Zaro beszamolod

A migrénnel 6sszefliggd trigeminovaszkularis aktivacios halézatok vizsgalata

transzlacios megkézelitéssel ciml, 132587 szamu OTKA palyazathoz

Migrénes betegek — transzkriptomikai vizsgalatok

A projekt els6 évében a tervezettnek megfeleléen megkezdtik a vérmintak gydjtését
migrénes betegektdl fejfajas kozben (ictalis) és fejfajasmentes (interictalis)
idészakban. A vérmintakbdl periférias mononuklearis sejteket izolaltunk és Uj-
generacios RNS szekvenalast végeztink. A funkcionalis bioinformatikai analizis soran
mind az interictalis és ictalis mintak szignifikdnsan kulonboztek az egészséges
kontrolloktél. Az érintett folyamatok kozul a mitokondrialis funkcio és citokin hatasok a
kiemelendbek.

Rohammentes (interictalis) id6szakban huszonnégy, illetve nyolc roham alatti (ictalis)
minta gyllt 0ssze. Az interictalis, ictalis és kontroll csoportok k6zott demografiai és
klinikai jellemz6 tekintetében eltérés nem volt megfigyelhetd. Az interictalis vs.
egészséges 0Osszehasonlitasbol szarmazé DE gének ismertetése Az interictalis
csoportot 6sszehasonlitva az egészséges csoporttal, 163 differencialtan expresszalt
gént talaltunk (|FC|>1.5, p-érték <0,05). Az interleukin IL-13 (IL1B), a ciklooxigenaz 2
(COX2), a tumor nekrézis faktor (TNF) és szamos kemokin, példaul az IL-8 (IL8)
szerepelt az analizis soran feltart listan. Az ictalis vs. interictalis 6sszehasonlitasbol
szarmazo DE gének ismertetése Az ictalis - interictalis 0sszehasonlitasban 144 DE
gént detektaltunk (|JFC|>1.3, p-érték <0,05): 64 up-, 80 downregulalodott. A
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C like 1 (HNRNPCL1), az olfactory receptor
family 10 subfamily G member 2 (OR10G2) és az interleukin 20 receptor alegység
alfa (IL20RA) megtalalhatéak a DE gének toplistajaban. A hamis felfedezési arany
(FDR) korrekcioja utan két gén maradt a listaban, amelyek korrigalt p-értéke 0,25 alatt
volt: HNRNPCL1 és a cornichon family AMPA receptor auxiliary protein 3 (CNIH3). Az
ictalis vs. egészséges 0sszehasonlitasbol szarmazd DE gének ismertetése Az ictalis
mintakban az egészségesekhez képest 131 gén expresszidja volt eltérd (JFC|>1,5,
p<0,05): 118 up-, 13 downregulalédott. Az IL1B gén is érintett volt ebben az



0sszehasonlitasban, tobbek kozott a PTGS2, a TNF és az IL8 mellett. Mitokondrialis
diszfunkcio jellemzi a migrénes betegek periférias vér mononuklearis sejtjeit A DE és
az Osszes gén rangsorolt listdnak funkcionalis elemzése soran (GO, KEGG,
Reactome) betekintést nyertiink a migrénben esetlegesen szerepet jatsz6 funkcionalis
eltérésekbe, halozatokba és biologiai folyamatokba. Az egészséges csoportot a
rohammentes allapottal 6sszehasonlitva, a citokin és kemokin receptorok kotédése,
az interleukin-10 (IL-10) jelatvitel és az oxidativ foszforilacié érintettsége mutatkozott
szignifikansnak. A roham alatti és rohammentes id6szakokat Osszehasonlitva, a
hormon- és citokinaktivitas, az oxidativ foszforilacio és a 13 kemoszenzoros
receptorok voltak szignifikdnsan érintettek. Tovabba az ictalis-egészséges
0sszehasonlitasban az IL-4, IL-10 és IL-13, valamint a kemokin, a ndvekedési faktor
és a neuroaktiv ligand-receptor kolcsonhatasok szerepeltek. Az 6sszes gén rangsorolt
listajanak dusitasi elemzése statisztikailag szignifikansan az oxidativ foszforilacio
metabolikus utvonalat emelte ki az interictalisegészséges és az ictalis-interictalis
0sszehasonlitasban. A mitokondrialis mikodés mindkét 6sszehasonlitasban érintett
volt. Jelen tanulmany az elsd olyan traszkriptomikai analizis leirasat tartalmazza,
melyben az eredmények migrénes betegek vérébdl izolalt PBMC mintakbdl
szarmaznak, onkontrollos megvaldsitassal. Az ictalis és interictalis illetve egészséges
kontrollokbdl szarmazé mérések Osszehasonlitasa betegség- és fejfajas specifikus
valtozasok detektalasara egyarant lehet6séget nyujtottak. A vizsgalati elrendezés, a
felhasznalt PBMC mintak hianypodtldak az aktualis migrénhez kothet6 irodalomban.
Eredményeink arra utalnak, hogy fokozott gyulladasos és immunsejt-aktivitas,
valamint mitokondrialis diszfunkcio fontos szerepet jatszhat a migrénre valo6 hajlam és
a fejfajas kialakulasaban. A periférias vérben kimutatott génexpresszié valtozasok a
betegség szisztémas természetére utalnak. Tanulmanyunk eredmeényei Uj iranyvonalat
adhatnak a betegség diagnosztizalasban, tovabba novelhetik a jelenlegi terapias
potencial spektrumat: citokineket célz6 gyogyszerek vagy oxidativ stressz
csOkkentése értékes lehet a migrén kezelésében vagy profilaxisaban.

