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Bevezetés

Orofacialis fajdalom (OFF) és migrén

Az OFF ¢s a fejfajas vilagszerte a legsulyosabb fajdalomproblémak koz¢ tartozik, €s a
lakossag 25%-at érinti.! A migrénen és az OFF-en talmutatd patofizioldgiai mechanizmusok
eltéroek lehetnek, azonban a trigemindlis primer afferensek aktivacioja €s szenzibilizacioja
nyilvanvaléan ko6zos utvonalat jelenthet. A trigeminovaszkularis rendszer diszfunkcidja
feltehetden hozzajarul a fajdalom kialakuldsdhoz ezekben az allapotokban, a pontos korélettani
folyamatok azonban tovabbra is feltaratlan. A nervus trigeminus szemiiregi (V1), maxillaris (V2)
¢s mandibularis (V3) agakbol all. A V1 4agat tartjdk a legfontosabbnak a primer fejfajasi
zavarokban, mint példaul a migrénben. Ugyanakkor leirtak, hogy a V2 és a V3 a dura mater-t is

innervéalhatja, nem csak a fej maxillaris és mandibularis régiéit, ami atfedést jelent a régiok kozott.?

A trigeminovaszKkularis rendszer molekularis komponensei

A trigeminalis neuronok a kozponti idegrendszerbe torténd szenzoros atvitel szallitoéi. A
nociceptiv afferensek foként vékonyan myelinizalt és nem myelinizalt A és C rostokbol allnak.?
A trigemindlis ganglion (TG) elsOsorban primer afferens, peptiderg neuronok szomdjabol és
axonjaibol, valamint gliasejtekbol all. A trigeminalis neuronok sejttesteit szatellita gliasejtek
veszik koriill.> A hizosejtek (Mast cells, MC-k) rendkiviil alkalmazkodéképes immunsejtek,
amelyek szdmos ingerre képesek reagalni, és kdzvetitoként mitkddnek a kiilso €s a belsd kornyezet
kozott. Az MC-k elsddleges funkcidja az immunvalaszban vald részvételiik az aktivacio és a
degranulacidé révén. E folyamat soran olyan tarolt vazoaktiv vegyiileteket szabaditanak fel,
amelyek novelik az ér permeabilitast, eldsegitik a folyadék felhalmozodasat, és mas
immunsejteket, példaul eozinofileket, természetes G6ldsejteket, monocitdkat, makrofagokat és
neutrofileket toboroznak, felerdsitve a gyulladasos valaszt.*’ A meningealis MC-k szoros
kapcsolatban allnak a dura nociceptoraival. Az altaluk felszabadul6d hisztamin és citokinek
mennyisége migrénes betegeknél megnovekszik. &°

Hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé peptid (PACAP)

A PACAP egy neuropeptid, a VIP/glikkagon/ndvekedési hormon felszabadito
faktor/szekretin szupercsalad tagja, amely 27 és az emlésokben jellemzd 38 aminosavat tartalmazo
formaban (PACAP-27 és PACAP-38) létezik. Harom f6 PACAP-receptort irtak le: VPACI,
VPAC2 és PACI1, amelyek mindegyike G-proteinekhez kapcsolodik.!® A hizosejteken leirtdk a



Mas-related G protein-coupled receptor (Mrgpr) aktivalasat a PACAP-38 vagy annak révidebb
formaia PACAP(6-38) vagy a PACAP(6-27) altal. ** A PACAP(6-38) a PAC1 receptor
antagonistaja kiilonb6z6 neuronalis sejtvonalakban, azonban korabbi eredményeink egyértelmiien
kimutattak, hogy a PACAP(6-38) kezelés nem gatolta a PACAP-38-at, hanem 6nmagaban azonos
hatast fejtett ki patkany primer szenzoros neuronokban. Mind a PACAP-38, mind a PACAP(6-38)
gatolni tudta a neuropeptid felszabadulast izolalt trachea szenzoros idegvégzédésekbdl 12 és Ca®*-
bearamlast indukalnak a trigeminalis ganglionsejtek primer kultGraiban. 1* Egy vizsgalatban 12
résztvevobol 10-en szamoltak be arrdl, hogy a PACAP infizi6 utdn enyhe vagy kozepes foku

fejfajast tapasztaltak, ami a PACAP és a fejfajas kialakulasa kozotti kapcsolatra utal. '

Hemokinin-1 (HK-1)

A tachykininek a peptiderg primer afferens neuronokban talalhaté neuropeptidek, amelyek
fontos szerepet jatszanak a neurogén gyulladdsban és a nociceptiv atvitelben. Ezek a
neuropeptidek a célsejtek receptorainak aktivalasaval jarulnak hozzd a fajdalom jelzéséhez és a
gyulladashoz, tovabb erdsitve a fajdalomvalaszt.’>!® A tachykinin csalad fontos tagjai kozé
tartozik a P-anyag (SP) €s a neurokinin A, mindkettét a Tacl gén kodolja, a neurokinin B-ta Tac3,
a HK-1-et pedig a Tac4. Ezek a tachykininek G-fehérje kapcsolt receptorokon keresztiil fejtik ki
hatasukat: NK-1, NK-2 és NK-3 receptorok, amelyek kritikus szerepet jatszanak a fajdalom
jelatvitelben és a gyulladasban.}”8 A tachykinin csalad mas tagjaitol eltéréen a Tac4 viszonylag
magas expressziot mutat a periférias, nem idegrendszeri szovetekben, beleértve a tiidot, a 1épet, a
mellékvesét és a kiilonb6z6 immunsejteket, példaul a B- és T-limfocitdkat, makrofagokat €s
dendritikus sejteket. Ez arra utal, hogy a Tac4 szélesebb korli szerepet jatszik mind az
immunvalaszban, mind a periférids szervek mikodésében, ahol potencidlisan a gyulladas és a
fajdalom mechanizmusaihoz kapcsolédhat.!®22

Trigeminalis szenzitizacio vizsgalati rendszerei

Mig a legtobb vizsgalat kisérleti allatokbol szdrmazo primer érzékeld neuronok
felhasznaldsara dsszpontosit, allando sejtvonalak is rendelkezésre allnak, amelyek kovetkezetes és
ellendrzott kdrnyezetet biztositanak a fajdalom jelatviteli itvonalak vizsgilatdhoz. 2% A primer
szenzoros neuronok egyik elénye a heterogenitas, amely lehetdvé teszi a kiillonb6zo sejttipusok
kozotti kolcsonhatasok vizsgalatat. Az egér vagy patkany TG-bdl izolalt érzékelé neuronok a
preklinikai fajdalomkutatas elsédleges in vitro modelljei.

