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BEVEZETES

Az elhizas napjaink és a kozeljovo egyik legsulyosabb egészségiigyi-, tarsadalmi- és
gazdasagi problémdja, mely Osszefiiggésbe hozhaté szamos krénikus betegség kialakulasaval.
Az utdbbi évek epidemioldgiai és klinikai megfigyelései alatdmasztani latszanak az elhizas és
a primer fejfijasok, elsésorban a migrén progresszidja kozotti kapcsolatot. Az elhizés
eldsegitheti a migrén kialakulasat, mar meglévd betegség esetén pedig novelheti a fejfajasos
rohamok gyakorisagit és sulyossagat. A hatterében all6 mechanizmusok azonban mind a mai
napig nem ismertek.

A migrén patogenezisében meghatarozd szerepet tulajdonitanak a trigemino-
vaszkularis rendszer aktivacidjaval osszefliggd eseményeknek, melyek a dura matert beidegzo
primer szenzoros afferensek, illetve a teljes trigeminalis fajdalomérz6 palya aktivalodisahoz
és/vagy szenzitizacidjahoz vezethetnek. Korabbi kutatdsok egyértelmiien igazoltdk a tranziens
receptor potencidl vanilloid 1 (TRPV1) és a tranziens receptor potencidl ankyrin 1 (TRPAT1)
ioncsatorndk szerepét a meningedlis nocicepcié folyamatiban. A TRPV1 és TRPAI1
receptorokat expresszald un. kemoszenzitiv idegrostok peptiderg neuron-populécidjanak
aktivdlédasa a nociceptiv szignalok centrdlis irdnyd tovabbitidsa mellett olyan vazoaktiv
neuropeptidek felszabaduldsaval is egyiitt jar, melyek pozitiv visszacsatoldsos reakciok
beinditasa révén a fejfajasos fajdalom kialakulasdhoz és silyosboddsihoz vezethetnek. A
trigemindlis primer afferensekbdl felszabadulé szenzoros neuropeptidek koziil jelenleg a
calcitonin gén-rokon peptid (CGRP) koérélettani szerepe tiinik a legjelentésebbnek, melyet a
migrénes fejfajas egyik kulcsfontossdgi mediatoraként tartanak szamon, de az elhizds és a
migrén kozotti kapcsolat szempontjabdl is felvetddott a szerepe. A jelenlegi elképzelések
szerint az elhizas, elsdsorban a gyulladisos folyamatok feler6sodésén keresztiil, a trigeminalis
fajdalomérz6 palya aktivacioés kiiszobének csokkenéséhez és a fejfajasos rohamok
kivaltasdban szerepet jatszd tényezok iranti érzékenység novekedéséhez vezethet. Ezen
elképzelések kisérletes eredmények altal torténd bizonyitisa azonban még virat magéra.

A szenzoros neuronok TRPV1 és TRPAI1 receptorait szamos olyan tényezd
aktivalhatja, melyeket a migrénes rohamok rizikéfaktorai kozott is szamon tartanak. Irodalmi
adatok alapjan feltételezhetd, hogy az elhizds szdmos olyan patofizioldgiai véaltozas
kialakuldsahoz vezethet, melyek a TRPV1 és a TRPA1 receptorok mukodését is
befolyasolhatjdk. A meningedlis nociceptorok funkcidjiban, valamint azok kemoszenzitiv

neuronpopulacidjanak aktivaciojat kovetd trigeminovaszkularis eseményekben bekovetkezo



valtozasok hozzijarulhatnak a migrénes fejfajas elhizassal Osszefiiggd progresszidjahoz és az

ehhez kapcsolddo betegségteher novekedéséhez.

CELKITUZESEK

Vizsgélatainkkal hozza kivanunk jarulni az elhizas és a migrén progresszidja kozotti
kapcsolat hatterében all6 patomechanizmusok felderitéséhez. Munkank soran magas zsir és
magas szachar6z (high-fat, high-sucrose, HFHS) tartalmu étrend altal elhizott patkdnyokban
modelleztiik azokat a metabolikus és immunoldgiai valtozasokat, melyek az elhizott emberek
szervezetére is jellemzoek lehetnek. In vivo és ex vivo kisérleteket végeztiink annak
eldontésére, hogy az elhizas befolyasolhatja-e a trigeminovaszkularis rendszer aktivaci6javal
Osszefiiggd neuropeptid felszabadulast €s a dura mater encephali perfizids viszonyait, melyek
diszfunkcidja potencidlisan hozzajarulhat a trigeminalis fijdalomérzd palya aktivitdsanak

elhizassal 0sszefliggd fokozddasahoz.
Munkénk soran az alabbi kérdéskorok vizsgalatara koncentraltunk:

1. Torténik-e véltozds a meningedlis erek vazomotor miikodésében, valamint a TRPV1

€s a TRPAI receptorok aktivicidjat kovetd neurogén szenzoros érreakciokban?

2. Befolyéasolja-e az elhizds a fejfajasok patogenezisében és a lokélis regulatorikus
mikodésekben egyarant kulcsfontossdgunak tekintett CGRP tartalmd meningedlis
afferensek funkcigjat, kiillonos tekintettel a periférids idegvégzOdésekbdl torténd

spontdn, valamint kalium-klorid altal kivaltott CGRP felszabadulasra?

3. Megvizsgaltuk, hogy az elhizds hatdssal van-e a meningeédlis kemoszenzitiv

nociceptorok TRPV1 és TRPA1 ioncsatorndkat expresszalé populacidjanak

valaszkészségére?

4. A funkciondlis eltérések tanulmanyozasin tdl szemikvantitativ vizsgalatokat
végeztink a kemoszenzitiv meningeélis afferensek elhizassal Osszefiiggd
valtozasainak kimutatisiara. Dura mater totalpreparditumban immunhisztokémiai
festéssel azonositottuk a TRPV1 receptort expresszaldo és a CGRP-t tartalmazo
idegrostokat, majd vizsgaltuk azok megoszlasat és morfologiai jellemzdit, tovabba

meghataroztuk a TRPAT receptor fehérje expresszidjat a trigemindlis ganglionban.



