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1. BEVEZETESES IRODALMI HATTER

1.1. Edinger-Westphal mag

A kozépagyban talalhaté Edinger-Westphal mag (EW) két kilonallé sejtcsoportbdl all (Kozicz et
al. 2011). Az egyik divizié a preganglionalis (EWpg) tertlet, az okulomotor komplex része,
kolinerg paraszimpatikus rostokat kild a ciliaris ganglion felé, szabalyozva a pupilla motoros
funkcidjat (miosis) és a lencse akkomodaciojat. A masik sejtcsoport peptiderg, amelyet centrélis
projekcioju Edinger-Westphal magnak (EWcp) nevezink, mivel szamos agyi régiéba kild
Kiterjedt projekcidkat (Zuniga & Ryabinin 2020). Az EWcp-ben szdmos neuropeptid
expresszalodik, beleértve az urocortin 1-et (UCN1), a kokain és amfetamin regulalt transzkript
peptidet (CART) és a kolecisztokinint (CCK). A peptiderg sejtek kozott néhany glutamaterg,
kolin-acetiltranszferaz (ChaT) immunreaktiv és tirozin-hidroxilaz (TH) tartalmu neuront is
azonositottak (Kozicz et al. 2003; Zuniga & Ryabinin 2020; Li & Ryabinin 2022; Priest et al.
2023).

Az UCNL a corticotropin-releasing hormon (CRH) csalad tagja, amely els6sorban az EWcp-ben
expresszalodik (Vaughan et al. 2007). Az UCN1-nek nincs sajat receptora, azonban mindkét CRH
receptorhoz (CRH1R ¢és CRH2R) képes kotddni, A CRH2R irant nagyobb affinitdst mutat, mint
maga a CRH (Bale et al. 2002; And & Biol 2002; Kozicz et al. 2007; Im et al. 2015). Az UCN1
szerepet jatszik a stresszvalaszban, a jutalmazédsban, az étvagy szabalyozésdban, a
hészabélyozasban és a hangulat allapotdnak befolyasolasaban (Fekete et al. 2007; Kormos &
Gaszner 2013; Zuniga & Ryabinin 2020). A CART egy neuropeptid, amelyrdl ismert, hogy részt
vesz az energiametabolizmusban (Kristensen et al. 1998; Elias et al. 2001; Lau et al. 2018),
valamint a taplalkozés, a jutalmazas és az addiktiv viselkedések szabalyozésdban (Vicentic &
Jones 2007; Ong & McNally 2020; Zuniga & Ryabinin 2020). Erdekes mddon az EWcp-ben az
UCN1 immunreaktiv neuronok teljesen mértékben kolokalizalnak a CART-tal (Zuniga & Ryabini
2020). Kutatécsoportunk korabban kimutatta, hogy a tranziens receptor potencial ankyrin 1
ioncsatorna (TRPAT) legnagyobb mennyiségben az EWcp/UCNI pozitiv neuronjaiban fejezédik
ki egér kozponti idegrendszerben (Kormos et al. 2022). A TRPA1l egy nem szelektiv
kationcsatorna és aktivacidja kalcium bearamlést eredményez. A megndvekedett intracellularis
kalcium szint szamos jelatviteli utat elindithat (Julius et al. 2013; Kadkova et al. 2017; Talavera et
al. 2020). A TRPAI1 elsdsorban a periférias idegrendszerben expresszalodik, €s fontos szerepet
jatszik szamos élettani és korélettani folyamatban, beleértve a nocicepciot és a gyulladasos
valaszokat, azonban szerepe a kbzponti idegrendszerben még kevésbé tisztazott.

1.2. Migrén

A migrén rohamokban jelentkez6 visszatérd, likktetd féloldali fejfajas, melyet gyakran hanyinger,
hanyas, foto- és fonofdbia kisér (Wood & Welch, 1993). Mivel a migrén a népesség 10%-at érinti,
¢és pontos patomechanizmusa nem tisztazott, a téma kutatdsa egyértelmiien nagy jelentdségii. A
migrénes rohamokat kivalto tényez6k kdzé tartoznak hormonalis valtozasok, stressz expozicid, az
alvast-ébrenlét szabalyozasaért felels napi ritmus zavarai és bizonyos idéjarasi koriilmények is
(Goadshy et al., 2018; Jiang et al., 2019; Kikkeri & Nagalli, 2022).

1.2.1. A migrén neuroanatémiai alapjai

A migrén legszélesebb korben elfogadott elmélete a trigeminovaszkularis rendszer aktivalasan és
érzékenyitésén alapul (Ashina et al., 2019). Az érzékszervi feldolgozas elsédleges diszregulacioja
olyan neuroldgiai tinetegydttest eredményez, amely befolyasolja az érzékelést (Benemei et al.,
2017). A trigeminovaszkularis rendszer a meningealis erekbdl és a trigemindlis ganglionban
(TRG) elhelyezkedd elsérendii érz6 neuronok C tipusu és Ad tipusd dendritikus axonjaibdl all,
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amelyek nociceptiv beidegzést biztositanak az agyhartydk szémaéra (Ashina et al., 2019). A
pszeudounipolaris nociceptiv TRG sejtek centralis (axonikus) axonjai a fajdalom jelet a nucleus
tractus spinalis nervi trigemini (STN) felé kdzvetitik gyors hatdsu excitatorikus neurotranszmitter,
a glutamat segitségével. A TRG neuronok aktivalédasa kiilonbozé neuropeptidek
felszabaduldsahoz vezet a periférids és centralis terminalisokbdl, amelyek ismerten szerepet
jatszanak a migrén patogenezisében. Ezek kozé tartozik a P anyag (SP), az adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid (PACAP) és a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) (Durham et al., 2016; Spekker et
al., 2023).

Az STN felel6s a protopétias érzékelési modalitasok tovabbitasaért, amelyek magukban foglaljak
a fajdalom, a homérséklet €s a durva tapintas érzékelését. Tekintve, hogy az arcbort, az orbitalis
strukturékat, az orr- és szajiiregeket foként a nervus trigeminus idegzi be, a f6 bemenet innen
érkezik az STN-be. A homlok fels6 része, a fejb6r és a meningealis teriiletek az STN kaudalis
részébe projektalnak, amely a kaudalis medulla oblongata legalsé részében, valamint az elsd és
masodik nyaki gerincvel6i szegmentumban helyezkedik el. Az STN masodrendii neuronjai a
nociceptiv jelet a lemniscus trigeminalis-on keresztil a thalamus kontralateralis nucleus ventralis
poszteromedialis magjaba tovabbitjak. A thalamusban talalhaté harmadrendii neuronok a radiatio
thalami superior-on keresztll a primer szomatoszenzoros kéregbe tovabbitjak a nociceptiv jelet.
Az agyhartyak kortikalis reprezentacios terulete a parietalis lebeny posztcentralis gyrusanak
lateralis alsé részén talalhatd (Edvinsson et al., 2020). Kiemelendd, hogy az STN kozvetlen
kapcsolatokat kild tobb agytorzsi kdzpontba is. A rostralis ventromedialis medullaba és a locus
coeruleusba vetiil6 rostok iranyithatjak a fajdalomérzékelést migrénben, beleértve az autondm,
endokrin, kognitiv és affektiv tiineteket. A ventrolateralis periaqueductalis szlrkeallomanyba és a
nucleus raphe magnusba iranyuld afferensek kiléndsen fontosak, mivel ezek olyan kdzpontok,
amelyek hozzajarulnak a lefelé iranyuld antinociceptiv szerotonerg és noradrenerg rendszerek
szabalyozdsdhoz. A dorsalis raphe mag (DRN) szintén része a szerotonerg kdzépvonali
magkomplexumnak, és szerepe az STN-en keresztili fajdalommodulécioban jol ismert (Li et al.,
1993; Andrade et al., 2013; Rattanawong et al., 2022; Shibata et al., 2022).

Az STN a fajdalom jelet a CGRP- és PACAP expresszald parabrachialis magon keresztil a
magasabb rendi limbikus kdzpontokba kildi, melyek kdziil az amygdala és a nucleus accumbens,
jelentdsége a fajdalom affektiv megélésében rejlik (Almeida et al., 2004).

Fontos megjegyezni, hogy a fent 6sszefoglalt anatomiai komplexitas miatt a migrén pontos oka és
patofizioldgiaja tovabbra is a folyamatban 1év6 kutatasok targyat képezi, és egyetlen mechanizmus
sem képes magyarazni ennek a komplex &llapotnak minden aspektusét.

1.2.2. Kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP)

A CGRP egy 37 aminosavbol allé6 neuropeptid, amely elsdsorban az érzéidegekbdl szabadul fel,
erbteljes agyi értagitd hatast eredményezve (Brain & Grant, 2004). Az értagitd hatast a CGRP
receptorok aktivalasa segiti eld, amelyek G-proteinhez kapcsolt heterodimerek, amelyek a
kalcitonin receptor-szerii receptorbol (CLR) és a receptor aktivitds modositd protein-1-bol
(RAMP1) allnak (McLatchie et al., 1998). A CGRP szerepét a migrén patogenezisében szamos
preklinikai és klinikai kutatdsi eredmény alatamasztja. A CGRP jelentds mennyiségben
megtalalhaté a TRG neuronok nociceptiv rostjaiban. A CGRP centrélis idegvégzédésekben torténd
felszabadulasakor az STN kaudalis részének masodrendii neuronjainak CGRP receptorain hathat,
Osszekapcsolva a perifériat a kozponti idegrendszerrel (Bartsch et al., 2003; lyengar et al., 2019).
A CGRP hasonlo affinitassal kotédik a CLR-hez és a kalcitonin receptorhoz (CTR, amelyet a
kalcitonin receptor mRNS (Calcr) gén kodol), amikor RAMP1-el egyutt expresszalodik. A
CLR/RAMP1 komplex CGRP receptort, mig a CTR/RAMP1 komplex amilin receptort (AMY1)
képez (Salvatore et al., 2006). A CGRP receptor komponens fehérje (CRCP) nem sziikséges a
receptor aktivitasahoz, de noveli a CGRP hatékonysagat (Dickerson et al., 2013).
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A trigeminalis rendszer aktivaldsa a CGRP szintjének emelkedéséhez vezet migrénes roham soran
(Goadsby et al., 1990), amely visszafordithaté 5-HT receptor agonistak (triptanok), példaul
sumatriptan és dihidroergotamin alkalmazasaval, egyidejlileg a fajdalom enyhiilésével (Goadsby
& Edvinsson, 1993; Juhasz et al., 2005).

