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Antimigrenoézny ucinok A9 - tetrahydrokanabinolu u
samic potkana

Abstrakt

Sucasné antimigrendzne liecby maju obmedzent Uc¢innost a mnohé vedlajsie Gc¢inky. Hoci neoficialne
dokazy naznacuju, Ze marihuana je uZitocnad pri migréne, tato hypotéza nebola testovanad v
kontrolovanom experimente. Tato Studia teda testovala, ¢i poddvanie A 9-tetrahydrokanabinol (THC)
vyvolava u samic potkanov antimigrendzne ucinky. Mikroinjekcia alylizotiokyanatu agonistu TRPA1
(AITC) do dura mater vyvolala bolest podobnu migréne pocas 3 hodin, merané stlacenim chodu kolesa
domacej klietky. Sucasné systémové podavanie 0,32, ale nie 0,1 mg/kg THC zabranilo depresii chodu
kolies vyvolanej AITC. Avsak davka 0,32 mg/kg bola nelc¢inna pri podani 90 mintGt po AITC. Podavanie
vysSej davky THC (1,0 mg/kg) stlacilo chod kolesa bez ohladu na to, ¢i potkanom bola podana injekcia
AITC alebo nie. Sprava CB 1, ale nie CB 2antagonista receptora zoslabil antimigrendzny ucinok THC.
Tieto Udaje naznacuju, ze: 1) THC zniZuje bolest podobnu migréne, ked sa podava v spravnej davke
(0,32 mg/kg) a Case (bezprostredne po AITC); 2) Antimigrendzny ucinok THC je sprostredkovany CB 1
receptormi; a 3) Kolesovy beh je i¢innou metddou na hodnotenie lieCby migrény, pretozZe iba liecba
spOsobujuca antinocicepciu bez rusivych vedlajSich Gcinkov obnovi normalnu aktivitu. Tieto zistenia
podporuju neoficidlne dékazy o pouziti kanabinoidov na lie¢bu migrény u fudi a implikuju receptor CBi
ako terapeuticky ciel pre migrénu.
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Uvod

Migréna je charakterizovana silnou bolestou hlavy a zvysenou citlivostou na zmyslové podnety, ¢o
vedie k depresii beznych dennych aktivit. Napriek prevalencii a zavaznosti primarnych poruch hlavy je
liecba migrény prekvapivo obmedzend. V sucasnosti dostupné profylaktické a abortivne terapie
zvladaju menej ako 50 % pripadov migrény v dosledku nedostatocnej uUcinnosti alebo nepriaznivych
vedlajsich ucinkov (napr. nevolnost, zavraty, ospalost) ( Diener a kol., 2015 ; Stovner a kol., 2009 ).
Okrem toho, ucéinné lieky, ktoré sa pouzivaju opakovane (napr. triptany, namel, NSAID), mozu viest k
bolesti hlavy z nadmerného uZivania liekov, ¢o je stav, pri ktorom sa bolesti hlavy menia z epizodického
na chronicky a intenzivnejsi ( Dodick a Freitag, 2006). Existuje teda kriticka potreba identifikovat a
pouzit nové ¢inidla proti migréne.

Vzhladom na hlasené terapeutické prinosy kanabinoidov, ako je A9 - tetrahydrokanabinol (THC) pre
Siroku skalu bolestivych stavov ( Chiou a kol., 2013 ; Craft a kol., 2013 ; Karst a kol., 2010 ; Kraft, 2012
; Maione a kol., 2013 ; Milstein a kol., 1975 ; Noyes a Baram, 1974 ; Noyes a kol., 1975 ), nie je
prekvapujuce, Ze niektori ludia pouzivaju marihuanu ako liecbu migrény ( el-Mallakh, 1989 ). Prieskum
skiimajuci dévody samolie¢by kanabisom v Nemecku, Rakusku a Svajéiarsku odhalil, 7e 10,2 %
respondentov ho uzivalo na migrénu a bolest hlavy (Schnelle a kol., 1999 ). Uvadza sa tiez, Ze lekarska
marihuana znizuje frekvenciu migrén ( Rhyne et al., 2016 ). Predklinicky vyskum naznacuje, Ze
kanabinoidy m6zu modulovat bolest pri migréne inhibiciou aktivity vstupov A- a C-vldkna z dura mater
prostrednictvom aktivacie kanabinoidnych receptorov typu 1 (CB1 ) ( Akerman et al., 2007 ). Hoci su



tieto udaje slubné, nie sme si vedomi Ziadnej Studie, ktora by systematicky skimala antinociceptivnu
ucinnost THC na zvieracom modeli migrény.

