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Bevezetés

A fejfajas az egyik leggyakoribb fajdalom, amely 6néllo korfolyamatként, vagy betegségeket
kisér6 tlinetként jelentkezik. Kialakuldsa els6sorban az agyat borité kemény agyhartya (dura mater
encephali) patofiziologiai folyamatainak kovetkezménye. Az 1940-es években, Penfield és
McNaughton éber pdacienseken, helyi érzéstelenitésben végzett idegsebészeti miitétek soran
bizonyitotta, hogy a nagy meningedlis artéridk — mint az arteria meningea media (AMM) —
kornyékének ingerlése, a stimulus tipusatol fiiggetleniil fajdalomérzést valt ki. Megallapitottak,
hogy az intrakranialis szovetek koziil csak az agyalapi artéridk és a dura mater rendelkezik érzo
beidegzéssel, amely f6ként az V. agyideg érzé ganglionjabdl (ganglion trigeminale, TG) szarmazik.
A trigemino-vaszkularis rendszernek fontos szerepet tulajdonitanak a fejfajasok, elsdsorban a
migrén patomechanizmusaban. Az értekezés a fejfajasok kutatdsdban altalanosan elfogadott
kisérletes allatmodellen végzett vizsgalatokat foglal 6ssze, amelyek elsdsorban a capsaicin-szenzitiv
nociceptiv érzé idegeknek a dura mater neurogén vaszkuldris reakcidiban betoltott szerepének
tisztdzasara iranyultak.

A capsaicin-szenzitiv, tranziens receptor potencidl vanilloid 1 tipusit (TRPV1) receptort
expresszalo primer afferens neuronok fajdalomérzésben, vaszkularis és gyulladasos reakciokban
betoltott szerepét az elmult évtizedek vizsgalatai sokoldaltian tisztdztdk. Megallapitottak, hogy a
capsaicin-szenzitiv ¢érzé idegek egyrészt alapvetd szerepet jatszanak a nociceptiv ingerek
kozvetitésében, masrészt lokalis (vazo-)regulatorikus miikddést fejtenek ki: ingertileti allapotukban
a végzodéseikbdl felszabaduld neuropeptidek révén befolyasoljak a szovetek vaszkularis és
(neurogén) gyulladdsos reakcioit. Jelen vizsgalataink dontéen azon megfigyeléseken alapulnak,
amelyekben kimutattadk, hogy patkany kemény agyhartydjdban a capsaicin-szenzitiv (velOtlen)
idegrostok kémiai ingerlése neurogén vazodilataciot valt ki, amelyet a TRPV1 receptor és az érzd

idegekbdl felszabadulo calcitonin gén-rokon peptid (CGRP) kozvetit (Dux et al. 2003).

Célkitizések

Vizsgalataink céljat a meningealis capsaicin-szenzitiv nociceptiv C-rostok tovabbi funkcionalis
¢s morfoldgiai karakterizalasa, a capsaicin-szenzitiv meningealis idegek mukodésének patoldgias
koriilmények kozotti vizsgalata, valamint ezen idegeknek a dura mater egyes vaszkularis és
nociceptiv reakcidinak mechanizmusaban betoltott szerepének tisztazasa képezte.

Irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy az atlag populdcidhoz viszonyitva cukorbetegekben
gyakrabban jelentkezik fejfajas, raadasul a cukorbetegség kialakulasa jelentdsen noveli a fejfajasos

rohamok gyakorisdgat és id6tartamat is. Ezért streptozotocinnal kivaltott kisérletes diabetes



mellitusban szenvedd allatokban megvizsgaltuk a neurogén szenzoros vaszkularis reakcidkat,
valamint a capsaicin-szenzitiv idegek egyes neurokémiai és morfoldgiai sajatossagait.

