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Bevezetés

A gerincveloi szintii nociceptiv informdciofeldolgozas alapjai

A fajdalom nem csupan kellemetlen érzés, hanem nagyon fontos
figyelmezteto jel is, mely védi az €16 szervezetet a stlyosabb karosodastol
vagy akar a pusztuldstol. A tartésan fennalld fajdalom viszont — eredeti
céljan tullépve — stlyosan korlatozhatja az egyén megszokott életvitelét. A
fajdalom hatékony és korszerii csillapitasa csak tigy képzelhetd el, ha egyre
jobban megismerjiik azokat a gerincvel6i €s agyi neuronhal6zatokat,
idegpalydkat, neurotranszmittereket és neuromoduldtorokat, melyek a
fajdalom kialakulasaért és sokszor kronikussa valasaért feleldsek.

A fajdalomérzés létrejottét illetden kétféle szemléletmod terjedt
el: a konvergencia és a specificitas elmélet. A szenzoros informacid utjat
végigkdvetve a periférids receptortdl egészen az agykéregig mind a
specificitdas, mind a konvergencia megnyilvanulasara talalunk példat. A
konvergencia elmélet szerint a szomatoszenzoros aktivitas sajatos
mintizata, a bizonyos neuronokon konvergald kiilonb6z6 modalitast és
intenzitasu szenzoros informaciok ereddje hatarozza meg, hogy valamely
érzést fajdalomként éliink-e meg. Gerincveldi szinten a konvergencia
elmélet kozéppontjaban a hatso szarv mélyebb laminaiban és az intermedier
sziirkeallomanyban (lamina I1I-VI) elhelyezked6 un. ,,wide dynamic range”
(WDR) neuronok allnak, melyek a periféria feldl fajdalmas és nem-
fajdalmas stimulusokat egyarant fogadnak. A specificitas elve értelmében a
fajdalmat, ill. annak kiilonféle modalitdsait eleve erre a célra ,,szant”,
specifikus periférids (receptorok, periférias idegek) és centralis struktirak
(neuronok, palydk, magok és kérgi mezok) tovabbitjak és dolgozzak fel. A
specificitas elmélet jelentés mértékben kotddik a lamina I neuronjaihoz:
ezek a sejtek tobbnyire nociceptiv-specifikusak, €s kozvetlen nociceptiv
primer afferens bemenettel rendelkeznek.

A nociceptiv informacié elsdsorban a myelinhiively nélkiili C, ill.
a vékony myelinhiivellyel rendelkez6 Ad rostokon keresztiil érkezik meg a
gerincvel® hatsd szarvaba. A nociceptiv primer afferensek tilnyomo
tobbsége a feliiletes laminak (lamina I-II) teriiletén végzodik. A primer
afferensek elsddleges neurotranszmittere a glutamat, de a C rostok egy
részében szamos peptid is kimutathato. Ezek koziil a fajdalomkutatasban
legintenzivebben tanulmanyozott fehérjék a kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP), a ,.,fajdalom transzmitterként” is emlegetett P anyag (substance P,
SP) ¢és a galanin (GAL).



A lamina 1 idegsejtjeinek kevesebb mint 5%-at alkotjak
projekcids neuronok, a tobbség serkentd vagy gatld interneuron. A lamina I
idegsejtjeit — a projekcios sejteket €s interneuronokat egyarant — a
horizontalis sikban mutatott morfoldgiai megjelenésiik alapjan fuziform,
piramis alaka és multipolaris csoportokba sorolhatjuk. Macskaban a
morfologia és a funkcid bizonyos foku Osszefiiggését irtdk le: a fuziform
sejtek tobbsége nociceptiv-specifikus, a piramis alakli neuronok nem
fajdalmas hidegre reagalnak, mig a multipolaris sejtek nociceptiv-
specifikusak vagy polimodalis nociceptivek.

A peptiderg primer afferensekbdl felszabaduldé SP hatasa a
neurokinin 1-receptoron (NKIR) keresztill érvényesiill. A lamina I
interneuronjainak mintegy 45%-a, a projekcios sejteknek pedig tobb mint
80%-a exprimalja az NKIR-t. Az NKI1R-pozitiv sejtek fontos szerepet
toltenek be a centralis szenzitizacio kialakitdsaban, s ezaltal a kronikus
fajdalom szindromak létrehozasaban és fenntartasaban.

Az excitatoros interneuronok glutamatergek, de kiilonféle
peptideket — mint példaul SP-t, szomatosztatint (SOM), neurotenzint (NT)
— tartalmazhatnak, mig a gatlé interneuronok GABA- és/vagy glicinergek.