5. A trigeminovaszkuldris rendszer mukodésére vonatkoz6 megfigyeléseinket
kiegészitettiik az altalunk alkalmazott magas zsir és magas szachar6z tartalmu étrend
taplalékfelvételre, testsilyra, zsirszovet mennyiségére és a maj tomegére gyakorolt
hatasanak jellemzésével. Vizsgéltuk tovabba a gliik6z és inzulin homeosztazisban,

valamint a szisztémas gyulladasos folyamatokban bekovetkezd valtozasokat.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Etrend-indukalt elhizés allatmodellje

Kisérleti dllatok és étrendi kezelés

Vizsgélatainkhoz him Sprague-Dawley patkdnyokat hasznaltunk. Az allatokat 6 hetes
korukban random mddon kontroll és kezelt csoportba osztottuk, majd 20 héten keresztiil
standard allathazi koriilmények kozott tartottuk. A kontroll csoport standard laboratoriumi
tapot (3,20 kcal/g, 59% szénhidrat, 32% fehérje, 9% zsir) és csapvizet kapott. A kezelt csoport
tagjai HFHS tartalmu étrendben részesiiltek, melyet zsirdus tap (4,56 kcal/g, 35% szénhidrat,
20% fehérje, 45% zsir) és 5% szachardz tartalmu csapviz alkotott. Rendszeresen mértiik az ad
libitum tap- és folyadékfogyasztast, valamint az allatok testsilyaban bekovetkezd valtozast. A

kisérletek elvégzésére a 20 hetes étrendi kezelést kovetden keriilt sor.

Inzulinérzékenység vizsgdlata
Hiperinzulinémids euglikémids gliikoz clamp (HEGC)

Ejszakai éheztetést kovetden az allatokat intraperitonedlisan (ip.) adott thiopentallal
(100 mg/kg) altattuk, majd trachea kaniil behelyezésével biztositottuk a szabad 1égutakat.
Egy-egy polietilén kaniilt vezettiink be a jobb- €s baloldali vena jugularisba inzulin, valamint
20%-os gliikdz oldat inftizidja szamara, majd kaniilt helyeztiink a jobb oldali arteria carotis
communisba mintavételezés céljabol. Rovid stabilizacios idOszakot kovetden megkezdtiik az
inzulininfizié alland6 sebességgel torténd adagolasat (3 mU/kg/perc). A normoglikémias
allapot (5,5 = 0,5 mmol/l) megtartasa érdekében az inzulin hipoglikémizalé hatasat a gliikoz
infuzi6 sebességének valtoztatdsdval kompenzaltuk a vércukorméré késziilékkel 10
percenként mért vércukorértékek alapjan. A teljes test inzulinérzékenységet az egyenstlyi
allapot soran mért atlagos gliikkdz infizids sebességgel (glilkéz infuzidés rata, GIR,
mg/kg/perc) jellemeztik. A plazma inzulinszintek meghatirozasa céljabdl vérmintikat

gyujtottiink antikoagulans tartalmi csovekbe a HEGC megkezdése elott és az egyensilyi



allapot soran. A mintadk centrifugalasat (10000 g, 2 perc, 4 °C) kovetden a feliiliszot

eltavolitottuk és -70 °C-on taroltuk.
HOMA-IR és QUICKI index

Az inzulinérzékenység tovabbi jellemzése érdekében elvégeztiik az inzulinrezisztencia
index (homeostasis model assessment of insulin resistance, HOMA-IR) és a kvantitativ
inzulinérzékenységi index (quantitative insulin sensitivity check index, QUICKI) szamitasat,
irdnyul6 kisérleteink soran nyert vérmintakbdl meghatarozott éhgyomri vércukor és plazma
inzulin értékeket haszniltuk. A HOMA-IR index szamitdsidhoz elosztottuk az éhgyomri
vércukor (mmol/l) és az éhgyomri plazma inzulinszintek (pU/ml) szorzatit 22,5-del, mig a
QUICKI index kalkulicidja az alabbi képlet szerint tortént: QUICKI = 1/[log éhgyomri

vércukor (mg/dl) + log éhgyomri plazma inzulin (uU/ml)].

Gyulladdsos citokinek plazmakoncentrdcidjanak meghatdrozdsa

Ejszakai éheztetést kovetden az allatokat thiopentallal (100 mg/kg, ip.) altattuk, majd
vérvétel céljabal polietilén kaniilt vezettiink a jobb oldali arteria carotis communisba. Rovid
stabilizdciés periddust kovetden meghataroztuk az éhgyomri vércukorértéket, majd
vérmintakat gyiijtottiink antikoagulanst tartalmazé csovekbe. A mintdk centrifugalasat (10000
g, 2 perc, 4 °C) kovetden a feliiluszot elvalasztottuk, majd -70 °C-on taroltuk a tumor nekrozis
faktor o (TNFa), interleukin-1f (IL-1B) és interleukin-6 (IL-6) gyulladdsos citokinek
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inzulinszintek immunoradiometric assay (IRMA) mddszerrel torténé meghatarozasaig.

Zsirszovet mennyiségének és a mdj tomegének mérése

A kisérletek végén az allatok tdlaltatasat kovetden (thiopental 250 mg/kg, i.p.)
eltavolitottuk az intraabdominélis és az epididimalis fehér zsirszovetet, majd az adipozités
mértékét a zsirparndk abszolit tomegében, valamint azok Ossztomegének testtomeghez
viszonyitott szdzalékos ardnyiban hatdroztuk meg. Végezetiill mindkét csoport esetében

eltavolitottuk a kisérleti allatok majat, majd dsszehasonitottuk azok abszolut tomegét.



