoklisz6b-emelkedés még reverzibilis,
hiszen ez alkalmas in vivo modell lehet a VR1-agonistak funkcionalis neuronblokkold
hatdsanak a vizsgalatara. Kisérleteimben els6sorban a RTX hatasaira koncentraltam,
a kapszaicint a deszenzibilizacié technikai nehézkessége (kardiorespiratorikus
hatasok) miatt inkabb csak dsszehasonlitas céljabol és kisebb mélységben vizsgaltam.
Szeretném megjegyzeni, hogy a RTX ill. kapszaicin akut izgaté hatasat - ami a
nociceptiv h6klisz6b csokkenésében, azaz termalis hiperalgéziaban nyilvanul meg -,
nem vizsgéaltam, mert ez egy masik folyamatban levé doktori munka témajat képezi.

Anyagok és médszerek
A nociceptiv hékiisz6b mérése emelkedé hémérsékleti forré lap médszerrel

A kisérleteinkhez 150-200 g-os ndstény Wistar patkanyokat hasznaltam (a him
allatoknal a scrotum nyaldasa zavarja a reakcié megitélését). Az allatokat konstans
kornyezeti korlilmények kozott tartottuk. Az emelkedé homérséklet forré lap médszer
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lényege, hogy a fémlap homérsékletét szamitdogépes vezérléssel szobahdmérsékletrsl
egyenletes Qitemben (6 "C/min) emeltiik mindaddig, mig az allat valamelyik hatso 1abat
meg nem nyalta. Ezt a hdmérsékletet tekintettlk a nociceptiv hékiiszébnek. A kisérlet
elétti napon adaptacié céljabél egy kondicionalé mérést végeztlink, amelynek az
eredményét nem vettlk figyelembe. Masnap két kontroll mérést végeztink a RTX ill.
kapszaicin adasa el6tt, és ezek atlagat vettiik a kontroll hékiiszobnek. Ezt kévetéen az
anyagok beadédsa utan 6 éraval, majd a tovabbiakban az anyagbeadastdol szamitott 1,
2, 3 stb. nap mulva hataroztuk meg a nociceptiv hokiiszobdt. Abban az esetben, ha az
llat 50°C-ig nem nyalta meg a labat, levettik az allatot a laprél a talp szdveti
kérosodasanak elkeriilése céljabdl, és az 50°C-os értéket vettiik hokiszdbnek.

A kemonociceptiv kiiszGb meghatarozasa xilol-teszttel

A teszt soran az allatok egyik hatsé labanak dorzalis felszinét xilol emelked6
koncentraciéju (15, 20, 25, 30, 40, 50, 70 és 100%) etanolos oldataival bekentiik és
meghataroztuk azt a koncentraciét, amely utan az allat 3 percen belill nocifenzor
reakciét mutatott, ami lehetett a 1ab emelése, razisa vagy nyalasa. Azt a
legalacsonyabb xilol-koncentraciét, ami az emlitett reakciok egyikét kivaltotta,
tekintettlk a kemonociceptiv kiiszobnek. A xilol-tesztet elvégeztilk kodzvetlenll az
anyagok adasa el6tt (kontroll kemonociceptiv kiisz6b meghatarozasa), majd az
anyagadas utdn naponta a hékiiszib meghatarozasat koévetéen. Egy hetes vizsgalati
peribdus alatt, naponta egyszeri tesztelés esetén a kiiszobkoncentracié azonosnak
bizonyult a kontroll, el6kezeletlen allatoknal.

A rektalis hémérséklet mérése

A rektalis hoémérséklet digitalis homérével valé mérésére a kdvetkezd
idépontokban keriilt sor: a RTX beadasa el6tt kdzvetlentl, ill. 30, 60, 90, 120 180 és
240 perccel az anyagadast kdvetéen.

Anyagok

Mind a RTX-t (3, 10 és 30 pg/kg) mind a kapszaicint (10 és 30 mg/kg) 0.3
ml/ 100 g volumenben adtuk be szubkutan a patkdnyok nyakbére ald. A RTX-t 1
mg/ml-es etanolos tdrzsoldatbdl, a kapszaicint 10 mg/ml-es tdrzsoldatbdél (10%
etanol, 10% Tween 80, 80% 0,9% NaCl) higitottuk fiziologias s6oldattal.