Migrénu je tazké studovat na laboratérnych zvieratach, pretoze bolest sa vyskytuje bez poskodenia
tkaniva ( Strassman a Burstein, 2013 ). Mechanicka alodynia sluZila ako primarne zavislé meranie
bolesti hlavy u laboratérnych zvierat, ale alodynia je skor markerom progresie migrény ( Burstein a
kol., 2004 ; Harris a kol., 2017 ; Louter a kol., 2013 ) skor ako bolest hlavy ako taka . a alodynia sa
klinicky hodnoti len zriedka ( Mathew et al., 2004 ). NavySe, mechanickd alodynia méze trvat dlhsie ako
bolest hlavy a méze sa vyskytnut pocas interiktalnych obdobi ( Auggia, 2012). Na rozdiel od alodynie
je znizenie rutinnej fyzickej aktivity spdsobené migrénou diagnostickym kritériom, ktoré méze byt
klinicky relevantnejSie a da sa lahko posudit na laboratdrnych zvieratach. Niekolko $tudii pouZilo
depresiu aktivity na posudenie bolesti vyplyvajlcej z bolesti hlavy u fudi ( Mannix et al., 2016 ) a
hlodavcov ( Melo-Carrillo a Lopez-Avila, 2013). Obmedzené obdobia pozorovania v tychto Studiach,
¢asto 60 minut alebo menej, vsak stazuju kvantifikaciu trvania a rozsahu migrény. Beh s kolesom v
domacej klietke je obzvlast vyhodny, pretoze ide o dobrovolné spravanie, ktoré vykazuje denné rytmy;,
ktoré mozno u potkanov nepretrzite a objektivne kvantifikovat v prostredi bez stresu. Uz sme predtym
ukazali, Ze aktivacia duralnych aferentov pomocou TRPA1 agonistu alylizotiokyanatu (AITC) potlaca beh
kolesa v domacej klietke a tejto depresii predchadza antimigrendzna liecba sumatriptanom (
Kandasamy et al., 2017b). Beh s kolesom v domacej klietke teda poskytuje objektivne, citlivé a klinicky
relevantné meranie migrénovej bolesti u potkanov. Tato Studia bude testovat hypotézu, Ze THC bude
branit jazdeniu kolesa s depresiou migrény spésobom zavislym od CB1 .

Materialy a metédy
2.1 Predmety

Udaje boli zozbierané od 48 dospelych samic potkanov Sprague-Dawley chovanych na Washington
State University Vancouver (Vancouver, WA, USA). Boli vybrané samice potkanov, pretoze migréna je
ovela bezZnejSia u Zien ako u muzZov ( Vetvik a MacGregor, 2016 ). Vsetky potkany mali na zaciatku
Studie 50 az 70 dni a boli ndhodne rozdelené do lieCebnych skupin. Na zniZzenie poctu potrebnych
zvierat sa pouZili navrhy v rdmci jednotlivych predmetov, ako je uvedené v prirucke pre starostlivost o
laboratdrne zvierata a ich pouZzivanie (Vybor Narodnej rady pre vyskum (USA) pre aktualizaciu prirucky
pre starostlivost a pouzivanie laboratérnych zvierat, 2011). VSetky postupy boli schvélené
Institucionalnym vyborom pre starostlivost o zvieratd a pouZivanie zvierat pri Washingtonskej Statnej
univerzite a boli vykonané v silade s Medzinarodnou asociaciou pre Studium zasad bolesti pri pouzivani
zvierat vo vyskume.

2.2 Chirurgicky zakrok

Pred chirurgickym zakrokom boli potkany umiestnené v paroch v kolénii s teplotou 22 a7 24 °Cv 12/12-
hodinovom cykle svetlo/tma (svetlo vypnuté o 1700 h). Zvieratd sa anestetizovali pentobarbitalom (50
mg/kg, ip) a implantovala sa im vodiaca kanyla (18 gauge; 4 mm dlhd) namierena nad dura mater (AP:
+1,0 mm; ML: +1,0 mm; DV: 0,8 mm, z lambdy). Loctite® _super lepidlo sa pouZilo na vytvorenie
tesného utesnenia okolo vodiacej kanyly a dentalny cement ukotvil vodiacu kanylu k dvom skrutkam v
lebke. Potkany boli udrziavané pod tepelnou lampou az do prebudenia. Po chirurgickom zdkroku bola
kazda krysa umiestnend individudlne v extra vysokej klietke (36 x 24 x 40 cm) s beziacim kolesom.
Klietka bola po zvySok experimentu umiestnena v kabine na timenie zvuku (2,1 x 2,2 m; Industrial



Acoustics Company, Inc., Bronx, NY, USA), aby sa obmedzil vplyv vonkajsich stimulov. Potrava a voda
boli dostupné ad libitum .