Trigeminalis nociceptorok funkcionalis allapotanak jellemzése

Meningedlis érreakciok vizsgdlata in vivo

Az allatok a thiopentallal (150 mg/kg, ip.) torténd anesztéziat kovetden a kisérlet ideje
alatt trachea kaniilon keresztiil spontin Iélegeztek. Az artérids kozépnyomast az arteria
femoralisba vezetett és transzducer kozbeiktatdsdval manométerhez csatlakoztatott kaniil
segitségével monitoroztuk. Az allatok fejét sztereotaxias késziilékben rogzitettiik, a parietalis
koponyacsont egy 4 X 6 mm-es teriiletének eltavolitasival feltartuk a dura matert, majd pH
7,4-es szintetikus intersticidlis folyadékkal (SIF) fedtiik be. A véraramlast az arteria meningea
media (AMM) kortikélis artériaktol tavol esé 4gai folott 1ézer Doppler aramlasmérdvel
mértiik. A stimuldlé anyagokat mikropipetta segitségével 40 pl térfogatban juttattuk a dura
mater felszinére, majd 5 perc mulva eltavolitottuk. A véraramléis-értékek kiindulasi szintre
torténd visszatéréséig a durat SIF-kal fedtiik. A szabadda tett dura mater kémiai ingerléséhez
kapszaicint (100 nM és 10 uM) és akroleint (50, 100 és 300 uM) hasznéltunk. Az akrolein
(300 uM) meningealis érreakcidokra gyakorolt hatiasat a TRPAI receptor antagonista HC-
030031-gyel (50 uM) torténd elokezelést kovetdéen is meghatidroztuk. Az akrolein
hatdsmechanizmusat a dura mater CGRP receptor antagonista CGRPg 37 peptiddel (100 uM)
torténd eldkezelését kovetd acrolein (300 uM) applikacioval vizsgéltuk. Az antagonistakat
kozvetleniil a kémiai stimulaciét megelézéen 5 perc idOtartamra juttattuk a dura mater
felszinére. Az AMM reaktivitasat a CGRP (100 uM) és a hisztamin (100 uM) véraramlast
fokoz6 hatasdnak mérésével teszteltik. A meningedlis alaparamlas értékét a vizsgalando
anyag applikacidja elotti 3 perces iddintervallum alatt mért atlagértékek adtik. A kémiai
stimulus hatasara bekovetkez0 véraramlas valtozasokat az alaparamlas szdzalékaban tiintettiik
fel, mely sordn az applikacios periddus alatt megfigyelt maximalis mértékli véraramlas
valtozas 1 perces iddintervalluménak atlagértékét vagy az applikacids idészak percenkénti

értékeit hasonlitottuk az alaparamlashoz.

CGRP felszabadulds mérése ex vivo

Az allatokat thiopentallal (150 mg/kg, ip.) altattuk, majd dekapitaltuk. A koponyét a
kiils6 felszin megtisztitisa utdn a kozépvonal mentén kettévagtuk és az agyféltekéket
eltavolitottuk. Az intakt dura materrel fedett preparatumokat 30 percre karbogénnel
ataramoltatott SIF-ba helyeztiik. A koponyagodroket 300 upl SIF-kal toltottik fel. A
koponyafelekb6l mikropipetta segitségével 5 percenként mintat gyljtottink CGRP
meghatirozas céljabol. A nyugalmi CGRP felszabadulds mértékét a dura mater SIF-kal
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torténd atmosasat kovetden nyert mintdbol hataroztuk meg. Az ezt kovetd inkubacios
peridodusokban a dura matert kapszaicinnel (10 és 100 nM), akroleinnel (10, 50, 100 és 300
uM) vagy kalium-kloriddal (KCI, 60 mM) stimulaltuk. Kontroll allatokban vizsgaltuk a HC-
030031-gyel (50 uM) torténd eldkezelés hatasat az akrolein (300 uM) altal kivaltott CGRP
felszabadulds mértékére. A gylijtott mintdkat EIA puffert tartalmazé Eppendorf csovekbe
gyujtottik, majd -70 °C-on taroltuk a CGRP koncentrici6 EIA mddszerrel torténtd

meghatarozasaig.

CGRP és TRPVI kettés immunhisztokémiai festés dura mater totdlprepardtumon

A thiopentallal (150 mg/kg, ip.) altatott allatokat fiziol6gids séoldattal, majd 0,1 M
foszfat-pufferben (pH 7.,4) oldott 4%-os paraformaldehid oldattal transzkardialisan
perfundaltuk, majd dekapitaltuk. A kiils felszin megtisztitasa utan a koponyat a kozépvonal
mentén kettévagtuk és az agyféltekéket eltavolitottuk. A koponyagddrok parietélis teriiletérdl
eltavolitottuk az AMM 4gait és a kornyezd idegrostokat is tartalmazé dura matert, majd 2
oran keresztiil ut6fixaltuk a perfizidhoz is hasznalt fixalo oldatban. A TRPV1- és CGRP-
immunreaktiv képleteket indirekt immunfluoreszcens festéssel azonositottuk. A dura mater
totalpreparatumokat 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk TRPV1 ellen nyilban termeltetett
poliklonalis antitesttel, valamint monoklonalis egér anti-CGRP antitesttel 1:500 higitasokban.
Foszfat-pufferrel torténd mosast kovetden a preparatumokat 1:500 higitast alkalmazva
2 oran keresztiil inkubaltuk Cy3- illetve DLA88-konjugalt misodlagos antitestekkel. A dura

mater totalpreparatumokrdl konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal készitettiink felvételeket.

TRPAI fehérje expresszidja a trigemindlis ganglionban

A TRPAI fehérje expressziGjat western blot analizissel hatiroztuk meg. Ejszakai
€heztetést kovetden az éallatokat thiopentallal (150 mg/kg, ip.) altattuk, majd dekapitaltuk. A
trigemindlis ganglionokat eltavolitottuk, majd protedz inhibitor koktéllal és 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluorid-dal szupplementalt NP40 sejtlizis pufferben homogenizaltuk
kézi homogenizator segitségével. A homogenizdtumokat 2 X 10 perces szonikalast kdvetden 2
oran keresztiil 4 °C-on razattuk, majd centrifugiltuk (13680 g, 20 perc, 4 °C). A feliiliszé
fehérjetartalmanak meghatarozasdhoz BCA Protein Assayt haszndltunk. A teljes sejt
lizatumokat (40 - 50 pg fehérje) redukdlé kozegben 10%-os poliakrilamid gélen
elektroforetizaltuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. A membranokat nyilban
termeltetett anti-B-aktin antitesttel (1:1000) és anti-TRPA1 antitesttel (1:2500) inkubéltuk 4