Bar altalanosan ismert, hogy a CGRP nem képes athatolni a vér-agy gaton (Edvinsson et al., 2007),
szamos tanulmany kimutatta, hogy a CGRP periférias (intravénas (i.v.) és intraperitonealis (i.p.))
és kozponti (intracerebroventricularis (i.c.v.)) adasa szamos migrén-szerli tiinetet idéz eld
ragcsalokban. Ezenkivul, a CGRP altal Kkivaltott migrén-szeri tiinetek visszafordithatok
sumatriptan vagy anti-CGRP monoklonalis antitestek egyidejii alkalmazasaval (Kaiser et al., 2014;
Mason et al., 2017; Rea et al., 2018). Mindezek alapjan a CGRP kodzponti idegrendszeri és
periféris hatasait is feltételezik migrénben (Raddant & Russo, 2011).

Human klinikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a CGRP intravénas adasa fejfajast provokalhat
migrénes betegeknél (Asghar et al., 2011; Kuburas & Russo, 2023), amelyet az intravénas CGRP
receptor antagonistaval, olcegepanttal torténd szisztémas infuzid visszafordithat (Olesen et al.,
2004). Migrénes betegekben magas CGRP koncentraciokat mértek periférias vérben rohamok
nélkul is, igy a CGRP-t lehetséges biomarkerkent hataroztdk meg a kronikus migrén diagndzisaban
(Cernuda-Morollon et al., 2013). Harom anti-CGRP antitest (eptinezumab, fremantezumab és
galcanezumab) és egy anti-CGRP receptor antitest (erenumab) terdpias hatékonysaga bizonyitott
a migrén megeldzésében (Tepper et al., 2018; de Vries & MaassenVanDenBrink, 2019; Schiano
di Cola et al., 2023). Mivel ez utébbi gyogyszerek nem képesek atjutni a vér-agy gaton, hatdsuk
helye valészintileg a kozponti idegrendszeren Kivil talalhaté (Edvinsson et al., 2015; Ashina et al.,
2017). Lehetséges célpontok lehetnek a trigeminalis rendszer, az agyi vérerek és a dura mater
(Henson et al., 2020). A kis molekuldju CGRP receptor antagonistak (gepantok), mint példaul az
atogepant és a remegepant, igéretes jeloltek az akut migrénes rohamok kezelésére kisebb
molekularis méretik miatt (Negro & Martelletti, 2019; Henson et al., 2020; Dubowchik et al.,
2020).

1.2.3. Az EWcp lehetséges szerepe migrénben

Korébbi tanulmanyok igazoltak, hogy az urocortinerg EWcp aktivalodik és tobb Ucnl mRNS-t
expresszal akut fajdalomban (Kozicz et al., 2001; Rouwette et al., 2011). Az EWcp szamos
projekciot kiild kiilonboz6 fajdalomérzékeny agyi kdzpontokba, amelyek szerepet jatszanak a
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al.,, 2022). Az 5-HT hozzajarulhat a migrén patomechanizmusahoz a CGRP szintek
szabalyozéasaval és kozvetlen errendszeri hatasaval (Puledda et al., 2023). Az 5-HT szintézisében
a sebességmeghatarozo enzim termeléséért felelés gén, az tigynevezett triptofan-hidroxilaz 2
(TPH2) polimorfizmusai potencidlisan novelhetik az egyének migrénre valdé fogékonysagat
(Marziniak et al., 2009; Jung et al., 2010). A DRN mind CRH1R-t, mind CRH2R-t expresszal,
viszonylag magas CRH2R expresszidval méas agyi teriletekhez képest (Chalmers et al., 1995).
Mivel az UCN1 ezeknek a receptoroknak az endogén ligandja, a CRH receptorok jelenléte a
migrénhez kapcsolodo agyi teriileteken az EWcp lehetséges szabalyozO szerepére utalnak a
betegségben.

Ezt a hipotézist korabbi tanulmanyok is alatdmasztjak, amelyek kimutattak, hogy tébb migrénhez
kapcsolddd neurotranszmitter, neuromodulator és receptor is jelen van az EWcp-ben, ideértve a
PACAP-ot és annak specifikus receptorat (PAC1) (Markovics et al., 2012; Feher et al., 2023; Priest
et al., 2023). Ezen felll, az EWcp-ben neuronélis nitrogén-monoxid szintetazt (nNOS), SP-t,



TRPAL ioncsatornat (Kormos et al., 2022) és CGRP-immunreaktiv rostokat is azonositottak
(Maciewicz et al., 1983; Smith et al, 1994; Spina et al., 2004).

Egyre novekvé szamu kutatds veti fel a periférids TRPA1 lehetséges szerepét a migrén
patogenezisében (Souza Monteiro de Araujo et al., 2020; Shibata et al., 2021; lannone et al., 20223,
2022b; Spekker et al., 2022; Fila et al., 2023; Masood et al., 2023). Tébb olyan anyagot
azonositottak TRPA1 agonistaként, mint példaul a cigarettafist, az ammonium-klorid, a
formaldehid, a klér, és a fokhagyma (Bautista et al., 2005; McNamara et al., 2007; André et al.,
2008; Bessac et al., 2008; Fujita et al., 2008), amelyek ismertek a migrénes rohamok kivaltd
tényez6iként (Courteau et al., 1994; Peatfield et al., 1995; Wantke et al., 2000; Irlbacher és Meyer,
2002; Kelman et al., 2007). Ezen tanulmanyok arra utalnak, hogy azok a vegytletek, amelyek
képesek a TRPAI1 tartalmu idegvégzddések deszenzitizalasara, 10j terapias célpontoknak
tekinthetok a migrén kezelésében (Benemei €s Dussor, 2019). Legjabb megallapitasunk,
miszerint a peptiderg EWcp sejtek magas Trpal mRNS expressziét mutatnak, mig mas agyi
terlleteken az expresszié viszonylag alacsony, arra utal, hogy az EWcp/TRPAL esetleges
szerepének vizsgalata relevans lehet migrénben.

Ezzel 6sszhangban az EWcp szerepet jatszik a stresszadaptacioban (Kormos és Gaszner, 2013),
mikodését a cirkadian ritmus (Gaszner et al., 2009), valamint a nemi hormonok valtozésai is
befolyasoljak (Derks et al., 2007, 2010), melyek ismert kivaltd tényezdi lehetnek a migrénes
rohamoknak.

e

1.3. Alkoholfiiggéség

Az etanol egy toxikus €s pszichoaktiv vegylilet erds addiktiv tulajdonsagokkal (WHO 2022). Az
alkoholfiiggdség fontos kozegészségiigyi probléma, tobb mint 200 betegség rizikofaktora (Ilhan
& Yapar, 2020; Shield et al., 2013), valamint évente tébb mint 3 millié halaleset okozo6jaként, az
0sszes halalozas 5,3%-at teszi Ki vilagszerte. Az addikcio karos kovetkezményei kozé tartoznak a
mentalis és viselkedésbeli valtozasok, hangulati rendellenességek és depresszio, mely szintén
ramutat a téma kutatasanak jelentésegére.

1.3.1. Az EWcp szerepe az alkoholfogyasztasban

Sz&mos irodalmi adat Aall rendelkezésre az EWcp-ben expresszdlodd6 UCN1 és CART
neuropeptidek szerepérdl az alkohol és mas addiktiv szerek hatasaban (Ong & McNally, 2020;
Zuniga & Ryabinin, 2020).

T6bb genetikai tanulmany bizonyitotta, hogy a magasabb alkoholpreferencia egyiitt jar emelkedett
UCNI1 szintekkel kiilonboz6é egér- és patkany torzsekben is (Turek et al., 2005; Bachtell et al.,
2003; Fonareva et al., 2009). Az EW Ilézidja szignifikansan csOkkenti az etanolpreferenciat
ragcsalokban (Bachtell et al., 2004; Ryabinin & Weitemier, 2006). Az UCN1/CART pozitiv
neuronok erds FOS valaszt (akut neurondlis aktivacidos marker) mutatnak, akut alkohol adas és
onkéntes alkohol fogyasztas hatasara is (Bachtell et al., 1999; Ryabinin et al., 2001; Weitemier et
al., 2001; Zuniga & Ryabinin, 2020). Az emelkedett neuronalis aktivitas pozitiv korrelaciét mutat
az elfogyasztott alkohol mennyiségével, ami dozisfliggd valaszra utal (Sharpe et al., 2005;
Giardino et al., 2017). Hasonldéan, korabbi tanulmanyok kimutattdk az EWcp UCN1/CART
neuronok FOSB aktivitdsanak novekedését (kronikus neuronalis aktivacios marker) krénikus
alkohol expozicio hatasara egerekben (Bachtell et al., 1999; Ozburn et al., 2012).

Bér szdmos tanulmany igazolta a CART jelentdségét az addikcioban (Bakhtazad et al., 2016;
Kuhar et al., 2016), korlatozott szamu kutatas all rendelkezésre az EWcp/CART szerepérdl az
alkoholfogyasztas szabalyozasaban. CART génhianyos (KO) egerek szabad valasztason alapul6

5



alkoholfogyasztds modelljében lényegesen alacsonyabb alkoholpreferencidt mutattak,
0sszehasonlitva a WT egerekkel (Salinas et al., 2014). Egy masik tanulmany arr6l szamolt be,
hogy az alacsony alkoholpreferenciaju DBA/2J egereknél csokken a CART expresszid mind
mMRNS, mind pedig fehérje szinten az EWcp-ben, 6sszehasonlitva a magas alkoholpreferenciaju
C57BL6J egerekkel (Giardino et al., 2017). Az UCN1 és CART teljes kolokalizacioja az EWcp-
ben, valamint emelkedett peptid- és mMRNS-szintjik asszociacidja a magasabb
alkoholpreferenciaval, arra utal, hogy az EWcp/UCNI/CART neuronok jelentds szerepet
jatszanak az alkoholfogyasztas szabalyozasaban.

Az EWcp/UCN1/CART neuronok tobb addikcioval 6sszefuiggeésbe hozhat6, valamint CRH
receptort kifejez6 agyi teriiletre kiildenek projekcidt, koziiliik kiemelendd a ventralis tegmentalis
area (VTA) és a DRN (Schreiber & Gilpin, 2018; Zuniga & Ryabinin, 2020).

A DRN a legfontosabb szerotonerg kdzpont az agyban (Huang et al., 2019), mely kulcsfontossagu
szerepet jatszik a jutalmazas es addikcid kialakulasaban (Ren et al., 2018; Liu et al., 2020).

A VTA a mesokortikolimbikus dopaminerg rendszer része, mely szintén kdzponti szereppel bir a
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al., 2022).

