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1. BEVEZETES

1.1 Krdnikus gyulladas

A kronikus fajdalom rendkivil nagy terhet r6 az egyén fizikai és mentalis
egészségére is, jelentdsen lerontva az életmindséget. A munkaképesség
csokkenése vagy elvesztése, és az egészséglgyi rendszer fokozott
igénybevétele kihat a tarsadalom egészére is. A krénikus fajdalom jellege a
jelenleg érvényes szempontok alapjan lehet nociceptiv, neuropatias, vagy
nociplasztikus. A nociceptiv fajdalomérzet (szomatikus vagy visceralis)
elézménye, hogy mechanikai, kémiai és termalis ingerek periférias szoveti
sériilés vagy gyulladas altal magas ingerkiiszobu idegvégzddéseket aktivalnak,
melyek jeleket tovabbitanak a kdzponti idegrendszerbe. Ezzel szemben a
neuropatias fajdalomérzet kivalté oka maga a jeltovabbito rendszer, tagabb
értelemben a szomatoszenzoros rendszer sériilése. A nociplasztikus fajdalom
soran szoveti sériilés nem torténik, de a nociceptiv jelfeldolgozd rendszer
valtozasai miatt fajdalomérzet alakul ki. A nociceptiv és a neuropatias fajdalom
letrejottének fontos mediatorai a proinflammatorikus citokinek, amelyek
hatdsukat a neuraxis minden szintjén kifejthetik. Az interleukin-1 csaladba
tartozé porinflammatorikus citokinek termel6désében fontos szerepet jatszik az
inflammaszdmalis rendszer is.

1.2 Neuron-glia interakcid, haromrészes szinapszis

A kutatok altal sokdig ,,csak” passziv, a neuronalis homeosztdzis biztositdsanak
szerepére alkalmasnak itélt nem excitdbilis sejtek jelentds funkcidval birnak a
fajdalom kialakuldsadban és annak fenntartdsaban is. A gliasejtek szamos
nociceptiv stimulussal aktivalhatok, melynek soran jelent6s szambeli,
morfologiai és funkcionalis valtozason mennek keresztill. Az aktivalt allapot
eredményeként kialakuld szignalutvonalak szerepl6i a mitogén-aktivalt protein
kinazok (MAP kinazok), extracellularis szignal altal regulalt kindzok (ERK),
p38-kinazok, c-jun N-terminalis kinaz (JNK) sokféle mediator termel6dését
szabalyozhatjak, beleértve a proinflammatérikus citokineket is.

A centrélis szenzitizacidban a hagyomanyos pre- és posztszinaptikus
elemeken kivul fontos szerepe van a neuron-glia kommunikécionak. A
gliasejtek ugyanis képesek aktivan hozzajarulni a szinaptikus informacio
feldolgozasahoz és a neuronalis plaszt?i’citéshoz. Mikddésiik kovetkezménye a



serkenté neurotranszmisszo allandosulasa. A glia aktivacié soran termelédd
proinflammatorikus citokinek pozitiv feedback szabalyozas révén novelik a
serkentd tonust. Az asztrocita sejtekben ezenfelil csokkenhet a glutamat
visszavétele is, igy a neurotranszmitter hosszabb idén keresztiil fejtheti ki
hat&sat a szinapszisban.

1.3 A citokinek jelentésége

A citokin egy Osszefoglald kategorianév, ide sorolhatéak a lymphokinek a
monokinek, és a kemokinek is. A sejtekre kifejtett hatasuk tavolsaga alapjan
megkulonboztethetiink autokrin, parakrin vagy endokrin mechanizmusokat,
amelyek eredménye sokszor szerteagazo és redundans. Termelddésiik gyakran
Ujabb citokineket allitanak el6. Felszabadulasuk kivalthatd az idegrendszerben
is, tobbek kozabtt a gerincveldben vagy a hatsd gyoki ganglionokban. Jelenlétiik
elengedhetetlen a sejtndvekedéshez és a szdveti regeneracidéhoz, valamint a
szervezet fertbzésekre és szoveti sériilésekre adott valaszainal.

Egyik f6 csoportjuk, a proinflammatérikus citokinek a korai
immunvalasz szervezése soran immunsejteket vonzanak a sériilés vagy fert6zés
helyére. Ezen fehérjék hataseréssége olyan nagy mértékii, hogy kevesebb, mint
tiz receptor-ligand interakcio elegendd lehet a fiziologiai valasz kivaltasahoz.
A Kkialakulo reakcié karos hatasu is lehet, ugyanis nemcsak a behatol6
patogének, de a szervezet maga is karosodhat a kialakul6 un. ,,citokin vihar”
kovetkeztében. A citokin vihart els6sorban patogén virusok ¢s baktériumok
indukalhatjak azaltal, hogy eltolja az egyenstlyt a kivanatos gyulladasos
valasztol a gazdaszervezetre karos immunvalasz felé, amely sulyos
kovetkezményekkel jar.

1.4 Az IL-1P és receptora az IL-1R1

A proinflammatoérikus citokinek kozé tartozo interleukin-1p (IL-1P)
megnodvekedett termelddése koros folyamatok bekdvetkezését jelzi. Az IL-13
periférias injekcidja markans mechanikai és termalis hyperalgesiat idéz el6,
illetve hozzajarul mas pronociceptiv mediatorok hatasanak kifejtéséhez is.
A citokin receptordn hat6 interleukin-1 receptor antagonista (IL-1ra)
(Anakinra) beadasa szignifikansan csokkenti a komplett Freund adjuvans

(CFA) intraplantaris injekcidjat kovetd mechanikai hyperalgesiat. Jelenléte
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nem Korlatozodik a perifériara, az IL-1p-t azonositottak a gerincvelében és az
agyveloben is. Az IL-1B intracerebroventrikularis injekcidja termalis
hyperalgesiat valt ki, mig intratekalis beadadsa mechanikai allodyniat és
hyperalgesiat. Az IL-1p kozvetleniil noveli a neurondlis excitabilitas mértékét
a tranziens receptor potencial csatorna (alcsalad V) (TRPV1), a fesziiltségfiiggd
natriumcsatornak, illetve gamma-amino-vajsav (GABA)- és N-metil-D-
aszpartadt (NMDA) receptorok modulalasa révén. Az ionotrép NMDA
receptorok kiemelt szerepet toltenek be az aktivitasfiiggd szinaptikus
plaszticitasban és a kronikus fajdalomban. Az NMDA receptor NMDA receptor
1 (NR1) alegysége és az interleukin-1 receptor 1 (IL-1R1) kolokalizacidja
kimutathat6 neuronokban. A sériilés indukalta centralis szenzitizaci6 soran a
gerincvelGben aktivalodott gliasejtek termelte proinflammatérikus citokinek,
koztuk az IL-1P hozzajarulnak a kronikus fajdalom fenntartasahoz.

Az IL-1B-t sz&mos neuropétias allatmodellben is vizsgaltak, melynek
eredményeként hats6 gyoki ganglionokban, és a gerincveldben megemelkedett
fehérje expressziét detektdltak. Az IL-1p receptora az IL-1R1, melynek
ligandjai kozé tartoznak az IL-1a és az IL-1ra is. EQy mésik fehérje az IL-1R3
(korabbi nevén IL-1R jarulekos fehérje) koreceptorként funkcional, a
ligandk6té receptorral és annak ligandjaival (IL-1o, IL-1B) egy trimer
szignalkomplexet alkotva inditja el a jelatviteli kaszkadot. Az IL-1lra
bekotédése megakadalyozza a receptor és a koreceptor kapcsolddasat, ezaltal
szignal transzdukci6 nem alakulhat ki. A trimer jelatviteli komplex
mitkodésének kulcseleme az IL-1R1 és az IL-1R3 TIR doménjainak
dimerizécioja, amely a myeloid differenciaci6 és elsddleges valasz gén
(MYDB88), a Toll-interaktiv protein (TOLLIP), és az IL-1 receptor asszocialt
kindz 4 (IRAK4) nevii adaptorfehérjéket sorozza be. A MYDS88 kapcsolodasa
inditja el az IRAK4, IRAK2 és az IRAK1 foszforilacidjat, amely a tumor
nekrézis faktor asszocialt faktor 6 (TRAF6) csatlakozasat és oligomerizaciojat
valtja ki. A TRAF6 egyitt a foszforilalt IRAK1 és IRAK2 fehérjékkel a TGF-
B aktivalt kindz 1 (TAKI1) enzimhez, és annak kotéfehérjéihez a TAK
kotofehérje 2 és 3-hoz (TAB2 és TAB3) asszocialodnak. Ezt kovetden a
TRAF6 ubiquitinalodik, a TAK1 pedig foszforilalodik. Foszforilaciot kovetéen
a jelatvitel két aton folytatédhat.

Az egyik utvonalon a foszforilalt TAK1 aktivalja az NFxB beta
alegység inhibitort (IKKb), amely foszforildlva az NFxB inhibitort (IkB)
kivaltja a fehérje degradaciojat, ezaltal a nuklearis faktor kappa B (NFxB) képes
sejtmagba transzlok&lodni, és célgének transzkripcidjat inicialni.
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A masik Utvonalon a TAK1 enzim MAPK-kindz (MKK) fehérjékkel
interakcidba Iépve MAPK, JNK és ERK enzimeket aktival, amelyek
szubsztratjai a sejtproliferacioban fontos szerepet jatsz6 c-Jun, c-Fos, c-Myc és
az aktivalo transzkripcids faktor 2 (ATF2).