2.3 Pojazdné koleso

Obrie cvi¢ebné koleso Kaytee Run-Around (Kaytee Products, Inc., Chilton, WI, USA) s priemerom 27,9
cm bolo zavesené na vrchu domacej klietky potkana. Dno klietky bolo pokryté celul6zovou podstielkou
(BioFresh ™, Ferndale, WA, USA). Tenka hlinikova doska (0,8 mm x 5,08 cm x 3,81 cm; K&S Precision
Metals, Chicago, IL, USA) bola pripevnena k jednému IG¢u beZiaceho kolesa, aby sa pri kazdej rotacii
prerusil fotoluc¢ vystupujuci cez klietku. LU¢ bol nastaveny 18 cm nad podlahou klietky tak, aby l4c¢
prerusila iba rotacia kolesa, nie beZna aktivita potkana. Pocet otacok kolesa sa scital pocas 5 minut
pocas 23 hodin kazdy den pomocou softvéru Multi-Varimex (Columbus Instruments, Columbus, OH,
USA). Zaznamenavanie zacalo o 1700 h, o je zaciatok tmavej fazy svetelného cyklu, ked' su potkany
najaktivnejsie. Uplny popis beZiaceho kolesa s videom je k dispozicii v nadej predchadzajucej publikécii
( Kandasamy et al., 2016 ).

Potkanom bol umozneny neobmedzeny pristup ku kolesu pocas 23 hodin/der pocas 8 dni po operdcii.
Pocet otacok kolesa, ktoré sa vyskytli poc¢as 23 hodin pred prvou duralovou injekciou AITC, sa pouzil
ako zakladna aktivita. Potkany, ktoré v den zakladnej linie vykonali menej ako 400 otacok ( Kandasamy
et al., 2016 ), neboli zahrnuté do dalsieho testovania (n =5z 53).

2.4 Drogy

Allyl izotiokyanat (AITC; Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) bol zmieSany v mineralnom oleji v
koncentracii 10 % a injikovany do periostu v objeme 10 ul. UZ skor sa ukazalo, Ze mikroinjekcia 10%
AITC do dura napodobriuje bolest podobnd migréne u hlodavcov ( Edelmayer a kol., 2012 ; Kandasamy
a kol., 2017b ). A9 -tetrahydrokanabinol (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) bol rozpusteny vo
vehikule (1:1:18; etanol: kremofor :fyziologicky roztok) a injikovany intraperitonealne v davkach 0,1,
0,32 a 1,0 mg /kg v objeme 1 ml/kg. Antagonista CB1 receptora SR141716A ( 1,0 mg/kg ) a
CB2antagonista receptora SR144528 (3,2 mg/kg) (Tocris Bioscience, Minneapolis, MN, USA) boli
rozpustené v rovnakom vehikule ako THC a intraperitonedlne injikované v objeme 1 ml/kg. Tieto lieky
su vysoko selektivne pre svoj cielovy receptor ( Rinaldi-Carmona et al., 1995 ; 1998 ) a je zname, Ze
pouzité davky blokuju antinociceptivne ucinky systémovo podavaného THC u samic potkanov ( Craft
etal., 2012).

2.5 Stanovenie estralneho cyklu

Vzorky vagindlneho vyplachu sa odobrali od vSetkych Zien pred duralnymi injekciami. Proestrus bol
charakterizovany prevahou (>75 %) jadrovych epitelovych buniek vo vzorke; estrus hustymi vrstvami
zrohovatenych epitelidlnych buniek; a diestrus rozptylenymi, jadrovymi a zrohovatenymi epitelovymi
bunkami a leukocytmi.

2.6 Experiment 1: Poddvanie THC pocas nastupu migrény



Cielom tohto experimentu bolo urdit, ¢i podavanie THC brani AITC-indukovanej depresii chodu kolies.
Po zakladnom testovani v defl 8 sa potkanom injikovalo 10 ul 10 % AITC alebo minerdlneho oleja na
tvrdd plenu mater, pricom sa pouzila injekénd kanyla zavedena do vodiacej kanyly. Potkanom sa ip
injikovalo bud’ vehikulum alebo THC (0,1, 0,32, 1,0 mg/kg) bezprostredne po podani AITC. Vsetky
injekcie boli dokonc¢ené do 1650 hodin, takze potkany mohli byt vratené do svojich domacich klietok
pred za¢iatkom 23-hodinového zaznamenavania so zaciatkom o 17:00. Tento postup sa opakoval kazdy
druhy deri s dadvkami THC a vehikulom poddvanym vo vyvédzenom poradi. Ziadna krysa nedostala
injekciu AITC viac ako trikrat a Ziadna krysa nedostala viac ako dve ddvky THC.Kandasamy a kol., 2017b
). Potkany boli usmrtené 48 hodin po poslednej injekcii.