1.3.2. ATRPAL1 ioncsatorna lehetséges szerepe az alkoholfiiggoségben

Komatsu és kollégai (2012) szerint az etanol aktivalja az TRPA1-t, melyet kalcium-imaging-gel
bizonyitottak human TRPAL1-et expresszalé embrionalis vese sejtekben (HEK293). Az etanolt az
alkohol-dehidrogenaz enzim metabolizélja reaktiv és mérgez6 acetaldehiddé, ami ecetsavva alakul
at (Cederbaum et al., 2012). Az acetaldehidnek kulcsszerepet tulajdonitanak az akut és kronikus
alkoholfogyasztas karos hatasaiban, ideértve a borpirt, fejfajast, cirrhosist €s a malignus tumoros
elvaltozasokat (Eriksson et al., 2001). Bang és kollégai (2007) fajdalommodellekben azt talaltak,
hogy a human és az egér TRPA1-et kifejez6 HEK293 sejteken, illetve egér trigeminalis ganglion
primer tenyészetben az acetaldehid aktivalni képes a TRPAL-et. Az acetaldehid nem aktivalt méas
héérzékeny TRP ioncsatornakat szenzoros idegvégzodéseken. A TRPA1 antagonista kamfor, a
gadolinium ¢és egy altalanos TRP blokkolo, a ruténium vords gatolta az acetaldehid altal torténd
TRPAL1 aktivaciét. Egy masik kutatdcsoport kimutatta, hogy a Schwann-sejtek kifejezik a TRPA1-
t, amely az etanol altal kivaltott neuropatias fajdalom kdzvetitésében jatszik szerepet egerekben
(De Logu et aé., 2019). Legutobb Landini (2023) azt talalta, hogy az acetaldehid a CGRP
receptoron és a TRPAL-en keresztiil a Schwann-sejtekben kozvetiti az etanol altal kivaltott
periorbitalis mechanikus allodiniat egerekben. Wang kutatécsoportja (2011) szerint, az alkohol
végsé metabolitja, az ecetsav is aktivalhatja a TRPAT1-et trigeminalis ganglion sejttenyészetben
végzett patch clamp és a Ca?* mikrofluorometria alapjan.

Ahogyan azt legutébbi kutatdsunkban kimutattuk, az EWcp-ben az urocortinerg neuronok
egyediilallo modon jelentés mennyiségben fejezik ki a TRPAI1-t az egér kdzponti
idegrendszerében (Kormos et al., 2022), és miutan a) a CRH rendszer, azon belll is az UCN1
szerepet jatszik az akut és kronikus alkoholfogyasztasban (Schreiber & Gilpin, 2018; Zuniga &
Ryabinin, 2020), valamint b) az alkohol és az dsszes fent emlitett metabolitja hatékonyan atjut a
ver-agy gaton, felmerul a kérdés, hogy kozvetleniil aktivalhatjak-e a TRPAL receptorokat az
EWcp-ben. A TRPA1 aktivalasa kalcium beadramlast eredményez, ami tobb intracellularis
utvonalat indithat el, és ez hozzajarulhat az UCN1 es/vagy CART peptid felszabadulasanak
szabalyozasahoz.

Ezek alapjan célunk, hogy megvizsgaljuk a TRPAL1 szerepét akut alkoholexpozicid
egérmodelljében az UCN1/CART expresszal6 EWcp neuronokon.



2. CELKITUZESEK

2.1. Az EWcp vizsgalata migrénben

crer

Feltételezziik, hogy az EWCcp/UCN1 neuronok részt vesznek a migrén kialakuldsanak
szabalyozdsdban vagy a migrénre adott endogen valaszban, a betegséggel kapcsolatos
agyteriletekkel valo kdzvetlen neuroanatomiai kapcsolatain keresztul.

|. A migrénnel 6sszefiiggé célpontok neuroanatomiai és kvalitativ morfologiai vizsgalata
Egér- és human EWcp és DRN, valamint egér STN mintakon terveztiik vizsgalni a CGRP receptor
komponenseinek kifejez6dését, tovabba az EWcp-bdl a Crhrl és Crhr2 pozitiv neuronokra
iranyulo esetleges urocortinerg projekciot a STN-ben.

1. Az EWCcp vizsgalata nitroglicerin (NTG) indukalt migrén egérmodellben

Célunk a funkciondlis és morfoldgiai valtozasok vizsgalata volt egér EWcp-ben NTG indukalta
migrén modellben. Feltételezziik, hogy a NTG befolyasolhatja az EWcp miikodését, migrén-szerii
allapotot eléidézve.

I1l. Az EWcp és annak migrénnel kapcsolatos projekcios terileteinek vizsgalata CGRP
indukalt migrén modellben

Az urocortinerg EWcp és annak migrénnel 0sszefliiggd projekcios teriileteinek (DRN és STN)
funkcionalis és morfologiai valtozasait terveztiik vizsgalni CGRP altal kivaltott migrénszerii
allapotban. Feltételezziik, hogy a CGRP befolyasolja az EWcp, DRN és STN miikodését a vizsgalt
modellben.

IV.Az egér EWcp urocortinerg neuronok célzott ablacioja leptin konjugalt szaporinnal
indukalta migrén modellben vizsgaltunk viselkedéstesztekkel az urocortinerg neuronok migrénben
betdltott szerepének igazolasa céljabol. Hipotézisiink szerint az EWcp/UCN1 neuronok szelektiv
ablacioja befolyasolja a CGRP altal kivaltott migrénnel osszefiiggd viselkedésvalaszokat.

V.A huméan EW funkcionalis kapcsolatainak feltérképezése fMRI vizsgalattal
Eredmeényeink human transzlalhatésagat vizsgalando, miszerint az EW kozvetlen anatomiai
kapcsolatai révén befolyasolhatja a migrénnel 6sszefligg6 terliletek miikodését, azt terveztik, hogy
megvizsgaljuk az EW funkcionalis kapcsolatrendszerét egészséges emberekben, Kkilonds
tekintettel az STN és a DRN teriletére kildott projekciokra, majd 6sszehasonlitjuk az interiktalis
migrénesek funkcionalis kapcsolatmatrixaval. VVégul azt is vizsgalni kivantuk, hogy van-e
Osszefligges a migrenes rohamok gyakorisaga es az EW funkcionalis kapcsolatrendszere kozott.
Feltételeztlk, hogy pozitiv funkcionalis kapcsolat van az EW és a STN, valamint a DRN kozott.

2.2. Az EWcp/TRPAL vizsgalata akut alkohol expozicio egérmodelljében

Masodik célunk az EWCcp/TRPAL szerepének vizsgalata volt akut alkohol expozicid
egérmodelljében. Hipotézisiink szerint az alkohol és annak metabolitjai befolyasolhatjak az EWcp
urocortinerg neuronjainak miikodését a TRPA1 ioncsatornak aktivalasaval.

I. ATRPALI funkcionalis aktivitdsanak vizsgalata egér EWcp-ben

Megbizhato antitest hidnydban nem rendelkeztiink bizonyitékkal a TRPA1 fehérje szintli
expresszidjara az EWcp-ben, ezért elsddleges célunk az volt, hogy elektrofiziologiai modszerekkel
bizonyitékot szolgaltassunk a TRPAL funkcionalis aktivitasara akut egér EWcp agyszeleten.
Feltételeztlik, hogy az EWcp-ben kifejez6dé TRPA1 ioncsatorna funkcionalisan aktiv.
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Il. ATRPA1 mRNS expresszidjanak vizsgalata huméan EWcp-ben

Korabbi eredményeink transzlacids relevancidjanak alatamasztasa erdekében célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk az TRPAL mRNS kifejez6dését human EWcp/UCNI1 neuronokon. Feltételeztiik,
hogy a human EWcp/UCNL1 neuronok -hasonléan az egér EWcp/UCNL1 neuronokhoz-
expresszaljak a TRPAL ioncsatornat, mRNS szinten.

I11. A Trpal-expresszalé EWcp neuronok vizsgalata akut alkohol expozicié egérmodelljében
A TRPAL ioncsatorndk szerepét terveztiik vizsgalni, hogy hozzajarulhatnak-e az EWcp
urocortinerg neuronjainak aktivaldsdhoz/miikddéséhez akut alkohol expozici6 soran, Trpal KO
egerek bevonasaval. Hipotézisiink az volt, hogy az alkohol szabalyozhatja az UCNL1 és/vagy
CART peptid szinteket az EWcp-ben a TRPAL aktivalasan keresztiil.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Allatkisérletek

3.1.1. Az EWcp vizsgalata migrénben

3.1.1.1. Amigrénnel osszefiiggé célpontok neuroanatomiai es kvalitativ morfologiai
vizsgélata

Intakt C57BI6/J egerek (n=6) bevonasdval vizsgaltuk az AMY1 és a CGRP receptor
komponenseinek expresszidjat az EWcp, DRN és STN teriletén, valamint a Crhrl és Crhr2
mRNS kifejez6dését az STN-ben. CLR immunfluoreszcens festést, valamint Rampl, Calcr és
Crcp RNAscope in situ hibridizacios (ISH) vizsgalatot végeztiik a kovetkez6 immunjel6lésekkel
kombinalva: a) UCN1 immunofluoreszcens festés az EWcp-ben az urocortinerg neuronok
azonositasara; b) TPH2 vagy 5-HT immunfestés a DRN-ben a szerotoninerg neuronok jelélésére;
c) neurondlis nuklearis marker NeuN immunofluoreszcens festés az STN-ben a gerincvel6i hatso
szarvban talalhato neuronok vizualizalasara.

Az EWcp és az STN kozotti lehetséges urocortinerg kapcsolat azonositasahoz egér (n=6) EWcp
injektalasat végeztiik anterograd tracer-rel palyajellés céljabol, olyan adeno-asszociélt virus
vektorral, mely a z6ld fluoreszcens fehérje génjét tartalmazza (AAV8 Syn EGFP). A retrograd
palyajelOléshez egér (n=6) STN-jét injektaltuk a C1l-es gerincveldi szegmentum magassagaban a
hatso szarvnak megfelel6en retrograd tracer-rel, amely a kolera toxin B-alegységét (CTB)
tartalmazta. Az injekciok helyes anatomiai lokalizacidjanak ellenérzése érdekében CTB és zold
fluoreszcens fehérje (GFP) immunjelolését végeztik a gerincvelé Cl-es szegmentumabdl
szarmazo6 STN mintakon, valamint az EWcp-ben. Az anterograd nyomkovetéshez UCN1 és GFP
kettés immunfestést alkalmaztunk a Cl-es gerincveld szegmentum STN mintdin. A retrograd
palyajeloléshez pedig UCNI és CTB kettds immunofluoreszcens festést végeztiink az EWcp-t
tartalmazo szeleteken.

