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1. BEVEZETES

A Nemzetkdzi Fajdalom Tarsasag (International Association for the Study of Pain, IASP)
aktudlis definicidja (2020) szerint a fajdalom egy kellemetlen szenzoros és emocionalis
tapasztalas, mely valés vagy potencialis szOveti kérosodashoz tarsul, vagy azokhoz
hasonldsadgot mutat. A mostani definicié eldremutaté a kordbbihoz képest (1979) [1] abban,
hogy a fajdalom megélését egy sajat, szubjektiv és komplex pszicholdgiai ,.élményként”
azonositja, amely nem feltétlenll jar egy(tt szOveti sériiléssel, azt tekinti fajdalomnak, amelyet
a beteg maga is annak érez. Az akut fajdalomtol eltéréen, amely hirtelen jelentkezik és révid
ideig tart, valamint a kivalt6 ok is ismeretes, a kronikus fajdalom rendszerint 3 hénapnal tovabb
tart vagy ter vissza, eredete nem mindig tisztazott [2-4].

A krénikus fajdalom rendkiviul nagy terhet ré az egyén fizikai és mentalis egészségére is,
jelentésen lerontva az életmindséget. A munkaképesség csokkenése vagy elvesztése, és az
egészségugyi rendszer fokozott igénybevetele kihat a tarsadalom egészére is [5-9]. A kronikus
fajdalom jellege a jelenleg ervenyes szempontok alapjan lehet nociceptiv, neuropatias, vagy
nociplasztikus. A nociceptiv fajdalomérzet (szomatikus vagy visceralis) elézménye, hogy
mechanikai, keémiai es termalis ingerek periférias szdveti serilés vagy gyulladas altal magas
ingerkiiszobti idegvégzodéseket aktivalnak, melyek jeleket tovabbitanak a kdzponti
idegrendszerbe [10]. Ezzel szemben a neuropatias fajdalomeérzet kivaltd oka maga a
jeltovabbitd rendszer, tagabb értelemben a szomatoszenzoros rendszer sérulése [11]. A
nociplasztikus fajdalom kialakulasa soran a jelfeldolgozas ugyan bizonyosan megvaltozik, de
szoveti sérulés nélkil nem értjik annak mechanizmusat [12]. A nociceptiv és a neuropatias
fajdalom létrejottének fontos mediatorai a proinflammatérikus citokinek, amelyek hatasukat a
neuraxis minden szintjén Kifejthetik [3, 13]. Egyes proinflammatorikus citokinek
termelédésében fontos szerepet jatszik az inflammaszomalis rendszer is [14].

Periférian indukalt kronikus gyullasztasos (nociceptiv) modellben folytatott vizsgalataink
soran a proinflammatorikus interleukin 13 (IL-1B) és annak receptoraval az interleukin 1
receptor 1 (IL-1R1)-el foglalkoztunk behatéan a gerincvel6i hatso szarvban. Bar rendelkeziink
irodalmi adatokkal az IL-1R1 és az IL-1B gerincvel6i expresszidjaval kapcsolatban, ezen
leletek ellentmondasosak [15, 16]. Kisérleteink soran arra torekedtlink, hogy az ismert
eredményeket kiegészitve pontosabb képet kapjunk a fentebb emlitett fehérjék expressziojarol

és termel6désérdl, igy magardl a gerincveldi hatso szarvi neuroinflammaécio folyamatarol is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gerincveld6i szintii fajdalom feldolgozas alapjai

A gerincveldi feliiletes hatsé szarvi neuronhaldzat fogadja a borbdl és a mélyebben fekvo
szovetekbdl érkezé szenzoros informéaciot az an. primer afferens axonok révén, amelyek
artalmas (nociceptiv) és artalmatlan ingerileteket egyarant széllithatnak. Az afferensek
eloszlasi mintézata egyrészt szenzoros modalitasuktol, masrészt az éltaluk beidegzett régiotol
figg. A beérkezd jelek feldolgozasat egy rendkiviil bonyolult miikddésii, sok szereplobdl
felépiild rendszer biztositja, amely serkentd €s gatld interneuronok bevonaséaval, illetve a
gliasejtek kozremiikodésével az Gsszegzett informéciot projekcids neuronok felé tovabbitja
magasabb agyi kdzpontokat megceélozva. Az idegi aramkdrok modulacidja szamos ponton
megvalosulhat leszallo agytorzsi palydk utjan. A nociceptiv ingeriiletek eljuthatnak a
gerincveldi eliilsd szarvba is, hozzdjarulva a fajdalmat elkeriilé vagy azeldl elmenekiild

védekez6 magatartas kialakulasahoz (nocifenziv reflex) [17].

2.1.1. Primer afferensek

A primer afferens rostok osztalyozasa torténhet eredetiik, (példaul: bor,- izileti,- vagy
zsigerek) vezetési sebességik, (méret és a mielinhiively vastagsaga), valaszadd képességuk
(szenzoros kvalitas, aktivalashoz elégséges ingerintenzitas), valamint neurokémiai karakterik
alapjan. A vastag velOshiivellyel rendelkez6 primer afferens axonok (AP) alacsony
ingerkiiszobli mechanoreceptorok, ugyanakkor a vékony mielinizalt (Ad) és a veldtlen rostok
(C) leginkabb magas ingerkiiszobii Un. nociceptorokkeént jellemezheték [17].

Az AP rostok leginkdbb a gerincveldi hatsé szarv sziirkedllomanyanak Rexed féle
felosztas szerinti 11-VI. laminaiban, az Ad és C rostok pedig a Rexed | és Il-es lamindkban
végz6dnek (1.abra) [17]. A C rostok két neurokémiailag kiilonb6z6 csoportra, a peptiderg és
nonpeptiderg magas ingerkiiszobi rostok halmazara oszthatok. A peptiderg rostok
neuropeptideket [kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) vagy substance P] tartalmaznak, foként
az I-es laminaban és a I1-es lamina kiils6 részében (I1o) végzédnek. A nonpeptiderg rostok ezzel
ellentétben egy Mrgpr nevii G-protein kapcsolt receptort fejeznek ki, illetve izolektin B4 (1B4)

pozitivak is, a ll-es lamina belsé részébe projicialnak (I1i) [18].



Ad nociceptorok |

C/ Ab peptiderg I-lio
Cnon-peptiderg 1l

A szbrtiiszd i/
AB szor-/taktilis lii-V

1.abra: A gerincvel6i hats6 szarv laminaris felépitése a beérkezo primer afferensekkel (médositva
Andrew J. Todd utan, 2010, [17].) Rexed a macska gerincvel6i sziirkeallomanyat egymassal
parhuzamos laminakra osztotta a neuronalis méret és siirliség alapjan, ez a felosztds mas fajokra is
alkalmazhato. a: Patkany lumbalis gerincveld harantmetszeti képe NeuN (neuronok specifikus markere)
elleni immunjeldléssel. A lamindk hatarait szaggatott vonalak jelzik. Az I-es és ll-es lamindk (mas
névvel margindlis z6na és substantia gelatinosa) alkotjak a felliletes hatso szarvat. A I1-es lamina tovabbi
két részre, kiils6 (0) és belsé (i) zonara oszthato. b: Primer afferensek terminacios helyeinek abrazolasa
korabbi intraaxonalis jelolések bizonyitékai alapjan. A vékony veldshiivelyes és velbtlen rostok (Ad és
C) altal reprezentélt terméalis és nociceptiv ingeruletek a Rexed I- és Il-es laminakban, a taktilis
ingerléssel, vibréacidval kapcsolatos non-nociceptiv rostok (AB) a mélyebb laminakban végzddnek.

Az utobbi két évtizedben szamottevé mértékben ndvekedett a tudasunk arrél a bonyolult
molekularis gépezetrél, amelynek elemei a primer afferens szenzoros neuronok valaszat
koordinalja kiils6 vagy belsé stimulust kdvetéen [19, 20].
is vizsgalt receptortipus szerepének rovid megvilagitdsara szoritkozik. A ligand-vezérelt
ioncsatornak kozil a tranziens receptor potencidl (TRP) csatornak V alcsaladjaba tartozo
TRPV1 vagy vanilloid receptor-1 nonszelektiv kationcsatornakent funkcional, amely ho,
kapszaicin és alacsony pH hatasara 1ép miikodésbe [21, 22]. Egyéb TRP receptorok irodalmi
beagyazottsaga is jelent6s, pl: @ meleg hdingereket detektalo TRPV3 [23], az artalmas, extrém
meleg homérsékletre reagaldo TRPV2 [24], vagy az extrém hidegre érzékeny TRP csatornak A
alcsaladjaba tartoz6 TRPAL receptor, amely képes vegyi anyagokat is detektalni pl: fahéj,
akrolein vagy wasabi [25]. A TRP csatornak expressziojanak és aktivitdsanak valtozasat
igazoltak izlleti megbetegedésekkel kapcsolatos vizsgalatokban is, ahol a felszabaduld

proinflammatorikus citokinek egyes hatasait TRP csatornakkal hozzak 6sszefiiggésbe [26].



A fesziiltség-vezérelt ioncsatornak kdzil a natriumcsatornak (Nay) a szenzoros rostot ér6
aktivacios jelet erdsitik fel, hozzajarulva a kiszob feletti ingeriiletek tovaterjedd akcids
potencialla transzformalaséban. A Nay csatornak kozil a Nay 1.1, Nay 1.6, Nay 1.7, Nay 1.8, és
a Nav 1.9 expresszidja nyert bizonyitast szenzoros neuronokon [27, 28]. A periférias gyulladas
induk&lasara alkalmas viz, paraffinolaj és hével elolt Mycobacterium szuszpenzid keverékét
tartalmazé komplett Freund adjuvans (CFA) injekcidja a Nay 1.8 csatorna fehérje
immunoreaktivitdsdt mintegy masfélszeresere nodvelte a kezelt allatok mieliniz&latlan
axonjaiban [29]. A CFA-rol kimutattak, hogy aprotein kindz B/ Akt kinaz szignalat réven noveli
a Nay 1.8 expresszios szintjét hatsé gyoki ganglionsejteken [30]. A Nay1.8 ionaram erésségének
fokozo6dasat tapasztaltak szervgyulladasokban is pl: gastritis, hugyuti gyulladas, colitis [31-33].

A G-protein kapcsolt receptorok kdzul a kannabinoid receptorok jelentsége vitathatatlan
a nociceptiv szignalizacioban. A kannabinoid receptor 1 expresszidja (CB1), illetve a ligandjait
2-arachidonyl glicerolt (2-AG) es anandamidot (AEA) szintetizaldo enzimek termelddése
jelentds a gerincvel6ben, foként gatld szinapszisokban [34, 35]. A receptor altal medialt
szignalatvonal gatolja az adenilat-ciklaz miikodését, viszont serkenti a mitogén-aktivalt protein
kinazok (MAPK) kaszkadjat [36]. A CB1 receptor aktivacioja soran befelé egyeniranyito
kaliumcsatornakat nyit, csokkentve a preszinaptikus tiizelést, illetve a fesziiltségfiiggd Ca?*
csatornak gatlasaval meérsekli a neurotranszmitter felszabadulast is [37]. Egyes kannabinoid
vegyuleteknel antinociceptiv hatést irtak le szamos allatmodellben, [38-40] de ezek

mellékhatasok nélkili human transzlacioja még varat magara [41].

2.1.2. Interneuronok

A gerincvel6i hatso szarv sziirkeallomanyanak Rexed I-111-as lamindiban lokalizalodo
interneuronok axonalis arborizéacidja nem Kiterjedt. Két osztalyukat kilénboztethetjiik meg, a
serkent6 (glutamaterg) és a gatlé, gamma-amino-vajsavat (GABA) vagy glicint tartalmazo
interneuronok populacioit [42].

A serkentd interneuronok egyes kalciumkotd fehérjéket, példaul a calbindint és a
calretitint nagy mennyiségben expresszalnak [43, 44]. Szinte az 6sszes calbindin pozitiv sejt
[45], és a calretinint tartalmazd sejtek 88%-a [46] bizonyult glutamatergnek. A serkentd
interneuronok axonjai VGLUT2 expresszidjuk alapjan azonosithatéak. Ezenkivil szamos
neuropeptid expresszalodik csak serkentd neuronokban, példaul a substance P, a gasztrin
felszabadit6 peptid (GRP), neurotensin és a neurokinin B (NKB) [47, 48].

A gatldo GABAerg és glicinerg interneuronok hagyomanyosan a GABA szintetizald
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enzim glutaméat dekarboxilaz (GAD) és a glicin transzporter 2 (GlyT2) expresszidjanak
kimutatasaval karakterizalhatoak [49, 50]. Az irodalmi adatok tanlséga szerint a gerincvel6i
hatsé szarvban négy egymassal nem atfed6 gatld interneuron populacié definialhatd a
neuropeptid Y (NPY), a galanin, a neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) és a
parvalbumin expresszidjaval [51, 52]. Axonjaik a vezikularis GABA transzporter (VGAT)
immunfestésével jelenithet6k meg [53].

A GABA neurotranszmitterrel rendelkez6 neuronok aranya a Rexed I-11-es lamindkban
(patkany gerincvel6ben) a kovetkezé: lamina I: kb. 25%, a Il-es lamina: kb. 30%. A glicin
ugyanezen sejtekben szintén felszabadulhat (kotranszmisszi6), ugyanakkor a GABA
eléfordulhat glicin nélkiil is [17, 54].

Korabbi tanulméanyokban GABA A és glicin receptor antagonistdk intrathecalis
adagolasaval nociceptiv hiperszenzitivitast figyeltek meg [26, 55, 56]. Nehany
GABAerg/glicinerg szinapszis a feliiletes gerincveldi hatsdé szarvban rendelkezik agytorzsi
eredetli axonnal tobbséguk azonban lokalis axonhaldzattal bir, igy leginkabb gerincvel6i
szinten vehetnek részt a nociceptiv transzmisszidban [17, 57],

Az interneuronok miikodésének modulalasaban is kozrejatszik szamos ioncsatorna. A
fesziiltségfliggd hiperpolarizacio-aktivalt, ciklikus nukleotid kapuzott (HCN) tetramer
kationcsatornak jelentés szerepet jatszanak a szinaptikus integracio, a neuronalis excitabilitas,
illetve a nyugalmi membranpotencial kialakuldsaban [58]. A kdzponti idegrendszerben
leginkabb kifejez6d6 HCN2 képes a nociceptiv neuronok ismételt tizelését indukalni
gyulladasos (nociceptiv) és neuropatias fajdalom soran [59-61]. A csatorna fontossagat mutatja
az a teny, hogy Nav1.8-HCN2 kondicionalis genkittott (knockout-KO) egerekben (a HCN2
gént Navl.8-at expresszaldo hatsdé gyoki ganglionsejtekben deletdltdk) nem jelentkezett
mechanikai és termalis hyperalgesia neuropatias fajdalom modellben [62].

Azt, hogy a GABAerg és glicinerg szinapszisokban serkentés vagy gatlas alakul ki, a
posztszinaptikus neuron intracellularis  kloridkoncentraciojat regulald  kalium-klorid
kotranszporter 2 (KCC2) transzporter hatarozza meg, amely érett neuronokban az intracellularis
kloridionok effluxaért felelés. A KCC2 prenatalis korban alacsony szintje nagy intracellularis
klorid koncentraciot eredményez, amely a reverzal potencial -eltolasaval serkentd
posztszinaptikus potencialt valt ki GABA A receptorokon. Sziiletés utan a KCC2 kifejez6dése
jelentdsebbé valva, az iongradiens megforditdsaval a kozismert szinaptikus gatlast valtja ki.
Krénikus fajdalomban a KCC2 fehérje szintje alacsony, ezaltal a GABAerg receptorokon
kialakuld serkentd neurotranszmisszid, illetve a serkentd neuronok kiesd gatld kontrollja nettd

hiperexcitabilitast eredményez, amely megndvekedett fajdalomérzethez vezet [63-65].
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2.1.3. Projekcios neuronok

A projekcios neuronok nagy szdmban helyezkednek el a Rexed I-es laminaban, azonban
szorvanyosan a lumbalis gerincvel6i hatso szarv 11-es lamingjaban is eléfordulnak.

A rostok f0 supraspinalis atkapcsolohelyei a caudalis ventrolateralis medulla (CVLM), a
nucleus solitarii, a lateralis parabrachialis area (Lpb), a periaqueductalis sziirkeallomany (PAG)
és a thalamus [17, 66-69].

A PAG, amely az él6lényt éré stresszorok elleni védekezésben fOszerepet jatszik, a
fajdalomcsillapitd analgetikumok egyik fo terapias célpontja [70]. Rostjai reciprok mddon
Osszekottetésben allnak a rostroventromedialis medullaval, amely foként szerotonint és
noradrenalint tartalmazd leszallo gatld palyarendszer kiindulopontja. A szerotoninerg rostok
forrésa a nucleus raphe magnus, a noradrenergeké pedig a locus coeruleus [71].

A thalamus ventralis-posterior reszébol (a fajdalom szenzoros-diszkriminativ
komponenseinek kialakulasaért is felels teriilet) a nociceptiv ingeriilet a szomatoszenzoros
kéregbe kerul [72].

A gerincvel6i hatso szarv Rexed I-es laminajanak projekcids neuronjai nagy szadmban
expresszaljak (kb 80 %) a neurokinin 1 (NK1) receptort. A receptor serkentd interneuronokon
is eléfordul, azonban az expresszids szintje sokkal alacsonyabb szintet mutat [17,73].

A receptor substance P ligandjanak saporinnal torténé konjugacidéja az NKI-et
expresszald sejtek szinaptikus transzmisszidjat csokkenti, amely a hyperalgesia megsziinését

valtja ki szamos modellben [74].

2.2. Neuron-glia interakcid, hAromrészes szinapszis

A nociceptiv jelfeldolgozas teljes megertéséhez nem hagyhatjuk figyelmen kivil a
gliasejtek szerepét. A kutatok altal sokaig ,.csak” passziv, a neuronalis homeosztazis
biztositdsanak szerepére alkalmasnak itelt nem excitabilis sejtek jelentés funkcioval birnak a
fajdalom kialakulasaban és annak fenntartasaban is [75-77]. A gliasejtek szamos stimulussal
aktivalhatok. A nyugalmi fazisbol az aktivalt allapotba keriild sejtek jelentés szambeli,
morfoldgiai és funkcionalis valtozason mennek keresztiil. Az ingeriletbe hozott preszinaptikus
axonterminalisokbdl felszabadulé neurotranszmitterek / neuromodulatorok (pl adenozin-
trifoszfat (ATP), glutamat, agyi eredetli neurotrofikus faktor (BDNF), neuropeptidek
(substance P, CGRP), opioidok elérhetik a gliasejtek megfeleld receptorait is (purinerg receptor
X2/3 (P2X2/3), P2X4, P2X7, N-metil-D-aszpartat (NMDA) 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-
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oxazol-4-il) propéansav (AMPA) receptorok, tropomyosin receptor kinaz B (TrkB), NK1, p
opioid receptorok, Toll-szeri receptor 4 (TLR4).