Tobb szakirodalmi attekintés is kiemeli a fejfajaskutatas szempontjabol relevans, validalt

fajdalom allatmodelleket. Az allatmodell egyik legnagyobb elénye, hogy a human vizsgalatokban



korlatozottan hozzaférhetd kiillonbozo szoveteket vagy szerveket kiilon-kiilon lehet vizsgalni. E
modellek koz¢é tartozik a trigemindlis neuronok kozvetlen elektromos ingerlése, gyulladaskeltd
vagy algogén anyagok (,,gyulladdsos koktél”, példaul bradikinin, szerotonin, hisztamin és
prosztaglandinok) beadasa az agyhartyaba, valamint exogén vegyi anyagok, példaul nitroglicerin
¢s PACAP alkalmazasa. Ezeket a modelleket viselkedési vizsgalatok, -elektrofizioldgia,
aramlasmérés ¢és immunhisztokémiai markerek kimutatdsa egésziti ki. Segitségiikkel olyan
migrénszeri jelenségek vizsgalhatok, mint a mechanikus allodinia (pl. von Frey-filamentumokkal
vizsgalhatdo a bajuszparna vagy a periorbitalis régoja), a fényérzékenység (pl. hely- vagy
fénykeriild tesztek) és a spontan valaszaktivitas valtozasai. 2>/

A teljes Freund-féle adjuvans (CFA) beadasa ragcsalok bajuszparnajaba lokalizalt
gyulladast indukal, és mechanikus hiperalgéziat és allodiniat eredményez az orofacialis
régioban.?®® Ezt a modellt gyakran hasznéljak a fijdalom mechanizmusainak és a gyulladdsos
mediatorok hatdsanak tanulmanyozasara az arcfajdalom allapotaban. 2°? Bar a CFA injekcios
modellt hagyomdnyosan nem hasznaljdk migrénes vizsgalatokhoz, hatékony trigeminalis
aktivacidos modellként szolgal, mivel a megbizhatosag és a nagyfokt reprodukalhatosag eldnyeit

kinalja. 33

Transzkriptomika és metabolomika a klinikai vizsgalatokban

A transzkriptomika lehetové teszi a kiilonféle biomarkerek expresszidjanak vizsgalatat az
RNS-transzkriptek elemzése révén, ezaltal segitve annak megértését, hogyan befolyasoljak ezek a
markerek a bioldgiai folyamatokat, valamint a mogottes mechanizmusok feltarasat. Ugyanakkor
szamos korlatja és kihivasa van: az adatok nagysaga és Osszetettsége, a funkciondlis Osszefliggés
hianya, valamint a magas koltségek és a mérések idéigénye. Fontos, hogy a transzkriptomikai
eredményeket kozvetleniil Osszevessiik a funkciondlis kimenetekkel, mivel a megemelkedett
MRNS-szint nem feltétleniil jar egyiitt a fehérjeszint vagy aktivitas novekedésével.

A metabolomika a metabolitok vizsgalatara fokuszal, igy betekintést nyujt az adott koros vagy
¢lettani allapot soran aktiv anyagcsereutakba. Bar ez a megkdzelités hasznos a funkcionalis
biologia megértésében, hatranyt jelent, hogy a metabolitok lefedettsége korlatozott, mivel nem
mindegyikiik detektalhato. E két megkozelités egylittes alkalmazisa részletes képet ad a
betegségek vagy kezelések hatasara bekdvetkezé molekularis valtozasokrol. 3

A multi-omikai adatelemzés soran azonban tovabbi kihivasok is jelentkeznek. Ezek kozé
tartozik az adatgylijtés soran felmeriilé probléméak — kiilonboz6 tipusu adatok —, az integralt

elemzések szamitasi nehézségei, az eltérd jel-zaj ardnyok, a gyenge bioldgiai értelmezhetdség,
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valamint az adatok kozosségi megosztasanak korlatai.®>=8 A multi-omika igéretes eszkdzt kinal
biomarkerek azonositasara és validalasara, kiilonosen Osszetett esetekben.’® A periférias vér
mononuklearis sejtjei (PBMC-k), amelyek ko6z¢ tartoznak a limfocitak (T- és B-sejtek, természetes
0l6sejtek) és a monocitak, konnyen izolalhatok, mivel a vérvétel minimalisan invaziv, az izolalasi
folyamat pedig egyszerii. Ennek kovetkeztében a PBMC-k igéretes forrasai lettek a biomarker-
jelolteknek a klinikai gyakorlatban. Ezek a sejtek képesek tiikrozni a kozponti
idegrendszerbenzajlé patofizioldgiai valtozasokat kiilonbozé betegségek esetén, kiilonosen
neuroinflammatorikus folyamatokban, 1j lehetdségeket nyitva a biomarker-kutatasban ¢€s
elésegitve a betegségmechanizmusok mélyebb megértését.*®*2 A PBMC transzkriptomika
kombindldsa a vér metabolomikajaval mélyebb betekintést nyujthat az Osszetett bioldgiai

folyamatokba.

CELKITUZESEK

1. A PACAP-38 ¢és a HK-1 tachykinin hatdsdnak és hatdsmechanizmusanak vizsgélata
tenyésztett TG primer érzOneuronokon a potencidlis célpontok azonositasa és a jelatviteli utak

feltarasa érdekében.

2. A TG transzkriptomikai profiljanak és a plazma metabolitjainak elemzése a teljes Freund-
féle adjuvanssal indukalt orofacidlis gyulladasos patkany fajdalommodellben a patofiziologiai
utvonalak és célpontok azonositasa érdekében elézetes feltételezésektél mentes multi-omikai

megkozelitéssel és bioinformatikai eszk6zok segitségével.

3. Migrénes betegek plazmajanak fejfajas- és betegségspecifikus metabolitprofiljainak
meghatarozasa iktalis és interiktalis periodusok alatt, egészséges onkéntesekkel dsszehasonlitva,
tovabba az adatok elemzése a periférias vér mononuklearis sejtjeinek (PBMC) transzkriptomikai
valtozasaival egyiitt, a kulcsfontossagu patofizioldgiai medidtorok €s 1) farmakoldgiai célpontok

azonositasa érdekében.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztéses vizsgalatok

Az 1-4 napos Wistar patkany kolykok TG-neuronjait hasznaltuk elsédleges
sejttenyészetekhez. A kisérlethez a sejtkultarakat 1 uM PACAP-38 vagy PACAPG6-38
hatéanyaggal kezeltiik, a kezeletlen kultarakat pedig kontrollként hasznaltuk. Hat oraval a
PACAP-38 vagy a PACAPG6-38 beadasa utan a mintakat RNS-izolalashoz gytjtottiik. A HK-1-et
két koncentracioban adtuk: 500 nM (nincs kivaltott kalcium-bearamlas) és 1 uM (van kivaltott
kalcium-bearamlas). ** A kezeletlen kulturdkat kontrollként hasznaltdk. A HK-1 beadasa utan 6 és
24 éraval mintdkat gytijtottink az RNS izoldldsdhoz.** A teljes RNS izolaldsat és tisztitasat,
szekvenalast, a Rattus norvegicus referencia genomhoz valo igazitast, a fehérje-kodold génekhez
valo illesztést végeztiik el, és a génspecifikus olvasasi szamokat a HTSeq konyvtar (v0.11.1)
segitségével kaptuk meg.*** A génszdmadatok normalizalasit az edgeR R/Bioconductor csomag
(v3.28) trimmed mean of M values (TMM) mddszerével végeztiik, majd a statisztikai elemzéshez
a limma csomaggal log-transzforméaltuk a voom megkdzelitéssel.*#**Validaciohoz RT-PCR
mérést hasznaltunk. *® A limma linearis modellezési folyamat részeként kiszdmitottak a ,,Fold
change” (FC) értékeket és a moderdlt t-probabol szarmazd p-értékeket. A differencidlisan
expresszalodo (DE) géneket a kdvetkezd kiiszobértékek alkalmazasaval azonositottuk: FC > 1,2
¢és p-értek < 0,05 a HK-1 1 uM (24 h) ¢és HK-1 500 nM (6 h) kezelések ¢€s a kezeletlen kontroll
kozotti 0sszehasonlitashoz, FC > 1,3 és p-érték < 0,05 a HK-1 1 uM (6 h) és a kontroll kozotti
Osszehasonlitdshoz, valamint FC > 2,0 és p-értek < 0,05 a HK-1 500 nM (24 h) és a kontroll k6zotti
Osszehasonlitashoz. A PACAP-kezelések esetében a kiiszobértékek a kovetkezok voltak: FC > 2
¢és p-érték < 0,05 a PACAP-38 vs. kezeletlen kontroll, valamint FC > 1,5 és p-érték < 0,001 a
PACAP6-38 vs. kontroll. A P-értékeket a Benjamini-Hochberg modszerrel korrigaltuk a
tobbszoros Osszehasonlitdsokra. A normalizalt génexpressziot transzkriptum per millioban (TPM)
fejeztiik ki a feltaré elemzések soran. A funkcionalis elemzéshez a gén annotacidkat a Gene
Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és Reactome
adatbazisokbol nyertiik. A funkcionalis disulast a GO esetében a Fisher-féle egzakt teszt, a KEGG
¢s a Reactome esetében pedig a hipergeometriai tesztek segitségével végeztiik, a topGO (v2.37.0),
a ReactomePA (v1.30.0) és a gage (v2.36.0) segitségével. A gén feldusulasi elemzést nem-
parametrikus Kolmogorov-Smirnov-tesztekkel (GO és KEGG), illetve hipergeometrikus
tesztekkel (Reactome) értékeltiik ki. A KEGG utvonalak vizualizaciojat a pathview csomaggal