A UCNL1 receptor célpontjaiként a Crhrl és Crhr2 expresszidjat vizsgaltuk az STN -1l
lamingjdban. A Crhrl, Crhr2 és NeuN (neurondlis markert) RNAscope ISH-t UCN1
immunofluoreszcens festéssel kombinaltuk az STN tertletén a Crhrl- és Crhr2-pozitiv
neuronokat innervalo urocortinerg afferentacio kimutatasa celjabol.

3.1.1.2. Az EWcp vizsgalata NTG indukalta migrén modellben

C57BI6/J egereket (n=6/csoport) harom kisérleti csoportba osztottunk: NTG, mint kezelési
csoport, vivéanyag ¢és fiziologias sooldat, mint kontroll csoportok. Az &llatokat i.p. NTG-vel (10
mg/kg) vagy vivéanyaggal (6% etanolt és 16% propilénglikolt tartalmazo sooldat) vagy fizioldgias
sooldattal injektaltuk. A kezelést kovetden 4 draval az egerek transzkardiélis perfazidjat vegeztik,
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majd agy és TRG mintékat gytjtottiink a morfoldgiai vizsgalatokhoz. Az EWcp szeleteken az akut
neuronalis aktivacios marker (FOS) immunhisztokémiai vizsgalatat diaminobenzidinnel (DAB)
végeztik.

3.1.1.3. Az EWcp, valamint a migrénnel ésszefiiggé projekcios terileteinek vizsgélata
CGRP éltal kivaltott migrén modellben

C57BI6/J egereket (n=11-15/csoport) két hét kézhez szoktatast kdvetden két kisérleti csoportba
osztottunk: fizioldgias sooldattal kezelt kontroll és 0,1 mg/kg CGRP-vel (a-CGRP egér, patkany
(CRB), Cat. No.: crb1000889) kezelt csoportok. Az i.p. injekcid utan 30 perccel a fény elkeriild
magatartast vizsgaltuk sotét-vilagos doboz (LDB) teszt segitsegével, hogy felmérjik a migrén-
szeri allapothoz tarsuld fotofobia mértékét. Egy masik fliggetlen kisérletben (n=13/csoport)
ugyanebben a modellben a periorbitalis hiperalgéziat vizsgaltuk, a kezelés utan 30 perccel von
Frey filamentumok segitségével.

A TRG, az EWcp, a laterdlis periagueductalis szuirkedllomany (IPAG) és az STN I-11l laminajaban
FOS, mig az STN-ben foszforilalt cAMP-reszponziv elem kot6 fehérje (P-CREB) immunfestéssel
neuronalis aktivitast vizsgaltunk. RNAscope ISH-t kombinaltunk immunofluoreszcens festéssel
az EWcp-ben az UCN1 mRNS és peptid szintli meghatdrozasahoz, valamint a DRN teriiletén az
5-HT ¢s a TPH2 denzitasanak mérése érdekében kettds immunfestést alkalmaztunk.

3.1.1.4. Az egér EWcp urocortinerg neuronok celzott ablacidja leptin-konjugalt szaporinnal

Stereotaxids eljarassal leptinnel konjugalt szaporint injektaltunk C57BI6/J egerek (n=13) EW
magjaba az UCNL1 neuronok szelektiv ablacidja céljabol. A szaporin egy riboszoma gatlo fehérje,
amely csak akkor jut be a neuronokba, ha olyan anyaggal van konjugalva, amelyet a sejt receptoron
keresztill endocitdzissal képes felvenni. A saporin visszafordithatatlanul gatolja a sejtek fehérje
szintézisét (Wiley et al., 2000). Az EWcp-ben csak az UCN1 immunreaktiv neuronok
expresszaljak a leptin receptorat, igy ezek a sejtek szelektiven elpusztithatok (Ujvari et al., 2022,
Xu et al., 2022). A periorbitalis hiperalgéziat a 0,1 mg/kg-os CGRP vagy sooldat intraperitonealis
injekcioja utan értékeltiikk a mitét elétt és 2 héttel a miitét utan. Az EWcp/UCNI1 neuronok
szamlaldsahoz UCN1 immunfestést végeztiink, az ablacio hatékonysaganak értékelése céljabol.

3.1.2. Az EWcp/TRPAL vizsgélata akut alkohol expozicié egérmodelljében
3.1.2.1. Az egér EWcp/TRPAL funkciondlis aktivitdsanak vizsgalata

Patch clamp elektrofiziologiai vizsgalatot végeztiink tulélé egér EWcp agyszeleten, a TRPAL1
funkciondlis aktivitdsanak bizonyitasa céljabol, melyhez a szelektiv és potens TRPAL agonista
JT010-et hasznaltuk.

3.1.2.2. Az EWcp/UCN1/CART/Trpal neuronok vizsgalata akut alkohol expozicio
egérmodelljében

9-12 hetes him Trpal KO és WT egereket négy kisérleti csoportra osztottunk (n=6-8/csoport): i.p.
6%-o0s etanollal (D: 1g/Kg) kezelt Trpal KO és WT egerek, valamint i.p. azonos térfogatl
fiziologias sooldattal kezelt kontrollok. 2 oréval a kezelés utan az egereket transzkardialisan
perfundaltuk, majd agymintdkat gy(jtottiink morfoldgiai vizsgalatokhoz, mely soran a FOS,
UCNL1 és CART peptid immunreaktivitasat, valamint a Trpal, Ucnl és Cart mRNS expressziojat
vizsgaltuk.



3.2. Human vizsgélatok
3.2.1. Kvalitativ morfoldgiai vizsgalatok

A TRPAL1 mRNS, valamint az AMY1 és CGRP receptor komponensek expresszidjat post mortem
human EWcp és DRN mintadkon vizsgaltuk, melyek neuropatologiai szempontbdl negativ
anamnézésti  alanyokbol szarmaztak. A TRPAL RNAscope ISH-t UCN1 immunfestéssel
kombinaltuk az EWcp-ben, a két target kolokalizaciojanak vizsgalata céljabol. A RAMP1, CALCR
és CRCP RNAscope ISH-t, valamint a CLR immunfluoreszcens festést a kovetkez6 markerekkel
kombinaltuk: a) UCN1 immunfluoreszcens festéssel az EWcp-ben az urocortinerg neuronok
azonositasa céljabol; b) TPH2 vagy 5-HT immunfestéssel a DRN-ben a szerotonerg neuronok
markereként.

3.2.2. Ahuméan EW funkcionalis kapcsolatainak feltérképezése

Az EW funkciondlis kapcsolati matrixat vizsgaltuk kontroll alanyok bevonasaval, kilénds
tekintettel az STN és DRN tertletére fMRI segitségével, melyet 6sszehasonlitottunk az interiktalis
migrénesek funkcionalis kapcsolati matrixaval. Végil a migrénes rohamok gyakorisaga és az EW
funkcionalis kapcsolatai kozti dsszefuiggest vizsgaltuk.

4. EREDMENYEK

4.1. Az EWcp vizsgéalata migrénben
4.1.1. Amigrénnel osszefiiggé célpontok neuroanatomiai és kvalitativ morfoldgiai vizsgélata

4.1.1.1. A CGRP receptor komponenseinek expresszidja az EWcp-ben, DRN-ben és STN-ben

Igazoltuk, hogy a Rampl és Calcr mRNS-ek, amelyek az AMY1 receptor komponenseket
kodoljak, mind az egér, mind az emberi EWcp neuronokban kifejez8dnek. Kiilondsen érdekes,
hogy a Calcr mRNS expresszids mintazata az EWcp-ben jelentds kolokalizaciot mutat az UCN1
immunjellel. Emellett, majdnem az 6sszes urocortinerg neuronban kimutattuk az CLR és a Crcp
jelenlétét egér és human EWcp mintakban is.

A DRN-ben a Calcr, Rampl és CLR valamint a Crcp is kifejezOdnek a szerotoninerg és nem
szerotoninerg neuronokban, egérben és emberben is.

Kimutattuk a Calcr, Rampl és Crcp mRNS expressziojat az egér STN I-Ill laminajaban
neuronokon és gliasejteken egyarant. Ezen felll, egy korabbi tanulmannyal 6sszhangban, a CGRP
receptor komponens CLR kifejezddését megerdsitettitk mind a neuronokon (Miller et al., 2016),
mind az asztrocitakban.

4.1.1.2. Az EWcp urocortinerg afferentaciéja az STN-be

Az EWcp-bédl az STN-be iranyul6 lehetséges urocortinerg projekcié vizsgalatahoz anterograd és retrograd
palyajeldlést végeztiink. Az injekcid pontos anatomiai helyzetét CTB és GFP immunfestéssel igazoltuk a
C1 gerincvel6i szegmentum magassagaban és az EWcp-ben. CTB és UCN1 pozitiv neuronokat talaltunk
az EWcp-ben, az STN-be torténé CTB injekciot kovetden. GFP és UCN1 pozitiv rostokat mutattunk ki az
STN-ben az EWcp/AAV8-EGFP injektalt egerekben.

Az STN I-1Il laminaiban igazoltuk a Crhrl és Crhr2 receptorok (UCN1 receptorai) expresszidjat
neuronokon. UCN1 immunoreaktiv rostokat mutattunk ki a Crhrl és Crhr2 pozitiv neuronok kdzvetlen
kdzelében az STN I-111 laminaiban.
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4.1.2. Az EWcp szerepének vizsgélata nitroglicerin indukélta migrén egérmodellben

Az EWcp neuronalis aktivitasanak vizsgalata céljabol FOS immunfestést végeztiink. Mind a vivanyag,
mind a NTG kezelés jelent6sen novelte a FOS pozitiv neuronok szamat az EWcp-ben, dsszehasonlitva a
sooldattal. Azonban nem volt szignifikans killonbség a vivéanyaggal és NTG-vel kezelt csoportok kozott.

4.1.3. Az EWcp és a migrénnel osszefiiggo projekcids teruleteinek vizsgalata CGRP altal
kivaltott migrénmodellben

4.1.3.1. Modell validacidja

A migrénhez gyakran tarsulo fotofdbia értékelésére LDB tesztet végeztiink. A CGRP kezelt egerek
jelentdsen hosszabb 1d6t toltottek a s6tét kompartmentben a kontroll csoportokhoz képest.

A migrénszerii fejfajashoz tarsuld periorbitalis fajdalom értékelésének céljabol von Frey-tesztet
végeztik. A CGRP-kezelés szignifikdnsan cstkkentette a periorbitalis fajdalom kiszobot a
sooldathoz képest.