Migrénes betegek — metabolomikai vizsgalatok

A vérmintakbdl parhuzamosan feldolgozott plazmamintakbdl tdomegspektrometrias

meérést végeztink metabolitok mennyiségi és minéségi azonositasara. Célunk az volt,



hogy a migrénes betegek plazma metabolitszintjének valtozasait dnkontrollos modon
elemezzik a rohamok alatt és a rohamok kozott, hogy jobb betekintést nyerjunk a
mogottes metabolizmusbeli valtozasokba. Mellékbetegségek nélkuli migréneseket
toboroztunk, és 6t plazmamintat gyUjtéttink a fejfajas alatt (ictal) és tizenkettét a
fejfajasmentes idészakban (interictal). Hét kontrollmintat nyertink korban és nemben
illeszked6 egészséges oOnkéntesektdl. A mintakat nem célzott plazma-ujjlenyomat-
elemzéssel, tomegspektrometrias modszerrel elemezték. A célzott vizsgalatra
tervezett MxP® Quant 500 kitet is hasznaltak, amely lehetévé tette a kvantitativ mérést
€s a nem ceélzott elemzés eredményeinek validalasat.

Bizonyos metabolitok, mint a foszfatidil-kolin (PC) aa C34:1, PC aa C38:3,
szfingomielin (SM) C26:1, PC aa C32:0, PC aa C36:3, PC aa C42:4 és SM C24:1
megvaltozott a migrénes betegeknél. A marginalisan jelentés metabolitok, a PC aa
C32:0, a PC aa C34:1 és az SM C26:1 mind szignifikans t-test eredményeket (p< 0,05
és FDR < 0,1), mind alacsony empirikus p-értékeket mutatnak, ami arra utal, hogy
jelentéséguk van az interiktalis és a kontrollcsoportok megkulonboztetésében. Az
arachidonsav (AA) és a tetradecanedioinsav (DiCA (14:0)) szignifikans, t-teszt p-
ertékekkel és 0,01 alatti empirikus p-értékekkel. Amikor az interiktalis mintakat
parositott t-probaval hasonlitottuk 6ssze az iktalis csoporttal, a PC ae C44:4, Dopamin,
TG (18:0_34:3), Tryptophan betain, PC aa C38:4, Cer(d18:1/20:0), Spermidin,
Spermine, PC aa C38:6, PC ae C40:4 szignifikansan kulonbozott. Az alacsony
mintaszam miatt azonban egyik metabolit sem maradt szignifikans a tobbszoros
tesztelésre torténd korrekcio utan.