A dura mater kotdszoveti sejtjei kdzott — részben perivaszkularis lokalizacidban — nagy szdmban
mutattak ki hizosejteket, amelyeknek szerepet tulajdonitanak a migrénes fejfajast kisérd (neurogén)
gyulladasos reakcio kialakulasaban (Moskowitz 1990). Ujabban felismerték, hogy a hizosejtek altal
felszabaditott triptazok a protedz-aktivalt receptorok (PAR) csalddjaba tartozo PAR-2 receptorok
aktivalasa révén befolyasolhatjak a peptiderg érz6 idegek miikodését (Steinhoff et al. 2000). Ezért
megvizsgaltuk, hogy a capsaicin-szenzitiv idegek szerepet jatszanak-e a PAR-2 receptor
aktivalodasa kovetkeztében 1étrejové véraramlas valtozasokban, és a PAR-2 receptor aktivalasa
befolyéasolja-e a capsaicin-szenzitiv idegek szenzoros vazomotor funkcigjat, illetve a TRPV1

receptor nociceptiv funkcidjat?

Anyagok és modszerek

1. Capsaicin-szenzitiv neurogén vaszkularis reakciok vizsgalata lézer Doppler aramlasméréssel
Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez 300-350 g tomegli him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A vizsgalt
allatcsoportok kontroll, diabéteszes, inzulin-kezelt diabéteszes ¢és capsaicin-deszenzibilizalt
csoportok voltak.

Az allatok egy csoportjanal a pancreas inzulintermeld B-sejtjeire toxikus hatdsu streptozotocin
egyszeri, intravénds injekcidjaval (60 mg/kg) kisérletes diabetes mellitust idéztlink eld. Kontrollként
a streptozotocin olddszerét (citrat-foszfat puffer, 0,1 M, pH 4) kapott allatok szolgaltak. A
streptozotocinnal kezelt allatok egy csoportja a kezelés utani 3. naptdl napi egyszeri subcutan
inzulin-kezelésben (1 IU/100g) részesiilt.
capsaicinnel valtottuk ki, az allatok harom egymast koveté napon 10, 20 illetve 100 mg/kg
capsaicint kaptak subcutan. A kontroll allatokat a capsaicin oldészerével kezeltiik.

Az allatokat 2, 4 vagy 6 héttel a streptozotocin injekcio utdn, illetve 4 nappal a capsaicin-kezelés

befejezését kovetden hasznaltuk fel kisérleteinkhez.
A dura mater feltdrasa és a meningedlis érreakciok vizsgalata

In vivo kisérleteink soran a szabadda tett dura mater afferens idegrostjainak szelektiv kémiai

stimulalasaval kivaltott véraramlas valtozasokat vizsgéltuk patkdnyokon. A kisérletek soran az



artérias kozépnyomast és a rektalis homérsékletet fizioldgias értéktartomanyban tartottuk. A
barbiturattal altatott allatok koponyacsontjat a parietélis teriileten eltavolitottuk és az alatta fekvo
dura matert feltartuk. Az AMM d4gaiban a véraramlast 1ézer Doppler dramldsmérével mértiik. A
dura mater felszinét szintetikus intersticidlis folyadékkal (SIF) d&ramoltattuk at. A vizsgalt
anyagokat, a capsaicint és capsazepint kivéve, SIF-ban oldottuk és kdzvetleniil a felhasznalas eldtt
higitottuk a kivant koncentracidra. A capsaicint és a capsazepint 32 mM-, illetve 1 mM-os, 6%
etanolt és 8% Tween80-at tartalmazo torzsoldatabol SIF-kal higitottuk a megfeleld koncentraciora.
A vizsgalt anyagokat pipettaval, 40 ul térfogatban a szabadda tett dura mater felszinére juttattuk,
majd a kisérlet tipusatol fiiggden 3 vagy 5 perc mulva eltavolitottuk. Ezt kovetden a dura matert a
véraramlas-értékek kiinduldsi szintre vald visszatéréséig SIF-kal ismételten atoblitettiik. A vizsgalt
farmakonokkal kivaltott véraramlas valtozasokat az applikaciét megeldzéen mért alaparamlashoz
viszonyitva értékeltiik. Bizonyos esetekben vizsgaltuk a kivaltott hatasok ismételhetOségét is, a
vizsgalt anyag harom egymast kovetd, ugyanazon dozisban torténd applikacidjaval.