FOS immunofluoreszcens festést végeztink a TRG neuronok aktivaltsaganak értékelésére. A
CGRP-kezelés jelentdsen megnovelte a FOS pozitiv neuronok szamat a TRG-ben, a kontroll
csoporthoz képest.

Az STN-ben bar a CGRP-kezelés nem befolyésolta a FOS pozitiv neuronok szdmat, megnovelte
a P-CREB pozitiv neuronok szamat az I-111 laminakban.

Kozel kétszeresére ndvekedett az aktivalt neuronok szama a IPAG teriletén a CGRP-kezelt
csoportban, a kontroll csoporthoz képest.

4.1.3.2. Az EWcp funkcionalis és morfoldgiai valtozasai a CGRP modellben

Az EWcp akut neurondlis aktivitdsanak értékelésére FOS immunhisztokémiai vizsgalatot
végeztink. A CGRP-kezeles kozel kétszeresére emelte a FOS-pozitiv neuronok szamat a kontroll
csoporthoz képest.

Kettds immunofluoreszcens vizsgalattal azt talaltuk, hogy a FOS immunreaktiv magok tdinyomé
része az UCN1 neuronokban lokalizalddott (91,79%), ami az urocortinerg EWcp neuronok
aktivacidjara utal.

Az EWcp-ben az Ucnl mRNA expresszidjanak és az UCN1 peptid tartalménak értekelésére
RNAscope ISH-t végeztink, immunofluoreszcens vizsgéalattal kombindlva. A CGRP-kezelt

allatokban jelentésen magasabb Ucnl mRNA expressziot és UCNL peptid tartalmat mértiink a
kontroll csoporthoz képest.

Annak érdekében, hogy felmérjik, hogy a migrén-szerti allapot hogyan befolyasolja a Trpal
MRNS expressziot az EWcp/UCNL1 sejtekben, RNAscope ISH-t vegeztiink UCN1 immunfestéssel
kombinalva. A CGRP-kezelés kozel kétszeresére ndvelte a Trpal transzkriptumok szamat az
UCN1 neuronokban.

4.1.3.3. Morfologiai valtozasok a DRN-ben CGRP modellben

Mind a 5-HT, mind a TPH2 tartalom csokkent a szerotonerg neuronokban CGRP-kezelés hatasara
a DRN-ben.
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4.1.4. Az EWcp urocortinerg neuronok célzott ablacidja leptinnel konjugalt szaporinnal
egereken

A leptinnel konjugélt szaporin kezelés szignifikansan csokkentette az UCN1 immunoreaktiv
neuronok szdméat az EWcp-ben a naiv egerekhez képest. Von Frey tesztet végeztiink a migrénszert
fejfajassal jaro periorbitalis fajdalom értékelésére. Az EWcep/UCNI neuronok ablacidja eldtt a
CGRP kezelés szignifikdnsan csokkentette a periorbitalis fajdalomkiiszobot a sdoldathoz képest.
csokkentette a periorbitalis fajdalomkiiszébot a naiv kontrollhoz képest, melyen a CGRP kezelés
tovabbi valtozast mar nem okozott.

4.2. Huméan fMRI vizsgalatok

4.2.1. A human Edinger-Westphal mag funkcionalis kapcsolatai

Kimutattuk az EW pozitiv funkciondlis kapcsolatait a DRN és STN tertletével, a frontalis és
temporalis gyrus-szal, a kisaggyal, a nucleus caudatus-sal és a kozépaggyal a teljes populécidban.
Nem talaltunk szignifikans negativ kapcsolatokat.

4.2.2. Az Edinger-Westphal mag funkcionalis kapcsolatainak dsszehasonlitasa interiktalis
migrénesek és kontroll csoportok kézott

Nem talaltunk szignifikans kulonbséget az interiktalis migrénes betegek és a kontroll csoport
(egészseges onkéntesek) kozott az EW funkcionalis kapcsolatait tekintve.

4.2.3. Osszefiiggés az Edinger-Westphal mag funkcionalis kapcsolatai és a migrénes
rohamok gyakorisaga kézott

Pozitiv korrelacidt azonositottunk az EW funkcionalis kapcsolatai és a migrén gyakorisaga kozott
két cluster-ben. Az egyik csoport magaban foglalja a gyrus angularis-t és a gyrust temporalis
superior-t, mig a masik csoport a gyrus frontalis medius-t, és az gyrus frontalis inferior pars
triangularis-t.

4.3. Az EWcp/TRPAL vizsgélata akut alkohol expoziciés modellben
4.3.1. TRPAL funkcionlis aktivitasanak vizsgalata egér EWcp-ben

A TRPAI1 funkcionalis aktivitasat tulélo agyszeleteken vizsgaltuk patch clamp elektrofiziologiai
modszerrel a TRPAL ioncsatornékat kifejez6 EW-ben. Az 6sszes vizsgalt neuront biocytinnel vald
feltdltés utan UCN1 immunhisztokémianak vetettilk ala, a sejtek urocortinerg identitasanak
igazolasa céljabdl. Az UCN1 immunreaktiv sejtek nyugalmi membranpotencialon spontan
aktivitast mutattak, 6sszhangban mas kutatocsoport eredményeivel (Topilko et al., 2022). A
TRPA1 aktivalasdhoz potens és szelektiv kovalensen ko6tédd JTO10 agonistat alkalmaztunk
(Takaya et al., 2015), mely soran a membranpotencial valtozasat current clamp maodban
regisztraltuk. A sejtek nyugalmi membranpotencialjat az akcids potencidl kivaltasanak
kliszobértékenél tartottuk, hogy megakadalyozzuk a spontan depolarizaciokat. A TRPAL altal
okozott mersékelt ~membranpotencial-depolarizaci6 magas  frekvenciaju  kislléseket
eredményezett. Az akcios potencial frekvencidja szignifikansan megn6tt a JTO10 alkalmazasakor
az UCN1 immunreaktiv neuronokon. Az akcios potencial frekvenciaja a kiindulasi helyzetben 0,14
+ 0,07 Hz volt, az agonista alkalmazasa kdzben 0,87 + 0,17 Hz, és a JT010 kimosasat kovetden
0,22 £ 0,07 Hz (n=9/4 egér). Fontos megjegyezni, hogy az EW régioban talalhatd urocortinerg
identitast nem mutaté sejtek membranpotencialjaban és tiizelési frekvencidjaban nem volt valtozas
a JT010 alkalmazasa soran.
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4.3.2. TRPA1 mRNS expresszio vizsgalata huméan EWcp-ben

Kimutattuk a TRPA1 mRNS expressziojat human EWcp urocortinerg sejtjein TRPA1 RNAscope
ISH-val, melyet UCN1 immunfestéssel kombinaltunk.

4.3.3. Az EWCcp/TRPAL1 vizsgalata akut alkohol expozicio egérmodelljében
4.3.3.1. Avizelet alkoholkoncentracidjanak mérése

Az 1ip. adott etanol megfeleld abszorpcidjanak megerdsitése érdekében a vizelet
sooldattal kezelt csoportokban nem volt mérheté etanol a vizeletben. Hasonl6 etanol koncentraciot
mértlink mind az alkoholkezelt WT, mind a Trpal KO éallatok vizeletében.

4.3.3.2. FOS immunhisztokémia

Az EWcp akut neuronalis aktivitasanak értékelése érdekében FOS immunhisztokémiat végeztink.
Az alkoholkezelés szignifikansan novelte a FOS pozitiv neuronok szdmét mind a WT, mind a
Trpal KO egerek EWcp-jében, a megfeleld kontrollokhoz képest anélkiil, a genotipus f6 hatasa
nelkl.

4.3.3.3. Trpal RNAscope in situ hibridizacio

Az alkohol Trpal mRNS expressziojara gyakorolt hatasanak vizsgalata céljabol RNAscope ISH-t
végeztiink az EWcp/UCNL1 neuronokban a WT &llatok mintéin. A Trpal mRNS teljes mértékben
kolokalizalt az UCNL1 peptid immunszignaljaval az EWcp-ben. Az etanolkezelés szignifikansan
csokkentette a Trpal transzkriptumok szdmat a kontrollhoz képest.

4.3.3.4. Az UCN1 mRNS és peptid mennyiségi valtozasanak dinamikéaja akut alkohol
kezelés hatasara

Az Ucnl mRNS kifejez6désének és az UCN1 peptid tartalménak vizsgélata érdekében RNAscope
ISH-t és immunfluoreszcens festést végeztiink. Kiemelendé a genotipus f6 hatasa az Ucnl mRNS
expresszidra. A kontrollcsoportokban nem észleltiink kilénbséget, azonban az alkoholkezelés
hatasara az Ucnl mRNS expresszidja csokkent a KO allatokban.

Az UCN1 peptid mennyiségi mérése esetén erds genotipus x kezelés interakcid hatasat eszleltuk.
Az EWcp neuronok bazalis UCNL1 tartalma szignifikansan alacsonyabb volt a Trpal KO
egerekben a WT-hez képest. Ezen feliil az alkoholkezelés eltéré modon szabalyozta az UCN1
peptid tartalmat az EWcp-ben a két genotipusban: szignifikansan csokkent a WT egerekben, mig
szignifikdnsan megndvekedett a KO egerekben.

4.3.3.5. ACART mRNS és peptid mennyisegi valtozasanak dinamikaja akut alkohol kezelés
hatasara

A Cart mRNS kifejezddésének és a CART peptid tartalmanak vizsgalata érdekében RNAscope
ISH-t és immunfluoreszcens festést végeztink.

A genotipus f6 hatasat tapasztaltuk a Cart mRNS kifejezodésére. Az Cart expresszioja
alacsonyabb volt a Trpal KO egerekben fliggetleniil a kezeléstol.
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5. DISZKUSSZIO

ey

Elétanulmanyunkban azt lattuk, hogy az NTG beadasa nem okozott jelentés aktivaciot az EWcp-
ben az olddszeres kontrollhoz képest. Mivel az oldoszerinjekcio erés neurondlis aktivaciot valtott
ki a sooldattal injektalt kontrollhoz képest, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az NTG
készitmény etanol tartalma okozta az aktivaciot, nem pedig az NTG maga. Ezzel ésszhangban, jol
ismert, hogy EWcp nagyon érzékeny az etanolra (Zuniga & Ryabinin, 2020; Al-Omari et al.,
2023), ¢és mivel az elérhetdé NTG készitmények mindegyike magas alkoholtartalmu olddszert
tartalmaz (Bates et al., 2010; Farkas et al., 2016; Kim et al., 2018), gy dontottink, hogy a CGRP
intraperitonedlis injekciot hasznaljuk, migrén modellként, Mason et al. (2017) szerint.