(v1.26.0) generdltuk. A Revigo eszkdzt alkalmaztuk a GO fogalmak -6sszegzésére. 444



Allatmodell

Az éllatkisérletet az eurdpai jogszabalyoknak (2010/63/EU irdnyelv) és a magyar
korményrendeletnek (40/2013., II. 14.) a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmére
vonatkozo elbirasainak megfeleléen végeztiik, és teljes mértékben megfelelt a Nemzetkozi
Féjdalomkutat6 Tarsasag ajanlasainak.

A vizsgalatot a Pécsi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga és az Orszagos
Allatkisérleti Tudomanyos FEtikai Bizottsag jovahagyta, valamint a Baranya Megyei
Kormanyhivatal engedélyezte (BA02/2000-75/2023). Harmincnégy 200-300 g-os him Wistar
patkanyt (Toxicoop Zrt., Magyarorszag) tartottunk a Pécsi Tudoményegyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet helyi allathazaban, standard fény-
sotét ciklus (12 oras fény/sotét ciklus) és hdmérséklet (24-25°C) mellett, ad libitum taplalékkal és
vizzel ellatva. Az orofacialis lokalizalt gyulladast 50 uL. CFA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA;
1 mg/ml) egyoldali s.c. injekciojaval idéztiik eld a jobb bajuszparnaba ketamin (72 mg/kg) és
xilazin (8 mg/kg) altatasban. A kontrollpatkanyok ugyanilyen mennyiségii sdoldatot kaptak, a
kontralateralis oldal érintetlen maradt. A mért mechanonociceptiv kiiszobértéket a tovabbiakban
statisztikailag elemeztiik kétfaktoros ANOVA ¢és Tukey-féle tobbszords dsszehasonlitdo teszt
segitségével. A vérmintdkat a 3. napon vettiikk, amikor a korabbi tapasztalatok alapjan a
gyulladasos allodinia maximalis volt. Az orofacialis régié mechanikai érintésérzékenységét von
Frey-filamentumokkal mértiik a korabban leirtak szerint. 4/ A vérmintakat az Aallatokbol
szivpunkcioval vettiikk, €és antikoagulans citrat-dextr6z-A (ACD-A) csébe (BD Vacutainer)
gyljtottiik, majd centrifugalds utan (300xg 15 percig, kétszer 2500%g 15 percig) a plazmamintak
aliquotjait -80 °C-on taroltuk a metabolitok elemzésé€ig. A nem célzott plazma-metabolomikai
méréseket a Pécsi Tudomanyegyetemen é€s a Bialystoki Orvostudoményi Egyetemen végeztiik. A
Mass Hunter Qualitative Analysis Software B.07.00 (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, USA)
szoftverben talalhatdo Molecular Feature Extraction (MFE) algoritmust hasznaltuk a nyers adatok
megtisztitdsara a hattérzajtol és a nem kapcsolodo ionoktol. Az illesztést és az adatsziirést a Mass
Profiler Professional 12.6.1 (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, USA) programmal végeztiik. Az
Osszehangolashoz alkalmazott paraméterek a kovetkezok voltak: 1% az RT és 15 ppm a
tomegvariacio esetében. A tobbvaltozos elemzést a SIMCA 15.0 (Sartorius Stedim Biotech)
programban végeztiik, és a fokomponens-elemzés (PCA) és az ortogonalis parcidlis legkisebb
négyzet diszkrimindns analizis (OPLS-DA) alkalmazasara terjedt ki. A PCA-t az adatok
mindségének ellendrzésére, a mintdk szoradsanak és klaszterezésének értékelésére, valamint a

potencialis kiugro értékek felderitésére hasznaltuk. Az OPLS-DA-t a csoportok kézotti elkiilonités



szemléltetésére ¢és az elkiilonités alapjaul szolgald metabolitok kivalasztasara hasznaltuk. A
statisztikailag szignifikans metabolitoknak a 0,5 feletti p(corr) €s az 1-nél nagyobb VIP értéket
tekintettiik. Az MS/MS fragmentacid alapjan azonositottuk a statisztikai elemzéssel kivalasztott
metabolitokat. Ezeknek pontos tomegét egyidejiileg kerestiik a METLIN, KEGG, LIPIDMAPS és
HMDB adatbazisokban a CEU Mass Mediator segitségével (elérhetd online keresOmotor,
http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator/). A metabolitok azonossagat a kisérleti MS/MS
spektrumok ¢és az adatbazisokbdl szairmazd MS/MS spektrumok Gsszevetésével erdsitettiik meg.
A Semmelweis Egyetemen célzott plazma-metabolizacios profilalkotast végeztek, amelyet az
adatok elemzése kovetett. A hemolizis jeleit mutatd mintakat kizartuk. A profilalkotashoz a
Biocrates Life Sciences AG (Innsbruck, Ausztria) ltal vasarolt Biocrates MxP® Quant 500 Kit-
et hasznaltak. A kit elokészitése a gyarto altal leirtak szerint tortént. Az analizist egy Shimadzu
Nexera XR ultrateljesitményti folyadékkromatograffal (Simkon Kft, Budapest, Magyarorszag)
veégeztiikk, amelyhez egy elektroszpray ionizacios egységgel felszerelt Sciex Qtrap 5500
tomegspektrométer csatlakozott, és tbbszords reakciomonitorozasi izemmodban mitkddott (Per-
form Hungaria Kft, Budapest, Magyarorszag).

A patkanyok TG-mintaibol torténd teljes RNS kivonas és tisztitds a korabban mar leirtak
szerint tortént. ’A mintakat az Illumina HiSeq2500 miiszerrel szekvendltdk, 50 bp olvasdsi
hosszusagu egyvégli szekvenalassal a Vienna Biocenter Core Facilities GmbH (Bécs, Ausztria)
Next Generation Sequencing Facility-ben. Az adatelemzést a sejtkultira-vizsgalat szakaszban
leirtak szerint végeztiik.

A tovabbi utvonalelemzéshez a QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 122103623
verzidjat hasznaltdk. A szignfikans metabolitokra és génekre (p < 0,05) alapelemzést futtattunk az
Ingenuity Knowledge Base, mint referenciahalmazra nézve. Az elemzés kanonikus Gtvonalakat,
upstream szabalyozokat, ok-okozati Osszefliggéseket, betegségeket és funkcidkat, valamint
haldézatokat azonositott. A metabolitok és gének k6zos elemzéséhez mind a metabolitok, mind a
gének esetében hattérlistat alkalmaztunk az analitikai platformjaink altal detektalt molekuldk
alapjan. Az utvonalelemzést a lipidekre vonatkozdé LIPID MAPS® reakciofeltaro segitségével
végeztikk el. A kiilonbozd lipidosztalyokat kiilonbozd forrdsokbdl szarmazd reakciok alapjan
kapcsoltuk 0ssze, beleértve a tudomanyos irodalmat, a lipidkutatdé kozosséget €s mas meglévo
adatbazisokat, mint példaul a Rhea, a WikiPathways, a KEGG, az Ecocyc és a MetaCyc. A KEGG
metabolikus utvonalak alapjan utvonalelemzést végeztiink a polaris és ionos metabolitok szdmara,

megtalalva a kapcsolatot a kimutatott és a megkiilonboztetd metabolitok kozott.