°C-on egy éjszakin at. Ezt kovetden a membranokat szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubaltuk
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torma peroxidizzal konjugélt, szamarban termeltetett anti-nyul IgG masodlagos antitesttel
1:5000 higitasban. A vizualizdlast SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

hasznalataval végeztiik Gel Logic 1500 Imaging System késziilék segitségével.
Statisztikai kiértékelés

Az eredményeket atlag + SEM forméban tiintettiik fel. A statisztikai elemzés Statistica
12 (StatSoft, USA) szoftverrel tortént. A CGRP és citokin koncentraciok, a véraramlas, a
TRPA1 fehérje expresszid, a tip- és folyadékfogyasztds, valamint az energiabevitel
statisztikai kiértékeléséhez Student t-tesztet (n > 10) és Mann-Whitney U-tesztet (n < 10)
hasznaltunk. A tobbi paraméter esetében Bonferroni-féle post hoc mddositassal kiegészitett
egyszempontos varianciaanalizist (One-Way ANOVA) alkalmaztunk. Az atlagértékek
kiilonbségeit akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha p < 0,05 volt.

EREDMENYEK
Etrend-indukalt elhizas allatmodell jellemzése

Etrendi kezelés hatdsa a tdp- és folyadékfogyasztdsra, valamint az energiabevitelre

A HFHS tartalmu étrenden tartott allatok szignifikdnsan kevesebb tipot (28,5 £ 0,4 vs.
18,4 0,2 g/nap, p < 0,001, n = 17-17) és tobb folyadékot (39,7 = 0,5 vs. 125,9 + 1,8 ml/nap,
p < 0,001, n = 17-17) fogyasztottak, mint a kontroll csoport. A zsirdis tip magasabb
energiatartalma, valamint a cukros vizbdl szarmazé tobblet kaloriabevitel miatt az obezitogén
étrend szignifikdnsan magasabb atlagos napi energiabevitelt (90,7 £ 1,7 vs. 110,1 = 1,2

kcal/nap, p < 0,001, n = 17-17) eredményezett a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A testsiily, a zsirszovet mennyiségének és a mdj tomegének vdltozdsa

Az étrendi kezelés kezdetekor nem volt szignifikéns kiilonbség a kontroll és a kezelt
csoport atlagos testsulyaban (155 £3 vs. 158 =2 g, p = 0,48, n = 17-17). A 20. hét végére
azonban a HFHS tartalmu étrenden 1évo allatok testsilya szignifikdnsan meghaladta a kontroll
csoportra jellemzo értékeket (616 £ 11 vs. 740 = 15 g, p < 0,001). A kontroll és a kezelt
csoport testsilydban megfigyelhetd kiillonbség a 8. héttdl valt szignifikanssa (p < 0,01), mely
ezt kovetden az étrendi kezelés végéig megmaradt. A zsirdds tip és a cukros viz fogyasztisa
az intraabdominélis (10,09 % 0,64 vs. 27,09 = 1,84 g, p < 0,001, n = 22-23) és az epididimalis
(12,59 £ 0,70 vs. 23,73 £ 1,15 g, p < 0,001, n = 22-23) zsirszovet mennyiségének, valamint a



teljes zsirszovet testtomeghez viszonyitott szazalékos aranyanak (3,93 = 0,16 vs. 7,35 £ 0,3
%, p < 0,001, n = 22-23) novekedéséhez vezetett, mely a m4j megnagyobbodasaval is egyiitt
jart (13 £0,36 vs. 17,53 £0,59 g, p < 0,001, n = 22-23).

A gliikoz és az inzulin homeosztdzis kdrosoddsa

A HFHS tartalmud étrend altal kivaltott elhizds az éhgyomri vércukorérték enyhe,
ugyanakkor szignifikdns emelkedéséhez vezetett (5,61 = 0,13 vs. 6,31 = 0,19 mmol/l, p <
0,01, n = 22-23), mellyel parhuzamosan az éhgyomri inzulinkoncentracio jelentds mértékii
novekedése is megfigyelhetd volt (18,05 = 1,68 vs. 43,08 + 4,36 pU/ml, p < 0,001, n = 22-
23). Az étrend-indukalt elhizott allatok mindemellett szignifikdnsan magasabb HOMA-IR
indexszel (4,49 = 0,44 vs. 12,53 = 1,59, p < 0,001, n = 22-23), alacsonyabb QUICKI értékkel
(0,31 £ 0,004 vs. 0,28 = 0,004, p < 0,001, n = 22-23) és csokkent gliikkdz inftizids rataval (9,66
+ 1,35 vs. 4,60 = 1,34, p < 0,05, n = 5-5) rendelkeztek.

A gyulladdsos citokinek plazmakoncentrdciéjanak vdltozdsa

Elhizott allatokban jelentés mértékli novekedés volt megfigyelhetd az IL-1P (61,63 +
3,67 vs. 195,87 £ 29,57 pg/ml, p < 0,001, n = 17-18) és az IL-6 plazmaszintjében (53,21 +
1,33 vs. 126,27 + 9,74, p < 0,001, n = 17-18), a TNFa koncentracigjaban azonban nem
kovetkezett be érdemi valtozas (19,03 = 1,22 vs. 16,87 £ 1,43 pg/ml, p = 0,26, n = 9-9).