A vizsgalt anyagok applikacigjat megeldzden receptor antagonistakat, illetve a nitogén monoxid
(NO)-szintaz gatld Lo-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride-ot (L-NAME) 10*-10° M

koncentracioban 5 vagy 15 percig lokalisan alkalmaztuk eldkezelés forméjaban.

Capsaicin-szenzitiv meningealis vaszkuldris reakcidk vizsgalata

A capsaicin-szenzitiv idegrostok altal kivaltott érreakciok vizsgélatahoz a capsaicint emelkedo
koncentracioban (5x10%-10° M) alkalmaztuk. A capsaicin altal kivaltott vaszkularis reakciok
mechanizmusanak vizsgalatara a capsaicin applikacidja eldtt a specifikus TRPV1 antagonista
capsazepint (10”° M), a nem-specifikus kation csatorna blokkol6 ruténium vords festéket (RR 107
M), illetve a CGRP receptor antagonista CGRPg.3; peptidet (10° M) juttattunk a dura mater

felszinére.

A PAR-2 aktivacid altal kivaltott meningedalis érreakciok, a PAR-2 és a TRPV1 receptor kozotti

interakcio vizsgalata

A természetes PAR-2 aktivator tripszin (5x107-10 M), illetve a szelektiv PAR-2 agonista Ser-
Leu-Ile-Gly-Arg-Leu-amide (SLIGRL-NH,) peptid (10°-10* M) meningealis véraramlasra kifejtett
hatasat vizsgaltuk lokalis applikaciot kovetden. A PAR-2 agonista altal kivaltott érreakciokban
szerepet jatsz0 mechanizmusok felderitéséhez a SLIGRL-NH, applikécioja elétt CGRPs.37
peptiddel (10 M), illetve L-NAME-rel (10 M) torténd elékezelést alkalmaztunk a dura mater
felszinén. A capsaicin-szenzitiv afferenseknek a PAR-2 aktivacio 4altal kivaltott vaszkularis
reakciokban betoltott szerepét kontroll ¢és capsaicin-deszenzibilizalt allatokon vizsgaltuk.
Meghataroztuk a SLIGRL-NH, (10° M) el6kezelés hatasat a capsaicin (10 M) altal kivaltott

vazodilatacids valaszra is.



A capsaicin-szenzitiv meningealis vaszkularis reakcidok vizsgalata kisérletes diabetes mellitusban

Capsaicin (107 M) altal kivaltott érreakciokat hasonlitottunk Gssze kontroll, diabéteszes és
inzulin-kezelt diabéteszes allatokban. A meningedlis érreaktivitast hisztamin (HA 10° M) és

acetilkolin (ACh 10" M) vazodilataciés hatisanak mérésével ellendriztiik.
A meningedlis véraramlas mérése es az adatok kiértékelése

A véraramlés valtozasokat az alaparamlas szazalé¢kéaban tiintettiik fel. Az alaparamlas értékét a
vizsgalandé anyag applikacidja eltti 5 perces idSintervallum atlagértéke adta meg. Ertékeinket
atlag + atlagszoras forméaban adtuk meg. Adataink kiértékeléséhez kétmintas t-probat, illetve

ANOVA tesztet hasznaltunk. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettiik.

1l. Capsaicin-szenzitiv meningedlis afferensek és a ganglion trigeminale neuronjainak

immunhisztokémiai vizsgalata
Dura mater totalpreparatum

A kontroll és diabéteszes allatokat altatast kovetden 4%-os paraformaldehiddel perfundaltuk,
majd dekapitaltuk. A bortdl és izmoktdl megtisztitott koponyat a kozépvonalban kettévagtuk, az
agyféltekéket kiemeltiik. A parietalis dura matert eltavolitottuk, majd 1 6ra hosszan utéfixaltuk. A
preparatumokon TRPVI1-immunhisztokémiai festést, illetve TRPVI-CGRP és TRPV1-PAR-2

kettos festést végeztiink.
Ganglion trigeminale metszetek

A perfundalt allatok ganglionjat eltavolitottuk, majd utofixaltuk. A ganglionokat 30%-o0s
cukoroldatba tettiik éjszakara, majd kriosztattal 15 pm vastagsdgi metszeteket készitettliink beldle.