Human vizsgalat

A vizsgalatot az Emberi Erdéforrdsok Minisztériuma Nemzeti Népegészségiigyi
Kézpontjanak jovahagyasaval végeztiik (28324-5/2019/EUIG), és minden résztvevd a Helsinki
Nyilatkozatnak megfelelden irasbeli beleegyezését adta. A résztvevok kozott 20-65 év kozotti,
epizodikus migrénes betegek voltak, akiket a fejfajas-zavarok nemzetkdzi osztalyozéasanak
harmadik kiadésa alapjan valasztottunk ki, auraval vagy aura nélkiil. 4

Osszesen 37 résztvevot (36 nd, 1 férfi) vontunk be a vizsgalatba, akik kozott 24 migrénes
beteg és 13 egészséges kontrollszemély volt. Egy férfi résztvevot a koherens adatelemzés miatt
kizartunk. A vérmintakat (személyenként 13 ml) a cubitalis vénabol vettiik, feldolgoztuk a
metabolizmus elemzéséhez, a plazmat pedig -80°C-on taroltuk az elemzésig. A Biocrates
MetIDQ™ szoftver elemezte a metabolit koncentraciokat és végezte a mindségellendrzést. A 42
LC-MS/MS-szamszertsitett metabolit esetében hatpontos kalibracios gorbéket hasznaltunk
linearis regresszidval (1/koncentracios stlyok), kivéve a dopamint (kvadratikus regresszio). A
determinacios egyiitthatok 0,9894 és 0,9999 kozott mozogtak (median: 0,9972). 64 LC-MS/MS
metabolit esetében a csucsteriileteket belsd standardokkal hasonlitottuk dssze. 524 metabolit FIA-
MS/MS analizisét automatizaltuk a MetIDQ™ segitségével, a Biocrates MxP® Quant 500 kit
algoritmusainak felhasznéaldsaval. Adatsziirést/korrekciét nem alkalmaztunk. Azokat a
metabolitokat valasztottuk ki, amelyeknél a QC utani kimutatasi arany >80% ¢és az RSD <15%
volt. A kontrollok és a migrénes betegek (interiktalis/iktalis) metabolomikai profiljait ANOVA
segitségével hasonlitottuk dssze, Tukey post-hoc teszttel; paros t-probaval az iktalis vs. interiktalis
mintakat elemeztiik. Az FDR-korrekciot (Benjamini-Hochberg) 0,2-re allitottuk be a kontroll-
interiktalis Osszehasonlitasoknal és p<0,05-re a paros elemzéseknél. A kontroll-interiktalis
Osszehasonlitdsokndl randomizélést alkalmaztunk. Minden statisztikai elemzést az R (4.3.3.3
verzi0) segitségével végeztiink. Az R-ben a kovetkezd csomagokat hasznéltuk: dplyr (1.1.4
verzid), tidyr (1.3.1 verzid), ggplot2 (3.5.1 verzid), multcomp (1.4-26 verzid), readxl (1.4.3
verzi6). Korabbi PBMC transzkriptomikai adatokkal *° &sszefiizott metabolit adatokat az IPA
szoftverben elemeztiik tovabb.

Eredmények

Az 1), 2), 3) és részben a 4) fejezetben szereplé eredmények korabban mar publikaltuk,

azonban a dolgozatban modositott és dolgozathoz illesztett formaban Keriiltek bemutatasra.

1) A PACAP-38 és PACAP6-38 altal indukalt transzkripcids valtozasok a TG-ben
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A PACAP potencialis célpontjainak expresszidja TG sejtkultiraban

A PAC1 (Adcyaplrl) és VPAC2 receptorokat, valamint szamos Mrgpr receptort
detektaltunk a legtobb mintaban.

PACAP-38- és PACAP(6-38) altal indukalt gének a TG sejttenyészetben

A kezelés utan 6 oraval végzett mintavétel 200 kozos, DE gént eredményezett a PACAP-
38 és a PACAP6-38 esetében. A PACAP-38 esetében 70 egyéb DE gént, a PACAP6-38 esetében
132 egyéb DE gént talaltunk a 6 oOras mintavételek soran. A neurologiai folyamatokban
potencidlisan szerepet jatsz6 kozos DE gének a PACAP-38 és PACAP(6-38) kezeléseket kdvetden
a kezeletlen kontroll sejtkultarakhoz képest a kovetkezok: Cenpb, Gnal, Hsp90aal, Hmgal,
Tomm?70, Gnail, Prkacb és Tomm34 megemelkedett mind a PACAP-38-, mind a PACAP(6-38)-
kezelt TG sejtkulturakban. Mindkét kezelésben az Ndufb6 (NADH oxidoreductase subunit B6)
expresszidja jelentdsen lecsokkent a kontrollcsoporthoz képest (a PACAP-38 és a PACAP(6-38)
kezelések esetében -50,7 és -80,9-es FC értékekkel) illetve F2R és az Slc25a5, mig a Trpm8
mindkét esetben megemelkedett. Ezenkiviil az Fbl (fibrillarin), az Fhl2 (four and a half LIM
domains 2), az Slc25a5 (solute carrier family 25 member 5) és a Tomm6 (translocase of outer

mitochondrial membrane 6) mindkét kezelésben jelentsen csokkent expressziot mutatott.
Utvonalelemzés

A Reactome-elemzés azonositotta a DE-géneket érintd kulcsfontossagu intracellularis
jelatviteli ttvonalakat, mind a PACAP-38- és PACAP(6-38)-kezelt kulturakban. A kozos
utvonalak a kovetkezdk voltak: a CREBI1 foszforilaciojanak adenilat-ciklazon keresztiili
fokozdédasa, a PKA aktivalasa a gliikkagon jelatvitelben, valamint az NMDA receptor
aktivalodasahoz kothetd folyamatok. A kalciumfiiggd folyamatok aktivalodtak, mig a Komplex I
biogenezis lecsokkent, amely potencialis mitokondrialis diszfunkciora utal. Mind a GO (Bels6
mitokondrialis membran fehérje komplex, mitokondrialis membran rész, belsé6 membran), mind a
Reactome elemzések alatamasztjak a peptidek mitokondrialis funkciokra gyakorolt gatld hatasat.
A KEGG-elemzés a kalcium jelatviteli utvonalban k6zos DE géneket azonositott mind a PACAP-

38, mind a PACAP(6-38) kezelés esetében.
Diszkusszio

A PACAP-38 és PACAP(6-38) megemelte az intracellularis Ca?* szintet TG sejttenyészetben

1

korabbi eredményeink alapjan, = ezt a jelen transzkriptomikai eredmény megerdsiti, ugyanis

10



mindkét peptid estén a ,,calcium signaling pathway” szignifikansan el6térbe kertilt. A PACAP(6-
38) agonista hatasa véaratlan volt, mivel hagyoméanyosan a PAC1 ¢és VPACI1/2 receptorok
antagonistajaként ismert, amint azt CHO, Cos7 sejtekkel €s Xenopus oocitikkal végzett
vizsgalatok kimutattdk.1213°0Korabbi és jelen eredményiink alapjan feltételezhetd, hogy a