2.7 Experiment 2: Podanie THC 90 minut po ndstupe migrény

Cielom tohto experimentu bolo urdéit, ¢i podanie THC 90 minut po injekcii AITC zvrati depresiu chodu
kolesa. Chirurgicka implantacia kanyly a zdkladné testovanie boli identické s experimentom 1. V tomto
experimente bol potkan vybraty z klietky priblizne po 1500 h a bolo mu injikovanych 10 ul 10% AITC
alebo mineralneho oleja na dura mater. O 90 minut neskor bolo potkanom injikované bud’ vehikulum
alebo THC (0,1, 0,32 mg/kg, ip). Vsetky injekcie boli ukonéené o 1650 h. Potkan sa vratil do svojej
domidcej klietky a beh kolesa sa zaznamendaval pocas nasledujucich 23 hodin pocinajic 17:00. Tento
postup sa opakoval kazdy druhy den s ddvkami THC a vehikulom podavanym vo vyvdienom poradi.

2.8 Experiment 3: Kanabinoidné receptorové sprostredkovanie antimigrendznych ucinkov THC

Cielom tohto experimentu bolo uréit, ¢i receptory CB 1 alebo CB 2 sprostredkovavaju antimigrendzne
ucinky THC. Chirurgicka implantdcia kanyly, zdkladné testovanie a injekcie lieCiva boli totoiné s
experimentom 1. Potkanom sa injekéne podali bud vehikulum, antagonista CB1 receptora SR141716A
(1,0 mg/kg, ip ) alebo CB2 .antagonista receptora SR144528 (3,2 mg/kg, ip) 30 minut pred podanim
AITC alebo mineralneho oleja a potom THC (0,32 mg/kg, ip) alebo vehikula. Vsetky injekcie boli
ukoncené o 1650 h. Potkany sa vratili do svojich domovskych klietok a beh kolesa sa zaznamenaval
pocas nasledujucich 23 hodin pocinajuc o 17:00. Tento postup sa opakoval kazdy druhy den s r6znymi
antagonistami kanabinoidného receptora alebo vehikulom podavanym vo vyvazenom poradi.

2.9 Analyza Udajov

Experimenty sa uskutocnovali Uplne objektivnym spdsobom tak, Ze sa pocas zberu udajov o chode
kolies nevstupovalo do miestnosti na ustajnenie zvierat. Priemernd hodinovd noc¢na prevadzkova
frekvencia sa pouzila ako zakladnd hodnota pre analyzy h-by-h. Vzhladom na individudlne rozdiely v
chode kolies su vSetky Udaje o chode kolies prezentované ako percentudlna zmena od zdkladne;j
hodnoty kazdého potkana. VSetky udaje sU vyjadrené ako priemer + SEM. Takmer cely priebeh
prebieha pocas tmavej fazy svetelného cyklu, takZze su prezentované len Udaje zozbierané pocas tmavej
fazy, ked boli podavané lieky. Udaje sa analyzovali pomocou dvojcestnej ANOVA (davka x hodina), po
ktorej nasledovala Bonferroniho post-hoc analyza pocas 3-hodinového obdobia po injekcii AITC alebo
THC. Pretoze kazidy potkan bol testovany iba v troch zo Styroch podmienok v ramci kazdého
experimentu, s Udajmi sa zaobchadzalo konzervativne ako s nezavislymi vzorkami. Statisticka
vyznamnost bola definovana ako pravdepodobnost <0,05.



Vysledky

Priemernd zakladnd linia behu pre 48 potkanov pocas 23 hodin bola 3004 otdcok. Stredny pocet otdcok
bol 1818 s rozsahom 443 az 10354. Vzhladom na to, Ze sa poutzil dizajn v rdmci jednotlivych subjektov,
382048 potkanov sa testovalo trikrat s diom zotavenia medzi kazdym testom. Priemerny pocet otacok
kolesa v tychto drioch zotavenia sa nelisil od priemernej zadkladnej aktivity pred testovanim [Obr; ( F
(2,111) = 0,483, P =0,618)].
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Priemerné Urovne behu v diioch zotavenia medzi testami sa nelisili od zakladnych Urovni behu. Do
tejto analyzy st zahrnuté iba potkany testované pocas vsetkych troch dni (n = 38/skupina).