A gerincveld hatsd szarvdba érkezd és ott feldolgozott nociceptiv
informacioét részben a lamina [ (tobbségében nociceptiv-specifikus),
részben a lamina II-VI (tSbbnyire WDR tipusu) projekcidés neuronjai
tovabbitjdk a supraspinalis kozpontok — thalamus, lateralis parabrachialis
area, caudalis ventrolateralis medulla, periaqueductalis sziirkeadllomany —
iranyaba.

A feliiletes lamindkban zajlo nociceptiv informaciofeldolgozas az
agytorzs feldl leszalld noradrenerg és szerotoninerg rostok kontrollja alatt
all.

CART peptid és a nocicepcioban betdltott szerepét valoszintisito
adatok

Akut kokain- és amfetaminbevitelt kdvetéen a patkanyokban
Douglass és munkatarsai 1995-ben egy 0j mRNS-t talaltak, melynek
koncentracidja a striatumban a pszichostimulansok hatasara az eredeti érték
3-4-szeresére emelkedett. Hamarosan nyilvanvalova valt, hogy a transzkript
alapjan termel6dé CART peptid (ill. a kiilonféle splice-variansoknak ¢és a
poszttranszlaciés modosulasoknak kdszonhetden tulajdonképpen egy egész
peptidcsalad) a legkiilonfélébb élettani folyamatokban jatszik szerepet. A
CART megtalalhatd a mezolimbikus jutalmazo-megerdsitd rendszerben,
hatassal van a taplalékfelvételre ¢és energiahdztartdsra, modulalja a

2



stresszreakciot, befolyasolja a sziv- és keringési rendszer, valamint a
tapcsatorna miikodését, a legujabb adatok szerint pedig szerepe van a
csontanyagcsere ¢€s az immunvalasz szabalyozasaban, s mindezeken tul
neuroprotektiv hatastnak is bizonyult.

A CART peptid jelenlétét szamos kozponti idegrendszeri
terlileten kimutattdk. Stri CART-immunreaktiv rostfonatot irtak le a
patkany gerincveld cervicalis €s thoracalis szegmentumaiban, ill. az egér
gerincveld teljes hosszaban a feliiletes laminak, de kiillondsen a lamina I
teriiletén. Viselkedési tesztekben az intrathecalisan adott CART peptid
fokozta a termalis hyperalgesiat, jelentdsen potencirozta a morfin
analgetikus hatasat és mérsékelte az idegsériiléses eredetli kronikus
fajdalom tiineteit. /n vivo €s in vitro kisérletekben a CART jelentésen
fokozta az NMDA-glutamaterg transzmissziot, de nem befolyasolta a
glutamat AMPA-tipust receptoron keresztiil kifejtett pronociceptiv, ill.
sejtszintl hatasait.

Mindezen eredmények a CART peptid lehetséges szerepét
valoszinlsitették a nociceptiv informaciofeldolgozasban. Ugyanakkor
ismeretlen volt, hogy mindez pontosan hogyan torténik, €s milyen
kapcsolatrendszereken keresztiil illeszkedik a CART peptid a gerincveld
fajdalmas stimulusokat fogado, feldolgozo és tovabbitd neuronhaldzatainak
mitkddésébe.

Célkitiizések

A gerincveld egyes szegmentumai funkciondlisan jelentds
kiilonbségeket mutatnak. Tekintettel arra, hogy a CART-immunreaktiv
struktirdkat a gerincveld teljes hosszaban csak egérben irtdk le, és
patkanyban csak a cervicalis és thoracalis szegmentumokrol publikaltak
ilyen jellegli adatokat, els6 1épésben a CART immunfestddést a patkany
gerincveld teljes hosszaban meg kivantuk vizsgalni.

Célunk volt annak meghatarozasa, hogy a patkdny gerincveld
hats6 szarvaban a feliiletes laminakban koncentraldodo, erésen CART-
immunpozitiv fonat rostjai honnan szdrmaznak: primer afferens, lokalis
interneuron vagy leszallo palya eredetiick-e, és ha igen, ezek mely
altipusaihoz tartoznak.

A lamina 1 CART-immunreaktiv terminalisait elektron-
mikroszkopos szinten is vizsgaltuk: arra kerestiik a valaszt, szinaptizalnak-e



a hats6é szarvban, s ha igen, milyen tipust szinapszisokat hoznak létre, s
mik a posztszinaptikus targetek.

Mivel a CART-immunreaktiv rostok legsiiriibben a lamina I
teriiletén vannak jelen, s mert ugyanitt talalhatok azok a projekcios sejtek,
melyek a nociceptiv informaciot a supraspinalis kozpontok iranyaba
tovabbitjak, felmeriilt a kérdés: a CART-erg rostok kozvetleniil végzddnek-
e a projekcios sejteken, ill. preferaljak-e ezek valamely neurokémiai vagy
morfologiai altipusat.