A targylemezre felvett metszeteken TRPV1-CGRP kettds immunhisztokémiai festést végeztiink.

Immunhisztokémia

A ganglion metszeteket és a dura mater totalpreparatumokat foszfat pufferben mostuk, majd
4°C-on egy éjszakan keresztiil a primer antitesttel, vagy antitestekkel inkubaltuk: anti-TRPV1
(1:1000) és anti-CGRP (1:500), vagy anti-PAR-2 (1:200). Ezutan a preparatumokat foszfat pufferrel
torténd mosast kdvetden a FITC és/vagy CY3 jelolt szekunder antitesttel (1:500) inkubaltuk 2 6ran
keresztiil. Ezt kovetéen a dura mater preparatumokat targylemezre fektettiik és valamennyi

preparatumot lefedtiik.



A preparatumokrol digitalis kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkoppal felvételeket
készitettlink. Az immunreaktiv (IR) rostok szamat és a ganglionsejtek morfometriai elemzését
szamitogépes program (Image-Pro Plus) segitségével végeztik. A TRPVI1- és CGRP-IR rostok
denzitasanak meghatarozdsahoz a rostok cikloid mérdvonalakkal alkotott metszéspontjainak szamat
hataroztuk meg. A metszéspontok szamat egy mintdban minimum 10 mm’-es dura mater teriileten
vizsgaltuk. Adataink statisztikai kiértékeléséhez kétmintas t-probat hasznaltunk. Szignifikans

eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettiik.

III. A parietilis dura matert és az AMM-t innervdlo capsaicin-szenzitiv primer afferensek

retrograd jelolése

A kisérleti allatokat kloralhidrattal altattuk, majd a véraramlads vizsgalatoknal leirtak szerint
feltartuk a parietdlis dura matert. A dura mater felszinére, az AMM teriiletére 3%-os diaminido-
yellow (DY) szuszpenziobol 0,1 ul-t cseppentettiink mikropipettdval. A dura mater felszinét ezutan
gelasponnal fedtiik, majd parafilmmel zartuk és a bort 6sszevarrtuk. Az allatokat 3 napi talélés utan
ismét elaltattuk, majd perfundaltuk és a TG-t eltavolitottuk. TG-bol készitett metszeteken TRPV1-
CGRP kettés immunhisztokémiai festést végeztiink. A metszetekrdl digitalis kameraval felszerelt
fluoreszcens mikroszkoppal felvételeket készitettink. Az adatok kiértékelését szamitdgépes

program (Image-Pro Plus) segitségével végeztiik.

1V. In vitro CGRP felszabaduldas mérése enzyme-linked immunoassay technikdaval

In vitro dura mater preparatumon mértiik a capsaicin, illetve a PAR-2 agonista altal kivaltott
CGRP felszabadulds mértékét. Kontroll, capsaicin-deszenzibilizélt, illetve 6 hetes diabéteszes
allatokat thiopentallal altattunk, majd dekapitaltunk. A koponyakat a kozépvonalban kettévagtuk, az
agyféltekéket eltavolitottuk. A koponyaiiregeket 400 ul SIF-kal toltottiik meg. A koponyafelekbdl
mikropipettdval 5 percenként 3 egymast kovetd mintat gyijtottink. A mintdkban a CGRP
koncentraci6 mérését enzyme-linked immunoassay modszerrel végeztilk. A reakcid végtermék

A capsaicin altal kivaltott CGRP felszabadulas mértékét kontroll, diabéteszes €s inzulin-kezelt
diabéteszes allatokbol késziilt preparatumokon vizsgaltunk. A masodik inkubacids periodusban
capsaicinnel (10~ M) stimulaltuk a CGRP felszabadulast.