1.5 Az IL-1B keletkezése, az inflammaszémalis rendszer alapjai

A gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatszo interleukin-1 csalad tébb
tagja enzimatikus hasitast kovetéen alakul aktiv, receptoraik altal is felismert
formava. Az aktiv citokin el6allitasaban az inflammaszéméanak nevezett fehérje
komplex jatszik szerepet.

Az inflammaszomak harom fébb szerkezeti elemmel rendelkeznek:
citoszolikus NLRP, (pro)kaszpaz-1 enzim, és a kettd kozotti interakciot
biztosité adaptorfehérjék. Az NLRP fehérjék a karboxiterminalison leucin-
gazdag ismétlédést (LRR) tartalmaznak, k6zépen egy konzervalt un. NACHT
domén talalhaté (réviditése a neuronalis apopt6zis inhibitor fehérje-NAIP,
MHCII. transzkripcios aktivator- CIITA, inkompatibilis [6kusz protein
Podospora anserina fajbol- HET-E, és telomeraz-asszocidlt fehérje-TP1
betliszavakbdl), amely a nukleotidkotésért és a fehérjeoligomerizaciod
1étrejottéért felelds, illetveaz aminoterminalison egy variabilis pyrin (PYD)
domén helyezkedik el, amely az NLR fehérjék elkilonitésének alapja.

A kanonikus Utvonal szerinti aktivalodas soran az addig inaktiv allapotu
NLR fehérjék homotipikus 0Osszekapcsolddasra valnak képessé (triggering
lépés), majd egy PYD, és egy kaszpaz aktivacio és toborzé domén (CARD)
elemet tartalmazd adaptor apoptézis-asszocidlt foltfehérje (ASC) révén
komplexet képeznek a prokaszpédz-1 enzimmel, amely annak autokatalitikus
aktivaciojahoz vezet. A kaszpaz-1 pro-1L-1p (31 kDa) fehérjén torténd hasitasa

Az inflammaszémalis rendszer genetikai bedgyazottsagaért a NFkB
nevil transzkripcios faktor felelds, amely szamos proinflammatoérikus citokin,
koztuk a pro-IL-1p de novo szintézisét is inicidlja. Az IL-1p keletkezésének egy
masik lehetséges mddja a nem kanonikus Utvonal, amely a kaszpaz-11
(emberben  kaszpdz 4/5) enzimatikus mikodésének  eredménye.A
lipopoliszacharid (LPS) wvolt az els6 molekula, amelyet a kaszpaz-11
nonkanonikus utvonalénak direkt aktivatoraként felfedeztek. Internalizalodas
utdn az LPS-t a kaszpaz-11 ismeri fel, a kialakult LPS-kaszpdz-11 komplexek

CARD domének részvételével oligomerizalodnak, majd autoproteolitikus
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aktivacion esnek at. Az enzimatikus hasités érint egy masik fehérjét, a
gasdermin D-t is (GSDMD), amely egy aminoterminélis porusformalo
doménre, és egy karboxiterminalis autoinhibitorikus doménre valik. A
porusformalé domén a sejtmembranhoz asszocialddva szamos citoplazmatikus
molekula extracellularis felszabaditasat irdnyithatja, koztik az IL-1B-t is.

1.6 Inflammaszomalis rendszerek a kbzponti idegrendszerben

Az inflammaszomalis rendszer intracellularis NLRP fehérjéi kozul a
kovetkezOknek tulajdonitanak leginkabb fontos szerepet a kozponti
idegrendszerben: az NLRP1-nek neuronokban, az NLRP2-nek asztrocitakban,
illetve az NLRP3-nak mikroglia sejtekben.

1.6.1 NLRP1 inflammaszéma

A neuronalis NLRP1 inflammaszéma a kaszpdz-1 enzim aktivaciojat két
Utvonalon képes befolyasolni. A direkt Gt soran a CARD domén révén, az
indirekt soran pedig a PYD domén altal ASC adaptorfehérjén keresztul jon létre
a kapcsolat. Egyedilallé szerkezeti sajatsaga, hogy a legtobb NLR fehérjével
ellentétben az NLRP1 a karboxiterminalison tartalmazza a CARD doment,
illetve rendelkezik egy un. ,funkciéja megtalalni” (function to find)
autoproteolitikus hasitasra képes FIIND doménnal is, amely processzalas utan
két, egymassal nem kovalens médon ¢sszekapcsolt polipeptidet eredményez. A
FIIND domén esszencialis az NLRP1 miikodéséhez, amelynek génje csak egy
human fehérjét, mig egerekben szdmos paraldg enzimet kédolhat.

Az NLRP1 megértésében attorést hozott, hogy az egér NLRP1B
paralog fehérjérdl kideriilt, hogy a kaszpaz-1-et a Bacillus anthracis letalis
toxinja (LeTx) révén is képes aktivalni. A kétkomponensii toxin letalis faktor
proteazt (LF), illetve egy csatornaformalé protektiv antigént (PA)-t tartalmaz,
amely képes a sejtekbe tovabbitani a toxint. Az aminoterminalisnal toérténé
LeTx hasitds ugyan destabilizdlja az NLRP1 szerkezetét, ubiquitinaci6t és
proteoszoma medialt degradaciot valt ki, paradox médon mégis igy aktivalja a
rendszert. A FIIND domén autoprocesszaldsa ugyanis nem engedi a
proteoszoémalis protedz végighaladasat a fehérjelancon, a hasitassal 1étrejovo
karboxiterminalishoz kozeli bioaktiv fragmentumok kapcsolddasi platformot
alakitanak ki a kaszpaz-1 szamara. Ezt a jelenséget proteoszomalis degradacio
altali inflammaszéma aktivacionak vagy ,funkcionalis degradacionak”



nevezik.Az NLRP1 komplex érintettsége kognitiv zavarokkal jaro korképekben
¢és neurodegenerativ betegségekben kelléen bizonyitott.

1.6.2 NLRP2 inflammaszéma

Az NLRP2 inflammaszéma szamos egyéb néven is ismeretes (NALP2, NBS1,
PAN1, PYPAF2). Hasonléan a tobbi NLR receptorhoz, képes az ASC
fehérjével egyiittmikodve aktivalni a kaszpaz-1 enzimet, azonban gatolja az
NFkB utvonalat is. Egyik allélvariansa nem képes erre a gatlasra, ezért kronikus
gyulladasos  megbetegedések, példaul a  Muckle-Wells  szindréma
kialakulasaban kéroki szerepe bizonyitott.

Az NLRP2 human asztrocita sejtekben nagy mennyiségi IL-1p
termel6dést valt ki. Pannexin csatorna blokkold probenecid és a purinerg P2
receptor X7 (P2X7) receptor inhibitor Brilliant Blue G (BBG) szignifikansan
csokkenti az ATP indukalta NLRP2 aktivaciot. Hasonlo kovetkeztetésre
jutottak az NLRP2 kis interferaldo RNS (siRNS) alkalmazasat koveto
csendesitése soran is.

1.6.3 NLRP3 inflammaszoma

Az NLRP3 inflammaszoma multiprotein komplexe a leginkabb tanulmanyozott
NLR receptor. Az 0sszeszerelédésben résztvevo elemek az NLRP3, ASC, és a
kaszpaz-1, amelyek egymashoz vald kapcsolddasaval reagalnak a felismert
ligandokra, de az inflammaszoma a kaszpaz-11 mediélta nonkanonikus
Gtvonalon keresztul is képes aktivalodni.

Az NLRP3 komplex mikroglidlis aktivacidja bizonyitast nyert egyes
degenerativ  betegségekben. A fibrillaris a-synuclein  felhalmoz6dasa
dopaminerg neuronokban indukalhatja az NLRP3 aktivaciojat periférias vérbol
szarmaz6 monocitakban és mikroglia sejtekben, amelyek IL-1p, IL-18 és egyéb
neurotoxikus termékek felszabaditdsaval a kornyezd neuronok pusztulasat
idézik el Parkinson kort eredményezve. A legujabb eredmények szerint az
NLRP3 hozzajarulhat az amyloid-p fehérje (AB) plakkok felhalmozodasahoz is
Alzheimer korban és frontopolaris dementiaban.



2. CELKITUZESEK

Mivel a kronikus fajdalom kialakulasarol még jelenleg is sok ponton hianyosak
ismereteink, ezért kisérleteink kezdetén rendszerszintii megkozelitést tliztiink
ki célul. A nociceptiv jelfeldolgozé rendszer harom szintjét vizsgaltuk
(hatsogyoki ganglion, gerincveldi hatsd szarv és gyrus cinguli). A jelen
munkaban a rendszer elsé kapcsoldallomasanak tekintett gerincveld hatsé
szarvaban elvégzett kisérleteink eredményeit targyaljuk.

Kisérleti modellként a komplett Freund adjuvans (CFA)-indukalt
gyulladasos (Ujabb terminoldgiaval nociceptiv) fajdalommodellt alkalmaztuk,
amelyet a laboratériumunkban mar korabbi munkéakban is vizsgaltunk.