Az aktivalt allapot eredményeként kialakulo szignalatvonalak szerepléi a MAP kindzok,
extracellularis szigndl &ltal regulalt kindzok (ERK), p38-kindzok, c-jun N-terminalis kinéz
(JNK) sokféle mediator termelddését szabalyozhatjak, beleértve a proinflammatérikus
citokineket (IL-1, IL-6, tumor nekrozis faktor- alfa (TNF-a), a prosztaglandinokat, D-szerint,
az ATP-t, és a glutamétot.

Antiinflammatérikus citokinek (I1L-2, IL-4, 1L-10, transzformalé ndvekedesi faktor-beta
(TGF-B)) vagy gliasejt inhibitorok (fluorocitrat, minocycline) alkalmazasa kedvezd
eredményekkel jart neuropétias allatmodellekben, ezért kiemelt terapias célpontok lehetnek
[75-78].

A centrdlis szenzitizacid Un. haromrészes szinapszis modelljenek elméletét Parpura és
munkatarsai dolgoztak ki, [75, 79] amely a hagyomanyos pre- és posztszinaptikus elemeken
kivul fontos szerepet szan a neuron-glia kommunikacionak. A gliasejtek ugyanis képesek
aktivan hozzajarulni a szinaptikus informacio feldolgozasahoz és a neuronalis plaszticitashoz
[80, 81]. Miikodésiik kovetkezménye a serkentd neurotranszmisszd allandosulasa, melynek
soran a primer afferensekbdl felszabaduldé agensek nemcsak a posztszinaptikus partnert
késztetik intenzivebb tiizelésre, hanem ezzel egyidejiileg a szinapszis kozelében [&vo
gliasejteket is aktivaljak. Az aktivalas soran termelédd proinflammatorikus citokinek pozitiv
feedback szabalyozas révén novelik a serkentd tonust. A gerincveldi neuronok citokin
receptorai fesziiltségfliggé natriumcsatornak expresszidjat novelik, serkentik az NMDA
receptorok foszforilaciojat, ugyanakkor a GABA receptorok kifejez6dését transzkripcids és
transzlaciés szinten is csokkentik. A serkent6é tonus amplifikacidja és a GABAerg gatlas
elvesztése hosszabb tavon krénikus fajdalom kialakulasahoz vezethet [75, 81].

Az asztrocita sejtekben ezenfelll csdokkenhet a glutaméat visszavétele is a glutamat
transzporter 1 (GLT1) expressziojanak gatlasaval, igy a neurotranszmitter hosszabb idén
keresztll fejtheti ki hatasat a szinapszisban [82]. Néhany primer afferensekbdl felszabaduld
szignal, mint példaul az ATP és a fraktalkin nevii kemokin (C-X3-C motivum-CX3CL1),
purinerg receptorokat és CX3C kemokin receptor 1-et (CX3CR1) expresszald mikrogliasejteket
aktivalhat [83, 84]. A patogének antigénjeinek mintazatat felismerd velesziiletetten jelenlévo
TLR receptorok mind asztrocitan, mind mikroglian igen fontos szerepet t6ltenek be a nociceptiv

jelatvitelben szoveti gyulladast vagy idegsériilést kdvetden [85].
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A matrix metalloproteindz (MMP) expresszio novekedése is megfigyelhet6 gliasejtekben
kisérletes ideglekotés utdn. A neuropatia kezdeti szakaszaban a mikroglia sejtek &ltal
expresszalt MMP-9 enzim hatdsara fokozodik az IL-1p hasitasa, a kés6bbi szakaszban viszont
helyét az inka&bb asztrocita sejtekben lokalizalod6 MMP-2 enzim veszi at, amely szintén az IL-

1 hasitasa révén fenntartja a neuropatias allapotot [75, 86] (2. abra).

Asztrocita
e« TNFa
« IL-6
D-szerin L-1 o
(@]

O

O

[

a ax

Citokin receptor

Mikroglia

2.abra: Centralis szenzitizacio és szinaptikus plaszticitas a gerincveldi hatsé szarvban (modositva
Jun Chen utén, 2013) [75]. Mind a neuronok, mind a gliasejtek aktiv szerepet jatszanak a nociceptiv
jelfeldolgozasban. Nociceptiv inger hatdsara a primer afferensek glutamatot és substance P-t
szabaditanak fel, amelyek AMPA, NMDA, illetve NK1 receptoraikon keresztill a posztszinaptikus
gerincveldi idegsejteket serkentik. A preszinaptikusan felszabaduldé ATP és fraktalkin a purinerg-2X 4
és 7 (P2X4 és 7) és a CXC3CRL1 receptorokon hatva mikroglia sejteket aktivalnak. A mikroglidk altal
termelt proinflammatoérikus citokinek (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-18) az asztrocitikon 1évé citokin
receptorokon hatva parakrin mddon szintén citokin termelést valtanak ki, amelyek ugyancsak a hatsé
szarvi neuronok AMPA és NMDA receptorait aktivaljak. Az asztrocita eredetii D-szerin az NMDA
receptorok glicink6td helyéhez kotddve az aktivitas fliggd szinaptikus erdsséget fokozza. A GLT-1
transzporter expresszidja asztrocitakban lecsokken, hozzéajarulva a glutamat meghosszabitott
¢letidejéhez a szinaptikus résben, felerdsitve a nociceptiv ingeruletek intenzitasat.

2.3. A citokinek jelentésége és aktualitasa

A citokin egy 6sszefoglal6 kategorianév, ide sorolhatdak a lymphokinek (limfocitak altal
termelt fehérjék), a monokinek (monocitak altal szekretalt modulatorok), és a kemokinek (olyan

citokinek, amelyek kemotaktikus aktivitassal rendelkeznek). A sejtekre kifejtett hatasuk
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tavolsaga alapjan megkilonbdztethetlink autokrin, parakrin vagy endokrin mechanizmusokat,
amelyek eredménye sokszor szerteadgazo és redundans. Termelddésiik gyakran kaszkadszertien
amelyek egymas hatasat vagy erésitik vagy kioltjak [87].

A proinflammatérikus citokinek idegrendszeri termelédése és a neuropatia kialakulésa
kdzotti 6sszefliggés mar régota ismert az irodalomban, tobbek kdzott a gerincvelében [88] vagy
a hatsé gyoki ganglionokban [89]. A citokinek retrograd mddon akér axonalis vagy non-
axonalis Utvonalon is szallitodhatnak a gerincveléi hats6 szarvba, ahol jelentOsen
befolyasolhatjak a centrélis szenzitizacidt patologids kronikus fajdalomallapotok létrehozasa
révén [88-90].

A citokinek olyan szignalfehérjéket jelentenek, amelyeket sokaig a sejtproliferacio- és
differenciacid, illetve a matrixfehérjék szintézisével hoztak 0Osszefiiggesbe a klasszikus
immunolégiaban. Jelenlétiik elengedhetetlen a sejtndvekedéshez és a szbveti regeneraciohoz,
valamint a szervezet fertézésekre és szoveti sériilésekre adott valaszainal [91, 92].

Egyik 6 csoportjuk, a proinflammatorikus citokinek a korai immunvélasz szervezése
soran immunsejteket vonzanak a sérlilés vagy fert6zés helyére, amelyeket idobeli megjelenésik
sorrendjeben a TNF-a, az IL-1p és az IL-6 kaszkadja aktival. Ezen fehérjék hataserdssége
olyan nagy mértékii, hogy kevesebb, mint tiz receptor-ligand interakcid clegendd lehet a
fiziologiai valasz kivaltasdhoz [93, 94]. A kialakulo reakcio karos hatasu is lehet, ugyanis
nemcsak a behatold patogének, de a szervezet maga is karosodhat a kialakuld an. ,.citokin
vihar” kdvetkeztében [95, 96].

Ferrara és mtsai. 1993-ban publikaltak azt a kozleményt [97], amelyben a citokin vihar
mint Kifejezés eloszor emlitésre keriilt a graft vs. host betegség targyalasa kapcsan. A citokin
vihart els6sorban patogén virusok és baktériumok indukalhatjak azéltal, hogy eltolja az
egyensulyt a kivanatos gyulladasos valasztol a gazdaszervezetre karos immunvalasz felé, amely
sulyos kovetkezményekkel jar [98, 99]. Ennek f6 oka, hogy bizonyos proinflammatorikus
citokinek a TNF-a, IL-1p, IL-6 és az IL-2 mennyisége drasztikusan megnd, ¢s az immunsejtek
pozitiv feedback szabalyozas ala kerllnek. A kdvetkezményként kialakulo sulyos hipotenzid,
14z és 6déma végiil halalhoz vezet. A kezelési stratégia soran eldszor a citokin vihart probaljak
lecsendesiteni a mar ismert inflammatorikus szignalpalyak géatlasaval, majd a masodik

1épcsében kezdddhet az antibakterialis vagy antiviralis terdpia (3. &bra) [96, 100].
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3.4bra: A citokin vihar kezelési médozatai (mddositva Riccardo V. D'Elia utan, 2013) [96]. A
citokin vihar kezelése soran a hagyomanyos antibiotikumos vagy antiviralis terapia 6nmagaban nem
elégséges, gatolni is sziikséges az ismert inflammatorikus jelatviteli Utvonalakat, amelyek a legnagyobb
mennyiségben felszabadulé citokinek (IL-1p, IL-6, IL-2, TNFa) termelédését teszik lehetévé. A
kemokin és ciklooxigenaz gatloszereken kivil, hatdsosnak bizonyul az alfa-7 nikotinos acetil-kolin
receptor agonista GST-21 alkalmazasa is, amely a TNF-a fehérjét gatolja. A nagy mobilitast csoport 1
(HMGBI1), a szepszis késoi indikatora az interferon utvonalakat gatolja, és eldsegiti az 1L-10
antiinflammatorikus citokin termel6dését. Ezen gatlomechanizmusok Osszessége csokkenti a citokin
vihar altal kialakuld szoveti karosodast, biztositva a megfeleld terapias idéablakot az antibiotikumos
vagy antiviralis kezelésekhez.

A citokinek a 2019-ben bekovetkezé vilagméretit COVID koronavirus jarvany idején is
fészerephez jutottak. A virus a légutakat béleld hamsejteket megfertdzve citokinvihar
kialakulasat eredmenyezi, amely folyamatos utanpétlast kap az immunrendszer aktivalodo
sejtjeibol [101]. A kozponti idegrendszer a virus elsé aldozatai kozott szerepel, ugyanis a
felszabaduld citokinek reaktiv oxigéngyokok képzédését indukaljak, amelyek atjutva a vér-agy
gaton gliasejteket aktivalva a fert6zést tovabb stlyosbitjak. A szagldidegrostok bantalmat és a
szagloképesség csokkenéset, amely az elso tiinetek kdzott szerepel, szintén citokinek valtjak ki
elh(z6do ideggyulladast okozva [102].

Az életveszélyes tinetek elkerlilése okdn a szervezet a citokinek szintézisét és
felszabaditasat normal koriilmények kdzott szigora kontroll alatt regulélja, amelynek f6 elemei
az antiinflammatorikus citokinek (foként az IL-4, IL-10, IL-13, TGF-p) szekrécidja, és a csali
(4n. decoy) receptorok elballitasa, amelyek révén a citokinek hatasai kotodés révén

mérsékelhetdk [103, 104].
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2.4. Az IL-1p és receptora az IL-1R1

A proinflammatérikus citokinek kozé tartozd IL-1B kardinalis szerepet tolt be a
homeosztazis szabalyozéasaban fiziologias korilmények kozott is. Részt vesz a taplalkozés, az
folyamatok bekdvetkezését jelzi, mint példaul rheumatoid arthritis, neuropatias fajdalom,
bélgyulladas, osteoarthritis, vaszkularis betegségek, szkler6zis multiplex és Alzheimer kor
[106-108]. Az IL-1p felszabaditasaért szamos sejttipus felelés lehet: keratinocitak, fibroblastok,
szinoviocitak, endothel sejtek, neuronok, Schwann sejtek, asztrociték, valamint immunsejtek
(makrofagok, hizosejtek, mikroglia sejtek) is [109-115].

A periférias szovetbe injektalt IL-1p mark&ns mechanikai és termalis hyperalgesiat idéz
eld, illetve hozzajarul mas pronociceptiv mediatorok hatasanak kifejtéséhez is [116-121]. A
citokin receptoran hatd interleukin-1 receptor antagonista (IL-1ra) (Anakinra) beadasa
szignifikansan csokkenti a CFA intraplantaris injekciojat koveté mechanikai hyperalgesiat,
valamint a neurotréfikus idegndvekedési faktor (NGF) expressziojat is [122]. Az IL-1p képes
a prosztaglandinok, az IL-6, a substance P és a MMP-9 aktivalasara is [123-126].

Koroki szerepe vitathatatlan az autoimmun kdszvényes arthritisben. Tobb évtizede
ismeretes, hogy a human fehérvérsejteket IL-1p termelésre készteti az uratkristalyok jelenléte
[127, 128]. Urétkristalyok indukalta gyulladasos peritonitis modellben IL-1R1 KO allatokban
a neutrofil granulocitak infiltracioja nagymeértékben lecstkken [129]. Az IL-1R1 farmakologiai
blokkolasa, IL-1B elleni antitestek hasznalata, valamint a rekombinans IL-1ra alkalmazasa
hasonlé eredményre vezet [130].

Jelenléte nem korlatozddik a perifériara, az IL-1pB-t azonositottak a gerincveldben és az
agyvel6ben is [131-133]. Az IL-1p intracerebroventrikularis injekcioja termalis hyperalgesiat
valt ki [134], mig intrathecalis beadasa mechanikai allodyniat és hyperalgesiat [135].

Az IL-1B kozvetleniil noveli a neuronalis excitabilitas mértéket a TRPV1, a
fesziiltségfiiggd natriumcsatornak, illetve a GABA- és NMDA receptorok moduléaléasa révén,
ugyanakkor egyes kaliumcsatornakra (késleltetett egyeniranyito, A-aram) gatlo hatassal bir. Az
ionotrop NMDA receptorok kiemelt szerepet toltenek be az aktivitasfiiggd szinaptikus
plaszticitdsban. Az NMDA receptor NMDA receptor 1 alegysége (GIuN1) és az IL-1R1
kolokalizacidja kimutathaté neuronokban. Szoveti gyulladas vagy idegsériilés soran a receptor
alegységek intracellularis C-termindlis aminosavainak IL-1p altal kozvetitette foszforilacidja
korrelaciot mutat a nociceptiv hiperszenzitivitas novekedésével. A sériilés indukalta centralis

szenzitizacié soran a gerincveloben aktivalodott gliasejtek termelte proinflammatorikus
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citokinek, koztlik az IL-1p hozzajarulnak a kronikus fajdalom kialakulasahoz és fenntartasahoz.
Szerepét igazoltak hé indukalta CGRP felszabadulasban is [136-140].

Az IL-1pB-t sz&mos neuropétias allatmodellben is vizsgaltak, melynek eredményeként
hats6 gyoki ganglionokban, és a gerincveldben megemelkedett fehérjexpressziot detektaltak
[141, 142].

A citokin IL-1 csaladja tizenegy tagot szamlal, amelyek tizféle receptoron keresztil
hathatnak (1. tblazat) [143].

1. tblazat: Az IL-1 csalad tagjai és receptorai (modositva Dinarello utan, 2018) [143].

IL-1 csalad Specifikus receptor Koreceptor Funkcio

IL-1a, IL-1B IL-1R1 IL-1R3 Proinflammatdrikus
IL-1B IL-1R2 IL-1R3 Antiinflammatorikus
IL-1ra IL-1R1 - Antiinflammatérikus
IL-18 IL-1R5 IL-1R7 Proinflammatdrikus
IL-33 IL-1R4 IL-1R3 Proinflammatérikus
IL-36a, B, v IL-1R6 IL-1R3 Proinflammatdrikus
IL-36ra IL-1R6 IL-1R3 Antiinflammatorikus
IL-37 IL-1R5 IL-1R8 Antiinflammatorikus
IL-38 IL-1R6 IL-1R9 Antiinflammatorikus

A receptorok kozos ismertetdjele, hogy struktaralisan homolog fehérjecsoportot alkotnak,
extracellularis immunoglobulin-szerii- és intracellularis Toll/Interleukin-1R (TIR) doméneket
egyarant tartalmaznak, mindegyikik alapveté szerepet jatszik a természetes és az adaptiv
immunitas fenntartasaban. A TIR domén evolucidsan konzervalt felépitésének kdvetkezménye,
hogy az IL-1R1 és a TLR receptorok ligandkdtése ugyanazon gyulladasos valaszokat valtja ki,
mint példaul a ciklooxigendz 2 (COX2) indukcidja, citokinek- és kemokinek termel6dése,
illetve az adhéziés molekulak megemelkedett expresszidja.

Az IL-1R1 ligandjai kdzé az IL-1a, az IL-1P és az IL-1ra tartoznak. Egy masik fehérje az
IL-1R3 (kordbbi nevén IL-1R jarulékos fehérje) koreceptorként funkcional, a ligandkotd
receptorral és annak ligandjaival (IL-1a, IL-1B) egy trimer szignalkomplexet alkotva inditja el
a jelatviteli kaszkadot. Az IL-1ra bekotddése megakadalyozza a receptor és a koreceptor
kapcsolddasat, ezaltal szignal transzdukcié nem alakulhat ki. A trimer jelatviteli komplex
miikodésének kulcseleme az IL-1R1 és az IL-1R3 TIR doménjainak dimerizacioja, amely a

myeloid differenciacio és elsddleges valasz gén (MYD88), a Toll-interaktiv protein (TOLLIP),
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és az IL-1 receptor asszocialt kinaz 4 (IRAK4) nevii adaptorfehérjéket sorozza be. A MYDS88
kapcsolddasa inditja el az IRAK4, IRAK2 és az IRAK1 foszforilaciojat, amely a tumor nekrozis
faktor asszocialt faktor 6 (TRAF6) csatlakozésat és oligomerizaciojat valtja ki. A TRAF6 egyiitt
a foszforilalt IRAK1 és IRAK2 fehérjékkel a TGF-B aktivalt kinaz 1 (TAKI1) enzimhez, és
annak kotofehérjéihez a TAK kotdfehérje 2 és 3-hoz (TAB2 és TAB3) asszocialédnak. Ezt
kovetéen a TRAF6 ubiquitinalodik, a TAK1 pedig foszforilalédik. Foszforilaciot kovetden a
jelatvitel két daton folytatodhat.

Az egyik utvonalon a foszforilalt TAK1 aktivalja az NFkB beta alegység inhibitort
nukleéris faktor kappa B (NFxB) képes a sejtmagba transzlokalodni, és célgének
transzkripciojat inicialni.