3.1 Experiment 1: Podavanie THC pocas nastupu migrény

Mikroinjekcia AITC do dura sp6sobila zniZzenie chodu kolesa, ktoré trvalo 3 hodiny (Obr, horny panel).
Sucasné podanie 0,32 mg/kg THC zabranilo AITC-indukovanej depresii chodu kolesa v porovnani s
nizsimi (0,1 mg/kg) alebo vy3simi (1,0 mg/kg) davkami alebo podavanim vehikula (Obr). Analyza
velkosti chodu kolesa pocas tohto 3-hodinového obdobia odhalila vyznamny rozdiel medzi davkami
THC( F(3,40) = 7,594, P <0,001). Post-hoc analyza odhalila, Ze chod kolesa bol vyrazne vyssi po podani
0,32 mg/kg THC v porovnani so vietkymi ostatnymi davkami (Bonferroniho test: vehikulum oproti 0,32
mg/kg, P < 0,001; 0,1 mg/kg oproti 0,32 mg/kg P = 0,008 , 1,0 mg/kg oproti 0,32 mg/kg, P = 0,008).
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Hore: Casovy priebeh ukazujuci, ze mikroinjekcia AITC do dura mater vyvolala bolest podobnt migréne
indikovanu depresiou behu kolesa, ktora trvala 3 hodiny. Podanie 0,32 mg/kg THC bezprostredne po
podani AITC zabranilo stlatenému chodu kolesa. Poddvanie nizsich a vysSich davok THC (0,1 a 1,0
mg/kg) nezabranilo depresii chodu kolies vyvolanej AITC. Dole: Analyza priemernej aktivity behu kolesa
pocas 3-hodinového trvania migrény ukazuje zvratenie bolesti podobnej migréne pomocou 0,32 mg/kg
THC (n = 10-12/skupina). * oznacuje vyznamny rozdiel od zvierat lie¢enych vehikulom (Bonferroniho
test, P < 0,05).

Mikroinjekcia minerdlneho oleja na dura ako kontrola nemala Ziadny vplyv na chod kolesa (Obr).
Podobne bol chod kolesa relativne stabilny po podani 0,1 a 0,32 mg/kg THC. Na rozdiel od toho bol
chod kolesa konzistentne nizsi u potkanov, ktorym sa vstreklo 1,0 mg/kg THC. Analyza rozptylu pocas



3-hodinového obdobia po podani mineralneho oleja odhalila vyznamny rozdiel medzi skupinami ( F
(3,28) = 3,181, P = 0,039). Post-hoc analyza odhalila, Ze chod kolesa bol vyznamne nizsi po podani 1,0
mg/kg THC v porovnani s vehikulom (Bonferroniho test: P = 0,045).
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Najvyssia davka THC timi beh u zvierat bez bolesti

Hore: Casovy priebeh ukazujuci, ze mikrovstrekovanie mineralneho oleja do dura ako kontrola pre AITC
nemalo Ziadny vplyv na chod kolesa. Podobne nizke (0,1 mg/kg) a stredné (0,32 mg/kg) davky THC
nemali Ziadny vyznamny vplyv na beh na kolesach u potkanov lie¢enych minerdlnym olejom, zatial ¢o
1,0 mg/kg THC zniZilo beh na priblizne 50 % zakladnych hladin pre priblizne 4 h. Dole: Analyza
priemerného chodu kolesa pocas 3 hodin po mikroinjekcii minerdlneho oleja do dura ukazuje, Zze 1
mg/kg THC vyznamne znizilo chod kolesa v porovnani s vozidlom (n = 6—10/skupina).* naznacuje
vyznamny rozdiel od vozidla- lie¢enych zvierat (Bonferroniho test, P < 0,05).

3.2 Experiment 2: Podanie THC 90 minut po nastupe migrény



Potkanom sa injikovalo vehikulum alebo THC (0,1 a 0,32 mg/kg) 90 minut po mikroinjekcii AITC, aby sa
uréilo, & THC zvrati depresiu chodu kolesa vyvolant AITC. Ziadna davka THC nezvratila depresiu chodu
kolies vyvolanu AITC (Obr). Analyza velkosti chodu kolesa pocas 3 hodin po podani THC neodhalila
Ziadne vyznamné rozdiely v chode kolesa medzi skupinami ( F (2,18) = 0,220, P = 0,805).
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Devatdesiat minat po liecbe THC neobnovi beh s depresiou migrény

Hore: Podanie THC (0,1 a 0,32 mg/kg) 90 minut po mikroinjekcii AITC do dura mater nezvratilo depresiu
chodu kolesa vyvolanu AITC. Dole: Udaje spriemerované pocas 3-hodinového obdobia po podani AITC
neodhalili Ziadne vyznamné rozdiely medzi skupinami (n = 7/skupina).