Statisztikai analizis
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A kilonbdzé idépontokban mért hékliszdbértékeket és rektalis homérsékleteket
varianciaanalizist kovetéen a Tukey-féle post hoc teszttel (Tukey HSD) hasonlitottuk
Ossze, mig a kemonociceptiv klisz6bdket diszkrét eloszlasuk miatt chi-négyzet
probaval vizsgaltuk.

Eredmények
A szisztémasan adott RTX ill. kapszaicin hatdsa a nociceptiv hékliszébre

A patkanyok kontroll hokliszob értéke 44,98+0,27°C (n=66) volt. A szolvenssel
kezelt allatcsoportban a kllénbdz6é idépontokban mért hékilszébok csak kisfoku
ingadozé&st mutattak, ami a statisztikai szignifikancia szintjét nem érte el. A
szubkutan adott RTX és kapszaicin dozisfliggé médon megemelte a héklisz6bot. A RTX
3 ug/kg-os dozisa csak a 6 6ras mérésnél mutatott hokliszobemeld hatast. A 10 ug/kg
RTX hatadsa az elsé napon érte el maximumat, és még tovabbi 1 napig volt
kimutathat6. Ezzel szemben a RTX 30 ug/kg-os ddzisanak hatasara a hékilszob a 6.
6rai maximumot kovetéen enyhén csékkené tendenciat mutatva 12 napon at
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll értéknél, és ezutan sem tért vissza egészen a
kiindulasi szintre. A kapszaicin kisebb dézisa (10 mg/kg) 6 6ras maximum utan csak
az 1. napon okozott szignifikAnsan magasabb héklszobot, mig a magasabb dézis (30
mg/kg) hatdsa a 2. napon volt maximalis, a 4. napon még szignifikansan magasabb
volt és a 9-ik napra tért vissza az eredeti szintre. Az anyagadas utan 1 nappal mért
héklisz6bdk alapjan szerkesztett dozis-hatas goérbék egyértelmien mutatjak mindkét
anyag héklszdbemelé hatasanak dézisfliggését, a RTX tobb mint 3 nagysagrenddel
nagyobb hataserdsségét, valamint azt, hogy a 10 ng/kg RTX és 30 mg/kg kapszaicin
hatasa reverzibilis.

A szisztémasan adott RTX ill. kapszaicin hatasa a kemonociceptiv kiiszdbre
A szolvens hatasara a vizsgalati periédus alatt a kemonociceptiv kiiszéb nem

mutatott szignifikdns valtozast. A RTX két magasabb ill. a kapszaicin nagyobb
doézisanak hatdsara megemelkedett a xilol-ecseteléssel vizsgalt kemonociceptiv kiiszob
is. A 10 ug/kg RTX kiszdbemel6é hatasa 2 napig volt kimutathatd, mig a 30 ug/kg-os
dézis 4 napon at volt hatasos. A 30 mg/kg kapszaicin c¢sak 1 napig tartd
kiszobemelkedést okozott.

A szisztémasan adott RTX hatisa a rektalis hdmérsékletre
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Kisérleteinkben a RTX mindharom vizsgalt dézisban csOkkentette az éallatok
rektalis hémérsékletét. A rektalis homérséklet legalacsonyabb értékét mindharom
dozis esetében az anyagadas utan fél éraval érte el, és a RTX hécsdkkentd hatasa a 2.
ora utan mar nem volt kimutathaté. A kapszaicin rektalis hémérsékletre kifejtett
hatasat korabbi vizsgalatok részletesen leirtak, ezért azt nem vizsgaltuk.

Az eredmények megbeszélése

Az Ujonnan kifejlesztett emelkeddé hdémérsékletd forré lappal mért kontroll
hékiisz6b értéke patkanyon jol egyezik a homlokon sugarzé hével emberen
meghatarozott fajdalomkiszdobbel. A szolvenssel el6kezelt allatok naponként meért
hékiiszGbének enyhe, statisztikailag nem szignifikdns ingadozdsa nemcsak azt
mutatja, hogy a vizsgilt anyagok szolvensei nem befolyasoltak a nociceptiv
hékiiszob6t, hanem meger6siti azokat a korabbi vizsgalatokat is, melyek szerint az
emelkedd hoémérsékletd forré lapon ismételt mérések soran a hékiiszdb
reprodukathatd. A vizsgalt RTX mindharom dézisban csdkkentette az allatok rektalis
hémérsékletét, de az a héklisz0b mérések idépontjaban mar a kontroll tartomanyban
volt.