A maésik utvonalon a TAK1 enzim MAPK-kindz (MKK) fehérjékkel interakcioba lepve
MAPK, JNK és ERK enzimeket aktival, amelyek szubsztratjai a sejtproliferacioban fontos
szerepet jatszd c-Jun, c-Fos, c-Myc és az aktivald transzkripcios faktor 2 (ATF2) (4. abra)
[143- 146].

|

Celgén regulacio /

®foszforila’cié ‘ ubiquitindcia ‘ poliubiquitinacia

4. abra: Az IL-1R1 szignalizacidja (mddositva Rebekka Bent utan, 2018) [146].
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2.5. Az IL-1P keletkezése, az inflammaszomalis rendszer alapjai

A gyulladdsos folyamatokban fontos szerepet jatszd interleukin-1 csalad tobb tagja
enzimatikus hasitast kovetden alakul aktiv, receptoraik altal is felismert formava. Az aktiv
citokin el6éallitasaban az inflammaszéméanak nevezett fehérjekomplex jatszik szerepet.

Az inflammaszéma kifejezést, és annak koncepcidjat a 2000-es évek elején Tschopp és
mtsai alkottdk meg, amikor kdzvetlen dsszefuggést talaltak a szdveti sérilés és a velesziiletett
immunvéalasz, valamint a kaszpaz-1 medialta sejtvalaszok kozott [147]. Az inflammaszémak
intracellularis multiprotein komplexek, amelyek els6sorban a kaszpaz-1 aktivaciojat idézik eld,
ami a gyulladast kivaltd citokinek, példaul IL-1p és 1L-18 fehérjék keletkezéséért tehetd
felelossé. A velesziiletett immunrendszer, mint elsédleges védelmi vonalunk elsésorban a
patogén-asszocialt (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) és a veszely-asszocialt
molekularis mintazatok (DAMP, damage-associated molecular pattern) felismerését végzi
mintazatfelismeré receptorok kozremiikodésével, amelyek extra- vagy intracellularis
lokalizaciot mutathatnak. Az extracellularisakat TLR, az intracellularisakat NOD-szerti
receptorfehérjéknek (NLRP) nevezziikk, ez utobbiak tekintheték hagyomanyosan az
inflammaszomalis rendszer részeinek.

Az inflammaszomak harom fébb szerkezeti elemmel rendelkeznek: citoszolikus NLRP,
(pro)kaszpaz-1 enzim, és a ketté kozotti interakciot biztositd adaptorfehérjék. Az NLRP
fehérjék a karboxiterminalison leucin-gazdag ismétl6édést (LRR) tartalmaznak, kézépen egy
konzervalt un. NACHT domén talalhaté (roviditése a neuronalis apopto6zis inhibitor fehérje-
NAIP, MHCII. transzkripciés aktivator- CIHITA, inkompatibilis I6kusz protein Podospora
anserina fajbol- HET-E, és telomeraz-asszocialt fehérje-TP1 betliszavakbol), amely a
nukleotidkotésért és a fehérjeoligomerizacio létrejottéért felelds, illetve az aminoterminalison
egy variabilis pyrin (PYD) domén helyezkedik el, amely az NLRP fehérjék elkilonitésének
alapja.

A kanonikus utvonal szerinti aktivalodas két Iépésen keresztul megy végbe:

1) ,Priming”: a korokozok antigénjeit felismer6 PAMP, illetve a sejtkarodas soran
felszabadulo anyagokat detektalo DAMP mintazatfelismerd receptorok ligandot kotnek.

2) ,Triggering”: a ligandkotést kovetéen az addig inaktiv allapoti NLRP feherjék
homotipikus doménjei 6sszekapcsolodnak, majd egy PYD, és egy kaszpaz aktivacid és
toborz6 domén (CARD) elemet tartalmazé adaptor apoptdzis-asszocialt foltfehérje (ASC)
révén komplexet képeznek a prokaszpaz-1 enzimmel, amely annak autokatalitikus

aktivaciojahoz vezet. A kaszpéaz-1 pro-1L-1p (31 kDa) fehérjén torténé hasitasa az aktiv IL-
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1B (17 kDa) extracellularis szekrécidjat késziti el [148]. A kaszpéaz-1 aktivacio olyan
mértéklli immunpatolégiai valaszt valthat ki, melynek eredménye egy programozott,
nagymérvli neuronalis sejthalal (pyroptosis). A kaszpaz-1-r61 kimutattak, hogy képes
kdzvetlenll neurondlis sejthalal utvonalakat indukalni [149, 150]. Az inflammaszomalis
rendszer genetikai beagyazottsagaért a NFKB nevii transzkripcios faktor felelés, amely
szamos proinflammatorikus citokin, kdztlik a pro-1L-1p de novo szintézisét is inicialja (5.
abra) [151, 152].

Virus Bakténum
ahots, IL1B
Qﬁ% ' '
B3
) \ e o
Extracellularis ter
PAMP
DAMP —)» Aktivatorok Citoszol

NACHT
domén
PYD

NLRP3
Prokaszpaz 1 ‘ ‘

Kaszpaz 1 - e

ASC

CARD

IL1B

Pro-IL16

5.abra: Inflammaszéma kozvetitette citokin szekrécié az NLRP3 példajan (kanonikus Gtvonal)
(mddositva Tschopp utan, 2010) [152]. A virusok és baktériumok antigénjeit detektal6 PAMP, illetve
a sejtkarodas soran kiszabadulo anyagokat érzékeld6 DAMP receptorok altal kozvetitett jel aktivalja az
intracellularis, inflammaszémaként ismert multienzim komplexet. A rendszer alapelemei énmagukban
inaktivak (6nmagaval érintkez6 autoasszocidlt domének), de a beérkez6 fenyegetést jelentd stimulusok
hatdsdra az NLRP3 proteinek megfeleld homotipikus részletei (LRR, NACHT domén) dimereket
hoznak létre, majd az ASC adaptorfehérje PYD és CARD doménének csatlakozasaval a zimogén
prokaszpaz-1 aktiv kaszpaz-1 enzimmé alakul. Ezt kovetéen a kaszpaz-1 hasitja le az IL-1p-t, annak
inaktiv prekurzorabdl (pro-1L-1p).

Az IL-1p keletkezésének egy masik lehetséges modja a nem kanonikus utvonal, amely a

kaszpaz-11 (human homolog megfeleléje a kaszpaz 4 és 5 enzimek) enzimatikus miikodésének
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eredménye. A lipopoliszacharid (LPS) volt az els6 molekula, amelyet a kaszpaz-11
nonkanonikus Utvonaléanak direkt aktivatoraként felfedeztek [153].

Internalizalodéas utan az LPS-t a kaszpaz-11 ismeri fel, a kialakult LPS-kaszpaz-11
komplexek CARD domének részvételével oligomerizalédnak, majd autoproteolitikus
aktivacion esnek at. Az enzimatikus hasitds érint egy masik fehérjét, a gasdermin D-t is
(GSDMD), amely egy aminotermindlis porusformald doménre, és egy karboxiterminalis
autoinhibitorikus doménre valik. A pérusformalé domén a sejtmembranhoz asszocidlédva
szamos citoplazmatikus molekula extracellularis felszabaditasat iranyithatja, koztik az IL-1p-t
is. A kialakulé 18 nm nagysdgi membrannyilasok megnovelik az ozmotikus nyomast, amely
extracellularis folyadék bearamlasan keresztiil sejtduzzadashoz- és lizishez vezet, amely a
kanonikus utvonal pyroptosisahoz hasonlithato.

A kaszpaz-11 aktivacio indukalhatja kozvetleniil az inaktiv prokaszpaz-1 proteolizisét az
NLRP3 inflammaszéman keresztiil is, amely a korabbi kanonikus utvonalon eldsegiti az inaktiv
zimogén proinflammatorikus citokinek érését es szekréciojat. Egyes kozlemények szerint a
kaszpaz-11 kanonikus ttvonalat érint6 facilitacidja alapvetd jelentdséggel bir, bar a két rendszer

kozott kommunikacio mibenlétére keves adat all rendelkezésre [154-156].

2.6. Inflammaszémalis rendszerek a kdzponti idegrendszerben

Az inflammaszémalis rendszer intracellularis NLRP fehérjéi kozul a kovetkezéknek
tulajdonitanak leginkabb fontos szerepet a kdzponti idegrendszerben: az NLRP1-nek
neuronokban [157], az NLRP2-nek asztrocitakban [158], illetve az NLRP3-nak mikroglia

sejtekben [159]. Doménjeik szerkezeti felépitése a 6. abran figyelheté meg.

LRR

6.4bra: Az inflammaszémalis NLRP fehérjék szerkezeti felépitése (modositva Komada utan, 2019)
[160].

NLRP1 N— PYD

NLRP2 N— PYD

NLRP3 N— PYD
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2.6.1. NLRP1 inflammaszoma

A neuronalis NLRP1 inflammaszéma a kaszpaz-1 enzim aktivaciojat két utvonalon képes
befolyéasolni. A direkt Ut soran a CARD domen révén, az indirekt soran pedig a PYD domén
altal ASC adaptorfehérjén keresztiil jon létre a kapcsolat. Egyedilallé szerkezeti sajatsaga,
hogy a legtébb NLR fehérjével ellentétben az NLRP1 a karboxiterminalison tartalmazza a
CARD domént, illetve rendelkezik egy tun. ,funkcidja megtalalni” (function to find)
autoproteolitikus hasitasra képes FIIND doménnal is, amely processzélas utan két, egymassal
nem kovalens médon 6sszekapcsolt polipeptidet eredményez. A FIIND domén esszencialis az
NLRP1 miikodéséhez, amelynek génje csak egy human fehérjét, mig egerekben szamos paraldg
enzimet kodolhat. Az NLRP1 megértésében attérést hozott, hogy az egér NLRP1B paraldg
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 csatornaformalo
protektiv antigént (PA)-t tartalmaz, amely képes a sejtekbe tovabbitani a toxint [159, 161].

Eldzetes tanulményok szerint az NLRP1B enzim aminoterminalisa felelds normal
korilmenyek kozott az autoinhibitorikus &llapot fenntartaséért, ennek eltavolitasa
inflammaszoma aktivaciot idéz el6. Mas tanulmanyok szerint az NLRP1 mutansban az
aminoterminalis GFP-re torténd kicserélése is biztositja a gatolt allapotot [161-163].

Az aminoterminalisnal torténé LeTx hasitas ugyan destabilizalja az NLRP1 szerkezét,
ubiquitinaciot és proteoszoma medialt degradaciot valt ki, paradox modon megis igy aktivalja
a rendszert. A FIIND domén autoprocesszalasa ugyanis nem engedi a proteoszémalis proteaz
végighaladasat a fehérjeldncon, a hasitassal 1étrejovo karboxitermindlishoz kozeli bioaktiv
fragmentumok kapcsolddasi platformot alakitanak ki a kaszpaz-1 szamara. Ezt a jelenséget
proteoszomalis degradacié altali inflammaszéma aktivacidonak vagy ,funkcionalis
degradacionak” nevezik [164].

Az NLRP1 komplex érintettsége kognitiv zavarokkal jar6 korkepekben és
neurodegenerativ betegségekben mar kelléen bizonyitott [165-167]. Allatmodellek szolgaltatta
Kisérleti bizonyitékok alapjan az inflammaszémanak a krénikus stressz kialakulasaban is
szerepe lehet [167, 168].

2.6.2. NLRP2 inflammaszoma
Az NLRP2 inflammaszéma szdmos egyéb néven is ismeretes (NALP2, NBS1, PAN1,
PYPAF2). Hasonléan a tdbbi NLR receptorhoz, képes az ASC fehérjével egyiittmitkédve

aktivalni a kaszpaz-1 enzimet, azonban gatolja az NFkB Gtvonalat is. Egyik allélvariansa nem
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képes erre a gatlasra, ezért kronikus gyulladadsos megbetegedések, példaul a Muckle-Wells
szindroma kialakulasaban koroki szerepe bizonyitott [169, 170].

Az NLRP2 funkcionalis inflammaszdémava térténd dsszeszerelddése még mindig vitatott,
human asztrocita sejtekben azonban az NLRP2 szerepe tisztazodni latszik, interakcidja P2X7
receptorral és pannexin I-gyel exogén ATP alkalmazasanak hatdsara nagy mennyiségii IL-1§
termelddést valt ki. Pannexin csatorna blokkold probenecid és P2X7 receptor inhibitor Brilliant
Blue G (BBG) szignifikdnsan csokkenti az ATP indukélta NLRP2 aktivaciot. Hasonld
kovetkeztetésre jutottak az NLRP2 kis interferald6 RNS (siRNS) alkalmazéasat kovetd
csendesitése sorén is [169].

2.6.3. NLRP3 inflammaszoma

Az NLRP3 inflammaszoma multiprotein komplexe a leginkabb tanulmanyozott NLR
receptor. Az dsszeszerelédésben résztvevo elemek az NLRP3, ASC, és a kaszpaz-1, amelyek
az 5. abran illusztralt doménok egymashoz valo kapcsolddasaval reagalnak a PAMP és DAMP
receptorok altal felismert ligandokra, de az inflammaszoma a fentebb emlitett kaszpaz-11
medialta nonkanonikus Utvonalon keresztul is képes aktivalodni.

Az NLRP3 komplex mikroglialis aktivacioja bizonyitast nyert egyes degenerativ
betegségekben. A fibrillaris a-synuclein felhalmozodésa dopaminerg neuronokban indukalhatja
az NLRP3 aktivacidjat periférids vérbdl szarmazoé monocitdkban és mikroglia sejtekben,
amelyek IL-1p, IL-18 és egyeb neurotoxikus termékek felszabaditasaval a kérnyezé neuronok
pusztuldsat idézik el6 Parkinson kort eredményezve. Az 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropyridin (MPTP) nevii vegyiilet robusztus sejtpusztulast okozo hatasa a substantia
nigra dopaminerg neuronjaira jelentdsen csokkentheté a neuronalis kaszpaz-1 gatlasaval is,
ugyanis az enzim o-Synucleint processzalé aktivitdsa trunkalt, aggregaciora hajlamos
fehérjecsonkokat hoz létre. Hasonldo eredményeket igazoltak az IL-1 receptor IL-1ra
alkalmazasaval torténé gatlasakor is [171]. A legujabb eredmények szerint az NLRP3
hozzajarulhat az amyloid-p fehérje (AP) plakkok felhalmozddasédhoz is Alzheimer kdrban és

frontopolaris dementiaban [172].
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3. CELKITUZESEK

Mivel a krénikus fajdalom kialakulasar6l még jelenleg is sok ponton hidnyosak
ismereteink, ezért kisérleteink kezdetén rendszerszintti megkozelitést tliztink ki célul. A
nociceptiv jelfeldolgozo rendszer harom szintjét vizsgaltuk (hatsogyoki ganglion, gerincveldi
hatso szarv és gyrus cinguli). A jelen munkaban a rendszer elsé kapcsoloallomaséanak tekintett
gerincveld hatso szarvaban elvégzett kisérleteink eredményeit targyaljuk.

Kisérleti modellként a komplett Freund adjuvans (CFA)-indukalt gyulladasos (Gjabb
terminoldgiaval nociceptiv) fajdalommodellt alkalmaztuk, amelyet a laboratériumunkban mér
korabbi munkékban is vizsgaltunk.

Kisérleteink kiindulasaként 45 génre Kiterjed6 vizsgalatot végeztiink el, kontroll és CFA-
kezelt allatok gerincvel6i hatso szarvabol izolalt mintdkon. A génexpressziés (TLDA)
kisérletekben négy gén szignifikans mértéki valtozasat talaltuk a CFA-indukalt modellben -
kiemelked6 (hatszoros mértékii) expresszids valtozast az interleukin-1 receptor-1 (IL-1R1)
esetében talaltunk, amely az interleukin-1 receptor ligandk6t6 egysége.

Az IL-1R1 gerincvel6i expressziojat korabbi munkak mar bizonyitottak, azonban a
receptor és ligandjanak (IL-1p) pontos cellularis megoszlasarol nem alltak rendelkezésre adatok
a gerincveld hatsé szarvanak teriiletén. Ezért a kisérletek kovetkezd lépésében a TLDA
eredmények alapjan az IL-1R1 ¢és ligandjanak gerincveldi megoszlasanak felderitésére
vegeztink vizsgalatokat kontroll és CFA-injektalt allatokban. Célul tiiztiik ki a receptor és
ligand expresszidjanak felderitését a gerincveld feliiletes hatsé szarvanak sejtjein, valamint
kiilonboz6 tipusu axonterminalisokon konfokalis felvételek kvantitativ elemzésével.

Felmerilt az a kérdés is, hogy az IL-1R1 hianya hogyan befolyasolja a kisérleti allatok
nociceptiv valaszkészségét. Ezen kérdés vizsgalatara IL-1R1 génhianyos és C57/BL6 vad
tipust egerek esetén elvégeztik az elektronikus von Frey és a Hargreaves viselkedési teszteket.

Mivel a gerincvel6i szovetextraktumban a fehérje expresszios vizsgalatok soran
kimutattuk az IL-1p hasitott (aktiv, 17 kDa) formajanak megjelenését a 3. kisérleti napon, ezért
célul tiiztiik ki az IL-1P aktiv formajanak eldallitasaban szerepet jatsz6 inflammaszoma tipus

vizsgalatat, amelyrdl nem alltak rendelkezésre korabbi irodalmi adatok a CFA modellben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatfelhasznaléas, a krénikus gyulladas allatmodellje

A Kisérleti protokollt jovahagyta és engedélyezte a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaga (engedélyszam: 2/2017/DEMAB) nemzeti és az eurGpai unids
jogszabalyok rendelkezései alapjan (az Eurdpai Tanacs 86/609/EGK iranyelve). Ezenfelll a
vizsgélatokat a Debreceni Egyetem kisérleti allatok felhasznalésara vonatkoz6 szabélyai és
ajanlasai szerint végeztik el.

Az értekezés alapjaul szolgalo kdzlemeények kisérletes munkai sordn him Wistar-Kyoto
patkanyokat (G6doll6, Magyarorszag n=78), vad tipusu him C57/BL6 egereket (n=18), illetve
Labow és mtsai [173] altal genetikailag moédositott him IL-1R1KO egereket (n=18) hasznaltunk
(B6.129S7-111r1 tm1/mx,/J stock #:003245), amelyeket a Jackson Laboratories cégt6l (Bar
Harbor, ME, USA) szereztiink be. A felhasznalt allatokat normal fényviszonyok kdzott
tartottuk ad libitum takarmanyozassal.

A kronikus gyulladasos fajdalom indukalasahoz 100 pl (egér) vagy 150 ul (patkany) CFA
(viz, paraffinolaj és hovel elolt Mycobacterium szuszpenzidja (Sigma, St Louis, USA) [174].
és fiziologias sooldat 1:1 aranyl keverékét injektaltuk intraplantarisan az allatok jobb hatso
talpaba korabbi kozlemeények leirasai alapjan [175, 176]. A vad tipust C57/BL6 egértorzs es az
IL-1R1 KO egerek egyes csoportjai (n=6-6) CFA oltas helyett alkezelést, fiziologias séoldatot
kaptak a jobb hatsé talpukba. A kontroll csoportba tartozo patkanyok és egerek nem kaptak

kezelést.