3.3 Experiment 3: Kanabinoidné receptorové sprostredkovanie antimigrendznych Gcinkov THC

Aby sa urdilo, ktory kanabinoidny receptor prispieva k antimigrendznemu ucinku 0,32 mg/kg THC,
potkany sa oSetrili vehikulom, antagonistom receptora CB1 alebo CB2 30 minut pred injekciami AITC a



THC . Antimigrendzny ucinok THC bol oslabeny u zvierat lie¢enych antagonistom receptora CB1 v
porovnani so zvieratami lieCcenymi vehikulom alebo antagonistom receptora CB2 (Obr). Analyza
velkosti chodu kolesa pocas tohto 3-hodinového obdobia odhalila vyznamny rozdiel v chode kolesa
medzi skupinami [Obr( F (2,17) = 5,384, P = 0,015)]. Post-hoc analyza odhalila, Ze tento rozdiel bol
spOsobeny podstatne mensim poctom behu na kolese u potkanov lie¢enych antagonistom receptora
CBi v porovnani s potkanmi liecenymi vehikulom, ktorym bolo podavané THC (Bonferroniho test, P =
0,013). Zvieratda lieCené antagonistom CB2 receptora sa neliSili od potkanov liecenych vehikulom
(Bonferroniho test, P = 0,402). Podavanie samotnych antagonistov kanabinoidnych receptorov nemalo
Ziadny vplyv na beh kolies u zvierat liecenych mineralnym olejom na tvrdu plenu.Obr; ( F (2,15) = 0,602,
P =0,561)].
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Poddavanie antagonistu CBi receptora blokuje antimigrendzne ucinky THC

Hore: Casovy priebeh ukazujici, 7e podavanie antagonistu receptora CB 1 (SR141716A), ale nie
antagonistu receptora CB 2 (SR144528) 30 minut pred injekciami AITC a THC (0,32 mg/kg), blokovalo
antimigrendzny ucinok THC. Dole: Pri analyze migrény vyvolanej AITC v priebehu 3 hodin je evidentné
vyrazné zniZzenie behu na kolese u potkanov, ktorym bol injekéne podany antagonista receptora CBi,
v porovnani s potkanmi lieCenymi vehikulom. Vsetkym potkanom sa injekéne podali AITCa THC (n = 6—
7/skupina). * oznacuje vyznamny rozdiel od zvierat lieCenych vehikulom (Bonferroniho test, P < 0,05).
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Podavanie antagonistov kanabinoidnych receptorov nema Ziadny vplyv na chod kolesa bez podavania
AITCa THC



Hore : Casovy priebeh chodu kolesa po podani vehikula a antagonistu receptora CB1 alebo CB2 30
minut pred kontrolnou injekciou minerdlneho oleja do dura mater. Dole: Podavanie antagonistov CB
receptora nemalo Ziadny vyznamny vplyv na beh kolies u potkanov bez migrény vyvolanej AITC.
Priemerny chod kolesa bol analyzovany pocas 3 hodin po podani mineralneho oleja na tvrdu plenu (n
= 6/skupina).

Diskusia

Sucasné udaje ukazuju, Zze podavanie THC brani depresii behu kolesa v domdcej klietke spésobenej
bolestou podobnou migréne spésobom zavislym od ¢asu a davky. Aktivacia duralovych aferentov
indukovand AITC spo6sobila znizenie chodu kolesa, ktoré pretrvavalo priblizne tri hodiny, ako sme uz
ukazali ( Kandasamy et al., 2017b ). Podanie 0,32 mg/kg THC bezprostredne po nastupe bolesti hlavy
zabranilo depresii chodu kolesa vyvolanej AITC. Tento antimigrendzny ucinok chybal, ak sa THC
podavalo 90 minut po mikroinjekcii AITC, alebo ak sa podavali niZsie alebo vyssie davky THC. Podavanie
antagonistu receptora CBi, ale nie antagonistu receptora CB2 blokovalo antimigrendzny ucinok THC.