Modszerek

Minden kisérletet 280-320 g tomegii, him Wistar patkanyokon
végeztiink.

A CART peptid gerincveldi megoszlasanak tanulmanyozasa
céljabol fluoreszcens immunhisztokémiai reakciot végeztiink CART peptid
ellen termelt antitesttel a patkany gerincveld cervicalis, thoracalis, lumbalis
&s sacralis szegmentumaibol készitett transzverzalis metszeteken.

A CART peptid tartalmu rostok eredetének vizsgalatahoz
lumbalis szegmentumokbol szdrmazod metszeteken tobbes fluoreszcens
immunhisztokémiai reakciokat végeztiink a primer afferensekre, lokdlis
interneuronokra ¢és leszallo palydkra jellemzé markerekkel. Neurokémiai
markerek segitségével a primer afferensek kiilonbozé altipusait
kiilonithetjiik el. A C rostok esetében peptiderg (CGRP-t exprimald) és
nem-peptiderg (a Bandeiraea simplicifolia B4 izolektint — IB4 — nagy
affinitassal kotd) populaciokrol beszélhetiink. A veldhiivelyes rostok nem
rendelkeznek intrinzik markerrel, de azonosithatok azaltal, hogy a
periférias idegbe injektalt kolera toxin B-alegységet (CTb) felveszik, s
transzganglionarisan a gerincvelOben 1évé terminalisokba szallitjak, ahol az
immunhisztokémiai modszerekkel kimutathatd. A gerincveld hatso
szarvanak excitatoros interneuronjai a VGLUT2 vezikularis glutamat
transzporter 2 mellett kiilonféle peptideket — SP-t;, SOM-t, NT-t —
tartalmaznak, mig a gatld interneuronok a VGAT vezikularis GABA
transzporter jelenléte alapjan, ill. a GLYT2 glicin transzporter 2
segitségével azonosithatok. Az agytorzs felél leszallo szerotoninerg
palyakra az 5-HTT szerotonin transzporter jelenléte jellemzd, mig a
noradrenerg rostok a dopamin-f-hidroxilazt (DBH) exprimaljak.
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A primer afferensek neuropeptid tartalmat CART, CGRP, SP és
GAL antitestekkel négyes immunfluoreszcens jel6léssel tanulmanyoztuk.

A CART-immunreaktiv rostok és a lamina I-ben elhelyezkedd
kiilonb6z6 morfologiaju és neurokémiaji projekcios sejtek kapcsolatanak
vizsgalata céljabol CTb-t injektaltunk a lateralis parabrachialis areaba,
ahonnan a lamina I projekcids sejtjei retrograd axontranszporttal jelolddtek.
A lumbalis szegmentumok horizontalis metszetein CTb, CART, CGRP ¢és
NKIR antitestekkel négyes immunfluoreszcens reakciot végeztiink, és a
projekcids sejtek 3D rekonstrukcioja utan meghataroztuk a rajtuk végzodo
primer afferens, ill. interneuronalis eredeti CART-erg végzddések
feliiletegységre vonatkoztatott stirtis€gét.

A konfokalis optikai sorozatmetszetek szkenneléséhez egy Bio-Rad
Radiance 2100 Rainbow konfokalis 1ézerpasztazd rendszerrel felszerelt
Nicon Eclipse E800 mikroszkdépot, a kolokalizacids analizisekhez ¢és a
projekcids sejtek térbeli szerkezetének rekonstrudlasahoz a Neurolucida for
Confocal 4.34 szoftvercsomagot (MicroBrightField, USA) hasznaltuk.

Az ultrastruktiralis és szinaptologiai vizsgalatokhoz a CART-
tartalmu rostokat vagy immunperoxidaz reakcioval, vagy az un. eziist-
intenzifikalt arany technikéaval jeldltiik.

Eredmények

A CART festddést a cervicalistol a sacralis szegmentumokig
lehetett kovetni: A legintenzivebb CART immunreaktivitast a gerincveld
feliiletes laminaiban, de legfoképpen a lamina I-ben lattuk, s a mélyebb
lamindk felé¢ haladva a CART immunjel6lés drasztikusan csokkent.
Kisszamtit CART-pozitiv sejtet lehetett megfigyelni a canalis centralis
koriil. A korabbi megfigyeléseknek megfelelden erdsen festddod sejtek és
rostok voltak lathatok a thoracalis szakaszon az intermediolateralis
oszlopban is.