PACAP-indukalt trigeminovaszkularis aktivacio*

— amely migrénben is jelen lehet — PACI,
VPACI1/2 fiiggetlen modon hizdsejtek részvételével torténhet. ° Az MrgB3 receptor mindkét
peptid potencidlis célpontja, mely révén a patkany agyhartya hizdsejtjeinek aktivalasara keriil
sor.! A megndvekedett intracellularis kalciumszint befolyasolhatja a mitokondrialis miikddést,
amit a funkcionalis feldasulasi elemzés is mutat. A mitokondrialis érintettséget az
elektrontranszportlanc  diszfunkcidjaval hozhatdé osszefiiggésbe. A NADH-oxidoreduktaz
(Komplex 1) B6 alegységének expresszioja szignifikansan csokkent mind a PACAP-38, mind a
PACAP(6-38) kezelések hatasara. Ez az eredmény arra utal, hogy a PACAP hatasai és a migrén
kozott 6sszefliggés lehet. Hasonld metabolikus €s mitokondrialis diszfunkcidkat, példaul az I-es,
I11-as, 1V-es komplexek és a citrat-szintaz csokkent aktivitdsat korabban migrénes betegeknél is
megfigyelték.>1°? Ez 6sszhangban van a korabbi megéllapitisokkal, amelyek szerint a migrénes
betegek periférids vér mononuklearis sejtjeinek transzkriptom vizsgélata alapjan a mitokondridlis
elektrontranszportlanc jelent6sen érintett mind az iktalis, mind az interiktalis idGszakokban.*® A
mitokondriumok és az endoplazmatikus retikulum kulcsfontossdgi szabalyozoi az intracellularis
kalcium-homeosztazisnak, amely befolyasolja a neuronalis excitabilitist. A mitokondrialis
diszfunkci6 fokozhatja a reaktiv oxigéngyokok termelését, amely kiilonb6z6 utvonalakon
keresztiil hozzajarulhat a nociceptorok érzékenyitéséhez. > A 1éguti C-rostokban a mitokondriélis
I1l-as komplex gatlasa fokozza az ingerlékenységet a TRP-csatorndk és a protein kindz C
aktivalasan keresztiil.***® Ezenkiviil a reaktiv oxigéngyokdk és a mitokondridlis DNS
felszabadulasa gyulladast valthat ki, tovabbfokozva a nociceptorok érzékenyitését. A DE gének
kozott talalhato egy masik jelentds, fajdalommal 6sszefiiggd gén, a TRPMS8, amely upregulalt volt.
A TRPMS8 egy mentol- és hidegérzékeny ioncsatorna, és a hatsé gyoki, valamint a TG-ben
talalhaté meg. °*°” A TRPMS mind nociceptiv, mind nem nociceptiv szenzoros neuronokban
expresszalodik, és a nociceptiv sejtekben TRPV1-gyel egyiitt is kifejezédik. %0 Fiziologiailag a

61-63 csokkenti a

TRPMS8 mind a nem karos, mind a kdros hideg hémérsékleteket érzékeli,
nociceptorok aktivaciojat, ami magyarazza, hogy miért enyhiti a f4jdalmat a hiités vagy a mentol.
Ugyanakkor a TRPMS szerepet jatszik a hideg allodiniaban is kronikus fijdalom modellekben.®*

Kiemelendd, hogy a genom-szintli asszociacidos vizsgalatok olyan polimorfizmusokat

crer

a mentol helyi alkalmazasarél kimutattak, hogy enyhiti a migrénes fejfajast. &
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2) HK-1 indukalta transzkripcios valtozasok a TG-ben

A 24 6ras 1 pM HK-1 expozicid, amely korabban kalcium bedramlast indukalt a trigeminalis
szenzoros neuronokban, csokkentette az Asic3, Grinl és Ccl7 gének expresszidjat. A korabbi, 6
oras idépontban az Slc25a5 csokkent expresszidja volt megfigyelhetd, mig a Mag expresszioja
megndvekedett. A 6 Oras id6pontban, koncentraciotol fiiggetleniil, a legnagyobb mértékben
upregulalt gének kozott szerepelt a Mag, Itgad és Lbb. Ezzel ellentétben, a 500 nM HK-1, amely
a korabbi vizsgalatok szerint nem indukalt kalcium bearamlast, 24 6ra alatt csokkentette az
beliil az Mt-nd6 expresszidja csokkent. Az azonos HK-1 koncentracio mellett a 6 és 24 oOrés
valaszokban megfigyelt DE gének kiemelik a kritikus mechanizmusokat. A 24 6ras 500 nM HK-
1 kezelés a legnagyobb mértékii expressziovaltozasokat eredményezte, ahol a Nr4al, Slc25a5, F2r,
Ndufb6 és Gnb2 mind upregulalddtak, amit qPCR is megerdsitett (FC: 1.726; 1.783; 2.205; 2.105;
1.445). A 1 uM HK-1 kezelés utani 6 oraban az Itga4, Fgf5 és Gnail emelkedett, mig az Ndufb6,
Gnb2 és F2r csokkentek, amit mind a szekvendlds, mind a qPCR meger6sitett (FC: 2.942; 3.652;
1.14; —1.15; —1.01; —1.08). Az Fgfrl és Gnail expresszidja nem valtozott a 24 6ras 1 puM HK-1
kezelés hatasara sem a transzkripcidés szekvenalas, sem a qPCR alapjan (FC: 1.385; 1.365).
Azonban a 24 o6ras 500 nM HK-1 csoportban az Fgfrl a transzkripcios szekvenalas alapjan
csokkent, de qPCR mérés soran megnovekedett (FC: 1.18). A 1 uM HK-1 kezelés hataséara az
Itga4, Antxr2 és Tenm3 hasonl6 expresszid valtozasokat mutattak. A 500 nM HK-1 utan csak egy
DE gén, a Cxcl9 csokkent. A 24 oras eredmények alapjan a HK-1 koncentracidjatol fiiggd hatas
er6sebb, mint a kezelés utani idépontokban vizsgalt valaszok; 6 ora alatt 30 up- és 6 downregulalt
gén, mig 24 o6ra alatt 3 up- és 5 downregulalt gén volt megfigyelhetd. A 6 oras idépontban az
Antxr2 és Itga4 koncentraciotol fiiggetleniil emelkedést mutatott, valamint a Prss12, Mal és Mag,
mig a Scn4b csokkent. A 24 6rés idOpontban, koncentraciotol fiiggetleniil upregulalodott a Fzd1
¢s Hacd2, mig a Rph3a, Gabra2, Ryr2, Mag és Scnla downregulalodtak. A 24 6ras 1 uM HK-1
kezelés hatasara a Kcnip4 és Mbp csokkentek, mig a Gpr108 emelkedett. A 6 6ras 1 uM HK-1
kezelés hatasara az Fgf9, Ndufb6, Myef2, Mpzc és GDNF mRNS szintjilk emelkedést mutatott.
Erdekes médon a 500 nM HK-1 a PACAP mRNS kifejezddését csokkentette, mig a Pmp2-t és

GDNF-t emelte 6 ora alatt, valamint a Tmem128-at és Itgav-t 24 ora alatt.
HK-1 potencialis célpontjai

A potencialis célmolekuldk feltdrasa érdekében a génadatbazisok segitségével az idegi és

gyulladdsos mechanizmusokkal kapcsolatos receptorokat azonositottunk. Egy figyelemre mélto
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receptor, a MAS-related G protein-coupled receptor B5 (Mrgprb5) minden csoportban jelen volt,
bar a TPM-je 2 alatti értéket mutatott. A receptor expresszid szintjei mindkét idOpontban
konzisztensnek bizonyultak. A Rackl, Ngfr és Ednrb magas TPM értékekkel rendelkeztek
mindkét mintavételi iddpontban, mig a Tnfrsf12a, Adiporl és Adipor2 mindkét koncentracional
kifejez6dtek. Erdemes megemliteni, hogy olyan receptorok, mint az Ntrk1, P2rx3 és F2r szintén
kifejezodtek, ami a fajdalom atvitelében és a kalciumion szabalyozasaban betoltott szerepiikre
utal. A Cxcr4 csak 6 6randl volt jelen. Az Adipor2 500 nM esetén 24 6ra utan lecsokkent, mig az
F2r 1 uM esetén 6 6ranal, majd Gjra 500 nM esetén 24 6randl upregulalodott. Az F2r mellett az
Egfr is upregulalodott 1 uM utan 6 oranal. Meglepd eredmény a Trpm3, Trpm7 és Trpm$8

kationcsatornak expresszidjanak valtozasa volt 500 nM esetén 24 ora utan.
HK-1 kezelés hatasara valtozott szignalizacios utvonalak

