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Roviditésjegyzék

ANOVA: Analysis of variance (Variancia Analizis)

AB: Amyloid-p (Amiloid-p)

CGRP: Calcitonin gene-related peptide (Kalcitonin gén-rokon peptid)

CPIP: Chronic post-ischemic pain (Kronikus poszt iszkémias fajdalom)

CRPS: Complex Regional Pain Syndrome (Komplex Regionalis Fajdalom Szindréma)

DE: Differentially expressed (Differencialtan expresszalt)

DPA: Dynamic plantar aesthesiometry (Dinamikus plantaris észteziométer)

GABA: Gamma-aminobutyric acid (Gamma-aminovajsav)

GFAP: Glial fibrillary acidic protein (Glialis fibrillaris savas fehérje)

GO: Gene Ontology (Gén Ontologia)

I.p.: Intraperitoneal (Intraperitonealis)

IASP: International Association for the Study of Pain (Nemzetkozi Fajdalomkutatd Szovetség)
Ibal: lonized calcium-binding adaptor molecule 1 (lonizalt kalcium-koté adaptor molekula 1)
ICG: Indocyanine green (Indocianin z61d)

1gG: Immunoglobulin G (Immunglobulin G)

IL-1/1L-4/: Interleukine 1/4 (Interleukin 1/4)

IVIS: In Vivo Imaging System (In Vivo optikai képalkotd késziilék)

JAK: Janus kinase (Janus kinaz)

JAK-STAT: Janus kinase-signal transducer and activator of transcription (Janus kinaz-szignal
transzducer és transzkripcio aktivator)

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

KO: Knockout (génhianyos)

L: Lumbal (Lumbalis)

L-PAG: Lateral periaqueductal grey matter (Lateralis periakveduktalis sziirkeallomany)
MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 (Monocita kemoattraktans protein-1)

MPO: Myeloperoxidase (Mieloperoxidaz)

MRNS: messenger RNS (hirvivé RNS)

NOR: Novel object recognition (Uj targy felfedezése)

NSAID: Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug (Nem szteroid gyulladascsokkentd)

OF: Open field (Nyilt tér)

PACAP: Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (Hipofizis-adenilat-ciklaz-aktivalo
polipeptid)



PAG: Periaqueductal grey matter (Periakveduktalis sziirke allomany)

PBS: Phosphate-buffered saline (Foszfattal pufferelt s6oldat)

PCR: Poliymerase chain reaction (Polimeraz lancreakcio)

RAM: Radial arm maze (Tobbkaros utvesztd)

RANTES: Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Presumably Secreted
RNS/RNA: Ribonucleic acid (Ribonukleinsav)

ROI: Range of interest (Mérési teriilet)

SEM: Standard errors of means (Atlag standard hibaja)

SP: Substance P (P anyag)

SRIF: Somatotropin release inhibiting factor (Szomatotropin felszabadulast gatlo faktor)
SSC: Somatosensory cortex (Szomatoszenzoros kéreg)

SSTa: Somatostatin 4 receptor (Szomatosztatin 4 receptor)

SSTR4: Somatostatin 4 receptor gene in humans (Szomatosztatin 4 receptor génje emberben)
Sstr4: Somatostatin 4 receptor gene in mice (Szomatosztatin 4 receptor génje egérben)
Sstr4-: Sstr4 génhidnyos egér

Sstr4**: Vad tipust egér

STATS3: Signal transducer and activator of transcription 3 (Szignal transzducer és transzkripcio
aktivator 3)

TNF: Tumor necrosis factor (Tumor nekrézis faktor)

TNF-a: Tumor necrosis factor alfa (Tumor nekrézis faktor alfa)

WT: Wild type (Vad tipus)



1. Altalanos bevezetés

1.1. Fajdalom, nocicepcio, allodinia, hiperalgézia

A fajdalom a Nemzetko6zi Fajdalomkutatdo Szovetség (International Association for the Study
of Pain, IASP) meghatarozasa alapjan valodi vagy potencialis szovetkarosodas kovetkeztében
kialakul6 kellemetlen érzéskvalitas. Két komponenssel jellemezhetd: az egyik, neurobioldgiai
elemként a nocicepcidval, melyet allatkisérletekkel tudunk vizsgalni, ez a fajdalmas stimulus
¢észlelése szenzoros tapasztalat soran; valamint az affektiv komponenssel a fajdalom
emocionalis megjelenésével, mely csak emberekben vizsgalhato (1). Az allatkisérletekben a
nocicepcié soran az aktivalodott nociceptorokat és a nocifenziv (fajdalmas ingerre torténd
elharito) reakciot a fajdalomkiiszob meghatarozasaval tudjuk vizsgalni. A nociceptorok olyan
receptorok, melyek kiilonb6z6 ingerek felfogasara specializalodtak, mint példaul mechanikai
(nyomas), termalis (hideg, meleg) vagy kémiai (kapszaicin, ecetsav, formalin stb.), és tobbféle
szempont szerint csoportosithatok. A receptorok érzékenysége alapjan lehetnek
unimodalisak (termalis, mechanikai) vagy polimodalisak (hd, mechanikai, kémiai ingerek). A
fajdalom idétartama alapjan megkiilonboztetiink akut és kronikus fajdalmat. Az akut
fajdalom hirtelen jelentkezd, rovid ideig tartd allapot, azonban erds fajdalom esetén napokig
vagy hetekig elhuzodhat. Ez a szervezet legfontosabb védekezé mechanizmusa. A 3-6 honapnal
tovabb tartd fajdalom esetén beszélhetiink kronikus fajdalomrél, amely a szovetek gydgyulasat
kovetden is fennmarad (2,3). Okozhatja sériilés vagy gyulladas, mely érinti a periférias idegeket
vagy a gerincvel6t is. Az idegkarosodassal (idegfajdalom) egyiittjaro hosszan fennalld fajdalom
esetén neuropatias fijdalomrdl beszéliink. Nem fijdalmas inger altal létrejovo fokozott
érzékenységet allodinianak, mig az enyhén fajdalmas inger hatdsara kialakul6 fajdalomérzetet
hiperalgézianak nevezziik (2). Az axonok mielinizaltsaga alapjan megkiilonboztetiink
gyorsan vezetd, vékonyan mielinizalt Ao, és lassan vezetd, nem mielinizalt C rostokat. A
periférias nociceptorok kb. 50-70%-4at a kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések alkotjak,
melyek vékony mielinhiivelyes (A-) és a mielinhiively nélkiili (C-) rostokkal érik el a periféras
szOvetet (4). Neviiket a kapszaicinrol, a paprika alkaloidjarol kaptak, mely a csipdsséget
okozza, azaltal, hogy az idegvégzddések membranjaban a kapszaicin specifikus, Tranziens
Receptor Potencial Vanillod 1 ioncsatorna taldlhat6. Jancsé Miklds és Szolcsanyi Janos az
1950-es években fedezték fel, hogy a kapszaicin hatasara csokkent a fajdalomérzet, ezaltal a
kapszaicin deszenzibilizal hatasat feltételezték (5).

A kapszaicin érzékeny periférias idegvégzddések tin. harmas funkcioval jellemezhetdk.



Rendelkeznek egy klasszikus afferens funkcioval, amikor az inger hatasara a szenzoros
idegvégzodések a kozponti idegrendszer felé tovabbitjak az ingeriiletet, igy alakul ki a
nocicepcid, vagyis a fajdalomérzet. A masodik, a lokalis efferens funkcio, mely Soran az
érzéidegvégz6désbol szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel, vazodilataciot és plazmafehérje
kiaramlast idézve eld. A gyulladas és fajdalom mértéke fokozodik az idegvégzddés kozelében,
neurogén gyulladas kialakulasat eredményezve (6). Ilyen fajdalom és gyulladaskeltd
neuropeptidek a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) és a tachikininek (substance P (SP) és
neurokinin A). A harmadik funkcié, az un. szisztémas efferens funkcié. Az érzéideg-
végzddésbol a gyulladaskeltd neuropeptidek mellett fajdalomcsillapito €s gyulladascsokkentd
neuropeptidek is felszabadulnak, melyek a véraramba keriilve képesek a test tdvolabbi pontjain
csOkkenteni a gyulladas és fajdalom mértékét. Ilyen anyag példaul a szomatosztatin és a

hipofizis-adenilat-ciklaz-aktivalo polipeptid (PACAP) (7,8).

1.2. Komplex Regionalis Fajdalom Szindréma (CRPS)

A Komplex Regionalis Fajdalom Szindroma egy kronikus fajdalomallapot, amely altalaban
végtag trauma utan alakul ki. Az els6 6 honapban a betegek koriilbeliil 80%-anal megemelkedik
a bérhomérséklet (9), és az érintett teriilet voros elszinezédése figyelhetd meg a CGRP értagitod
hatasa miatt (10). Nagymértékben megnovekszik a vazodilatacidé az érintett és ellenoldali
végtag esetében is, a fehérje extravazacio mértéke azonban csak az érintett oldalon né (11). A
CRPS-t tehat korlatozott végtagok, érzékszervi, autoném, motoros, bor- és csontelvaltozasok
jellemzik, azonban a f6 tiinet a fijdalom ¢€s a hiperalgézia (1. abra). Egyes betegeknél
pszicholdgiai tiinetek (szorongas, depresszio) és alvaszavar is kialakulhat. A komplex tiinetek
miatt integralt interdiszciplinaris kezelésre van sziikség az egyénre szabva. Az elsddleges cél a
fajdalom csokkentése, a funkcido megérzése vagy helyreallitasa és a betegek életmindségének
javitasa. Még a korai, megfelel6 kezelés mellett is nehéz a teljes gyogyulast elérni (12).

Két f6 tipusa van, az egyik a valddi idegsériiléssel nem jaro CRPS 1, illetve a tényleges
idegsériiléssel jaro CRPS II tipus (13). A megbetegedés korabban reflex szimpatikus disztrofia,
algodisztrofia, algoneurodisztrofia, Sudeck atrofia és kauzalgia neveken volt ismert (12). A
CRPS diagnosztikajanak pontos meghatarozasara uj kritériumokat hoztak létre az IASP
kritérium rendszer frissitésével, melyben a ,Budapest kritérium” szerinti beosztas
nagymértékben javitotta a diagnozis felallitasat(14).

A betegség pontos patofiziologiaja ezidaig ismeretlen, de egyes kutatasok szerint néhany beteg
jol reagadl immunglobulin kezelésre, mely bizonyitja az autoantitestek altal medialt

immunreakciok lehetséges szerepét (12,15-17). A betegeknél a szisztémas gyulladasos
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markerek normalisak maradnak, de a regionalis gyulladdsos mediatorok és az autoimmunitas
hozzajarulnak a tiinetek megjelenéséhez (16). Tovabba a neuroplasztikus mechanizmusok
tartos fajdalmat eredményeznek a gerincvelében és az agyban (18). A legtobb CRPS-ben
szenvedé paciens egy honapon beliil javulast mutat, akar kezeléssel, akar anélkiil (19), azonban
a betegek 20%-anal tartds fajdalom alakul ki, amely gyakran évekig, vagy akar az egész életen
at tart (20).

A neuropeptidek, ugy mint a SP és a CGRP aktivitasa rendellenesen magas a CRPS kialakulasa
soran az érintett bérben, és mind a tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), mind az interleukin-6
(IL-6) koncentracioja emelkedett az érintett végtagbol vett 6démafolyadékban (11,21). Patkany
sipcsonttorés modellben a SP altal kivaltott extravazacio és 6déma fokozodott, azaz a SP
jelatvitel hozzajarul a vaszkularis és nociceptiv rendellenességekhez (22,23). A kapszaicin
injekcioval vagy elektromos stimulacidval kivaltott szenzoros neuropeptid felszabadulas
stimulalja a gyulladasgatlo citokinek, mint a tumor nekrozis faktor (TNF), az interleukin-1 (IL-
1) és az IL-6, valamint az idegi eredetii novekedési faktor termelését a patkanyok bérében (24).
Kutatocsoportunk a Liverpooli Egyetemmel (Department of Translational Medicine, University
of Liverpool, The Walton Centre NHS Foundation Trust, Liverpool) kollaboracioban mar
korabban kidolgozott egy CRPS passziv transzfer-trauma egérmodellt, és vizsgaltuk annak
transzlacios jelentdségét. Kisérleteinkben a szoveti mikrosériilés modellezésére talpb6ér-izom
incizidt végeztiink az egereken, és sikeriilt kivaltani a betegségre jellemz6 fobb tiineteket, mint
fajdalom, hiperalgézia és 6déma a CRPS betegekbdl nyert tisztitott immunglobulin G (IgG)

frakcio naponta torténd adasaval (25,26).
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1. abra: A CRPS feltételezett patomechanizmusa

1.3. Neuroinflammacioé és idegi komponensii neuropatias jellegii fajdalom

A CRPS neuropatidas mechanizmusok altal kozvetitett fajdalomallapot, amelynek
kialakulasaban mikroglia és asztrocita aktivacio, neuroinflammacio és kozponti idegrendszeri
szenzitizacio jatszik szerepet (27,28). A CRPS patogenezisében az agy és a gerincveld koros
neurofiziologiai folyamatait is vizsgaljak. A betegségben a nem fajdalmas ingerek is fajdalmat
okoznak, igy a kozponti szenzibilizaciot tartjdk a f6 patofizioldgiai mechanizmusnak. A
kdzponti mechanizmusok nemesak a fajdalommal kapcsolatos érzékszervi utakat befolyasoljak,
hanem neuroplasztikus hatasokat is eredményeznek, ezaltal valtozast okozva az érzékszervi €s
motoros funkcidkban is. A kozponti neurofiziologia folyamatok a periférias gyulladasos
mechanizmusokkal egyiitt neurogén gyulladast valtanak ki (29-31).

A CRPS-ben neuropatias fajdalom komponenseket is feltételeznek (32). A periférias sériilés
kovetkeztében fellépé neuropatias fajdalom helyi gyulladassal jar egyiitt, és nitrogén-oxid
szintazok, valamint gyulladasos citokinek tulzott expresszioja kovetkezik be (33). A CRPS-ben
a szomatikus kis rostok felismerik és tovabbitjak a potencidlisan karos mechanikai, termikus és
kémiai ingerek altal kivaltott informaciokat (32) ugyanakkor, a vazomotoros és trofikus
efferens funkcioik aktivalodasaval vazoaktiv neuropeptidek, koztiik a CGRP és a SP szabadul

fel. A gatlo interneuronok csokkent aktivitasa is kimutathat6 a gerincvel6 hatsé szarvaban (10).
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Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a CRPS hatterében kis rostos polineuropatiak is allhatnak
(10). Ezen neuroinflammacioés mechanizmusok tovabbi vizsgalata hozzajarulhat a CRPS
mechanizmusainak jobb megértéséhez, valamint 0j terapias célpontok azonositasahoz.

A neuroinflammacié potencidlis szerepét a CRPS korélettani mechanizmusaiban elsdként
patkany kronikus posztiszkémias fajdalom (CPIP) modellben vizsgaltak hats6 gyoki ganglion
(DRG) mintakboél. Az eredmények bizonyitottak, hogy a DRG transzkriptomikai elemzésével
azonosithatok a legfontosabb medidtorok és jelatviteli utak, valamint feltérképezhetdk
potencialis uj fajdalomesillapitd célpontok (34). A CRPS soran az epigenetikai modositasok
befolyasolhatjak a gyulladdsos citokin metabolizmust, a neurotranszmitter reakciokészségét és
a fajdalomcsillapitd érzékenységet a DRG-kben (35). CRPS paciensek a fajdalom
csokkenésér6l szamoltak be a jobb oldali lumbalis (L)4/L5 DRG-k kozelébe torténd
neurostimulator beiiltetés utan (36,37). A DRG-k korélettani valtozasai befolyasolhatjak a
kronikus fajdalmak, koztiik a CRPS kialakulasat, ezaltal a kezelésként alkalmazott DRG
stimulalas hatékony modszer lehet a fajdalomcsillapitasra (37). Az elektroakupunktarat széles
korben alkalmazzak kiilonb6z6 klinikai fajdalomallapotokban és a CRPS allatmodelljeiben is
hatékonynak bizonyult (38,39).

1.4. Uj tipusu analgetikumok fejlesztésének sziikségessége

A krénikus, neuropatias komponenseket is tartalmazo fajdalomallapotok kezelésére a jelenleg
forgalomban 1évé hagyomanyos fajdalomcsillapitdé  gyogyszerek (nem  szteroid
gyulladascsokkent6k (NSAID), opioidok) szamos esetben nem hatékonyak és/vagy a széles
korti, sulyos mellékhatasok miatt nem lehet hosszu tavon alkalmazni (40). Az NSAID-ok
gatoljak a ciklooxigendz enzimeket, amellyel megakadalyozzédk a gyulladas ¢és fajdalom
kozvetitéséért felel6s prosztaglandinok szintézisét (41). Az eredményességiiket azonban
csokkenti, hogy szamos gasztrointesztinalis és renalis mellékhatassal kell szamolni, mint
példaul az opioidok esetén, kiilondsen a nagyobb dozisok alkalmazasakor émelygést, hanyast,
székrekedést, kognitiv karosodast és aluszékonysagot okozhatnak (42). Sulyosabb
mellékhatasaik a légzésdepresszio, és a betegek kisebb részénél ugyan, de fiiggdség is
kialakulhat (43). A kronikus neuropatias fajdalom kezelésében az adjuvans analgetikumok
(triciklikus antidepresszansok, antiepileptikumok, helyi érzéstelenitdk) lehetnek még
alkalmasak, azonban szamos kardiovaszkularis és kézponti idegrendszeri mellékhatasuk miatt
hosszu tavu alkalmazasukkal nem lehet szamolni (44). Az elmult 100 évben nem hoztak
forgalomba 0j hatdsmechanizmust fajdalomcsillapitd hatdéanyagot, amely attorést jelenthetne

ezen a teruleten.
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A CRPS-ben szamos gyogyszert hasznalnak a fajdalom és gyulladas csokkentésére, valamint a
funkcionalis allapot javitasara, ugymint az NSAID-ok, a kortikoszteroidok, az
antiepileptikumok, az antidepresszansok, az opioidok, a biszfoszfonatok és a kalciumcsatorna
blokkolok (43). Az NSAID-ok, a ciklooxigenaz-2 gatlok, a kortikoszteroidok és a szabad gyok
eltavolitd szerek hatékonysagara nincs bizonyiték (41). Klinikai vizsgalatok soran
bizonyitottak, hogy a gliikokortikoidok hatékonyan csokkentik a gyulladast a CRPS korai
szakaszaban (41,45), a nagy dozisu kortikoszteroid kezelés pedig olyan citokin valtozast
indukal (TNF-a csokkenés), melynek hatasara a fajdalom is csokken (46). Prednizolon kezelés
hatasara javult az érintett végtag funkcionalis képessége és az életmindség azoknal a
betegeknél, akiknél traumas sériilést kovetden alakult ki CRPS, megakadélyozva a betegség
kronikus fazisba 1épését (47,48). Prednizolon kezelés az esetek 83,3%-aban, mig a
metilprednizolon kezelés 91%-ban csokkentette a sztroke miatt kialakult CRPS korai tiineteit
(49,50). Az oralis vagy intravénas biszfoszfonatok, mint az alendronat, a pamidronat, klodronat
¢s ibandronat csokkentette a fajdalmat és javitotta a fizikai funkcidkat az akut poszttraumas
CRPS I-ben szenvedd betegeknél (41,51-54). Azonban a tartésan fennall6 CRPS-ben még az
adjuvans analgetikumok sem mutattak jelent6s hatékonysagot. Ugyan a triciklikus
antidepresszansok hatdsosak lehetnek, de toxikus mellékhatasokkal jarnak, igy a 6 hoénapnal
régebben fennallo polineuropatias betegeknél eredményesebbek lehetnek azok az
antidepresszansok (pl. venlafaxin), melyek szerotonin és noradrenalin visszavételt gatlo hatast
mutatnak (55,56). A gerincvel6 stimulator betiltetésével, elektromos impulzusokat alkalmazva,
a betegek mintegy 50%-anal csokkenti a fajdalmat (57). A CRPS megfelel6 terapiaja a tobbféle
gyogyszerhasznalaton és a korai fizioterapian alapul (41). A betegek egy részénél a
plazmaferezis hatékony lehet, amely az autoimmunitas jelentés szerepét tamasztja ala (12,15—
17). Mindezek alapjan egyértelmii, hogy a CRPS igazi terapids kihivast jelent a

fajdalomcsillapitasban, ahol 4j tipust analgetikumok sziikségesek (57).

Egy masik uj, igéretes gyogyszercélpont lehet a szomatosztatin 4 (SSTa) receptor (58-61) a
jelenleg massal nem kezelhetd fajdalomallapotokra vonatkozdan. Munkacsoportunk
bizonyitotta az SST4 receptor fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd és antidepresszans
hatasokat kozvetité szerepét. Kiilonbozo kisérleti modellekben az SST4 agonistak igéretes
antinociceptiv, antihiperalgetikus hatédsait irtak le gyulladdsos €s neuropatias allapotokban
(58,62,63). A kozelmultban SSTs; agonistak fejlesztése szamos gyodgyszeripari vallalat
érdeklédési korébe keriilt (64,65). Stabil, nem peptid szerkezetli, szajon at adhatd és jol
toleralhato molekulak preklinikai fejlesztése és korai klinikai fazis vizsgalatok kezdédtek (65).
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Munkacsoportunk részvételével is folyik ilyen iranyu kutatasi projekt (64,66,67). Az SST4
receptor periférias és kozponti idegrendszeri lokalizaciojabol (lasd. 1.5. fejezet) adodoan
szerepet jatszhat a Szenzoros és motoros funkciokban (68), stressz reakciokban, tanulasi
folyamatokban (69), hangulatszabalyozasban (70,71), kognitiv teljesitményben és a
neurodegenerativ folyamatokban (72). Ezért gyogyszerfejlesztési szempontbdl is fontos e

funkciok vizsgalata.

1.5. Szomatosztatin és receptorai: fokuszban a SST4 receptor

A szomatosztatin egy 14 vagy 28 aminosavbol allo peptid, mely megtalalhatd a periférias és
kozponti idegrendszerben, valamint a szervezet szamos teriiletén (73-76). Eredetileg
novekedési hormon vagy szomatotropin gatlo faktornak (SRIF) nevezték. Késdbb felismerték,
hogy széles spektrumil gatlé neurotranszmitter, melynek komplex hatasa van az egész kdzponti
idegrendszerben (69,77,78), valamint a periférian kiilonféle auto-, para- vagy endokrin
hatasokat kozvetit (79,80). A szomatosztatinerg neuronok két alpopulacidja kiilonboztethetd
meg a kdzponti idegrendszerben, a hosszl nyulvanyos szomatosztatinerg idegsejtek és a rovid
proximalis glutamat és gamma-aminovajsav (GABA) -erg interneuronok (81,82). A
szomatosztatin a fajdalmat és hangulatot szabalyz6 agyi régiokban expresszalodik, foként a
hatso-oldalsé prefrontalis, a cingularis kéregben és az amigdalaban (83-85). Szamos serkentd
¢s gatld neurotranszmitter felszabaduldséat gatolja, mint a szerotonin, acetilkolin, glutamat és
GABA (86).

Kutatocsoportunk mar korabban bizonyitotta az aktivalt kapszaicin-érzékeny peptiderg
szenzoros idegekbdl  felszabadult szomatosztatin  szisztémds  gyulladasgitld  és
fajdalomcsillapito hatasat a periférian, melyet ,,szenzokrin” funkcionak hivnak (59,87).

A szomatosztatin szamos neurologiai betegségben is szerepet jatszik, mint az Alzheimer- és
Huntington-kor (88), valamint vizsgaltak az epilepsziaban vald hatasait is (89). Alacsonyabb
szomatosztatin szintet mértek olyan betegek gerincvel6- és agymintaikban, akik sulyos
depresszios és bipolaris rendellenességekben, skizofréniaban, Alzheimer vagy Parkinson
korban szenvedtek (90).
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Tovabbi vizsgalatok soran 6t kiilonallo szomatosztatin receptor gént klonoztak kiilonféle
fajokbol, beleértve az embert, a patkanyt és az egeret. Ezek a gének a G-proteinhez kapcsolt
receptor szupercsalad tagjai és feltételezték, hogy membran-glikoproteinek, amelyek hét a-
spiralis transzmembran domént tartalmaznak. Szerkezet alapjan a szomatosztatin receptorok
két csoportba sorolhatok: a SRIF1 csoportba tartoznak az SST,, SSTs és SSTs, melyek kdzepes
vagy magas affinitdst mutatnak az oktreotid és seglitid mesterséges szomatosztatin analogokkal
szemben, mig az SRIF2 csoportba tartoz6é SST1 és SST4 rendkiviil alacsony affinitast mutatnak
ezekkel az agonistakkal szemben (91). Egerekben és patkanyokban az SST» receptor két
valtozatban talalhato, az SST» (a) és az SST» (b), amelyek csak a karboxi-végiik hosszaban és
Osszetételében  kiilonboznek (92). Az SSTs4 receptor kozvetiti a  gyulladasgatlo,
fajdalomcsillapitd hatast endokrin hatas nélkiil, az SST» és SSTs pedig a szorongasgatld és
antidepresszans hatasokért felelés (58,60,63,91,93-96) (2. abra).