Kisérleteink kiindulasaként 45 génre kiterjedd vizsgalatot végeztiink
el, kontroll és CFA-kezelt allatok gerincveldi hatso szarvabol izolalt mintakon.
A genexpressziés (TLDA) kisérletekben négy gén szignifikans mértéki
valtozasat talaltuk a CFA-indukalt modellben - kiemelkedd (hatszoros mértékii)
expresszios valtozast az interleukin-1 receptor-1 (IL-1R1) esetében talaltunk,
amely az interleukin-1 receptor ligandkét6 egysége.

Az IL-1R1 gerincvel6i expresszidjat korabbi munkdk mar
bizonyitottdk, azonban a receptor és ligandjanak (IL-1B) pontos cellularis
megoszlasarél nem alltak rendelkezésre adatok a gerincveld hatsd szarvanak
teriiletén. Ezért a kisérletek kovetkezo 1épésében a TLDA eredmények alapjan
az IL-1R1 és ligandjanak gerincvel6i megoszlasanak felderitésére végeztiink
vizsgalatokat kontroll és CFA-injektalt allatokban.

Felmertilt az a kérdés is, hogy az IL-1R1 hidnya hogyan befolyasolja a
kisérleti allatok nociceptiv valaszkészségét. Ezen kérdés vizsgalatara 1L-1R1
génhianyos és C57/BL6 vad tipusu egerek esetén elvégeztilk az elektronikus
von Frey és a Hargreaves viselkedési teszteket.

Mivel a gerincveldi szovetextraktumban a fehérje expresszios
vizsgélatok sordn kimutattuk az IL-1PB hasitott (aktiv, 17 kDa) forméajanak
megjelenését a 3. kisérleti napon, ezért célul thztik ki az IL-1p aktiv
formajanak eldallitasdban szerepet jatszo inflammaszoma tipus vizsgalatat,
amelyr6l nem alltak rendelkezésre korabbi irodalmi adatok a CFA modellben.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kisérleti allatfelhasznalas, a krénikus gyulladas allatmodellje

Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények kisérletes munkai soran him
Wistar-Kyoto patkanyokat (Godolld, Magyarorszag n=78), vad tipusi him
C57/BL6 egereket (n=18), illetve Labow és mtsai altal genetkailag médositott
him IL-1R1KO egereket (n=18) hasznaltunk (B6.129S7-111r1 tm1/mx,/J stock
#:003245), amelyeket a Jackson Laboratories cégtél szereztink be. A
felhasznalt allatokat normal fényviszonyok kozétt tartottuk ad libitum
takarméanyozassal.

A krénikus gyulladasos fajdalom indukalasahoz 100 ul (egér) vagy 150
pl  (patkany) CFA (viz, paraffinolaj és hdvel elolt Mycobaktérium
szuszpenzidja és fiziologias sdoldat 1:1 arany( keverékét injektaltuk
intraplantarisan az allatok jobb hatso talpaba korabbi kézlemények leirasai
alapjan. A vad tipust C57/BL6 egeértorzs és az IL-1R1 KO egerek egyes
csoportjai (n=6-6) CFA oltas helyett alkezelést, fizioldgias sdoldatot kaptak a
jobb hatsé talpukba. A kontroll csoportba tartozd patkdnyok és egerek nem
kaptak kezelést.

3.2 TagMan alacsony denzitasu array modszer (TLDA)

A TLDA modszerrel a gerincveldi hatsd szarv génexpresszios valtozasainak
vizsgalatara nyilt lehet6ség. A gerincveld laminektomiaval torténé feltarasat
kovetden az L4-L5 lumbélis szegmentumok eltavolitasra kertltek a kontroll
allatokbol (n=9), illetve a CFA-val kezelt patkanyokbol az injekciot koveto 3.
napon (n=9). A kezelt Allatok injekcioval ipsilateralisan (jobb oldal)
elhelyezked6 gerincveldi hatso szarvat (kezelt oldal) a tobbi gerincveldi résztol
elkiilonitettiik tovabbi feldolgozas céljara. A szdvetek eltavolitasat kovetden
RNS-t izolaltunk, amely mindségét Agilent mikroelektroforézissel ¢és
Nanodrop fotometrids rendszerrel ellendriztiik. Ezt kdvetéen cDNS konyvtarat
hoztunk létre, amelynek 100 ng mennyiségét toltottik ra a TLDA kartyak
portjaira. A 8 porton keresztlil 48 gén expressszidjanak vizsgalata valt
elérhetdvé. meghatarozasahoz. A kapott adatok harom parhuzamos kisérletbol
szarmaznak. Az egyes gének expressziojanak értékeit Livak és mtsai 2744

modszere alapjan definialtuk.
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3.3 Mechanikai és termadlis viselkedési tesztek

A Kisérletek soran felhasznalt allatok nociceptiv valaszkészségét patkanyoknal
mechanikai allodynia teszttel (Dynamic plantar aesthesiometer, Ugo Basile),
egereknél pedig mechanikai- és termalis allodynia teszttel is (Plantar Test
Instrument-Hargreaves Apparatus, Ugo Basile) vizsgaltuk. Az &llatok
mechanikai- és/vagy termalis nociceptiv talpvisszahlzasi ingerkiiszobét
(tovabbiakban MTT és TTL) mindkét talpon megmértiik CFA, illetve
fiziologias sb6oldat beadasa el6tt €s utan is, naponta ismételve. Azoknal az egér-
(n=36) és patkdny (n=18) Kkisérleti csoportoknal, amelyeknél kizarolag
mechanikai és/vagy termalis allodynia tesztet végeztiink, de azt kovetéen nem
hasznaltuk fel mas kisérletek soran, az injekcié utani 11. napig torténtek
mérések, mig azoknal a patkanyoknal, amelyeket mas vizsgalatokra is
felhasznaltunk (n=60) a 3. napig, ugyanis ekkor volt mérhet a legalacsonyabb
mechanikai nociceptiv ingerkiiszéb.

A mechanikai allodynia teszt soran az allatokat egy halés, kemény
mianyagplatform alappal rendelkez6 feliilr6l zart plexiiiveg dobozba
helyeztiik, amely a mérés idejére csokkentette a mozgasteret. A kisérlet soran
az allatok hatso talpara egy fémbél késziilt, mintegy 0,5 mm atméréjti von Frey
tipusu filamentumot rairanyitva, fokozatosan er6s6d6 nyomast (g) fejtettiink ki,
ameddig az allat a hatsé talpat vissza nem hiuzta. A méréberendezés a
visszahuzasnal jelentkez0 értékeket regisztralta.

A termalis allodynia mérése soran az allatokat egy hasonlo, az el6zéekben
leirt plexiliveg dobozban helyeztik el, ahol a hatso talpukra egy infravords
fényforrast iranyitottunk standard intenzitassal. A fényforrasbol érkezo
hostimulust egészen a hatso talp visszahuzasanak idejéig (s) alkalmaztuk. A
visszahuzasnal a rendszer megszakitotta a sugarnyalabot, az eltelt idot a
berendezés detektalta.

3.4 Western blot

A célfehérjék kimutatasat, azok mennyiségében CFA-val torténd oltas hatasara
bekovetkezé valtozasok detektalasat immunoblotal végeztik. A lumbalis
gerincveldi szovetek mintagyiijtése a TLDA metodussal megegyezden tortént
a kontroll (n=6) és a CFA-val kezelt (n=6) patkanyokbdl.A szdvetmintakat
eldszor szonikaltuk protedz inhibitorokat tartalmazo lizispufferban, majd a
sejttdrmelékeket centrifugalassal eltdvolitottuk. A mintak
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fehérjekoncentracidjat detergens kompatibilis BCA assay segitségével
hataroztuk meg, majd redukalé mintapufferben torténé feloldasuk utan 10%-0s
natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gélen futtattuk meg majd
elektroforetikusan transzferaltuk polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra,
amelyet 10%-os borjuszérum albumint tartalmazé Tritont tartalmazé Tris-
pufferelt fizioldgias séoldat (TTBS) oldattal blokkoltunk, majd inkubaltuk az
aldbbi primer antitestek egyikével: Kecske anti-IL-1R1 receptor antitest
(1:500, RnD Systems), nyul anti-IL-1p antitest (1:500, Peprotech), nyul anti-
NLRP1 antitest (1:1000, Abcam), nyul anti-NLRP2 antitest (1:500, Abcam),
nyal anti-NLRP3 antitest (1:500, Abcam), és bels6 kontroll antitest (egér anti-
B-tubulin, 1:2000, Sigma).

Szdmos TTBS-ben torténd mosasi lépés utan, a blotokat nyul anti-
kecske-, kecske anti-nyul vagy nyul anti-egér 1gG tormaperoxidazzal konjugalt
szekunder antitesttel inkubaltuk (1:1000 DakoCytomation). A fehérjesavokat
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogén reakcié révén vizualizaltuk. Az
immunblottok kvantifikaciéjat Image J szoftver hasznalataval végeztiik, az
optikai denzitasok értékeit B-tubulinra normalizélva hataroztuk meg.