A lamina I teriiletén a legtobb CART-erg végzodés primer
afferens eredetlinek bizonyult, s a terminalisok a CART és CGRP mellett
SP-t vagy SOM-t is tartalmaztak. A lamina II-ben megnétt az
interneuronalis CART-erg boutonok aranya: ezekben a VGLUT?2
transzporter és a CART mellett a SP és/vagy SOM szintén el6fordult. A
CART kolokalizacidja hianyzott vagy mennyiségileg elhanyagolhatd volt

5



IB4-gyel, CTb-vel, NT-vel, VGAT-tal és GLYT2-vel (1. tablazat). Az a
tény, hogy a SP és/vagy a SOM mind a CART-tartalmu primer
afferensekben, mind a CART-erg interneuronokban megtalalhato, azt
sugallja, hogy a CART nem csak a glutamaterg transzmissziora, de a SP és
a SOM felszabaduldsara €s hatdsara is befolyast gyakorolhat.

A lamina I véletlenszertien kivalasztott CGRP-immunreaktiv
termindlisai csaknem mindegyike SP-pozitiv is volt, €¢s a CART peptid a
CGRP/SP-immunpozitiv végzddések kozel felében wvolt jelen. Ezen
terminalisok tilnyomoé része GAL-t is tartalmazott (2. tablazat). A CART
ill. GAL-tartalmi nociceptiv peptiderg afferensek kozott jelentds atfedés
van, ami a két peptid kozott akar pre-, akar posztszinaptikus interakciot
lehetévé tehet mind akut, mind krénikus fajdalom esetén.

1. tablazat: A CART peptid kolokalizaciéja primer afferens, interneuron és
leszallé palya markerekkel a lamina I-II-ben. Minden értéket %, atlag+szoras
alakban adtunk meg.

Markerek Lamina I Lamina IT
Primer afferensek
Peptiderg afferensek
substance P-tartalmn CGRP+, SP+ 62,7+0,9 339+1,3
szomatosztatin-tartalmua CGRP+, SOM+ 9,9+1,2 0,9+0,3
Nem-peptiderg C afferensek =~ CGRP-, IB4+ 0 0
Ad nociceptiv afferensek CTb+ 0 0
Glutamaterg primer
afferens és interneuronalis VGLUT2+ 57,2+4,3 48,8+ 8.4
végzbdések
Interneuronalis végzédések
substance P-tartalmu CGRP-, SP+ 17,1+0,1 33,9+2,7
szomatosztatin-tartalma CGRP-, SOM+ 15,3+1,8 25,5+ 1,4
neurotenzin-tartalma NT+ 3,2+0,5 3,4+0,2
GABA-erg VGAT+ 2,4+0,4 6,5+1,7
glicinerg GLYT2+ 0 0
Leszallé axonok
szerotoninerg 5-HTT+ 0 0
noradrenerg DBH+ 0 0




2. tablazat: A CART és a GAL elofordulasi gyakorisaga a peptiderg primer
afferensekben, és a két peptid kolokalizaciéjanak mértéke a lamina I
terminalisaiban

Peptiderg (CGRP-t exprimal6) primer

. o .
afferens végzédések a lamina I-ben Atlag, % Standard hiba

CGRP+ 2,1 0,5
CGRP+/ SP+ 11,4 0,9
CGRP+/ SP+/CART+ 7,0 1,5
CGRP+/ SP+/ GAL+ 39,1 1,6
CGRP+/SP+/CART+/ GAL+ 41,5 0,6
CART-erg végziodések a lamina I-ben Atlag, % Standard hiba
CART+/ CGRP+/ GAL+ 58,1 4,0
CART+/ CGRP+/ GAL- 21,6 7,4
CART+/ CGRP-/ GAL+ 8,6 1,9
CART+/ CGRP-/ GAL- 11,8 3,9

Elektronmikroszkopos  vizsgélataink szerint a  CART-
immunreaktiv terminalisok féleg aszimmetrikus szinapszisokat hoztak 1étre
a feliiletes lamindk neuronjaival, ill. azok dendritjeivel. Az eziist-
intenzifikalt arany technika alkalmazasakor a jelolt CART-tartalmi
terminalisok jorésze a primer afferensekre jelemzd, Gn. large dense core
vezikulakat is tartalmazott.