4.2. Mechanikai és termalis viselkedési tesztek

A Kisérletek soran felhasznalt allatok nociceptiv valaszkészségét patkanyoknal
mechanikai allodynia teszttel (Dynamic plantar aesthesiometer, Ugo Basile, Comerio, VA,
Italy), egereknél pedig mechanikai- és termalis allodynia teszttel is (Plantar Test Instrument-
Hargreaves Apparatus,Ugo Basile, Comerio, VA, ltaly) vizsgaltuk. Az allatok mechanikai
talpvisszahuzasi ingerkiiszobét- és/vagy termalis nociceptiv talpvisszahuzasi latenciajat
(tovabbiakban MTI és TTL) mindkét talpon megmértik CFA, illetve fizioldgias séoldat
beadasa el6tt és utan is, naponta ismételve. Azoknal az egér- (n=36) és patkany (n=18) kisérleti

csoportoknal, amelyeknél kizarélag mechanikai és/vagy termalis allodynia tesztet végeztink,
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de azt kovetéen nem hasznaltuk fel mas kisérletek soran, az injekcio utani 11. napig torténtek
mérések, mig azoknal a patkanyoknal, amelyeket mas vizsgalatokra is felhasznaltunk (n=60) a
3. napig, ugyanis ekkor volt mérhet6 a legalacsonyabb mechanikai nociceptiv ingerkiiszob (a
vélaszkeszség maximuma).

A mechanikai allodynia teszt sordn az allatokat egy halés, kemény milanyagplatform
alappal rendelkez6 feliilr61 zart plexiliveg dobozba helyeztik, amely a mérés idejére
csokkentette a mozgasteret. Az Aallatok elhelyezése utan 15 percet vartunk, hogy
alkalmazkodjanak az 0j kdrnyezethez. A méréseket minden esetben csak ezutan kezdtik el. A
Kisérlet soran az allatok hatso talpara egy fémbdl késziilt, mintegy 0.5 mm atméréji von Frey
tipusd filamentumot rairanyitva, fokozatosan er6s6dé nyomast (g) fejtettlink ki, ameddig az
allat a hatso talpat vissza nem huzta. A méréberendezés a visszahtizasnal jelentkez6 értékeket
regisztralta.

A termalis allodynia mérese soran az allatokat egy hasonld, az elé6zéekben leirt plexitiveg
dobozban helyeztiik el, ahol a hatso talpukra egy infravords fényforrast iranyitottunk standard
intenzitassal. A fényforrasbol érkez6 héstimulust egészen a hatso talp visszahuzasanak idejéig
(s) alkalmaztuk. A visszahlUzésnal a rendszer megszakitotta a sugarnyalabot, az cltelt id6t a
berendezés detektélta.

A méréseket mindkét teszttipusnal 6tszor ismételtik meg mindkét talp esetében, a kapott
értékeket atlagoltuk, és a kozepérték kozepes hibajat (standard error of mean= SEM)

szamitottuk. Az adatok kozotti statisztikus kiilonbségeket Kruskal-Wallis teszttel igazoltuk.

4.3. TagMan alacsony denzitasu array modszer (TLDA)

A génexpresszids vizsgalatokat TagMan Low Density Array (TLDA) modszerrel
végeztik. A TLDA mddszer az Aaltalunk vélasztott konfigurdcidoban 48 gén egyidejil
vizsgalatara ad Iehet6séget ugyanazon mintabol egy mikrofluid kértya segitségével. A modszer
érzékenysége és specificitdsa a kvantitativ polimerdz lancreakcido (PCR) vizsgalatnak
megfeleld. Mintaigénye kicsi, igy ez a specidlis eljards lehetdvé teszi, hogy a kis
szovetmintakbdl kinyert RNS is elegend6 legyen 48 gén vizsgalatara.

A gerincveld laminektomiaval torténé feltarasat kovetéen az L4-L5 lumbalis
szegmentumok eltavolitasra kertltek a kontroll allatokbol (n=9), illetve a CFA-val kezelt
patkanyokbol az injekciot koveté 3. napon (n=9). A kezelt allatok injekciéval ipsilateralisan

(jobb oldal) elhelyezkedé gerincvelbi hatso szarvat (kezelt oldal) a tobbi gerincveldi résztol
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elkulonitettlik tovabbi feldolgozas céljara. A szovetek eltavolitasat kovetéen RNS-t izolaltunk
(RNeasy Lipid tissue Kit, Qiagen, Maryland, USA), amely mindségét Agilent
mikroelektroforézissel és Nanodrop fotometrias rendszerrel ellendriztiik. Ezt kovetéen cDNS
konyvtarat hoztunk létre (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems, Foster City, USA, katalégusszam: 4368814), amelynek 100 ng mennyiségét
toltottik ra a gyarto altal tevezett TLDA kartyak portjaira (TLDA; Applied Biosystems, Foster
City, USA). A 8 porton keresztiil 48 gén expressszidjanak vizsgalata valt elérhetévé. A PCR
reakciokat az ABIPrism 7000 valos idejii PCR berendezés réven Kiviteleztik, majd ABI
TagMan szoftvert hasznaltunk a kiiszobciklus értékek (Ct) meghatarozasahoz. A kapott adatok
harom parhuzamos kisérletbdl szarmaznak.

Az egyes gének expresszidjanak értékeit Livak és mtsai 244" mddszere alapjan
definialtuk [177]. Minden gen Ct értékét normalizaltuk (ACt) harom haztartasi gén atlag Ct
értékeire (GAPDH, ARBP, PPIA) a kovetkez6 formula szerint:

ACt = Ct (célgén) —Ct (haztartasi gének)

A kontroll és a CFA kezelt szovetekbdl szarmazo géntranszkriptumok k6zotti 6sszehasonlitast

a kovetkezo képlet alapjan kalkulaltuk:
AACt= ACt (kezelt mintak) — ACt (kontroll mintak)

A relativ kvantitativ génexpresszié értékeit, amelyek megadjak a kezelt és kontroll mintak
kozotti pontos aranyszamokat, a 24Ct miivelet alapjan szamitottuk ki. A mintak kozotti
statisztikai kulonbségeket ANOVA probaval detektaltuk. A gének listjat a 2. téblazat

tartalmazza.

2. tablazat: A TLDA assay soran vizsgalt gének

Glutamat receptor alegység

# Gén Teljes név

1 Grinl ionotrop glutamat receptor NMDAL
2 Grin2a ionotrop glutamat receptor NMDA2A
3 Grin2c ionotrép glutamat receptor NMDA2C
4 Gria2 ionotrép glutamat receptor, AMPA2
5 Gria3 ionotrép glutamat receptor, AMPA3
6 Gria4 ionotrép glutamat receptor, AMPA4
7 Grmb metabotrop glutamat receptor 5
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5HT3 szerotonin receptor

# Gén Teljes név

Htrla 5-hidroxitriptamin (szerotonin) receptor 1A
9 Htr2a 5-hidroxitriptamin (szerotonin) receptor 2A
10 Htr3a 5-hidroxitriptamin (szerotonin) receptor 3a
11 Htr7 5-hidroxitriptamin (szerotonin) receptor 7

GABA / glicin receptor alegységek / metabolikus proteinek / transzporterek
# Gén Teljes név
12 Gabra3 gamma-amino-vajsav (GABA-A) receptor, alfa 3
13 Gabrb2 gamma-amino-vajsav (GABA-A) receptor, beta 2
14 Gabrb3 gamma-amino-vajsav GABA-A) receptor, beta 3
15 Gabbrl gamma-amino-vajsav (GABA) B receptor 1
16 Gabbr2 gamma-amino-vajsav (GABA) B receptor 2
17 Gad2 glutamat dekarboxilaz 2
18 Gadl glutamat dekarboxilaz 1
19 Glral glicin receptor, alpha 1
20 Glra2 glicin receptor, alpha 2
21 Glra3 glicin receptor, alpha 3
22 Glrb glicin receptor, beta
23 Slc6ab glicin transporter 2
Citokin receptorok / kemokin receptorok / ligandok
# Gén Teljes név
24 ll6ra interleukin-6 receptor, alfa
25 Hirl interleukin-1 receptor 1
26 Cx3cll kemokin (C-X3-C) ligand 1
27 Cx3crl kemokin (C-X3-C) receptor 1
28 Cxcl12 kemokin (C-X-C motivum) ligand 12
29 Cxcr4 kemokin (C-X-C motivum) receptor 4
30 Ccl2 kemokin (C-C motivum) ligand 2
loncsatorndk

# Gén Teljes név
31 Slc12a5 kalium-klorid kotranszporter 2
32 Slc12a2 natrium-kalium-klorid kotranszporter 1
33 Hcnl hiperpolarizacio-aktivalt, ciklikus nukleotid kapuzott 1
34 Hcn2 hiperpolarizacio-aktivalt, ciklikus nukleotid kapuzott2
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35 Hcn3 hiperpolarizacio-aktivalt, ciklikus nukleotid kapuzott3
36 Hcn4 hiperpolarizacio-aktivalt, ciklikus nukleotid kapuzott4
37 Scn9a feszliltség-vezeérelt natrium csatorna 9
38 Scnl0a feszliltség-vezérelt natrium csatorna 10
Endokannabinoid szintézis, degradacio
# Gén Teljes név
39 NAPE-
PLD N-acil-foszfatidiletanolamin-hidrolizal6 foszfolipaz D
40 Faah zsirsav-amid hidrolaz
Mas molekulak
# Gén Teljes név
41 Ntrk2 neurotrofikus tirozin-kinaz receptor 2
42 Bdnf agyi eredetli neurotrofikus faktor
43 Pkcg protein-kindz C gamma
44 Mapk8 mitogén-aktivalt protein kindz 8 (JNK)
Haztartasi gének
# Gén Teljes név
45 GAPDH gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
46 ARBP savas riboszomalis foszfoprotein PO
47 PPIA peptidil-prolil-izomeraz A
kotelezd kontroll gén
48 18S rRNA 18S riboszémalis RNS

4.4. Western blot

bekovetkez6 valtozasok detektalasat immunoblotal végeztiik. A lumbalis gerincveldi szovetek

mintagytijtése a TLDA metodussal megegyezden tortént a kontroll (n=6) és a CFA-val kezelt

(n=6) patkanyokbol.

aminometan (TRIS, pH 7,4) proteaz inhibitorokat tartalmazd lizispufferban (4 mM EDTA, 2,5
mM EGTA, 2 nM PMSF, 26 uM benzamidine, 8 pM pepstatine A, 2 pg/ml szdjabab tripszin
inhibitor, 2 ug/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin), majd a sejttdrmelékeket centrifugalassal
eltavolitottuk (10 perc, 1500 rcf, 4 °C). A feltiluszé centrifugazasa utan (20 perc, 12000 rcf, 4

A célfehérjék kimutatasat, azok mennyiségében CFA-val torténé oltas hatasara

=77
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°C), a pelletet reszuszpendaltuk 1 %-os Triton X-100-at és 0,1 % néatrium-dodecil-
szulfat (SDS)-t tartalmazo6 lizispufferbe. A kapott mintdkat -70 °C-on taroltuk kés6bbi
felhasznalésig. A mintak fehérjekoncentréacidjat detergens kompatibilis BCA assay segitsegével
hataroztuk meg (Pierce, Rockford, USA), majd redukalé mintapufferben (50 pg protein/sav)
torténd feloldasuk utan 10 %-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg 6ket Laemmli leirasa
alapjan [178]. Az elvélasztott fehérjéket elektroforetikusan transzferdltuk polivinilidén-
difluorid (PVDF) membranra (Millipore, Bedford, USA), amelyet 10 %-o0s borjuszérum
albumint (BSA, Sigma, St Louis, MO, USA) tartalmaz6é Tritont tartalmazé Tris-pufferelt
fiziologias soéoldattal (TTBS) blokkoltunk (20 mM TRIS, 500 mM NaCl, pH 7,5, 0,05 %
Tween-20) 2 6réan keresztiil szobahémérsékleten, majd inkubaltuk az alabbi primer antitestek
egyikével éjszakara 4 °C-on: kecske anti-IL-1R1 receptor antitest (1:500, RnD Systems,
Minneapolis, USA, katalogusszam: AF-771), nyul anti-1L-1p antitest (1:500, Peprotech, Rocky
Hill, New Yersey, katalogusszam: 500-P80), nyul anti-NLRP1 antitest (1:1000, Abcam,
Cambridge Science Park, Cambridge, katalogusszdm: ab3683), nyul anti-NLRP2 antitest
(1:500, Abcam, katalogusszam:ab36850), nyul anti-NLRP3 antitest (1:500, Abcam,
katalégusszam: ab214185), és belsé kontroll antitest (egér anti-pB-tubulin, 1:2000 Sigma,
katalégusszam: T8328).

Szamos TTBS-ben torténé mosasi 1épés utan, a blotokat nyul anti-kecske-, kecske anti-
nyul vagy nyul anti-eger 1gG tormaperoxidazzal konjugalt szekunder antitesttel inkubaltuk
(1:1000 DakoCytomation, Glostrup, Dania, katalogusszam: P0449, P0448 és P0447). A
fehérjesavokat 3,3'-Diaminobenzidin (DAB, Sigma) kromogén reakcio révén vizualizaltuk. Az
immunblotok kvantifikaciojat Image J szoftver hasznalataval végeztiik, az optikai denzitasok
értékeit B-tubulinra normalizalva hataroztuk meg harom parhuzamos kisérlet eredményeib6l. A
kapott atlagadatok és a SEM értékeinek meghatarozasat kovetden, a kontroll és a CFA kezelt
mintak kozotti killonbségeket ANOVA statisztikai probaval vizsgaltuk.

4.5. Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay (ELISA) modszer

A patkany IL-1p Quantikine ELISA kit hasznalataval (RnD Systems, Minneapolis, USA,
katalogusszam: RLBO00) az IL-1B fehérje 6sszmennyiségét kontroll (n=3) és CFA kezelt
(n=3/nap) allatok gerincvel6i homogenizatumaibol izolaltuk az injekciot kovetd 1-4. napokon.
A mintagyiijtés az el6z6 modszerekkel azonos modon tortént az L4-L5-6s gerincvel6i

szegmentumokbol.

31



A szovetmintdkat mechanikusan homogenizaltuk protedz inhibitorokat tartalmazo
jéghideg RIPA pufferban (Pierce Protease Inhibitor Mini tablet, ThermoScientific, Rockford,
USA, katalégusszam: A32953), majd 20 perces rézatast és centrifugalast kovetéen (10 perc,
15000 rcf) eltavolitottuk az oldhatatlan szovettormelékeket. A felliliszé 50ul-es térfogatat
triplikdtumban hasznélva detektaltuk a homogenizatumok IL-1B mennyiségét. A tovabbi
Iépések sordn a Kitet gyartd utasitasai alapjan jartunk el. A kapott kisérleti adatokbdl
meghataroztuk az atlagokat és a SEM értékeit. A statisztikai killonbséget a kontroll és kezelt
allatok kozott ANOVA teszttel validaltuk.

4.6. Immunohisztokémia

4.6.1. Szovetelokészités

Az immunohisztokémiai vizsgalatokat kontroll (n=7), és CFA-val kezelt (n=8)
patkanyokon végeztilk az injekcié utani 3. napon. Az allatoknal natrium-pentobarbitél
beadasaval (50 mg/kg intraperitonealisan) mélyaltatast kivaltva, transzkardialis perfuziot
puffer (PB, pH 7,4) alkalmazasaval. A felhasznalt allatok gerincvel6i lumbalis L4-L5
szegmentumainak eltavolitasa utan a mintakat posztfixaltuk 4 éran keresztil, majd 10- és 20
%-0s szachardzt tartalmazo 0,1 M PB oldatba helyeztik éjszakara. Folyékony nitrogénes
feltarést, majd agarba torténé beagyazast kovetden, 50 um vastag szeleteket készitettiink
Vibratome hasznalataval (Leica, Wetzlar, Németorszag). Az igy keszilt metszeket hasznaltuk

a kovetkezokben leirt modszerek soran.

4.6.2. Immunoperoxidaz reakciok

Az immunoperoxidaz reakcié soran a célfehérjék laminaris expressziojat és eloszlasat
tanulmanyoztuk gerincvel6i hatsé szarvban 0sz0 metszeteken. Endogén peroxidazgatlast
kovetden a metszeteket 0,01 M Tris-PBS (TPBS)-t (pH=7.4) tartalmazé 10 %-0s normal
kecske- (NGS) vagy nyal szérumban (NRS) (Vector Labs, Burlingame, CA, USA,
katalégusszam: S-1000 és S-5000) razattuk 50 percig, majd 1 %-os TPBS alapu NGS vagy
NRS oldattal torténé 15 perces mosas utan inkubaltuk a Western blotnal is alkalmazott primer
antitestek egyikével 3 éjszakat: kecske anti-1L-1R1 receptor (1:100), nydl anti-IL-1p (1:500)
nyul anti- NLRP1 (1:100), nyul anti-NLRP2 (1:500), egér anti-NLRP2 (1:500, Biotechne, UK,
katalégusszam: NB100-56155SS) és nyul anti-NLRP3 antitestek (1:500).
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1 %-0s NRS-ban vagy NGS-ban torténd mosasi Iépéseket kovetden a metszeket 1 %
biotinilalt nyal anti-kecske (1:200,Vector Labs, katalégusszam:PK-4001) vagy biotinilalt
kecske anti-nyal szekunder 1gG antitestet (1:200,Vector Labs, katalogusszdm: PK-4005)
tartalmaz6 0,01 M TPBS oldatban inkubaltuk 5 éran keresztil. A korabban leirt mosési
lépéseket kovetden a metszeteket avidin-biotinilalt tormaperoxidaz komplex (ABC 1:100,
Vector Labs, kataldgusszam: PK-4001) hozzaadasaval inkubaltuk éjszakara. TPBS és 0,05 M
TRIS oldattal torténé mosast kdvetéen az immunreakciot DAB reagenssel tettiik lathatova
exogén 1 %-os hidrogén-peroxid oldat jelenlétében. Ezutan a metszeteket TRIS és PB oldatban
mostuk, majd dehidraltuk felszallo alkoholsorban. Xilolos kezelést kovetéen a metszeteket
DPX médium (Sigma) segitségével rogzitettiik targylemezekre. A metszetekrél Olympus CX-
31 epifluoreszcens mikroszkop hasznalataval készitettlink felvételeket.

4.6.3. Kettés immunofluoreszcens festések

A kett6s immunofluoreszcens festés soran a célfehérjék kolokalizaciojat tanulmanyoztuk
neuronalis és glialis markerekkel. Az immunoperoxidaz fejezetben leirtak szerint az Usz6
metszeteket az antitesttel torténd kezelés eltt 10 % NGS-ot vagy normal szamarszérumot
(NDS) tartalmazo 0,1 M foszfat pufferelt sboldat (PBS) oldatban inkubaltuk 50 percig.