A CGREP, illetve receptorainak kozponti idegrendszeri eloszlasat fehérje szinten mar leirtak
patkanyban, egérben és emberben is (Ma et al., 2003; Edvinsson et al., 2020; Huang et al., 2021).
Korabban azonban nem torténtek vizsgélatok abban a kérdésben, hogy az AMY1 és a CGRP
receptor komponensek kifejezédnek-e az EWcp-ben. Munkank soran megerdsitettiik a Ramp1,
Calcr és Crcp mRNS, valamint a CLR feharje kifejez6dését az EWcp/UCN1 neuronokban az
ultraszenzitiv és specifikus RNAscope ISH technika és immunfluoreszcencia kombinéacidjaval
(Wang et al., 2012) mind egér, mind human szévetben. Ez egyrészt alatdmasztja allatkisérleteink
transzlacios jelent6ségét masrészt megerdsiti a korabbi mMRNS vizsgalatok eredményeit (Ma et al.,
2003; Edvinsson et al., 2020). Korabban az AMY1 és a CGRP receptor komponenseket jelenlétét
is kimutattdk a DRN és STN teriiletén. Ezek egyben az EWcp olyan projekcios terlletel,
amelyeknek szerepe van a migrénben. Ezért azt feltételezzik, hogy a CGRP kozvetlendl is
aktivalhatja a DRN-t és STN-t, de ez bekdvetkezhet kdzvetve, az AMY1 és CGRP receptor-
expresszalé EWcp/UCN1 neuronokon keresztl is. Ezt a lehet6séget Ugy bizonyitottuk, hogy mind
antero- es retrograd palyajeldléssel kézvetlen kapcsolatot talaltunk az EWcp és az STN kdzott.
Urocortinerg rostokat talaltunk az STN neuronok kozvetlen kozelében, amelyek Crhlr és Crh2r
MRNS-eket expresszalnak. Ezzel neuroanatomiai bizonyitékot szolgaltatunk arra, hogy az EWcp
urocortinerg rostjai kozvetleniil hathatnak az STN neuronokra, mely funkcionalis jelentdséggel
birhat.

Ezutan vizsgaltuk az EWcp véalaszat migrén modellben. Szdmos jol validalt in vivo modellt irtak
alkalmazéasat a meningealis régioban, valamint algogén anyagok (pl. NTG, CGRP) hasznalatat
(Harriott et al., 2019). Fontos kiemelni, hogy a CGRP jelatvitel minden hasonlé modellben
szerepet jatszik (Wattiez et al., 2019). A TRG elektromos stimulacidja és a meningealis
gyulladaskeltd anyagok beaddsa invaziv eljardsok, és figyelembe véve az EWcp akut
fajdalomérzékenysegét (Kozicz et al., 2001; Rouwette et al., 2011), ezek a modellek szamunkra
nem voltak megfeleldek.

Az NTG és a CGRP intraperitonealis beadasa sikeresen utanozta a migrén akut és krénikus
aspektusait ragcsalokban, amelyeket migrénellenes gyogyszerekkel, példaul sumatriptannal
enyhitettek (Bates et al., 2010; Farkas et al., 2016; Mason et al., 2017; Rea et al., 2018; Wattiez et
al., 2019). Projektiinkben az NTG hasznélata nem lett volna megfeleld6 megkozelites, mivel
minden a kereskedelemben elérhet6 készitmeény etanolt tartalmaz oldoszerként (Bates et al., 2010;
Farkas et al., 2016; Kim et al., 2018), és az EWcp nagyon érzékeny az alkoholra (Zuniga &
Ryabinin, 2020; Al-Omari et al., 2023). Ezért végil a Mason et al. (2017) altal leirt
intraperitonedlis CGRP kezelés migrén modelljének alkalmazasa mellett dontéttlink.

A CGRP periférias és kdzponti beadasakor emberekben és ragcsalokban is szamos migrénnel
Osszefiiggd tiinet megfigyelhetd (Lassen et al., 2002; Kaiser, 2014; Mason et al., 2017), ami
kombinalt, periférias és kbzponti hatasmechanizmusra enged kdvetkeztetni. Ez 6sszhangban van
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a CGRP ¢és az AMY1 receptorok széles korti eloszldsdval a periféridn és a kozponti
idegrendszerben (lyengar et al., 2017; Edvinsson et al., 2020). A TRG neuronok expresszaljak a
CGRP-t és annak receptorét, valamint anatdmiai kapcsolatot létesitenek a periféria és a kdzponti
idegrendszer kozott. A CGRP receptorok aktivalasa a trigeminalis neuronokban stimulaljaa CGRP
felszabadulasat a) az agyhartydkat beidegz6 afferensek periférias idegvégzddéseibol, b) a TRG
sejttestekbdl és ¢) a STN-ben végz6do centralis nydlvanyokbdl (Durham et al., 2016). A kozponti
terminalisokbol felszabadul6 CGRP eldsegiti a centralis szenzitizaciot a masodrendii nociceptiv
STN sejtek CGRP receptorainak erzékenyitésén keresztiil (Durham et al., 2016; lyengar et al.,
2019), mely végsé soron tovabbi CGRP felszabadulashoz vezethet a CGRP-t expresszald
agyterlleteken. Ez a centralis szenzitizacio egyik lehetséges mechanizmusa, amelyet a CGRP
periférids hatasa kdzvetit, de tobb mas jelenség is hozzajarulhat (Mason et al., 2017; lyengar et al.,
2017, 2019).

A CGRP modellt (Mason et al., 2017) a periorbitalis hiperalgézia és a fénykeriilé viselkedés
alapjan validaltdk. Mason és munkatarsai szerint a CGRP kezelés nem valtott ki szorongast
egerekben, igy az LDB-ben latott viselkedési anomaliat fotofdbianak tekinthetjik, mely migrén-
szerli allapotra utal. A CGRP altal kivaltott fénykeriilésrdl azt is tudjuk, hogy nem korreldl a
vernyomassal, mely kizarja a vazomotoros mechanizmusokat (Mason et al., 2020).

A CGRP kezelés hatasaira megemelkedd TRG/FOS ¢és STN/P-CREB immunjel a migrén
patogenezis kulcsrégidinak aktivalodasara utal (lyengar et al., 2017; Edvinsson et al., 2020). A
CGRP kezelt egerekben megfigyelt megnovekedett IPAG/FOS immunjel a leszall6 antinociceptiv

......

A PAG neuromodulacios szerepe a migrénben jol ismert (Napadow et al., 2019; Vila-Pueyo et al.,
2019). Annak ellenére, hogy az EWcp a PAG-ba beagyaza talalhato, szerepét migrénben korabban
nem vizsgaltak. Az EWcp/UCN1 neuronok FOS pozitivitdsaban latott kétszeres ndvekedés arra
utal, hogy a CGRP kezelés a neuronok génexpresszio szintli adaptaciot igénylé aktivaciojat idézi
el6 (Gaszner et al., 2012; Al-Omari et al., 2023). A CGRP adas utan a sejtekben szintén névekvo
Ucnl mRNS és UCNL1 peptid tartalom azt sugallja, hogy tobb UCN1 peptid szabadul fel.
Feltételezzik, hogy a perifériasan beadott CGRP kozvetleniil aktivalhatja az EWcp/UCN1
neuronokat a centralisan felszabadul6 CGRP révén, vagy kozvetetten, a centrélis szenzitizacio
eredmenyeként. A feltehetéen novekvé UCNI felszabadulas kozvetleniil befolyasolhatja az STN
miikddését a CRHIR és CRH2R receptorokon keresztiil, melyet az STN-ben emelkedé P-CREB
immunijel is alatdmaszt. Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban (Bhatt et al., 2014, 2015) az STN-
ben nem figyeltiink meg FOS aktivaciot a CGRP kezelés hataséara.

Mivel az egéragyban a Trpal mRNS legnagyobb mennyiségben az EWcp-ben fejezédik ki
(Kormos et al., 2022), és mivel az irodalom 0sszefliggésbe hozta a TRPAL-et a migrénnel (Souza
Monteiro de Araujo et al., 2020; Shibata et al., 2021; lannone et al., 2022a, 2022b; Spekker et al.,
2022; Filaetal., 2023; Masood et al., 2023), célunk volt a Trpal mRNS kifejez6désének vizsgalata
az EWcp-ben a migrén modellben. Az RNAscope ISH technikaval kimutattuk, hogy az
urocorinerg neuronok az EWcp-ben a CGRP kezelt csoportban szignifikansan magasabb Trpal
MRNS transzkriptum szamot mutattak, mint a kontroll csoportban. Feltételezziik, hogy a Trpal
kationcsatorna upregulacidja magasabb kalcium bearamlast eredményezhet, mely ndvelheti az
UCN1 felszabadulast. Ezt a feltételezést tadmasztjak ald eredményeink, amelyek fokozott
urocorinerg aktivitasra utalnak, bar ennek kisérletes bizonyitasa megerdsitésre var.

Ismert, hogy a STN mellett a DRN is aktivalodik migrénben (Shibata et al., 2022). Az
EWcp/UCNL1 neuronok beidegzik a DRN-t (Dos Santos Janior et al., 2015; van der Doelen et al.,
2017; Zuniga & Ryabinin et, 2020), ahol mindkét CRH receptor kifejezédik (Chalmers et al., 1995;
Ma et al., 2003; Valentino et al., 2010; van der Doelen et al., 2017). A CRH1R aktivacidja a DRN-
ben csokkenti a 5-HT felszabadulést, mig a CRH2R jelatvitelnek ellentétes hatasa van (Lukkes et
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al., 2011; Fox & Lowry, 2013). A csokkent DRN/5-HT tartalom a CGRP kezelt egerekben a 5-HT
felszabadulasara utal a CGRP beadasat kovetden. Ezt alatdmasztja, hogy a migrénes rohamok
soran megndvekedett centralis 5-HT szinteket talaltak (Drummond & Drummond, 2006; Sakai et
al., 2008; Deen et al., 2018; Razeghi et al., 2019). Feltételezziik, hogy a CGRP névelte az UCN1
felszabadulast a DRN-ben, amely a DRN/5-HT neuronok CRH2R-jain keresztil végil novelte a
5-HT felszabadulast. Mindazonaltal, nem zarhatjuk ki a CGRP kdzvetlen hatasat a szerotonerg
neuronokra sem, mivel ezek is CGRP receptorokat hordoznak (Ma et al., 2003).