A lipid metabolitok, mint példaul az SM-metabolitok, példaul a ceramid,
kulcsfontossaguak a sejtek jelatvitelében, és befolyasolhatjagk a gyulladasos
valaszokat és az oxidativ stressz allapotat. Az SM-ek hozzajarulnak a sejtmembran
szerkezeti integritdsahoz is. A PC-k részt vehetnek a lipid-homeosztazisra és a
gyulladasra haté anyagcsere-utvonalakban. Az AA szélesebb kori metabolikus
diszregulaciora utal a migrénben. E metabolitok megvaltozott szintjei a lipidanyagcsere
egyensulyhianyat tukrozik, ami fokozott gyulladasos és fajdalomjelz6 utvonalakkal jar
egyutt. A spermin és a spermidin nélkulozhetetlenek szamos sejtfolyamathoz,
beleértve a transzkripcio és a transzlacié szabalyozasat, az ioncsatornak mikodéset,
a nitrogén-oxid-szintaz aktivitasat és a mitokondriumok védelmét. Eredményeink tehat
arra utalnak, hogy a lipidanyagcsere és a mitokondriumok mikodésének
egyensulyhianya jelentésen hozzajarulhat a migrénre valé hajlamhoz és a



patogenezishez.

Differencialtan kifejez6d6 géneket azonositottunk a fejfajaskor levett és a
fejfajasmentes mintak kozott, valamint a tinetmentes betegek és a kontrollok kozott.
Funkcionalis bioinformatikai elemzéssel kimutattuk, hogy a fejfajas alatt vett és a
fejfajasmentes mintakban a kontrollokhoz képest feldusult utvonalak kozé tartozott a
gyulladas, a citokinaktivitas és a mitokondrialis diszfunkcié. A migrénes betegeknél, ill.
a rohamok alatt eltér6 mennyiségben jelen lévé metabolitokat azonositottunk.
Transzkriptomikai és el6zetes metabolomikai eredményeink alapjan a fokozott
gyulladasos és immunsejt-aktivitas, valamint az oxidativ stressz szerepet jatszhat a

migrénre valo hajlamban és a fejfajas kialakulasaban.

Migrénes betegek — miRNS vizsgalat

A migrénes betegek PBMC mintaibol miRNS szekvenalast és kapcsolddd
adatelemzést végeztunk. El6zetesen azonositottunk differencialtan kifejez6d6 miRNS-
eket, amelyek mRNS célpontjait bioinformatikai modszerekkel azonositottuk.
Megkezdtik teljes Freund-féle adjuvans (CFA) altal kivaltott orofacialis gyulladas, mint
a trigeminalis érzékenyités patkany modelljében vérplazma metabolomikai vizsgalatat.
A migrénes betegektdl fejfajasos (ictalis) és fejfajas nélkuli (interictalis) peridusokban
gyUjtott mintakbdl szeparalt periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) a korabbi
RNS-szekvenalast kovetben kis RNS-szekvenalasnak vetették ala. Differencialisan
expresszaloddo miRNS-eket azonositottak a fejfajasos és fejfajasmentes mintak,
valamint a tunetmentes betegek és a kontrollok kozott. A miRNS-mRNS-célpont-
elbérejelzés és az utvonal-elemzés szamos olyan mRNS-t mutatott ki, amelyek az
immun- és gyulladasos valaszokkal (toll-like receptor és citokinreceptorok jelativtele),
a neuroinflammacioval és az oxidativ stresszel kapcsolatosak, amit az mRNS-
transzkriptomika is megerdsitett. Néhany eredményt korabbi metabolomikai

eredmeényeink is alatamasztottak.

Gyulladasos arcfajdalom patkanymodellje — transzkriptomika



Allatkisérletes vizsgalatainkban gyulladasos arcfajdalom modellt vizsgaltunk
patkanyokon és egereken, amelyben kozelebbrél a tachykininek koézé tartozé
hemokinin-1 expressziovaltozasat vizsgaltuk a trigeminus ganglionban. A hemokinin-1
expresszioja a gyulladas kovetkeztében fokozdédott a neuronokban és a szatellita glia
sejtekben is. Hemokinin-1 (Tac4) génhianyos egerekben csokkent szatellita gliamarker
expressziot mutattunk ki. Eredményeink alapjan a hemokinin-1 részt vehet az
arcgyulladas kovetkeztében kialakuld gliaaktivacioban a trigeminus ganglionban.