Etrend-indukalt elhizas hatasa a trigeminovaszkularis nociceptiv rendszer miikodésére

A meningedlis vazoreaktivitishan és a szenzoros neurogén érreakciokban bekiovetkezd

vdltozdsok

Az AMM A4gai folott mért perfizids értékek nem kiilonboztek szignifikans mértékben
a kontroll és az elhizott allatok esetében (226,1 = 20,29 vs. 214,4 + 20,1 PU, p = 0,96).
Szintén nem taldltunk érdemi kiilonbséget a kontroll és az elhizott allatok atlagos
vérnyomasértékeiben (128 + 17 vs. 134 * 13 Hgmm, p = 0,96), habar azok enyhén
magasabbak voltak a kordbban, hasonld kisérletes koriilmények kozott regisztralt értékeknél.
A dura mater felszinére applikalt anyagok sem a kontroll, sem az elhizott allatokban nem

befolyésoltik a szisztémas vérnyomas értékeket.
Kapszaicin-szenzitiv neurogén vazodilatdcio

A kapszaicin (100 nM) applikidcidja a kontroll &llatok esetében a meningealis

véraramlas mérsékelt fokozddasahoz vezetett, mely az 5 perces applikicios periddus utolséd
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két percében elérte a statisztikailag szignifikans szintet (p = 0,048 és p = 0,035, n = 8). Az
étrend-indukélt elhizés a kapszaicin altal kivaltott vazodilatacio jelentds mértékii fokozddasat
eredményezte. Elhizott allatokban a 100 nM-os kapszaicin oldat az applikicid teljes
id6tartama alatt szignifikans véraramlas novekedést okozott (p < 0,023, n = 9), melynek
mértéke az utols6 perc esetében elérte a 20 + 3,1 %-ot, jelentésen meghaladva (p < 0,049) a

kontroll mérések ugyanezen idOpontjiban regisztralt értéket (6,1 £ 2,3 %).
A kapszaicin vazokonstriktor hatdsa

A 10 uM-os kapszaicin oldat mindkét allatcsoport esetében a meningeélis véraramlas
azonnali csokkenéséhez vezetett, ugyanakkor az étrend-indukalt elhizas egyiitt jart a
kapszaicin vazokonstriktor hatasidnak jelentds erdsodésével. A kontroll csoportban (n = 6) a
véraramlas csokkenés mértéke 4,7 £ 2,7 és 2,7 £ 2.5 % kozott valtozott, mely az elsd két perc
soran elérte a statisztikailag szignifikans szintet (p < 0,048). Elhizott allatokban (n = 6) a
kapszaicin az alaparamlés 14,5 £ 2,9 és 8 + 2,8 % kozotti csokkenését eredményezte, melynek
mértéke a teljes applikaciés periddus sordn szignifikdnsnak adddott, tovabbd a mésodik,
harmadik és negyedik percben is szignifikdnsan meghaladta a kontroll csoportra jellemzo

értékeket (p < 0,037).
Akrolein dltal kivdltott vérdramlds fokozodds

Kontroll éllatokban az 50 uM-os akrolein oldat hatistalannak bizonyult (0,35 + 0,94
%, p=0,71, n = 10), mig a 100 uM-os (7,7 = 1,4 %, p < 0,001, n = 10) és a 300 uM-os (14,4
+ 2,3 %, p <0,001, n = 12) koncentraciok alkalmazasa a meningeéalis véraramlés szignifikans
és dozisfiiggd fokozddasahoz vezetett. TRPA1 antagonista HC-030031 (50 uM) eldkezelés
kivédte az akroleinnel (300 uM) torténd stimuliciot kovetd véraramlas novekedést (2,05 + 1,2
%, p = 0,001, n = 8). A CGRP receptor antagonista CGRPg 37 (100 uM) hasonléan blokkolta
az akrolein (300 uM) véraramlas-fokozé hatasat (1,9 = 1,2 %, p = 0,001, n = 8). Az akrolein
(100 uM) topikalis applikaciéja az elhizott allatokban is jelentds véraramlas fokozddast
eredményezett (13,1 = 2,2 %, p <0,001, n =9), melynek mértéke szignifikdnsan meghaladta a
kontroll csoport esetében mért értéket (p = 0,049).

Endothel- és simaizom fiiggo relaxdcio

A hisztamin (100 uM) a kontroll allatokban 7,1 = 2,3 és 11,6 = 2 %, elhizott
allatokban pedig 7,1 £ 1,6 és 11,3 + 2,1 % kozotti véraramlas valtozasokat indukalt az 5
perces applikdcid egyes perceire szdmitva. A perfizié alapiramlidshoz viszonyitott

szignifikans novekedését mértiik mindkét allatcsoportban az applikaci6 teljes idOtartama alatt
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(p <0,015 és p<0,035, n = 8-8). CGRP (100 uM) hatdséara kontroll allatokban 6 + 1,7 és 14,7
+ 3,6 %, elhizottakban pedig 7,4 * 2,7 és 13,6 = 3,6 % kozotti véraramlas fokozodast
mértiink, melynek mértéke az applikécio teljes idotartama alatt szignifikdnsan meghaladta az
alaparamlast (p < 0,015 és p <0,035, n = 8-10). A kontroll és az elhizott allatcsoportok kozott
azonban sem a hisztamin (p < 0,98), sem a CGRP (p < 0,92) esetében nem volt kiilonbség a

véraramlas valtozas mértékében.

A dura mater afferens idegrostjaibol torténd nyugalmi- és kémiai stimuldciot koveté CGRP

felszabadulds elhizdssal dsszefiiggo valtozdsai
Bazdlis CGRP felszabadulds

Az ex vivo dura mater preparaitumokban nyugalmi koriilmények kozott felszabaduld
CGRP mennyisége elhizott allatok esetében jelentdsen meghaladta a kontroll csoport értékeit

(16 £1,5vs. 42,1 £ 6,6 pg/ml, p = 0,005, n = 13-22).
TRPV1 receptor aktivdciojdt koveté CGRP felszabadulds

Az alacsonyabb kapszaicin koncentracié (10 nM) a kontroll allatokban 34,7 + 2.3
pg/ml-re (196,6 = 21,2 %, p < 0,001, n = 7), az elhizott csoportban pedig 120 + 27,6 pg/ml-re
(300,1 = 60,1 %, p = 0,004, n =11) novelte a CGRP felszabadulds mértékét. A 100 nM-os
kapszaicin oldat a CGRP felszabadulast 75,6 = 7 pg/ml-re (612,7 £ 58,9 %, p < 0,001, n = 6),
illetve 358,1 + 95,5 pg/ml-re (853,1 = 76 %, p = 0,004, n = 11) novelte a kontroll és az
elhizott allatok mintdiban. FEtrend-indukalt elhizott allatokban mindkét kapszaicin
koncentracié szignifikdnsan nagyobb mértékii CGRP felszabadulast eredményezett a

megfeleld kontroll csoportokhoz viszonyitva (p = 0,027 és p < 0,048).
TRPA1 receptor-medidlt CGRP felszabadulds