3.5 Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay (ELISA) modszer

A patkany IL-1p Quantikine ELISA kit révén az IL-1p fehérje 6sszmennyiségét
kontroll (n=3) ¢és CFA kezelt (n=3/nap) éallatok gerincveldi
homogenizatumaib6l izolaltuk az injekciot koveté 1-4. napokon. A
szOvetmintdkat mechanikusan homogenizéltuk protedaz inhibitorokat
tartalmazo jéghideg RIPA pufferban, majd 20 perces razatast és centrifugalast
kovetden eltavolitottuk az oldhatatlan szévettormelékeket. A feliiltiszo 50ul-es
térfogatat triplikdtumban hasznalva detektaltuk a homogenizatumok IL-1pB
mennyiségét. A tovabbi lépések soran a kitet gyartd utasitasai alapjan jartunk
el.

3.6 Immunohisztokémia

3.6.1 Szovetelokészités

Az immunohisztokémiai vizsgalatokat kontroll (n=7), és CFA-val kezelt (n=8)
patkanyokon végeztiik az injekcid utani 3. napon. Az éallatoknal natrium-
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pentobarbitadl beadasaval mélyaltatast kivaltva, transzkardialis perfaziét
végeztink fiziologias séoldat és 4 % paraformaldehidet tartalmazé 0,1 M
koncentracidju foszfat puffer alkalmazasaval. A felhasznalt allatok gerincvel6i
lumbalis L4-L5 szegmentumainak eltavolitasa utan a mintakat posztfixaltuk 4
oran keresztul, majd 10- és 20 %-os szachardzt tartalmazé 0,1 M PB oldatba
helyeztiik éjszakara. Folyékony nitrogénes feltarast, majd agarba torténd
beagyazast kovetéen, 50 pm vastag szeleteket készitettlink Vibratome
hasznalataval. Az igy késziilt metszeket hasznaltuk a kovetkezékben leirt
modszerek soran.

3.6.2 Immunoperoxidaz reakciok

Az immunoperoxidaz reakcié soran a célfehérjék laminaris expresszidjat és
eloszlasat tanulmanyoztuk gerincvel6i hatso szarvban usz6 metszeteken.
Endogén peroxidazgatlast kovetden a metszeteket 0,01 M Tris-PBS (TPBS)-t
tartalmazd 10 %-os normal kecske- vagy nyul szérumban réazattuk 50 percig,
majd 1%-os TPBS alapu NGS vagy NRS oldattal t6rténd 15 perces mosas utan
inkubaltuk a Western blotnal is alkalmazott primer antitestek egyikével 3
éjszakat:

1%-0s NRS-ban vagy NGS-ban torténé mosasi 1épéseket koveten a
metszeket 1% biotinilalt nyul anti-kecske (1:200,Vector Labs) vagy biotinilalt
kecske anti-nyal szekunder 1gG antitestet (1:200,Vector Labs) tartalmaz6 0,01
M TPBS oldatban inkubaltuk 5 oran keresztiil. A korabban leirt mosési
1épéseket kovetden a metszeteket avidin-biotinilalt tormaperoxidaz komplex
(ABC 1:100, Vector Labs) hozzdadasaval inkubaltuk éjszakara. Mosast
kovetden az immunreakciot DAB reagenssel vizualizaltuk. TRIS és PB
oldatban torténé mosast kovetben a metszeteket dehidraltuk felszalld
alkoholsorban. Xilolos kezelést kovetden a metszeteket DPX médium (Sigma)
segitségével rogzitettiik targylemezekre. A metszetekrél Olympus CX-31
epifluoreszcens mikroszkdp hasznalataval készitettiink felvéteteleket.

3.6.3 Kettés immunofluoreszcens festések

Az IL-1R1 kolokalizaciés vizsgalatanal 1%-os NDS-t tartalmaz6 0,1 M PBS
oldatban a kovetkezd primer antitesteket alkalmaztuk: kecske anti-IL-1R1
receptor antitest (1:500), illetve a kovetkezd antitestek egyike: tengerimalac
anti-CGRP (1:2000, Peninsula Labs), biotinilalt IB4 (1:2000, Sigma),
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tengerimalac anti-VGLUT2 (1:2000, Chemicon), egér anti-VGAT (1:2000,
Synaptic Systems), egér anti-glia fibrillaris savas protein (GFAP, 1:1000,
Chemicon), egér anti-CD11b (1:500, Bachem), nyul anti-KCC2 (1:2000,
Upstate Biotechnology), egér anti-posztszinaptikus denzitas fehérje 95
(PSD95, 1:100, Frontier), vagy egér anti-gephyrin (1:100, Synaptic Systems)
antitestek. Az egyes reakciokat 3 napig hagytuk végbemenni 4 °C-on.

Az 1%-0s NDS-t tartalmazo6 0.1M PBS oldatban torténé mosasok utan a
metszeteket Alexa Fluor 555-tel konjugalt szamar anti-kecske 1gG (1:1000,
Molecular Probes) szekunder antitesttel, és az aldbbi antitestek egyikével
inkubaltuk 2 6ran keresztiil: Alexa Fluor 488-al konjugalt szamar anti-
tengerimalac 1gG (1:1000, Molecular Probes), Alexa Fluor 488-al konjugalt
streptavidin (1:1000, Molecular Probes), Alexa Fluor 488-al konjugalt szamar
anti-egér 1gG (1:1000, Molecular Probes) vagy Alexa Fluor 488-al konjugalt
szamar anti-nyul IgG (1:1000, Molecular Probes).

Az IL-1pB- és az inflammaszomalis NLRP1, NLRP2 és NLRP3 fehérjek
expressziojat gliasejtekben a nyul anti-IL-1p (1:500), nyul anti-NLRP1 (1:100),
nyul anti-NLRP2 (1:500), és nyul anti-NLRP3 (1:500) antitestekkel, illetve a
kovetkezé antitestek egyikével vizsgaltuk: egér anti-GFAP (1:1000), vagy
tengerimalac anti-ionizalt kalciumkoté adaptor molekula 1 (Ibal, 1:2000,
Synaptic Systems). A primer antitesteket az el6z6ekben leirt id6tartamban és
normal szérumos higitasban (NGS) hasznaltuk a mosasi lépésekkel egyitt. A
szekunder antitestekkel torténd inkubalast Alexa Fluor 488-al konjugalt kecske
anti-nyul 1gG, (1:1000, Thermo Fisher Scientific), illetve Alexa Fluor 555-tel
konjugalt kecske anti-egér 1gG, (1:1000,Thermo Fisher Scientific), vagy Alexa
Fluor 555-tel konjugélt kecske anti-tengerimalac 1gG, (1:1000, Thermo Fisher
Scientific) és a mosasokat (1% NGS szérum, majd PBS) kovetden a
metszeteket targylemezre szedtik fel, és Vectashield médiummal (Vector
Labs) fedtiik le.

3.6.4 Konfokalis lézer pasztaz6 mikroszkdppal végzett kvantitativ analizis

A metszetekrol Un. z-stack, 1 pum vastag optikai szeletekbdl felépiild
felvételeket készitettlink a gerincvel6i hats6 szarv Rexed I és I1-es lamindjaban
Olympus FV1000 konfokalis Iézer pasztaz6 mikroszkdppal. A kolokalizacid
kvantitativ. mértékét egy 10x10-es egyenként 4 um-es élhosszussaggal
rendelkez négyzetekbdl all6 lapracs (grid) segitségével hataroztuk meg.

Az IL-1R1 esetén a racsvonalakra es6 immunreaktiv foltokat
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megszamolva, ellendriztiik, hogy azok kolokalizalnak-e az axonalis (CGRP,
IB4, VGLUT2, VGAT), glidlis (GFAP, CD11b), illetve posztszinaptikus
membran markerek (PSD95, gephyrin) immunreaktiv foltjaival. A KCC2
neuronalis markerfehérjével torténd Osszevetés esetén kiillon megszamoltuk
azokat az IL-1R1 immunreaktiv foltokat, amelyek a KCC2 pozitiv profilok
membranjaban vagy citoplazmajaban helyezkedtek el.

Az IL-1B esetén a receptorral azonos modon hataroztuk meg a
kolokalizacios értékeket glidlis (GFAP, Ibal) markerekkel. Az IL-1B
expressziojaban bekovetkezd valtozasokat, illetve GFAP pozitiv asztrocitak
térfogat valtozasait IMARIS szoftver (Bitplane) hasznélataval is modelleztik.
Az IL-1B immunoreaktiv foltok tavolsagat a GFAP pozitiv asztrocita
nydlvanyoktol tavolsdgmatrix révén modelleztik. Az inflammaszomalis
marker NLRP1, NLRP2 és NLRP3 fehérjék esetén GFAP-vel torténd atfedést
vizsgaltunk, valamint az egyes markerek GFAP pozitiv asztrocita
nyulvanyoktdl valo6 tavolsagat szintén tavolsagmatrix révén elemeztik.

A kontroll és CFA kezelt allatokb6l szdrmaz6 adatokat minden allat 3
véletlenszeriien kivalasztott metszetén kvantifikaltuk a Rexed lamina I és II
medidlisan és lateralisan elhelyezked®6 teriileteinek értékeibdl.
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4. EREDMENYEK
4.1 A TLDA madszerrel kapott génexpresszios valtozasok eredményei

A krénikus gyulladasos fajdalom kialakulasat befolyasolhat6 gének, koztiik az
IL-1R1 génexepresszios valtozasat patkany gerincvelGi feliiletes hatso
szarvban vizsgéltuk CFA injekcio beadasa utan. A TLDA mddszerrel arra
kerestiik a valaszt, hogy detektalhaté-e szignifikans génexpresszios valtozas a
receptor mRNS szintjében. Emellett kivancsiak voltunk arra is, hogy a 43
altalunk szelektalt egyéb gén expresszidoja miként valtozik patkany gerincveldi
fellletes hatsé szarvban CFA injekcid beadasa utan.