SST, SST,

S

©Szezoros es

motoros funkciok °Tanulla.s 0 eTanulas és

*Autoreceptor eStressz, emdcidk memoria memoria eN&vekedési
*Memoria e Antiepilep hormon
e Antiepileptikus tikus hatas felszabadulas
hatas gatlasa

2. abra: A szomatosztatin receptorok szerepe és funkcidja

A szomatosztatin 4 receptorok eloszlasat immunhisztokémiaval vizsgalva patkany agyi és
gerincveldi régioban megallapitottak, hogy a frontalis és pefrontalis kéregben, a nukleusz
kaudatuszban, a putamenben, a hippokampuszban, a szagloidegekben, az amigdalaban, és a
kisagyban, valamint a gerincvelé hatsé szarvaban is lokalizalodik (92). Az emberi

szomatosztatin 4 receptor génjének (SSTR4) messenger RNS-e (mMRNS) megtalalhatod
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els6sorban az agyban, az agykéregben és a hippokampuszban, kdzepes mértékben pedig a
hipotalamuszban, a szaglogumdban és a kisagyban (97). Periférias szervekben is kimutattak
MRNS szinten: patkanyok esetében szamos szervben (sziv, éhbél, tiid6, vese, hasnyalmirigy),
¢s az emberi tiid6ében (92). Szintén patkany kisérletben kimutattak az SST1, SST, és SSTs
receptorok jelenlétét a striatumban, valamint az SST, és SSTs4 funkcionalis szerepét a
lokomotoros aktivitasban (98). Korabban bizonyitottak, hogy az SRIF altal kozvetitett
viselkedési tevékenységeket a glutamaterg neurotranszmisszid befolyasolja (98). Az SSTR4
expresszidja arra utal, hogy jelen van a viselkedéssel, megismeréssel ¢és memoriaval
kapcsolatos agyi teriileteken, mint a hippokampuszban ¢és a stridtumban (99-102).
Munkacsoportunk feltérképezte az SSTa expressziojat a fajdalommal és hangulatszabalyozassal
kapcsolatos egér és emberi agyteriileteken (61). Ultraszenzitiv RNAscope in situ hibridizacios
technikaval jelentds expressziot figyeltek meg a glutamaterg serkent6, a GABAerg gatlo és a
kolinerg neuronokban (61). Munkatarsaink ugyancsak kimutattak a human SSTR4 expresszidjat
transzgenikus egerekben hasonld agyteriileteken (103). Korabbi Kkisérleteink soran
megallapitottuk, hogy az SST4 receptor igéretes célpont lehet a neurogén gyulladas, neuropatias
fajdalom és depresszio gatlasara (13,63), mely felfedezést szamos kutatas megerdsitett
(104,105). A kis molekulaju SST4 agonistak potencialis gyogyszerjeloltek lehetnek olyan j
fajdalomcsillapitoként, melyek egyidejileg antidepresszans hatassal is rendelkeznek (63),
valamint oralisan adott (1j SST4 agonistak erds antihiperalgetikus hatast fejtettek ki kronikus
neuropatia modellben (64). A gyogyszerfejlesztés szempontjabodl ezért nagyon fontos az SST4

receptor komplex kdzponti idegrendszeri funkcidinak tisztazésa.
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1.6. Oregedés és a szomatosztatin kozti osszefiiggés

1900 ota a globalis atlagos ¢€lettartam tobb, mint kétszeresére nott, és mostanra meghaladja a
70 évet. Ma a 60 éves és annal idésebb emberek szama és ardnya novekszik (106). Oregedd
tarsadalmunkba nagyon fontos tényez0 a megfeleld fizikai és szellemi teljesitoképesség
megtartasa (107).

Az oregedés jelentdsen befolyasolja a kognitiv funkciokat, a memoriat €s a tanulédst. A kor
elorehaladtaval a tanulds lelassul, de az emlékezet nem feltétlenil romlik. A szemantikai
memoria (a vilagrol vald tudasunk, ismereteink tarolasa) vagy az Aaltalanos ismeretek
jellemzben valtozatlanok maradnak a késdi felndttkorig (108). A kognitiv karosodas és
memoria romlasanak lassitasa vagy megakadalyozasa a gyogyszerfejlesztés kozéppontjaban all
(78). Az intelligencia is életkorral romlik, de ez valtozhat és akar stabil maradhat az élet nagy
részében, mignem az élet végéhez kozeledve hirtelen romlik. A kognitiv hanyatlas mértéke
egyéni kiillonbségeket mutat, mely az eltéré élettartammal magyarazhaté (109). Az életkor
elorehaladtaval a demencia egyre gyakoribba valik (110).

A szomatosztatin mRNS szintje a néstény Wistar patkanyok stridtumaban, a frontalis és a
parietalis kérgében szignifikansan csokken az oOregedéssel (111). A membranhoz kotott
metalloproteazt, a neprilizint in vivo amiloid-béta (AB) bont6 enzimként azonositottak patkany
hippokampuszon végzett radioaktiv AB nyomjelz6 kisérletekkel (112). Kimutattak, hogy a
neprilizin szintje csokken az életkorral a temporalis és frontalis kéregben, mind az Alzheimer-
koros, mind pedig az egészséges agyban is (113). A szomatosztatin genetikai hianya
megvaltoztatja a hippokampusz neprilizin aktivitasat és lokalizacidjat, valamint egerek agyaban
n6 az AP hidrofob 42 képzddése, ami az Alzheimer-kor kialakulasahoz vezet. A szomatosztatin
potencialis védd szerepet jatszhat az Alzheimer-kor és a kognitiv karosodas kialakuldsaban
(72). Bar az AP lerakodasa az agyban az Alzheimer-kor jellemzdje, de az AP -t a demenciaban
nem szenvedo idds egyéneknél is kimutattdk. Neurodegeneracios egérmodellben leirtak olyan
szomatosztatin agonistakat (NNC 26-9100, L-803,087), melyek javitjak a memoria funkciot,
valamint a hosszu és rovid tava memoriat (100,114).

Az oregedés mellett a nemek kozti eltérés és a kognitiv teljesitmény is egy kritikus tényezd
(115), ezért preklinikai modellekben fontos analizalni a kiilonbségeket. A hipotalamusz
szomatosztatin immunreaktivitasa is szignifikansan csokkent az id6s ndstény egerekben (116)
¢és patkanyokban (117). A szomatosztatin altal szabalyozott névekedési hormon termel6 sejtek
szama csokken az életkor elorehaladtaval (116-118). Kiilonb6z6 fajokat vizsgalva, koztiik az

embereket (119), a patkanyokat (120) és az egereket (121-125), jol megalapozott, hogy a peptid
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neurotranszmitterek, mint a szomatosztatin, a PACAP, a kortikotropin felszabadit6 hormon, az
inzulinszert novekedési faktor-1, a novekedési hormon, a neurotropikus faktor és a kotészoveti
novekedési faktor fontos szabdlyozd szerepet jatszanak az életkor fiiggd betegségekben.
Mindezen vizsgalatok ellenére nagyon keveset tudunk az Oregedéssel Osszefiiggd
szomatosztatinerg rendszer funkcionalis és expresszios valtozasairdl, valamint a receptorok

mechanizmusarél az agyban (117).

1.7. Tanulas és memoria

A tanulas folyamata az ismeretek és készségek elsajatitasat jelenti strukturalt keretek kozott,
azonban eredményeként alakulnak ki pl. szokasaink, attitiidjeink és tudasunk is. Nem minden
esetben kozvetlen tapasztalat, hiszen sok mindent tanulunk meg tarsas kézegben anélkiil, hogy
személyes tapasztalat tortént volna. Megkiilonboztetiink egyszeri tapasztalat eredményeként
1étrej6vo és hosszl, sokaig tartd, ismétlés utjan torténd tanulast (126,127). Memoria a szervezet
azon informaci6 feldolgozo képessége, mely soran az informacié befogadasa, feldolgozasa
(kodolas), tarolasa, és végiil az eltarolt informacié eléhivésa torténik. A memoriaban részt vevo
f6 agyteriiletek az amigdala, a hippokampusz, a kisagy és a prefrontalis kéreg (128). Harom
tipusat kiilonboztetjiik meg: a rovid és hosszl tavi, valamint a munka memoriat. A rovid tava
memoria megfeleltethetd William James altal 1980-ban leirt ,.elsddleges memorianak™,
miszerint az észlelés utan megmarad a tudatban és annak részét fogja képezni (129). Az
informaci6 megérzése ez esetben rovid ideig tart, néhany masodperc vagy perc. A
munkamemoria nem sokban kiilonbozik a rovid tavii memoriatol. 1960-ban Miller és
munkatarsai hasznaltak a kifejezést arra a memoriara, amikor az egyén megtervezi, majd
végrehajtja az adott viselkedést. A folyamat soran révid ideig tarolt informacioval Gsszetett
feladat végrehajtasara keriil sor. Az el6z6 memoria folyamatokkal ellentétben a hosszi tava
memorianak nincs kapacitas korlatja. Lehetové teszi, az informécid tarolasat hossza i1dén
keresztiil. Atkinson és Shiffrin modellje szerint az emlékezet a rovid tava memoriabol keriil a

hossza taviiba (129).

1.8. In vivo allatkisérletek jelentésége a fajdalom és tanulas vizsgalataban,

transzlacios problémak

A kronikus neuropatids fajdalomallapotok kezelési lehetdségei korlatozottak, a jelenleg
rendelkezésre allo fajdalomcesillapitok hatékonysdga nem megfeleld és szamos mellékhatéast
okoznak (44). Transzlacios allatmodellek alkalmazasa elGsegitheti ezen patofiziologiai

mechanizmusok feltérképezését, és hozzajarulhatnak a hatékony terapiak kidolgozasahoz.
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Alkalmazasukkal azonosithatoak a fajdalom kialakuldsdban szerepet jatszo szignalizacios
utvonalak molekularis mechanizmusai és funkcioi, ezaltal igéretes lehetéségeket nyujthatnak
uj tamadaspontu vegyiiletek fejlesztésekor (130,131). Limitalo tényezd, hogy allatmodellekben
csak a nociceptiv viselkedés vizsgalhat6, mig a fajdalom emocionalis komponense nem.
Tovabbi kihivasokat jelent a megfeleld kisérleti allatfajok és torzsek, modellek, protokollok és
vizsgalati modszertan megvalasztasa (130).

Allatmodellekben végezhetd tanulas és memoria tesztek az emberi folyamatok egyes
aspektusait tiikrozik, mint az epizodikus, a felismerési, a szemantikai, a térbeli és az érzelmi
memoriat (132). A ragesalokban vizsgalt viselkedési és a megismerési tesztek (133-135)
alkalmasak az agy oregedési folyamatanak és neurodegenerativ betegségeinek, kiilondsen a
demencia mechanizmusainak feltérképezésére (72). Az egyes tesztek azonban kiilonb6z6
modon tiikrozik az emberi agy Oregedését és kognitiv deficitjét (136). A legaltalanosabban
hasznalt kognitiv tesztek a térbeli memoria vizsgalatara alkalmas Morris vizi labirintus,
tobbkaros utveszté (RAM) és Y-utvesztd, valamint az uj targy felismerési (NOR) és a félelem
kondicionalasara alkalmas tesztek. Mivel Alzheimer-kérban elsésorban a térbeli memoria
funkciok romlanak, ezen betegségre iranyuld ragesalomodellekben e funkciokat vizsgaltak
(132). A tanulasi és memoria deficit vizsgalatara alkalmas kognitiv tesztek esetében figyelni
kell a kisérleti allatok életkor szerinti megkiilonboztetésre, valamint a nemek kozti eltérésekre
(137-141).

A ragcsalo teszteknek vannak limitacioi, de alkalmazasuk elengedhetetlen a betegségek pontos

korélettani mechanizmusainak feltérképezésében és a gydgyszerfejlesztési folyamatokban.

18



2. Altalanos célkitiizés

PhD munkam soran a kovetkezé célokat tiiztiik Ki:

1. Az altalunk korabban kidolgozott ij CRPS transzlaciés egérmodellben a betegekbol
szarmazo plazma IgG frakciok egérbe injektalasa utan kis talpi bemetszést kovetden a
periférias és kozponti idegrendszeri patofiziologiai mechanizmusok feltérképezése.

1.1. Funkcionalis valtozasok (nocicepcid, ddéma) vizsgalata

1.2. Periférias vaszkuldris és sejtes gyulladdsos mechanizmusok meghatarozésa
(optikai képalkotas és citokin vizsgalatok)

1.3. Kozponti idegrendszeri neuroinflammacids folyamatok (gliasejt aktivacio
vizsgalata)

1.4. A hatso gyoki ganglionok transzkriptomikai vizsgalata

1.5. Az azonositott korélettani folyamatok validalasa génhianyos egerekkel és

farmakologia modszerekkel, 0j farmakoterapids lehetdségek meghatarozasa

2. A munkacsoportunk kutatasi kézéppontjaban allo 0j fajdalomcesillapité célmolekula, a
szomatosztatin 4 receptor, szerepének vizsgalata egérben a spontan lokomotoros
aktivitasra és kognitiv folyamatokra a tanulds és memoria (0j utkeresé magatartas, a
munka és referencia memoria), valamint a felfedez6 tesztekben (Gj targy felismerése)

kiilonos tekintettel az 6regedésre és a nemek kozti kiilonbségre.
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3. Alkalmazott modszerek altalanos bemutatasa

3.1. CRPS passziv transzfer-trauma egérmodell

3.1.1. Human IgG injekcios protokoll

A Kkisérletekben az egereket naponta intraperitonealisan (i.p.) 8 mg/ml human IgG-vel kezeltiik
(142). A naponta torténé adas azért sziikséges, hogy az atvitt human IgG-vel kompenzaljuk a
ragecsalok gyors metabolizmusa altali veszteséget. A human IgG-szint csokkenésének
elkeriilése érdekében a 0. napon 1,5 ml/egér és 1. naptol kezdve pedig 1 ml/allat humén IgG-

vel kezeltiik az egereket (26).

Kisérleti allatok: néstény C57BL/6) ,
egerek (8-12 hetes, 18-23 g) Y¥YYY Human IgG

\
V/

’
W Kezelés:
gl ] 0. nap: szérum 1 ml (reggel) + 0,5 ml (délutan)
‘ / 1. naptél: szérum naponta i.p. 1ml
Kezelési csoportok: Fiz. s6/Egészséges IgG/CRPS IgG
+ prednizolon/etanercept/ tofacitinib/anakinra (egyes kisérletekben a CRPS IgG mellett)

T3 13t tF 817 % ¢ 4
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Mechanikai fajdalomkiiszob
Labtérfogat
T | N
Luminescence in vivo képalkotas
(mieloperoxidaz aktivitas)
B |
Terminalas és mintavétel

-neuropeptid és citokin koncentracié mérés plazmabdl és lab homogenizatumbal
-asztrocita és mikroglia aktivacié meghatarozads immunhisztokémiaval

Szoktatas és
kontroll mérés

3. abra: Kisérleti protokoll. A kisérleteinket C57BL/6J ndstény egerekkel végeztiik, azonban egyes
kisérletek soran génhianyos allatokkal is dolgoztunk, mint a mikroglia specifikus IL-4 kondicionalis
KO és IL-1af KO egerekkel. A szoktatas és kontroll mérések utan a kisérlet 0. napjan talpbor-izom
inciziot végeztiink az egerek jobb talpan (25,26). Az egereket minden nap i.p. kezeltiik (6 egér/csoport).
A 0. nap (1 ml szérum adas reggel + 0,5 ml szérum adas délutan) kivételével 1 ml/nap (8 mg/ml-es
human IgG) szérum kezelést alkalmaztunk a CRPS vagy egészséges IgG-vel kezelt csoportokban. A
kontroll csoport fizioldgias sooldatot kapott. Egyes kisérletekben az IgG kezelést kiegészitettiik
prednizolon (4 mg/kg i.p.), IL-1 antagonista anakinra (10 mg/kg i.p.), szolubilis tumor nekrozis faktor
etanercept (5 mg/kg i.p.) vagy Janus kinaz inhibitor tofacitinib (30 mg/kg subcutan) adasaval (0,1 ml/10

g). Ezen kiegészit6 kezelések az IgG adast utan 4 d6raval torténtek. Megadott kisérleti napokon mértiik
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a mechanikai fajdalomkiiszobdt dinamikus plantaris észteziométerrel, az Odéma mértékét
pletizmométerrel és a MPO enzimaktivitast IVIS késziilékkel. Az egerek sulyat a kisérlet alatt minden
nap detektaltuk. Az utolsé nap (3, 6 vagy 14 nap) az allatokat ketamin-xilazin (100 mg / kg és 5 mg / kg
i.p.) kombinacigjaval altattunk. Ezutan a plazmakat és a labakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk,
majd -80 °C-on taroltuk a késdbbi neuropeptid és citokin koncentracio meghatarozasig. Az egereket
transzkardialisan perfundaltuk eldszor a szervek atmosasahoz sziikséges 0,01 M PBS (pH 7,6), majd a
fixalashoz sziikséges 4% paraformaldehid oldattal. A perfuziéo utdn eltavolitottuk az agyat és a

gerincveldt a késébbi immunhisztokémiai vizsgalatokig (26).

3.1.2. Kisérleti dallatok és etikai engedély

A tanulmény az eurodpai jogszabalyok (2010/63/EU iranyelv) és a Magyar Kormanyrendelet
(40/2013., I1. 14.) szerint késziilt a tudomanyos célokra hasznalt 4llatok védelmérdl. A projektet
a Pécsi Tudomanyegyetem Allatvédelmi Bizottsaga, az Orszagos Allatkisérleti Tudoméanyos
Etikai Bizottsag és a Baranya Megyei Kormanyhivatal engedélyével végeztiik (engedélyszam:
BA02/2000-31/2016). lgyekeztiink a kisérlet elvégzéséhez sziikséges legkisebb allatszamot

hasznalni, és a kisérletbe bevont allatok szenvedését minimalisra csokkenteni.

A CRPS passziv transzfer-trauma  modell
beallitasakor is hasznalt C57BL/6J ndstény
egerekkel dolgoztunk (25). A CRPS gyakrabban
alakul ki nokben, ezért Kkisérleteinket ennek
megfelelden néstényeken végeztiik (6-6 egér/csoport,
10-12 hetes, 18-25 g). Az eredeti tenyészparokat a

Jackson Laboratories-tol (USA) vasaroltuk a Charles

River Magyarorszagon keresztiil. Az egereket a Pécsi |

4. abra: C57BL/6J egerek

Tudomanyegyetem Farmakolégiai és
Farmakoterapiai Intézet allathazaban a szokasos koriilmények kozott tenyésztettiik €s tartottuk

(optimalis 24-25 °C homérsékleten, ragesalotappal és vizzel ad libitum ellatva).
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Mikroglia IL-1f génhianyos (KO) egerek

A C57BL/6]J egerekkel megegyezd kori és nemil génhidnyos allatokat is hasznaltunk a
kisérleteinkhez, melyeket a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet allathazaban tenyésztettek,
majd a kisérlet alatt a Pécsi Tudomanyegyetem Szentagothai Janos Kutatokozpont allathazaban

tartottak az optimalis 24-25 °C hémérsékleten, ragesalotappal és vizzel ad libitum ellatva.

A Célzott konstrukcio
FRT loxP FRT loxP loxP

@ V DLacz(]—'—l) Neo

IL-1B71 allé] FRT loxP loxP

IL-1B delta allél l Cre rekombinacio
a Cre rekombinacio utan  grt loxP

— e

800—
600—
bp| 400—
200

5. abra: Mikroglia IL-1p KO egerek létrehozasa. A célzott konstrukcioban az IL-15 gén 4. és 5.
exonjai loxP helyekkel hataroltak. Tartalmazott tovabba egy LacZ riporter gént és egy Neo rezisztencia
gént a floxolt szakaszok eldtt, amelyek a flippaz rekombinacio segitségével vagodtak ki, és igy az IL-
16" 1M allél keletkezését eredményezte. A mikroglia specifikus IL-1f kondicionalis KO egerek
eléallitasahoz az IL-1f floxolt egereket kereszteztiik tamoxifennel indukalhato B6.129P2(C)-
Cx3cr1m>1Cre/ERT2Ng 1 eoerekkel (JAX készlet # 020940) (143) (A). A genotipizalé polimeraz
lancreakcio (PCR) a vad tipusta (WT) (480 bp) és az IL-14 floxolt allél (673 bp) amplifikacidjat mutatta
(B). (Az egereket biztositotta a kisérletekhez: Dr. Dénes Adam, Kisérleti Orvostudomadnyi Kutatéintézet

MTA, Molekularis Neuroendokrinologia Kutatocsoport, Budapest)

3.1.3. Betegek és egészséges onkéntesek szérum készitménye
Az angol kollaboracids partneriink etikai engedélye nagyobb mennyiségli CRPS betegszérum

ismételt mintavételére szol olyan CRPS-ben szenved6 paciensektol, akik életkora (+ 10 év) és
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neme megegyezik az egészséges paciensekével (15/NW/0467, NorthWest Ethics Haydock,
Egyesiilt Kirdlysag). Kis mennyiségli szérumot gyjtottek dssze olyan klinikai vizsgélatban
részt vett betegek mintaibol (n = 7, 15/NW/0135, NorthWest Ethics Haydock, Egyesiilt
Kiralysag), akiknek a kiindulasi fajdalomintenzitasuk egy 11 pontos numerikus értékelési
skalan 7/10 volt (ahol a 0 = nincs fajdalom, 10 = elviselheté legnagyobb fajdalom). A betegek
irasos beleegyezésiiket adtak szérummintaik kutatasi célokra torténé felhasznalasahoz (144).
(A tisztitott humdan szérum IgG készitményeket biztositottak munkankhoz: Dr. Andreas Goebel
és kutatécsoportia, Department of Translational Medicine, University of Liverpool and
Department of Pain Medicine, The Walton Centre National Health Service Foundation Trust,
United Kingdom)

3.1.4. Talpbédr-izom incizio

A CRPS-re jellemz6 szdveti mikrosériilés modellezésére talpbor-izom incizidt hasznaltuk az
egereken. A modszert eredetileg patkanyon alkalmaztak (145), majd egerekre is adaptaltak
(146). A mitétet i.p. adott ketamin (Richter Gedeon, Magyarorszag, 100 mg/kg) - Xilazin
(Eurovet Animal Health BV, Hollandia, 5 mg/kg) kombinacidjaval torténd altatas mellett
végeztik a kisérlet 0. napjan, majd egy 0,5 cm hosszu vagast ejtettiink az egerek jobb hatso
talpanak kozepén. A sebet steril 5/0 selyemfonallal zartuk le és helyileg povidon-joddal
kezeltiik. A varratot az allatok nagyrésze magatol kiszedte az incizi6 utani napra, de ha nem,
akkor mi tavolitottuk el (147).

3.1.5. Funkcionadlis mérések
Mechanikai fajdalomkiiszob mérés

A mechanikai fajdalomkiiszobot dinamikus
plantaris észteziométerrel (DPA - Ugo
Basile 37400, Comerio, Olaszorszag)
hataroztuk meg az egerek hatsd laban. A

modszert modositott, elektromos von Frey-

nek is nevezik (25,26). A mérés soran az - 4
egereket milanyag kis dobozokba tettiik, 6. abra: Dinamikus plantaris észteziométer
mely alatt egy fém racson (fém halon) keresztiil tompa végi tiivel novekvé erbt gyakoroltunk
az egér hatso talpara (maximalis erd: 10 g, 4 masodperc alatt) (26). Bar az inger enyhe, mégis
fajdalmas reakciot valt ki egerekben, melyre az allat elharitd6 magatartassal reagal (elrantja a

labat). A jobb és bal lab mérésekor detektalt értékeket tekintjik a mechanikai
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fajdalomkiiszobnek, melyet szazalékosan fejeziink ki az alapértékhez viszonyitva. Egy hetes
kisérletek alkalméval a szoktatd és kontroll mérések utdn mértiik a fajdalomkiiszobot a
kisérletek 1., 3., 4. és 7. napjain. A mért értékek folyamatos csokkenése hiperalgéziat mutatott.
Labtérfogat mérése

A 1ab térfogatat pletizmométerrel mértiik (Ugo Basile, 7140,
Comerio, Olaszorszdg). A készilék két fliggdlegesen
Osszekapcsolt Perspex cellabol all, amelyeket a jelig
folyadékkal toltiink fel. Az allat labanak bemeritésekor a
celldhoz csatlakoztatott transzducer érzékeli a kiszoritott
folyadék mennyiségét. A digitalis kijelz0 a lab térfogatat

mutatja cm3-ben. Az 6déma szazalékos novekedését a kontroll

értékhez viszonyitva hataroztuk meg (25,148). Egy hetes

kisérletben a méréseket az 1., 3., 4. és 7. napokon végeztiik. 7. abra: Pletizmométer

3.1.6. Szenzoros neuropeptidek és gyulladdsos citokinek mennyiségi
meghatdarozasa szovet- és plazmamintiakbol

Az egerek terminalasakor lefagyasztott labakat felolvasztottuk, Osszeapritottuk, majd
homogenizaltuk Triton X-100-at és Calbiochem proteaz-gatlé koktélt tartalmazd Tris-HCI
pufferben 0 °C-on. Minden esetben 400 pl homogenizacids puffert hasznaltunk 50 mg
szOvetminta tomegére a minta méretbeli kiilonbségének normalizalasa érdekében. A
homogenizatumot 15000-20000 g-vel 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk, majd a feliiluszot
Osszegyljtottiik és fagyasztva taroltuk a késébbi neuropeptid és citokin meghatarozasokig.

A labakbol a CGRP- és SP-szer(i immunreaktivitasat érzékeny radioimmunassay technikaval
mértiik a korabban leirtak szerint (25). Az IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-0, keratinocita (CXCL-1),
monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1), granulocita- kolonia stimulalo faktor, RANTES
homogenizatumbol multiplex mikrogydngy matrix [cytometric bead array (CBA)] technikaval
(BD Biosciences) végeztiik a gyartok protokollja szerint. A mintakat BD FACSVerse aramlasi
citométerrel mértiik és az FCAP Array v3 szoftverrel (BD Biosciences) elemeztiik az adatokat.
nedves sz6vet homogenizatum szerint. (4 mérést végezte: Dr. Dénes Addam és kutatécsoportja,
Kiserleti  Orvostudomanyi  Kutatointézet ~MTA, Molekuldaris  Neuroendokrinologia

Kutatocsoport, Budapest)
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3.1.7. A plazmafehérje kiaramldis és a neutrofil mieloperoxidaz aktivitis

meghatdrozdsa in vivo optikai képalkotdssal (1V1S)

A CRPS IgG okozta ldbduzzadéas hatterében 4llo
mechanizmusok nem ismertek, de az egyik lehetdség a
fokozott plazma extravazacié. Az intravénasan injektalt
indocianin zold (ICG), ami egy fluoreszcens cianin
festék, kotddik a plazmafehérjékhez és az egészséges
érrendszerben marad. Az ICG-t (0,5 mg/kg) frissen
oldottuk Kolliphor HS 15 vizes oldatdban, ¢&s
intravénasan injektaltuk ketamin (100 mg/kg; Calypsol;
Gedeon Richter Plc) -xilazin (10 mg/kg; Sedaxylan;
Eurovet Animal Health BV) altatasban.