A capsaicin-érzékeny rostok szerepének vizsgalatdit a PAR-2 aktivacioval kivaltott CGRP
felszabadulasra kontroll ¢és capsaicin-deszenzibilizalt 4allatokbol késziilt preparatumokon
vizsgaltunk. Ezekben a kisérletekben a masodik inkubécios periodusban SLIGRL-NH,-dal (10™* M)
stimulaltuk a CGRP felszabadulast.



Eredmények és kovetkeztetések

1.  Capsaicin-szenzitiv afferensek patkany kemény agyhdrtydjaban

Capsaicin-szenzitiv szenzoros neurogén vaszkularis reakciok patkany dura materben

Capsaicin 5x10™® és 107 M koncentracidban szignifikans véraramlas fokozodast okozott az
AMM 4gaiban (13,548,1% ¢és 18,5+5,1% véraramlas fokozodas). A capsaicin (107 M) altal
kivaltott véraramlds ndvekedés az 5 perces applikécio 2.-3. percében volt a legmagasabb és az oldat
eltavolitisa utdn 4+1,2 percen beliil visszatért az alapértékre. Magasabb, 10° és 10° M
koncentraciokban alkalmazva a capsaicin azonnali, szignifikans véraramlas csokkenést okozott
(21,946,4% ¢és 27,9+7,1% véraramlas csokkenés), mely a capsaicin eltavolitasa utan 5+0,6, illetve
124+0,8 perc alatt tért vissza a kiindulasi értékre. A capsaicin hatdsa minden alkalmazott
koncentracioban ismételhetonek bizonyult. Harom egymast kovetd applikacid soran a kivaltott
valaszok kozott szignifikans kiillonbség nem volt kimutathato. A capsaicin olddszere nem okozott
szignifikans valtozast a véraramlasban (3+1,5%- ndvekedés). A capsaicin applikdcidja nem
befolyasolta az allatok vérnyomas értékeit (93+5 vs. 91+£3 Hgmm a capsaicin applikacio elétt,
illetve azt kovetden).

A TRPV1 receptor capsaicin altal kivaltott meningealis érreakciokban betoltott szerepét
bizonyitja, hogy a TRPV1 antagonista capsazepinnel torténd el6kezelés teljes mértékben blokkolta
a capsaicin altal kivaltott vazodilataciot (14+3,4% véraramlas fokozdodas vs. 3+1,3% csdkkenés). A
capsazepinnel torténé elkezelés a capsaicin (10° M) altal kivaltott vazokonstrikciot azonban
szignifikansan nem befolyésolta (30,8+7,7 vs. 25,7+6,4% véraramlas csokkenés). A capsaicin altal
kivaltott vazokonstrikcioban nem specifikus kation csatornak aktivalodésa jatszhat szerepet, mivel a
nem specifikus csatornablokkold RR eldzetes applikacidja szignifikansan csokkentette a capsaicin
altal kivaltott vazokonstrikciot (27,3+3,7 vs. 9,1£3,6% véraramlas csokkenés).

A CGRP-nek a capsaicin altal kivaltott vazodilatacioban betoltott szerepét a CGRP antagonista
CGRPg.3; eldkezeléssel vizsgaltuk, mely a capsaicin altal indukalt 13,8+2,1%-0s véraramlas
novekedést 3,9+4,3%-ra mérsékelte.

Az erek reakciokészségét a kisérletekben a HA és az ACh vazodilatator hatasanak mérésével

igazoltuk (12,8+3,4%, illetve 11,5+0,7% véraramlas fokoz6dast mértiink).