Az IL-1R1 mRNS szintjét osszehasonlitva kontroll- és CFA kezelt
allatok gerincveldi hatsé szarv mintaibol, azt tapasztaltuk, hogy az IL-1R1
expresszioja kezelt allatokban szignifikansan emelkedett (6,02-szeresére,
p=0,0002) a kontrollhoz viszonyitva

Az altalunk vizsgalt tobbi gén (serkentd- és gatld neurotranszmitterek,
citokinek, fehérjekindzok, ioncsatornak) Kkifejez6dése kozil az endogén
kannabinoid  enzimek  szintézisében szerepet jatsz6 ~NAPE-PLD
génexpresszidja  kismértékben n6tt  (1,11-szeresére, p=0,0016), a
kannabinoidok lebontasat végz6 Faah gén expresszidja viszont csokkent (0,78-
szeresere, p=0,0368). Ezen fellll a serkent6 ionotrop glutamat AMPA receptor
2-es alegységenek (Gria2) génexpresszidja szintén csokkent mértéket mutatott
(0,77-szeresére, p=0,0447).

4.2 Mechanikai viselkedési teszt eredményei patkdnyokban

A fentebb részletezett modszerek elvégzése elétt, a nociceptiv valaszkészség
meglétét mechanikai viselkedési teszttel ellendriztiik a kisérleteinkhez
felhasznalt him Wistar patkanyokban. Az MTT Kkontroll-, és a kezelt him
patkanyok bal oldali hatsé talpabdl (kontralateralis) mért értékei hasonldnak
bizonyultak. CFA injekcio hataséara azonban szignifikans csokkenés (p=0,001)
kovetkezett be az MTT jobb hatso talpbdl (ipsilateralis) szarmazo értékeiben a
kontrollhoz képest. A legalacsonyabb &tlagértékeket az injekcié beadasat
kovet6 3. napon detektaltuk (11,46+1,01 g).
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4.3 Mechanikai és termalis viselkedési teszt eredményei egerekben

Az altalunk vizsgalt IL-1R1-IL-1B szignalizacié kiemelt jelentdségére valo
tekintettel vad tipusd C57BL6- és IL-1R1 KO him egerek mechanikai és
termalis ingerkiiszobét is lemértilk CFA oltast kovetden (0. nap) a 11.napig.
CFA oltas helyett egyes éallatok fiziologids séoldatot tartalmazé oldatot
(&lkezelés) kaptak. A vad tipusu és az IL-1R1 KO allatok kontroll csoportjainak
MTT értékei a Kisérlet soran végig stabilnak bizonyultak. Vad tipust egerek
esetén 4,8-5,0 g kozotti MTT adatokat rogzitettiink 4,81+0,29 g atlagértékkel,
mig IL-1R1 KO egereknél 3,0-5,0g kozotti tartomanyt regisztraltunk 3,94+
0,51 g atlagértékkel a vizsgalati periddus alatt. A vad tipusu és az IL-1R1 KO
allatcsoportok CFA oltas el6tt mért alapértékei kozotti  kiillonbség
szignifikdnsnak bizonyult (p=0,0000002). A fizioldgids soéoldat jobb hatsé
talpba torténé injekcidja nem valtott ki érzékelhetd kiilonbséget, sem a vad
tipusu, sem a KO Aallatok esetén. A CFA jobb hatso talpi injekcioja azonban
markans csokkenést valtott ki a vad tipusi egerek MTT értékeiben. A
csokkenés az injekciot kvet6 4. napon érte el a maximumat (1,68+0,06 g. Az
IL-1R1 KO egerek CFA injekcid utan mért MTT értékeiben mérsékelt
csokkenést tapasztaltunk, amely az injekcié beadasa utan minddssze egy hétig
tartott. Az MTT értékeinek csokkenését az injekcio utani 1-7. napig sikerilt
szignifikans mddon regisztralni (p=0,00004-0,006), azonban a vad tipusu és a
KO éllatok kdzoétti szignifikdins MTT kiilonbségek mar az 1-9. napig voltak
kimutathatdak (p=0,000004-0,01).

A termalis allodynia CFA injekci¢ altal kivaltott mértéke és lefolyasa a
mechanikai allodynidhoz hasonlénak bizonyult, mind a vad tipusd, mind az IL-
1R1 KO allatok esetén. Vad tipust egerek esetén 4,9-10,2 s kozoétti TTL
értékeket detektaltunk 7,47+1,22 s atlagértékkel, mig az IL-1R1 KO allatoknal
6,3-10,0 s kozotti idGintervallumot regisztraltunk 8,15+0,85s atlagértékkel a
kisérlet idétartama alatt. A fiziol6gias séoldat injekcidja a mechanikai
viselkedési teszthez hasonléan a TTL adatokban sem valtott ki érzékelhetd
kiilonbséget. A CFA beadasa viszont jelentds csokkenést valtott ki a vad tipusu
egerek jobb hats talpabol szarmazo TTL értékeiben. A csokkenés az injekcidt
kovetd 2. és 3. napon érte el a maximumat (1,744 0,01 s, valamint 1,72+0,08).
A KO egerek CFA oltas utdn mért TTL adataiban csak kismértékii cs6kkenést
figyeltlink meg, amely az injekcié beadasa utani 1-7. napig tartott.

A statisztikailag szignifikdns csokkenés ezen iddtartam alatt végig
kimutathatonak bizonyult (p=0,0005-0,029). A CFA-val oltott vad tipusu és
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KO Allatok kozotti szignifikans TTL kilonbségek az 1-9. napig voltak
detektalhatok (p=0,000003-0,021).

4.4 Az IL-1R1 fehérjeexpresszios valtozasanak eredményei
4.4.1 Kontrollok

Az immunhisztokémiai protokoll részeként rekombinans patkanybél szarmazo
IL-1R1-(Sino Biological Inc Peking) fehérje alkalmazéasaval teszteltiik az anti-
IL-1R1 primer antitest specificitasat. A metszeteken a rekombinans peptid és a
megfeleld antitest ekvivalens keverékét inkubaltuk primer szérumként, hogy
antitest depléciot valtsunk ki. A keverékeket 4 °C-on taroltuk 18 éran keresztiil,
majd centrifugaltuk. Ezt kovetben az immunoperoxidaz reakcional leirtak
szerint jartunk el, amelyek eredményeként a specifikus immunreakciok nem
jelentkeztek. Egyéb kontrollként az immunoblot korabban leirt protokollja
szerint elvégzett antitest specifitas vizsgalatot alkalmaztuk. Az immunfestés az
IL-1R1 esetén egy 80 kDa tomegli savot mutatott ki, amely megfeleltetheté a
receptor irodalomban leirt molekulatémegének.

4.4.2 Az IL-1R1 fehérjeexpresszidjanak vizsgalata immunoblot moédszerrel

A TLDA moddszer soran kapott IL-1R1-et érinté génexpresszios
eredményeinket fehérszinten is validalni kivantuk, ezért Western blot
vizsgalatot végeztiink kontroll (0. nap) és CFA kezelt patkanyokbol (3.nap)
szdrmazo6 gerincveld hatso szarvi szovetmintdkon. A denzitometrias analizis
kozel 1.5-szeres szignifikdnsnak mutatkozd emelkedést mutatott ki a kezelt
allatok IL-1R1 fehérje mennyiségében a kontrollhoz viszonyitva (p=0,029).

4.4.3 Az IL-1R1 fehérje expresszidjanak vizsgalata immunhisztokémiai
madszerekkel

4.4.3.1 Immunoperoxidaz vizsgalat eredményei

Az IL-1R1 fehérje expressziojat és eloszlasat peroxidaz alapt immunfestéssel

is vizsgaltuk patkany gerincveldi hatso szarvban kontroll- és gyulladasos

koriilmények kozott is. Pontszerli immunreakciot detektaltunk a feliiletes

Rexed | és ll-es lamindkban, amely leginkdbb a Il-es lamina belsé részén
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mutatott intenziv savos megjelenést.

A CFA oltas hatasara bekovetkezd gyulladas soran az ipsilateralis
oldalon a megfigyelt immunreakci6 denzitasa a kontrollhoz viszonyitva sokkal
intenzivebbnek bizonyult a 11-es lamina belsd részében.

4.4.3.2 Kettos immunofluoreszcens festés eredményei

4.4.3.2.1 IL-1R1 expresszi6ja axonterminalison

Annak érdekében, hogy tanulmanyozhassuk a receptor axonalis kifejez6dését,
kolokalizacios vizsgélatokat végeztink az IL-1R-1- és a peptiderg (CGRP),
nonpeptiderg (IB4) primer afferens rostok, valamint a serkent6 (VGLUT2) és
a gatld (VGAT) gerincveld hatso szarvi interneuronok axonterminalisai kozott.

A kett6s immunfestések eredményei szerint kontroll kériilmények kdzott
szinte teljes szegregacio figyelhetd meg az IL-1R1 és ezen markerek kozott. Az
IL-1R1 receptor immunoreaktiv foltjainak axondlis eloszlasa a kovetkez6: 0.1
+ 0,01% CGRP markeren, 0,3+0,10% IB4 markeren, 1,2+0,46% VGLUT2
markeren, illetve 0,1+0,04% VGAT markeren. A CFA oltas érdemben nem
valtoztatott ezeken a kontrollban is elhanyagolhato6 értékeken.