A fluoreszcencias képalkotast 20 perccel az injekcio
beadasa utan IVIS Lumina Il in vivo optikai képalkotd

rendszerrel (PerkinElmer; autoakvizicios ido, f/stop =1,

8. abra: IVIS Lumina Il in vivo
optikai képalkoté késziilék

binning = 2, gerjesztés: 745 nm, emisszios
szlir6:> 800 nm) végeztiik (149). A neutrofil

mieloperoxidaz (MPO) aktivitas mérés egy

in vivo optikai képalkot6 médszer. A @Kwu

kemilumineszcens reakciot egy Luminol |H,0,

-

Neutrophil
(or monocyte)

2 02'
analoggal, az L-012-vel [8-amino-5-klor-7- | <€
2 2wt
fenil-pirido (3, 4-d) piridazin-1,4 (2H, 3H) 20, f NADPH
dion - Wako Pure Chemical Industries Ltd.] - S
valtottuk ki. Az MPO 4altal a neutrofilekben 9. abra: Neutrofil mieloperoxidaz (MPO)

¢s makrofadgokban a reaktiv oxigén és

aktivitas folyamatabraja

nitrogén gyokok termelddését mértiik az L-012-vel, mely a gyulladasos sejtaktivitas érzékeny

markere (150). Az incizié utani 2., 6. vagy 13. napon az egereket elaltattuk és mindkét hatso

labukroél eltavolitottuk a szort, hogy megakadalyozzuk a fényjel szétszorodasat/elnyelését. L-

012-t (25 mg/kg) steril foszfattal pufferelt sdoldatban (PBS, 20 mg/ml) oldottuk és injektaltuk

I.p. az egerekbe. A lumineszcenciat az injekcid beadasa utan 10 perccel mértiik az IVIS Lumina

I1'in vivo optikai képalkoto késziilékkel (180 masodperces felvétel, F/stop = 1, binning = 8). és

az adatokat Living Image® szoftverrel (PerkinElmer, Waltham, USA) értékeltiik ki.
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Mindkét mérési modszer esetében azonos mérési teriiletet (ROI) alkalmaztunk hatsé labak
koriil a bokaig. A fluoreszcenciat teljes sugarzasi hatasfokként [(fotonok/s/cm?/sr)/(uW/cm?],
mig a lumineszcenciat az elemzett ROI-kbdl szarmazd Osszesitett sugarzasként (teljes foton
fluxus/s) fejeztiikk ki. (4 mérést Kiss Tamas segitségével végeztem: Pécsi Tudomanyegyetem
Altaldnos Orvostudomanyi Kar Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézet, Szentagothai Janos

Kutatokozpont, Pécs)

3.1.8. Immunhisztokémiai vizsgdlatok

A gerincvel6t és az agyat a kisérletek utolsd napjan eltavolitottuk az egerek transzkardidlis
perfundalasa utan. A mintakat még 4 oran keresztiil 4%-0s paraformaldehid oldatban (Sigma)
taroltuk, majd 30%-os szachardz (Duchefa Biochemie) oldatba helyeztiik egy éjszakan at 4 °C-
on. Ezt kovetéen a metszeteket (30 um) fagyasztdo mikrotommal (Leica Biosystems Nussloch
GmbH) készitettiikk el. A metszeteket 0,05 M Tris pufferolt soéoldattal (pH 7,6) mostuk és
inkubaltuk 0,3% H20> / metanolban (Szkarabeusz Ltd., Magyarorszag) 3x10 percig az endogén
peroxidaz aktivitas gatlasara. A mosasi Iépések utan a mintakat primer antitestekben inkubaltuk
48 oran at 4 °C-on [glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) higitas: 1: 1000, Novocastra ™ Leica
Biosystems; ionizalt Ca-ko6té adaptor molekula 1 (Ibal) higitas: 1: 500, Wako Chemicals GmbH,
Németorszag]. Az elsddleges antitestet 2 oras inkubalas utan kovette a szekunder antitest a
Vectastain Elite ABC HRP Kit-szel (Vector Labs, USA), majd egy kromogén komplexxel, a
nikkel (I1)-szulfat-hexahidrat/3,3’-diaminobenzidin-tetrahidrokloriddal (Sigma-Aldrich, USA)
tettiik lathatova azaltal, hogy a jelzett sejtekben barnds csapadékot eredményezett. A
metszeteket zselatinizalt targylemezekre helyeztiik és hagytuk egy éjszakan at szaradni. Ezt
kovetéen novekvd etanol-koncentracioval dehidrataltuk, majd lefedtik DPX-szel (Sigma-
Aldrich, USA), és hagytuk ujra megszaradni.

A GFAP asztrocita ¢és Ibal mikroglia immunpozitivitasat vizsgaltuk a sejtsiiriiség
meghatarozasaval, hogy a megszamolt sejtek szamat elosztottuk a mért teriilet térfogataval,
sejtszam/cm3-ben Kifejezve a gerincveld, valamint az agy periakveduktlis sziirke dllomany
(PAG) és szomatoszenzoros kéreg (SSC) teriileteirdl. Csoportonként 3-4 allatbol készitettiink
metszeteket, melyeket a Neurolucida szoftverrel, Nikon Eclipse mikroszkoppal értékeltiik ki.
(4 mérést Dr. Pohdczky Krisztina segitségével végeztem, Pécsi Tudomdnyegyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, Gyogyszerhatastani Tanszék,
Gyogyszerésztudomanyi Kar, Szentagothai Janos Kutatokozpont, Idegtudomdanyi Centrum,

Pécs)
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Immunfluoreszcencia

25 um vastag agymetszeteket inkubaltunk 5% normal szamar szérummal, majd egy éjszakan at
4 °C-on az elsddleges antitestek megfelelé kombinacidjaval: nytl anti-P2Y 12 (higitas: 1:500,
# 55043A, AnaSpec), kecske anti-IL-1a (higitas: 1: 500, # AF-400 - NA K+F) Systems) és
kecske anti-1L-1p (higitas 1:500, # AF-401-NA R&D Systems). A szemléltetéshez szamar anti-
nyul Alexa 488 és szamar anti-kecske Alexa 647 szekunder antitesteket (1: 500) hasznaltunk.
A képeket Nikon Ni-E C2 + (Nikon, Tokio, Japan) konfokalis mikroszkoppal rogzitettiik, és a
képfeldolgozast a NIKON NIS Elements Viewer 4.20 szoftver (Auroscience Ltd., Budapest,
Magyarorszag) segitségével hajtottuk végre. (4 mérést végezte: Dr. Dénes Addm és
kutatocsoportjia,  Kisérleti ~ Orvostudomanyi  Kutatointézet ~ MTA,  Molekularis

Neuroendokrinoldgia Kutatocsoport, Budapest)

3.1.9. Farmakologiai befolydsoldasi lehetoségek

Egyes kisérletek alkalmaval az egerek egy wjabb csoportja a CRPS IgG szérum mellett a
gyulladas és fajdalom enyhitésére gliikokortikoid kezelésként, prednizolont (4 mg/kg i.p.;
Prednisolonnatrium-succinaat 25 mg, Centrafarm ), IL-1 receptor antagonista anakinrat [10
mg/kg i.p; Svéd Orphan Biovitrum AB, SE-112 76], Janus kinaz (JAK) inhibitor tofacitinibet
(30 mg/kg subcutan T-1399 Tofacitinib, citrat s6 99%, Lc Laboratories Inc., United Kingdom)
vagy szolubilis TNF receptor etanerceptet (5 mg/kg i.p., Enbrel, Pfizer Europe, Ireland, 10
mg por oldatos injekcid) kapott.
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3.1.10. Transzkriptomikai elemzéshez hasznalt modszerek és kisérleti protokoll

Kisérleti allatok: néstény C57BI/6 egerek (8-12 hetes;
18-23 g)
n=6 egér/csoport/péciens

Talpbér-izom | Keneif ok i - «
hclils = 0. nap: szérum 1 ml (reggel) + 0,5 ml (délutan) YYYY
= 1-4. nap: szérum naponta i.p. 1 ml Yy
= Egészséges/CRPS IgG Human IgG
v v
E E n n E B n B DRG-k (L-4, 5, 6) kivétel: két oldal elkiilénitve
Napok I T I jobb oldal: sérillt
l -bal oldal: intakt
Kondicionalds és 3 Mechanikai Szekvenalas
kontroll mérés faldalo'?"f“smb l
mérés
Transzkriptomikai analizis
Bioinformatikai elemzés

10. abra: Kisérleti protokoll. A kisérleteinket C57BL/6J néstény egereken végeztiik. A mechanikai
fajdalomkiiszob mérésének szoktatasa és kontroll mérései utan a 0. napon végeztiik a talpbdr-izom
inciziot az egerek jobb talpan (25, 26). Az egereket minden nap i.p. kezeltiik (6 egér/csoport). A 0. nap
(1 ml szérum adas reggel + 0,5 ml szérum adas délutan) kivételével 1 ml/nap (8 mg/ml-es human IgG)
szérum kezelést alkalmaztunk a CRPS vagy egészséges IgG-vel kezelt csoportokban. A mechanikai
fajdalomkiiszob mérést az 1., 3., 4. és az 5. napon végeztiik. Az IgG kezeléseket a 4. napon fejeztiik be,
¢s az egereket az 5. napon terminaltuk. Izolaltuk az L4-L6 DRG mintéakat és folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, majd az ribonukleinsav (RNS) kivonasig -80 °C-on taroltuk. Az RNS szekvenalast

kovetden transzkriptomikai elemzést végeztiink.

RNS kivonas és minéségellendrzés

A teljes RNS izolalasat és tisztitasat egy korabban leirt modszer szerint végeztiik (151). Az
eljaras soran csak kivalé mindségli (RIN>8) RNS mintakat dolgoztunk fel a fenol-kloroform
alaptt TRI Reagenssel (Zymo Research, Irvine, CA, USA), amig az RNS-t tartalmazo vizes
réteget el nem értiik. Majd a vizes fazist azonos térfogatu abszolut etanollal 6sszekevertiik €s a
Zymo-Spin ™ 1ICR oszlopba t6ltottiik. Direct-zol RNA MiniPrep kitet (Zymo Research, Irvine,
CA, USA) hasznaltunk a gyarté protokolljanak megfelelden, beleértve az opciondlis oszlopon
1évé DNase emésztést. Az RNS koncentraciokat a Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
alkalmazasaval mértiik. Az RNS mindségét a TapeStation 4200-on ellendriztik RNA
ScreenTape (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) alkalmazasaval. A Kivalo minéségi
(RIN>8) RNS mintakat hasznaltuk fel a konyvtar elkészitéséhez. (4 kisérletes munkat végezte:

Dr. Aczél Timea, Pécsi Tudomanyegyetem Farmakologiai és Farmakoterdapiai Intézet, Pécs)
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IHlumina MRNS konyvtar elkészitése és szekvenalasa

Az Illumina szekvenalas konyvtarat a NEBNext Ultra 1l Directional RNA Library Prep Kit for
[llumina (NEB, Ipswitch, MA, USA) segitségével készitettiik el. Az mMRNS-t 100 ng teljes RNS-
bél izolaltuk a NEBNext Poly (A) mMRNS MAgnetic Isolation Module (NEB, Ipswitch, MA, USA)
alkalmazasaval. Ezt kovetéen az mRNS-t fragmentaltuk, a végeit kezeltiikk és az adapterhez
ligaltuk. Végiil a konyvtarat a gyartd utasitasainak megfeleléen amplifikaltuk. A konyvtarak
mindségét 4200 TapeSation System-en ellendriztiik D1000 Screen Tape segitségével, a
mennyiséget Qubit 3.0-on mértiik. A ribonukleinsav szekvenalast (RNS-szekvencia) lllumina
NextSeq550 késziilékkel (lllumina, San Diego, Kalifornia, USA) végeztiik 1x76 futtatasi
konfiguraciéval. A nyers szekvenalasi adatok az Europai Nukleotid Archivumban a

PRJIEB40366 csatlakozasi szam alatt érhetd el.

Bioinformatika

A szekvenalasi eredményeket a Mus musculus referencia genomhoz (Ensembl GRCm38
Osszeillesztett szekvencia) illesztettiik a STAR v2.5.3a szoftverrel (152). Ezutan a szekvenalasi
adatokat az ismert fehérjéket kodolo génekhez illesztettiik, és az egyes génekhez kapcsolddo
leolvasasok szamat az Rsubread v2.0.0 csomag segitségével szamoltuk meg (153). A
génszamadatokat normalizaltuk az edgeR R/Bioconductor csomag (M3,28, R v3,6,0,
Bioconductor v3.9) M-értékeinek normalizalt modszerével (154). A statisztikai teszteléshez az
adatokat tovabb log transzformaltuk a voom megkdzelités (155) alkalmazasaval a limma
csomagban (156). Funkcionalis elemzést végeztiink a gének annotacidinak figyelembevétele
érdekében a Gén Ontologia (GO) (157), a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(158) ¢és a Reactome (159) adatbazisok felhasznalasaval. Funkcionalis valtozasok kimutatasara
keriilt sor a differencialtan expresszalt (DE) génlistaban (DE lista enrichment: Fisher egzakt
teszt GO-ra, valamint hipergeometriai teszt a KEGG-re és a Reactome-ra). Az 6sszes DE gént
rangsoroltuk a bizonyitékok alapjan (rangsorolt lista enrichment: nem-parametrikus
Kolmogorov-Smirnov teszt GO és KEGG esetében, hipergeometrikus teszt a Reactome
szamara) a topGO v2.37.0, ReactomePA v1.30.0, gage v2.36.0 csomagokat alkalmaztuk. A
v1.26.0 pathview csomagot (160) hasznaltuk, hogy az adatok alapjan feltérképezziik az érintett
KEGG utvonalakat. A PathwayStudio online programot (Elsevier B.V., Amszterdam,
Hollandia) alkalmaztuk a génkészlet enrichment elemzéshez alapértelmezett beallitasokkal és
proba hozzaféréssel. (4 mérést végezték: Dr. Gyenesei Attila, Dr. Kun Jozsef és Urbdn Péter a
Pécsi  Tudomanyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokozpont, Idegtudomanyi Centrum

Genomika és Bioinformatika Kutatécsoport tagjai, Pécs)
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3.1.11. Statisztikai modszerek

A CRPS egérmodellben az adatok atlagait a standard hibakkal egyiitt (SEM) abrazoltuk. A
kiilonb6z6é kezelési csoportokba tartozo allatok mechanikai fajdalomkiiszob és labtérfogat
mérése kiilonbozo idépontokban tortént, melyekre Kétutas Variancia Analizis (ANOVA)
Bonferroni tobbszordsen 6sszehasonlitd tesztet hasznaltunk. Az in vivo képalkoto vizsgalat, az
immunhisztokémia mérések (asztrocita és mikroglia aktivitas), valamint a neuropeptid és
citokin koncentraciok mérése soran kapott értékek elemzésére- az intakt és sériilt oldalakat
Osszehasonlitva az egyes kezelési csoportokban- Egyutas ANOVA Bonferroni tobbszordsen
Osszehasonlito tesztet alkalmaztunk. Az statisztikai analizissel a * p < 0,05; ** p <0,01; *** p
< 0,001; **** p < 0,0001 értékek tartoztak a szignifikdns tartomanyba. Az statisztikai

szamitasokat és abrakat GraphPad 8 statisztikai programmal készitettiik.
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3.2 Tanulas és memoria vizsgalata

3.2.1 Kisérleti dllatok és etikai engedély

A tanulmany az eurdpai jogszabalyok (2010/63 / EU irdnyelv) és a Magyar Korméanyrendelet
(40/2013.,I1. 14.) szerint késziilt a tudomanyos célokra hasznalt allatok védelmérol. A projektet
a Pécsi Tudomanyegyetem Allatvédelmi Bizottsaga, az Orszagos Allatkisérleti Tudoméanyos
Etikai Bizottsag és a Baranya Megyei Kormanyhivatal engedélyével végeztiik (engedélyszam:
BA02/2000-76/2017). lgyekeztiink a kisérlet elvégzéséhez sziikséges legkisebb allatszamot

hasznalni, és a kisérletbe bevont allatok szenvedését minimalisra csokkenteni.

A tanulas és memoria tesztekhez C57BL/6J alapu
Sstr4 génhianyos (Sstr4”), valamint vad tipusu
(Sstr4*’*) egereket hasznaltunk. Az eredeti Sstré
heterozigdta (Sstrd+/-) tenyészparokat Prof. Dr.
Pierce C. Empson kutatocsoportja (Laboratory of

Molecular Neuroscience, The Babraham Institute,

Babraham  Research ~ Campus,  Babraham,

I
5 A
R ()

Cambridge CB22 3AT, Egyesiilt Kirdlysag) dltal 1t 11 apra: Sstra génhi,},‘nyos’ egerek

rendelkezésiinkre. Az Sstr4™" egerek péroztatisa

soran az utodjaik genotipusanak meghatarozasait PCR moddszerrel végezték. A tesztekben a
kiilon szaporitott Sstrd ™ és Sstr4*/* egerek utddait hasznaltuk. Him és néstény Sstr4 génhianyos
egereket (60,63,161) és vad tipusti megfeleldiket vizsgaltuk harom kiilonboz6 életkorban (3,
12, 17 honap). A kisérleti egerek tartasa és gondozasa a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet allathazaban tortént. Az 6sszes
allat standard miianyag ketrecekben volt tartva, 24-25 °C-on, 12-12 6ras vilagos-sotét ciklussal,

és standard ragcsalo tappal és viz ad libitum ellatva.
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3.2.2. Funkcionalis tesztek

Y-utveszto teszt (Y-maze test)

Az Y-Utveszt6 az egyszeresen elagazo labirintus tesztek kozé
tartozik, amely a ragcsalok térbeli memoria és utvonal-
tanulasi képességeinek vizsgalatara alkalmas (162,163). Az
egeret egy Y form4ju, feliilrdl nyitott karba helyeztiik,
melynek minden karja azonos hosszisaga (35 cm),
sz¢lességli (5 cm) és magassagu (6 cm). A mérést 5 percig
végeztiik az utvesztében, melyben az allatok a rendelkezésre

allo teriileten szabadon mozoghattak.

A mérés soran a kovetkez0 paramétereket vizsgaltuk:

.. , 12. abra: Y-maze
1. Erintett karok szama

2. Lehetséges karkombinaciok (ABC, CBA, BCA stb.) szdma
3. Karkombinaciok szazalékos aranya:
n(karkombinaciék)

karkombinaciék (alternaciés index) % = [n(osszes karlatogatas — 2)] * 100

Tobbkaros utveszté teszt (Radial arm maze test - RAM)
A RAM teszt egy 8 karos utvesztd, jol meghatarozott
kozponti  régioval, mely alkalmas mind a
munkamemoria, mind a hosszu tavua (referencia)
memoria vizsgalatara (164,165). Az utvesztd
mindegyik karja 25 cm hosszq, 7,5 cm széles és 6 cm
magas, a kdzponti része 20 cm atmérdji. A kisérlet

soran 4 meghatarozott karba 4 db cukor pelletet

(jutalomfalatot) helyeztlink, melyek helye a kisérlet

13. abra: Radial arm maze

soran nem valtozott. A vizsgalat 4 napig tartott, a

mérési id6 pedig minden nap 5 perc volt az aréndban. Az elsé két napon az allatok
kondicionalasa tortént, ahol elsd nap az egér jutalomfalat nélkiil szabadon mozoghatott, mig a
masodik naptdl néhany kivalasztott karba jutalomfalatokat helyeztiink (2, 3, 5, 8-as karba). A
mérést a harmadik és a negyedik napon végeztiik. A vizsgalat ezeken a napokon mar csak addig
tartott, amig az allat mind a 4 cukros pelletet meg nem taldlta vagy le nem jart a mérés id6
(166). Az eredmények kiértékelése a negyedik napi mérésekbdl tortént.

A mérés soran a kovetkez6 paramétereket vizsgaltuk:
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1. Osszes karlatogatas szama
2. Ismételt karok szama (ha az allat ugyanazon mérés alatt a mar meglatogatott karba
ujra bement, amely jutalomfalatot tartalmazott)
3. Tévesztett karok szama (ha az allat azt a kart latogatta meg, amely nem tartalmazott
jutalomfalatot)
4. Megtalalt jutalomfalatok szama
5. A jutalomfalatok megtalaldsdhoz sziikséges id0 (az az idOtartam, mely alatt az allat
az Osszes jutalomfalatot megtalalta, vagy lejart a mérés ideje)
Az eredmények kiértékelésénél tobbféle szdmolast végziink:
A munkamemoéria jellemzésére az ismételt karok szamat osztjuk az Osszes karlatogatassal,
majd azt szorozzuk szazzal:

. ismételt karok szama
munkamemoria = — - —x 100
osszes karlatogatas

A hosszii tavi memoria vizsgidlatdhoz a tévesztett karok szamat osztjuk az Osszes
karlatogatassal, majd a kapott értéket szdzzal szorozzuk:

tévesztett karok szama
* 100

referencia memoria = — - -
osszes karlatogatas

Ertékeltiik a jutalomfalatok megtalalasanak atlagidejét, amely az allat lokomotoros aktivitasat
jelzi (167,168).

t (jutalomfalatok megtalilisa)

jutalomfalatok megtalalasanak atlagideje = 1 (megtalalt jutalomfalat)
Uj targy felismerési teszt (Novel object recognition test - NOR)

A NOR tesztet széles korben haszndljadk a felfedezd viselkedés és azokhoz kapcsolodo
emlékezési folyamatok vizsgalatara (169). A tesztet 40x40 cm alapteriiletii magas fald, feliil
nyitott dobozban (open field - OF) végeztiik, ami 20 egyenld részre van osztva. A kisérlet harom
napig tartott, melynek elsé napjan az allatokat 5 percen keresztiil szoktattuk és kozben
detektaltuk a spontdn lokomotoros aktivitdst és a szorongast (mozgassal toltott, illetve a
kozepén és a széleken toltott id6 mérésével) (63,170,171). A masodik napon két azonos, az
egérnél kisebb targyat helyeztiink az open field dobozba, és 5 percig hagytuk, hogy az egerek
megismerkedjenek a targyakkal. A harmadik, egyben utolsé napon (24 6ra mulva) az egyik
targyat egy masik, eltérd alaku €s szinli targyra cseréltiik és az allatokat 5 percig figyeltiik meg.
A kisérletben vizsgaltuk, hogy az egerek mennyi iddt toltenek az ismerds és az 0j targy

felfedezésével €s ezek aranyabol hataroztuk meg a rekognicios indexet (172), mely soran az uj

33



(ismeretlen) targy felfedezéséig eltelt id6t osztjuk az uj targy plusz a régi (ismert) targy
felfedezéséig eltelt id6vel, majd ezt szorozzuk szazzal:
)
[t(4)) + t(régi)]

!

14. abra: Open field doboz a Novel object recognition tesztben

100

3.2.3. Statisztikai modszer

Az 6sszes kisérleti elemzést a Noldus szamitogépes programmal végeztiink és az eredményeket
az EthoVision XT szoftver segitségével értékeltiik ki. A statisztikai kiértékelést faktorialis
ANOVA Tukey HSD post hoc teszttel végeztiik, valamint az adatok atlagait a standard hibakkal
egyiitt (SEM) abrazoltuk (n = 6-18 egér/csoport); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (életkor
szerint: id6s és fiatal allatok); # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 (nemek szerint: néstények
¢és himek); +p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 (genotipus szerint: KO vs. WT). A statisztikai

analizist Statistics programmal, az abrakat pedig GraphPad 8 programmal készitettiik.
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4. Eredmények

4.1. Neuroinflammaciés mechanizmusok szerepének vizsgilata a CRPS

passziv transzfer-trauma egérmodelljében

A fejezet alapjaul szolgalé kozlemények adatai:
Transfer of complex regional pain syndrome to mice via human autoantibodies is
mediated by interleukin-1-induced mechanisms
Helyes Zs, Tékus V, Szentes N, Pohéczky K, Botz B, Kiss T, Kemény A, Kornyei Zs, Toth
K, Lénart N, Abraham H, Pinteaux E, Francis S, Sensi S, Dénes A, and Goebel A
PNAS (2019), 116(26)13067-13076
doi.org/10.1073/pnas.1820168116

Discovery of novel targets in a CRPS mouse model by transcriptomics: TNF and
JAK - STAT pathway

Pohéczky K, Kun J, Szentes N, Aczel T, Urbdn P, Gyenesei A, Bolcskei K, Széke E, Sensi
S, Dénes A, Goebel A, Tékus V, Helyes Zs (bekiildott kézirat, 2021)

4.1.1. A CRPS IgG tartosan fennallo mechanikai hiperalgéziat okoz

A jobb labon, az incizi6 elétt mért kontroll mechanonociceptiv kiiszobértékek nem kiilonboztek
szignifikansan egymastol (8,65 + 0,08 fiziologias sooldattal, 8,69 + 0,09 egészséges IgG-vel és
8,60 = 0,07 CRPS IgG-vel kezelt csoportnal). A talp bemetszést kovetd napra 45-50%-0s
mechanonociceptiv kiiszobesokkenés alakult ki mindharom kezelési csoportban. A 1étrejovo
posztoperativ fajdalom enyhe, nem szignifikans mechanikai hiperalgézia formajaban a kisérlet
végéig fennmaradt a fizioldgias sooldattal és az egészséges IgG-vel kezelt allatokban. A CRPS
IgG adasa megnovelte a kialakult mechanikai hiperalgézia mértékét az egészséges IgG-vel
kezeltekhez képest, mely a kisérlet kés6i fazisaban tovabb fokozodott (15/A. abra), korrelalva
az 1gG-t ad6 pacienseknél tapasztalt tiinetekkel. A kontralateralis (intakt) labak esetében nem
volt mechanikai fajdalomkiiszob-csokkenés (Melléklet 1/A abra). A miitétet kvetd 1. napon
kortlbeliil 30%-0s térfogat novekedés alakult ki az érintett végtagon mindhdrom kezelési

csoportban (15/B abra). A kialakult 6déma mértéke a CRPS IgG-vel kezelt csoportban a
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kisérlet végéig szignifikansan nagyobb mértékii volt, mig az egészséges IgG ¢és a fiziologias
sooldattal kezelt csoportokban 1-2 napon beliil normalizalodott (15/B. abra).

A DRG-k traszkriptomikai elemzéséhez végzett mechanikai fajdalomkiiszob méréskor a sériilt
labak kontroll értékei az egészséges IgG és CRPS IgG-vel kezelt egerek esetében 7,27 + 0,20,
illetve 7,29 + 0,17 g volt. A CRPS IgG hatasat vizsgalva ebben az esetben is kialakult egy 45-
50%-0s mechanikai fajdalomkiiszob-csokkenés az incizid utani 5. nap, mig az intakt oldalon
nem volt kiilonbség a kontroll értékekhez képest (15/C abra). A CRPS IgG napi, ismételt adasa
szignifikansan fenntartotta a mechanonociceptiv kiiszob-csokkenést az egészséges IgG-vel
kezelt csoporthoz képest (4,81 + 0,23 g vs. 5,95 + 0,42 g) (15/C abra).