Az IL-1R1 kolokalizacids vizsgalatanal 1 %-os NDS-t tartalmaz6 0,1 M PBS oldatban a
kovetkez6 primer antitesteket alkalmaztuk: kecske anti-1L-1R1 receptor antitest (1:500), illetve
a kovetkez6 antitestek (Kivéve I1B4) egyike: tengerimalac anti-CGRP (1:2000, Peninsula Labs,
San Carlos, CA, USA, katalogusszam: T-5027), biotinilalt 1B4 (1:2000, Sigma, katalogusszam:
121414), tengerimalac anti-VGLUT2 (1:2000, Chemicon, Temecula, CA, USA,
katalégusszam: AB2251), egér anti-VGAT (1:2000, Synaptic Systems, Goettingen,
Németorszag, katalogusszam:130011), egér anti-glia fibrillaris savas protein (GFAP, 1:1000,
Chemicon, katalogusszam: MAB3402), egér anti-CD11b (1:500, Bachem Holding,Bubendorf,
Svéjc, katalogusszam: T-3102), nyul anti-KCC2 (1:2000, Upstate Biotechnology Inc Lake
Placid NY New York, kataldgusszam: 07-432), egér anti-posztszinaptikus denzitas fehérje 95
(PSD95, 1:100, Frontier, Geumcheon-Gu, Dél-Korea, katalogusszam: AB2723), vagy egeér
anti-gephyrin (1:100, Synaptic Systems, katalogusszam: 147021) antitestek. Az egyes
reakciokat 3 napig hagytuk végbemenni 4 °C-on.

Az 1 %-0s NDS-t tartalmazé 0,1 M PBS oldatban torténé mosasok utan a metszeteket
Alexa Fluor 555-tel konjugélt szamar anti-kecske 1gG (1:1000, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA, katalogusszam: A21432) szekunder antitesttel, és az alabbi antitestek egyikével
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inkubaltuk 2 dran keresztil: Alexa Fluor 488-al konjugalt szaméar anti-tengerimalac 19G
(1:1000, Molecular Probes, kataldgusszam: A11055), Alexa Fluor 488-al konjugélt streptavidin
(1:1000, Molecular Probes, kataldgusszam: S11223), Alexa Fluor 488-al konjugalt szamar anti-
egér 1gG (1:1000, Molecular Probes, katalogusszdm: A31570) vagy Alexa Fluor 488-al
konjugélt szamar anti-nyul IgG (1:1000, Molecular Probes, katalégusszam: A21206).

Az IL-1B- és az inflammaszomalis NLRP1, NLRP2 és NLRP3 fehérjék expressziojat
gliasejtekben a nydl anti-1L-1p (1:500), nyal anti- NLRP1 (1:100), nydl anti-NLRP2 (1:500),
és nyul anti-NLRP3 (1:500) antitestekkel, illetve a kovetkez6 antitestek egyikével vizsgaltuk:
egér anti-GFAP (1:1000), vagy tengerimalac anti-ionizalt kalciumkoté adaptor molekula 1
(Ibal, 1:2000, Synaptic Systems, katalogusszam: 234-004). A primer antitesteket az
elézéekben leirt id6tartamban és normal szérumos higitasban (NGS) hasznaltuk a mosasi
Iépésekkel egyiitt. A szekunder antitestekkel torténd inkubalast (Alexa Fluor 488-al konjugalt
kecske anti-nyal 1gG, 1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, katalégusszam:
A11034, illetve Alexa Fluor 555-tel konjugéalt kecske anti-egér 1gG, 1:1000,Thermo Fisher
Scientific, katalogusszam: A21422 vagy Alexa Fluor 555-tel konjugalt kecske anti-
tengerimalac 1gG, 1:1000, Thermo Fisher Scientific, kataldgusszam: A21435) és mosasokat
(1 % NGS szérum, majd PBS) kovetden a metszeteket targylemezre szedtiik fel, és Vectashield
médiummal (Vector Labs, katalogusszam: H-100) fedtik le. Az immunhisztokémiai

vizsgalatok soran hasznalt primer antitestek listajat a 3. tablazat. tartalmazza.

4.6.4. Konfokalis Iézer pasztazé mikroszkoppal végzett kvantitativ analizis

A metszetekrél Un. z-stack, 1 pum vastag optikai szeletekbdl felépiilo felvételeket
készitettiink a gerincvel6i hatsé szarv Rexed I és Il-es lamindjaban Olympus FV1000
konfokalis lézer pasztaz6 mikroszkoppal. A szkennelést x40 olajimmerzidés objektivvel
végeztik, (NA 1.3) a konfokalis paraméterek beallitdsa (lézerenergia, konfokalis apertura
mérete) standard modon tortént. Az elkészilt felvételeket Olympus Fluoview és Adobe
Photoshop CS3 szoftverrel elemeztik. Intenzitassziirés révén eltavolitottuk a hattérfestédést, és
beallitottuk az optimalis klszobéertékeket az alkalmazott markereknél. A kolokalizacio
kvantitativ mértékét egy 10x10-es egyenként 4 pm-es ¢lhosszissaggal rendelkez6 négyzetekbol
allo lapracs (grid) segitségével hataroztuk meg.

Az IL-1R1 esetén a racsvonalakra esé immunreaktiv foltokat megszamolva, ellendriztiik,
hogy azok kolokalizalnak-e az axonalis (CGRP, 1B4, VGLUT2, VGAT), glidlis (GFAP,
CD11b), illetve posztszinaptikus membran markerek (PSD95, gephyrin) immunreaktiv

foltjaival. A KCC2 neuronélis markerfehérjével torténd osszevetés esetén kilon megszamoltuk
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azokat az IL-1R1 immunreaktiv foltokat, amelyek a KCC2 pozitiv profilok membréanjaban vagy
citoplazméjaban helyezkedtek el.

Az IL-1p esetén a receptorral azonos modon hataroztuk meg a kolokalizacios értékeket
glialis (GFAP, Ibal) markerekkel. Az IL-1p expresszidjaban bekovetkezd valtozasokat, illetve
a GFAP pozitiv asztrocitak térfogatvaltozasait IMARIS szoftver (Bitplane) hasznalataval is
modelleztik. Az IMARIS szoftver algoritmusa a konfokalis mikroszkép altal készitett
felvételeken szereplé markereket modellezi, és hadromdimenzids rekonstrukciot készit. A
program kolokaliz&ci6 és tavolsag elemzésére egyarant alkalmas modullal is rendelkezik.

Az IL-1pB immunoreaktiv foltok tavolsagat a GFAP pozitiv asztrocita nyualvanyoktol
tavolsagmatrix révén modelleztik. Az inflammaszémalis marker NLRP1, NLRP2 és NLRP3
fehérjék esetén GFAP-vel torténd atfedést vizsgaltunk, valamint az egyes markerek GFAP
pozitiv asztrocita nydlvanyoktdl valé tavolsagat szinten tavolsagmatrix révén elemeztik.

A kontroll és CFA kezelt allatokbol szarmazd adatokat minden allat 3 véletlenszertien
kivalasztott metszetén kvantifikaltuk a Rexed lamina 1 és Il medialisan és lateralisan
elhelyezked6 teriileteinek értékeibél. A kapott eredményeket atlagoltuk, és meghataroztuk a
SEM értékeket. A kontroll és kezelt allatcsoportok kdzotti statisztikai kiilonbségeket Mann-

Whitney teszt alkalmazasaval hataroztuk meg.

3. tablazat: Alkalmazott primer antitestek listaja

Faj Név Gyarto Katalogusszam
kecske anti-1L-1R1 R&D Systems AF-771
tengerimalac anti-CGRP Peninsula T-5027
Griffonia S. B4 Sigma 121414
tengerimalac anti-VGLUT?2 Chemicon AB2251
eqér anti-GFAP Chemicon MAB3402
eqér anti-VGAT Synaptic Systems 130011
eqér anti-CD11b Bachem T-3102
nyal anti-KCC2 Upstate 07-432
egér anti-PSD95 Frontier AB2723
egér anti-gephyrin Synaptic Systems 147021
nyul anti-1L-1p Peprotech 500-P80
nyul anti-NLRP1 Abcam ah3683
nyal anti-NLRP2 Abcam ab36850
nyal anti-NLRP3 Abcam ab214185
tengerimalac anti-lbal Synaptic Systems 234-004
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5. EREDMENYEK

Vizsgalatainkat a krénikus gyulladasos fajdalom kordbban mar leirt [175]
allatmodelljében végeztiik, amelyet laboratériumunk egy korédbbi munkajaban [176] is
alkalmaztak. Az irodalmi adatok, és sajat kordbbi eredményeink alapjan a CFA szubkutan
intraplantaris injekcidja erds és tartos gyulladast, valamint markans mechanikai- és termalis
allodyniat valt ki.

5.1. A mechanikai viselkedési teszt eredményei patkanyokban

A kronikus gyulladdsos fajdalom kialakulasat mechanikai viselkedési teszttel
ellendriztiik a kiserleteinkhez felhasznalt him Wistar patkanyokban. Az MTI kontroll-, és a
kezelt him patkanyok bal oldali hatsé talpabol (kontralateralis) mért atlagértékei hasonlénak
bizonyultak a mérési periodus alatt (kontroll: 26,2-35,7g; kontralateralis: 28,9-34,96 g).

CFA injekcio hatasara azonban szignifikans csokkenés (p<0,001) kdvetkezett be az MTI
jobb hatso talpbdl (ipsilateralis) szarmazé ertékeiben a kontrollhoz keépest (atlagosan 12,17 g-
0s MTI csokkenés).

A legalacsonyabb atlagértékeket az injekcid beadasat kovetd 3. napon detektaltuk
(11,46£1,01 g, a kontrollhoz viszonyitva 22,34 g-os MTI csokkenés, ami megegyezik a
maximalis MTI csokkenéssel is). A 4. naptol kezd6déen az MTI értékei folyamatos emelkedést

mutattak, majd a 11. napra megkdzelitették a kontroll allatokban megfigyelt adatokat (7. abra).
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Mechanikai talpvisszahuzasi ingerkiiszéb (g)

Kisérleti napok

Kezelt- Kezelt-

A Kontroll-Bal === Q== Kontroll-Jobb O .
kontra ipsi

7. abra: Patkany mechanikai allodynia teszt eredménye. A jelolék az egyes kisérleti napok atlagértékeit
jelzik a SEM értékeinek feltlintetésevel, *** p<0,001- szignikans differencia a kontroll és a kezelt allatok
ipsilateralis oldala k6zott

5.2. A mechanikai és termalis viselkedesi tesztek eredmeényei IL-1R1 KO

és C57BL6 vad tipusu egerekben

Az IL-1R1-IL-1p szignalizacié kronikus fajdalomban bet6ltétt szerepének vizsgalatara
leginkabb a IL-1R1 KO egerek alkalmasak, ezert a patkanyok viselkedési tesztjei mellett
Kisérleteinket IL-1R1 KO és C57BL6 vad tipusu egerekben is megismételtik. A mechanikai-
és a termalis ingerkiszob valtozésait a CFA injekciot (0. nap) koveté 11 napig vizsgaltuk.
Ezeket az allatokat a kés6bbiekben mas vizsgalatokhoz mar nem hasznaltuk fel. CFA oltas
helyett egyes allatok fiziologias s6oldatot tartalmazo oldatot (alkezelés) kaptak. A vad tipusu
és az IL-1R1 KO allatok kontroll csoportjainak MTI értékei a kisérlet soran végig stabilnak
bizonyultak. Vad tipusu egerek esetén 4,8-5,0 g k6zotti MTI adatokat rogzitettiink 4,81+0,29 g
atlagértékkel, mig 1L-1R1 KO egereknél 3,0-5,0 g kozotti tartomanyt regisztraltunk 3,94+0,51
g atlagertékkel a vizsgalati peridédus alatt. A vad tipusa és az IL-1R1 KO allatcsoportok CFA
oltas elott mért alapértékei kozotti kiilonbség szignifikansnak bizonyult (p<0,0001). A
fiziologias sooldat jobb hatso talpba torténd injekcidja nem valtott ki érzékelhetd kulonbséget,

sem a vad tipusu, sem a KO allatok esetén. A CFA jobb hatsé talpi injekci6ja azonban markans
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csokkenést valtott ki a vad tipusi egerek MTI értékeiben a vizsgalati periodus alatt a
kontrollhoz képest (atlagosan 1,91 g-os MTI csdkkenés). A csokkenés az injekcidt kovetd 4.
napon érte el a maximumat (1,68+0,06 g, 3,05 g-os MTI cstkkenés, ami megegyezik a
maximalis MTI csokkenéssel is). Ezt kovetéen az MTI értékei emelked6 tendenciat mutatva
lassan visszatértek a kontroll adatokhoz a 10-11. napra. Az IL-1R1 KO egerek CFA injekcid
utdn mért MTI értékeiben mérsékelt csokkenést tapasztaltunk, amely az injekcié beadésa utan
minddssze egy hétig tartott. Az MTI értékeinek csokkenését a kontrollhoz képest az injekcio
utani 1-7. napig sikertlt szignifikdns modon regisztralni (p=0,00004-0,006), azonban a vad
tipusu és a KO allatok kozétti szignifikans MTI kilonbségek mar az 1-9. napig voltak tetten
érhetéek (p=0,000004-0,01) (8. abra a).

A termdlis allodynia CFA injekci6 altal kivaltott mértéke és lefolyasa a mechanikai
allodyniahoz hasonlonak bizonyult, mind a vad tipust, mind az IL-1R1 KO allatok esetén. Vad
tipusu egerek esetén 4,9-10,2 s kozotti TTL értékeket detektaltunk 7,47+1,22 s atlagértékkel,
mig az IL-1R1 KO allatoknal 6,3-10,0 s koz6tti idéintervallumot regisztraltunk 8,15+0,85s
atlagértékkel a kisérlet idotartama alatt. A fiziologias sooldat injekcidja a mechanikai
viselkedesi teszthez hasonléan a TTL adatokban sem valtott ki érzékelhet6 kiilonbséget. A CFA
beadasa viszont jelent6s csokkenést valtott ki a vad tipusu egerek jobb hatsé talpabdl szarmazo
TTL értékeiben. A csokkenés az injekciot kovetd 2. és 3. napon erte el a maximumat (1,74+
0,01 s, valamint 1,72+0,08). Ezt kovet6en a TTL értékei a 10-11. napra tértek vissza a kontrollt
kozelit6 értékekhez. Az IL-1R1 KO egerek CFA oltas utdn mert TTL adataiban csak kismértéki
csokkenést figyeltiink meg a kontrollhoz képest, amely az injekcié beadasa utani 1-7. napig
tartott. A statisztikailag szignifikans csokkenés ezen id6tartam alatt végig Kimutathatonak
bizonyult (p=0,0005-0,029). A CFA-val oltott vad tipusu és KO allatok kozotti szignifikans
TTL kulénbségek az 1-9. napig voltak detektalhatok (p= 0,000003-0,021) (8. &bra b).
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8. abra: a) Mechanikai és b) termalis allodynia teszt eredménye egerekben. A jel616k az egyes kisérleti
napok atlagértékeit jelzik a SEM értékeinek feltiintetésével a) *** p<0,000004-0,01-szignifikancia
értékek vad tipusu CFA-val oltott- és IL-1R1 KO egerek adatai kozott ### p=0,00004-0,006-
szignifikancia értékek kontroll és IL-1R1 KO egerek adatai kozétt b) *** p=0,000003-0,021
szignifikancia értékek vad tipusu CFA-val oltott- és IL-1R1 KO egerek adatai kozott ### p=0,0005—
0,029- szignifikancia értékek kontroll és IL-1R1 KO egerek adatai kdzott.
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5.3. A TLDA moddszerrel kapott génexpresszios valtozasok eredmeényei

A TLDA mdbdszerhez a gének kivalasztasa a korabbi irodalmi adatokon alapult, azonban
részben szubjektiv, kovetkezen az esszében vizsgalhatd gének limitalt szamatol és a gyartonal
elérhet6 TagMan probaktdl. Az elérheté probak fliggvényében igyekeztiink teljes palettat
Osszedllitani a glutaméat, GABA és glicin receptorokbol és a kapcsolddé molekulédkbél. Ezen
kivil a munkacsoport akkori témaihoz kapcsoldédé receptorcsalddokat valasztottunk ki, igy a
HCN receptorokat és az endokannabinoid rendszerhez tartoz6 molekulékat. Mindezek mellett
helyet kaptak a vizsgélatban citokin és kemokin receptorok, valamint ligandok is, amelyek
kdzponti idegrendszeri expresszidjarol és kronikus fajdalomban betdltétt szerepérdl a vizsgalat
kezdetekor még kevés adat allt rendelkezésre, azonban a rendelkezésre allé adatok felkeltették
érdeklddésiinket a molekulacsalad irant.

A kronikus gyulladasos (nociceptiv) fajdalom kialakulasat feltehet6en befolyasold gének,
koztuk az IL-1R1 génexepresszios valtozasat patkany gerincveldi feliiletes hatsé szarvban
vizsgaltuk CFA modellben. Az IL-1R1 expresszidja korabban mar bizonyitast nyert a
gerincveldben, azonban nem voltak kisérletes adatok arra nézve, hogy hogyan valtozik a
receptor mennyisége gyulladasos fajdalomban. A TLDA modszerrel arra kerestilk a valaszt,
hogy detektalhatd-e szignifikans génexpresszids valtozas a receptor mRNS szintjében. Emellett
kivancsiak voltunk arra is, hogy a 43 altalunk szelektalt egyéb gén expresszioja miként valtozik
patkany gerincvel6i feliiletes hatso szarvban CFA injekci6é beadasa utan.

Az IL-1R1 mRNS szintjét 6sszehasonlitva kontroll- és CFA kezelt allatok gerincvel6i
hatsd szarv mintaibdl, azt tapasztaltuk, hogy az IL-1R1 expresszidja kezelt allatokban
szignifikdnsan emelkedett (6,02-szeresére, p=0,0002) a kontrollhoz viszonyitva a Livak és
mtsai altal publikalt [177] 224t mddszer szerint. Annak eldontésére, hogy a CFA injekci6 altal
kivaltott hatdsok csak az injekcio beadasaval ipsilateralis gerincvel6i hats6 szarvban
jelentkeznek-e, vagy kontralateralisan is tetten érhetdek, a TLDA vizsgalatot elvégeztiik a
mintaink kontralateralis részén is. Az IL-1R1 génexpresszié novekedése kontralateralisan is
megfigyelhetd volt, viszont az allatcsoportok kozott jelentds variabilitasok voltak.

Az altalunk vizsgalt tobbi gén (serkent6- és gatld neurotranszmitterek, citokinek,
fehérjekinazok, ioncsatornak) kifejezddése koziil az endogén kannabinoid szintézisben szerepet
jatsz0 NAPE-PLD génexpresszioja Kkismértékben nétt (1,11-szeresére, p=0,0016), a
kannabinoidok lebontasat végzé Faah gén expresszidja viszont csokkent (0,78-szeresére,
p=0,0368). Ezen feliil a serkent6 ionotrop glutamat AMPA receptor 2-es alegységének (Gria2)

génexpresszidja szintén csokkent mértéket mutatott (0,77-szeresére, p=0,0447).
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A szignifikdns génexpresszios valtozasokat a 4. tblazat tartalmazza.