Az arcgyulladast komplett Freud adjuvans (CFA) bajuszparnaba injektalasaval
valtottuk ki (n=5-7/ csoport), a mechanonociceptiv kiiszébét Von Frey filamentummal
meértuk a 3. napon. A vérplazmabdl 106 metabolit folyadékkromatografias és 524
metabolit aramlasos injekcids analizisét végeztuk. A trigeminus ganglionban
differencialtan expresszalédo géneket Uj generacios szekvenalassal meghataroztuk, a
metabolomikai adatokkal egyutt elemeztuk. Bioinformatikai analizist Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) és Lipidmaps szoftverekkel végeztink.

A karnozin és szerotonin emelkedett, mig a triptofan, kynurenin, tirozin, fenilalanin,
aszparagin és metionin csokkent a CFA-kezelt patkanyokban. Az IPA elemzés a
sejtmikoddés, aminosav-anyagcsere, gyulladasos és immunmechanizmusok
érintettségét, a lipidanalizis a glicerolipidek, glicerofoszfolipidek, szfingolipidek és
szterol-lipidek downregulaciojat és a zsirsavak upregulaciojat mutatta. A differencialt
metabolitok és transzkriptom Osszevetése arc- és fejfajasban alkalmazott
gyogyszereket azonositott (pl), amely a modell transzlacids relevanciajat mutatja.

Az omikai megkozelités és komplex bioinformatikai elemzés hasznos platformot jelent
a gyulladasos trigeminalis aktivacié kulcsmediatorainak és célmolekulainak
meghatarozasara, a CFA-val kivaltott arcfajdalom patkanymodell validalasara. Az
azonositott utvonalakra hatd vegylletek tesztelése e modellben transzlacios
jelentéségi eredményeket hozhat.

Eredményeinket a 2023 juniusdban Matrahdzan megrendezésre keriild FAME
konferencian mutattuk be.: ALTERED AMINOACID, MONOAMINE AND
GLYCEROPHOSPHOLIPID METABOLITE PROFILE IN THE RAT PLASMA IN AN
OROFACIAL INFLAMMATORY PAIN MODEL, Krisztina Takacs-Lovasz, Timea Aczél,
Kata Bolcskei, Jozsef Kun, Mihal Ciborowski, Witold Bauer, Barna Vasarhelyi, Gellert
B. Karvaly and Zsuzsanna Helyes. A CFA injekcio beadasa utan 3 nappal az érintett
tertleten korulbelul 30%-os arcallodinia alakult ki. A CFA-val kezelt patkanyoknal

megnovekedett plazma szerotonin, karnozin, csokkent szarkozin €s metionin-szulfoxid



szintet mutattak ki a sooldathoz képest. A két csoport kozott szignifikansan
megvaltozott metabolitok listdja alapjan a Reactome-elemzés a Na*/Cl-fliggd
neurotranszmitter-transzporterek, az aminosav transzport a plazmamembranon
keresztul, a triptofan katabolizmus, az aminosavak és szarmazékaik
metabolizmusanak feldusulasat mutatta. A metaboanalizis megvaltozott fenilalanin-,
tirozin- és triptofan-bioszintézist, valamint triptofan-anyagcserét mutatott ki. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a metabolizmus-elemzés értékes betekintést nyujt a
fajdalommal kapcsolatos trigeminovaszkularis aktivacid mechanizmusaiba, és
hasznos platformot nyujthat a trigeminalis fajdalomallapotok, koztuk a migrén

vizsgalatahoz.