4.4.3.2.2 1L-1R1 expresszidja neurondlis citoplazmaban és szomatodendritikus
membranon

V4

transzporter fehérje expresszidjanak mértéke szabja meg. A fehérje kizardlag
neuronokon fejezddik ki, ahol a szomatodendritikus membranba agyazva a
kloridaram  medidlta  posztszinaptikus  hiperpolarizaciéért  felelGs,
axonterminalisokon nem fordul el6. Az IL-1R1 és a KCC2 marker kozotti
kolokalizaci6 vizsgalatanal a teljes receptorkészlet immunoreaktiv foltjait a
KCC2-vel jel6lt szomatodendritikus felszinen (membranjel6lés) vagy a marker
altal korulhatarolt tertileten (citoplazmatikus jel6lés) talaltuk meg. A kontroll
kett6s immunofluoreszcens festések felvételeinek kvantifikacioja sordn a teljes
IL-1R1 készlet 19,942,27%-at azonositottuk a KCC2 pozitiv membranon bellil,
ugyanakkor 49,9+2 56%-a citoplazmatikus jelnek bizonyult.

CFA kezelt allatokban a neurondlis szomatodendritikus membran
kompartmentumban talalt IL-1R1 immunoreaktiv foltok szdmanak szazalékos
aranya szignifikansan nétt, (p=0,002) 19,9+£2,27%-rél 35,1+1,5%-ra, a
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citoplazmatikus részarany pedig 44,39+0,56%-ra csokkent.

4.4.3.2.3 Az IL-IRI expresszidja serkenté- és gatlo szinapszisok posztszinaptikus
membranjaban

A receptor lehetséges atfedését a serkentd-, illetve gatldo szinapszisok
posztszinaptikus membranmarkereivel is vizsgaltuk. Korabbi irodalmi adatok
alapjan a PSD95 a serkent6 glutamaterg- a gephyrin pedig a gatl6 GABAerg és
glicinerg posztszinaptikus denzitas specifikus markere.

Az IL-1R1 immunoreaktivitds foként a serkentd posztszinaptikus
denzitasban megfigyelhetd. A PSD95 markeren a receptorkészlet 9,04+ 0,43%-
a volt megtalalhatd, ami a KCC2-vel jelolt szomatodendritikus
membranfelszinen detektalt immunreaktiv foltok majdnem felét teszi ki. Az IL-
1R1 és a gephyrin koz6tti kolokalizacio mértéke sokkal kisebbnek bizonyult, a
receptor mintegy 1,2+1,1%-a fordult el6 gatld posztszinaptikus denzitasban.

CFA kezelt allatokban a receptor eloszlasaban nem tapasztaltunk
szamottevé eltérést a kontrollhoz képest. PSD95 markerrel az IL-1R1
9,93+0,4%-a, mig gephyrinnel minddssze 1,43+1,14%-a kolokalizalt.

4.4.3.2.4 Az IL-1R1 expresszidja asztrocita és mikroglia sejteken

Ahhoz, hogy az IL-1R1 asztrocita és mikroglia profilokon torténé expresszidjat
vizsgaljuk, kolokalizaciés vizsgalatokat végeztink a receptor és az
asztrocitakat szelektiven jelolé GFAP, illetve a mikroglia marker CD11b
kozott. A kontroll esetén a receptor mennyiségének mintegy 9,3+0,65%-a
expresszalodott asztrocitakon, mig elenyész6 1,2+0,30%-at mikroglia sejteken
detektaltuk.

CFA oltas hatasara az asztrocitakon jelenlévo receptorszam szazalékos
aranya elhanyagolhaté mértékben 9,23+0,41%-ra csokkent, mig a mikroglia
sejteken mintegy 2,5+0,35%-ra nétt.

4.5 Az IL-1P és az NLRP szenzorok fehérje expresszidjanak eredményei

4.5.1 Kontrollok
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Az IL-1R1-hez hasonléan anti-IL-1f antitest specificitasat is teszteltiik
rekombinans fehérje alkalmazasaval az el6bbiekben vazolt kimeritési protokoll
szerint (Peprotech, katalogusszam:400-01B), melynek eredményeként
specifikus immunfestddést szintén nem tapasztaltunk. Az inflammaszémalis
fehérjék elleni a primer antitestet melldzo, csak szekunder antitestet tartalmazo
eleggyel torténd inkubalast valositottuk meg antigénpeptid hidnyaban. Ennek
eredményeként specifikus immunjeldlést az el6z6ekhez hasonldan ismét nem
tapasztaltunk. Az NLRP2 markerrel kapcsolatos eredmeényeink tovabbi
alatamasztasara hematoxylinnel festett tiidémetszeten pozitiv (primer antitestet
tartalmazd) és negativ immunoperoxiddz (primer antitest kihagyasaval)
reakciot is végrehajtottunk.

4.5.2 Az IL-1p mennyiségének vizsgalata immunoblottal és ELISA moddszerrel

Az anti-IL-1p antitest validitasat a kimeritésen tl az immunoblot eredménye is
alatdmasztja. A 31 kDa-nal megjelend gyenge immunoreaktiv sav a kontroll
gerincvel6i  szOvetextraktumbol szdrmazd pro-IL-1B  irodalomban leirt
molekulatdmegét mutatja (0. nap). Azonban a CFA oltas utani 3. napon, a
mechanikai allodynia maximuman, mind a pro-1L-1B, mind annak aktiv, érett
17 kDa molekulatomegii kaszpaz 1 altal hasitott formaja is nagy mennyiségben
megtalalhatd a gerincveldi hatso szarvaban.

Nem taldltunk adatokat arra vonatkozéan, hogy az IL-1B szintjét
idofiiggd modon is vizsgaltak volna gyulladasos fajdalomban, ezért a
vizsgalatainkat ebben az irdnyban folytattuk tovabb ELISA mddszerrel. A
citokin bazalis szintje 124+20,05 pg/ml-nek mutatkozott az L4-L5-6s
szegmentumokbol szarmazé gerincvel$ hatso szarvi szovetmintakban, amely
szignifikansan (p=0,040) 255+37,4 pg/ml-re nétt a CFA oltas utani 3. kisérleti
napon, amely harmonizal a korabban leirt patkany mechanikai viselkedési teszt
eredményeivel. A 4. napon az IL-1B koncentracidja az el6z6 naphoz képest
markansan csokkent 174+12,03 pg/mi-re.

4.5.3 Az IL-1P expressziéja immunohisztokémiai médszerekkel

Az immunoblot és az ELISA vizsgalat eredményeit megerdsitette az IL-1p
immunoperoxidaz reakcidja is. A receptorhoz hasonldéan itt is pontszerii
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immunreakciot detektaltunk a felliletes Rexed lamindkban, amelynek
intenzitdsa gyulladas soran az ipsilateralis oldalon sokkal intenzivebbnek
bizonyult. A kvantifikdlas soran a CFA kezelt mintdkbdl (3.nap) szarmazo
metszetek IL-1B immunoreaktiv foltjainak szdmat 6sszehasonlitva a kontroll
allatokéval (0. nap) szignifikans (p=0,0000064) ndvekedést tapasztaltunk, a
termelédott IL-1B mennyisége mintegy 78+7,48 %-al nétt.

Az IL-1p gliasejtekkel torténd kolokalizacié vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a kontroll allatokbd6l szdrmaz6 metszeteken a mikroglia
pozitiv profilok minddssze 3,31+1,48%-a expresszélta az IL-1B-t, mig CFA
oltds utan a kolokalizacio értéke elhanyagolhatdo mértékben nétt 4,03+1,57%-
ra. Asztrocita sejtek esetén a GFAP profilok mintegy 15,15+3,38%-a termelte
a citokint, mig CFA kezelés utan ez az arany szignifikdnsan megnétt (p=0,002)
39,3+5,24%-ra.

4.5.4 Az IL-1P expresszidéjanak vizsgalata IMARIS analizissel

A CFA indukalta kronikus gyulladasos fajdalom tetépontjan az asztrocita sejtek
IL-1p termelése eredményeink szerint szignifikansan megnétt. A kontroll és a
CFA oltott allatok asztrocita sejtjeinek morfofunkciondlis vizsgalatara, és azok
IL-1B termelése koOzotti kulonbségeinek feltarasara IMARIS szoftveres
analizist is végeztiink. A CFA oltott allatokb6l szarmaz6 metszeteken, mind az
IL-1f immunreaktiv foltok abszolit szama (IL-1, n=1337+229,2), mind az
asztrocitaval val6 kolokalizacié szama (COLOC, n=76x15,35) szignifikansan
megndtt (p=0,009032, illetve p=0,022896), a kontrollhoz viszonyitva (IL-1,
n=272,33+174 és COLOC, n=23,33%9,76). Ezenkivul a kezelt allatokbdl
szarmaz6 GFAP pozitiv asztrocita profilok térfogata (GFAP) szintén
markansan (p=0,194406), de nem szignifikansan nétt (5620 um>+1623) a
kontrollal @sszehasonlitva (3630 um®+1020). Abban az esetben, ha a
kolokalizacio értékeit az IL-1p immunoreaktiv foltok teljes szamara
normalizaltuk (COLOC/IL-1), akkor a kolokalizacié szazalékos mértéke a
kontrollban (12,21%z2,95) bizonyul szignifikdnsan magasabbnak (p=0,0366)
a CFA kezeléssel dsszehasonlitva (5,99%z1,05).