A CGRP kezelés csokkentette a TPH2 enzim szintjét a DRN-ben. A TPH2 a kdzponti 5-HT
szintézis sebességmeghatarozd6 enzime (Walther et al., 2003), és génpolimorfizmusait
Osszefliggesbe hoztak migrénnel (Marziniak et al., 2009; Jung et al., 2010). A kronikus centralis
UCN1 mikroinjekcio novelte a Tph2 mRNS kifejezddést a DRN kaudalis és dorsalis részlegeben,
mig ellentétes hatast figyeltek meg a ventrolateralis részben (Donner et al., 2020). Ez az eredmény
ellentétben all megfigyeléseinkkel, mivel mi novekvé UCN1 szinteket lattunk, de a TPH2 fehérje
tartalom csokkent a CGRP kezelés hatdsara. Ezt az eltérést magyardzhatjdk mddszertani
kilénbségek, mivel tanulmanyunkban a TPH2-t mi fehérje szinten vizsgaltuk. Masrészt, egyetlen
CGREP kezelést alkalmaztunk, amely ndvelte az UCNL1 szintet, mig Donner és munkatarsai (2021)
kronikus UCN1 beadast alkalmaztak. Harmadrészt, a DRN szubdivizidiban latott régidspecifikus
CRHZ2R kifejezddés valtozas, tovabba az ott ismert stresszexpozicio fiiggd CRHIR és CRH2R
receptor mennyiség, €s az ebbdl fakado eltérd ligand hozzaférhetéség a plazmamembranban
(Waselus et al.,, 2009) magyarazhatja a kilonbséget e vizsgalatok kimenetele kozott.
Osszességében az UCN1 DRN szerotonerg neuronokra kifejtett komplex hatasa hozzajarulhat a
kdzponti 5-HT anyagcsere zavaraihoz migrénben (Drummond & Drummond, 2006; Razeghi et
al., 2019).

Mivel a CART és az UCN1 az EWcp-ben teljes kolokalizaciot mutat (Zuniga & Ryabinin, 2020;
Priest et al., 2023), az EWcp/UCNL1 ablacié utan észlelt periorbitalis fajdalomkiiszdb csokkenés
6sszhangban van egy korabbi tanulmannyal, ahol az EWcp/CART aktivitas ndvelése magasabb
fajdalomkiiszobot eredményezett a talpban. Mindez arra utal, hogy ezek a neuronok modulaljak a
fajdalmat (Priest et al., 2023).

Az EWcp azon képességét, hogy kozvetlen neuroanatomiai kapcsolat révén befolyasolja a
migrénnel Osszefiiggd teriileteket, tovabb erdsiti az EW és a DRN és STN kozotti szignifikans
pozitiv funkcionalis kapcsolat. Tudomasunk szerint ez az elsd tanulmany, amely leirja az EW
funkciondlis kapcsolatat az emberi agyban. Ezen kivil, fMRI vizsgalatunk erés pozitiv korrelaciot
mutatott a migrénes rohamok gyakorisaga és az EW funkciondlis kapcsolatai kozott olyan
agyteriletekkel, amelyek az affektiv fajdalompalyak részei, mint a gyrus angularis, gyrus
temporalis superior, gyrus frontalis medius valamint gyrus frontalis inferior pars triangularis (Jia
& Yu, 2017; Ong et al., 2019; Wang et al., 2019). Ez alatamasztja azokat a korabbi eredményeket,
melyek miszerint az ezeken az agyteriiletek fellépd elvaltozasok hajlamosithatnak fajdalommal
jaro koérallapotok, koztuk migrén kialakulasara.

5.2. Az EWcp/TRPAL vizsgalata az akut alkoholexpozici6é egérmodelljében

Kutatdcsoportunk kordbban bizonyitotta a Trpal mRNS jelenlétét az eger és ember UCN1-
immunreaktiv neuronjaiban az EWcp-ben (Kormos et al., 2022). Jelen tanulmanyunkban
elektrofiziologiai modszert hasznaltunk annak igazoldsara, hogy funkcionélisan aktiv TRPA1
ioncsatorna van jelen az EWcp-ben.

Korébbi tanulmanyok arra utaltak, hogy a TRPA1 ioncsatorna farmakoldgiai gatlasa védo hatasu
lehet a szemcsesejtek degeneraciojaval szemben (Koch et al., 2011), azonban ezek a tanulmanyok
nem igazoltdk a csatorna jelenlétét szovettani modszerekkel. Nemrégiben az RNAscope in situ
hibridizacios modszer segitségével kimutattuk, hogy a Trpal transzkript jelen van az EWcp
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urocortinerg neuronjaiban. Bizonyitottuk, hogy a TRPAL funkciondlisan aktiv ezekben a
neuronokban. Az UCNI-immunreaktiv neuronok spontan aktivak és akcids potencialokat
bocsatanak ki nyugalmi membrénpotencialon. Hipotézisiink az volt, hogy a TRPAL aktivalasa
ezekben a neuronokban kalciumbearamlast és membrandepolarizaciét eredményez, ami noveli a
spontén tuzelési frekvenciat. Ezzel 6sszhangban, a JT010, egy szelektiv és potens TRPAL agonista
alkalmazasa jelentésen novelte az UCN1 immunreaktiv neuronok spontan tiizelési frekvencidjat,
mig hatéstalan volt a szomszédos UCN1-t nem tartalmazo6 neuronokra. Tudomasunk szerint ez az
elsé bizonyiték arra, hogy a TRPA1-nek funkcionalis szerepe van az egéragyban.

A modellinkben alkalmazott akut alkohol expozici6 soran a vizeletben mért
alkoholkoncentracidval igazoltuk, hogy az etanol felszivodasa az WT és a Trpal KO egerekben
azonos volt. Az etanol és dsszes metabolitja hatékonyan athatol a vér-agy gaton (Nurmi et al.,
1999; Quertemont & Tambour, 2004), és in vitro kisérletekben kimutattak, hogy aktivaljak a
TRPA1-et (Bang et al., 2007; Wang et al., 2011; Komatsu et al., 2012). Ezért azt feltételezziik,
hogy ezek kozvetlenll hatnak a TRPAL receptorokra az EWcp-ben. Az alkoholkezelés utani
novekvd FOS expresszid bizonyitja, hogy az alkohol képes aktivalni az EWcp urocortinerg
neuronjait a vad tipust egerekben, ami 6sszhangban van a szakirodalommal (Bachtell et al., 1999;
Ryabinin et al., 2001; Weitemier et al., 2001; Zuniga & Ryabinin, 2020). Jelen eredményeink
szerint az alkoholkezelt Trpal KO egerekben is megfigyelhet6 volt a FOS aktivalodasa, ami arra
utal, hogy a TRPAL mellett mas receptorok/ioncsatornak is hozzajarulhatnak az urocortinerg sejtek
alkohol indukalta aktivaciojahoz. Egy masik lehetséges magyaradzat az, hogy az alkohol altal
eldidézett FOS aktivacio az EWcp-ben legalabb részben egy maésik, TRPAL-tdl fliggetlen
mechanizmus 4ltal torténik, ami egy masik alkoholérzékeny agyteriiletbdl az EWcp urocortinerg
sejtjeihez érkezé idegi kapcsolaton at valosulhat meg (Ryabinin et al., 1997; da Silva et al., 2013).

A FOS sejtszamokban tapasztalt genotipus hatds hidnya miatt az adatok nem egyértelmtien jelzik
a TRPAL szerepét az EWcp-ben. Az etanolkezelés soran a vad tipusu allatokban megfigyelt Trpal
MRNS expresszidcsokkenés is erre utal. VValdban jél ismert tény, hogy egy agonista hatasa gyakran
transzkriptumok kizarélag az UCN1 tartalmu sejtekben voltak jelen mindkét csoportban,
egyrészrdl reprodukélta a legutobbi eredményeinket, miszerint kizardlag az EWcp urocortinerg
sejtjei expresszéljak a Trpal-et (Kormos et al. 2022), masrészrél pedig azt jelzi, hogy az akut
alkoholkezelés nem indukalja a Trpal mRNS transzkripciojat a nem urocortinerg EWcp sejtekben.

Az UCN1 peptid tartalom eltért a két genotipus kozo6tt a sdoldattal kezelt csoportokban. Az UCN1
tartalom joval magasabb volt a vad tipusu egerekben, mint a Trpal KO allatoknal. Az UCN1 peptid
tartalom valtozésainak dsszehasonlitidsa az alkoholkezelés soran ellentétes dinamikat mutatott: a
vad tipust egerekben csdkkenést, mig a Trpal KO allatokban novekedést tapasztaltunk. Ez arra
utal, hogy az WT egerekben az EWcp/UCN1 neuronok etanol hatasara felszabaditjak az UCN1-
et, mig a Trpal KO egerekben megfigyeltik az UCNL1 peptidtartalom ndvekedését, amely a UCN1
peptid felhalmozodésat sugallja, valosziniileg a csokkent felszabadulds miatt. Ezt részben
alatamasztjak az RNAscope ISH eredményei. Alacsonyabb Ucnl mRNS expressziot talaltunk az
alkoholkezelt Trpal KO egerekben, mint a vad tipusd allatokndl. Ez arra utal, hogy a peptid
felhalmozodasa alacsonyabb mRNS termeléssel jar, ami a lassabb lebomlas miatt kdvetkezhet be
(Gaszner et al., 2009).

Mind a kontroll, mind az alkoholkezelt Trpal KO allatok alacsonyabb Cart mRNS expressziot
mutattak, mint az vad tipusu tarsaik. Mivel az alacsonyabb Cart mRNS expresszié 6sszefiigg az
alkoholpreferencia csokkenésével (Giardino et al., 2012), folyamatban 1év6 kisérleteinkben azt
vizsgaljuk, hogy ez valoban jellemz6-e a Trpal KO egerekre. Sem a Cart mRNS expresszio, sem
az EWcp/UCNL1 neuronok CART peptid tartalma nem valtozott az akut alkoholkezelés soran egyik
genotipus esetében sem, ami arra utal, hogy az akut alkohol expozicié nem gyakorol jelentds hatast
az EWCcp/CART rendszerre. Tekintettel arra, hogy a CART jelentdségére ismert addikcioban
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(Vicentic és Jones, 2007, Zuniga & Ryabinin 2020; Zhi Yi Ong & Gavan P. McNally, 2020), azt
feltételezzlik, hogy egy kronikus alkoholexpozicios modell bizonyithatja az EWcp/CART szerepét
alkoholabuzusban.