A Tac4 mRNS szintje az orofacialis allodiniaval parhuzamosan valtozott CFA-indukalt
gyulladast kovetben patkany trigeminalis ganglionban. A CFA-injektalt patkanyok
bajuszparna-teruletének =~ mechanonociceptiv.  kiszObe  mindharom  napon
szignifikansan csokkent a séoldattal kezelt patkanyokhoz képest, és a harmadik napon
érte el a minimumot. A Tac4 mRNS expresszios szintje a TG-ban korrelalt a von Frey-
klszob eltolodasaval, és a harmadik napon érte el a maximumat. 14 A CFA Tac4
MRNS upregulaciét okozott a patkany trigeminalis ganglion primer szenzoros
neuronjaiban és a szatellita gliasejtekben A Tac4 mRNS expressziojanak alap- és
megvaltozott szintjének vizsgalatara a patkany TG-ban so6oldat vagy CFA injekcidjat
kovetben fluoreszcens RNSscope in situ hibridizaciot végeztink. A Tac4
transzkriptumok els6sorban a szatellita gliasejteken és az érzékel6 neuronokon
lokalizalédtak. A CFA kezelés mindkét sejttipusban jelentés upregulaciét okozott. A
Tac4 pozitiv transzkriptumokat Schwann-sejteken is kimutattuk. Viselkedési tesztek
szorongasszerl viselkedésre utaltak a Tac4 génhianyos egerekben A Tac4 gén
hianyanak a viselkedésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara az orofacialis gyulladasos
modellt Tac4-/- egereken alkalmaztuk. A CFA beadasa szignifikdnsan csodkkent
mechanonociceptiv kiiszobot okozott egy és harom nappal az injekcié beadasa utan
mind a WT, mind a Tac4-/- egereknél. A séoldatos injekcié azonban hasonld, bar nem
szignifikans valtozasokat eredményezett. A WT és a Tac4-/- egerek kiszdbértékei
kozo6tt nem volt szignifikans valtozas. A sooldattal és CFA-val kezelt csoportok jobban
elkulonultek a WT egereknél. A CFA injekcié hatasara a spontan viselkedésben nem
tortént Iényeges valtozas (séoldat vs. CFA). A Tac4-/- egerek azonban kevesebb id6t

toltottek a nyitott aréna kdzéps6 zonajaban vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva, ami



szorongasszerl viselkedésre utal. A CFA Tac4 mRNS upregulaciét okozott az egér
trigeminalis ganglion primer szenzoros neuronjaiban és a szatellita gliasejtekben A
patkany TG-ban talalt Tac4 expressziohoz hasonléan, a Tac4 transcriptumat egéer TG
szenzoros neuronjaiban és szatellita gliasejtekben is kimutattuk. Tovabba, a CFA altal
kivaltott Tac4 upregulacio az egérben is megfigyelhet6 volt. CFA-indukalt valtozasok
a neuronalis és glia aktivacios markerek szintign a Tac4 génhianyos egerek
trigeminalis ganglionjaban WT egerekben a neuronalis FosB génexpresszid a
harmadik napra jelent6ésen megemelkedett az intakt mintakhoz képest. Azonban mind
a CFA injekcio, mind a sdéoldat beadasa novelte a FosB expresszios szintjét. A
sooldattal és CFA-val kezelt mintak kozotti kulonbségek csak az elsé napon voltak
szignifikansak. A Tac4-/- allatokban csak egy késdébbi idépontban, a hetedik napon
mutatott a FosB szignifikans emelkedést. A neuronalis marker upregulacidja a
harmadik és a hetedik napon szignifikdnsan alacsonyabb volt a Tac4-/- egerek
esetében, Osszehasonlitva a WT csoportokkal. Az intakt allatokban a
mikroglia/makrofag aktivacios marker (Aif1) alacsonyabb expresszios szintet mutatott
a génhianyos egerekben a WT csoporthoz képest. Kezelés hatasara az
SGCl/asztrocita aktivaciés marker minden csoportban minden napon megemelkedett
az intakt mintakhoz képest. A 15 CFA szignifikans emelkedést idézett el6 a WT
csoportokban a megfelel sooldattal kezelt csoporthoz képest az els6 és a harmadik
napon. Erdekes médon a gyulladdas nem okozott valtozast a Gfap szintekben a
génhianyos egerekben. A legtobb 0sszehasonlitas azt mutatta, hogy a Gfap mRNS
expresszios szintje a Tac4-/- csoportokban alacsonyabb volt. A neuroinflammaciohoz
kapcsolt gének kulonbozdképpen valtoztak a séoldattal vagy CFA-val kezelt Tac4
génhianyos és WT egerek trigemindlis ganglionjaban A WT és Tac4-/- egerek
bajuszparnajabol a CFA vagy sooldatos injekciot kdveté harmadik napon gydjtott TG
RNS mintakon NanoString nCounter® analizist végeztink. Az eredmeények kulonboz6
neuroinflammacioval kapcsolatos DE géneket és jelent6s sejttipus-specifikus
korrelaciokat mutattak ki. A séoldattal kezelt Tac4-/- csoportban 15 gén expresszidja
valtozott (9 up- , 6 downregulalédott) a soéoldattal kezelt WT mintakhoz képest.
Sooldattal valé kezelés elemzése mikroglia/macrofag és citotoxikus sejt-specifikus
szignifikans valtozasokat mutatott ki (Tac4 génhianyos csoport vs. WT csoport). A CFA-
val kezelt Tac4-/- csoportban 22 gén expresszidja valtozott (13 up-, 9
downregulalodott) a CFA-val kezelt WT csoporthoz képest (Tac4 génhianyos csoport
vs. WT csoport). A CFA kezelés elemzése a neutrofil granulocitakra specifikus gének