Osszességében elmondhatd, hogy a kronikus gyulladéasos fajdalomban az
IL-1B immunoreaktiv foltok szama (IL-1), és a kolokalizacio abszolut értéke
(COLOC) szignifikansan magasabb a kontroll allatokéhoz képest, viszont
ennek ellenkezdje tapasztalhatd a kolokalizacid teljes IL-1B mennyiségre
vonatkoztatott adataiban (COLOC/IL-1). A GFAP profilok térfogata, bar
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nagymértékben emelkedett a CFA oltott allatokban, ez nem bizonyult
szignifikAnsnak. Az IL-1B immunreaktiv foltok asztrocita profiloktol valo
tavolsagat szintén megmértiik IMARIS hasznalataval kontroll és gyulladasos
korulmények kodzott. A tavolsagmatrix elemzése nem mutatott ki szignifikans
kilénbséget a két csoport kozott, az IL-1p foltok tobbségét a szoftver 1 um-es
tavolsagon belll detektalta mindkét csoport esetében.

4.5.5 Az NLRP markerek vizsgalata immunoblot és kettds immunofluoreszcens
jeloléssel

Az IL-1p citokin termelddése az eldzéekben  emlitett
inflammaszémalis rendszerek kozremiikodésével valosul meg, amelyek
informacid all rendelkezésre. Immunoblot révén mind a harom altalunk vizsgalt
inflammaszémalis fehérjemarker molekulatomegét (NLRP1, NLRP2 és
NLRP3) detektaltuk gerincvel6i hatsd szarvi szovetextraktumabol (NLRP1:
165 kDa, NLRP2 és NLRP3: 120 kDa molekulatémegnél).

A harom inflammaszémalis marker vizsgalata kozul egyedil az
NLRP2 fehérjénél tapasztaltunk nagymértékli expresszi6 novekedést
immunoblottal CFA oltott allatokban (3.nap) a kontrollhoz viszonyitva (0.nap).

Eredményeink szerint az IL-1p f6 forrdsa az asztrocita sejt a CFA
indukalta kronikus gyulladasos modellben. A kovetkezd kisérlet soran arra
voltunk kivancsiak, hogy ezekben a sejtekben melyik inflammaszémalis
marker expresszalodasa valtja ki a kaszpaz-1 aktivaciéjat és az IL-1B
produkciét. A kvantitativ analizis szerint az NLRP1 fehérje immunoreaktiv
foltjai teljes elkiiloniilést mutattak a GFAP pozitiv profiloktol a gerincveldi
hatso szarvban kontroll és gyulladasos kérilmények kozétt is. A kolokalizacio
kiértékelése soran mind kontrollban, mind CFA oltott allatokbdl szarmazé6
kettés immunjeloléseknél megfigyeltiik az asztrocitaik nagymértékiit NLRP2
expresszidjat. Az NLRP2 pozitiv immunreaktiv foltok mintegy 8,34+1,5%-a
kolokalizalt asztrocitaval kontroll allatokbdl szarmaz6 metszeteken, azonban
CFA oltas utan szignifikans (p=0,000000148) tobb mint kétszeres emelkedést
tapasztaltunk (20,59+1,6%). Az NLRP3 fehérje asztrocitaval torténd
kolokalizaci6janak mértéke kontrollban 5,36+1,21%-nak bizonyult, amely
elenyész6 mértékben 6,21+1,29 %-ra nott gyulladasos fajdalomban.

El6zetesen immunoblot révén azt tapasztaltuk, hogy a NLRP szenzorok
kozil az NLRP2 fehérje mennyisége emelkedett meg markansan a CFA kezelt
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allatok gerincveldjében a kontrollhoz viszonyitva. Ezt tadmogatando,
kvantifikaltuk az NLRP2 immunoreaktiv foltok abszollt szdméat is, (kontroll n=
20,66+1,32, CFA kezelt allatok: n=37,5+1,53) amely CFA oltott allatokban
szintén szignifikansan (p=0,00000011) 81,5+7,65%-al nétt a kontrollhoz
képest.

4.5.6 Az NLRP fehérjék tavolsaganalizise

Az IL-1p-val azonos mddon, az NLRP szenzor fehérjék esetén is
tavolsagmatrixot hoztunk létre IMARIS szoftver segitségével, melynek soran a
harom NLRP marker asztrocita nytlvanyoktol valé tavolsagat modelleztiik. Az
NLRP1 és az NLRP3 esetében nem, az NLRP2 szenzorndl azonban
szignifikansan nétt (p=0,0004) az immunoreaktiv foltok szdma gyulladasos
fajdalom esetén 0-1um tavolsagon beliil a kontrollhoz viszonyitva.
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5. MEGBESZELES

Vizsgalataink génexpressziés (TLDA) Kkisérlet eredményeire épultek,
amelynek alapjan munkank els6 részében az IL-1R1 receptor gerincveld hatso
szarvi megoszlasat vizsgaltuk. Munkank masodik részében arra kerestiik a
valaszt, hogy a gerincveld hatsé szarvaban melyek azok a sejtek, amelyek az
IL-1R1 ligandjanak szekréciojaban részt vesznek.

Az allatmodellek fontos eszkdzei az orvosbioldgiai kutatdsoknak, igy
a krénikus fajdalom tanulméanyozésara is sz&mos modellt fejlesztettek ki.
Kisérleteink soran a krénikus (perzisztens) fajdalom vizsgalatira CFA
intraplantaris beadasaval kivaltott gyulladasos (nociceptiv) modellt
alkalmaztunk. A CFA modell a korabbi leirasok alapjan a kronikus gyulladasos
fajdalom modellje (a disszertacio alapjat képezd els6, 2017-ben megjelent,
kdzlemény idejében ez volt az érvényes definicio), az Gjabb, 2020-ban kiadott
IASP (International Association for the Study of Pain) fogalomtar szerint pedig
a nociceptiv fajdalom kategoriaba sorolhato.

5.1 Az IL-1R1 vizsgalataval kapott eredményeink kovetkeztetései

A TLDA vizsgalat soran az els6k kozott mutattunk ki szignifikins, tobb mint
hatszoros emelkedést tapasztaltunk az IL-1R1 génexpresszidban CFA oltas
utdn a gerincveldi hatso szarv ipsilateralis oldalan.

Az IL-1R1 hozzajaruldsat a mechanikai és termalis allodynia
kialakulasahoz, illetve a gerincveldi centrdlis szenzitizdcidhoz génmodositott
IL-1R1 KO egerekkel végzett kisérleteink is megerdsitik. Mind a mechanikai,
mind a termdlis viselkedési tesztek eredményei azt tamasztjdk ala, hogy a
szubkutan intraplantaris CFA injekcidjanak gyulladast kivalté hatasa IL-1R1
génhianyos allatokban is érvényesil. Ezen allatok azonban méréseink szerint
szignifikdnsan csokkent mértékben és id6tartamban mutattak fajdalomérzetet a
vad tipusu allatokhoz képest.

A proinflammatorikus citokin IL-1p altal kivaltotta nociceptiv valaszok
az IL-1R1 kozremiikodésével alakulnak ki, amely szamos szovetben
expresszalodik. Munkank soran immunoblot és immunoperoxidaz vizsgalattal
igazoltuk, hogy az IL-1R1 szignifikans fehérje expresszié novekedése is
hozzajarul a CFA indukalta kronikus gyulladas és centralis szenzitizacid
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létrejottéhez a gerincvel6i hatso szarvban. Az IL-1R1 fehérje gerincvel6i
expressziojat el6ttiink masok is tanulmanyoztak, de mi vagyunk az elsok, akik
a receptor pontos cellularis eloszlasat feltérképezték. A  Kettds
immunofluoreszcens festéseink eredményei alatamasztjak, hogy a receptor
tobb mint kétharmada a neuronalis szomatodendritikus kompartmentben,
kisebb mértékben pedig glialis, féként asztrocita sejteken lokalizalodik.

A neurondlis IL-1R1 aktivaciés mechanizmusa kapcsolatban all a
serkenté glutamaterg transzmissziéval. Az IL-1B-IL-1R1 szignalizacioban
részt vevo kinazok foszforilaljak az NMDA receptorok GluN1 és/vagy GluN2B
alegységeit, amely a receptorok aktivaciojahoz vezet.

Az IL-1p spinalis injekcioja a C rostok tiizelését fokozza, illetve a széles
dinamikus savih neuronok (nociceptiv és alacsony ingerkiiszobili
mechanoreceptor afferensek egyarant végzodnek itt) utdtiizelését valtja ki
(wind-up), melynek kovetkezménye a hossz( tavu potenciacio (LTP) és a
centrélis szenzitizacio.