4. tablazat: TLDA mddszerrel szignifikans valtozasokat mutaté gének listaja

Gén Teljes név ACt kontroll ACtkezelt — 2**“"  pérték

il1rl interleukin 1 receptor 1 14,7 +0,001 12,1+0,002 6,02 0,0002

NAPE-PLD N-acil-foszfatidiletanolamin- 7,0 £ 0,06 6,9+0,17 1,11 0,0016
hidrolizal¢6 foszfolipaz D

Faah zsirsav-amid hidrolaz 6,4+0,01 6,7+0,1 0,78 0,0368
Gria2 ionotrép glutamat receptor/ 3,0+0,24 3,3+0,06 0,77 0,0447
AMPA2

5.4. Az IL-1R1 fehérjeexpresszios valtozasanak eredményei

5.4.1. Kontrollok

Az immunhisztokémiai protokoll részeként rekombinans patkanybdl szarmazo IL-1R1-
(Sino Biological Inc Peking, Kina, katalégusszam: 80028R08H50) fehérje alkalmazasaval
teszteltlik az anti-1L-1R1 primer antitest specificitasat. A metszeteken a rekombinans peptid és
a megfeleld antitest (1 ug peptid/1 pg antitest) ekvivalens keverékét inkubaltuk primer
szérumkeént, hogy antitest deplécidt (kimerités) valtsunk ki. A keverékeket 4 °C-on taroltuk 18
oran keresztiil, majd centrifugaltuk. Ezt kovetéen az immunoperoxiddz reakcional leirtak
szerint jartunk el, amelyek eredményekent a specifikus immunreakciok nem jelentkeztek (9.
abra a). Egyéb kontrollként az immunoblot korabban leirt protokollja szerint elvégzett antitest
specifitas vizsgalatot alkalmaztuk. Az IL-1R1 esetén egy 80 kDa tomegii savot mutattunk ki,

amely megfeleltethet6 a receptor irodalomban leirt molekulatémegének (9. abra b) [179].

a b
MWt  IL-1R1
120 kDa  pemm—

96 kDa (Wmes
~ 80 kDa

58 kDa teamene

39 kDa [ -]

29 kDa e

9.4bra: Az anti-IL-1R1 antitest specificitdsdnak vizsgélata a) kimerités és b) Western blot révén.
Lépték: 100 um
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5.4.2. Az IL-1R1 fehérjeexpresszidjanak vizsgalata immunoblottal

A TLDA modszer soran kapott IL-1R1-et érintd génexpresszios eredményeinket
fehérjeszinten is validalni kivantuk, ezért Western blot vizsgalatot végeztiink kontroll (0. nap)
és CFA kezelt patkdnyokbol (3. nap) szarmazé gerincveld hatso szarvi szovetmintakon. 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). A

mintafelvitel kontrollként B-tubulin fehérjét alkalmaztunk (10. 4bra a-b).

0.nap 3.nap

IL-1R1
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10. abra: a) IL-1R1 immunoblot kontroll- (0. nap) és CFA kezelt allatok (3. nap) gerincveld hatso6 szarvi
szOvetmintaibél (CFA-ipsi) b) Az immunoblot denzitometrids analizise (az atlagérték és a SEM
hibasavok feltintetve), a p=0,029 érték a kontroll és a CFA kezelés koz6tti szignifikanciat jelzi.

5.4.3. Az IL-1R1 fehérje expresszidjanak vizsgalata immunhisztokémiai moédszerekkel

5.4.3.1. Az immunoperoxidaz vizsgalat eredményei

Az IL-1R1 fehérje expresszidjat és eloszlasat peroxidaz alapt immunfestéssel is
vizsgaltuk patkany gerincvel6i hatsé szarvban kontroll- és gyulladdsos korilmények kdzott is.
Pontszer(i immunreakciot detektaltunk a felliletes Rexed I és 11-es lamindkban, amely leginkabb

a ll-es lamina bels6 részén mutatott intenziv savos megjelenést (11. 4bra a).

42



A CFA oltas hatasara bekovetkez6 gyulladas soran az ipsilateralis oldalon a megfigyelt
immunreakcié denzitdsa a kontrollhoz viszonyitva sokkal intenzivebbnek bizonyult a Il-es
lamina bels6 részében. A reakcid itt egy denz savot alkotva huzddott végig a hatso szarv teljes

mediolateralis Kiterjedésén (11. &bra b).

7

W L 4

11.4bra: Az IL-1R1 fehérje immunoperoxidaz vizsgalata (a) kontroll és (b) CFA kezelt mintakbol.
Lépték: 100 um

5.4.3.2. A Kkettés immunofluoreszcens festés eredményei

A CFA oltas kdvetkezményeként el6allo markans kilonbsegek a vad tipusu és IL-1R1
KO allatok mechanikai és termalis szenzitivitdsaban arra utalnak, hogy az IL-1R1 medialta
szignalizacio kardindlis szerepet jatszhat a gyulladasos fajdalom kialakuldsaban a gerincveléi
hatso szarvban. Ezt bizonyitjak a fentebb részletezett gén- és fehérjeexpresszios eredmények
is, amelyeket a TLDA és Western blot mddszerekkel kaptunk.

Az IL-1R1 aktivacio hatasainak megfelel6 értelmezéséhez azonban az is hozzatartozik,
hogy minél pontosabban lokalizaljuk a receptor gerincvel6i expresszidjat a kiilonb6zo
neuronalis és glidlis markereken. Az IL-1R1 expresszi6jat mar korabban leirtak neuronokon
[180-182] és gliasejteken is [16, 183, 184], de viszonylag kevés informacié allt rendelkezésre
a receptor pontos eloszlasarol a két sejtpopulacion. Ennek kideritése céljabol vizsgalatainkat

kettos fluoreszcens immunjeldlésekkel folytattuk tovabb.

5.4.3.2.1. Az IL-1R1 expresszidja axonterminalisokon

Annak érdekében, hogy tanulmanyozhassuk a receptor axonalis Kkifejezodését,
kolokalizaci6s vizsgalatokat végeztiink az IL-1R-1- és az irodalmi attekintésben részletezett
peptiderg (CGRP), nonpeptiderg (1B4) primer afferens rostok, valamint a serkenté (VGLUT2)

és a gatlo (VGAT) gerincveld hatso szarvi interneuronok axonterminalisai kozott. A korabban

43



leirt tekintélyes irodalommal biré markerek [185-192] immunoreaktivitasat mi is megfigyeltik
a gerincvel6i feliiletes hatso szarvban (CGRP, VGLUT2 és VGAT jelolés az I-es és 11-es Rexed
laminaban, I1B4 jelolés a Rexed Ili részében).

Ennek ellenére, a kettés immunfestések eredménye azt mutatta, hogy kontroll
kortlmények kozott szinte teljes szegregacio figyelhetd meg az IL-1R1 és ezen markerek
kozott, a kolokalizacié mértéke elhanyagolhaté (12. abra a-d). A konfokdlis felvételek
eléz6leg leirt modszertani analizise soran feltart adatok szerint az IL-1R1 receptor
immunoreaktiv foltjainak axonalis eloszlasa a kovetkezé: 0,1+0,01% CGRP markeren,
0,3+0,10 % 1B4 markeren, 1,2+0,46 % VGLUT2 markeren, illetve 0,1+0,04 % VGAT
markeren.

A CFA oltds érdemben nem valtoztatott ezeken a kontrollban is elhanyagolhat6
értekeken, nem volt kimutathato hatasa a gyulladasnak a receptor expresszidjanak mértekére
(13. &bra).

5.4.3.2.2. Az IL-1R1 expresszidja a neuronalis citoplazméban és szomatodendritikus
membranon

A KCC2 fehérje kizardlag neuronokon fejez6dik ki. A sejtek intracellularis Kklorid
koncentraciojat foként a korabban emlitett KCC2 transzporter fehérje expresszidjanak mertéeke
szabja meg [193-197], ahol a szomatodendritikus membranba dgyazva a kloridaram medialta
posztszinaptikus hiperpolarizacioért felelds, axonterminalisokon nem fordul el6 [198-200].

Az IL-1R1 és a KCC2 marker kozotti kolokalizacié vizsgalatanal a teljes receptorkészlet
immunoreaktiv foltjait a KCC2-vel jeldlt szomatodendritikus felszinen (membranjellés) vagy
a marker altal korulhatarolt tertleten (citoplazmatikus jel6lés) talaltuk meg. A kontroll
allatokbol szarmazo kettés immunofluoreszcens festések felvételeinek kvantifikacidja soran a
teljes IL-1R1 készlet 19,94+2,27 %-at azonositottuk a KCC2 pozitiv membranon beldl,
ugyanakkor 49,9+2,56 %-a citoplazmatikus jelnek bizonyult (12. abra e-g).

CFA kezelt allatokban a neuronalis szomatodendritikus membran kompartmentumban
talalt IL-1R1 immunoreaktiv foltok szaméanak sz&zalékos aranya szignifikansan nétt, (p=0,002)
19,942,27 %-rdl 35,1+1,5 %-ra, a citoplazmatikus részarany pedig 44,39+0,56 %-ra csokkent
(13. 4bra).
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5.4.3.2.3. Az IL-1R1 expresszidja serkento- €s gatlo szinapszisok posztszinaptikus
membranjaban

Gardoni és mtsai koprecipitacios kisérleteikben kordbban méar azonositottdk az IL-1R1
jelenlétét hippokampalis neuronok szomatodendritikus felszinének serkenté posztszinaptikus
denzitasaiban [201], ezért mi is megvizsgaltuk a receptor lehetséges atfedését a serkentd-,
illetve gatlo szinapszisok posztszinaptikus membranmarkereivel is. Kordbbi irodalmi adatok
alapjan a PSD95 a serkenté glutamaterg- [202, 203], a gephyrin pedig a gatlé GABAerg és
glicinerg posztszinaptikus denzitas specifikus markere [204, 205].

Gardonival egyetértésben mi is azt talaltuk, hogy az IL-1R1 immunoreaktivitis foként a
serkentd posztszinaptikus denzitasban megfigyelheté. A PSD95 markerrel jelolt terileten a
receptorkészlet 9,04+0,43 %-a volt megtalalhatd, ami a KCC2-vel jelolt szomatodendritikus
membranfelszinen detektalt immunreaktiv foltok kozel felét teszi ki (12. 4bra h-j, 13. abra).
Az IL-1R1 és a gephyrin kozotti kolokalizacio mertéke sokkal kisebbnek bizonyult, a receptor
mintegy 1,2+1,1 %-a fordult el gatld posztszinaptikus denzitasban.

A CFA kezelt allatokban a receptor closzlasaban nem tapasztaltunk szamottevé eltérést a
kontrollhoz kepest. PSD95 markerrel az 1L-1R1 9,93+0,4 %-a, mig gephyrinnel minddssze
1,43£1,14 %-a kolokalizalt (12. abra k-m, 13. &bra).

5.4.3.2.4. Az IL-1R1 expresszidja asztrocita és mikroglia sejteken

Ahhoz, hogy az IL-1R1 asztrocita és mikroglia profilokon torténd expressziojat
vizsgaljuk, kolokalizacids vizsgalatokat vegeztiink a receptor és az asztrocitakat szelektiven
jelolé GFAP [206], illetve a mikroglia marker CD11b koz6tt (12. dbra n-s) [207].

A kontrollbdl szarmazd kettés festések kiertékelése soran a receptor mennyiségének
mintegy 9,3+0,65 %-a expresszalodott asztrocitakon, mig elenyész6 1,2+0,30 %-at mikroglia
sejteken detektaltuk.

A CFA oltas hatéasara a gliasejteken kimutathato receptorszam szignifikans valtozast nem
mutatott (13. abra).
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12.4bra: Az IL-1R1 fehérje eloszlasa neuronokon és gliasejteken a gerincveldi feliiletes hatso
szarvban. 1 um vastag konfokalis optikai szeletfelvételek illusztraljak az IL-1R1 (piros, a-d, e, h, k, n,
q) és az alabbi markerek immunoreaktivitasa kdzotti kolokalizaciét: peptiderg (CGRP, z6ld, a), valamint
nonpeptiderg (1B4, zold, b) primer afferens axonok, neuronalis szomatodendritikus felszin (KCC2,
z0ld, f) serkent6- (VGLUT?2, z6ld, c) és gatld (VGAT, zbld, d) interneuronok axonterminalisai, serkent6
posztszinaptikus denzitas (PSD95, z6ld, i), gatlo posztszinaptikus denzitas (gephyrin, z6ld, 1), asztrocita
(GFAP, zdld, o), illetve mikroglia (CD11b, z6ld, r). A markerek kozotti atfedést (6sszevetitett) fehér
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nyilhegyek jelzik (j, m, p, s). Az IL-1R1 immunoreaktiv foltok vagy a KCC2 marker &ltal meghatéarozott
profilra (membranlokalizécio, f-g), vagy a KCC2 jellésen bellli terlileten (citoplazmatikus lokaliz&cio,
sarga nyil, g) is megfigyelhetok. Lépték: 2 um (a—d), 10 um (e-m), 5 um (n-S). Az adatok az egyes
markerek atlagértékeit és a SEM hibasavokat tartalmazzak.

60
50 +
40 -

30 -
O Kontroll

B CFA kezelt
20 -

CGRP B4 VGAT VGLUT2 CD11b GFAP KCC2 KCC2 PSD95  Gephyrin
membran citoplazma

IL-1R1 immunreaktiv foltok megoszlasa
neuronalis és glidlis markereken (%)

13.abra: Az IL-1R1 immunoreaktiv foltok neurondlis és glialis markerekkel valé
kolokalizaci6janak szazalékos értékeit tartalmazé oszlopdiagram. A fehér oszlopok a kontroll, a
feketék pedig a CFA injektalt allatokbol szarmazd adatsorokat reprezentéljak, az atlagadatok és a SEM
feltintetésével. A * jel, az IL-1R1 a KCC2 marker szomatodendritikus membran jeldléseben
megfigyelhetd szignifikans immunoreaktiv foltok szamanak szazalékos ndvekmenyére utal (p=0,002).

5.5. Az IL-1p és az NLRP szenzorok fehérje expressziojanak eredményei

5.5.1. Kontrollok

Az IL-1R1-hez hasonléan anti-IL-1pB antitest specificitasat is teszteltiik rekombinans
fehérje alkalmazasaval az eldbbiekben vézolt kimeritési protokoll szerint (Peprotech,
katalogusszam: 400-01B), melynek eredményeként specifikus immunfestédést szintén nem
tapasztaltunk (14. dbra a). Az inflammaszomalis fehérjék elleni antitestek teszteléséhez nem
rendelkeztiink megfelelé antigén peptiddel a kimerités végrehajtasahoz, ezért itt a primer
antitestet mell6z0, csak szekunder antitestet tartalmazo eleggyel torténd inkubalast valositottuk
meg. Ennek eredményeként specifikus immunjelolést az el6zéekhez hasonloan ismét nem
tapasztaltunk (14. &bra b). Ha a megfelel6 primer antitesteket alkalmaztuk, akkor az NLRP1,
NLRP2 és NLRP3 fehérjék elleni immunoreaktivitas detektalhatova valik, ugyanakkor a

mélyebb laminédk tovabbra sem fest6dtek (14. &bra c-f). Az NLRP2 markerrel kapcsolatos
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eredményeink tovabbi alatimasztasara hematoxylinnel festett tiidometszeten pozitiv (primer
antitestet tartalmazo) és negativ immunoperoxidaz (primer antitest kihagyasaval) reakciot is
végrehajtottunk (14. &bra g-h).
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14. &bra: IL-1pB és NLRP markerek kontroll immunreakcioi a) Anti-I1L-1p antitest specificitas vizsgalata
antitest kimerités révén b) Szekunder antitest kontroll reakcié NLRP szenzorok elleni primer antitestek
mell6zésével. c-f) Immunoperoxiddz reakcidk, amelyek az NLRP1, NLRP2 (nyul-anti NLRP2,
rNLRP2, egér-anti NLRP2 (mNLRP2) és az NLRP3 markerek lokalizaciéjat mutatjadk g) rNLRP2
negativ kontroll reakcio (primer antitest elhagyasaval) tiidészovetben hematoxylin hattérfestéssel. h)
rNLRP2 pozitiv kontroll reakcio tiid6szovetben hematoxylin hattérfestéssel. Lépték: a-b- 200 pum, c-f-
200 pm, g-h- 50 um. A szaggatott vonalak a gerincvel6i hatso szarv konttrjat mutatjak.

5.5.2. Az IL-1p mennyiségének vizsgalata immunoblot és ELISA modszerrel

Az IL-1p fehérje IL-1R1 receptorhoz kotddése csak abban az esetben valosulhat meg, ha
az eldzetesen enzimatikusan aktivaloédik 31 kDa molekulatomegili prekurzorabol (pro-1L-1p),
amely normal korilmények kozott (0. nap) csak kis mennyiségben van jelen. Az anti-IL-1p
antitest validitasat a kimeritésen tul az immunoblot eredménye is alatamasztja. A 31 kDa-nal
megjelené gyenge immunoreaktiv sav a kontroll gerincvel6i szovetextraktumbol szarmazo pro-

IL-1p irodalomban leirt molekulatomegét mutatja (0. nap) [151]. Azonban a CFA oltéas utani 3.
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napon, a mechanikai allodynia maximuman, mind a pro-IL-1f, mind annak aktiv, érett 17 kDa
molekulatomegii kaszpaz 1 altal hasitott formaja is nagy mennyiségben megtaldlhaté a
gerincvel6i hatsé szarvaban (15. abra a).

Habar az IL-1p expresszidjat a kdzponti idegrendszerben tobben is leirtdk korabban [131-
133], nem talaltunk adatokat arra vonatkozodan, hogy a citokin szintjét id6fliggd modon is
vizsgéltak volna gyulladasos fajdalomban. Ezért a vizsgalatainkat ebben az irdnyban folytattuk
tovabb ELISA mddszerrel. A citokin bazélis szintje 124+20,05 pg/ml-nek mutatkozott az L4-
L5-6s szegmentumokbdl szarmazo gerincveld hatsé szarvi szovetmintakban, amely
szignifikansan (p=0,040) 255+37,4 pg/ml-re n6tt a CFA oltas utani 3. kisérleti napon, amely
harmonizal a korébban leirt patkdny mechanikai viselkedési teszt eredményeivel. A 4. napon
az IL-1p koncentracioja az el6z6 naphoz képest markansan csokkent 174 + 12,03 pg/ml-re (15.
abrab).

a b 350 4

300 -

CFA ipsi 250 1

CTRL 3.nap

*
200 A
150 -
100 -
Hasitott IL-1B
50 o
I -tubulin 0 4

O.nap l.nap 2.nap 3.nap 4.nap

IL-1B (pg/ml)

15.4bra: a) Reprezentativ IL-1p immunoblot kontroll (0. nap) és CFA kezelt allatok (3. nap) gerincveld
hatsé szarvi szovetmintaibol b) Az IL-1B fehérje koncentracidjanak (pg/ml) vizsgalata ELISA
modszerrel CFA oltast kovetden (0. nap). Az adatok az atlagértékeket és a SEM-et tartalmazzak. A * jel
a 0. napi kontroll és a CFA oltast kovet6 3. nap kdzdétti szignifikancia értéket jelzi (p=0,040).