A kontroll allatok kemény agyhartydjanak 10 és 50 uM-os akroleinnel torténd
stimuldcidja nem befolydsolta szamottevoen a trigemindlis afferensekbdl torténé CGRP
felszabadulast (p = 0,88, n =7 és p = 0,203, n = 6). A 10 uM-os akrolein oldat alkalmazasa az
elhizott csoport esetében is hatistalannak bizonyult (p = 0,51, n = 7). Az akrolein magasabb,
100 és 300 uM-os koncentracioi a kontroll mintdkbdl felszabadul6 CGRP mennyiségének
szignifikans novekedéséhez vezettek (227,1 £29,9 %, p < 0,001, n = 8 és 232,7 £ 18,8 %, p <
0,001, n = 8). Az akroleinnel (300 uM) kivalthat6 CGRP felszabadulas blokkolhat6 volt a
TRPAT1 antagonista HC-030031 (50 uM) eldkezelés segitségével (132,2 = 15,9 %, p = 0,001,

n = 8). A 100 uM-os akrolein applikacioja elhizott allatokban is jelentésen megndvelte a
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felszabadul6 CGRP mennyiségét (336 + 33,1 %, p = 0,001, n = 14), melynek mértéke

szignifikdnsan meghaladta a kontroll csoportra jellemzd értéket (p = 0,039).
KCl dltal kivaltott CGRP felszabadulds

A 60 mM-os KCIl oldattal torténd stimulacié jelentésen megnovelte a CGRP
felszabadulast mind a kontroll (307,4 * 38,3 %, p < 0,001, n = 8), mind pedig az elhizott
(182,7 £ 18,2 %, p < 0,001, n = 13) allatok mintaiban. Az elhizott allatokban a KCI &ltal
kivaltott CGRP felszabadulas mértéke elmaradt a kontrollban mért értékektdl (p = 0,001).

TRPVI- és CGRP-immunreaktivitds patkdny kemény agyhdrtydjiban

Mind a kontroll, mind az elhizott allatok esetében nagyszdmui TRPV1- és CGRP-
immunreaktiv idegrost volt lathaté a supratentorialis dura mater encephali teljes teriiletén. A
TRPV1-CGRP kettds immunhisztokémia festés jelentés mértékii kolokalizaciot mutatott. A
TRPV1- és a CGRP-immunreaktiv afferensek megoszlasa nagymértékii hasonlésagot mutatott
a két Aallatcsoportban. Az elhizott allatok dura prepardtumaiban az erektdl tavolabbi
teriileteken megfigyelhetd, idegkotegekbdl kivald egyes rostok esetében jellegzetes
morfoldgiai valtozésokat figyeltiink meg. Mig a kontroll 4llatokban a CGRP immunreaktivitas
egyenletes megoszIlast mutatott az idegrostokban, addig az elhizott allatok afferenseinek

esetében gyongysor szerli mintazat volt megfigyelhetd.

TRPAI fehérje expresszidja a trigemindlis ganglionban

A TRPALI elleni antitest egy ~110 kDa-os savot jelolt meg, mely az antitest kontroll
peptidjével torténd eldinkubaldssal blokkolhatd volt, alatimasztva az alkalmazott antitest
antigén-specificitisait. A ~110 kDa-os immunpozitiv csik B-aktinra normalizalt optikai
denzitdsinak meghatarozasa igazolta, hogy étrend-indukalt elhizds hatdsara csokkent a
TRPA1 receptor fehérje expresszidja a hagyomanyos étrenden tartott kontroll allatok

értékeihez képest (0,62 + 0,1 vs. 0,52 = 0,09 a B-aktinra normalizalva, p = 0,048, n = 7-8).

MEGBESZELES
Magas zsir és magas szacharéz tartalmi étrend altal kivaltott elhizas

A tap- és folyadékfogyasztisara vonatkoz6 adataink arra utalnak, hogy az altalunk
alkalmazott HFHS tartalmu étrend hatdssal volt a taplalékfelvétel- és az energiaegyensily

szabalyozasara. A tap energiastiriségének novelése a tapfogyasztas abszolit mennyiségének
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csokkenését vonhatja maga utdn, mely a szervezet energia-egyensulyra vald torekvésével all
Osszefiiggésben. Korabbi vizsgélatok leirtdk, hogy a cukros viz fogyasztasa jelentds
mértékben megnovelheti az allatok folyadékfelvételét, melynek hatterében az agy jutalmazo
rendszerére gyakorolt hatdsok allhatnak. A HFHS tartalmd étrenden tartott &llatok
szignifikdnsan magasabb Osszenergia-bevitelébdl latszik, hogy az obezitogén étrendi faktorok
e kombinaciodja az energiaegyensily megbomlasahoz vezetett. Ezt timasztja ald a testsuly, az
intraabdominélis és az epididimalis zsirszovet mennyiségének, valamint a zsirszovet teljes
testtomeghez viszonyitott ardnyanak szignifikdns novekedése is. Az inzulinérzékenység,
valamint a gliikdz és inzulin homeosztazis karosodasat timasztja ala az éhgyomri vércukor- és
inzulinszint emelkedése, a QUICKI érték csokkenése, a HOMA-IR emelkedése és az
alacsonyabb gliik6z infizids rata. Az IL-1P és az IL-6 citokinek plazmaszintjének emelkedése
bekovetkezd valtozas hidnya természetesen nem zarja ki a dura materben lokalisan képz6do
TNFa szerepét a trigemindlis idegek szenzitizdcidjdban és a 1étrejott neurovaszkularis
eltérésekben.