Az egerek sulya a miitét utdni idészakban néhany napig minimalisan csokkent a kiindulasi
értékhez képest, majd ezutan teljesen helyreallt. A csoportok kozott jelentds kiilonbségek nem

voltak (Melléklet 2. abra).
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15. abra: A CRPS betegekbdl és egészséges onkéntesekbol szarmazo szérum IgG i.p. injekciojanak
hatasa az incizio okozta mechanikai hiperalgéziara (A) és az egér hatso labanak duzzadasara (B).
A C abra mutatia a DRG-k transzkriptomikai elemzéséhez mért sériilt és intakt labak
mechanonociceptiv kiiszobértékeit a 0. és az 5. napon. Az egerek jobb hats6 talpan a 0. napon tortént a
bemetszés, koriilbeliil 6 o6raval az elsé 1gG injekcié adasa utan, majd az allatokat naponta kezeltiik. Az
A és B abrak harom hossza tava kisérlet sszesitett eredményeit mutatjak (10 vagy 13 naposak), és
mindegyik kiilonboz6 1gG-készitmény adasaval tortént (#2-4 -es paciens mintaival). A C abra esetében
egy beteg szérum IgG-készitményével (#3-as paciens mintaja) végeztilk a mérést (N = 6 egér/csoport).
Ketutas ANOVA Bonferroni tobbszorosen dsszehasonlito teszt, adatok atlaga + SEM; * p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p < 0,001 (CRPS 19G vs. Fiziologias sooldat); # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001
(CRPS IgG vs. Egészséges IgG), ++++ p < 0,0001 (vs. megfeleld ellenoldal).
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4.1.2. A CRPS IgG hatdsdra a korai fazisban né a neutrofil mieloperoxidaz
aktivitas

Az ICG eredetli fluoreszcencia, mely az érrendszeri kidramlést detektalja, nem mutatott
szignifikans novekedést az sériilt 1ab esetében egyik csoportban sem 2 nappal a talp bemetszés
utan. A sériilt 1ab esetében a CRPS IgG nem befolyésolta specifikusan a plazmafehérje
extravazaciot [fluoreszcencia intenzitas (fotonok/méasodperc/1 cm?/szteradian)/(mikrowatt/1
cm?): fiziologias sooldat: 1,52 x 10%+ 1,11 x 10%; egészséges IgG-vel kezelt: 1,42 x 10° + 1,54
x 108 CRPS IgG-vel kezelt: 1,70 x 10° + 2,2 x 108].

Az L-012 kemilumineszcencias in vivo képalkotas megnovekedett jelet csak a végtag trauma
hatasara mutatott. A neutrofil granulocita MPO aktivitas szignifikinsan megnovekedett a CRPS
IgG-vel kezelt allatok esetében a sériilt oldalon, 2 nappal a bemetszés utan a kontroll csoporttal
szemben. Az MPO aktivitas kiillonbsége a CRPS IgG ¢és az egészséges IgG csoport kozott a 6.
napra megszint, de intakt oldalhoz képest a 13. napon is jelentds kiilonbség volt (16/B abra).
A kiilonbozd IgG-készitmények kozott az MPO aktivitast illetden erds valtozékonysagot
tapasztaltunk (Melléklet 3. abra). A 2. vagy a 6. napon mért kemilumineszcencia nem korrelalt
sem a lab duzzadasanak mértékével, sem a 6. napon fellépd hiperalgéziaval. Az MPO aktivitas

valtozésa nem korrelalt egyik funkcionalis paraméter valtozasaval sem.

A B L-012 kemilumineszcencia
Egészséges CRPS - -
Fiz. s6 IgG I9G y SEERUSSES
g g =108 1 ellenoldali
c l = 75104
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N - s
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[2] [2] 1]

16. abra: Az in vivo lumineszcens képalkotas a gyulladas kialakulasat mutatja az egerek sériilt
hatsé talpan. Az L-012 anyag beadasa utan késziilt kemilumineszcencias in vivo felvételek az egerek
altatasa utan késziiltek a talpbor-izom incizidt kdvetd 2., 6. és 13. napon. A képeken a vords szin erds
kemilumineszcenciat jelez. A kemilumineszcencia intenzitasa (A) és a mennyiségi meghatarozasa (B)
szerepel az dbran. A CRPS ¢és egészséges 1gG készitményekkel végzett kisérletek Osszesitett eredményei
a harom id6pontban (a szérum készitmények szama zarojelben van feltiintetve). Egyutas ANOVA

Bonferroni tobbszéorosen osszehasonlito teszt; adatok dtlaga = SEM; Egészséges (egészséges 1gG-Vvel
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kezelt csoport), CRPS (CRPS 1gG-vel kezelt csoport); * p < 0,05; ** p < 0,01 (vs. megfeleld kontroll
csoport); # p < 0,05; ## p < 0,01 (vs. megfelelé ellenoldal); n = 6-18 egérl/csoport.

4.1.3. A CRPS IgG addsa minimdlisan befolydsolja a gyulladdsos paraméterek

szintjét a lab szoveteiben

Tobb kisérletsorozatbol (1-13 napig tarto kisérletekb6l) gytijtottiik ssze a hatso labak szoveteit
kiilonféle gyulladasos valtozasok értékelésére (allatok szama és az IgG készitmények:
Melléklet 1. tablazat). Korabbi eredményekhez hasonléan (25) az SP szintje ndtt a sériilt
labban a 6. napra a CRPS IgG-vel kezelt csoportban (17/A abra), mig a CGRP szintje nem
valtozott szignifikansan (17/B abra). A sériilt labak esetében ugyan szignifikansan fokozodott
a gyulladasos mediatorok szintje az intakt oldalhoz képest, azonban a kiilonbség az idd
elorehaladtaval fokozatos csokkent (17/C-F abra). A CRPS és egészséges 1gG-vel kezelt
csoportok kozott a gyulladasos mediatorok szintjeiben nem talaltunk kiilonbséget egyik
idopontban sem (17/C-F abra). Egyediil az MCP-1 esetében tapasztaltunk szignifikans
novekedést a CRPS IgG hatasara, de csak a 13. napon (17/E abra). Az incizi6 utan 13 nappal
a legtobb mediator mar nem volt kimutathat6 annak ellenére, hogy a hiperalgézia mértéke ekkor
volt a legmagasabb. A vérplazma mintakban nem volt szignifikans kiilonbség egyik citokin

koncentraci6 szintjében sem.
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17. abra: A human IgG hatisa a szenzoros neuropeptidek és a gyulladasos citokin

koncentraciokra. A SP (A) és CGRP (B) koncentraciéit radioimmunoassay modszerrel mértiik a le6lés
utan eltavolitott hatsé 1ab homogenizatumokbol. Az IL-6 (C), TNF-a (D), MCP-1 (E) és IL-1B (F)
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koncentraciodit pedig ugyanazokbol a mintakbol szarmaz6 multiplex mikrogydngy matrix technikaval
mértiik. Az adatok 1-3 kisérletbdl szarmaznak/idépont (a zardjelben vannak jelelve az x-tengely alatt a
kisérletek szama), melyeket kiilonb6z6 19G-készitményekkel végeztik. Egyutas ANOVA Bonferroni
tobbszordsen dsszehasonlito teszt;, adatok atlaga + SEM; Egészséges (egészséges IgG-vel kezelt
csoport), CRPS (CRPS 1gG-vel kezelt csoport); ** p < 0,01; *** p < 0,01 (vs. megfeleld kontroll
csoport); # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001 (vs. megfelels ellenoldal).

4.1.4. A CRPS IgG fokozza a mikroglia aktivaciot a kézponti idegrendszerben

A CRPS 1gG-vel kezelt csoportban szignifikans ndvekedést tapasztaltunk, mind az asztrocita,
mind a mikroglia aktivalt sejtek szamaban a fiziologias sooldattal és az egészséges 1gG-vel
kezelt csoportokhoz képest a gerincveld hatso szarvaban. Az asztrocitak szama a korai
idGszakban (3. és 6. nap), mig a mikroglia sejtszam pedig az egész kisérleti id6 alatt (13. napig)
fokozodott (18. abra). A modellben tehat atmeneti asztrocita és tartds mikroglia aktivaciot

figyeltiink meg.
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18. abra: A gliasejt aktivacio L4-L6 gerincvelé hatsé szarvaban. GFAP immunpozitivitast jelz6
asztrocitakat (A - C), és Ibal immunpozitivitast jelz6 mikroglia sejteket (G - 1) mutatjak az abrak a
fiziologias sooldattal (A, G), az egészséges IgG-vel (B, H) és a CRPS IgG-vel (C, 1) kezelt
csoportokban. Az abrakon a GFAP immunpozitivitast az incizi6 utani 6. napon, az Ibal
immunpozitivitast pedig a 13. napon mutatjuk be. Az asztrocita (D - F) és a mikroglia reaktivitas (J -
L) mennyiségi meghatarozasa a gerincveld L4-L6 hatso szarvaban (I-11 réteg) és a mélyebb rétegekben
a bemetszés utani 3, 6 és 13 nap. Mindegyik abra Gsszesitett eredményeket mutat két kisérletbdl és két
kiilonb6z6 1gG mintaval (#3, #4). Egyutas ANOVA Bonferroni tobbszordsen osszehasonlito teszt;
adatok atlaga + SEM; Egészséges (egészséges IgG-vel kezelt csoport), CRPS (CRPS IgG-vel kezelt
csoport); * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001 (vs. megfeleld kontroll csoport); # p <0,05; ## p <0,01;
##H# p <0,001 (vs. megfeleld ellenoldal); n = 6-7 egér/csoport.
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4.1.5. Neuroinflammdcioval kapcsolatos génexpresszios viltozasok CRPS 19G-

vel kezelt egerekben egészséges IgG kezeléshez viszonyitva

A hétérkép 125 DE gén csoportosulasat mutatja a CRPS és egészséges IgG-vel kezelt egerek
sériilt oldali DRG mintait 6sszehasonlitva. Az egészséges és CRPS IgG-vel kezelt mintak a két
csoportnak megfelelden, jol elkiiloniilten csoportosultak. 48 gén up-regulalodott és 77 gén
down-regulaldédott a CRPS IgG-vel kezelt DRG-mintakban (19. abra).

CRPS incizio vs. Egészséges incizio

~N

> | 48 gén up-regulalédott

I

>—| 77 gen down-regulalédott

. S

Egészséges CRPS
19. abra: A differencialtan expresszalt gének hotérkép abrazolasa a DRG mintakban. A mintakat
5 nappal a talpbér-izom incizi6 utan vettilk a CRPS IgG-vel vagy egészséges 1gG-vel kezelt egerekbdl.
Az abran a sorok a géneket, az oszlopok pedig az egyes allatokbdl vett DRG mintakat mutatjak (n = 5-
6 egér/csoport).

A 125 szignifikans DE gén koziil kivalasztottunk 12 up- és 12 down-regulalodott gént a p-érték
alapjan, melyek szerepet jatszhatnak a CRPS-ben, valamint meghataroztuk ezen gének altal

kodolt fehérjék sejten beliili lokalizaciojat és potencialis funkcioit (1. tablazat).
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1. tablazat: Tizenkét kivalasztott up-regulalodott (A) és tizenkét kivalasztott down-regulalédott

gén (B) az egér DRG mintakbdl, 5 nappal a talpbér-izom incizi6 utan. A DE gének a ,,fold change™:

(FC) érték és a p-értékek atlaga alapjan torténd rangsorolasa, a sejtek lokalizacidjaval és a tarsitott GO

adatbazis alapjan a megjelolt gének potencialis funkcidival.

4.1.6. A CRPS-ben szerepet jatszo lehetséges fobb mechanizmusok a DE gének

alapjan

A Ranked list enrichment/KEGG adatbazis magaba foglalta tobbek kozott a citokin-citokin

receptor kolcsonhatast, a GO adatbazis pedig a citokin aktivitast, a neuropeptid receptor és a

fesziiltség fiiggd csatorna aktivitast, valamint a leukocita kemotaxist, és még sok mas

folyamatot. A DE gének listaja/GO adatbazisba a peptidaz szabalyozas és a gyulladasos valasz

pozitiv szabalyozasa is a feltételezett mechanizmusok kozott volt (2. tablazat).

KEGG ID Ranked list enrichment /KEGG Annotdlt P érték
04060 citokin-citokin receptor kdlcsonhatas 182 5.80E-04
04020 kalcium jelatvitel 166 9.94E-03
GO.ID Ranked list enrichment/ Gén ontoldgia Annotdlt P érték

Molekularis funkcié

0005125 citokin aktivitas 131 3.05E-11

0001653 peptid receptor aktivitas 117 2.93E-10

0005201 extracellularis matrix szerkezeti alkotoeleme 130 7.13E-06

0030414 peptidaz inhibitor 134 7.55E-05

0008188 neuropeptid receptor aktivitas 35 1.31E-04

0004896 citokin receptor aktivitas 83 3.29E-04

0022832 fesziiltség-fiiggd csatorna aktivitas 181 3.29E-04

Biologiai folyamat

0035456 interferon-béta valasz 52 5.35E-06

0002819 adaptiv immunvalasz szabalyozésa 170 1.92E-05

0007218 neuropeptid jelatvitel 57 2.57E-05

0006959 humoralis immunitas 113 5.36E-05

0046631 alfa-béta T-sejt aktivacio 144 8.50E-05
0030595 leukocita kemotaxis 187 8.96E-05
GO.ID DE list enrichment / Gén ontolégia Annotilt | P értck

Szignifikdns
Molekularis funkcié
0061134 peptidaz szabalyozas 164/4 4.91E-03
0004540 ribonukledz aktivitas 95/3 7.35E-03
0038023 receptor jelatvitel 818/8 2.02E-02
0001067 szabalyozo régi6 nukleinsavkotése 848/8 2.45E-02
0004857 enzim gatlas 295/4 3.49E-02
Biologiai folyamat
0050729 gyulladésos valasz pozitiv szabalyozasa 120/5 1.00E-04
0006952 védelmi valasz 1194/13 5.80E-04
0002376 immunfolyamatok 2032/15 9.94E-03
0050900 leukocita migracio 306/6 1.20E-03
0002274 leukocita aktivacid 192/4 6.66E-03
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2. tablazat: A DE gének altal befolyasolt funkciok a Ranked/DE list enrichment analizisek alapjan.
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, GO: Gén Ontologia, ID: identifier of the respective
functional term (azonositd), Annotalt: annotalt detektalt gének szama, Annotalt/Szignifikans:

szignifikans DE gének szama.

4.1.7. A CRPS IgG neuroinflammadcios vdltozdasokat idéz; elé a DRG-ben,

amelyben a TNF és a JAK-STAT jelatvitel aktivaldsa kulcsszerepet jatszik

A transzkriptomikai vizsgalatban a TNF és a Janus kinaz-szignal transzducer és transzkripcid
aktivator (JAK-STAT) jelatviteli utvonalakat azonositottuk génexpresszios szinten CRPS 1gG-
vel kezelt egércsoport DRG mintait 6sszehasonlitva az egészséges IgG-vel kezeltekével. A TNF
géntermék aktivalja a TNFRS F1B-t, mely up-reguléalja a mitogén altal aktivalt protein-kinaz
kaszkddokat  neurotranszmitter  felszabadulast, f4jdalomreakciot ¢és  hiperalgéziat
eredményezve. Az 11-6-JAK1/2 szignal transzducer és transzkripciéo aktivator 3 (STAT3)
jelatviteli ut érintett volt. Aktivalédnak az IL-6 és az IL65T receptorok, tovabba pozitivan
szabalyozza a JAK1/2, tirozin-kinaz 2 (TYK2) és SRC Proto-Onkogén (SRC) géneket, amelyek
STAT3/1/5B aktivaciot eredményeztek. Ezen citokin jelatviteli kaszkadok soran a

prosztaglandin E2 felszabadulasa gyulladast és hiperalgéziat valt ki (20. abra).
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20. abra: JAK-STAT (A) és TNF (B) citokin jelatviteli kaszkad interakciés halozata a hatsé gyoki
ganglionok transzkriptomikai elemzése soran. IL6: Interleukin-6; ERBB2: Erb-B2 receptor tirozin-
kinaz 2; IL65T: Interleukin-65T, IL6R: Interleukin-6 receptor; SRC: SRC proto-onkogén, nem-
receptor-tirozin-kinaz; JAK1/2: Janus kinaz 1/2; TYK2: Tirozin-kinaz 2; PTN11: Fehérje-tirozin-
foszfataz 11. tipusu nem-receptor; GRB2: Novekedési faktor receptorral kotott fehérje 2; SOS: SOS
Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor 1; RAS: Patkdny szarkoma (géncsalad); RAF1: Raf-1
proto-onkogén, szerin/treonin kindz; MAPK: Mitogénnel aktivalt protein-kinaz (géncsalad); CEBPB:
CCAAT Enhancer Binding Protein Beta; STAT: Szignal transzducer és transzkripcié aktivator
(géncsalad); PTGER4: Prostaglandin E receptor 4; CXCL8: C-X-C motivum kemokin-ligandum 8;
IL2RA: Interleukin 2 receptor alfa alegység; PTGS2: Prosztaglandin-endoperoxid-szintaz 2; 1L21:
Interleukin 21; NOS3: Nitrogén-oxid-szintaz 3; TNF: Tumor nekrozis faktor; NGFR: Idegnovekedési
faktor receptor; TNFRS1B: TNF receptor szupercsalad tag 1B; TRADD: TNFRSF1A Associated Via
Death Domain; TAF: TNF-receptor-asszocialt faktor (géncsalad); NMDA-R: Glutamat-ionotrop
receptor NMDA-tipus (géncsalad); TRPV1: Tranziens receptor potencial vanilloid 1; SCN10A:
Natrium csatorna fehérje 10 alfa alegységgel; ANXA2: Annexin A2 (modositva az eredeti Pathway

Studio ™ elemzéssel).
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4.1.8. A TNF és JAK szignalizdcio gatliasa csokkenti a CRPS 1gG-vel kivaltott
mechanikai hiperalgézia-fokozoddst

Az érintett végtag atlagos mechanonociceptiv kontroll értékei: az egészséges I1gG csoportban
8,84 + 0,11 g, a CRPS IgG csoporthban 8,64 + 0,24 g, a CRPS + etanercept csoportban 8,41 +
0,24 g ¢és a CRPS + tofacitinib 8,14 + 0,28 g volt (21/A abra). Minden csoportban 37-49%
relativ mechanikai fajdalomkiiszob-csokkenést tapasztaltunk 1 nappal a talpbdr-izom incizid
utan. A kialakuld mechanikai hiperalgézia 49,38 + 6,67% volt a CRPS IgG-vel kezelt
csoportban, ami nagyrészt a kisérlet végéig fennmaradt. Az egészséges IgG-vel injektalt
egereknél szignifikdnsan alacsonyabb volt a mechanonociceptiv kiiszobérték-csokkenés
Osszehasonlitva a CRPS IgG kezelt egerekkel (15,39 + 7,31% vs. 38,81 + 4,08% a kisérlet 3.
napjan; 5,55 + 4,99% vs. 29,49 + 7,50% a kisérlet 7. napjan). A tofacitinib napi adasa
szignifikansan enyhitette a kialakuld6 mechanikai hiperalgéziat a 3. naptol kezdve a CRPS IgG-
vel kezelt csoporthoz képest (20,30 + 5,03% vs. 38,81 + 4,08% a kisérlet 3. napjan; 9,92 +
6,02% vs. 34,31 + 3,93% a kisérlet 4. napjan). Az egerek egy csoportja a CRPS IgG mellett
naponta etanercept kezelésben is részesiilt, melynek hatasara csokkent az érintett végtagok
mechanikai fajdalomkiiszob értéke, azonban ez a csokkenés csak a 7. napon volt szignifikans a
CRPS IgG-vel kezelt csoporthoz képest (7,81 + 7,50% vs. 29,49 + 7,50%).

Az incizi6 utani napra 27-35%-os labduzzadas alakult ki az érintett hatso végtagon mindegyik
csoport esetében, mely a kisérlet végére normalizalédott. A mechanikai hiperalgéziaval
ellentétben, a CRPS IgG kezelés nem befolyasolta az 6déma mértékét tekintve, hogy a mintat
szolgaltatd CRPS-ben szenvedé betegnél a mintavétel idején nem allt fent végtag duzzadas

(21/B abra).

A ’\? & Egészséges IgG B
) 10 ® CRPS IgG 40 _
© CRPS IgG + etanercept
g ) 35 & Egészséges IgG
o < 30 -+ CRPS IgG
© ] > CRPS IgG + etanercept
[ £ 25 * CRPS IgG + tofacitinib
]
= - 20 T
— e
2 2 15 by
= ) Z 10 p s
5" T 5 3
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21. abra: Az etanercept vagy tofacitinib kezelés hatiasa a mechanikai hiperalgéziara (A) és
labduzzadasra (B). CRPS vagy egészséges human IgG-t naponta i.p. adtunk az egereknek. CRPS 1gG
mellett naponta etanerceptettel (5 mg/kg i.p.) kezeltik az egereket, vagy tofacitinibbel (30 mg/kg
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subcutan) naponta kétszer az egész kisérleti periodus alatt. Kétutas ANOVA Bonferroni tébbszérosen
osszehasonlito teszt; adatok dtlaga + SEM; ** p < 0,01 (CRPS 1gG vs. Egészséges IgG); # p < 0,05
(CRPS 1gG vs. CRPS IgG + etanercept); + p < 0,05; ++ p < 0,01 (CRPS IgG vs. CRPS IgG +

tofacitinib); n = 6 egér/csoport.

4.1.9. A TNF és a JAK szignalizacio gatlisa csékkenti a CRPS IgG dltal
kivaltott neuroinflammadciot a fajdalommal kapcsolatos kozponti idegrendszeri
teriileteken

A GFAP immunaktivitas szignifikansan emelkedett a gerincveld hatso szarvaban, a PAG-ban
¢és az SSC-ben a CRPS IgG-vel kezelt csoportban az egészséges IgG-vel kezelt allatokhoz
képest 7 nappal a sériilés utan. Ez az emelkedés a gerincvelé hatsd szarvaban csokkent az
etanercept kezelés hatdsara, mig a tofacitinib kezelés nem befolyéasolta a GFAP pozitiv sejtek
szamat (22/A abra). A PAG-ban és az SSC-ben is csokkent sejtszamot figyeltiink meg az
etanercept ¢s a tofacitinib kezelés hatasara. Az SSC-ben a GFAP pozitivitas szignifikansan
magasabb volt a sériilt oldalon (22/B, C abra). Az Ibal fehérje expresszidjanak novekedését
detektaltuk a CRPS-el kezelt allatok esetében a gerincveld hatsd szarvaban, melyben az
etanercept kezelés enyhe csokkenést eredményezett. A tofacitinib azonban szignifikdnsan
csOkkentette az Ibal fehérje expresszidt mind a gerincveld sériilt, mind kontralateralis oldalon
(23/A abra). A PAG-ban a CRPS IgG hatasara megnovekedett Ibal immunpozitivitast az
etanercept és tofacitinib is sikeresen enyhitette. Az SSC-ben csak kismértékli volt az Ibal
immunreaktivitas novekedés a CRPS IgG kezelt csoportban €s sem az etanercept, sem a

tofacitinib nem volt képes csokkenteni az immunpozitivitast (23/B, C abra).
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22. abra: A GFAP immunpozitiv asztrocitak mennyiségi meghatarozasa (A - C) és a reprezentativ
mikroszkopos felvételei (D - G). Az abrak a GFAP denzitasat mutatjak (A - C) az L4-L6 gerincveld
hatso szarvanak I-11 lamellaiban (A), a lateralis periakveduktalis sziirkeallomanyban (L-PAG) (B) és az
SSC-ben (C) az incizid utani 7. napon. Egyutas ANOVA Bonferroni tobbszordsen osszehasonlito teszt;
adatok atlaga + SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (vs. megfeleld kontroll
csoport); # p < 0,05; ## p < 0,01; ## p < 0,001 (vs. megfeleld ellenoldal); n = 6-7 egér/csoport.
Reprezentativ képek: egészséges IgG-vel (D), CRPS IgG-vel (E), CRPS 1gG + etanercepttel (F) és
CRPS IgG + tofacitinibbel kezelt egerek (G) GFAP immunpozitiv asztrocitai az L-PAG-ban. A

skalasavok 100 um-t jelentenek, a nagyitasok 10-szeresek a féabrakon és 20-szorosak az inset-ekben.
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23. abra: Az Ibal immunpozitiv mikroglia mennyiségi meghatarozasa (A - C) és reprezentativ
mikroszkopos felvételei (D - G). Az abrak az Ibal denzitasat mutatjak (A - C) az L4-L6 gerincveld
hatsé szarvanak I-II lamellaiban (A), az L-PAG-ban (B) és az SSC-ben (C) az incizi6 utani 7. napon.
Egyutas ANOVA Bonferroni tobbszérdsen dsszehasonlito teszt; adatok datlaga + SEM; * p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001 (vs. megfeleld kontroll csoport); ## p < 0,01; ### p < 0,001
(vs. megfeleld ellenoldal); n = 6-7 egér/csoport. Reprezentativ képek: egészséges 1gG-vel (D), CRPS
IgG-vel (E), CRPS 1gG + etanercepttel (F) és CRPS IgG + tofacitinibbel kezelt egerek (G) Ibal
immunpozitiv mikroglia az L-PAG-ban. A skalasavok 100 um-t jelentenek, a nagyitasok 10-szeresek a

féabrakon és 20-szorosak az inset-ekben.