TRPV1-immunreaktivitas patkany dura mater encephaliban és ganglion trigeminaleban

A patkany kemény agyhartydjaban jelentds szamu TRPV1-IR rost vizualizdlhaté mind az erek
korili (51,16+6,13 metszéspont/mm?), mind pedig az avaszkularis régiokban  (39,44+8,57
metszéspont/mm?). TRPV1 és CGRP ellenes antitestek egyiittes alkalmazasaval kimutattuk, hogy a
TRPVI1-IR rostok nagy ardnyban tartalmaznak CGRP-et. (TRPVI-CGRP kettdsjelolt rostok
metszéspontjainak szama 63,16+6,13, a csak TRPV1-IR-t mutatd rostok metszéspontjainak szama
6,16+6,13 metszéspont /mm?” volt).

Patkany trigemindlis neuronok 17,9+2,11%-a expresszalja a TRPV1 receptort. Morfometriai
elemzés alapjan foként a kis, illetve a kdzepes méretii (<600 umz) trigemindlis neuronok mutattak
TRPV1-immunreaktivitdst. A TRPVI-IR trigemindlis neuronok tobbsége CGRP-et tartalmazott,

ami alatdmasztja a dura materben megfigyelt jelentds kolokalizaciot.

A parietdlis dura matert és az AMM-t innervalé capsaicin-szenzitiv trigeminalis neuronok

kimutatasa

Az AMM kornyékét innervald neuronok retrograd jeldlését kovetden az ipszilateralis TG-ban
atlagosan 3614,3 db jelolt sejtet taladltunk. A TRPV1 antitesttel végzett festés eredménye szerint az
AMM teriiletét beidegzd primer szenzoros neuronok jelentés szamban expresszaljdk a TRPV1
receptort (36 DY -pozitiv sejtbdl 19 volt TRPV1-DY kettdsen jelolt). A kettdsen jelolt sejtek kozott
talaltunk CGRP-immunreaktivitast is mutatd sejteket, ami bizonyitja az AMM teriiletét beidegzd

CGRP-tartalmu capsaicin-szenzitiv primer szenzoros neuronok eléfordulasat a TG-ban.

1l. Capsaicin-szenzitiv afferensek szerepe a PAR-2 aktivdacio adltal kivdltott meningeadlis

vaszkularis reakciokban
PAR-2 aktivacio altal kivaltott vaszkularis reakciok patkany dura mater encephaliban

A PAR-2 aktivator tripszin, illetve a szelektiv PAR-2 agonista SLIGRL-NH, applikacioja
dozisfiiggd véraramlas novekedést okozott az AMM 4agaiban. A PAR-2 agonista SLIGRL-NH, (107
M) 5 perces applikéacioja 16+1,8%-o0s véraramlas fokozodast valtott ki, mely ismételt applikacid
soran is valtozatlan maradt. CGRP receptor antagonistaval, illetve L-NAME-rel torténd el6kezelés
szignifikansan csokkentette a PAR-2 agonista altal kivaltott vazodilataciot (17,1+2,1%-r6l
7,7£2,6%-ra, illetve 16,7+1,8 %-rdl 6,2+1,2%-ra mérsékelte).



PAR-2 és TRPV1 receptor interakcidja patkany dura mater encephaliban

Kisérleteinkben vizsgaltuk a capsaicin-szenzitiv meningealis afferensek szerepét a PAR-2
agonista altal kivaltott vazodilaticibban. A PAR-2 receptor aktivalasa, ellentétben a kontroll
allatokban tapasztaltakkal, capsaicin-deszenzibilizalt allatokban nem vezet szignifikdns véraramlas
novekedéshez (16,19+0,9% vs. 3,4+1,2% véraramlas fokozodas).

Bar sem a capsaicin 107 M, sem a SLIGRL-NH, 10° M koncentracioban alkalmazva nem valt
ki szignifikans vazodilataciot az AMM 4gaiban (1,8+4,5%, illetve 2,5+£3,9% véraramlés fokozddas),
a SLIGRL-NH, (10°M) el6kezelés szignifikdnsan fokozta a capsaicin (10° M) vazodilatacios
hatasat (8,3+2,1% véraramlas fokozodast mértiink).