A 500 nM ¢és 1 uM HK-1 kezelést 6 o6rat kdvetden a KEGG adatbazis alapjan végzett
utvonal-analizis azt mutatta, hogy a leginkabb érintett utvonalak foként a kalcium jelatvitelhez és
a Wnt jelatvitelhez kapcsolddtak. A receptorok koziil az F2r lecsokkent, mig az Egfr upregulalt
volt. A transzkriptomikai szinten példaul a Slc25a5 és a Prkaca (protein kinase CAMP-activated
catalytic subunit alpha) negativ véaltozasokat mutattak, mig a Gnal1l (G protein subunit Alpha 11)
¢és a Prkacb (protein kinase cAMP-activated catalytic subunit beta) upregulaltak voltak. 1 uM HK-
1 esetén, kezelést kovetden 6 oraval, a legérdekesebb GO kifejezések a protein kinaz inhibitor
aktivitas, protein kindz A szabalyoz6 alegységének kotddése és a tiroid hormon receptor kotddés
voltak A szinaptikus rés fiiggetleniil a HK-1 koncentracidjatol egy jelents eredmény volt a
cellularis komponens kategoridban. A 500 nM HK-1 esetén, 6 6ranal, a kulcsfontossagli biologiai
folyamatok az adenylate cyclase-activating GPCR jelatvitel, a T sejt-medialt immunitas pozitiv
szabalyozasa, a neutrofil kemotaxis és a leukocita adhézié a vaszkularis endotél sejteken voltak,
ami potencidlis immunoldgiai hatasokra utal. A cellularis komponensek kozé tartozott a
szinaptikus rés, a T-tubulus és a myelinhiively, mig a molekularis funkciok kozott figyelemre
méltd volt az adrenerg receptor kotddés, NADH dehidrogenéz aktivitas és a cAMP kotodés. 1 uM
HK-1 esetén, 24 6ranal, az olyan utvonalak, mint a glutamat és az inzulin receptor jelatvitel voltak
érintettek, belsd kalcium-ion valaszokkal. A szinaptikus vezikulum volt a kulcsfontossagi
cellularis komponens, a molekularis funkciok kozé tartozott a ligand altal aktivalt ioncsatorna
aktivitds, a posztszinaptikus neurotranszmitter receptor aktivitas €s a natriumcsatorna aktivitas.
500 nM HK-1 esetén, kezelést kdvetden 24 draval a preszinaptikus struktira kialakuldsa, a

mitokondrialis ATP szintézis, a Schwann-sejt proliferacido és a dendritikus tiiskék fejlédése

13



érintettekvoltak. A molekularis funkciok kozé tartozott a palmitoyl-transzferaz aktivitas, FGF
kotddeés és oxidoreduktaz aktivitds. A Reactome utvonal adatbazis kiemeli a biokémiai
folyamatokat a kiilonb6z6 HK-1 kezelési csoportokban: 1 uM 6 6ranal, 500 nM 6 6ranal, és 500
nM 24 6rénal. A 1 uM HK-1 24 6ras csoportban nem jelentkeztek jelentds eredmények. A 1 pM
HK-1 6 oranal a kulcsfontossagu utvonalak kozé tartozott az apoptozis, jelatvitel felerdsitése,
programozott sejthaldl, G alpha (s) jelatviteli események, chaperon altal kdzvetitett autofagia €s
opioid jelatvitel. Az 500 nM HK-1 6 6ras csoport szamara tovabbi fontos utvonalak voltak az ADP
jelatvitel a P2Y purinoreceptor 12-n keresztiil, az oxidativ stressz altal indukalt szeneszcencia, a
GABA receptor aktivacio €s az opioid jelatvitel. A 1 uM és 500 nM kezelést kdvetden 6 oraval
kozos volt a G alpha (s) jelatviteli események, ami a HK-1 koncentraciotol és kalcium-
bearamlastol fliggetlen hatasokat jelez. A 500 nM HK-1 6 6ras csoport szempontjabol figyelemre
méltd, hogy kizardlagos utvonalak voltak a GPCR jelatvitel, GPCR ligand ko6tédés és a

glikoszfingolipid anyagcsere.
Diszkusszio

Tudomadsunk szerint mi mutattunk be eldszor patkany elsédleges szenzoros neuronjaiban
az HK-1 jelatviteli utvonalairdl transzkriptomikai adatokat, amelyek a HK-1 potencialis
célpontjaira, hatasmechanizmusaira, valamint a fajdalomatvitelhez és gyulladashoz kapcsolodo
DE génekre 0sszpontositanak. Az HK-1 hatasai koncentracio- és idofiiggdk. Ez a neuropeptid
nemcsak az elsddleges szenzoros neuronokat érinti, hanem a szatellita glia sejteket is; ez a kutatas
betekintést nytjt ezen interakciokba, célja pedig, hogy tiikrozze az in vivo kériilményeket. 5%7°

Cxcl9, nocicepcié egyik mediatora '* downregulalodott 500 nM koncentracioénal mindkét
idépontban. A CXCR3 receptor, amelyet a CXCL9 aktival, szerepet jatszik a glia aktivacigjaban
downregulalodasa figyelhetd meg 6 6raval a két HK-1 koncentracioval torténd kezelés utan. A
Prss12 (motopszin) aktivalhatja az asztrocita PAR receptorokat, ami a neuronalis NMDA receptor
aktivalodasat valtja ki.”*"> A Mal elsésorban az oligodendrocitikban és Schwann-sejtekben van

76

jelen, és gatolja a periférids idegek mielinizacidjat,” mig az Scndb, a fesziiltségfiiggd

natriumcsatorndk egyik alegysége, kulcsszerepet jatszik az akcids potencidlok generalasaban és a

crer

78,79

kommunikacioval kapcsolatos, szintén szerepet jatszhat a fajdalomban, volt megfigyelhetd

crer

novekedési faktorok (Fibroblast growth factors (Fgfs)) a neuron-glia interakcioban és glia

14



proliferacié altal jarulnak a neuroinflammaciés folyamatokhoz. 8 Az egyik fehérje, az integrin
subunit alpha 7 (Itga7), amely a glia proliferacioban fontos szerepet jatszik, 8 egér modelben is
downregulalodott®® hasonléan a mi eredményiinkhdz, illetve a glia sejteken expresszalodo Itgav
szintén downregulalodott.®® Stevens és mtsai a Kenj9 és F2r12 (PAR3) upregulacioja a DRG-ben
neuropatids fajdalom soran figyelték meg, ami hasonlé az altalunk talalt F2r és PARI
eredményekhez. 8

A Tacr gének expresszidja a detektalhatosag hataran volt, ami 6sszhangban all Linnarson
és mtsai kordbbi human elsédleges szenzoros neuronokkal végzett kutatasok eredményeivel®

DRG-n (http://linnarssonlab.org/drg/), amely tovabbi kérdéseket vet fel a lehetséges célpontokra

nézve.