valtozasait mutatta ki a CFA kezelt Tac4-/- vs. CFA kezelt WT 6sszehasonlitasban.
Ebben a fejezetben eredményeink megerfsitettéek a Tacd mRNS jelenlétét a
trigeminalis ganglionban és annak expressziéemelkedését az orofacialis gyulladas
kovetkeztésben. Tac4 transzkriptumokat mutattunk ki a trigeminalis ganglion primer
szenzoros neuronjain, illetve gliasejtjein. Ezenkivul a Tac4 jelent6s gyulladas-indukalt
upregulaciojat mutattuk ki mind a neuronokban, mind a szatellita gliasejtekben,
melynek id6beni valtozasa az allodinia kialakulasaval parhuzamosan tortént, ami a
szenzitizacios folyamatban betoltétt potencialis szerepére utalhat. Osszefoglalva, jelen
eredményeink alatamasztjak a HK-1 jelent6ségét az orofacialis fajdalom hatterében
allé gyulladasos folyamatokban és a nociceptiv szenzitizacidban. Azt is kimutattuk,
hogy a HK-1 részt vesz a neuron-glia kolcsOnhatasokban fiziologias korulmeények
kozott és gyulladas kovetkeztében is. Eredményeink kizarolag mRNS szintd
expresszios valtozasokra szolgaltatnak bizonyitékot, ami a vizsgalat limitaciojat
képezi, azonban az ezzel parhuzamosan bekdvetkez viselkedésbeli valtozasok arra

utalnak, hogy a vizsgalt mRNS-ek fehérjetermékei is érintettek lehetnek.

Hemokinin-1 kezelés hatasa patkany trigeminalis gangliontenyészetben

A Tac4 transzkriptumok ko-lokalizalédtak az Aif1 (Iba1), Gfap, Olig2 expresszald
sejtekkel egerek vegyes gliasejt kulturain A Tac4 mRNS expresszié bazalis szintjének
vizsgalatara egér MGC-ben fluoreszcens RNSscope in situ hibridizaciot vegeztink.
Minden gliasejttipusban kimutathatéak voltak a Tac4 transzkriptumok, mind a
sejtmagban, mind a citoplazmaban. A koexpresszi6 nagyobb mértéki az
oligodendrocitakban és az asztrocitdkban, mint a mikroglia esetében. A hemokinin-1
kezelés radioaktiv 45Ca2+ felvételét indukalta a kevert gliasejt kulturakban Az MGC-
k HK-1-gyel torténd inkubalasa koncentraciéfuggd radioaktiv 45Ca2+ felvételhez
vezetett. Mig az 1 pyM HK-1 az ECS-hez képest novelni tudta a sejtek 45Ca2+
felvételét, addig az 5 yM HK-1 kezelés szignifikans bearamlast generalt. A hemokinin-
1 kezelés novelte a gyulladasos citokinek termelését A sejtkultura HK-1-gyel torténé
24 oras kezeléseét kovetben a feluluszébdl nem volt kimutathaté az IL-13. Az MCP-1
és a TNFa esetében szignifikans koncentracié emelkedést tapasztaltunk 5 yM-os HK-

1 kezeléssel. Bar a kulonb6zdé HK-1 kezelések nem befolyasoltak szignifikansan a



RANTES, KC és IL-6 szintjét, a megdfigyelt tendenciak hasonloak voltak a korabban
emlitett citokinekhez. A Tac4 mRNS jelenlétét mutatjuk ki egér agyszovetbdl szarmazé
gliasejtekben. Eredményeink az els6k, amelyek bemutatjak a Tac4 transzkriptumok
lokalizaciojat sejtszinten. Els6ként mutattuk ki, hogy tébb proinflammatorikus molekula
is részt vesz a HK-1 &ltal kdzvetitett jelatvitelben. igy eredményeink alatamasztjak,
hogy a gliasejtek aktivacidja mikrokornyezet formalasaval el6segiti a gyulladasos
progressziot. Fontos megjegyezni, hogy adataink sejtkulturakbdl szarmaznak, ezért
tovabbi in vivo validaciora van szikség.