Eredményeinkb6l ~ kovetkeztetni lehet az  IL-1R1  serkent6
neurotranszmisszidval valo lehetséges kapcsolatara. A KCC2 pozitiv
szomatodendritikus membranban 1év6 IL-1R1 sz&m kozel fele kolokalizalt a
serkenté posztszinaptikus PSD95 markerrel is. A CFA-val kivaltott krénikus
gyulladas soran a meglévo szomatodendritikus populacio aranya majdnem
kétszeresére nd, de nem a PSD95 markerrel Osszefliggésben, ez azt
valoszintsiti, hogy az IL-1R1 receptor altal kivaltotta hatasok inkabb
extraszinaptikus jelleglieck lehetnek. Az IL-1R1-t a gatld szinapszisok
posztszinaptikus membranjaban is kimutattuk. Bar elenyészé itt a
receptorszam, és CFA oltas hatasara sem nétt érdemben, egyes kutatok azt
feltételezik, hogy glicinerg szinapszisok GABAerg sejteken végzddve
diszinhibiciot valtanak ki IL-1p hatasara, amely tartos serkent6 allapotot idéz
eld.

Az IL-1R1-t glia sejtek is expresszalhatjak a gerincvel6ben. Gruber-
Schoffnegger és mtsai kimutattak, hogy a glidlis IL-1R1-on Kkeresztili
gliotranszmitter termelddés is sziikséges az AMPA ¢és NMDA receptorok
aktivaciojadhoz.A mi leleteink is alatdmasztjak a receptor kdzel 10 %-anak
expresszidjat asztrocita sejteken, viszont a mikroglia sejtekkel torténd
kolokalizaci6 elenyészének bizonyult. CFA oltas hatasara nem figyeltiink meg
érdemi valtozasokat a receptorszamban egyik gliatipusban sem.

Végs6 konkluzioként feltételezhetjiik, hogy a CFA indukalta periférias
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gyulladas sordn a primer afferens rostok altal felszabaditott kiilonb6z6
mediatorok, példaul ATP révén az asztrocita sejtek I1L-1p-t szekretalnak, amely
neurondlis IL-1R1-hoz kotédve potencirozza az NMDA receptor medialta
szinaptikus aramokat, illetve glicinerg interneuronokon is hatva GABAerg
neuronok gatlasat (diszinhibicid) idéz el6. A serkentdé neurotranszmisszio
fokozésa, és a gatlo szinapszisok kiesése vegil mind a centrlis szenzitizacio
irdnyaba hatnak.

5.2 Az IL-1B és az inflammaszémak vizsgalataval kapott eredményeink
kovetkeztetései

Jelen munka masodik részében az IL-1R1 ligandjat az IL-1p citokint, illetve a
keletkezéséért felelds inflammaszomalis fehérjék expressziojat
tanulmanyoztuk. Az elsék kozott vagyunk, akik a citokin mennyiségenek
idofliggését is vizsgaltak és validaltak viselkedési teszttel.

Altalanosan elfogadott, hogy a gerincveldi mikroglia sejtek aktivalodnak
els6ként kronikus fajdalomban, de ellentmondasos adatok vannak arrdl, hogy a
fajdalom kései szakaszaban milyen tipust gliasejtek a dominansak. Néhany
modellben a mikroglia sejtek, mig masokban az asztrocita sejtek aktivaltak
inkébb, és termelnek proinflammatorikus citokineket. A mi adataink szerint a
CFA indukalta gyulladasos fajdalomban az IL-1p expresszidja szignifikansan
megnd. A citokin f6 forrasdnak az aktivalt asztrocita sejteket talaltuk, amely
egybevag mas szerz6k munkajaval is.

Az IL-1B nemcsak gerincvel6i neuronokon, hanem akar gliasejteken
expresszalt IL-1R1-okon is kifejtheti hatasait. Az IL-1R1 nemcsak a neurondlis
excitabilitast befolyasolhatja, de az asztrocita sejtek révén gyulladasos faktorok
termelddését is eldsegitheti. Az IMARIS vizsgalat bizonyitotta, hogy ezen
aktivalt asztrocitdk morfoldgidjukat és méretiiket tekintve is nagymértékben
kulonboznek a kontrollbol szarmazéktol. Az IL-1B biologiai aktivitasanak
eléréséhez a pro-1L-1p prekurzor protein kaszpaz-1 altali hasitasa szikséges,
ugyanis csak az érett forma koétddhet a receptorhoz.

A gerincvel6i inflammaszoéma aktivaciorol alkotott kép jelenleg még
hianyos. A legtobb kisérletes adat neuropatias modellekbdl szarmazik. Az
NLRP1 és NLRP3 fehérjéket korabban mar kapcsolatba hoztak a
krénikusfajdalom kialakuldsaval, azonban a mi kisérleti modelliinkben, bar
ezen fehérjéket azonositottuk a gerincveldi hatso szarvban, nem tapasztaltunk
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szignifikans eltérést mennyiségiikben a kontrollhoz viszonyitva. Az NLRP2-t
vizsgaltak mar borléziokban, kromoszoéma karosodas esetén, léguti
megbetegedésekben, illetve egerek embrionalis fejlddése soran is, de a kdzponti
idegrendszeri eloszlasarol csak kevés kisérletes adat all rendelkezésre. Az
NLRP2 inflammaszéma lehetséges kozponti idegrendszerben betoltott
szerepere Minkiewicz és mtsai hivték fel a figyelmet, akik kimutattak, hogy az
NLRP2 teljesen funkcionalis human kortikalis asztrocita tenyészetekben.

Eredményeiket mi is alatdmaszthatjuk a gerincvel6i hatséd szarvban, ahol
az NLRP2 mind abszolut mennyiségben, mind asztrocita sejtben torténd
expressziot tekintve is szignifikansan megnétt. A lelet értelmezésének egyik
fontos eleme lehet, hogy az NLRP2-r6l azt talaltdak makrofagokban
trophoblasztban, és glioblasztoma sejtvonalakban, hogy képes az NF«B
gatlasara, és limitalni a citokin szekréciét. Lehetséges, hogy bar a fehérje
elinditja citokintermelést, ©nszabalyozas révén a szdveti karosodast
megakadalyozandd idével le is képes gatolni a proinflammatorikus NFkB
Utvonalat.

Végsé  konkuzidoként a receptornal leirtakkal egyetértésben
elmondhatjuk, hogy a gerincveld hatséd szarvi IL-1 termelddés valoszintileg az
NLRP2 asztrocitaban végbemend aktivacidjaként keletkezik. Ezt kovetden a
citokin vagy neuronalis, foként extraszinaptikus IL-1R1 receptorahoz koétédve
a korabban emlitett serkenté neurotranszmisszidban, és/vagy diszinhibicioban
vesz részt, vagy glialis receptorhoz ko6tédve autokrin modon tovabbi
proinflammatorikus citokinek termelddését valtja ki.
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6. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a krénikus fajdalommal kapcsolatos kézlemények szama
rohamosan novekszik. Ennek f6 oka, hogy az allapot a betegek szamara jelentds
¢letmindség csokkenéssel jar, amely hossz(i tavon sulyos depressziohoz
vezethet. A munkaképesség esetleges csokkenése jelentds terhet r6 a
tarsadalomra is, igy a kivalté okok felismerése és kezelése koz0s érdek. Bar
tudasanyagunk egyre inkabb bdéviil azokrol a patologias folyamatokrol,
amelyek kivalthatjak ezt a szenzoros tulmikddést, a fajdalom kialakulasahoz
vezetd ok-okozati sszefliggések feltarasanak hianya még mindig kihivast
jelent a kutatdi- és a gyogyaszati alkalmazéasoknak.

Munkénk soran a fentieket szem el6tt tartva CFA indukalta gyulladasos
fajdalommodell segitségével vizsgaltunk gén- és fehérjeexpresszios
valtozasokat a gerincveldi hatsd szarvban kiilonos tekintettel az IL-1R1
szignalizacio elemeire.

Adataink egyrészt megerdsitik, masrészt ijdonsagot szolgaltatnak az IL-
IR1 gerincvelGben jatszott szerepét illetden, hiszen eddig viszonylag kevesen
vizsgaltak a receptor eloszlasat, illetve annak kvantitativ eloszlasat a kdzponti
idegrendszer ezen részén. Az els6k kozott voltunk, akik a TLDA modszer €s
egyéb morfologiai eljarasok o6tvozésével idofiiggd korrelaciot mutattunk ki a
feliletes Rexed lamindkban a receptor gén- és fehérjeexpresszidban
bekovetkezd valtozasa kozott periférids gyullasztast kovetden. Kisérleteink
eredményei ramutattak, hogy nemcsak az IL-1R1 ligandja, de maga a receptor
expresszidja is szignifikdns mértékben megné foként a neuronok
extraszinaptikus részén, intenzivebbé téve a gyulladasos folyamatok lezajlasat.

Az IL-1R1 ligandja az IL-1p esetén igazoltuk azokat a korabbi
feltevéseket, miszerint a citokin termelédése a gyulladas késébbi fazisaban
els0sorban asztrocitdkhoz kothetd, amelyek morfologidja jelentdsen eltér a
kontroll sejtekhez képest.

Az elsdk kozott vagyunk, akik az inflammaszomalis fehérje NLRP2-t a
gerincveldi centrdlis szenzitizicidval kapcsolatba hoztdk. Ezen fehérje
asztrocitdkban  torténd  szignifikdns expresszid novekedése szintén
hozzgjarulhat a gyulladas amplifikicidjahoz, az IL-1p és egyéb
proinflammatorikus medidtorok termelddéséhez.
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