3) A CFA indukalta orofacialis gyulladas metabolomikai és transzkriptomikai
vizsgalata Wistar patkanyban

CFA allodiniat indukal az injektalast koveto 3 nappal

A CFA kezelés jelentdsen csokkentette a mechanonociceptiv kiiszobértékeket a sdoldattal
kezelt kontroll patkdnyokhoz képest a 3. napon. A bajuszparna teriiletén nem észleltek

véltozasokat az ellentétes/sdoldatos kiiszobértékben, ahogy azt korabban is megfigyelték.*"80

A nem célzott analizis kiemelte a plazma lipid valtozasokat a CFA-indukalt orofacialis

gyulladasban

A nem célzott mérés eredményeinek tobbvaltozos statisztikai elemzése jo atfedést mutatott
a MUB ¢és UP két laboratériuménak eredményei kozott. Az LPC 16:0, LPC 18:1, LPC 18:0, PC
32:2, PC 34:4, PC 35:4, PC 36:6, PC 36:4, PC 36:5, PC 38:6, PC 38:5, PC 40:6 koncentracioi

jelentdsen csokkentek mindkét ion médban.

CFA-indukalt orofaciilis gyulladds nemcsak a lipidprofilt, hanem az aminosav- és

monoamin-profilt is megvaltoztatta a plazmaban

Az LPC 17:0, LPC 18:2, LPC 20:3 a célzott mérésben, valamint a nem célzott mérésekben
kiilonboztek a két csoportban. A nemparametrikus Kruskal-Wallis teszt szerint a kovetkezd
metabolitok esetében a p értékek p<0,1 voltak: alanin, aszparagin, hisztidin, izoleucin, leucin,
fenilalanin, prolin, triptofan, aszimmetrikus dimetil-arginin, indoleecetsav, Cer d18:1/24:0, Cer
d18:1/25:0, PC 26:0, PC 32:2, PC 32:3, PC 34:3, PC 34:4, PC 36:1, PC 36:3, PC 36:4, PC 36:5,
PC 36:6, PC 38:0, PC 38:3, PC 38:4, PC 38:5, PC 38:6, PC 40:1, PC 0-38:0, PC 0-38:4, PC O-
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40:1, PC O-40:2, PC O-40:4, PC 0O-40:5, PC 0-40:6, PC 0-42:0, PC 0O-42:1, PC 0O-42:2, PC O-
42:3, SM 41:2, TG 16:0_34:4, TG 18:0_36:5, TG 18:3_32:0.

A patkany TG-ben szignifikansan valtozott gének

Luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor (Lhcgr), gonadotropin-releasing
hormone receptor (GNRHR), AABR07072807.1, sorting nexin 31 (SNX31), vanin 1 (VNN1),
AABRO07044301.1, muscleblind-like splicing regulator 3 (Mbnl3), BPI fold containing family A,
member 6 (Bpifa6), AABR07024757.1, AABR07063724.1 and FOS like 2, AP-1 transcription
factor subunit (FOSL2) downregulalodtak, mig AABR07062758.1, AABR07026233.1,
fibronectin type Il and SPRY domain containing 2 (FSD2), solute carrier family 27 member 6
(Slc27a6), C-X-C motif chemokine receptor 3 (Cxcr3), AABR07022072.2, AABR07054361.1,
similar to predicted gene ICRFP703B1614Q5.5 LOC499240, microRNA 770 (Mir770), similar to
protocadherin gamma B1, AABR07031734.13, myomesin 3 (Myom3), peroxisomal biogenesis
factor 11 gamma (Pex11g), insulin-like growth factor binding protein, acid labile subunit (Igfals)

upreguldlodtak.

A metabolitok és TG gének utvonal elemzése IPA szoftverrel

A megvaltozott utvonalak az alabbiak voltak: Triptofan katabolizmus, Alanin bioszintézis
III, Vizben oldédé vitaminok és koenzimek anyageseréje, A/l osztalya (Rhodopsin-szeri
receptorok), Thio-molibdén kofaktor bioszintézis, Glicin bioszintézis III, Alanin anyagcsere,
Alanin degradacio III, Alanin bioszintézis I, Molibdén kofaktor bioszintézis, Szkler6dzis multiplex
patogenezise, Triptopfan degradacié 2-amino-3-karboximukonat szemialdehiddé, Zsirsav
aktivacio, NAD bioszintézis II (trpptofanbdl), Mitokondridlis vas-kén klaszter biogenezis,
Fenilalanin és tirozinnal kapcsolatos anyagcsere, Glutamat és glutamin anyagcsere, Amin
szarmazek hormonok anyagcseréje, y-linolénsav bioszintézis I (allatok), Mitokondridlis L-
karnitin transzport utvonal, Triptofan degradacio III (eukariotak), Glioxilat anyagcsere €s glicin

degradacio, Zsirsav B-oxidacié I, Nukleotid katabolizmus.

Disszkusszio

Az elemzésiink a triptofan katabolizmusat és az alanin €s glicin III bioszintézisének
megvaltozasat azonositotta. Ez alatamasztja a korabbi eredményeket, amelyek csokkent aminosav-

anyagcserét €s bioszintézist (beleértve az alanint, fenilalanint, aszparaginsavat, glutamatot,
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triptofant, tirozinot, valint, leucin-t és izoleucint), valamint csokkent lipidszinteket (glicerolipidek,
glicerofoszfolipidek, szfingolipidek) mutattak ki patkanyok vizeletében, amelyekben CFA-
indukalta gyulladdsos nocicepciét indukéltak.®® A  Kinurenin atvonal metabolitjai
proinflammatorikus, antiinflammatorikus, oxidativ, antioxidativ, neurotoxikus €s neuroprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek, €s olyan enzimek, mint az indolamin-2,3-dioxygenaz, triptofan-
2,3-dioxygenaz és masok jelentds szerepet jatszanak az immun- és gyulladasos mechanizmusok
befolyasolasaban.®” A migrénes betegek plazmdajaban csokkent kinurenin metabolit szintek (L-
kinurenin, Kinurénsav és masok) figyelheték meg.%® Figyelemre mélté, hogy mig a 5-hydroxy-
indolecetsav szintje emelkedett a migrénes betegek plazmajaban az iktalis fazisok soran, & CFA-
val kezelt patkanyokban alacsonyabb mennyiségili indol szdrmazékokat figyeltiink meg, ami arra
utal, hogy ezek inkabb az akut fejfijasos rohamokban jatszanak szerepet, nem a krénikus
allapotokban. A CFA kezelés lipid mediatorokban is valtozasokat eredményezett, mint példaul
zsirsavak, dihidroceramid, koleszterin-észterek ¢és lizofoszfokolinok. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a CFA-val kezelt patkdiny DRG-ben megfigyelt valtozasokkal, ahol a glicero-
foszfolipid, retinol, linolsav és arachidonsav utak jelentés modosulason mentek keresztiil.?® A
glicero-foszfolipid anyagcsere, beleértve az arachidonsavat és a tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat, kulcsfontossag a proinflammatorikus jelatvitel szempontjabol.*® A tobbszordsen
telitetlen zsirsavak oxidalt lipideket képezhetnek, amelyek eldsegitik a gyulladasos fajdalmat®™ és
mitokondrialis diszfunkciot okozhatnak reaktiv oxigéngyokok képzodeésén keresztiil, amely
kulcsfontossagn folyamat a migrénes betegeknél.®? Egy nagy Kohort vizsgalatban a migrén
Osszefliggésbe hozhat6 a lipid anyagcsere megvaltozasaval, ahol az apolipoprotein A1, a HDL és
a szabad koleszterin csokkent szintjét figyelték meg.®® Tovabba, emelkedett nem alfa-hidroxi-
szfingozin ceramidok ¢és csokkentett lizofoszfatidiletanolaminok voltak megfigyelhetok migrénes
betegeknél,® ez 5sszhangban van az OFF patkany modelliink eredményeivel. Ezzel ellentétben,
magasabb szinteket figyeltek meg CE(20:4), CE(18:2) osteoarthritis fajdalom modellekben,® ami
kiilonb6z6é mechanizmusokra utal degenerativ allapotokban. A triptofan, arginin és prolin
anyagcserét, valamint az aminosav-észterezett t-RNS bioszintézist érintd utak ismertek a
migrénnel vald dsszefiiggésben, * amelyeket megfigyeléseink is alatimasztanak. A migrénes
betegek azonban jellemzden alacsony szérum szerotoninszintekkel rendelkeznek.% Kiilondsen,

karnozin, spermin és spermidin alacsonyabb szintjeit figyelték meg migrénes rohamok soran.*
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4) Migrénes betegek metabolomikai mintazata és integralt elemzés a PBMC
transzkriptomikaval az IPA-ban