A fent targyalt megfigyelesek 6sszességében arra utalnak, hogy a TRPA1 jelatvitel szerepet
jatszhat mind az UCNI1 peptid taroldsaban az EWcp neuronokban, mind pedig az onnan torténd
felszabadulasukban. Korabbi tanulmanyunkban azt is kimutattuk, hogy a funkcionalisan aktiv
TRPAL1 hianya hatéassal van az UCN1 tartalomra, mind a depresszi6 (Kormos et al., 2022), mind a
poszttraumas stressz zavar modelljeiben (Konkoly et al., kdzlés alatt). Ezekben a modellekben a
genotipussal Osszefiiggd kiilonbséget észleltiink a bazalis Ucnl mRNS (de nem a peptid)
tartalomban a naiv kontroll allatokban (Kormos et al., 2022, Konkoly et al., 2022). Ezzel szemben,
a jelen tanulmanyban a sooldattal injektalt kontrollok nem mutattak genotipus-kulonbséget az
Ucnl mRNS expresszidjdban, de a peptidnél igen. A kilonbséget a mag Kkifejezett akut
stresszérzékenységével (Gaszner et al., 2004, Kormos et al., 2016) és az ip. injekcios kezelés
stresszhatasaval magyarazhatjuk.

A TRPAL aktivalodasa a membranban kalcium bedramlast eredményez, tobb intracellularis
jelatviteli atvonalat is elindit (Song et al., 2019). Elektrofizioldgiai kisérleteink ezzel 6sszhangban
azt mutattdk, hogy a TRPAL aktivalasa noveli az UCN1 expresszalé neuronok spontan tlizelési
frekvenciajat. A TRPAL1 ioncsatorna nyilasanak hatdsara emelkedd intracellularis kalcium szint
fokozhatja az exocitdzist a neuropeptidet tartalmaz6 vezikuldkbol. Tovabbi, farmakoldgiai
eszkozOket és elektrofiziologiai mddszereket kombindld Kisérletek szikségesek annak
meghatarozasara, hogy pontosan hogyan jarul hozza a TRPAL jelatvitel az UCN1 peptid
tartalmanak és felszabadulasanak szabalyozdsahoz. Tekintettel arra, hogy habar a két peptid
kolokalizéltan jelenik meg az EWcp neuronokban (Kozicz, 2003; Priest et al., 2023, Li and
Ryabinin 2022), a TRPA1 hianya csak az UCN1 mennyiségét befolyasolta, de a CART tartalmat
nem érintette. Ez alapjan ugy tiinik, hogy a TRPAL ioncsatornak szerepe UCN1 specifikus lehet a
peptiderg miikodés szabalyozasaban.

6. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

e Igazoltuk a CGRP receptor komponensek expresszidjat az egér és human EWcp és DRN
tertletén.

e Azonositottunk egy EWcp-bdl kiindul6 kdzvetlen urocortinerg projekciot az STN-be.

e Kimutattuk az UCNI receptorok (CRHIR és CRH2R) kifejezddését az STN hatulso

szarvanak I-111 laminajaban.
o Viselkedési és morfoldgiai vizsgalatokkal bizonyitottuk a CGRP migrén egérmodell
validitasat.

e Igazoltuk az UCN1 neuronok aktivacidjat CGRP migrén modellben, ndvekedett UCN1
peptid tartalommal és Ucnl, valamint Trpal mRNS expressziéval az EWcp-ben, mely
csokkent 5-HT és TPH2 tartalommal jart egyiitt a DRN-ben.

e Bizonyitékot szolgaltattunk az EWCcp/UCN1 neuronok szelektiv ablaciojanak a
periorbitalis fajdalomkiiszéb csokkentésére kifejtett hatasara.

e Pozitiv funkcionalis kapcsolatokat tartunk fel a human EWcp és az STN, valamint a DRN
kdzott FMRI vizsgalattal.

e lgazoltuk a TRPAL ioncsatorna funkcionalis aktivitasat az egér EWcp/UCN1 neuronokon
elektrofiziologiai vizsgalattal.

e Kimutattuk a TRPA1 mRNS expreszidjat human EWcp/UCN1 neuronokon.

e Bizonyitottuk az EWcp/UCN1 expresszalo neuronok aktivaciojat akut alkoholexpozicio
egérmodelljében csokkent Trpal mRNS és UCNL1 peptid tartalommal.
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7. KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalva, eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy az EWcp/UCNI1 neuronoknak
szabalyozd szerepiik van a migrénben, jelentés human transzlacios relevanciaval, és hogy a
TRPAL ioncsatorndk szerepet jatszhatnak az UCNL1 tarolasanak és felszabadulasanak
szabalyozésdban, ami befolyasolhatja az alkoholfogyasztast.

8. PUBLIKACIOK

A disszertacio alapjat képezé publikaciok:

Al-Omari A, Kecskés M, Gaszner B, Bir6-Siitd T, Fazekas B, Berta G, Kuzma M, Pintér E,
Kormos V. Functionally active TRPA1 ion channel is downregulated in peptidergic neurons of the
Edinger-Westphal nucleus upon acute alcohol exposure. Frontiers in Cell and Developmental
Biology. 2023 Jan 10;10:1046559. doi: 10.3389/fcell.2022.1046559. PMID: 36704197; PMCID:
PMC9872022. IF: 4.6; Q1

Al-Omari A, Gaszner B, Zelena D, Gecse K, Berta G, Biro-Siité T, Szocsics P, Magloczky Z,
Gombés P, Pintér E, Juhdsz G, Kormos V. Neuroanatomical evidence and a mouse calcitonin gene-
related peptide model in line with human functional magnetic resonance imaging data support the
involvement of peptidergic Edinger-Westphal nucleus in migraine. Pain. 2024 Jun 14. doi:
10.1097/j.pain.0000000000003294. Epub ahead of print. PMID: 38875125. IF: 5.9; Q1; D1

A szerzé egyéb publikacioi:

Konkoly J, Kormos V, Gaszner B, Sandor Z, Kecskés A, Al-Omari A, Szilagyi A, Szilagyi B,
Zelena D, Pintér E. The Role of TRPA1 Channels in the Central Processing of Odours Contributing
to the Behavioral Responses of Mice. Pharmaceuticals (Basel). 2021 Dec 20;14(12):1336. doi:
10.3390/ph14121336. PMID: 34959735; PMCID: PMC8703823. IF: 5,21; Q1

Kormos V, Kecskés A, Farkas J, Gaszner T, Csernus V, Al-Omari A, Hegediis D, Renner E,
Palkovits M, Zelena D, Helyes Z, Pintér E, Gaszner B. Peptidergic neurons of the Edinger-
Westphal nucleus express TRPAL ion channel that is downregulated both upon chronic variable
mild stress in male mice and in humans who died by suicide. Journal of Psychiatry and
Neuroscience 2022 May 4;47(3):E162-E175. doi: 10.1503/jpn.210187. PMID: 35508327,
PMCID: PMC9074809. IF: 4.3; Q1

Orjan EM, Kormanyos ES, Fiir GM, Dombi A, Balint ER, Balla Z, Balog BA, Dagé A, Totonji A,
Batai ZI, Juranyi EP, Ditr6i T, Al-Omari A, Pozsgai G, Kormos V, Nagy P, Pintér E, Rakonczay
Z Jr, Kiss L. The anti-inflammatory effect of dimethyl trisulfide in experimental acute pancreatitis.
Scientific Reports 2023 Oct 5;13(1):16813. doi: 10.1038/s41598-023-43692-9. PMID:
37798377; PMCID: PMC10556037. IF: 3.8; Q1; D1

Kormos V, Kriszta G, Al-Omari A, Kovacs-Rozmer K, Konkoly J, Pozsgai, Pintér E. TRP
Channels as Therapeutic Targets. Chapter: TRP channels as potential target molecules for
pharmacotherapy of neurological diseases. Elsevier, ISBN: 9780443186530 (accepted, in press)

Kumulativ IF: 23.81
MTMT azonosit6: 10082296

19



9. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretném kifejezni legmélyebb halamat Dr. Gasznerné Dr. Kormos Viktoridnak,
témavezetOmnek, akinek szakértelme, tirelme, mentordldsa ¢és korlatlan tamogatasa
elengedhetetlen volt szamomra. Oszinte visszajelzései és konstruktiv kritikai alakitottak
tudoményos fejlodésemet. Nagyon szerencsés vagyok, hogy lehetéségem volt az iranyitasa alatt
dolgozni.

Halas vagyok Prof. Dr. Pintér Erikanak, a Doktori Iskola vezetdjének és intézetiink vezetdjének,
tudoméanyos tanécsaiért és tdmogatéséért tanulmanyaim soran. Legmélyebb halamat fejezem ki
Dr. Gaszner Balazsnak kivételes hozzajarulasaért, amely nagyban gazdagitotta e projekt minden
részét.

Szeretném megkdszonni az eldbirdloi bizottsag tagjainak az irdnymutatd visszajelzéseit és a
konstruktiv kritikai észrevételeit.

Halas kdszonetemet szeretném kifejezni Bird-Siitd Tundének jelentds segitsegeért a laboratoriumi
munkaban, Prof. Dr. Zelena Déranak a sztereotaxias miitétek elvégzéséért, Dr Kecskés Mikldsnak
az elektrofiziologiai kiserletek megtervezéséért és kivitelezéséért, Prof. Dr. Magloczky Zsofianak,
Dr. Gombas Péternek, és Dr. Szocsics Péternek az emberi agymintak biztositasaert, Dr. Juhasz
Gabriellanak és Dr. Gecse Kingéanak az fMRI tanulmany elvégzéséért, Dr. Berta Gergelynek a
konfokalis mikroszkdpnal nyujtott segitségéét, Dr. Kuzma Monikanak a vizelet alkohol
munkatarsaknak és tamogatoknak, akik Pécsi Tudomanyegyetem Orvostudomanyi Kar,
Farmakolégiai ¢s Farmakoterapiai Intézetében eldsegitették a hatékony kutatasi kornyezet
kialakitasat.

Szeretném kifejezni dszinte haldmat és elismerésemet csaladomnak az allando szeretetiikért,
szilard tdmogatasukért és kitartd batoritasukért, amely még a legmélyebb pillanatokban is
vildgossagot arasztott az dton.

Végiil, koszonetemet fejezem ki annak a szamtalan ismerdsnek, baratnak és kolléganak, akik
tdmogattak minden kedvességiikkel. A hozzajarulasotok, barmilyen Kicsi is, nem maradt
észrevétlen, és mélyen értékeltem.

Ez a dolgozat a fent emlitett mindenki k6zds erdfeszitéseinek tantibizonysaga, és halas vagyok
mindenkinek a szerepért, amit betoltott.

20