4.1.10. Az IL-1 receptor blokkolis megelozi és csokkenti a CRPS-hez
kapcsolodo hiperalgéziat és gliozist

Vizsgaltuk a gliikkokortikoid, a prednizolon és az interleukin-1 receptor antagonista (anakinra)
hatasait a CRPS IgG altal kivaltott tiinetekre ¢és a gyulladdsos valtozdsokra. Egyes
kisérletsorozatok alkalméaval a CRPS IgG napi addsa mellett prednizolon (4 mg/kg) vagy
anakinra (10 mg/kg) kezelést is alkalmaztunk. A 0. napon (a talp bemetszés elétt 5 oraval),
majd ezutdn az egész kisérlet alatt naponta kezeltiik az egereket a prednizolonnal vagy
anakinraval (0,1 ml/10 g). A mitét utan egy nappal a mechanikai hiperalgézia egyforman
kialakult minden csoportban (24/A, B abra). A 2. és 3. napon a gliikkokortikoid kezelés
atmenetileg csokkentette a CRPS IgG altal kivaltott mechanikai hiperalgéziat, de ez a hatas a
7. napra mar nem volt kimutathato (24/A abra). Az anakinra kezelés azonban megakadalyozta
a CRPS IgG hatasanak kialakulasat a kisérleti id6 alatt (24/B abra) és szinte teljesen
megforditotta a gliasejtek aktivalédasat a gerincveld hatsd szarvaban a kisérlet 6. napjara a
sériilt oldalon (24/D, E abra). A predenizolon kezelés azonban nem okozott ilyen valtozasokat.
A periférias mediatorok szintjét vizsgalva az anakinra a 3. napon jelentdsen csokkentette a 1ab
szovetében az MCP-1 szintjét, azonban mas kiilonbség nem volt a két kezelés tekintetében.
Ezenkiviil az anakinra késleltetett beadasa (8. naptol kezdve adva) csokkentette a CRPS IgG
hatasara kialakult mechanikai hiperalgéziat (24/C abra), és az ezzel jaro fokozott mikroglia

aktivaciot is a hatso szarvban a kisérlet 13. napjara (24/F abra).
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24. abra: Profilaktikus prednizolon vagy anakinra, valamint a késéi anakinra kezelések hatasa a
CRPS 1gG-vel kivaltott mechanikai hiperalgéziara és az L4-6 gerincveléo hatso szarvi glia
aktivaciora. Mechanikai hiperalgézia a kisérleti csoportokban (fiziologias sooldat, az egészséges IgG,
a CRPS IgG), valamint a beteg 1gG mellett minden nap i.p. prednizolon (4 mg/kg) vagy anakinra (10
mg/kg) kezelés 0. és 6. nap kozott (A, B). Ugyanezen egerek gliasejtjeinek aktivalodasat (D, E) mutatjak
az abrak a gerincvel$ hatsé szarvaban (6. napon): GFAP - asztrocita (D) és Ibal - mikroglia (E). Az
eredmények a kapott atlagértékeket mutatjak. Az abrak négy kisérlet eredményeinek az 6sszevonasaval
kesziiltek a fiziologias sooldat, az egészséges IgG és a CRPS IgG csoportokban. A 8. napon kezd6do
késdi anakinra kezelés (C, F): mechanikai hiperalgézia (C) és a gerincveld hatsé szarv mikroglia
sejtjeinek szama (F) a 13. napon. Mechanikai hiperalgézia statisztikai adatai (A-C). Kétutas ANOVA
Bonferroni tobbszordsen dsszehasonlito teszt; adatok atlaga = SEM; Egészséges 19G (egészséges IgG-
vel kezelt csoport), CRPS IgG (CRPS 1gG-vel kezelt csoport); ** p < 0,01; *** p < 0,001 (CRPS IgG
vs. Fiziologias sooldat); #p < 0,05; ## p < 0,01; ##p < 0,001 (CRPS IgG vs. Egészséges IgG); +++
p < 0,001 (CRPS IgG vs. CRPS IgG + anakinra). Gliasejt szdmok statisztikai adatai (D-F): Egyutas
ANOVA Bonferroni tobbszordsen dsszehasonlito teszt, adatok datlaga = SEM; Egészséges (egészséges
1gG-vel kezelt csoport), CRPS (CRPS IgG-vel kezelt csoport); * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
(vs. megfelels kontroll csoport); #p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001 (vs. megfeleld ellenoldal).
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4.1.11. A mikroglia szelektiv |L- 1§ delécidja enyhiti, mig a teljes IL-1af kiiitése
kivédi a CRPS kialakulasat

A CRPS IgG megnovekedett gliaaktivaciot eredményezett a hatso szarvban anélkiil, hogy 1ab
szovetébol mért IL-1 szintje novekedett volna. Az IL-1 blokkolasa pedig megakadalyozta a
CRPS tiineteinek kialakulasat, ezért megvizsgaltuk, hogy a glia IL-1 fokozott termelése a hatso
szarvban 6sszefiiggésben van e a CRPS kialakulasaval.

Az immunfluoreszcencias mérés soran csak a CRPS csoportban volt megnovekedett mikroglia
IL-1B termelés az L4/L5 gerincvelé hatsé szarvaban (25/A abra), az IL-la nem volt
kimutathatd. Megvizsgaltuk, hogy a CRPS soran kialakult tiineteket megvaltoztatja-e az IL-1
génkiiités. A CRPS IgG-t kapott IL-lap KO egerck esetében csak enyhe mechanikai
hiperalgézia alakult ki, valamint az incizi6 utan is kevésbé tapasztaltuk a 1ab duzzadasat az
egészséges IgG-vel kezeltekhez képest (25/B, C abra).

IL-/p flox-olt (fl/fl) egereket annak megallapitasara hoztuk létre, hogy a megndvekedett
mikroglia IL-1p hatassal van e a CRPS soran kialakult fokozott mechanikai hiperalgéziara. A
mikroglia IL-14 eliminacidja szignifikansan csokkentette a mechanikai hiperalgéziat és a talp
0démat a CRPS IgG-vel kezelt egerek esetében, bar ez a hatés kisebb volt, mint az IL-/af KO
egerekben (25/B, C abra). Az Ibal aktivacioja csokkent az IL-/aff KO egerekben, de a
mikroglia IL-7 KO-k esetében nem valtozott a CRPS IgG hatasara (25/D abra). Mindez arra
utal, hogy mig a mikroglia IL-// sejtek fontos részei a tartés fajdalomhoz kapcsolodd kronikus
neuroinflammacionak, addig mas IL-1B-termelé sejtek vagy az IL-la altal kozvetitett
folyamatok is hozzajarulhatnak a CRPS tilineteihez. (Az egereket biztositotta a kisérletekhez:
Dr. Dénes Adam, Kisérleti Orvostudomanyi  Kutatointézet MTA, Molekuladris

Neuroendokrinolégia Kutatocsoport, Budapest)
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25. abra: Az IL-Igf vagy a mikroglia eredetii IL-1f delécidja teljesen vagy részben
megakadalyozta a CRPS IgG altal kivaltott tiinetek kialakulasat az egerekben. A P2Y12 (egy
specifikus mikroglia marker) (173) elleni immunfestéssel azonositott mikroglia populacidé aktivalt
sejtmorfologiat és IL-1p immunpozitivitast mutatott az L4 - L5 gerincveld mély rétegében a 7. napon
(A). (Méretarany: 50 um.) Az IL-/off KO egerek teljesen, mig az M-IL-1f KO egerek részben
akadalyoztak meg a CRPS IgG altal kivaltott tiinetek kialakulasat (B, C): hiperalgézia (B) és talp 6déma
(C). Szignifikancia a B és C dbrdk esetében: Kétutas ANOVA Bonferroni tobbszorosen dsszehasonlito
teszt; adatok dtlaga + SEM; *** p < 0,001; **** p < 0,000/ (CRPS IgG WT vs. Egészséges IgG WT);
### p < 0,0001 (CRPS 1gG M-IL-18 KO vs. CRPS IgG WT); ++p < 0,01; +++ p < 0,001 (CRPS IgG
IL-1af KO vs. CRPS IgG M-IL-18 KO); n = 8-26 egér/csoport.

A CRPS IgG altal kivaltott mikroglia aktivacié megsziinik az IL-/af KO-ban, azonban a M-IL-/5 KO
egerekben nem (D). Az adatokat két kisérletbdl és kiilonféle CRPS IgG készitményekbdl vannak
Osszesitve. Szignifikancia a D dbra esetében: Egyutas ANOVA Bonferroni t6bbszordsen dsszehasonlito
teszt; adatok atlaga + SEM; Egészséges (egészséges IgG-vel kezelt csoport), CRPS (CRPS IgG-vel kezelt
csoport); ** p < 0,01; *** p < 0,001 (vs. megfeleld kontroll csoport); # p <0,05; ### p <0,001 (vs.
megfeleld ellenoldal); n = 6-15 egér/csoport. (Az immunfluoreszcencias mérést végezte és az A abrat
készitette: Dr. Dénes Adam és kutatécsoportia, Kisérleti Orvostudomdnyi Kutatdintézet MTA,

Molekularis Neuroendokrinoldgia Kutatécsoport, Budapest)
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4.2. A szomatosztatin 4 receptor szerepének vizsgalata tanulas és memoria

egérmodelljeiben

A fejezet alapjaul szolgalé kozlemény adatai:
Exploratory and locomotor activity, learning and memory functions in
somatostatin receptor subtype 4 gene-deficient mice in relation to aging and sex
Szentes N, Tékus V, Mohos V, Borbély E, Helyes Zs
GeroScience (2019) 41:631-641
doi: 10.1007/s11357-019-00059-1.

4.2.1. Az Sstrd génhidny nincs hatdssal a térbeli memoridara, amely az életkorral

csokken

Az Y-utvesztOben a fiatal him és ndstény, WT ¢és Sstrd KO egerek szignifikansan tobb kart
latogattak meg, mint idésebb tarsaik. A 17 honapos WT ndstények esetében csokkent az j
utkeresé magatartas a KO és a him tarsaikhoz képest. A kar-kombinaciok vizsgalataban nem
volt szignifikans kiilonbség az ¢letkor, a nem és az SST4 receptor hianya szempontjabol (26.
abra). Az SST4 receptor hianya tehat nem valtoztatta meg az egerek viselkedését egyik

csoportban sem.

57


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szentes%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30903571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%A9kus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30903571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30903571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borb%C3%A9ly%20%C3%89%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30903571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helyes%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30903571

>
w0

25 100
£
.ﬁ 20' § 80
x )
© £
- ) ) v ... ...
- 0
=1
© 10/ 2
= E 40
S S
h—1 —
w51
- < 20
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO 0 WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Him  Néstény Him N&steny  Him Néstény Him  Néstény  Him Nésteny  Him Néstény
|3 hénaposl |12 hénaposl |17 hénaposl |3 hénaposl |12 hénaposl |17 honapos

3 honapos 12 honapos 17 honapos

cre

megfeleldiket 6sszehasonlitva harom kiilonb6z6 korban (3, 12, 17 hénapos). Reprezentativ hétérkép a
him KO egerek vizsgalatarol harom kiilonboz6 korcsoportban (C). Faktoridlis ANOVA Tukey HSD post
hoc teszt,; adatok atlaga = SEM; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 (vs. kor); # p < 0,05 (vs. nem);
n = 6-18 egér/csoport.

4.2.2. Az Sstrd génhiany és az oregedés rontja a ndstény egerek felfedezd

aktivitasat, amely korlatozza a munkamemdoria megitélését

A RAM teszthen a fiatal Sstr4 KO néstény egerek latogattak, ismételtek és tévesztettek
szignifikdnsan kevesebb kart, mint a WT tarsaik. Megfigyelhetd volt a nemek kozti kiilonbség
a fiatal egerekben, a ndstények ismételtek szignifikansan tobb kart, és tobb kart is latogattak,
mint a himek, bar ez a paraméter nem volt statisztikailag szignifikans. A fiatal him és ndstény
WT egerek latogattak, ismételtek és tévesztettek tobb kart, és tobb jutalomfalatot talaltak meg,
mint az idGsebb tarsaik (27. abra).
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27. abra: A latogatott karok szama (A) és a megtalalt jutalomfalatok szama (B) a RAM tesztben.
Reprezentativ hétérkép a ndstény WT egerek vizsgalatar6l harom kiilonb6zé korcsoportban (C).
Faktorialis ANOVA Tukey HSD post hoc teszt; adatok atlaga = SEM; * p < 0,05; ** p <0,01; ***p <
0,001 (vs. kor); # p < 0,05 (vs. nem); n = 6-18 egér/csoport.

Meglepd mdédon mind az dregedés, mind az SST4 receptor hidnya szignifikansan javitotta a
ndstények munkamemoridjat, a him egerek esetében azonban nem. Ugyanakkor a fiatalok
munkamemoriaja rosszabb volt, mint az idGsebb tarsaiké. Az idés WT him egerek referencia
memoridja, mig a fiatalok munkamemoridja javult szemben a korban megegyezd ndstény

kontrollok funkcidjaval (28. abra).
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28. abra: A munka (A) és a referencia memoria (B) funkciok. Faktoridlis ANOVA Tukey HSD post

hoc teszt; adatok atlaga + SEM; *** p < 0,001 (vs. kor); # p < 0,05 (vs. nem); + p < 0,05 (vs. gén); n =

6-18 egér/csoport.

4.2.3. Az oregedéssel csokken a spontin lokomotoros aktivitas és novekszik a

szorongasi Szint mindkét nemben és genotipusban

Az OF tesztben 12 és 17 honapos egerek mindkét nem és genotipus esetében szignifikansan

kevesebbet mozogtak az 5 perces mérés soran, és kevesebb 1d6t toltottek a doboz kézepén. A

fiatal WT csoportban a ndstények szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek az OF doboz kdzepén és

kevesebbet a periférian, mint a velikk megegyez6 kort himek (29. abra).
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29. abra: A mozgassal toltott idé (A), a megtett tavolsag (B) és az OF doboz kiozepén toltott ido

(C). Faktorialis ANOVA Tukey HSD post hoc teszt, adatok datlaga + SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; ***

p < 0,001 (vs. kor); # p < 0,05 (vs. nem); n = 6-18 egér/csoport.
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4.2.4. Csokken a felfedezd viselkedés az Sstr4d génhidanyos fiatal és oreg

egerekben

A NOR tesztben a fiatal him Sstr4 KO egerek szignifikansan kevesebb id6t toltottek, mind az
ismerds, mind az 0j targyak felfedezésével, mint a WT tarsaik. A fiatal himek pedig
szignifikansan tobbet érdeklddtek a targyak felfedezése irant, mint a ndstény €s idésebb tarsaik.
Az 12 és 17 honapos egerek nemtdl és genotipustol fiiggetleniil kevésbé voltak érdekléddek
(30/A-D abra). A rekognicios index az ismer6s és az uj targy felfedezésének aranyat mutatta
meg. A kapott eredmények alapjan a memoria funkcié egyik csoportban sem mutatott

kiilonbséget (30/E abra).
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30. abra: A targyak felfedezése a NOR tesztben. A két azonos targy (Targy 1, Targy 2) felfedezésével
toltott id6 (sec) (A, B), valamint az ismerés (Targy 1) és az Gj targy (Targy 3) felfedezésével toltott id6
(sec) (C, D). A rekognicids index (E) értéke az 1j, ismeretlen targy felfedezéséig eltelt idé (TN - novel
time) és az uj targy (TN) plusz a régi, ismert targy (TF - familiar time) felfedezésével toltott ido
hanyadosa szazalékos aranyban. A reprezentativ h6térkép a him WT egerek esetében harom kiilonb6zo
korcsoportban (F). Faktorialis ANOVA Tukey HSD post hoc teszt; adatok atlaga + SEM; *** p < 0,001
(vs. kor); ## p < 0,01; ### p < 0,001 (vs. nem); + p < 0,05 (vs. gén); n = 6-18 egér/csoport.
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5. Megbeszélés

A munkam soran bemutatasra keriilt egy passziv transzfer-trauma egérmodell, melyen keresztiil
vizsgaltuk a CRPS-ben szenvedd betegekbdl nyert szérum IgG hatasat egerek naponta torténd
kezelésével. Modelliinkben igazoltuk, hogy az egerekben kivaltott tiinetek korrelaltak a CRPS-
ben szenvedd betegek tiineteivel. A mechanikai hiperalgézia az inciziot kovetden végig
fennmaradt a kisérleti idoszak alatt a CRPS IgG hatasara, azonban a kialakult 6déma idével
megsziint. Az eredményeink alatamasztjdk a modell transzlacids jelentdségét és a betegség
kialakulasaban szerepet jatszo autoimmun mechanizmusok fontossagat (14,25,26). Az egér
labak homogenizatumaibol mért gyulladasos citokin és szenzoros neuropeptid szintek nem
mutattak szignifikans eltérést. A kialakult gyulladas mértéke nem korrelalt a CRPS IgG altal
kivaltott hiperalgézia novekedéssel. A korai idészakban a SP-termelédése megndtt, mely
Osszhangban allt a CRPS paciensek esetében mért eredményekkel (11), valamint az
egérkisérletek soran kapott korabbi eredményeinkkel (25). Modelliinkben az egerek intakt
labain mért értékek nem mutattak eltérést, hasonléan ahhoz, hogy a human paciensek koriilbeliil
90% -anal is csak a sériilt végtagban jelentkeztek a tiinetek (174). A keringd patogén IgG
antitestek betegségben betoltott szerepének pontos meghatarozasa nem tisztazott. A
neuropatidban szenvedd betegek esetében nagyon fontos a gyulladds mechanizmusok
feltérképezése és az immunterapia korai megkezdése, mely a neurolodgiai tiinetek javulasahoz
vezet (175). A gyulladasos mechanizmusok jelentéségét tamasztjak ala az in vivo képalkotas
soran kapott eredményeink is. Az MPO aktivitas eltéréen fokozodott a kiilonb6z6 CRPS IgG
készitményekkel kezelt egerekben, azonban ezen eredmények nem korrelaltak az ugyanezen
allatokban mért novekvé hiperalgéziaval ¢és Odémaval, viszont osszefiiggtek a CRPS
pacienseknél tapasztalt tiinetekkel (végtagok duzzadasa, szinelvaltozasa,

homérsékletvaltozasa) (176).
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3. tablazat: CRPS passziv transzfer-trauma egérmodelliinkben kivaltott tiinetek

A CRPS IgG adas mellett szintetikus gliikokortikoid kezelést is alkalmaztunk nagy dozisu
prednizolonnal a gyulladas csokkentésére és a fajdalom enyhitésére. A szisztémas
gliikokortikoidok potencialisan hatékonynak bizonyultak a nagyon korai CRPS-ben (57).
Eredményeink arra utalnak, hogy a prednizolon atmenetileg megallitotta az autoantitest-fliggd
szenzibilizacid folyamatat, de a betegség progressziojat nem lassitotta. Mivel nem talaltunk
eltérést a gyulladdsos citokin és szenzoros neuropeptid szintek kozott, és az alkalmazott
prednizolon kezelés sem bizonyult hatasosnak, a betegség lefolyasaban feltételezhetéen nem a
mechanizmusok domindlnak. A centralis szenzitizacios

periférids  szenzitizacids

mechanizmusok feltérképezéséhez immunhisztokémiaval vizsgaltuk a glia aktivaciod szerepét a

64



gerincvel6ben és a fajdalommal kapcsolatos agyi teriileteken. A CRPS 1gG mikroglia és
asztrocita aktivacio novekedést valtott ki a gerincveld hatsé szarvaban, szemben a kontroll
csoporttal, mely eredmény az egerekbe atvitt IgG erételjes kozponti idegrendszeri hatasat
feltételezi. A glia aktivalodasa valoszinlileg egyes mediatorok felszabadulasat eredményezi,
mint az IL-1pB, TNF-a vagy agyi eredetli neurotrofikus faktor (177,178).

A CRPS transzkriptomikai vizsgalata soran azonositottuk a neuroinflammaciéval és a citokin
szignalizacioval kapcsolatos lehetséges 6 patofiziologiai ttvonalakat a DRG-kben. A DRG
primer szenzoros neuronjai  (34,35) kulcsfontossaguak a CRPS  szenzitizacios és
neuroinflammacios folyamataiban (34), melyek mechanikus, termikus és kémiai ingerek
hatasara aktivalodnak (179). Az RNS szekvenalast széles korben alkalmazzak a szenzoros
ganglionok és a gerincveld hats6 szarvanak transzkriptomikai elemzésére ragcsalod
kisérletekben (34,39,180-183), valamint emberi mintakon is (184), mely a fajdalom
modellekben hasznos, 0j informaciokat nytjthat. A kisérletiinkben a transzkriptomikai elemzés
soran 125 DE gént azonositottunk, melyek foleg gyulladasos, immun- és/vagy
szignaltranszdukcios folyamatokhoz jarulnak hozza, valamint a molekularis és sejtes
funkcioiknak tovabbi elemzése feltarta a citokin aktivacid potencialis szerepét is, példaul a
JAK-STAT és a TNF jelatviteli utvonalakat. A TNF-a és az IL-6 aktivaciojat kimutattak CRPS-
betegek periférias vérsejtjeiben az L4 DRG stimulacidja utan (185). Az érintett biologiai
folyamatok és molekularis funkciok (pl. citokin aktivitas, peptidaz szabalyozas és a gyulladasos
valasz pozitiv szabalyozasa) alapjan a KEGG és GO adatbazisok elemzései a neuroinflammacio
szerepét feltételezték a CRPS modelliinkben, mely eredmények egybeesnek azokkal a
neuropatias fajdalomrodl szold korabbi vizsgalatokkal, melyeket a CPIP patkany modellben
talaltak (34,39). Tovabba a GO adatbazisban még a leukocita migraciot és az endopeptidaz
aktvitast talaltuk, mint biologiai és molekularis folyamatok, melyek szintén hasonloak voltak a
patkanymodellben leirtakkal. A CPIP modellben a KEGG elemzése tovabbi metabolikus utak
feltérképezését  eredményezte, melyek foleg immun- vagy autoimmun-eredeti
patofiziologiaval tarsultak (34). Megallapitottuk, hogy a TNF receptor szupercsaladnak a
fehérjét kodold Cd27 génje up-regulalodott, melyrdl expresszalodo receptor szerepét leirtak a
T-sejt fliggd immunitasban és neuroinflammacioban (186,187). Ezen utvonalak potencialis
megcélzasa enyhitheti a CRPS soran kialakult tiineteket (34,39).

Bizonyitottuk a TNF tutvonal funkcionalis relevanciajat azaltal, hogy a szolubilis TNF
receptor etanercept (188) megsziintette a CRPS IgG altal kivaltott hiperalgéziat és
neuroinflammaciot. Az elmult években szamos klinikai vizsgélatban kimutattak az etanercept

hatékonysagat reumatoid artritiszben (189), valamint allatkisérletekben mas gyulladasos
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folyamatokban is (190), mint a szagloszervi gyulladas (191), a japan enkefalitisz (192), a
gerincveld sériilés (193) és a szisztémas lupus erithematozus (194). A kapott eredményinket
alatamasztja szamos jabb adat is, mely a neuroinflammacio szerepét feltételezi a CRPS-el
kapcsolatos fajdalom kialakulasaban (34,195,196). Az etanercept kompetitiv mdédon gatolja a
TNF kot6dését a sejtmembranban 1évo receptorokhoz, ezaltal megakadalyozza a gyulladasos
kaszkadot (197,198) a mitogén-aktivalt protein-kinaz szignalizacié utjan. Immunhisztokémiai
kiértékelés soran az etanercept szignifikansan csokkentette a Ibal pozitiv mikroglia és a GFAP-
t expresszalo asztrocita sejtek aktivitasanak novekedését a fajdalommal kapcsolatos régiokban,
mint a gerincveld hatsé szarvaban, a PAG-ban és az SSC-ben. Korabban bizonyitottak, hogy
az etanercept csokkenti az asztrocita és mikroglia aktivaciot és egyes gyulladasos mediatorok,
mint a TNF-a, az IL-1p és az IL-6 szintjét agysériilt patkanyokban (199). Egér
agyveldgyulladasban pedig csokkentette a neuroinflammaciét és a mortalitast azaltal, hogy
gatolta a gliasejtek aktivaciojat és az idegsejtek karosodasat (192). Az adalimumab egy anti-
TNF-o. monoklonalis antitest, amely enyhitette az CRPS I-ben szenvedé betegeknél a
mechanikai hiperalgéziat, ezaltal a TNF-a bizonyitottan részt vesz ebben fajdalomallapotban
(200).

A masik feltételezett szignalizacios ttvonal, a JAK-STAT jelatviteli ut kritikus szerepet
jatszik a gyulladasos- és immunfolyamatokban. Tofacitinib okozta gatlas megakadalyozza a
STATS foszforilaciojat és aktivalodasat (201). Potencialis terapiaként alkalmaztak reumatoid
artritisz, pikkelysomor, foltos hajhullas, atopias dermatitisz é¢s Bechterew-kor kezelésére (202—
204). Egér kisérletekben is vizsgaltak hatasossagat szamos betegség esetében, mint a reumatoid
artritisz (205), a lisztérzékenység (206), az autoimmun limfoproliferativ szindroma (207) és a
tuberkulozis (208) esetében. Kisérleteinkben a szisztémas tofacitinib adasa megakadalyozta a
CRPS IgG altal kivaltott hiperalgéziat és neuroinflammaciot, melyet bizonyit a csokkent
asztrocita és mikroglia aktivacio a gerincveld hatso szarvaban és a PAG-ban. A JAK-utvonalon
keresztiili jelatvitel egy asztrocita-specifikus fajdalomut, mely véltozatos koriilmények kozott
aktivalhatd. Hasonldan a mi eredményeinkhez, Tian és munkatarsai egy masik JAK inhibitor
(SP600125) intratekalis adasaval enyhitették a fellépd allodiniat CPIP-indukalt CRPS egér
modelljében (209).

A gyulladasos citokinek koztiik az IL-1 is szerepet jatszik mind a helyi, mind a szisztémas
gyulladasban, valamint immunfolyamatokban (177,210). Az IL-1 altal medialt folyamatok
részt vesznek az idegsejtek, a mikroglia és az asztrocita sejtek aktivaciés mechanizmusaiban,
azaz a neuroinflammaci6 kialakulasaban (211,212). Az IL-1 expresszi6 megcélzasa, valamint

IL-1 blokkolasa megfeleld terapias lehetdség az akut és kronikus gyulladdsos betegségek,
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valamint a stroke kezelésében (213-215). A CRPS modelliinkben az IL-1 antagonista
anakinra kezelés megakadalyozta a CRPS tiineteinek kialakulasat. A késdi idépontban
megkezdett anakinra kezelés -ekkor feltételezhetéen a sériilés altal indukalt periférias
gyulladasos valaszok mar lezajlottak- is hatékonynak bizonyult a CRPS tiineteinek
csokkentésére. A gerincveld hatso szarv gliasejtjeinek fokozott aktivaciojat az anakinra kezelés
teljesen visszaforditotta a CRPS 1gG-vel kezelt csoportban.

A mikroglia IL-1B funkcionalis szerepének feltérképezése soran, a CRPS IgG kezelés hatasara
a génhianyos egerekben csak enyhe mechanikai hiperalgézia csokkenés és mérsékelt duzzadas
alakult ki. Az IL-/af KO és a mikroglia IL-15 KO egerek esetében is alacsonyabb mechanikai
hiperalgézia alakult ki a CRPS IgG hatasara, valamint az IL-/af KO egerek gerincvel6 hatso
szarvaban csokkent a gliasejtek aktivacidja. Az eredményeink a mikroglia IL-1pB jelentds
szerepét mutatjak a CRPS-ben, de az IL-1a részvéte is feltételezheto (211).

A kisérleteink soran alkalmazott gyulladascsokkent6 beavatkozasok hatékonyak voltak a CRPS

kezelésére, megakadalyozva a betegségre jellemz0 tiinetek kialakulasat.