Kiilonbozo statisztikai tesztek eltéré szignifikans metabolitokat eredményeztek

A PCA Kklaszterezést kovetden egyvaltozos statisztikai elemzés tortént egyutas ANOVA
(FDR korrekcioval) alkalmazasaval, poszthoc Tukey HSD teszttel. A kovetkezd marginalisan
szignifikdns metabolitokat talaltuk csoportok 6sszehasonlitasaval: PC aa C34:1, PC aa C38:3, SM
C26:1, PC aa C32:0, PC aa C36:3, PC aa C42:4, SM C24:1, arachidonsav (AA), DiIiCA(14:0). Az
interiktalis és egészséges csoportok kozotti kiilonbségek vizsgalatahoz t-tesztet alkalmaztunk, ahol
a kovetkezd metabolitok szintjében voltak elérések: PC aa C32:0, PC aa C34:1, PC aa C36:3, PC
aa C38:3, SM C26:1, PC aa C38:5, PC aa C40:6, PC aa C34:3, PC aa C38:6, SM C24:0,
Hex3Cer(d18:1/16:0), DiCA(14:0), PC aa C42:4, PC ae C40:2, SM C24:1, AA, PC aa C36:4, PC
aa C42:6, HexCer(d18:1/16:0). Ezt az eredményt a randomizalt statisztikai t-teszt is megerdsitette.
Az interiktalis és iktalis betegek kozotti jelent6s kiilonbséget nem figyeltiink meg, amit
valdsziniileg az iktalis fazisban 1év6 nagyon alacsony mintaszam okozott.
Utvonalelemzés a szignifikins metabolitok és korabbi PBMC transzkriptomikai
eredmények alapjan

Korabbi PBMC transzkriptomikai eredményeket ° hasznaltunk fel tovabbi IPA analizisre
a t-teszt altal meghatarozott marginalisan szignifikdns metabolitokkal egyiitt. A f6bb kanonikus
utvonalak az interiktalis és egészséges csoportok kozott az alabbiak voltak: Interleukin-10
jelatvitel, NGF-indukalt transzkripcio. Ezek mellett a A/1 osztaly (Rhodopsin-szer(i)receptorok,
S100 csalad jelatviteli utvonal, IL-17 jelatvitel upregulaldédtak, mig a Granulocita adhézi6 és
diapédezis nem valtozott. Az IL-10 jelatvitel, FXR/RXR aktivacié, LXR/RXR aktivacio és PPAR

jelatviteli Gitvonalak csokkend tendenciat mutattak.

Diszkusszio
A csoportok kozotti marginalisan szignifikans metabolitokat t-probaval azonositottuk, majd

ANOVA FDR korrekcioval és Tukey post-hoc HSD teszttel, valamint randomizalt tesztekkel
elemeztiik az interiktalis és egészséges csoportok kozott. Ezek a metabolitok potencialisan fontos
szerepet jatszanak a vizsgalt allapotok megkiilonboztetésében. Az altalunk hasznalt, Osszes
statisztikai teszt esetén a marginalisan szignifikdnsnak azonositott metabolitok a kovetkezdek
voltak: PC aa C32:0, PC aa C34:1, PC aa C36:3, PC aa C38:3, PC aa C42:4, SM C24:1, SM C26:1
az interiktalis és egészséges csoportok kozott, ami Osszhangban van az SM18:0 és SM18:1
szfingomielin tipusokkal, amelyek a migrén kockazatanak novekedésével tarsulnak. °’ A zsirsavak

¢s lipid metabolitok, kiilondsen a PC és SM, gyakran szerepet jatszanak a jelatviteli és gyulladasos
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valaszokban. Az olyan metabolitok, mint az AA (arachidonsav) és SM C24:1 jelent6sége arra
utalhat, hogy megvaltozott lipid anyagcsere vagy jelatviteli utak allhatnak a migrénes allapot
patologiai folyamatainak hatterében. Ez 0sszhangban 4ll a korabbi megéllapitassal, miszerint az
AA magasabb szintet mutatott a klaszteres tipust fejfajasos betegek szérumaban®®®°, és az AA-
bol szarmazo reaktiv oxigéngyokok termelése, amely mitokondrialis diszfunkcidhoz vezet. 1%
Az integrativ elemzés foként pozitivan szabalyozott kanonikus tutvonalai az IPA-ban az
interiktalis €s az egészséges csoport kozott a kovetkezok voltak: IL-10 jelatviteli ut, NGF altal
serkentett transzkripcio, A/1 osztalyu (rodopszin-szerii) receptorok, S100 csalad jelatviteli ut, IL-
17 jelatvitel, mig a granulocita adhézio és diapédezis nem valtozott. Azonban az IL-10 jelatvitel,
FXR/RXR aktivacio, LXR/RXR aktivacio és PPAR jeldtviteli utak lecsokkentek. Ezek a
valtozasok neuroinflammacios folyamatokat, energiatermelést és egyéb metabolikus valtozasokat
Olelnek fel. A szaglasi transzdukcid és a mitokondrialis diszfunkcié kiemelésre keriiltek, amely
osszhangban van mas kutatisok eredményeivel *° valamint azzal a ténnyel is, hogy bizonyos

illatok vagy az izek az egyik leggyakoribb migrént kivalté tényezok. 10t
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A tézis Gj eredményeinek osszefoglalasa
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— A PACAP-38 noveli az intracellularis Ca®" szintet és elinditja a kapcsolodo jelatviteli

eseményeket, amelyek valoszinileg fiiggetlenek a PAC1 és VPACI1/2 aktivaciotol. A
transzkriptomikai valtozasok féként mitokondrialis diszfunkciora utaltak, mely folyamat
része a Ndutb6 és TRPMS csokkent kifejezddése.

A HK-1 koncentracio- és idopontfiiggé hatasokat gyakorol a trigeminalis primer
neuronokra, amely mitokondrialis ATP szintézis-, oxidoreduktaz aktivitis valtozasaban
nyilvanul meg. A megvaltozott T-sejt-medialt immunitas pozitiv szabalyozas, neutrofil
kemotaxis és leukocita adhézidja a vaskos endotél sejtekhez potencidlis immunmodulaléd
¢és glia-, Schwann-sejtek- és makrofagokkal kapcsolatos hatasokat jeleznek, amelyek a
HK-1 szerepére utalnak a glia-neuron kommunikacioban.

Az inflammacids orofacialis patkanymodellben csokkent aminosav és lipid anyagcsere
figyelhetd meg., mely a fajdalom mértékével parhuzamosan valtozott, ami
valoszintsithetden a megvaltozott mitokondrialis folyamatokkal lehet 6sszefiiggésben.
Migrénes betegek interictalis plazmamintakban a PCs, SMs, arachidonsav enyhén
szignifikdnsan emelkedett. Az iktalis fazisban nem tudtunk szignifikans metabolomikai

valtozasokat kimutatni, amely valdsziniileg az alacsony mintaméret miatt tortént.
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