Mind a RTX mind a kapszaicin magasabb dézisainak hatasara megemelkedett a
nociceptiv héklisz0b és a xilollal vizsgalt kemonociceptiv kiiszdb. Mindkét anyag
hat4dsa dozisfliggd volt: magasabb dozis(ok) adasa esetén a kiszobemelkedések
(termélis ill. kémiai) maximuma nagyobb, tartama pedig hosszabb volt. Kisérleteink
megerdsitették azt az irodalmi adatot is, hogy a deszenzibilizalé hatast illetéen a RTX a
kapszaicinhez viszonyitva nagysagrendekkel potensebb. Mind a RTX (10 ug/kg)
mind a kapszaicin (30 mg/kg) esetében talaltunk egy olyan doézist, amely a hékiiszobot
és a kemonociceptiv kiisz0bdt egyértelmien, de 2-4 napnél nem hosszabb ideig emelte
meg. Tekintettel arra, hogy a xilol nem hat a VRIl-receptoron, a xilollal szembeni
kisebb érzékenység nem magyarazhatd a VR1-receptor deszenzibilizaciéjaval. Sokkal
valészinlibb, hogy ennek hatterében a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzodések
deszenzibilizacidja 4ll. Feltételezhetd, hogy a VRIl-receptor aktivalodasa soran
bearamlé kationok (Na* és Ca?*) olyan biokémiai hatasokat inditanak el a kapszaicin-
érzékeny neuronokban, amelyek eredményeképpen azok érzékenysége mind a hé-
mind a kémiai ingerekkel szemben lecsdkken, kiiszobemelkedést eredményezve. Ez a

mivel igen valdszinttlen, hogy 2-4 napon belll lezajlik az idegelemek degeneracidja és
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az azt kovetd regeneracio. Sokkal inkabb arrél lehet sz6, hogy egy rovid tavon
reverzibilis, funkcionalis szenzoros neuronblokkolé hatas all a termalis ill.
kemonociceptiv kiisz6b emelkedésének hatterében.

A legnagyobb RTX doézis altal kivaltott, 12 napon &t szignifikans, de
tendencidjadban azutén is fennmaraddé hékiiszob-emelkedés hatterében elvileg nem
zdrhaté ki a kapszaicin-érzékeny neuronok végzédéseinek degeneraciéja. Az a tény
azonban, hogy a xilollal vizsgalt kemonociceptiv klisz6b mar az 5. naptél a kontroll
tartomanyba kerllt vissza, felhivia a figyelmet a VR1 pozitiv kapszaicin-érzékeny
afferentacio ingertdl flggd restitucios kézsége, mely szintén ellentmond egy egyszerit
afferentacié hidnnyal magyarazhaté mechanizmusnak. Arra, hogy a kemonocicepcié a
termonocicepci6hoz viszonyitva ravidebb ideig csokkent, két feltételezés emlitheté meg
magyarazatként. Az egyik lehet6ség, hogy a végzddésekben a bearamld kationok altal
indukalt biokémiai folyamatok a termonocicepciora tartosabb gatldo hatast fejtenek ki,
mint a kemonocicepciéra. Az sem zarhat6 ki azonban, hogy a termonocicepci6
tartésabb karosodasaban - a végz6dés funkcionalis blokkjat eredményezd biokémiai
folyamatok mellett - a hdérzékeny VRI1-receptor farmakolégiai deszenzibilizacibja is
szerepet jatszik.