A szomatosztatin 4 receptor szerepének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az SSTs
receptor csak fiatal egerek esetében vett részt a lokomotoros aktivitisban és a felfedezo
magatartasban, az 6regedés nem befolyasolta a viselkedést. Azonban, mind az éregedés, mind
pedig a nemi kiilonbségek fontos tényezdi a viselkedési paramétereknek, melyekre jelentds
figyelmet kell forditani, ugyanis befolyasolhatjak az egyes vizsgalatok kimenetelét. Ragcsalok
Sstrd expresszios vizsgalatai soran kimutattak, hogy jelen van a viselkedéssel és memoriaval
kapcsolatos agyteriileteken, mint a hippokampuszban és a striatumban (99-102). Fontos gatlo
funkciéval rendelkezik szamos €lettani és patofizioldgiai folyamatban, mint az érzékelés, a
mozgas és motoros koordinacio (68,164), valamint a stressz, a tanulasi tevékenységek (69),
hangulatszabalyozas (70,71), a kognitiv teljesitmény és a neurodegeneracié (72), melyeket
allatmodellekben is igazoltak. A jelen eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy az SST4
hianya csak a fiatal egerek esetében befolydsolta a lokomotoros aktivitast és a felfedezd
viselkedést. A fiatal ndstény KO egerek szignifikansan kevesebb kart latogattak, ismételtek és
tévesztettek a RAM tesztben, mint a WT kontrolljaik. A fiatal Sstr4 KO himek csokkent
exploracios magatartast mutattak a NOR tesztben, Gsszehasonlitva a WT egerekkel. Mivel
korabbi kisérleteinkben a KO egerek szorongas és depresszio szerii viselkedését irtuk le (63), e
hangulatszabalyozasi tényezok is befolyasolhatjak az altalunk végzett kognitiv tesztjeink
eredményeit. Patkany kisérletekben kimutattak, hogy a targyfelismerd tesztekben vizsgalt

memoriafunkciokban szamos agyi régio, példaul a hippokampusz, valamint peririnalis és
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medialis prefrontalis kéreg funkcionalis kolcsonhatasa jatszik szerepet (216,217). Egerek
labirintus tesztekben vizsgalt térbeli memoria funkcioiban a prefrontalis és az eliilsé cingularis
kéreg szerepét azonositottak (218). Egerek mozgas koordinacidjaban szintén kimutattak a
hippokampusz aktivaciojanak szerepét a Rotarod tesztben (219).

Az oregedés és a nemi kiilonbségek is jelentds hatassal vannak az allatkisérletekben a
viselkedési paraméterekre (220), ezért vizsgaltuk ezen tényezOk szerepét. Az open field teszt
(170) és az Y-maze teszt alkalmas a spontan lokomotoros aktivitas, a felfedez6 viselkedés és a
szorongas szintjének meghatarozasara (135). Az utdbbi tesztben a kar kombinacid
meghatarozasa a munkamemoria funkciéra utal, mert az allatnak emlékeznie kell arra a két
karra, amit mar kordbban meglatogatott, hogy ezaltal legyen lehetdsége egy 1ij alternativa
valasztasara (221). Vizsgalatainkban a lokomotoros aktivitas, a felfedezéssel toltott 1d6
hanyatlott a korral mindkét nemben. A fiatal egerek tobbet mozogtak, tobb ido6t toltottek az OF
doboz kdzepén, és tobb kart latogattak meg az Y-maze tesztben, mint az idésebb tarsaik. A fiatal
WT himek kevésbé voltak aktivak és nagyobb mértékben szorongtak, azonban jobb volt a
munkamemoriajuk, a legidésebbek egerek pedig tobb jutalomfalatot talaltak meg és jobb volt
a referencia memoriajuk is, mint a veliik megegyez6 korti néstényeknek. A nemi kiilonbségeket
illetden tehat azt talaltuk, hogy a fiatal néstények aktivabbak, mint a himek. A kor és nembeli
kiilonbségeket érinté viselkedési €s memoria paramétereket mar koradbban vizsgaltak
C57BL/6NIA egerekben, és azt tapasztaltak, hogy a memoria romlik a kor elérehaladtaval
mindkét nemben a 25 honapnal iddsebb allatok esetében a Morris-féle vizi labirintus (Morris
water maze), az emelt keresztpalld és az open field tesztekben (164). Ezen eredmények
korrelalnak a mi mérési eredményeinkkel is, miszerint 12 és 17 honapos egereknek alacsonyabb
mértékii volt a felfedez6 (exploracids) viselkedésiik. Kognitiv tesztekben vizsgaltak a
lokomotoros aktivitast, a megtett tavolsagot, a sebességet és a gyorsulast a fiatal és id6sebb
(C57B1/6J him 6, 21 és 27 honapos) egerekben. A memoria hanyatlasat azonban idésebb
egerekben nem mutattak ki (134). Patkanyok és emberek esetében is bizonyitottak, hogy a
tanulasi képesség €s a lokomotoros aktivitas az életkorral csokken. A kognitiv hanyatlast
C57BL/6J egerekben vizsgaltak teljes agyi gamma besugarzas utan, és meghataroztak a térbeli
memoria teljesitményt a sugarkaros viz labirintus tesztben. Harom honap elteltével romlott
teljesitményt tapasztaltak, a 6. honap utan pedig a motoros koordinacio is karosodott (133). Az
eredmények megerdsitették, hogy a teszt alkalmas modszer ragesalok memoriafunkcidjanak
vizsgalatara (133). Kisérleteinkben a fiatal WT ndstények a RAM tesztben latogattak,
ismételtek és tévesztettek tobb kart, azonban az idds himek tobb jutalomfalatot taldltak meg. A

NOR-ban a fiatal himek tobb 1d6t toltottek a targyak felfedezésével, mint a fiatal ndstények és
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az idésebb himek. Hasonldan az altalunk bemutatott egerek eredményeivel, a him patkanyokrol
is kimutattak, hogy jobban teljesitenek a rekognicios tesztben (220).

A szintetikus SST4 agonistak gatoltak a fajdalmat, a gyulladast (96,104) és a depresszios
viselkedést (63), valamint a neurodegeneracio és kognitiv diszfunkcié soran nétt a neprilizin
aktivitasa, ami csokkent kortikalis AP1-42 képz6dést eredményezett a ragesalomodellekben
(114,222).
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6. Uj eredmények osszefoglalisa

1. CRPS betegektol szarmazo IgG ismételt szisztémas injekcidja egerekben kis talpi
bemetszést kovetden szignifikans mechanikai hiperagézia fokozodast valtott ki periférids
gyulladasos jelek nélkiil, valamint a gerincveld hatsé szarvban és a fajdalom feldolgozasban
szerepet jatszo agyi régiokban (PAG és SSC) gliassejt aktivaciot (neuroinflammaciot)
eredményezett. A neuroinflamméacidés mechanizmusokban bizonyitottuk az elsdsorban
mikroglia eredetli IL-1f szerepét.

2. Ebben az uj, transzlacios jelentségii passziv transzfer-trauma CRPS egérmodelliinkben
a hatso gyoki ganglionok hipotézismentes transzkriptomikai vizsgalataval a primer szenzoros
neuronokban neuroinflammaécidos mechanizmusokat ¢s gyulladdsos citokin szignallizacioval
kapcsolatos folyamatokat azonositottunk.

3. A gliikokortikoid prednizolon csak a korai fazisban, azonban IL-1 receptor antagonista
anakinra, a szolubilis TNF receptor etanercept és a JAK-STAT jelatvitel gatlo tofacitinib
kivédte a CRPS IgG-vel kivaltott hiperalgézia fokozodast és glia aktivaciot a kisérlet teljes
iddtartama alatt.

4. Egérkisérleteinkben igazoltuk, hogy a spontdn lokomotoros aktivitas, a felfedezo
magatartas és a térbeli memoria funkcid az életkor elSrehaladtaval csokken. Erdekes nemi
kiilonbségeket tapasztaltunk az életkor fiiggvényében: a fiatal ndstények aktivabbak voltak,
mint a himek a spontin motoros aktivitisban, azonban gyengébb felfedez6 magatartast
mutattak az 0j targyfelismerési tesztben. A legid6sebb néstények térbeli memoria funkcidja
rosszabb volt, mint a himeké. Az 0j fajdalomcsillapitd célmolekula, az SST4 receptor, hianya
csak fiatal nostény egerekben csokkentette a spontan lokomotoros aktivitast, mig a fiatal

himeknél a felfedezd magatartast (0) targy felismeres).
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7. Kovetkeztetések

1. Az altalunk kidolgozott, jellemzett és farmakologiai eszkozokkel validalt iy CRPS
passziv transzfer-trauma transzlacios egérmodell hasznos a betegség korélettani folyamatainak
azonositasara. A hatsé gyoki ganglionok hipotézismentes transzkriptomikai vizsgélata alkalmas
megkozelités a primer szenzoros neuronok szintjén szerepet jatszo fajdalom érzékenyitd
mechanizmusainak meghatarozasara.

2. CRPS-hez kapcsolodd kronikus fajdalomban nem a periférids gyulladds, hanem a
szenzoros ganglionokban ¢és a kozponti idegrendszerben zajlo neuroinflammacios
mechanizmusok (periférias és centralis szenzitizacid) jatszanak dont6 szerepet a gyulladasos
citokin jelatvitelen keresztiil.

3. Az IL-1, TNF és JAK-STAT szignalizacios utvonalak gatlasa uj fajdalomesillapitd
lehetdséget jelenthet, tobbek kdzt mas indikacidval (elsésorban reumatoid artritisz kezelésére)
forgalomban 1évé gydgyszerek (anakinra, etanercept, tofacitinib) alkalmazhatdsdganak
bdvitésével.

4. Az 1j fijdalomcsillapitd ¢és antidepresszans célpontnak tartott SSTs receptor
valdsziniileg nem befolyéasolja a spontan lokomotoros aktivitast és a tanulasi képességet az
Oregedéssel Osszefiiggésben sem, nemi kiillonbségek nélkiil, amely SSTs agonista

gyogyszerjeloltek kedvezd mellékhatds spektrumara utalhat.

Tamogatasok: National Brain Research Program: 2017-1.2.1-NKP-2017-00002; GINOP-
2.3.2-15-2016-00050 ,,PEPSYS”; EFOP-3.6.1-16-2016-00004, EFOP-3.6.2-16-2017-00006;
EFOP 3.6.2-17-2017-00008 N (2017-2019), EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017- 00009, FIKPII-
17886-4/23018/FEKUTSTRAT; PTE AOK Dr. Szolcsanyi Janos Kutatasi Alap: PTE
AOK_KA-2020-18, FelsGoktatasi hallgatok tudomanyos miihelyeinek és programjainak
tamogatasa: EFOP-3.6.3-VEKOP -16-2017-00009.
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1. abra: CRPS betegekbdl és egészséges kontrollokbdl szarmazé szérum IgG vagy fiziologias
sooldat kezelés hatasa az ép (intakt) 1ab mechanikai hiperalgézia (A) és a talp 6déma mérése (B)
soran. A hossza tava kisérletek Osszesitett eredményeit mutatja az abra (#2, #3, #4 IgG
preparatumokbdl, sériilt 1ab eredmények: 15. abra). Kétutas ANOVA Bonferroni tébbszordsen

osszehasonlito teszt; adatok atlaga = SEM.
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2. abra: Testsuly valtozas az idé6 milasaval. A sulyokat minden reggel, az injekcios kezelés és / vagy
a miutét elott mértiik. Az abra két kisérletsorozat atlag értékeibdl késziilt és a kezelés két CRPS 1gG (#3,

#4) vagy egészséges IgG készitményekkel tortént. Kétutas ANOVA Bonferroni tobbszérosen
osszehasonlito teszt; adatok datlaga + SEM.
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3. abra: Kemilumineszcencias mérés L-012-vel, a CRPS /egészséges IgG készitményekkel torténd
kezelés soran a kisérlet 2. és 6. napjan. A kiillonb6z6 IgG készitményekkel vagy fiziologias soéoldattal
kezelt egerek mérése altalanos érzéstelenitéssel tortént az incizio utana 2. és 6. napon. Az #1. paciens
IgG eredményei a 2. napon (A), két ismételt kisérlet Gsszesitett eredményeit a #3 szamu IgG
preparatummal a 2. napon (B), Az #1 és #4 paciens kemilumineszcencias eredményei a 6. napon (C, D).
Egyutas ANOVA Bonferroni tobbszordsen dsszehasonlito teszt; adatok atlaga = SEM; * p < 0.05; ** p
< 0.01; *** p < 0.001 (vs. megfeleld kontroll csoport); #p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 (vs.
megfeleld ellen oldali (intakt) lab); n = 6-12 egér/csoport.
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Napok

Paciensek 1 > 3 5 5 0 T3
#2 7°
#1 7°
#5 6°
#3 goe
#3 6°
#3 6°
#3 6°
#3 6°
#3 6oc
#3 6
#3 goe
#3 gbe
#4 6°
#4 6°
#4 6oc
#3 7"
#4 gbe
#4 6°
#4 5°
#4 6"
#3 6"
#3 g be
#4 6-6°¢
#7 6°
#6 goe
Osszegytijtott szérumok 6°
#4 |L-1af KO 6be
#3 IL-1ap KO 6oc
#8 M-IL-15 KO 4pc
#3 M-IL-15 KO 4pc

1. tablazat: A kisérletek felsorolasa az elvégzésiik sorrendjében, csoportonként allatszammal. #1
- #7 jeldli a betegek IgG készitményeit; +/* szteroid/anakinra kisérlet; ,,b” jel6lés esetében tortént a
kdzponti idegrendszer immunhisztokémidja, ,,¢” jeldlést hasznaltunk, amikor funkcionalis mérések €s

csak a mediator szintek értékelése tortént (nem volt terapia).
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Neuroimmune interactions may contribute to severe pain and
regional inflammatory and autonomic signs in complex regional
pain syndrome (CRPS), a posttraumatic pain disorder. Here, we
investigated peripheral and central immune mechanisms in a trans-
lational passive transfer trauma mouse model of CRPS. Small plantar
skin-muscle incision was performed in female C57BL/6 mice treated
daily with purified serum immunoglobulin G (IgG) from patients
with longstanding CRPS or healthy volunteers followed by assess-
ment of paw edema, hyperalgesia, inflammation, and central glial
activation. CRPS IgG significantly increased and prolonged swelling
and induced stable hyperalgesia of the incised paw compared with
IgG from healthy controls. After a short-lasting paw inflammatory
response in all groups, CRPS IgG-injected mice displayed sustained,
profound microglia and astrocyte activation in the dorsal horn of the
spinal cord and pain-related brain regions, indicating central sensiti-
zation. Genetic deletion of interleukin-1 (IL-1) using IL-1ap knockout
(KO) mice and perioperative IL-1 receptor type 1 (IL-1R1) blockade
with the drug anakinra, but not treatment with the glucocorticoid
prednisolone, prevented these changes. Anakinra treatment also re-
versed the established sensitization phenotype when initiated 8 days
after incision. Furthermore, with the generation of an IL-1p floxed
mouse line, we demonstrated that CRPS IgG-induced changes are in
part mediated by microglia-derived IL-1f, suggesting that both pe-
ripheral and central inflammatory mechanisms contribute to the
transferred disease phenotype. These results indicate that persis-
tent CRPS is often contributed to by autoantibodies and highlight
a potential therapeutic use for clinically licensed antagonists, such
as anakinra, to prevent or treat CRPS via blocking IL-1 actions.

CRPS | autoantibody | complex regional pain syndrome |
interleukin-1 | anakinra

Complex regional pain syndrome (CRPS), with a prevalence of
about 1:2,000, is a chronic pain condition experienced by
humans. CRPS is usually triggered by trauma to the distal re-
gions of a limb and is further associated with limb-restricted
edema; sensory, vasomotor, sudomotor, motor, and trophic ab-
normalities; and profound sensory central nervous system (CNS)
reorganization (1). In CRPS, typically no or only minimal tissue
destruction occurs (2), and although morphological change, such
as disuse atrophy, can sometimes be observed, this is not thought
to explain the experienced intense pain (3). The underlying
pathophysiological mechanisms are poorly understood. Systemic
inflammatory markers remain normal in CRPS patients, but re-
gional inflammatory mediators and autoimmunity are suggested to
contribute to the manifestation of the symptoms (4). Furthermore,
neuroplasticity mechanisms within the spinal cord and the brain
are believed to sustain persistent pain (5).

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1820168116

While most patients with CRPS show an improvement within
months, either with or without treatment (6), 20% of patients de-
velop persistent pain, often lasting for years or even through their
lifetime (7). This type of persistent pain is intrusive and results in
among the lowest quality of life scores in medical conditions (8).
Among the few drug trials performed to date (9), neither conven-
tional drugs used to relieve pain, (i.e., nonsteroidal antiinflamma-
tory drugs, opioids, antidepressants, or anticonvulsants) nor steroids
have shown significant efficacy in persistent CRPS. Implantation of
a spinal cord stimulator, which delivers electrical impulses to the
dorsal column, can override CRPS pain in about 50% of patients,
but the duration of the optimum effect is limited (9). Since many
patients cannot be successfully treated, the treatment of CRPS re-
mains an important unresolved problem and is still an unmet
medical need (10). Thus, to better understand the peripheral and

Significance

Complex regional pain syndrome (CRPS) is a poorly understood
painful condition, which typically arises after distal limb trauma;
20% of patients may develop lifelong severe incessant pain with
few therapeutic options. In this study, we show that immuno-
globulin G autoantibodies from patients with severe, persistent
CRPS, on transfer to hind paw-injured mice, elicit important fea-
tures of the clinical condition and profound glial activation in pain-
related brain regions. Blockade of the proinflammatory cytokine
interleukin-1 (IL-1) both prevents and reverses these changes. Our
findings suggest that antibody-mediated autoimmunity contrib-
utes to the development of severe CRPS after injury and that
blockade of IL-1 actions may be an attractive therapeutic prospect.
Investigation of autoantibody contribution to other unexplained
chronic pain syndromes seems warranted.
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central pathophysiological mechanisms underlying CRPS, reliable
and validated animal models are desperately needed (2).

We have recently shown that passive transfer of serum im-
munoglobulin G (IgG) from CRPS patients to hind paw-injured
rodents elicits key features (unilateral hyperalgesia and edema)
of the clinical condition (11). This suggests a “two-hit” process,
where circulating IgG autoantibodies (i.e., the first hit) are
rendered pathogenic in the context of paw injury (the second
hit)-related regional or central modifications (2). Although these
behavioral results indicated that serum IgG autoantibodies
contribute to the disease pathophysiology and thus, provided first
evidence for the construct validity of the transfer model, the ob-
served abnormalities were modest and short-lasting, and the
mechanisms mediating them have remained unknown.

Using samples available from patients who consented to repeat
donation of larger blood volumes or who had received plasma
exchange treatment (12), we have now developed an enhanced
passive IgG transfer trauma model and have examined its trans-
lational validity. We investigated (i) whether and how the trans-
ferred behavioral signs in rodents are augmented and sustained
with daily human IgG injections and whether there are differences
between preparations from different patients; (if) the degree of
regional posttraumatic immune activation in the paw given that
mild, transient immune activation in the affected skin is sometimes
detected in patients (13) and its correlation to behavioral param-
eters; (iii) the degree and mechanisms of posttraumatic glial ac-
tivation in the spinal dorsal horn, since strong CNS reorganization
is recognized in the clinical cases (5); and finally, (iv) whether
targeting specific inflammatory pathways at the time of or after
trauma can prevent or reverse transferred complex regional pain
syndrome (tCRPS) to provide a translatable therapeutic approach.

Results

Daily Administration of Serum IgG from CRPS Patients Induces
Profound and Persistent Postincisional Mechanical Hyperalgesia.
The preoperation mechanonociceptive threshold values of the
affected limbs were 8.65 + 0.08, 8.69 + 0.09, and 8.60 + 0.07 in
the saline, healthy IgG-, and CRPS IgG-treated mice, re-
spectively (not significantly different) (Fig. 14). Plantar skin and
muscle incision induced a 45-50% relative decrease of the
mechanonociceptive threshold in all groups 1 d after the surgery.
On daily injections, paw sensitivity quickly recovered to mild
hyperalgesia in both saline and healthy IgG-injected animals,
with mild, nonsignificantly enhanced values remaining in the
healthy IgG group vs. the saline group throughout the experi-
mental period. Injection of IgG from CRPS patients caused
significantly augmented hyperalgesia compared with IgG from
healthy volunteers, which seemed to be further enhanced toward
the end of the experimental period. This effect was evident in the
IgG preparations from each individually tested patient (n = 7) as
well as a preparation pooled from seven separate patients (S

Appendix, Fig. S1). The observed 15-32% absolute threshold
reduction was twofold compared with that seen in our previously
published experimental model (injections on days —1, 0, 5, and 6)
(11). Contralateral paws retained normal sensitivity in all groups
(81 Appendix, Fig. S2).

In all groups, injured paws developed about 30% relative paw
swelling (defined as edema) on day 1, but there were no changes
in contralateral paws (SI Appendix, Fig. S3). Edema resolved in
healthy IgG and saline groups, but CRPS IgG injection significantly
slowed edema resolution (Fig. 18). While the pattern of transferred
hyperalgesia was uniform, there was important variability in the
degree and pattern of transferred swelling between different patient
preparations, with no correlation between these two parameters (S/
Appendix, Figs. S2 and S3). Postsurgery minimal weight loss was
observed compared with baseline for a few days, and the weights of
the animal then fully recovered without significant differences be-
tween groups (SI Appendix, Fig. S4). We observed no spontaneous
nocifensive behaviors, such as paw biting, lifting, or licking.

CRPS IgG Does Not Alter Vascular Plasma Leakage but Increases
Neutrophil Myeloperoxidase Activity Early After Paw Incision. Indocyanin
green (ICG)-derived fluorescence detecting vascular leakage
showed a nonsignificant trend to increase in the injured paws in all
groups 2 d after paw incision; CRPS IgG did not specifically affect
plasma extravasation [saline injured: 1.52 x 10° + 1.11 x 10%
healthy IgG injured: 142 10° + 1.54 x 10% CRPS IgG injured:
1.70 x 10° + 2.2 x 10%; fluorescence intensity: (photons per second
per 1 cm? per steradian) per microwatt per 1 cm?].

As expected, in vivo imaging of 8-amino-5-chloro-7-phenylpyrido[3,
4-dpyridazine-1,4(2H,3H) dione (L-012)-derived bioluminescence,
used as a sensitive marker of inflammatory cell activity [most
prominently neutrophil-derived myeloperoxidase (MPO)], showed
increased signal in response to limb trauma alone (Fig. 2). We
found a significant increase in neutrophil MPO activity in the
CRPS IgG-treated animals on the affected side 2 d after the in-
cision compared with in the control groups. Differences in MPO
activity in CRPS IgG vs. healthy IgG groups had disappeared by
day 6, although significant increases in the injured paw were still
present compared with the intact side on day 13. Importantly,
while strong variability was observed between different IgG
preparations in influencing MPO activity (SI Appendix, Fig. S5 and
Table S2), bioluminescence measured on day 2 or 6 did not cor-
relate with either maximal paw swelling or hyperalgesia on day 6.
This suggests that altered MPO activity in the injured paw of
tCRPS mice is an unrelated IgG effect that is unlikely to explain
the marked impact of CRPS IgG on paw hypersensitivity.

CRPS IgG Does Not Promote Inflammation or Neuropathy in the Paw.
We further examined whether the tCRPS behavioral signs were
related to locally augmented inflammatory responses or to
neuropathic changes. In successive experiments, animals were

Fig. 1. Effect of intraperitoneal injection of serum A B
IgG derived from CRPS patients or healthy controls = o 40
on plantar incision-induced mechanical hyperalgesia % 4 Saline
. . . = |\ ® Healthy 35

(A) and swelling (B) of the injured mouse hind paw. [ 101\ @ CRPS A o
IgG was administered daily starting on day 0. The 20/ R 30
right hind paws were incised on day 0 about 6 h 2_30 © 25
after Ig injection. Shown are pooled results from all = 820
three long-term experiments to either day 10 or & 404 a4 ] % W ;15
13 with three different 19G preparations (2-4) (in- = 504 i .. AT LTe &

o - - . ] . g o L & 40
dividual results are in Fig. 2, and patients details are < - o .
in SI Appendix, Table S1). Data are means + SEM. & 801 “ o 5
Two-way ANOVA was followed by Bonferroni’s 70 o — - - —
multiple comparison test. Healthy indicates the 612 348 8 7% 3404112713 012345673 91W111213

Days Days

healthy control IgG-injected group, and CRPS indi-

cates the CRPS IgG-injected group. *P < 0.05 (vs. saline-treated control mice); **P < 0.01 (vs. saline-treated control mice); ***P < 0.001 (vs. saline-treated
control mice); *P < 0.05 (vs. healthy IgG-treated mice); P < 0.01 (vs. healthy IgG-treated mice); *#P < 0.001 (vs. healthy IgG-treated mice).
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Fig. 2. Imaging ROS demonstrates the development of inflammation in the
injured hind paws of mice. In vivo images of L-012-derived bioluminescence
were obtained during general anesthesia on days 2, 6, and 13 after paw
incision. Typical images, with red color indicating strong bioluminescence,
are shown in A, and quantification of the bioluminescence intensity is in B.
Data at each time point represent the pooled results from experiments
conducted with separate CRPS/healthy control IgG preparations (numbers of
preparations per time point are in brackets) (details are in S/ Appendix, Fig.
S4 and Table S2) and are shown as means + SEM of n = 6-18 mice per group.
One-way ANOVA was followed by Bonferroni's multiple comparison test.
Healthy indicates the healthy control IgG-injected group, and CRPS indicates
the CRPS IgG-injected group. *P < 0.05 vs. respective control groups; **P <
0.01 vs. respective control groups; #P < 0.05 vs. respective intact side; **P <
0.01 vs. respective intact side.

[2]

killed between experimental days 1 and 13, and paw tissues were
harvested to assess various inflammatory changes (animal num-
bers and preparations are in SI Appendix, Table S3).

Substance P (SP) levels increased in the injured paw, with
higher levels in the CRPS IgG group on day 6 (Fig. 34), whereas
calcitonin gene-related peptide (CGRP) levels were not signifi-
cantly altered (Fig. 3B), consistent with earlier findings (11).
Increased levels of inflammatory mediators were seen in the
injured paws, with gradual decrease over time [shown in Fig. 3
C-F for interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-a (TNF-a),
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and IL-1f and in S
Appendix, Fig. S6 for additional mediators]. We detected no dif-
ferences in the levels of inflammatory mediators between the CRPS
and healthy IgG groups (Fig. 3 C-F and SI Appendix, Fig. S6) at any

Helyes et al.

time point, except for a mild CRPS IgG-induced MCP-1 increase at
day 13 (Fig. 3E). Notably, at the time of maximum hyperalgesia
(13 d postinjury), most mediators were undetectable. There were
no significant changes in plasma concentrations of any cytokines
after correction for multiple testing (SI Appendix, Fig. S7).

Histological examination revealed moderate infiltration of
inflammatory cells into areas immediately adjacent to the in-
cision early after surgery, with no obvious difference between
groups; there was no evidence of infiltration by inflammatory
cells on day 13 in any experimental group. Since some patients
with persistent CRPS exhibit mild small fiber neuropathy (14),
we also examined mouse paw biopsies from CRPS IgG-injected
animals for any evidence of structural changes to small skin
nerves with both light and electron microscopy. The morphology
of the axons in the right (injured) and left (intact) paws as well as
the ultrastructure of nonmyelinated and thin-myelinated axons
in the dermis appeared very similar on aspect, and there were no
significant differences between sides on quantification of axon
numbers and diameters (SI Appendix, Table S4).