5.5.3. Az IL-1p expresszioja immunohisztokémiai méodszerekkel

Az immunoblot ¢és az ELISA vizsgalat eredményeit megerdsitette az IL-1f
immunoperoxidaz reakcidja is. A receptorhoz hasonldan itt is pontszerli immunreakciot
detektaltunk a felliletes Rexed laminakban, amelynek intenzitasa gyulladas soran az ipsilateralis
oldalon sokkal intenzivebbnek bizonyult (16. abra a-b). Ezt megerdsitend6, szamszertsitettiik
az IL-1p immunoreaktivitasat a gerincveld L4-L5-0s szegmentumaibol szarmazé hatso szarvi
szovetszeleteken a Rexed | és Il-es laminakban a konfokalis analizisnél ismertetett lapracs

segitségével. A kvantifikalds soran a CFA kezelt mintakbol (3. nap) szarmazo6 metszetek IL-13
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immunoreaktiv foltjainak szaméat dsszehasonlitva a kontroll allatokéval (0. nap) szignifikans
(p<0,0001) novekedést tapasztaltunk, a termelédott IL-1p mennyisége mintegy 78+ 7,48 %-al

nott (16. abra c- e).

Ctrl )

e 200 1 * % ¥

IL-18 immunoreaktiv
3

foltok szama (%)

O.nap 3.nap

16. abra: a-b): Az IL-1p immunoperoxidaz vizsgalata a gerincvel6i hatso szarvban kontroll (Ctrl) és
CFA indukalta gyulladasban (CFA). c-e): Az IL-1p pozitiv immunoreaktiv foltok kvantifikacioja
kontroll (0. nap) és CFA kezelt allatokban felszines gerincvel6i hatso szarvban (3. nap). A szaggatott
vonalak a szlrke- és fehérallomany kozti hatéart jelzik. Az adatok az atlagértékeket és a SEM-et
tartalmazzak. A *** a szignifikanciat (p<0,0001) jelzi a kontroll és a kezelt allatok kdzott. Lépték: 5 um

A gliasejtek a kdzponti idegrendszerben kialakuld gyulladasos folyamatok karmesterei
lehetnek, szdmos irodalmi adat alatamasztja a neuron-glia interakciét, melynek soran az NF-xB
and MAPK szignalpalyak révén proinflammatérikus mediatorok szabadulhatnak fel [75-77]. A

nociceptiv szignalizacioban bet6ltétt fontos szerepe miatt az IL-1 fehérje glialis expressziojat
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és eloszlasat a CFA modellben is vizsgalni kivantuk mikroglia és asztrocia sejteken, a
rendelkezésre al16 markerek (Ibal-mikroglia, GFAP-asztrocita) segitségével.

Az IL-1P gliasejtekkel torténd kolokalizacio vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a
kontroll allatokbol sz&rmazd metszeteken a mikroglia pozitiv profilok minddssze 3,31+1,48 %-
a expresszalta az IL-1B-t, mig CFA oltas utan a kolokalizacio értéke elhanyagolhatd 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)
39,315,24 %-ra (17. &bra a-1, m).
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17. &bra: Az IL-1p gerincvel6 hatso szarvi expresszidja és kvantifiklasa gliasejteken. a-1): 1 pum
vastag konfokalis optikai szeletfelvételek illusztraljak a GFAP pozitiv asztrocita (z0ld, b, €) az Ibal
pozitiv mikroglia (z6ld, h, k) markerek és az IL-1B immunoreaktivitasa (piros, a, d, g, j) kozotti
kolokalizaciot. A markerek kozotti atfedést (6sszevetitett) fehér nyilhegyek (c, f, i, I) jelzik. A
kontrollbdl szarmazo immunjeldléseket az els6 és a harmadik (Ctrl), a CFA kezelteket pedig a masodik
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és negyedik panelek jelentik (CFA-ipsi). Lépték: 2 um, 2 pym, 2 um és 1 um. m) Az IL-1p fehérjét
expresszalo gerincvel hatsé szarvi mikroglia (Ibal) és asztrocita (GFAP) sejtek szézalékos aranyéat
mutaté oszlopdiagram kontroll (0. nap, fehér oszlopok) és CFA kezelt (3. nap, fekete oszlopok)
allatokbol. Az adatok az atlagértékeket és a SEM értékeit tiintetik fel. A *** a szignifikanciat (p=0,002)
jelzi a kontroll (0. nap) és a kezelt allatok (3. nap) kozott.

5.5.4. Az IL-1P expressziéjanak vizsgalata IMARIS analizissel

A kontroll (18. dbra a) és a CFA kezelt allatok (18. &bra b) asztrocita sejtjeinek
morfofunkcionalis vizsgalatara, és azok IL-1B termelése kozotti finomabb kiilonbségeinek
kimutatasara IMARIS szoftveres modellezést és analizist is végeztiink. Az analizis feltarta,
hogy a CFA-val kezelt allatokbo6l szarmaz6 metszeteken, mind az IL-1p immunoreaktiv foltok
abszolut szdma (IL-1, n=1337£229,2), mind az asztrocitdval vald kolokalizacié szama
(COLOC, n=76+15,35) szignifikansan megnétt (p=0,009032, illetve p=0,022896), a
kontrollhoz viszonyitva (IL-1, n=272,33+174 és COLOC, n=23,33%9,76) (18. abra c-d).
Ezenkivil a kezelt allatokbol szarmazé GFAP pozitiv asztrocita profilok térfogata (GFAP)
szintén jelentésen (p=0,194406), de nem szignifikdnsan nétt (5620 pm?+1623) a kontrollal
osszehasonlitva (3630 um?® + 1020) (18. abra €). Abban az esetben, ha a kolokalizacio értékeit
az IL-1p immunoreaktiv foltok teljes szdmara normalizaltuk (COLOC/IL-1), akkor a
kolokalizaci6o szazalékos mertéke a kontrollban (12,21%=2,95) bizonyul szignifikansan
magasabbnak (p=0,0366) a CFA kezeléssel dsszehasonlitva (5,99 % +1,05) (18. abra f).

Osszességében elmondhatd, hogy a kronikus gyulladasos fajdalomban az IL-1B
immunoreaktiv foltok szama (IL-1), és a kolokalizacid abszolut eértéke (COLOC)
szignifikinsan magasabb a kontroll allatokéhoz képest, viszont ennek ellenkezdje tapasztalhatd
a kolokalizacio teljes IL-1 mennyiségre vonatkoztatott adataiban (COLOC/IL-1). A GFAP
profilok térfogata, bar emelkedett a CFA kezelt allatokban, de ez nem bizonyult szignifikansnak
(18. abra g). Az IL-1p immunreaktiv foltok asztrocita profiloktol vald tavolsagat szintén
megmértik IMARIS hasznalataval kontroll és gyulladasos korilmények kozott. A
tavolsdgmatrix elemzése nem mutatott ki szignifikans kilonbséget a két csoport kozoétt, az 1L -
1B foltok tobbségét a szoftver 1 um-es tavolsadgon belll detektalta mindkét csoport esetében
(18. abra h-i.).
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18. dbra: Az IL-1p és az asztrocitak kozott kolokalizacié6 IMARIS szoftveres analizise. a) kontroll
allatokbol szarmazd glialis profilok IMARIS renderelése b) CFA kezelt allatokbdl szarmazd glialis
profilok IMARIS renderelése c) IL-1B immunoreaktiv foltok abszolit szama (n) (IL-1) kontroll (fehér
oszlopok) és CFA kezelt allatokban (sziirke oszlopok) A *** a szignifikanciat (p=0,009032) jelzi. d)
asztrocitaval kolokalizalo IL-1B foltok szama (n) (COLOC) kontroll (fehér oszlopok) és CFA kezelt
allatokban (szlrke oszlopok. A *** a szignifikanciat (p=0,022896) jelzi. €) az asztrocita profilok
(GFAP) szoftveres térfogatmérése (um?®) kontroll (fehér oszlopok) és CFA kezelt allatokban (sziirke
oszlopok. ) a teljes IL-1p foltszamra normalizalt kolokalizacio (COLOC/IL-1) szazalékos értéke
kontroll (fehér oszlopok) és CFA kezelt allatokban (sziirke oszlopok). A ** a szignifikanciat (p=0,0366)
jelzi g) Osszefoglald hisztogram a CFA/CTRL aranyrol az IL-1p szam (IL-1), az abszol(t és relativ
kolokalizacids érték (COLOC, COLOC/IL-1), valamint az asztrocita profilok térfogatarol (GFAP) h-i)
az IL-1p foltok asztrocitaktdl valo tavolsagmatrixa. Az adatok az atlagértékeket és a SEM-et
tartalmazzak. Lépték: 5 um.

5.5.5. Az NLRP markerek vizsgalata immunoblot és kettés immunofluoreszcens
jeloléssel
Az IL-1B citokin termel6dése az el6zéekben emlitett inflammaszomalis rendszerek
kozremiikodésével valosul meg [146, 147], amelyek gerincvel6i hatso szarvi expresszidjardl és

eloszlasardl viszonylag kevés informéacié all rendelkezésre. Korabbi tanulmanyokban ugyan

53



azonositottdk az NLRP1-et és az NLRP3 fehérjét neuropatiés fajdalomban [208, 209], de nem
volt adat az NLRP2 expresszidjara vonatkozdan.

Immunoblot révén mind a harom &ltalunk vizsgalt inflammaszomalis fehérjemarker
molekulatomegét (NLRP1, NLRP2 és NLRP3) detektaltuk gerincvel6i hatsé szarvi
szdvetextraktumabdl (NLRP1: 165 kDa, NLRP2 és NLRP3: 120 kDa molekulatomegnél) (19.
abra a-c).

A harom inflammaszomalis marker vizsgalata kozul egyedul az NLRP2 fehérjénél
tapasztaltunk nagymértékii expresszio novekedést immunoblotal CFA oltott allatokban (3. nap)
a kontrollhoz viszonyitva (0. nap) (19. abra b).

A kapott blot eredményt Kiegésziti, hogy az NLRP2 immunoreaktiv foltok abszolut szdma
szama is szignifikansan (p<0,0001) nétt a kontrollhoz képest (81,5+7,65 %, kontroll n= 20,66
11,32, CFA kezelt allatok: n=37,5£1,53) (a 21. abra c részére itt hivatkozunk).

A onap 3.nap b 0.nap 3.nap C Onap 3.nap
150 kDa o
150 kDa —f s % NLRP1  150kDa fNLRP2 ~ 100kDa _J} == = | NLRP3
100kba _| = 100 kDa 75kDa =
75kDa = 75 kDa B-tubulin e, B-tubulin

s | B-tubulin

19. &bra: az NLRP1, (@) NLRP2, (b) NLRP3 (c) fehérjék immunoblotjai kontroll (0. nap) és CFA
kezelt allatok (3. nap) gerincveld hatso szarvi szévetmintaibol molekulatémeggel feltiintetve

Mivel az el6z6 kisérletekben kimutattuk, hogy az IL-1f termeléséért elsGsorban a
gerincveldi asztrocitak feleldsek a CFA modellben, ezért a kdvetkezd kisérlet soran arra voltunk
kivancsiak, hogy ezekben a sejtekben melyik inflammaszémalis marker expresszalédasa
kovetkezik be.

A kvantitativ analizis szerint az NLRP1 fehérje immunoreaktiv foltjai teljes elkilénulést
mutattak a GFAP pozitiv profiloktdl a gerincveldi hatsdé szarvban kontroll és gyulladasos
korulmények kozott is (20. dbra c és f). A kolokalizacié vizsgalata soran mind kontroll, mind
CFA kezelt allatokban megfigyeltiik az asztrocitak nagymértékti NLRP2 expressziojat (20.
adbra i és I). Az NLRP2 pozitiv immunoreaktiv foltok mintegy 8,34+1,5%-a kolokalizalt
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asztrocitaval kontroll allatokbol szarmaz6 metszeteken, azonban CFA oltas utan szignifik&ns
(p<0,0001) t6bb mint kétszeres emelkedést tapasztaltunk (20,59+1,6 %) (21. abra a).

Az NLRP3 fehérje asztrocitaval torténé kolokalizaciojanak mértéke kontroll &llatok
esetén 5,36+1,21 %-nak bizonyult, amely csak elenyész6 mértékben 6,21+1,29 %-ra nétt
gyulladasos fajdalomban (20. &bra o és r, 21. abra b).
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20. abra: Az inflammaszéma szenzorfehérjék eloszlasdnak vizsgalata asztrocitdkon kettés
immunofluoreszcens jeldléssel a gerincveldi hatso szarvban. 1 pum vastag konfokélis optikai
szeletfelvételek, amelyek az asztrocita sejtek (GFAP, z6ld, b, e, h, k, n, g) és a kovetkezd
inflammaszémalis markerek kozott kolokalizaciot reprezentaljak: NLRP1 (piros, a, d), NLRP2 (piros,
g, j), NLRP3 (piros, m, p). Az dsszevetitett képek a markerek kozotti atfedest jelzik fehér nyilakkal (i,
l, 0, r). Minden egyes inflammaszomalis marker esetén az els6 panel a kontroll-(Ctrl), a masodik pedig
a CFA kezelt mintat jelenti (CFA-ipsi). Lépték: S5um.
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21. abra: a) Az asztrocita marker GFAP és az NLRP2 fehérje kdzott kolokalizacié szazalékos mértékét
mutaté oszlopdiagram kontroll (0. nap, fehér oszlopok) és CFA kezelt allatokban (3. nap, fekete
oszlopok). A *** a szignifikanciat (p=0,022896) jelzi. b) Az asztrocita marker GFAP és az NLRP3
fehérje kozotti kolokalizacio szazalékos mértékét mutatdé oszlopdiagram kontroll és CFA kezelt
allatokban ¢) Az NLRP2 immunoreaktiv foltok kvantifikacioja kontroll és CFA kezelt allatokban. A
*** a szignifikanciat (p<0,0001) jelzi.

5.5.6. Az NLRP fehérjék tavolsaganalizise

Az IL-1B-val azonos mddon, az NLRP szenzor fehérjék esetén is tavolsagmatrixot
hoztunk létre IMARIS szoftver segitségével, melynek soran a harom NLRP marker asztrocita
nyulvanyoktol valé tavolsagat modelleztik konfokalis z-stack optikai szeletekbdl renderelve
(22. abra a-c). Az NLRP1 és az NLRP3 esetében nem, az NLRP2 szenzornal azonban
szignifikdnsan n6tt (p=0,0004) az immunoreaktiv foltok szdma gyulladasos fajdalom esetén O-

1 um tavolsagon beliil a kontrollhoz viszonyitva a program kalkulacidja alapjan.

NLRP1 NLRP2 NLRP3
100 100 100
2 50 A R 50 - R 50 -
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22.4bra: Az NLRP szenzorok és az asztrocitak kozotti tavolsdg IMARIS szoftveres analizise. Az
illusztraciok konfokalis z-stack kettés immunjeldlést tartalmazo felvételek IMARIS altal renderelt
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megfeleldi, amelyeknél az NLRP1 (a), az NLRP2 (b) és az NLRP3 (c) inflammasz6ma szenzorfehérjék
tavolsagat (szines gdmbok, 0-5 um-ig terjedd szinskalaval jelezve mindegyik marker esetén) vizsgaltuk
GFAP pozitiv asztrocita profiloktol (piros szin) kontroll (CTRL) és kronikus gyulladésos fajdalom soran
(CFA).
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6. MEGBESZELES

Vizsgélataink génexpresszios (TLDA) kisérlet eredményeire épiltek, amelynek alapjan
munkank elsé részében az IL-1R1 receptor gerincveld hatso szarvi megoszlasat vizsgaltuk. A
krénikus fajdalom modellezésére a CFA-indukélt gyulladasos (nociceptiv) modellt
alkalmaztuk. Munkank masodik részében arra kerestilk a valaszt, hogy a gerincveld hatsé

Kisérleteink eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a gerincvelé hatso Sszarvanak
fellletes laminaiban az IL-1R1 a legnagyobb mennyiségben idegsejteken fejezédik ki, amely
intraplantaris CFA beadas hatéasara tovabb fokozodik. Tovabbi eredményeink szerint az IL-1R1
egyik ligandja, az IL-1p lokalisan a gerincvel6i hatso szarv felszines laminaiban asztocitdkban
termelddik, valamint megallapitottuk, hogy az IL-1PB bioaktiv formajanak kialakitasaban az

NLRP2 inflammaszoma jatszik szerepet.

6.1. CFA modell és a TLDA

Az allatmodellek fontos eszkdzei az orvosbioldgiai kutatdsoknak, igy a kronikus fajdalom
tanulmanyozasara is szamos modellt fejlesztettek ki. Kisérleteink soran a kronikus (perzisztens)
fajdalom vizsgalatara Complete Freund Adjuvans (CFA) intraplantaris beadasaval kivaltott
gyulladasos (nociceptiv) modellt alkalmaztunk. A CFA modell a korabbi leirasok alapjan a
kronikus gyulladasos fajdalom modellje (a disszertacio alapjat képezé els6, 2017-ben
megjelent, kozlemény idejében ez volt az érvényes definicid), az Gjabb, 2020-ban kiadott IASP
fogalomtar szerint pedig a nociceptiv fajdalom kategoridba sorolhat6. Sajnalatos médon az
irodalomban tovabbra is keverednek a fijdalom kiilonbozd formdival kapcsolatos definiciok
[210]. A modell elsé leirasatol, [211, 212] 1988-t6l a PubMed adatbazis szerint tdbb mint 750
kozlemény jelent meg ezen modell alkalmazasaval. Ennek megfeleléen a modell jol
karakterizalt, szamos szempontbol megfelelé lekeépezése a periférias gyulladas kovetkeztében
[174-176]. A kezeléssel Kivaltott nociceptiv valaszkészség valtozasanak vizsgalatara
viselkedési tesztek allnak rendelkezésre. A tesztek kdziil az elektronikus von Frey (mechanikai)
és Hargreaves (termalis) teszteket alkalmaztuk, melyek segitségével megallapitottuk, hogy a
maximalis nociceptiv valaszkészség-fokozodas a CFA beadast kovetd 3. (patkanyok esetén)

illetve 4. (egerek esetén) kisérleti napra tehetd. A viselkedési valaszokban a 2 hét kozepéig
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tapasztaltunk eltérést a kezeletlen allatokhoz képest, ezek az eredmények megegyeznek mas
kutatdcsoportok eredményeivel. Irodalmi adatok alapjan, mas modellekkel (pl. karragén,
kapszaicin vagy formalin-indukalt modellek) 6sszevetve a CFA modell elénye a viselkedesi
valaszok tobbi modellhez képest lassabb visszatérése a kontroll szintre, és ennek megfeleléen
a folyamat ,.kronikusabbnak” tekinthetd. Ugyancsak irodalmi adatok alapjan a CFA modellben
hyperalgesia és az allodynia jelensége is tapasztalhatd, ugyanakkor szisztémas immunvélasz
(pl. arthritis kialakulasa) nem mutathaté ki [213].

Szintén elénye a modellnek, hogy az irodalomban mar leirt, hogy a hats6 végtagba
intraplantérisan injektalt CFA hatasa a lumbalis 4-5 gerincveldi szegmentumokra tehet6, ennek
megfelelden vizsgalatainkat ezen gerincveldi szegmentumokban végeztiik el.