Predklinické studie ukazuju, Ze THC je Ucinné pri zniZovani viacerych typov bolesti, vratane bolesti
sposobenej akdtnymi Skodlivymi stimulmi ( Tseng a Craft, 2001 ), chronickym zapalom ( Craft et al.,
2013 ), kyselinou mlie¢nou ( Kwilasz a Negus, 2012 ), a neuropatia ( Harris et al., 2016 ). THC tieZ potlaca
rychlost Sirenia, amplitiudu a trvanie depresie Sirenia kory, klic¢ovej zlozky patofyzioldgie migrény (
Kazemi a kol., 2012). Napriek tymto réznorodym ucinkom, ktoré boli predtym hlasené, ide o prvu
predklinickd $tudiu, ktora ukazuje, Zze THC znizuje bolest podobnid migréne u bdelého zvierata. Nase
udaje naznaduju, Zze THC znizuje bolest pri migréne, ak sa podava v spravnej davke (0,32 mg/kg) a ¢ase
(bezprostredne po AITC).

Neoficidlne dbékazy naznaduju, ze lekarska marihuana moze byt Gcinna aj pri preruseni zachvatov
migrény po ich zacati ( Rhyne et al., 2016 ). Nase udaje nepreukazali abortivny uc¢inok THC na migrénu,
aspon ked sa THC poddva 90 minut po podani AITC. Podobne podavanie sumatriptanu proti migréne
nemalo Ziadny vplyv na AITC-indukovanu depresiu behu kolesa, ked sa podavalo 90 minut po AITC (
Kandasamy et al., 2017b ). Tieto zistenia su v sulade s dobre zndmymi obmedzeniami sumatriptanu na
prerusenie migrény u fudi, ak sa podava po nastupe migrény ( Diener et al., 2008). Jeden rozdiel medzi
nasou Studiou a neoficidlnymi sprdvami od pacientov s migrénou je v tom, Ze sme sa zamerali
konkrétne na THC, zatial ¢o marihuana obsahuje viac ako 100 rbéznych kanabinoidov, ako aj
nekanabinoidnych zloziek ( Atakan, 2012 ). Je teda moiné, Ze zlozky iné ako THC mdzu zvratit
migrénovu bolest, ktorad pokrocila do $tadia, ktoré nie je ovplyvnené samotnym THC. Je tieZ moiné, ze
abortivne ucinky THC u ludi s migrénou su sprostredkované mechanizmami, ktoré predchadzaju
priamej aktivacii duradlnych aferentov (napr. kortikalna Siriaca sa depresia) pouZivanej v tejto studii.

Nase zistenie, Ze receptor CBi sprostredkovdva antimigrendzne Gcinky THC, potvrdzuje predchadzajuce
Studie naznacujuce ulohu receptora CBi pri migréne. Aktivacia receptorov CBi vo ventrolaterdlnej
periakvaduktdlnej Sedi zoslabuje aktivaciu trigeminovaskularnych aferentov vyvolanu $Skodlivou
stimuldciou dura mater ( Akerman et al., 2013 ; Knight a Goadsby, 2001 ). Ludské Gdaje naznacuju, ze
genetické mutdcie, ktoré obmedzuju expresiu CB1 receptora , zvysuju riziko migrény ( Juhasz et al.,
2009 ). Tieto zistenia naznacuju, ze receptor CBi mdze byt uZitocnym terapeutickym cielom pri liecbe
migrény.



Receptory CBi m6zZu inhibovat migrénu centralnym mechanizmom alebo priamou inhibiciou duralnych
aferentov . Receptory CB1 su pritomné na vldknach v trigeminalnom trakte a trigemindlnom jadre
caudalis ( Tsou et al., 1998 ). Aktivacia tychto receptorov prostrednictvom THC pravdepodobne
inhibuje uvolfiovanie neuropeptidov spojenych s migrénou, ako je napriklad peptid suvisiaci s génom
kalcitoninu (CGRP). Agonisty CBi receptora tiez inhibuju dilataciu durdlnych krvnych ciev indukovanu
elektrickou stimulaciou alebo podavanim CGRP, kapsaicinu alebo oxidu dusnatého ( Akerman et al.,
2004 ). Kanabinoidy mozu tieZ interagovat so serotoninom, neurotransmiterom zapojenym do
migrény, aby modulovali bolest pri migréne ( Akerman et al., 2013 ;Bartsch a kol., 2004 ; Haj-Dahmane
a Shen, 2009 ; Voth a Schwartz, 1997 ). Vzhfadom na komplexné mechanizmy ucinku, ktoré su
zakladom ucinkov kanabinoidov ( Greco a Tassorelli, 2015 ) a komplexné mechanizmy, ktoré su
zdkladom migrény ( Goadsby et al., 2017 ), m6ze THC modulovat bolest pri migréne prostrednictvom
viacerych mechanizmov.