CRPS IgG Facilitates Sustained Microglia Activation in the CNS. We
next investigated whether altered activity of microglia or astro-
cytes in pain-related circuits (15) would reflect the marked effects
of CRPS IgG on pain sensitivity responses. In CNS areas receiving
input from the injured paw, CRPS IgG induced remarkable in-
creases in both astrocyte and microglia cell activities compared
with both saline and healthy IgG groups. In the dorsal horn, this
response was sometimes much stronger than the increases repre-
senting the incision trauma (Fig. 4). Astrocyte reactivity in the
CRPS IgG animals was augmented in all CNS areas at early time
points (days 3 and 6), whereas microglia staining was enhanced
throughout the experimental period (including day 13) (Fig. 4 and
SI Appendix, Fig. S9), indicating that increased mechanical hy-
persensitivity in this model is associated with transient astrocyte
and persistent microglial activation in the CNS.

Early IL-1 Receptor Blockade with Anakinra Prevents the Development
of tCRPS, While Delayed Anakinra Treatment Reverses Established
tCRPS and Reduces Glial Activation. Since both microglia and as-
trocytes are important sources of proinflammatory cytokines that
are known to contribute to pain hypersensitivity responses (16, 17)
and IL-1 is a key mediator that influences neuronal activity (18,
19), we investigated the effects of glucocorticoid (prednisolone)
treatment or interleukin-1 receptor (IL-1R) antagonist (anakinra)
treatment on CRPS IgG-induced behavioral signs and inflamma-
tory changes. Prednisolone (4 mg/kg) or anakinra (10 mg/kg) was
daily administered intraperitoneally, starting 5 h before surgery
(day 0) and extending throughout the experimental period. One
day after surgery, mechanical hyperalgesia developed equally in all
groups (Fig. 5 A and B). Glucocorticoid treatment transiently re-
duced CRPS IgG-induced mechanical hyperalgesia (between days
2 and 3), but this effect was lost by day 7. In contrast, anakinra
prevented all CRPS IgG-induced effects throughout the experi-
mental period (Fig. 5B). Anakinra, but not prednisolone treatment,
almost completely reversed glia cell activation in the ipsilateral
dorsal horn on day 6 (Fig. 5 D and E). Notably, anakinra treatment
also significantly reduced paw MCP-1 levels on day 3; however,
there were no other differential effects on levels of peripheral
mediators between these two treatments (SI Appendix, Fig. S10).
Furthermore, delayed administration of anakinra starting from day
8 onward reversed the established tCRPS phenotype (Fig. 5C) and
completely reversed the associated increased dorsal horn microglia
activation on day 13 (Fig. 5F).

Selective Deletion of Microglial IL-1p Ameliorates While Ubiquitous
Deletion of IL-1ap Completely Prevents tCRPS. Given that CRPS
IgG caused significant dorsal horn glia cell activation without
influencing paw IL-1 levels and that blockage of IL-1 prevented
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the tCRPS phenotype, we then investigated whether tCRPS was
associated with enhanced glial IL-1 production in the dorsal
horn. Immunofluorescence revealed increased microglial IL-1p
production in lumbar (L)L4/L5 dorsal horn microglia cells only
in the tCRPS group (Fig. 64), while IL-1a was not detected. We
then examined whether the tCRPS phenotype would be altered
by genetic knockout (KO) of IL-1. We found that CRPS IgG-
injected IL-lap KO mice failed to develop enhanced hyper-
algesia and showed even less posttraumatic paw swelling (Fig. 6
B and C) than mice treated with healthy IgG. To investigate
whether increased microglial IL-1f production is sufficient to
mediate the effects of CRPS IgG on increased mechanical
hyperalgesia, we generated an IL-1p floxed™™ mouse line.
Exons 4 and 5 of the IL-1B gene were flanked with loxP sites,
resulting in the generation of IL-1p™" allele (ST éﬁpendﬁx, Fig.
S11). IL-1™" mice were crossed with Cx3cr1“™ER mice (20),
resulting in microglial deletion of IL-1f on tamoxifen adminis-
tration (M-IL-1p KO), while most peripheral Cx3crl-positive
cells recovered IL-1p production due to their higher turnover
as shown by using other cre-dependent reporter lines previously
(20). In fact, IL-1p protein levels were markedly reduced in IL-1p
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[3] [3] [2]

spective intact side; *P < 0.01 vs. respective intact
side; ##P < 0.001 vs. respective intact side;

KO microglia after repeated intraperitoneal injections of bacterial
lipopolysaccharide compared with wild-type (WT) microglia, but
no changes were seen in splenic macrophages derived from
tamoxifen-treated Cx3cr1“FR x IL-1"" mice compared with
controls (SI Appendix, Fig. S12). Elimination of microglial IL-1p
significantly reduced mechanical hyperalgesia and paw edema in
mice treated with CRPS IgG, although this effect was smaller
than in the case of IL-lap KO mice (Fig. 6 B and C). Total
numbers of microglia were reduced in IL-1ap KO mice but were
not altered in response to microglial IL-1p deletion in the CRPS
group (Fig. 6D), suggesting that, while microglial IL-1p is an
important driver of chronic neuroinflammation contributing to
persistent pain, other IL-1p—producing cells or actions mediated
by IL-1a could also contribute to CRPS symptoms in mice.

Discussion

Here, we show in an enhanced passive transfer trauma model
that daily administration of IgG from patients with persistent
CRPS to mice elicits intense, unilateral static mechanical hyper-
algesia after hind paw injury, which remains stable through the
experimental period. This is associated with increased paw edema
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Fig. 4. Glial activation in the L5 spinal cord dorsal horn ipsilateral to the paw injury. A-C show GFAP immunopositivity marking astrocytes, and G-/ show
Iba1l immunopositivity marking microglia cells, with (A and G) saline, (B and H) healthy control 1gG, and (C and /) CRPS IgG injections. The GFAP-

immunopositive sections shown are from day 6, and lba1 sections are from

day 13 after paw incision. Quantification of astrocyte reactivity (D-F) and

microglia staining (J-L) in lamina I-Il dorsal horn of the L4-L6 spinal cord and deeper laminae at 3, 6, and 13 d after hind paw incision. Each panel represents
the pooled results from two experiments with two different samples (3 and 4). Shown are means + SEM of six to seven mice per group. One-way ANOVA was
followed by Bonferroni’s modified post hoc test. Healthy indicates the healthy control IgG-injected group, and CRPS indicates the CRPS 1gG-injected group.
*P < 0.05 vs. respective control groups; **P < 0.01 vs. respective control groups; ***P < 0.001 vs. respective control groups; #P < 0.05 vs. respective con-
tralateral side; **P < 0.01 vs. respective contralateral side; **#P < 0.001 vs. respective contralateral side.

that resolves over time. Collectively, these features resemble the
course and pathophysiology of the clinical disease (1). In these
extensive integrative studies, a uniform pattern of transferred
static mechanical hyperalgesia was seen with all patient prepa-
rations, highlighting that seronegativity is unlikely to be common
in patients with severe, persistent CRPS. The results emphasize

Helyes et al.

the translational validity of the model and the importance of
autoimmune mechanisms underpinning the pathophysiology of
both clinical CRPS and experimental transferred tCRPS.

We found that the normal posttraumatic inflammatory re-
sponse in the incised paws rapidly declined and fully settled by
days 6-13 postincision; the paw inflammation did not correlate
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or saline and 3 h later with 4 mg/kg prednisolone, 10 mg/kg anakinra, or saline vehicle on each day between days 0 and 6. D and E show dorsal horn glia cell
activation in these mice on day 6: (D) GFAP (astrocyte) and (E) Iba-1 (microglia). Results represent the average values derived from two independent ex-
periments with different preparations for each treatment, with four experiments in total; saline, healthy control IgG, and CRPS IgG outcomes are pooled from
these experiments. (C and F) Late anakinra treatment starting on day 8: (C) behavioral outcome and (F) dorsal horn microglia cell count on day 13. Data are
shown as means + SEM. Two-way ANOVA was followed by Bonferroni’s multiple comparison test. One-way ANOVA was followed by Bonferroni’s modified
post hoc test. Healthy indicates the healthy control IgG-injected group, and CRPS indicates the CRPS IgG-injected group. Significance symbols for the be-
havioral data as follows: *P < 0.05 (CRPS IgG vs. saline-treated control mice); **P < 0.01 (CRPS IgG vs. saline-treated control mice); ***P < 0.001 (CRPS 1gG vs.
saline-treated control mice); P < 0.05 (CRPS IgG vs. healthy control IgG-treated mice); *#P < 0.001 (CRPS IgG vs. healthy control IgG-treated mice); ***P <
0.001 (anakinra plus CRPS IgG vs. CRPS IgG-injected mice). Significance immunohistochemistry data: *P < 0.05 vs. respective control groups; **P < 0.01 vs.
respective control groups; ***P < 0.001 vs. respective control groups; *P < 0.05 vs. respective contralateral side; *#P < 0.01 vs. respective contralateral side;
##p < 0.001 vs. respective contralateral side.

with the degree of CRPS IgG-induced paw hyperalgesia. We  providing IgG access to privileged sites (23). The presence of
found little evidence for any CRPS IgG-related enhanced paw  such facilitating mechanisms is supported by our in vivo imaging
inflammation. Our results thus demonstrate that static mechan-  results, which showed plasma leakage and increased MPO ac-
ical hyperalgesia may not depend on persistent inflammatory tivity in the injured paw.
mediator release, highlighting that tCRPS is not a model of Interestingly, MPO activity was variably enhanced in the ani-
enhanced posttraumatic inflammatory pain. There was, however, mal groups injected with different CRPS IgG preparations, and
some evidence for abnormal production of two specific mediators  there was no correlation with mechanical hyperalgesia or swell-
in the CRPS group: SP production was increased at early time ing in these same animals. These findings may resemble the
points, in line with some clinical observations (21) and our earlier ~ strong heterogeneity seen between patients in the extent of their
results (11), and there was also a mild but significant bilateral limb swellings, color changes, or temperature changes and may
increase in MCP-1 on day 13, the role of which will require ad-  also reflect the observation that these clinical parameters do not
ditional investigations. Although we measured common mediators  necessarily correlate with the patients’ perceived pain intensities
of inflammation in the injured paws and these were normal, the  or recorded skin sensitivities (2).
involvement of additional mediators cannot be excluded. Since inflammatory changes in the paw did not seem to explain
In mice, the development of tCRPS remained restricted to the ~ the increased mechanical hyperalgesia in the tCRPS mice, we
injured paw, consistent with the clinical situation, where about investigated the potential role of glial responses in pain-related
90% of the cases show symptoms in only one traumatized limb  neuronal circuits, which have been suggested to contribute to
(22). The precise mechanisms through which circulating patho-  chronification processes in posttraumatic pain models (15, 24,
genic IgG antibodies mediate both the regionally restricted 25). We found that tCRPS was associated with strong microglia
posttraumatic clinical CRPS and tCRPS are presently unclear.  and astrocyte activation at all three tested levels of the noci-
Early transient trauma-induced inflammatory changes or re- ceptive pathway, the ipsilateral spinal cord dorsal horn, the
gional opening of blood-nerve and blood-brain barriers may  periaqueductal gray, and the contralateral somatosensory cortex.
play a role by promoting the expression of neoantigens or by  In the dorsal horn, the increases in glial responses in the tCRPS
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Mechanical hyperalgesia (%)

S M-IL-18 KO
S IL-1efp KO

Fig. 6. Deletion of IL-1af or microglia-derived IL-1p
fully or partially prevents development of the CRPS
IgG-induced phenotype in mice. (A) A population of
microglia identified by immunostaining against P2Y12,
a specific microglial marker in the brain (59), displays
a morphologically activated phenotype and shows
immunopositivity for IL-18 at day 7 in the deep laminae
of the L4-L5 spinal cord near the central canal. (Scale
bar: 50 um.) (B and C) IL-1a3 KO mice are fully protected
and M-IL-1BKO mice are partially protected from the

-60 development of the CRPS IgG-induced phenotype: (B)

70 paw hyperalgesia and (C) paw edema. Two-way

1 2 3 4 5 6 7 ANOVA was followed by Bonferroni’s multiple com-

Days parison test. Significance in B and C: **P < 0.01 (CRPS

1gG WT vs. healthy IgG WT); ***P < 0.001 (CRPS IgG WT

20000 Ibat vs. healthy IgG WT); *P < 0.05 (CRPS IgG M-IL-1 KO vs.

C 18000 e CRPS IgG WT); #P < 0.01 (CRPS IgG M-IL-1p KO vs. CRPS
e O o terall  19G WT); ##P < 0.001 (CRPS IgG IL-1ap KO vs. CRPS IgG

G 140001 5HE . WT); **P < 0.01 (CRPS IgG IL-1ap KO vs. CRPS IgG M-IL-

- g 12000 e P 1B KO); ***P < 0.001 (CRPS IgG IL-Tof KO vs. CRPS IgG
£ z 1:22: i il M-IL-1B KO). (D) CRPS IgG-induced microglia activation
E § 5080 s * ) is abrogated in IL-1ap KO but not in M-IL-1p KO mice.
b 9 4000 : Data are pooled from two experiments with different
H 2000 CRPS 1gG preparations for each mouse type and are
& LIS | shown as means + SEM. Healthy indicates the healthy
S g |lp 2,9 |5 £ 2,2 control IgG-injected group, and CRPS indicates the CRPS

E o 2 ? ] f E o 1] e -] % IgG-injected group. One-way ANOVA was followed by

E gl@3© I E g ©5° i Bonferroni’s modified post hoc test. Significance values

——— — in D: **P < 0.01 vs. respective control groups; ***P <

:?-c;rrslﬁleo\r\rll) Deep laminae 0.001 vs. respective control##%roups; #P < 0.05 vs. re-

spective contralateral side; P < 0.001 vs. respective

vs. control groups were sometimes severalfold larger than the
extent of glia activation caused by the paw incision (Fig. 4),
suggesting a powerful central effect of the transferred IgG.

These results raise the question of how the observed profound
central glial cell activation is mediated. Possible mechanisms may
include (i) modification of nociceptor function after direct anti-
body binding in the periphery as an “autoimmune channelopathy”
(26), (i) release of yet undetermined peripheral mediators (27),
(iii) direct binding in the dorsal horn after temporary post-
traumatic opening of the blood spinal cord barrier (28), or (iv) a
missing link. Independent of the nature of these upstream mech-
anisms, glial activation is likely to result in the release of mediators,
such as IL-1p, TNF-a, or brain-derived neurotrophic factor, with
consequent modification of central pain processing (15, 29).

We hypothesized that perioperative antiinflammatory inter-
ventions might be effective, and we initially thought that such
interventions might act through the blockade of perioperative
regional facilitatory factors required to render circulating CRPS
autoantibodies pathogenic (4). To investigate whether such inter-
ventions could prevent the disease phenotype, we treated mice
peritraumatically with high-dose prednisolone. Prednisolone treat-
ment temporarily interrupted the process of autoantibody-dependent
sensitization, but it did not stop it. Systemic glucocorticoids are
considered potentially effective in very early CRPS based on the
results of one preliminary trial (9). These data suggest that, where
patients produce harmful autoantibodies, the peritraumatic appli-
cation of glucocorticoids is unlikely to stop disease progression. In
contrast, perioperative treatment with the IL-1R antagonist anakinra
in this CRPS model consistently prevented the tCRPS phenotype.
Notably, we found that there were only minor differences in the
regional paw inflammatory environment based on the production of
cytokines and chemokines after treatment with (ineffective) pred-
nisolone and (effective) anakinra (SI Appendix, Fig. S10); further-
more, even delayed blockade of IL-1 actions with anakinra starting
on day 8 after the incision trauma, when trauma-induced peripheral
inflammatory responses had largely resolved, was highly effective,
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contralateral side.

suggesting that the pertinent biological effect of anakinra treatment
was not restricted to the injured paw.

IL-1 is a potent activator of astrocytes through actions via IL-
1R1, whereas both activated microglia and astrocytes can con-
tribute to painful central sensitization through secreting IL-1 (29,
30). These actions can be effectively blocked by anakinra (31—
34). In our model, augmented dorsal horn glia cell activation in
the tCRPS group was fully reversed by anakinra. Since IL-1-
mediated actions are involved in the cross-talk between neu-
rons, microglia, and astrocytes in promoting neuroinflammation
(35, 36), we assessed glial IL-1p and IL-la production in the
spinal cord and found that microglial IL-1p production was in-
creased on day 7 in the CRPS IgG-treated group. In agreement
with these data, we found that IL-1ap KO mice were fully pro-
tected from developing the tCRPS phenotype and associated
glial activation. To specifically assess the functional role of
microglial IL-1p in tCRPS-associated hyperalgesia and swelling,
we generated a mouse strain (IL-1p™™ mice), enabling the de-
letion of IL-1p from microglia. Consistent with earlier data
showing prolonged cre-dependent transgene expression in long-
lived microglia but not in peripheral macrophage populations
with short turnover (20), tamoxifen treatment of Cx3crl“™ER x
IL-1™ mice resulted in a marked reduction of microglial, but
not splenic, IL-1p production (SI Appendix, Fig. S12). As seen in
IL-1ap KO mice, the absence of microglial IL-1f production
fully protected from tCRPS-associated mechanical hyperalgesia
up to day 3, whereas it had a weaker effect thereafter. This
highlights the importance of microglial IL-1p in the tCRPS dis-
ease process but also, the likely involvement of other cells and/or
IL-1a (35).

Strengths of our study include the robust, multidimensional
evaluation of an enhanced CRPS disease transfer model with
preparations from patients whose clinical presentations differed
using outcomes designed to provide translational validity. Addi-
tional strengths are the comprehensive assessment of both pe-
ripheral and central markers of immune activation and of several
antiinflammatory treatments as well as gene KO strategies, which
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have allowed an informed suggestion for clinical studies with a
licensed drug not previously reported in this patient group.

Limitations include the upper transfer limit cutoff at 13 d,
which was necessary to avoid the adverse effects of serum sick-
ness (37). However, it may be argued that the “chronic phase” in
this discase model starts from the second week after incision,
when peripheral inflammation and symptoms in the control
group resolve. As is often observed with IgG disease transfer in
other disease models, tCRPS does not fully match the symp-
toms of clinical CRPS (38). For example, overt motor dys-
function was not detected, and commonly encountered central
features, such as body perception abnormalities, were not
revealed. In line with most behavioral studies in animal models
of chronic pain (39), we did not demonstrate the presence of
spontaneous pain but ascertained nociceptor hypersensitivity
by assessing stimulus-evoked pain (mechanical hypersensitiv-
ity). Independently, we only transferred serum IgG that was
derived from patients suffering from persistent (7) Budapest
CRPS with high pain intensities (numeric rating scale > 7);
however, these are also the patients who present the most
difficult situation in the clinical practice. We cannot rule out
the possibility that some patients in this group do not have
these antibodies. Since each of the seven individually tested serum
IgG preparations induced the abnormal phenotype (SI Appendix,
Fig. S1), the likelihood that we have missed the absence of such
antibodies in more than one-half of patients of a similar pop-
ulation seems very low (<1%) (Patients, Healthy Controls, and
Serum Preparation); the development of serum diagnostic tests will
be required to further detail the proportion of seronegative pa-
tients. We did not measure epidermal nerve fiber density or length
in the mouse paw skin; therefore, our studies may not fully rule
out mild small fiber neuropathy.

In summary, we have devised a robust translational model
reproducing pertinent aspects of an “idiopathic,” posttraumatic
chronic pain condition. The consistent pathogenicity of various
serum IgG preparations indicates that, among patients who have
severe forms of this condition, autoantibody contribution is
ubiquitous. Since abnormal signs were entirely confined to the
injured side, we also established a general principle suggesting
that pathogenic circulating autoantibodies can cause regionally
restricted disease when triggered by local trauma.

Our results support previous clinical observations that patients
with persistent CRPS should respond to immune treatments with
a reduction of at least some of their disease features (12). The
clinical use of IL-1R antagonists in CRPS has a broad thera-
peutic potential. Anakinra is clinically licensed both in the
United States and in Europe, and short-term use has an ac-
ceptable side effect profile (40, 41). Since CRPS regularly
develops in the context of elective operations, such as ar-
throscopy or bunion surgery, prevention of such cases would
have very important implications for both patients and
procedure-related health care as well as societal costs (42). As
our results also suggest that treatment initiated after injury
resolution reverts the established transferred phenotype, clin-
ical treatment of patients with persistent CRPS could now be
tested in a trial setting.

The cellular and molecular targets of the patient autoanti-
bodies need to be clarified; recent results in other conditions that
are not associated with trauma (26, 27) have indicated that pain-
sensitizing autoantibodies may directly bind to sensory neurons
or indirectly bind to juxtapositioned cells, which then release
nerve-sensitizing mediators. The duration of beneficial effects
after the drug is withdrawn should be investigated in this ex-
perimental model. In addition, identifying the exact cellular
targets for IL-1 actions in the pathophysiology of tCRPS could
facilitate the development of alternative IL-1 targeting ap-
proaches in the prevention or treatment of the clinical disease.
The results of this study highlight the important role that auto-
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antibodies can play in causing detrimental symptoms, absent
tissue destruction and systemic inflammation.

Materials and Methods

Patients, Healthy Controls, and Serum Preparation. NorthWest Ethics Haydock
UK approved serum donations. Written informed consent was obtained from
all patients. Serum or plasma samples were obtained (/) via a dedicated study
designed to repeatedly acquire large volumes, (ii) from waste plasma after
patients’ plasma exchange treatment, and (iii) from patients participating in
a clinical trial who never had plasma exchange (43)—the latter samples were
pooled to minimize animal use. Details are provided in S/ Appendix. The
patients’ baseline characteristics are provided in Table 1. We calculated the
probability that we missed an event rate of >50% of patients having no pain-
sensitizing autoantibodies by [O.S(number of experiments x fraction of positive experiments)]:
0.57 = 0.008125 (i.e, <1%). IgG was prepared from plasma or serum of pa-
tients as previously described using Protein G columns for affinity purifi-
cation followed by elution, buffering, dialysis in normal saline, and
concentration to about 8 mg/mL IgG for injection (pooled preparations
12 mg/mL) (11).

Animals. The Ethics Committee on Animal Research of the University of Pecs
approved experiments involving rodents. Since CRPS affects women two to
three times more frequently than men, experiments were carried out on
female mice on C57BL/6 background (10-12 wk old, 18-22 g). Breeding,
maintenance, and ethical procedures were as previously described (11) (de-
tails are in S/ Appendix).

Experimental Design. After acclimatization and conditioning, three control
measurements of nociception and paw volume were performed on days —4,
-3, and —-2. Day 0 was the starting day of intraperitoneal injections (S/ Ap-
pendix, Fig. S13). Mice (five to seven per group) were treated daily to
compensate for rapid metabolism of human 1gG in the mouse (S/ Appendix,
Methods) with 1 mL of 1gG fractions (8 mg/mL) obtained from CRPS patients
or healthy volunteers or saline.

Six hours after the injection on day 0, a standardized incision trauma was
applied to the right hind paw as described below. All mice removed their
stitches within 16 h postsurgery. Measurements (see below) were performed
repeatedly starting on day 1 until the respective termination day.

Animals were killed at various time points, and tissues were harvested as
previously described (11). In some experiments, animals were perfused
transcardially with phosphate buffered saline (PBS) followed by 4%
paraformaldehyde as previously described, and the whole brains and spi-
nal cords were excised and prepared for additional immunohistochemistry
analyses.

Plantar Skin and Muscle Incision. To model a CRPS-triggering injury, we used
the hind paw plantar skin muscle incision method under general anesthesia as
described earlier (11, 44) and detailed in S/ Appendix. This model evokes a
significant decline of the mechanonociceptive threshold, with a maximum
1 d after surgery, which persists for 7-8 d; the model’s early threshold nor-
malization was considered advantageous, minimizing any animal suffering
and allowing for early assessment of IgG-induced changes. All measurements
were carried out by two investigators (V.T. and N.S.) who were blinded to
treatment assignment. Blinding was performed by the technicians who
performed all injections but were otherwise not involved in the study; they
differentially coded the animal cages and provided the decoding key after
completion of the last measurements.

Determination of the Mechanosensitivity of the Paw. Most patients with CRPS
have, in addition to their spontaneous pain, pain with the application of
pressure to the CRPS-affected limb (“mechanical hyperalgesia”) (45, 46), and
all patients included in this study experienced this feature. The corre-
sponding mechanonociceptive threshold of the plantar surface of the mouse
hind paw was determined with a dynamic plantar aesthesiometer (Ugo
Basile 37400)—a modified electronic von Frey technique—as previously de-
scribed (11). The blunt-end needle exerting an increasing force to the mouse
paw provides a mild but basically painful stimulus activating AS and C fibers
(47). Threshold decreases are considered as mechanical hyperalgesia and are
expressed as percentage decrease of the mechanonociceptive thresholds
compared with the baseline values (48, 49).

Paw Volume Measurement. Limb swelling is a common feature of CRPS-

affected limbs, and all included patients reported intermittent limb swell-
ing. Mouse paw volume was measured using plethysmometry (Ugile Basile
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Table 1. Baseline characteristics of the patient serum donors

No. Sex/age Limb/DD Pain Dx Plex
1 M/62 u/9 10 +ll Y
2 F/37 L/15 7.5 +l N
3 F/38 L/10 9.5 +l Y
4 F/36 L/10 7 +l Y
5 F/40 L/5 7.5 +l Y
6 F/51 L/8 8 +l N
7 F/49 L/7 8 +l Y

Age indicates age in years at the time of plasma/serum acquisition. Limb
indicates the affected limb. DD is the disease duration in years. Pain indicates
24-h average pain intensity on a 11-point numeric rating scale (0-10, with
10 = pain as bad as you can imagine). Dx indicates diagnosis, with + indicating
that the patient fulfills Budapest research diagnostic criteria (new International
Association for the Study of Pain criteria); Il denotes trigger injury to a major
nerve, and | denotes no trigger injury to a major nerve. Plex indicates plasma
derived from plasma exchange. N, no; Y, yes; U, upper limb; L, lower limb.

Plethysmometer 7140). Edema was expressed as a percentage increase com-
pared with the baseline paw volume (48).