Megfigyeléseink szerint minden kivalasztott spinoparabrachialis
neuronon végzddtek CART-, ill. CART/CGRP-tartalmii  rostok.
Analiziseink alapjdn a CART-erg, ill. CART/CGRP-erg terminalisok
stirlisége a projekcios neuronok minden altipusaban igen tag hatarok kozott
ingadozott. Az analizisek szerint a CART-erg, ill a CART/CGRP-erg
boutonok denzitdsa hasonld volt az NKI1R-pozitiv, ill. NKI1R-negativ
neuronokon, és a bouton denzitast az NKIR-immunreaktiv fuziform,
piramis alakll és multipolaris projekcids neuronokon Osszehasonlitva sem
volt a kiilonbség szignifikdns. Ugyanakkor az NKIR-t exprimalo
spinoparabrachialis neuronokon egyértelmiien magasabb volt a CART-ot
nem tartalmazd6 CGRP-pozitiv végzddések denzitdsa, mint az NKIR-
negativ sejteken, de az NK1R-pozitiv csoport fuziform, piramis alaka és
multipolaris tipusai kdzott nem volt szignifikans eltérés (3. tablazat).



3. tablazat: A CART-erg (CART+/CGRP+ és CART+/CGRP- egyiittesen), a
CART/CGRP-tartalmi (CART+/CGRP+) és a CGRP-t CART nélkiil
exprimalé (CART-/CGRP+) végzdodések sejtfelszini denzitisa a lamina I
projekciés neuronok kiilonb6z6 neurokémiai és morfolégiai altipusain

CART+ CART+/CGRP+ CART-

terminalisok denzitasa
(atlag +SEM; min.-max.; bouton/1000 pm?)

. 21,0+1,5 13,4+ 1,9 23.6+1.4
NKIR-pozitiv sejtek 5.3 -69,6 17 60,1 16432
fusiform 20,1 +£2.4 12,134 233+22
uztto 52537 3,0 45,6 11,7-392
o 247 +3,1 18,6 £4.0 232+2.,6
piramis ataku 6,7 — 69,6 1,7-60,1 1,6 —42.8
multinolaris 17,9+£2,.2 9,9+25 24,0+2,3
wihp 6.4—588 3.1 -48,6 72432

. 21,7£3,0 11,8+24 128+1,6
NKI1R-negativ neuronok 8.1 48.6 43267 5.6—21.0

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a CGRP/SP-tartalmi
nociceptiv primer afferenseknek legalabb két — nagy valosziniiséggel
funkcionalisan is kiilonb6z6 — szubpopulacidja létezik: a CART-ot nem
tartalmazo tipus preferalja az NKI1R-immunpozitiv projekcios sejteket az
NKI1R-t nem exprimalokkal szemben, mig a CART-tartalmiit CGRP/SP
rostok nem szelektiven végzddnek a lamina I NKI1R-pozitiv és NKIR-
negativ spinoparabrachialis neuronjain.

Kovetkeztetések

Kutatasi eredményeink a CART peptid gerincveldi szintii
nociceptiv  informaciofeldolgozasban betoltétt szerepének anatomiai
alapjait képezik:

(1) a CART peptid nagy mennyiségben van jelen a gerincveld
teljes hosszaban a hatsé szarv feliiletes laminaiban, melyek a fajdalmas
ingerek feldolgozasanak kiemelt jelentOségii teriiletei;

(2) a CART a lamina I teriiletén végz6d6 CGRP és SP-tartalmu, s
az utobbi peptid jelenléte miatt nociceptivnek tartott peptiderg C primer
afferensek egy jelentds részében megtalalhato;
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(3) a CART jelentés mértékii kolokalizaciot mutat a galaninnal,
melyet a kronikus fajdalom szindrémakban az egyik legfontosabb szerepet
jatszoé peptidnek tartanak;

(4) a CART-eg rostok kozvetlenlil végzédnek a lamina I
projekcids neuronjain, melyek tobbségiikben nociceptiv informaciot
tovabbitanak a supraspinalis teriiletek felé.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak megvalaszolasara, hogy
az NMDA glutamaterg transzmissziot fokozdo CART peptid képes-e
befolyasolni a lamina I neuronjain kialakulé hosszitavii potencirozast
(LTP), s igy szerepe lehet-e a kronikus fajdalom kialakulasaban vagy
fenntartasaban. Ugyancsak indokolt annak tanulméanyozasa, milyen médon
Iép interakcioba a CART a napjainkban leghatékonyabbnak tartott
fajdalomcsillapitokkal, az opiatokkal. A CART nocicepcidoban betdltott
szerepének tisztazdsdhoz nagymértékben jarulna hozza, ha sikeriilne
receptorat vagy receptorait azonositani. A késébbiekben pedig a receptoron
hat6 szelektiv vegyiiletek 6nmagukban vagy a ma ismert analgetikumokkal
kombinalva hozzajarulhatnak a fajdalom hatékonyabb terapiajahoz.
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