Vizsgaltuk tovabba patkany trigeminalis primér ganglionsejt-tenyészetben hemokinin-
1 (HK-1) kezelés hatasara bekdvetkezd transzkriptomikai valtozasokat. A HK-1 a
tachykinin csalad tagja, amely részt vesz az immunoldgiai folyamatokban, a
gyulladasban és a fajdalomban. A neurokinin-1 receptor (NK1R) az irodalom szerint a
f6 célpontja, de szamos hatast jelenleg nem azonositott receptor(ok) kézvetitenek.
Ezért transzkriptomikai szinten megvizsgaltuk a HK-1 feltételezhetéen nem NK1R
kozvetitésl hatasait a trigeminalis ganglionsejtekre. A HK-1-et a sejteken alkalmaztuk,
ami kalcium bearamlast okozott ezekben a neuronokban. Az izolalt RNS-bdl kovetkezd
generacios RNS szekvenalast végeztunk, és a transzkriptomikai valtozasokat
elemeztik a differencialisan expresszalt (DE) gének azonositasa érdekében.
Funkcionalis elemzést végeztiink a gén annotalasahoz a Gene Ontology (GO), a Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és a Reactome adatbazisok
segitségével. Szamos olyan gént talaltunk, amelyek termékérél ismert, hogy részt
vesznek a kalcium jelatvitelben, a fajdalom jelatvitelében, a neuronalis tulélésben,
valamint a mielin termelésében és fenntartasaban.

NK1R és Neurokinin receptor 2 (NK2R) nem volt kimutathaté. A Neurokinin receptor 3
(NK3R) a kimutatasi hatar korul volt, ami arra utal, hogy mas NKR izoformak vagy mas
receptorok is részt vesznek a HK-1 altal kivaltott szenzoros neuronalis aktivacioban. A
protedz-aktivalt receptor 1 (PAR1) és az epidermdlis novekedési faktor receptor
(EGFR) DE géneket talaltunk a kalcium jelatvitelben. A transzmembran fehérje, az
anthrax toxin receptor 2 (ANTXR2), egy potencialis uj, fajdalommal kapcsolatos
célpont, felszabalyozott volt. A savérzékeld ioncsatorna 1; 3 (Asic1,3), az N-metil-D-
aszpartat (NMDA) és az alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA)
glutamat receptorok csokkentek, a mielin termelésével és fenntartasaval kapcsolatos
gének (Mbp, Pmp2, Myef2, Mpz) és a GNDF valtozott HK-1 kezelés hatasara. Adataink
a HK-1 id6- eés dozisfuggd hatasat mutattak TRG sejtkulturaban. Eredmeényunk a



kalcium jelatvitelt mutatta ki megvaltozott eseményként, azonban nem mutattunk ki
semmilyen NK receptort. Feltehetéen a TRG neuronok aktivacioja fuggetlen az NK
receptoroktdl. Az ANTXR2 egy potencialis uj célpont, a PAR-1-nek szintén fontos
szerepe van a fajdalomban, azonban a HK-1-gyel val6 kapcsolatuk ismeretlen.
Néhany kulcsfontossagu eredményunket qPCR segitségével is validaltuk. Ezek az
eredmények Uj célpontokat vagy kulcsfontossagu mediatorokat emelhetnek ki annak
megoldasara, hogy a HK-1 hogyan hat a TRG-re. Eredményeinket kozzétettuk:
Takécs-Lovész K, Aczél T, Borbély E, Széke E, Czuni L, Urban P, Gyenesei A, Helyes
Z, Kun J, Bélcskei K. Hemokinin-1 induces transcriptomic alterations in pain-related
signaling processes in rat primary sensory neurons independent of NK1 tachykinin
receptor activation. Front Mol Neurosci. 2023 Oct 27;16:1186279. doi:
10.3389/fnmol.2023.1186279. PMID: 37965042; PMCID: PMC10641776.