A génexpresszids vizsgalatokhoz (TLDA) a gének Kivalasztasa a korabbi irodalmi
adatokon alapult. Az elérhetd probak koziil kivalasztottuk a glutamat, GABA és glicin
receptorokat valamint a glutamat-, GABA-és glicinerg neurotranszmissziohoz kapcsolodd
molekulékat. Ezen Kkivil tovabbi olyan receptor-csaladokat valasztottunk ki, amelyek vizsgalata
igéretesnek mutatkozott az irodalmi adatok alapjan, igy keriltek a kivalasztott probak kézé a
HCN és szerotonin receptorok valamint az endokannabinoid rendszerhez tartoz6 molekulak. A
citokin, kemokin receptorok ¢€s ligandok kdzponti idegrendszeri termelddésérdl €s szerepérdl a
kisérleteink kezdetekor még keves adat allt rendelkezésre, éppen ezért kerultek a kivalasztott
probak koze ezek a gének is.

A TLDA Kisérletek soran [214] a legjelentOsebb valtozast az IL-1R1 génexpresszidban
talaltuk, amely szignifikans, tébb mint hatszoros emelkedését (6,02) mutatott a gerincvel6i
hatso szarv ipsilateralis oldalan CFA oltas utan. A kontralateralis oldalon is megvizsgaltuk a
MRNS mennyiségét, amely itt is ndvekedett ugyan, de az eredmények nagy variabilitast
mutattak. Kovetkeztetésként megallapithatjuk, hogy az mRNS mennyiségének ndvekedése
nem korlatozodik arra a gerincveldi sziirkeallomany teriiletre, amely kozvetleniil fogadja a
nociceptiv szenzoros bemenetet a gyulladt talpi borfelszinrdl, tehat a lokalis gyulladas kétoldali
hatast is kivalthat gerincvel6i szinten [215].

A vizsgalat tovabbi szignifikdns valtozasai kozott meg kell emliteniink az
endokannabinoidok jelatviteléhez kapcsolddd NAPE-PLD ¢és Faah, valamint a serkent
MRNS mennyiségének ndvekedése (1,11), valamint a Faah csokkenése (0,78), az
endokannabinoidok szintézisének iranyaba tolja el az egyensulyt, amely a neuroinflammacio
mérséklésével a CFA altal indukalt hatasokat kompenzélja [216]. A Gria2 (GIuR-B)

expresszidjanak csokkenése (0,77) kapcsolatban lehet a GIuR-B KO allatokban mar masok altal
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leirt hosszUtavl viselkedési plaszticitassal. A GIuR-B delécidja ugyanis a megnovekedett
AMPA szinaptikus &ramok és az altaluk medialt kalcium influx kdvetkeztében nociceptiv

hiperszenzitivitast valt ki gyulladas soran [217].

6.2. Az IL-1R1 vizsgalataval kapott eredményeink kovetkeztetései

A TLDA vizsgélat eredménye alapjan a tovabbi munkaban részletesen tanulmanyoztuk
kozott az IL-1R1 fehérje-expresszidjat, valamint a receptor eloszlasat ragesalok gerincveldi
hatsd szarvaban kontroll kdriilmények és CFA kezelés hatésara is.

A kettds immunofluoreszcens festéseink eredményei aldtdmasztjak, hogy az IL-1R1
fehérje tobb mint kétharmada a neurondlis szomatodendritikus kompartmentben, kisebb
mértékben pedig glialis, foként asztrocita sejteken lokalizalodik. A neuronalis dominanciat
megerdsitik korabbi kdzlemények is [15, 218].

Kozismert, hogy az IL-1 B proinflammatorikus citokin altal kivaltotta nociceptiv valaszok
az IL-1R1 kozremitkodésével alakulnak ki, melynek expresszidjat korabban szamos szévetben
leirtdk [109-115]. Irodalmi adatok alapjan az IL-1ra a nocicepcidt teljes mértékben gatolni
képes [133], és antiallodynias hatast fejt ki nociceptiv és neuropatias fajdalomban is [219-221].

Munkéank soran immunoblot és immunoperoxidaz vizsgalattal igazoltuk, hogy nem csak
az IL-1p mennyiségének valtozasa, de receptora az IL-1R1 szignifikdns fehérje expresszio
ndvekedese is hozzajarul ahhoz, hogy a gerincvel6i hatso szarvban a CFA indukalta kronikus
gyulladas és centralis szenzitizacié kialakuljon. Az IL-1R1 fehérje gerincvel6i expressziojat
el6ttiink masok is tanulmanyoztak [184], azonban a receptor pontos cellularis eloszlasarol eddig
nem alltak rendelkezésre adatok [214].

Az IL-1R1 hozzajarulasat a mechanikai és termélis allodynia kialakulasahoz, illetve a
gerincvel6i centralis szenzitizacidhoz génmodositott IL-1R1 KO egerekkel [173] végzett
kisérleteink is meger6sitik. Mind a mechanikai, mind a termalis viselkedési tesztek (allodynia)
eredményei azt tdmasztjak ala, hogy a szubkutan intraplantaris CFA injekcié gyulladast kivaltd
hatdsa KO allatokban is érvényesil. Ezen allatok méréseink szerint csokkent mértékben és
idétartamban mutattak nociceptiv valaszkészséget a vad tipusu allatokhoz képest. A KO allatok
CFA kezelés elétti alapértékei szintén alacsonyabbak voltak mindkét teszttipusnal, melynek
okai feltehetden az egerek vad tipustol eltérd magatartdsdban keresendok. Fertdzést kdvetden
az IL-1p-IL-1R1 szignalizici6 mind &llatokban, mind emberekben egy adaptiv viselkedési

mintdzatot, an. ,,sickness behaviour -t valthatnak ki, amelynek gyakori tinetei k9zé tartozik a
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megVvaltozott fajdalomeérzékelés mellett a letargia, depresszio, étvagytalansag, aluszékonysag,
valamint csokkent fizikai aktivitas is. A KO allatok esetén a CFA kezelés ¢l6tt tapasztalhatd
altaldnos nyugtalansag, éberség és hiperaktivitas feltételezhetéen az IL-1R1 jelatvitel Kiesésére
vezethetd vissza [222, 223].

A neurondlis IL-1R1 aktivaciés mechanizmusa kapcsolatban all a serkenté glutamaterg
transzmisszidval. Az IL-1B -IL-1R1 szignalizacioban részt vevd kinazok foszforilaljak az
NMDA receptorok GIuN1 és/vagy GIUN2B alegységeit, amely a receptorok aktivacidjahoz
vezet.

Az IL-1p spinalis injekcioja a C rostok tuzeléset fokozza, illetve a széles dinamikus savi
neuronok (nociceptiv és alacsony ingerkiiszobli mechanoreceptor afferensek egyarant
végz6dnek itt) utdtiizelését valtja ki (wind-up), melynek kovetkezménye a hosszl tavu
potenciacio (LTP) és a centralis szenzitizacio [224-229].

Sajat eredményeink szintén arra mutatnak, hogy az IL-IR1 serkentd
neurotranszmisszioval all kapcsolatban, mind a posztszinaptikus, mind pedig az
extraszinaptikus membranban. Gardoni és mtsai eredményeihez hasonldéan [201] ugyanis azt
talaltuk, hogy a KCC2 pozitiv szomatodendritikus membranban 1évé IL-1R1 részben
kolokalizalt a serkentd posztszinaptikus PSD95 markerrel is [202, 203]. A CFA-val kivaltott
kronikus gyulladas soran a meglévé szomatodendritikus populacio aranya kozel kétszeresere
nd, de nem a PSD95 markerrel 6sszefliggésben, ez azt valdszintsiti, hogy az IL-1R1 receptor
altal kivaltotta hatasok inkabb extraszinaptikus jellegliek lehetnek.

Az IL-1R1-t a gatlé szinapszisok posztszinaptikus membranjaban is kimutattuk, amelyet
az irodalomban is leirt gephyrin markerrel jeloltink [204, 205]. Béar elenyészé itt a
receptorszam, és CFA oltas hatasara sem nétt érdemben, egyes kutatok, mint Chirila és mtsai
feltételezik [230], hogy glicinerg szinapszisok GABAerg sejteken végzédve diszinhibiciot
véltanak ki IL-1P hatasara, amely tartos serkent6 allapotot idéz el6.

Bar az IL-1R1-t mi és masok is foként neuronokon talaltuk meg, gliasejtek is
expresszalhatjak a gerincvel6ben. Gruber-Schoffnegger és mtsai kimutattak [231], hogy az IL-
1B és a TNF hatasa gliasejteken 1év0 citokin receptorokon is érvényesiilhet. Mindkét citokin
fokozza az AMPA és NMDA receptorok medialta szinaptikus aramokat a Rexed lamina I-ben
LTP-t indukalva.

Kvantitativ elemzéseink alapjan a receptor kdzel 10 %-anak expresszidjat asztrocita
sejteken taldltuk, viszont a mikroglia sejtekkel torténé kolokalizacio elenyésznek bizonyult.
CFA oltas hatdsara nem figyeltink meg érdemi valtozasokat a receptorszamban egyik

gliatipusban sem.
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Ezen eredmények konkluziojaként, valamint irodalmi forrdsok alapjan feltételezhetjik,
hogy a CFA indukélta periférias gyulladas soran a nociceptiv primer afferens rostok
kozvetitésével, példaul ATP felszabaditassal [232] IL-1B szekretdlodhat, amely legink&bb
neuronalis, de akar glidlis IL-1R1-hoz is k6tédve potencirozhatja az NMDA receptor mediélta
szinaptikus aramokat, illetve glicinerg interneuronokon hatva GABAerg neuronok gatlasat
(diszinhibicid) idézi eld. A serkent6 neurotranszmisszid fokozasa, és a gatlé szinapszisok

kiesése végul mind a centrélis szenzitizacio iranyaba hatnak.

6.3. Az IL-1p és az inflammaszéma szenzorok vizsgalataval kapott

eredmenyeink kovetkeztetései

Jelen munka masodik részében az IL-1R1 ligandjat az IL-1B citokint, illetve a
keletkezéséért felelés inflammaszoma komplex fehérjék expressziojat tanulmanyoztuk
ragesalok felilletes gerincveldi hatso szarvaban kontroll- és CFA indukalta gyulladasos
fajdalom modellben is.
kozott vagyunk, akik a citokin mennyiségének id6fliggését is vizsgaltak és validaltak a CFA
modellben.

Altalanosan elfogadott, hogy a gerincveldi mikroglia sejtek aktivalodnak elséként
kronikus fajdalomban [234], de ellentmondasos adatok vannak arrol, hogy a fajdalom kései
szakaszaban mely gliasejt aktivacioja dominal. Nehany modellben a mikroglia sejtek, mig mas
esetben az asztrocita sejtek aktivacidja jellemz6, amelyek proinflammatorikus citokineket
termelnek [235]. A mi adataink szerint a CFA indukalta gyulladasos fajdalomban az IL-1p
expresszioja szignifikinsan megnd, amelyet az altalunk alkalmazott vizsgalati modszerek is
alatamasztanak. A citokin f6 forrasanak az aktivalt asztrocita sejteket talaltuk, amely egybevag
mas szerz6k munkajaval is [234].

Korabban feltételeztik, hogy az IL-1 nemcsak gerincveldi neuronokon, hanem akar
gliasejteken expresszalt IL-1R1-okon is kifejtheti hatasait [214, 231]. Ezt alatdmasztjak korabbi
adatok is, melyek szerint az IL-1R1 nemcsak a neurondlis excitabilitast befolyasolhatja, de az
asztrocita sejtek révén gyulladasos citokinek és kemokinek termel6dését is elsegitheti [234,
235]. Az IMARIS vizsgalat ramutatott arra, hogy az aktivalt asztrocitdk morfologidjukat és
meretuket tekintve kilonboznek a kontrollbol szarmazoktdl. Az IL-1B biologiai aktivitasanak

eléréséhez a pro-IL-1P prekurzor protein kaszpéz-1 altali hasitasa sziikséges, ugyanis csak az
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érett forma kotddhet a receptorhoz [236, 237]. A hasitast végz6 kaszpaz-1 szintén inaktiv, mig
az inflammaszdmalis rendszer nem aktivalja.

A gerincvel6i inflammaszdma expressziorél alkotott kep jelenleg hianyos, a legtébb adat
neuropdtids fajdalommodellb6l szarmazik. Az asztrocitaban expresszalodd NLRP1 és a
mikroglia sejtben lokalizalt NLRP3 fehérjéket kordbban mar kapcsolatba hoztak neuropétiaval,
[208, 209, 238] azonban a CFA modellben, bar ezen fehérjéket azonositottuk a gerincveldi
hatsé szarvban, nem tapasztaltunk szignifikans eltérest a mennyiséglikben a kontrollhoz
viszonyitva. A funkciondlis NLRP2 fehérjét Minkiewicz és mtsai [158] kimutattdk human
kortikalis asztrocita tenyészetekben, de eddig csak egy kozlemény kapcsolta a szenzort a
kronikus fajdalomhoz. Matsuoka és mtsai [239] az NLRP2 aktivaciojat detektaltak hatsd gyoki
ganglionban szoveti gyulladas soran. Az inflammaszéma markert vizsgaltdk borléziokban,
kromoszoma karosodasnal, légati megbetegedésekben [240], illetve egerek embrionalis
fejlodése soran is [241], de a kdzponti idegrendszeri eloszlasa, illetve forrésa tovabbi adatokat
igenyel.

Sajat eredményeink szerint a gerincveldi hatsé szarvban az NLRP2 mind abszollt
mennyiségben, mind asztrocita sejtben torténd expressziot tekintve is szignifikdnsan megnott.
A lelet ertelmezésének egyik fontos eleme lehet, hogy az NLRP2-rél azt talaltak
makrofagokban [242], trophoblasztban [243], és glioblasztoma sejtvonalakban, [244] hogy
képes az NFkB gétlasara, és limitalni a citokin szekréciot. Lehetseges, hogy bar a fehérje
elinditja citokintermelést, 6nszabalyozas révén a szdveti karosodast megakadalyozando idével
le is kepes gatolni a proinflammatorikus NFkB Utvonalat. Erre az esetleges kétarcu
mechanizmusra Kisérletes bizonyiték jelenleg nincsen.

Végs6 konkluzioként elmondhatjuk, hogy a gerincvelé hatsd szarvi IL-1p termel6dés a
CFA indukalt fajdalommodellben, a mechanikai ingerkiszob maximalis csdkkenésével
egyidében az NLRP2 tipusu inflammaszdma asztrocitaban végbemend aktivacidjaval hozhatd
Osszefliggésbe. Az aktiv citokin forma felszabadulasat kovetéen vagy neuronalis, foként
extraszinaptikus IL-1R1  receptordhoz kotédve a  korabban emlitett serkentd
neurotranszmisszioban, és/vagy diszinhibicioban vesz részt, vagy glialis receptorhoz kotédve

autokrin mddon tovabbi proinflammatorikus citokinek termelédését valtja ki.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a kronikus fajdalommal kapcsolatos kozlemények szdma rohamosan
novekszik. Ennek f6 oka, hogy az allapot a betegek szamara jelentds életmindség csokkenéssel
jar, amely hosszu tavon sulyos depressziéhoz vezethet. A munkaképesség esetleges csokkenése
jelentds terhet r6 a tarsadalomra is, igy a kivaltoé okok felismerése €s kezelése kozos érdek. Bar
tudasanyagunk egyre inkabb boéviil azokrdl a patoldgias folyamatokrol, amelyek kivalthatjak
ezt a szenzoros tulmilkodést, a fajdalom kialakulasahoz vezeté ok-okozati dsszefliggések
feltarasanak hidnya, a sokféle, foként a kozponti idegrendszeri neuronok és gliasejtek
interakcidjanak elégtelen ismerete még mindig Kihivast jelent a kutatoi és a gyogyaszati
alkalmazésoknak.

Munkank soran a fentieket szem el6tt tartva CFA indukalta gyulladasos (nociceptiv)
fajdalommodell segitségével vizsgaltunk gén- és fehérjeexpresszios valtozasokat a gerincveldi
hatso szarvban kilonos tekintettel az IL-1R1 szignalizacio elemeire.

Adataink egyrészt megerdsitik, masrészt ujdonsagot szolgaltatnak az IL-1R1
gerincveldben jatszott szerepét illetden, hiszen eddig viszonylag kevesen vizsgaltak a receptor
eloszlasat, illetve annak kvantitativ eloszlasat a kozponti idegrendszer ezen részén. Az els6k
kozott voltunk, akik a TLDA modszer és egyéb morfologiai eljarasok 6tvozésével 1dofliggd
korrelaciot mutattunk Ki a felliletes Rexed laminakban a receptor gen- és fehérjeexpresszioban
bekovetkezé valtozdsa kozott periférias gyulladast kovet6en. Kisérleteink eredményei
ramutattak, hogy nemcsak az IL-1R1 ligandja, de maga a receptor expresszioja is szignifikans
mértékben megnd 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 termel6dése a gyulladas késdbbi fazisaban elsdsorban asztrocitakhoz kothetd, amelyek
morfologidja jelentdsen eltér a kontroll sejtekhez képest.

Az els6k kozott vagyunk, akik az inflammaszomalis fehérje NLRP2-t a gerincvel6i
centrélis szenzitizicidval kapcsolatba hoztak. Ezen fehérje asztrocitakban torténé szignifikans
expresszio novekedése szintén hozzajarulhat a gyulladas amplifik&cidjahoz, az IL-1p és egyeb

proinflammatodrikus mediatorok termelédéséhez.
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7. SUMMARY

Nowadays there is a growing body of literature associated with chronic pain. The main
reason behind this fact is the progressive health deterioration and substantial decline of life
quality of patients, which may lead to severe depression. The potential loss of capability of
work have a tremendous impact on society, hence the problems of this medical condition are to
be resolved in the collective interest. Although our currently knowledge increasingly grows
about the pathological mechanisms related to this sensory overload, the lack of deeper insights
into the molecular pain processes and the scanty information being available about the
interactions of neurons with glial cells still poses a challenge to research- and medical
applications.

Regarding the statements above, our work here focused on the establishment of the CFA
induced chronic inflammatory pain model to investigate the changes of gene- and protein
expression within the spinal dorsal horn, especially the elements of the IL-1R1 signalisation.
On one hand our findings can support the earlier results regarding the putative role of IL-1R1,
on the other hand we provide here new data about its relatively less studied quantitative
receptorial distribution. We were one of first laboratories, who reported a time-dependent
correlation between the changes of the receptorial gene- and protein expression within the
superficial Rexed laminae by means of TLDA array and other morphological methods
following CFA injection.

Our results showed that, not only the IL-1p ligand, but its receptor is also significantly
upregulated chiefly at extrasynaptic part of neurons to potentiate the inflammatory condition.

In accordance with the previous postulations, we can accept that, the cytokine release
takes place from astrocytes at later phase of inflammation, whose morphology is markedly
different in comparison with control cells.

We were the first to emphasize the importance of inflammasomal protein NLRP2 in spinal
central sensitisation. Significant astrocytic upregulation of this protein can also contribute to

the inflammatory amplification and the production of IL-1p and other proinflammatory agents.
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