A két receptor egyiittmiikodésének feltétetelezett morfologiai alapjat immunhisztokémiai
vizsgalatokban igazoltuk: a meningealis idegrostok jelentds szaméaban kimutattuk a TRPV1- és a
PAR-2-immunreaktivitas kolokalizacigjat.

Kontroll és capsaicin-deszenzibilizalt allatokon mértiik a PAR-2 aktivalassal kivaltott CGRP
felszabadulas mértékét. Az in vitro dura mater preparatumban az els6 5 perces inkubacios periodus
soran felszabadul6 CGRP mennyisége kontroll és capsaicin-deszenzibilizalt allatokban nem
mutatott szignifikans kiilonbséget. Kontroll allatokban a PAR-2 agonista szignifikdnsan megndvelte
a felszabadul6o CGRP mennyiségét, mig deszenzibilizalt allatokban nem vezetett a CGRP
felszabadulas novekedéséhez (33,6+13,3% vs. 2,76+5,4% ndvekedés az alapértékhez viszonyitva).
A harmadik mintaban a mért CGRP koncentracié mindkét allatcsoportban visszatért a kiindulasi

értékre.

1I1. Streptozotocin dltal indukdlt diabetes mellitus hatisa a capsaicin-szenzitiv meningedlis

afferensek miikodésére és morfologidjara
A capsaicin-szenzitiv neurogén vazodilatacio karosodasa kisérletes diabetes mellitusban

Diabéteszes patkanyokban a capsaicin altal kivaltott vazodilatacio mértéke a streptozotocin
injekcio utan 2, illetve 4 héttel valtozatlan volt, 6 héttel a kezelést kdvetden azonban mar nem volt
megfigyelhetd (9,4+2,8 és 12+1,8% novekedés vs. 5,9£2,1% véraramlas csokkenés). Inzulinnal
kezelt 6 hetes diabéteszes allatokban a capsaicin vazodilatacids hatdsa hasonld volt a kontroll
értékekhez (154+2,9% véraramlas fokozodas). 6 héttel a streptozotocin injekcidt kovetden a HA-nal
¢s ACh-nal kivaltott vazodilatacié mértéke megegyezett a kontroll allatokban mért értékekkel, ami
arra utal, hogy a csokkent vélaszok kialakuldsaban az endothelidlis mechanizmusok esetleges

karosodasa nem jatszik szerepet.



A TRPV1-immunreaktiv rostok mennyiségének csokkenése kisérletes diabetes mellitusban

Kvantitativ immunhisztokémiai vizsgdlatainkban kimutattuk, hogy diabéteszes 4llatokban
szignifikansan csokkent a dura mater idegrostjainak szdma: a diabétesz kivaltasa utan 6 héttel
csokkent a meningealis TRPV1-IR rostok szama (kontroll: 51,1+6,1 vs. diabéteszes: 19,76+2,28
metszéspont/mm?). A csokkenés mind a perivaszkularis, mind az avaszkularis teriileteken

megfigyelhetd volt.

Capsaicin altal kivaltott CGRP felszabadulas csokkenése kisérletes diabetes mellitusban

Kontroll, 6 hetes diabéteszes ¢és inzulin-kezelt diabéteszes allatokon mértiik a capsaicin altal
indukalt CGRP felszabadulas mértékét. A dura mater preparatumokbdl az elsd 5 perces inkubécios
periddus soran felszabadul6 CGRP mennyisége nem mutatott szignifikans kiilonbséget a harom
allatcsoportban. A capsaicin hatdsara felszabadul6 CGRP mennyisége azonban a diabéteszes
allatokban szignifikdnsan, 31,9+7,6%-kal elmaradt a kontroll mintdkban mért értéktdl. Inzulinnal
kezelt diabéteszes allatokban a capsaicin altal indukalt CGRP felszabadulds mértéke a kontrollhoz
hasonlo6 volt (a kontroll allatokban mért érték 93,3+4,9%-a). A harmadik mintdban a mért CGRP

koncentracio mindharom allatcsoportban visszatért a kiindulasi értékre.