F6bb eredményeink 6sszefoglalasa

A trigeminovaszkularis rendszer els6dleges és masodlagos szenzoros

o

neuronjainak szintjén leirtunk up- és downregulalt géneket, amelyek szerepet
jatszhatnak a periférias és kOzponti szenzitizacios mechanizmusokban.

o A neuronalis szovetekben észlelt valtozasokhoz hasonlo transzkriptomikai
valtozasokat mutatunk ki a periférias vér mononuklearis sejtjeiben. Ezek az
eredmények Uj perspektivakat nyithatnak és tovabbi vizsgalatokat indithatnak
el a trigeminalis fajdalombetegségek kutatasaban.

o Migrénes betegek ictalis és interictalis mintaibol izolalt mononuklearis sejtjeit
transzkriptomelemzésnek vetettlik ala. E csoportok egészséges kontrollokkal
val6 Osszehasonlitasa lehet6vé tette mind a betegség-, mind a
fejfajasspecifikus valtozasok azonositasat, és feltarta a gyulladasos utvonalak
fontossagat, valamint a kulonb6zd citokinek potencialis hozzajarulasat a
migrénre val6 hajlamhoz.

o Eredmeényeink tovabba a mitokondrialis diszfunkcid, az oxidativ stressz, a
citokin- és az immunaktivitas lehetséges szerepére utalnak a migrénben.

o Kimutattuk a Tac4 mMRNS expressziojat és lokalizaciojat sejtszinten a
trigeminalis ganglion szenzoros neuronjain és a gliasejtek minden tipusan.

Tovabba, a Tac4 jelentds gyulladasindukalt upregulaciojat mutattuk ki mind a



neuronokban, mind a szatellita gliasejtekben. Eredményeink alatamasztjak a
HK-1 jelentGségét az orofacialis fajdalom hatterében allé6 gyulladasos
folyamatokban és a nociceptiv szenzitizacioban.

Megerdsitettik a Tac4 mRNS jelenlétét, illetve a transzkriptumok sejtszinti
lokalizaciojat sejtmagban és citoplazmaban oligodendrocitak, asztrocitak és
mikroglia esetében is.

Kimutattuk, hogy a HK-1 altal kozvetitett jelatvitelben gyulladasos molekulak,
féként az MCP-1 és a TNFa, esetleg a RANTES, KC, IL-6 is részt vesznek.

A PACAP-38 noveli az intracellularis Ca2+ szintet és elinditja a kapcsol6do
jelatviteli eseményeket, amelyek valészinileg fuggetlenek a PAC1 és VPAC1/2
aktivaciotol, mivel a PACAP(6-38), amely ismert, hogy ezeknél a célpontoknal
antagonistaként muakodik, hasonlé valtozasokat indukal. A transzkriptomikai
valtozasok féként mitokondrialis diszfunkcidkat mutatnak, mint példaul a Ndufb6
és TRPMB8 lecsokkent kifejezbdeése.

Az HK-1 koncentracio- és id6épontfiggd hatasokat gyakorol a trigeminalis
els6dleges érzékszervi neuronokra. Megvaltozott mitokondrialis ATP szintézis,
oxidoreduktaz aktivitas, valamint mas utvonalak, mint a T-sejt-medialt
immunitas pozitiv szabalyozasa, neutrofil kemotaxis és leukocitak adhézidja a
vaskos endotél sejtekhez, amelyek potencialis immunmodulalé és glia-,
Schwann-sejtek- és makrofagokkal kapcsolatos hatasokat jeleznek, amelyek
hatassal vannak az HK-1 szerepére a glia-neuron kommunikacioban.

Az inflammacios orofacialis fajdalom patkanymodellben csdkkent aminosav
anyagcsere és bioszintézis, valamint csokkent lipid anyagcsere figyelheté meg
a plazma metabolitok alapjan, ami potencialisan a csokkent mitokondrialis
folyamatokkal van 6sszefliggésben.

Az interictalis plazmamintakban a migréneseknél a PCs, SMs, arachidonsav
enyhén szignifikansan emelkedett. Az ictalis fazisban nem tudtunk szignifikans
metabolomikai valtozasokat kimutatni, amely valoszinlleg az alacsony

mintaméret miatt tortént.