Osszességében elmondhaté, hogy az étrend-indukalt elhizott allatmodelliink egyszerre
tobb olyan korélettani folyamat jeleit is mutatta, melyek gyakran megfigyelhetdk elhizott
egyénekben és amelyeknek a migrénes fejfajas patofizioldgidjaban is szerepet tulajdonitanak.
Irodalmi adatok alapjan e tényezOknek a trigeminovaszkuldris rendszert érintd funkcionalis

valtozasok kivaltasaban is szerepe lehet.
Etrend-indukalt elhizas hatdsa meningealis érreakciokra

A CGRP és a hisztamin applikécigjat kontroll és elhizott allatokban azonos mértékii
véramlis fokozddas kovette, ami arra utal, hogy az altalunk alkalmazott allatmodellben az
étrend-indukalt elhizds nem befolyasolta azokat az dtvonalakat, melyek a dura mater ereinek
endothel- és simaizom sejtjeiben a CGRP és a hisztamin értagitd hatasaért felelOsek.
Eredményeink igazoltdk, hogy az elhizas fokozza a kemoszenzitiv afferensek TRPV1 és
TRPA1 stimulaciéra mutatott valaszkészségét. Mivel a CGRP direkt értagitd hatasa nem
valtozott, a jelenség hatterében a szenzoros idegekbdl tortén6 CGRP felszabadulas
mértékének novekedése allhat, melyet a dura materen végzett ex vivo kisérleteink is
alatamasztottak. A TRPV1 receptort expresszal6 CGRP tartalmi meningedlis afferensek
mikodésében megfigyelt valtozasok alapjin feltételezhetd, hogy az elhizas hasonlé mddon
érintheti a trigeminalis afferensek TRPVI1-pozitiv, de CGRP-t nem tartalmazd
neuronpopulécidjat is.
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A TRPAI receptor aktivaci6 és a CGRP kapcsolatit az akrolein altal kivéaltott
vazodilatacioban a szelektiv TRPA1 antagonista HC-030031 és a CGRP receptor antagonista
CGRPs.37 elOkezelés vazodilataciot csokkentd hatasdval igazoltuk. Ezen eredményeink
tovabbi bizonyitékul szolgdlnak arra vonatkozdéan, hogy a kornyezetiinkben jelentds
mennyiségben megtalalhat6 égéstermék akrolein, a TRPA1 receptorok stimulacidja révén
valtja ki aktivalé hatdsat a trigeminovaszkuléris rendszerben, ami CGRP felszabadulashoz
vezet.

A korabbi megfigyelésekhez hasonléan nagy dézisu kapszaicin mindkét allatcsoport
meningealis ereiben azonnali és szignifikdns mértékli véraramlas csokkenést eredményezett.
Mivel a kapszaicin véraramlast csokkentd hatasa elhizott allatokban kifejezettebb volt,
szamolni kell a meningealis erek érsziikitd stimulusra adott valaszanak elhizassal Osszefiiggd
fokozddasaval, ami kedvezdtleniil befolyasolhatja a migrénes fajdalom kivaltdsaban és
fenntartdsidban szerepet jatsz6 mediatorok eltavolitasit és igy késleltetheti a szoveti

homeosztizis helyreallitasat.
Elhizas hatasa a trigeminalis afferensekbdl torténé CGRP felszabadulasra

Elhizott allatokban a bazilis CGRP felszabadulds novekedése a durat innervald
peptiderg afferensek, vagy azok egy csoportjanak fokozott aktivitasara utal. A dura mater
kapszaicinnel és akroleinnel torténd stimuldcidja a CGRP felszabadulas szignifikans
fokozodasat eredményezte. A TRPAI1 receptorok szerepét igazolta, hogy a TRPAI
antagonista HC-030031-gyel torténd eldkezelés kivédte az akrolein hatisara bekovetkezd
CGRP felszabadulast. A peptiderg afferensek fokozott nyugalmi aktivitisa a TRPV1 és
TRPAI1 receptorokat érd stimulusokra adott fokozott valaszkészséggel kombinalva olyan
mértékii CGRP felszabadulast eredményezhet, melynek fontos szerepe lehet a migrénes
fejfajas kialakulasaval Osszefiiggd periférias eseményekben, igy példaul a szoveti hizosejtek
aktivalasaban és ennek kovetkeztében a periférids vaszkularis reakciok feler6sodésében. A
metabolikus hattér jellemzésére irdnyuld vizsgélataink alapjan felvetddik az IL-1pB és az IL-6
gyulladasos citokinek szerepe a kapszaicin és az akrolein altal kivaltott CGRP felszabadulas
novekedésében. Irodalmi adatok alapjan e két medidtor szamos direkt és indirekt
mechanizmuson keresztiil képes lehet mddositani a szenzoros neuronok, illetve azok TRPV1
€s a TRPAI receptorainak miikodését. Mindemellett az elhizds, az inzulinrezisztencia, a
hiperinzulinémia, valamint a glilkéz és inzulin homeosztazis karosodasa az oxidativ és a
nitrozativ stressz mértékének fokozasan keresztiil hozzajarulhat a TRPV1 és a TRPAIl
receptorok szenzitizacidjahoz.

13



A direkt depolarizdlé hatasi KCl applikacidja altal kivaltott CGRP felszabadulés
csokkenése lehet a meningealis afferensek nyugalmi membranpotencidljanak elhizéssal
Osszefiiggd depolarizicidjdnak kovetkezménye, melyet az érzOneuronok gyulladisos
mediatorok hatdsara bekovetkezd szenzitizaciéjanak hatterében Aall6 egyik legfontosabb

mechanizmusként tartanak szamon.