Osszefoglalas és kovetkeztetések

Kisérleteink sordan morfologiai és funkcionalis modszerekkel igazoltuk a capsaicin-szenzitiv
afferens idegek jelenlétét patkany kemény agyhartyajaban. Figyelembe véve a capsaicin-szenzitiv
érzé afferensek nociceptiv funkciojat és azt, hogy a kemény agyhartya az egyetlen jelentds
intrakranialis fajdalomérzé struktira, er6sen valdsziniisithetd, hogy a capsaicin-szenzitiv, TRPV1-
IR meningealis idegrostok szerepet jatszanak a fejfajasok patomechanizmusaban. Vizsgalataink
bizonyitottdk, hogy a capsaicin-szenzitiv nociceptiv idegek lokalis regulatorikus (efferens)
funkcidjuk révén szerepet jatszanak a kemény agyhartya vaszkularis reakcidinak kialakuldsaban.
Kimutattuk, hogy az AMM-t, illetve annak kornyékét beidegzd capsaicin-szenzitiv primer
szenzoros neuronok vazodilatator hatasi CGRP-et tartalmaznak.

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a capsaicin-szenzitiv idegek szerepet jatszanak a PAR-2
aktivalodasat kiséré vazodilatacio kialakulasaban. Megallapitottuk, hogy a meningealis PAR-2
aktivacioja CGRP- és NO-fliggé vazodilataciot valt ki patkany dura mater encephaliban, amely
részben a capsaicin-szenzitiv meningedlis afferensek aktivalodasanak és/vagy szenzitizacidjanak

kovetkezménye.



Kisérletes diabetes mellitusban csokkentnek taldltuk a TRPV1 receptort expresszalo
meningealis idegrostok szamat ¢és jelentdsen csokkent az aktivalasukkal kivalthatd vazodilatacio
mértéke. Eredményeink szerint ezek a valtozasok a streptozotocin-kezeléssel kivaltott diabéteszes
allapot kovetkeztében alakulnak ki, mivel az inzulin-kezelés hatasara mind a capsaicin vazodilatator
hatasa, mind pedig a CGRP felszabadulds mértéke megtartott maradt. A neurogén szenzoros
vazodilataci6 karosodasanak patofiziologiai jelentdsége a gyulladdsos metabolitok eltavolitasat
szolgélo anti-inflammatorikus, protektiv vazodilaticidos folyamatok zavardhoz vezethet, ami
magyarazhatja a diabéteszes betegek fejfajassal kapcsolatos fokozott panaszait. Megfigyeléseink
arra utalnak, hogy a capsaicin-szenzitiv érz0 neuronok fontos szerepet jatszanak a kemény
agyhartya nociceptiv és szenzoros vazomotor milkdodésében és a fejfajasok patofiziologiai
folyamataiban. Eredményeink, a capsaicin-szenzitiv afferens idegek mitkddésének farmakologiai

befolyasolasa révén, felvetik a fejfajasok kezelésének 11j lehetdségeit is.
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Koszonetnyilvanitas

Megkiilonboztetett koszonettel tartozom Jancsd Gabor Professzor Urnak, hogy lehetdséget adott
arra, hogy az Elettani Intézet Funkcionalis Neuromorfologia Laboratoriumanak munkajaba
bekapcsolddhassak €s kdszondm a munkamhoz nytjtott minden segitségét. Halasan kdszondm Dr.
Dux Maridnak az elmult évek alatt munkdmnak tulajdonitott figyelmét és sok segitségét. Szeretném
megkoszonni munkatarsaimnak Dr. Séantha Péternek, Kisné Dobos Ildikonak, Dr. Boros
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tamogatasat, amely nélkiilozhetetlen volt munkdmhoz. Koszonettel tartozom tovabba csaladomnak,
hogy biztositottdk szdmomra a munkamhoz sziikséges nyugodt csaladi hatteret és koszonom sok
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