Hlavnym obmedzenim poutZitia kanabinoidnych analgetik si centralne sprostredkované vedlajsie
ucinky, ako je sedacia. Toto obmedzenie bolo evidentné v tejto Studii vtom, Ze podavanie 1 mg/kg THC
nezabranilo poklesu aktivity vyvolanému AITC. Nase udaje ukazuju, ze tomuto problému sa da vyhnut
pouzitim nizkej davky (0,32 mg/kg) THC. Dal3ou stratégiou moze byt vyvoj selektivnych agonistov CBi
receptora , ktoré neprechadzaju hematoencefalickou bariérou. RozSirené Ucinky kanabinoidov
naznacuju, ze periférne pdsobiace zliéeniny mozu poskytnut ulavu od bolesti pri migréne bez
vedlajSich ucinkov sprostredkovanych centralnou aktivaciou CBi receptora . DoOlezitym cielom
budiceho vyskumu je identifikovat miesta pdsobenia pre analgetické ucinky kanabinoidov.

Migréna je trikrdt CastejSia u zien ako u muZov ( Vetvik a MacGregor, 2016 ); avsak vacsina
predklinickych Stadii s migrénou vyuzivala muzZov. Prioritou teda zostdva ndjdenie ucinnych
antimigrendznych terapii pre Zeny a pouzitie Zien v predklinickych studiach. Predchadzajice Studie
ukazali, Ze samice potkanov su citlivejSie na antinociceptivne Uc¢inky THC ako samce potkanov proti
akatnej ( Tseng a Craft, 2001 ) a chronickej zdpalovej bolesti ( Craft et al., 2013 ). Vzhladom na vysoku
prevalenciu migrény u zZien mozu byt kanabinoidy obzvlast u¢innou terapiou pre zeny.

Bolo navrhnuté, Ze vyssi vyskyt migrény u Zien méze byt spdsobeny zmenami hladin hormdnov pocas
menstruaéného cyklu. Trojklanny systém je senzibilizovany, ked su potkany v neskorom proestre (
Martin et al., 2007 ). V tejto sStudii sledovanie estralneho Stadia odhalilo v ¢ase testovania len velmi
malo samic v proestre (2 z 21 potkanov v experimente 2). Je mozné, Ze depresia chodu kolesa vyvolana
AITC mohla byt vacsia, ak bolo v proestre viac samic. Okrem toho mdzu existovat vykyvy suvisiace s
estralnym cyklom v citlivosti Zien na antinociceptivne ucinky THC ( Craft a Leitl, 2008 ). Je potrebna
rozsiahla Studia skimajica moduldciu estralneho Stadia migrény a antimigrendzneho Gcinku THC.

Tato Studia podporuje nase predchddzajuce zistenie, Zze depresia behu kolies v domdcej klietke je
objektivnou metddou na posudenie trvania a rozsahu bolesti podobnej migréne ( Kandasamy et al.,
2017b ). Hodnotenie behu kolesa v domace;j klietke je obzvlast uzitoéné pri hodnoteni liecby liekmi,
pretoze ciefom je obnovenie funkcie, ¢o si vyzaduje, aby Gcéinny liek zniZzoval bolest bez vyvolavania
rusivych vedlajsich ucinkov. Napriklad vysoké davky morfinu blokuji mechanicki alodyniu vyvolanu



zépalovou bolestou, ale neobnovuju depresivny chod kolesa z dévodu rusivych vedlajsich uéinkov (
Kandasamy et al., 2017a ; 2017c). Sucasné udaje tiez ukazuju, Ze najvyssia davka THC (1,0 mg/kg)
neobnovi beh kolies s depresiou migrény a v skutocnosti utlmi beh bez bolesti u potkanov. Iné testy
spravania potlacajuceho bolest, ako je intrakranidlna autostimuldcia, ukazuji podobnl depresiu
spravania po podani vysokych davok THC (tj 1,0 mg/kg) ( Leitl a Negus, 2015 ).

Na zaver sme demonstrovali, Ze THC, ked' sa podava v spravnej davke a Case, zabranuje bolestiam
podobnym migréne, ako sa meria behom kolesa vdomacej klietke. Délezitym zistenim je, Ze hoci vyssie
davky THC pravdepodobne zniZuju bolest podobnu migréne, rusivé vedlajsie ucinky brania obnoveniu
normalnej aktivity. Dalej demonstrujeme, Ze antimigrenézne G&inky THC sU sprostredkované
receptorom CBi . Tato Studia vytvara pevny zaklad pre behaviordlnu analyzu kanabinoidov, ako je THC,
ako liecbu migrény u ludi. SU potrebné dalSie kontrolované Studie na ludoch aj zvieratach, aby sa
Uplnejsie charakterizovali G¢inky THC a inych kanabinoidov proti migréne.
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