A VRI1-receptorok megtalalhatok a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuron teljes
hosszaban, azaz a periférids 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 felelés, a kisérleti paradigma alapjan nem lehet meghatarozni.
Tekintettel arra, hogy a szisztémasan adott kapszaicin izgaté hatasaban a periférids és
centralis végzédés egyenrangi tamadaspontot képvisel, ill. az axonnél lényegesen
nagyobb érzékenységet mutat a szer irant, valoszinusitheté, hogy a jelen kisérletekben
a mért antinociceptiv hatdsokat elsédlegesen a periférias és/vagy a centrélis végzodés
kozvetiti.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az Ujonnan Kkifejlesztett, hokiisz8bmérésre
alkalmas emelkedd homérsékletd forré lap készllék alkalmas a VRI-receptor
agonistakkal kivaltott terméalis antinociceptiv hatds kimutatéasara, dozisfliggésének és
kinetikdjanak vizsgalatara. Mind a RTX mind a kapszaicin esetében sikerdlt talalni egy
olyan dézist, ami még reverzibilis, mindéssze néhany napig tarté termalis és kémiai
kiiszGbemelkedést valt ki. Ez a hatas alkalmas in vivo modellként szolgalhat a VR1-
agonistakkal kivaltott funkciondlis szenzoros neuronblokkolé hatas biokémiai
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hatterének tanulmanyozasat célzd tovabbi kisérletekhez, és ennek alapjan
hozz4jarulhat 0j hatasmdéda analgetikumok kifejlesztéséhez.
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Legfontosabb eredményeim dsszefoglalasa

. A Gasser-duc elektromos ingerlésével a trigeminalis primer afferensek kdzvetlen és
szelektiv antidromos izgatasa valthaté ki, mely egyltt jar értagulat és plazma
extravazacié kialakulasaval mind az interoceptiv, mind az exteroceptiv trigeminalis
beidegzési teriileten.

. Az alkalmazott kisérleti modellek alkalmasak a meningealis mikrocirkulaciéra hatd
farmakonok vizsgalatara.

. A trigeminus ganglion elektromos ingerlésével kivaltott meningealis vazodilataciot
kapszaicin-érzéketlen primer afferensek kozvetitik. Ennek jelentéségét az adja,
hogy minden eddig vizsgalt szenzoros efferens véalasz kapszaicin-érzékenynek
bizonyult. Tehat ez az els6, és mindeddig egyetlen ismert szenzoros-efferens
funkcié, mely kapszaicinre nem érzékeny afferensek utjan jon létre. Mindez
kilondsen érdekes annak fényében, hogy a trigeminalis ingerléssel Kkivaltott
meningedlis plazma extravazacié ill. a nazalis vazodilataci6é és plazma extravazacio
kapszaicin-érzékeny rostokon keresztll valosul meg.

. A trigeminus-dic elektromos ingerlével kivaltott vazodilatacié a szenzoros rostok
idegvégzddéseibdl felszabadulé CGRP altal medialt, de az egyes szdvetek kozdtt
eltérés all fenn a kilénbdzé receptor altipusok eléfordulasi aranyat tekintve. Mert
mig a nazdlis értagulat hCGRPs.37-¢l gatolhatd, addig a meningealis valasz nem. Ez
pedig azt a feltételezést tamasztja ald, hogy az orr nyalkahartyajaban f6ként CGRP-
1 receptorok vannak jelen, addig a meningedlis szdvetekben CGRP-2
receptoroknak, vagy mas mediatornak a szerepe meril fel.

. A kllonbozé tamadasponti NOS gatlok alkalmazisaval kapott eredményeink
alatamasztjak azt az elképzelést, hogy az artéria meningea média értagulata -
legalabbis részben- az NO altal medialt, illetve az NO-cGMP jelatviteli mechanizmus
részt vesz a meningedlis és nazdalis értagulat kialakulasaban,

. Az jonnan kifejlesztett, h6kiszdbmérésre alkalmas emelkedd homérsékleti forrd
lap megfeleld mddszer a VR1-receptor agonistakkal kivaltott termalis antinociceptiv
hatas vizsgalatara. Mind a RTX mind a kapszaicin esetében sikeriilt talalni egy
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olyan dézist, ami még reverzibilis, mindésszc néhany napig tart6 termalis és kémiai
kiiszdbemelkedést valt ki. Ez a hatas alkalmas in vivo modellként szolgalhat a VR1-
agonistakkal kivaltott funkcionalis szenzoros neuronblokkolé hatas tovabbi
vizsgalatahoz.
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