In Vivo Optical Imaging of Plasma Leakage and Neutrophil MPO Activity. The
mechanisms underpinning CRPS IgG-enhanced paw swelling are unknown,
but one possibility is augmented plasma extravasation. Intravenous injected
ICG, a fluorescent cyanine dye, binds to plasma proteins and remains in the
healthy vasculature. Under inflammatory conditions, it can be used to evaluate
capillary leakage. ICG (0.5 mg/kg) was dissolved freshly in 5% (wt/vol) aqueous
solution of Kolliphor HS 15 and a macrogol-based surfactant and injected in-
travenously (retrobulbar sinus) under ketamine (100 mg/kg; Calypsol; Gedeon
Richter Plc.) and xylazine (10 mg/kg; Sedaxylan; Eurovet Animal Health B.V.)
anesthesia 2 d after the paw incision. Fluorescence imaging was performed
20 min postinjection using an IVIS Lumina Il in vivo optical imaging system
(PerkinElmer; autoacquisition time, f/stop = 1, binning = 2, excitation: 745 nm,
emission filter: >800 nm) (50).

A luminol analog chemiluminescent probe, L-012 (Wako Pure Chemical
Industries Ltd.) was used for in vivo visualization of reactive oxygen species
(ROS)/reactive nitrogen species (RNS) produced by MPO in neutrophils and
macrophages; L-012 has a high sensitivity toward ROS/RNS (51). Mouse
preparation, injection, imaging, and analysis procedures were conducted as
previously described and highlighted in S/ Appendix (52).

Measurement of Inflammatory Mediators. Proinflammatory neuropeptides
peripherally released from sensory nerves and inflammatory cytokines re-
leased by perineuronal cells are abnormal in some patients with CRPS, and we
measured their concentrations in the model.

The preserved frozen paws (see above) were thawed, chopped, and then
homogenized in Triton X-100 and Calbiochem Protease Inhibitor Cocktail
containing Tris-HCl homogenization buffer at 0 °C. Additional processing
details are provided in S/ Appendix. We measured CGRP- and SP-like im-
munoreactivities in the paws by a sensitive radioimmunoassay (RIA) tech-
nique developed in our laboratory as previously described (11, 53, 54).

Concentrations of IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-o, KC (CXCL1), MCP-1, G-CSF,
RANTES (CCL5), interferon-y, IL-4, and IL-10 in mouse plasma and the paw
homogenates were measured by cytometric bead array (BD Biosciences) as
previously described (34, 55), and transforming growth factor-p and NGF
were measured by sandwich enzyme-linked immunosorbent assay according
to the manufacturers’ instructions (56).

Paw Skin Light and Electron Microscopy. After biopsy, samples were immersed
into a fixative containing 2.5% glutaraldehyde buffered with phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4) overnight at 4 °C, fixed in 1% osmium tetroxide for
35 min, and dehydrated with increasing concentration of ethanol. After
complete dehydration, they were transferred to propylene oxide before
being placed into aluminum foil boats and then embedded into gelatin
capsule containing Durcupan resin (Sigma).

Semithin and ultrathin sections were cut with Leica ultramicrotom. Semithin
sections were mounted on glass slides, stained with toluidine blue, and
examined under a light microscope. Ultrathin sections were mounted on
collodion-coated (Parlodion; Electron Microscopy Sciences) single-slot copper
grids contrasted with uranyl acetate and lead citrate, and were examined in a
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JEOL 1200EX-II electron microscope. Small nerve fiber quantification methods
are detailed in S/ Appendix, Methods.

Immunohistochemistry. Brains and L4-L6 segments of the spinal cord were
removed and postfixed for 4 h in 4% paraformaldehyde before being placed
into 30% sucrose (Duchefa Biochemie) in 0.1 M PBS overnight at 4 °C. Sec-
tions (30 pm) were prepared using a freezing microtome (Leica Biosystems
Nussloch GmbH) as free-floating sections (57, 58), and they were stained and
mounted as described in S/ Appendix. The sections (n = 3-4 animal per
group) were examined by Neurolucida software (v07; MBF Bioscience) using
a Nikon Eclipse Ni-E bright-field microscope with a computer-controlled
stage. A modified unbiased stereology protocol was used for quantifica-
tion of glial fibrillary acidic protein (GFAP) or Ibal immunoreactive cells
along the nociceptive pathway as previously described (50).

Immunofluorescence. Immunofluorescence to detect microglial P2Y12 (59)
and the production of IL-1a and IL-18 was performed on free-floating
brain sections. Images were captured with a Nikon Ni-E C2+ confocal
microscope.

Antiinflammatory Interventions. We investigated whether early immune
suppression would alter the disease course in the model. We administered the
synthetic glucocorticoid prednisolone (4 mg/kg intraperitoneally) (60, 61) or
the IL-1R antagonist anakinra [10 mg/kg intraperitoneally; Swedish Orphan
Biovitrum AB (publ), SE-112 76]. This prednisolone dose corresponds to the
highest dose range used in humans [pulse therapy (62)], and the anakinra
dose is known to be pharmacologically active in mice and und is com-
parable with human therapeutic dosages (63-65). Control animals re-
ceived respective vehicles. The first drug injection was 3 h before the
plantar skin and muscle incision and at least 4 h after IgG or control
treatment. Drug treatment was then repeated daily through the experi-
mental period. Delayed anakinra treatment was administered daily be-
tween days 8 and 13.

Generation of IL-1p Floxed Mice and Microglial IL-1p KO Mice. ||1bt™2(EUCOMMHmgu
embryonic stem cells (66) were purchased from the European Mouse Mutant
Cell Repository. Cells from clone HEPD0840-8-E03 were prepared for mi-
croinjection according to previously published protocols (67) with minor
modifications (S/ Appendix, Methods) and then microinjected into four- to
eight-cell B6N-Tyr<8%/BrdCrCrl embryos. Surviving embryos were surgically
implanted into the oviduct of day 0.5 postcoitum pseudopregnant mice.
Resulting black/white C57BL/6N chimeras were backcrossed onto C57BL/6N
WT mice to assess germline penetrance. Potential founder mice were
screened by PCR for LacZ, Neo, and LoxP sites. This line was further crossed
with C57BL/6N-Tg(CAG-Flpo)1Afst/Mmucd mice. The flp recombinase ex-
pression provided by this line resulted in a “conditional ready” (floxed)
[11ptm1<EUCOMMHMGU 5)jale where exons 4 and 5 are flanked by loxP sites. To
generate microglial IL-1p KO mice, IL-1p floxed mice were crossed with
tamoxifen-inducible B6.129P2(C)-CX3CR1™M2Nre/ERTIUNG mjce (JAX stock
020940) (20).

Statistical Analysis. Data shown are means + SEM, and two-way repeated
measures ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test was used for
comparison of threshold values between groups at respective timepoints.
One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test was used for
analysis of the immunochemistry and cytokine results. A value of P <
0.05 was considered statistically significant.
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Abstract The inhibitory neuropeptide somatostatin regu-
lates several functions in the nervous system including
memory. Its concentrations decrease by age leading to
functional alterations, but there are little known about the
receptorial mechanism. We discovered that somatostatin
receptor 4 (ssty) mediates analgesic, anti-depressant, and
anti-inflammatory effects without endocrine actions, and it
is a unique target for drug development. We investigated
the exploratory and locomotor activities and learning and
memory functions of male and female sstygene-deficient
mice compared with their wild-types (WT) at ages of 3, 12,
17 months in the Y-maze test, open field test (OFT), radial-
arm maze (RAM) test and novel object recognition (NOR)
test. Young sst, gene-deficient females visited, repeated,
and missed significantly less arms than the WTs in the
RAM; males showed decreased exploration in the NOR.
Young mice moved significantly more, spend longer time
in OFT center, and visited more arms in the Y-maze than
older ones. Young WT females spend significantly longer
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time in the OFT center, visited, missed and repeated more
arms of the RAM than males. Old males found more
rewards than females. Young males explored longer the
novel object than young females and older males in the
NOR; the recognition index was smaller in females. We
conclude that aging and sex are important factors of be-
havioral parameters that should be focused on in such
studies. Ssty is likely to influence locomotion and explor-
atory behavior only in young mice, but not during normal
aging, which is a beneficial feature of a good drug target
focusing on the elderly.

Keywords Somatostatin - sst, receptor - Behavior -
Exploratory - Memory - Locomotion

Introduction

Aging strongly influences cognitive functions, memory,
and learning. Learning slows down, but memory does
not necessarily worsen in the aging population that is
continuously increasing in the twenty-first century. Identi-
fying targets for cognitive impairment and memory deficits
is in the focus of drug development (Martel et al. 2012).
Besides aging, sex is also a crucial factor of cognitive
performance (Ruan et al. 2017); therefore, it is important
to analyze the differences in preclinical models. It is well
established in a variety of species including humans
(Vedovelli et al. 2017), rats (Casad 1990; Tenk et al.
2017), and mice (Ashpole et al. 2017; Fang et al. 2017
Reglodi et al. 2018; Spik and Sonntag 1989; Ungvari et al.
2017a) that peptide neurotransmitters, such as

@ Springer
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somatostatin, pituitary adenylate cyclase-activating poly-
peptide, corticotropin-releasing factor, insulin-like growth
factor 1, growth hormone (GH), neurotrophic factor, con-
nective tissue growth factor, play important regulatory
roles in age-related diseases, and both their brain and
peripheral concentrations change throughout aging.

Somatostatin is a 14 or 28 amino acid-containing pep-
tide with a disulfide bridge discovered in the hypothalamus
(Guillemin 1972) and originally described as a GH or
somatotropin inhibiting factor (SRIF). Later it was charac-
terized to be a broad spectrum inhibitory neurotransmitter
with a complex effect throughout the central nervous
system (CNS) (Epelbaum 1986; Martel et al. 2012;
Viollet et al. 2008), as well as the periphery to mediate a
variety of auto- , para- or endocrine actions (Leblanc et al.
1975; Pintér et al. 2006). Two subpopulations of
somatostatinergic neurons can be distinguished in the
CNS, long-protruding somatostatinergic neurons and
short-proximal glutamate and gamma-aminobutyric acid
(GABA)-ergic interneurons (Epelbaum 1986; Gulyas et al.
2003; Tomioka et al. 2005). Somatostatin inhibits the
release of several excitatory and inhibitory neurotransmit-
ters, such as serotonin, acetylcholine, glutamate, and
GABA (Baraban and Tallent 2004). It plays a role in
sensory perception and pain, motor functions, sleep, cog-
nitive performance (Helyes et al. 2009; Matsuoka et al.
1994), and neurodegenerative disorders (Martel et al.
2012; Tuboly and Vecsei 2013), neuroendocrine and emo-
tional regulation, anxiety and depression (Engin et al.
2008; Lin and Sibille 2015). Our team has provided strong
proof-of-concept evidence for systemic anti-inflammatory
and analgesic effects of somatostatin released from the
activated capsaicin-sensitive peptidergic sensory nerves at
the periphery called “sensocrine” function (Szolcsanyi
et al. 2004; Than et al. 2000).

Brain somatostatin concentrations and its functions are
strongly influenced by aging. Early gene expression stud-
ies demonstrated a significant reduction of somatostatin
mRNA in the striatum, frontal, and parietal cortex, without
significant changes in the hypothalamus of female Wistar
rats (Florio et al. 1991). Furthermore, hypothalamic so-
matostatin immunoreactivity significantly decreases in
aged female mice (Kuwahara et al. 2004) and rats (Kim
and Choe 2018). In the frontal cortex, a certain
somatostatinergic neuronal population is remarkably
down-regulated (French et al. 2017). Somatostatin-
induced GH-release inhibition was more sensitive in old
animals (Kim and Choe 2018). Moreover, genetic deletion
of somatostatin leads to reduced hippocampal neprilysin

@ Springer

inactivity and increased A [34,-formation also in young
animals, which suggests a potential protective role of
somatostatin in the development of Alzheimer’s disease
and cognitive deficits (Saito et al. 2005). Despite all these
data about the expressional and functional alterations of the
somatostatinergic systems in the aging brain, very little is
known about the regulation, sensitivity, and mechanisms
of its receptors (Kim and Choe 2018).

The broad range of actions of somatostatin is mediated
by its 5 Gj protein-coupled receptors (sst;_s) categorized
into SRIF1 (ssty, 3, 5) and SRIF2 (sst;, 4) groups on the
basis of synthetic agonist binding potentials (Hoyer et al.
1995). The SRIF2 receptors mediate the endocrine effect
of somatostatin, while the SRIF1 ones are responsible for
the anti-inflammatory, analgesic, anti-anxiety and anti-
depressant actions (Prévot et al. 2017; Scheich et al.
2016, 2017a). We discovered that the sst; receptor is a
very promising target to inhibit neurogenic inflammation,
neuropathic pain, and depression (Scheich et al. 2016,
2017b), which was supported by others (Schuelert et al.
2015; Shenoy et al. 2018). Therefore, small molecule sst4
agonists are potential drug candidates as novel analgesic
drugs with simultaneous anti-depressant activity (Botz
etal. 2017; Scheich et al. 2016, 2017b). It is very important
to elucidate the complex CNS functions of the sst, receptor
from this drug development point of view as well.

Although the precise expression of sst, is not known
due to the lack of reliable antibodies, data suggest that it is
present in the hippocampus, striatum related to behavior,
cognition, and memory (Gastambide et al. 2010;
Nakagawasai et al. 2003; Schreff et al. 2000; Viollet
et al. 1997), and a small molecule agonist was described
to improve long-term and short-term learning in a mouse
model of neurodegeneration (Gastambide et al. 2009;
Sandoval et al. 2011).

Therefore, in the present study, we investigated the
locomotor activity, anxiety, and memory functions in male
and female mice throughout aging, as well as the role of
the ssty receptor on these parameters.

Materials and methods

Animals

We examined male and female sst; gene-deficient mice
(knockout, KO) (Helyes et al. 2009; Scheich et al. 2016,

2017b) and wild-type (WT) counterpart of three different
ages (3, 12, 17-month-old) in different behavioral tests.
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They were bred and kept in the Laboratory Animal House
of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy
of the University of Pécs, Medical School. All animals
were in standard plastic cages at 24-25 °C, under a 12—
12 h light-dark cycle and provided by standard rodent
chow and water ad libitum.

All experiments were carried out in accordance with the
recommendations of the 1998/XXVIII Act of the Hungar-
ian Parliament on Animal Protection (243/1988) and were
approved by the Ethics Committee on Animal Research of
Pécs University (license no. BA02/2000-76/2017).

Y-maze test

This test is suitable for rodent memory and route-learning
capabilities, where we investigated the exploratory behav-
ior of the mice for new ways (Holcomb et al. 1999;
Hullmann et al. 2017). They were placed in the upper
arm of the Y-shaped maze, each arm having the same
length (35 cm), width (5 cm) and height (6 cm). Mice
could freely move within the 5-min-period, the number of
visited arms and the alternation index (%) (n(arm combi-
nation))/(n(total number of visited arms-2))x100 were
determined.

Radial arm maze (RAM) test

This test is appropriate for investigating both short-term
(working memory) and long-term (reference memory)
memory functions (Frick et al. 1999; Gresack and Frick
2003).

It is constructed of eight arms with a well-defined
central region where the mice start from. Each arm is
25 cm long, 7.5 cm wide, and 6 cm tall, the central part
is 20 cm in diameter. Four sugar pellets (rewards) were
placed in four defined arms, their locations did not change
during the experiment. The entire study lasted for 4 days,
the measurement time was 5 min every day in the arena.
Mice were conditioned on the first 3 days, without and
with rewards on the first and second/third days, respec-
tively. The measurement used for evaluation was per-
formed on the fourth day. The test lasted until the animal
found all the four sugar pellets, but it was maximized for
5 min (Zhang and O’Donnell 2000). The number of
visited, repeated (when the animal reentered a previously
visited reward-containing arm), and missed arms (when
the animal entered an arm that does not contain rewards),
as well as the number of the found rewards and the time to

find all the rewards were measured (Astur et al. 2004;
Crusio and Schwegler 2005).

We determined the spatial working (the number of
repeated arms divided by all visits, then multiplied by
100) and reference (the number of missed arms divided
by all visits, then multiplied by 100) memory errors.

Novel object recognition (NOR) test

This test was carried out in a 40 x 40 cm high-walled box
(open-field box) divided into 20 sections and lasted for
3 days. On the first day, the animals are habituated for
5 min, and the test served as an open field test (OFT) when
the spontaneous locomotor activity and anxiety (time spent
by moving, in the middle and at the periphery) were
evaluated (Carola et al. 2002; Gaszner et al. 2012;
Scheich et al. 2016). On the second day, two identical
objects (smaller than the mouse) were placed in the test
area, and the mice were allowed to familiarize with these
objects for 5 min. On the third day (after 24 h), one object
was replaced with a new one of different shape and color,
and the animals have observed it for 5 min. We detected
how much time the mice spend with the discovery of the
familiar and the novel objects; the ratio of which was
determined as the recognition index (Antunes and Biala
2012).

All experiments were recorded by the Noldus system
and evaluated by the EthoVision XT software.

Statistical evaluation

Data are shown as means = SEM, and factorial ANOVA
followed by Tukey’s HSD post hoc test was used for
statistical evaluation. Significant differences were
highlighted in all figures as follows: *p <0.05,
**p<0.01, ¥**p<0.001 (related to age; older groups
vs. young ones); #p < 0.05, ##p < 0.01, #Hp < 0.001 (re-
lates to sex; females vs. males); +p <0.05, ++p <0.01,
+++p <0.001 (related to genotype; KO vs. WT).

Results
Behavior of male and female sst; KO mice of different
ages in comparison with respective WT to controls

in the Y-maze

Young male and female WT and sst; gene-deficient mice
visited significantly more arms than their older
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counterparts. Furthermore, the 17-month-old female WTs
visited significantly less arms compared with males. Dele-
tion of the sst4 receptor did not alter the behavior in this test
in any age groups either in males or females. There were
no significant differences in arm combinations in relation
to age, sex, and sst4 receptor deletion (Fig. 1).

Sst, deficiency and aging worsen the RAM
performance of female but not male mice

Young sst; gene-deficient female mice visited, repeated,
and missed significantly less arms than the WT counter-
parts. There was a remarkable sex difference in young
mice, females repeated and missed significantly more arms
than the males, and also visited more arms, although this
parameter was not statistically significant. In the female,
but not in the male WT group, young mice visited, repeat-
ed and missed more and found significantly more rewards
than the respective old ones (Fig. 2).

a

Number of visited arms

0.
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Male  Female Male  Female Male Female
|3 months| |12 months|

17 months

3-month-old

Fig. 1 a The total number of visited arms and b arm combination
in the Y-maze test showing spatial working memory of mice by
spontaneous alternation of male and female sst; gene-deficient
mice and WT counterparts of three different ages (3-, 12-, 17-
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12-month-old

Working and reference memory functions of male
and female sst, KO mice of different ages in comparison
with respective WT controls in the RAM

Surprisingly, both aging and sst; deletion significantly
improved the working memory of female but not of male
mice. However, the working memory of young and the
reference memory of old WT female mice were worse than
these functions of age-matched male controls, respectively

(Fig. 3).

Aging decreases spontaneous locomotor activity
and increases anxiety level in both sexes independently
of the sst, receptor in the OFT

The 12- and 17-month-old mice of both sexes and
genotypes moved significantly less during the 5-min
measurement, spend less time in the middle and more
at the periphery of the OF box than their young controls.

b

100

Alternation index

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Male  Female Male  Female Male  Female

|3 monlhsl |12 months]

17-month-old

months-old). ¢ Representative heatmap pictures of male KO in the
three different age groups. Data are means + SEM, *p <0.05,
*p <0.01, ¥**p<0.001 (vs. age); #p <0.05 (vs. sex); factorial
ANOVA followed by Tukey’s HSD post hoc test
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Fig. 2 a The number of visited, b amount of reward found in the
RAM. ¢ Representative heatmap pictures of female WT in the
three different age groups. Data are means + SEM, **p <0.01,

It is also important to note that in the young WT group,
females spend significantly more time in the middle and
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less at the periphery than the age-matched males
(Fig. 4).
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Fig. 3 a Working and b reference memory functions. Data are means + SEM, **¥p <0.001 (vs. age); #p < 0.05 (vs. sex); +p <0.05 (vs.

gene); factorial ANOVA followed by Tukey’s HSD post hoc test
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Decreased exploratory behavior in ssty-deficient young
male, female and aged mice, but unaltered novelty
detection and recognition memory functions in the NOR
test

Young WT male mice spend significantly more time
with both the familiar and novel objects then the ssty
gene-deficient ones, as well as the female counterparts
and old ones both in cases of the first test (day 2) and the
repeated test (day 3) (Fig. Sa—d).

The older, 12-, and 17-month-old mice of both sexes
and genotypes were much less interested in exploring
both objects. The recognition index determined by the
ratio of the novel and the familiar object investigations
showing the memory function did not show any differ-
ence in any groups (Fig. 5e).

Discussion

We show here that aging and sex are very important
factors of behavioral parameters that have to be focused
on in such studies. Furthermore, the somatostatin sst,
receptor is likely to be involved in locomotion and
exploratory behaviors only in young mice and does
not influence behavior during normal aging.
Somatostatin is expressed in brain regions related to
pain and mood regulation like the dorsolateral prefron-
tal, cingulate cortex, and amygdala (Guilloux et al.
2012; Sibille et al. 2011; Tripp et al. 2011). Its important
inhibitory functions in several physiological and patho-
physiological processes, such as sensory, locomotion
and motor coordination (Zeyda et al. 2001), stress-
related and learning activities (Viollet et al. 2008), mood
regulation (Engin et al. 2008; Lin and Sibille 2015),
cognitive performance, and neurodegeneration (Saito
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et al. 2005) has also been evidenced in animal models.
Furthermore, lower somatostatin levels were measured
in the cerebrospinal fluid and the brain areas of patients
with major and bipolar depressive disorders, schizo-
phrenia, Alzheimer’s, and Parkinson’s diseases (Lin
and Sibille 2013).

Somatostatin levels strongly decrease in the aging
brain to that mRNA and protein levels (Florio et al.
1991; Kuwahara et al. 2004), and its functions are also
altered (French et al. 2017; Kim and Choe 2018).

The expression of the sst; receptor in the brain
is similar to that of somatostatin (Martel et al.
2012), but there are no data about its functions
and changes in aging. We earlier found enhanced
inflammatory and neuropathic hyperalgesia in ssty-
deleted mice (Helyes et al. 2009). Increased
depression-like behaviors and anxiety, as well as
altered neuronal activation in the central and
basolateral amygdaloid nuclei, were detected in
ssty gene-deficient mice upon both acute and
chronic stress (Scheich et al. 2017b).

The present results clearly demonstrate that the lack
of ssty only influences some behaviors of young mice:
females visited, repeated, and missed significantly less
arms than the WTs in the RAM, while males showed
decreased exploration in the NOR. Since the outcomes
of these behavioral tests are greatly modified by the
anxiety level of the animals, and the ssty-deficient mice
have more anxious and depressive-like phenotye
(Scheich et al. 2016), our findings might not only be

Fig.5 a-b Time spend of familiar/familiar object, ¢—d the time of P>
familiar/novel object zone, and e recognition index in the NOR
test. f Representative heatmap pictures of male WT in the three
different age groups. Data are means + SEM, **¥p <0.001 (vs.
age); ##p <0.01, ##p <0.001 (vs. sex); +p <0.05 (vs. gene);
factorial ANOVA followed by Tukey’s HSD post hoc test
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explained by the direct inhibition of learning and loco-
motion by somatostatin via this receptor, but higher
stress level could also be an influencing factor.

Since substantial influence of aging and sex on the
behavioral parameters in rodent experiments is well-
established (Frick et al. 1999; Sutcliffe et al. 2007), we
investigated the impact of these factors in our test sys-
tems in order to get a complex picture. The OFT (Carola
et al. 2002) and the spontaneously alternating Y-maze
test are suitable for determining spontaneous locomotor
activity, exploratory behavior, and anxiety level
(Borbély et al. 2013). Furthermore, the arm combination
in the latter test also refers to working memory func-
tions, since the animal has to remember the two arms
that visited for the previous time to get the opportunity
to choose and create a new alternative (Hughes 2004).
Locomotor activity, anxiety, exploration time in both
sexes, but working memory of females declined with
age. Young males showed worse locomotor activity,
higher anxiety, and better recognition memory, but old
ones better working memory than females. Young mice
moved significantly more, spend longer time in OFT
center, and visited more arms in the Y-maze than older
ones of both sexes. As for sex differences, we found that
young females were more active than males, but the
oldest females were less active and anxious than the
respective males.

The influence of aging and sex on behavioral and
memory parameters was investigated by others ear-
lier with C57BL/6NIA mice. They found deteriorat-
ed memory with aging in both sexes up to 25 months
in the Morris water maze, elevated plus maze, OFT
that are in agreement with our findings. The 17-
month-old mice showed less exploratory behavior,
females had higher anxiety level and better spatial
reference memory than males (Frick et al. 1999).
Cognitive tests were performed in order to assess
spontaneous movement, daily activity, distance
moved, velocity, and acceleration in a 90-h period
of time in young and old (C57B1/6J male 6, 21 and
27 months old) mice. Learning abilities and locomo-
tor activity decreased age dependently and similarly
to rats and humans. However, memory decline was
not observed in all elderly mice (Logan et al. 2018).
Furthermore, in a recent study, cognitive decline was
investigated in C57BL/6J mice in the RAM test after
brain irradiation which showed that this test is suit-
able method for assessing memory function in ro-
dents (Ungvari et al. 2017b).
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In both the RAM and NOR tests, the working and
recognition memory of young animals were better,
respectively. The NOR is widely used to examine
memory processes (Bevins and Besheer 2006).
Young WT females visited, missed, and repeated
more arms of the RAM, but old males found more
rewards. In the NOR, young males spend longer
time by exploring the novel object than both young
females and older males, the recognition index was
smaller in females. Similarly to our mouse results
here, male rats were shown to perform better in the
recognition test (Sutcliffe et al. 2007).

There is a strong proof-of-concept that sst, is a valu-
able target for the development of analgesic and anti-
depressant, as well as anti-inflammatory drugs provid-
ing a unique tool for the treatment of these common
comorbidities particularly in the elderly. Therefore,
small molecule sst; agonists with a completely new
mechanism of action are under development for chronic
neuropathic pain, concomitant mood disorders, and neu-
rogenic inflammation that are still important unmet
medical needs (Botz et al. 2017; Pintér et al. 2006;
Scheich et al. 2016).

Synthetic sst, agonists inhibit pain, inflammation
(Sandor et al. 2006; Schuelert et al. 2015), depression-
like behavior (Scheich et al. 2016), and as neurodegen-
eration and cognitive dysfunction via increasing
neprilysin activity leading to decreased cortical A3 4>
formation in rodent models (Sandoval et al. 2011,
2012). We can conclude from the present results, that
ssty does not influence these functions during normal
aging without more severe neuronal damage. Therefore,
sst, agonists, as novel drug candidates, are not likely to
have a major influence on locomotion and learning

ability.
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