Elhizas hatasa a CGRP- és TRPVI1-immunreaktiv afferensek megoszlasara és

morfolégiajara

Az elhizott allatok dura mater totdlpreparditumaiban a CGRP- és TRPVI-
immunreaktiv rostok siirisége €s eloszlasa nagyfokd hasonlésagot mutatott az irodalmi
adatokkal és nem Kkiilonbozott a kontroll allatokétdl. Eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a kapszaicin altal kivaltott szenzoros neurogén vazodilatacié elhizott allatokban
megfigyelhetd fokozodasa nem elsdsorban a TRPV1 receptorok membranba torténd
kihelyezddésének novekedésével, hanem sokkal inkdbb a receptor aktivalhatosaganak,
kapuzési tulajdonsidgainak megvaltozasaval allhat Osszefiiggésben. A TRPV1 ioncsatorna
foszforilacigjat gatld és ezaltal a csatorna nyitasa- és szenzitizicidja ellen hat6 kinidz gatlok
igéretes kezelési stratégiaként meriilhetnek fel elhizott migrénesekben, akik esetében a
TRPV1 és TRPAI1 receptorok megvéltozott funkcidja jelentds patofizioldgiai tényezOnek
tinik. A vastagabb idegkotegekbdl ledgazd és a dura kotdszovetes allominyaban haladd
axonok CGRP-immunreaktivasaban megfigyelhetd jellegzetes morfologiai eltérés a rostokbol
torténd fokozott CGRP felszabadulads jeleként értelmezhetd, de a neurodegenerativ

folyamatok szerepe is felvetodhet.
Elhizas hatasa a TRPA1 receptor expresszigjara a trigeminalis ganglionban

A HFHS tartalmu étrend altal kivaltott elhizas a TRPAT1 fehérje mennyiségének enyhe,
ugyanakkor szignifikins mértékli csokkenését eredményezte. Figyelembe véve azt a
nagyszamu, elhizassal is kapcsolatba hozhat6 faktort é€s mechanizmust, melyek irodalmi
adatok alapjan a trigemindlis afferensek és a TRPA1 receptor aktivitisanak fokozddéasa
iranyaba hathatnak, beleértve a TRPV1 és a TRPAI1 receptorok kozotti interakciok
lehetoségét is, a TRPA1 fehérje expresszi6jaban megfigyelhetd véltozas a tartésan fokozott
neurondlis aktivitds kedvezOtlen hatasainak ellensulyozéasara, mérséklésére iranyul6 negativ,

kompenzatorikus mechanizmusként is felfoghat6.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Magas zsir és magas szachar6z tartalmu étrend altal kivéltott elhizas hatéséra:

— jelentésen fokozddik a kapszaicin és az akrolein altal kivaltott szenzoros neurogén
vazodilataci6 mértéke, mely a meningedlis kemoszenzitiv afferensek TRPV1 és
TRPA1 receptorainak aktivaciéjat kovet6 CGRP felszabadulds novekedésére

vezethetd vissza.

— fokozddik a dura matert beidegzé trigeminalis afferensekbdl torténd nyugalmi CGRP
felszabadulas, mig a magas extracellularis kdlium-klorid koncentracié altal kivalthaté

CGRP felszabadulas mértéke csokken.

— fokozddik a kapszaicin vazokonstriktor hatisa, mely felhivhatja a figyelmet az AMM

érsziikitd folyamatainak elhizassal 0sszefliggd rendellenességeire.

— valtozads kovetkezik be a meningealis afferensek CGRP-immunreaktivitisidnak
idegroston beliili eloszlasaban, a TRPV1- és CGRP-immunreaktiv idegrostok dura
materben torténd megoszlasa és siirlisége tekintetében azonban nem mutathaté ki

szdmottevd valtozas.
— enyhe, ugyanakkor szignifikdns mértékli csokkenés kovetkezik be a TRPA1 fehérje
trigeminalis ganglionban torténd expresszidjaban.
Eredményeink arra utalnak, hogy elhizas hataséra:
— fokozddik a CGRP tartalmd meningealis nociceptorok érzékenysége.

— fokozédik a TRPV1 és TRPAI1 receptor-medidlt trigeminovaszkularis reakcidk
mértéke, mely ezen ioncsatornaként miikodd receptorok aktivalhatosaganak

megvaltozisaval allhat 6sszefiiggésben.

A metabolikus hattér jellemzésébdl szarmazo eredményeink elsoként hivjik fel a figyelmet az
IL-1B és az IL-6 gyulladdsos mediatorok, valamint a gliikéz és inzulin homeosztazis
karosodasanak potencidlis koéroki szerepére a trigeminovaszkularis rendszer elhizéassal

Osszefiiggd véltozisaiban.
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Debreceni Egyetem Farmakologiai és Farmakoteripiai Intézet valamennyi dolgozdjanak, aki

valamilyen formaban hozz4jarult tudomanyos munkam sikeréhez.

Kiilon koszonettel tartozom Olah Zsuzsannanak, aki elkotelezettségével és oOnzetlen
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biztatast €s timogatast.

17



FUGGELEK

b DEBRECENI EGYETEM [] f |
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD‘

Nyilvantartési szam: DEENK/21/2017.PL
Targy: PhD Publikécios Lista

Jelolt: Marics Balazs
Neptun kéd: GMMTO4
Doktori Iskola: Gydgyszereszeti Tudomanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Marics, B., Peitl, B, Varga, A., Pazmandi, K. L., Bacsi, A., Németh, J., Szilvassy, Z., Jancsé, G,
Dux, M.: Diet-induced obesity alters dural CGRP release and potentiates TRPA1-mediated
trigeminovascular responses.

Cephalalgia. [Epub ahead of Prinf], 2016.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1177/0333102416654883
IF: 6.052 (2015)

2. Marics, B., Peitl, B., Pazméndi, K. L., Bacsi, A., Németh, J., Oszlacs, O., Jancsd, G., Dux, M.:
Diet-induced obesity enhances TRPY1-mediated neurovascular reactions in the dura mater.
Headache. [Epub ahead of Print] [1-30], 2017.

DOl http://dx.doi.org/10.1111/head. 13033
IF: 2.961 (2015)

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. 2 Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu = Honlap: www.lib.unideb.hu

18



i DEBRECENI EGYETEM [] f |
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD‘

Tovabbi kozlemények

3. Docsa, T., Marics, B., Németh, J., Huse, C., Somsak, L., Gergely, P., Peitl, B.: Insulin sensitivity is
modified by a glycogen phosphorylase inhibitor: glucopyranosylidene-spiro-thiohydantoin in
streptozotocin-induced diabetic rats.

Curr. Tap. Med. Chem. 15 (23), 2390-2394, 2015.
IF-29

A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora: 11,913
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
9,013

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudéstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2017.02.09.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. 2 Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu = Honlap: www.lib.unideb.hu

19



