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|. BEVEZETES

A fajdalom a Nemzetkozi Fajdalomkutatdé Szovetség meghatarozasa alapjan valodi vagy
potencialis szovetkarosodas kovetkeztében kialakuld kellemetlen érzéskvalitas. Jellemezhet6 a
nocicepcidval, melyet allatkisérletekkel tudunk vizsgdlni, valamint affektiv komponenssel a
fajdalom emocionalis megjelenésével, mely csak emberekben vizsgalhatd (1). A nociceptorok
mechanikali, termalis vagy kémiai ingerek felfogasara specializalodtak, melyek a receptorok
érzékenysége alapjan lehetnek unimodalisak (termalis, mechanikai) vagy polimodalisak (ho,
mechanikai, kémiai ingerek). A fajdalom idGtartama szerint lehet akut fajdalom, mely hirtelen
fellépo, rovid ideig tartd allapot, a szervezet legfontosabb védekezé mechanizmusa, valamint
kronikus fajdalom, mely a szovetek gyodgyulasat kovetéen is fennmarad (2,3). Okozhatja
sériilés vagy gyulladas, mely érinti a periférias idegeket vagy a gerincvel6t is. A neuropatias
fajdalom idegkarosodas kovetkeztében kialakuld, hosszan tarto allapot. Nem fajdalmas inger
altal kivaltott fokozott érzékenységet allodinianak, mig az enyhén fajdalmas inger hatasara
kialakulo fajdalomérzetet hiperalgézianak nevezziik (2). A periférias nociceptorok kb. 50-
70%-at a kapszaicin-érzékeny érzbideg-végzodések alkotjak, melyek (4) harmas funkcioval
jellemezhetdk: egy klasszikus afferens funkcid, amikor az inger hatdsara a szenzoros
idegvégzddések a kozponti idegrendszer felé tovabbitjdk az ingeriiletet, igy alakul ki a
nocicepcid, vagyis a fajdalomérzet. A masodik, a lokalis efferens funkcio, mely soran az
érz6idegvégz6désbol szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel [kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP) és a tachikininek (substance P (SP) és neurokinin A)], vazodilataciot és plazmafehérje
kiaramlast idézve el6. A harmadik, a szisztémas efferens funkcid, ekkor az érzéideg-
végz6deésbdl a gyulladaskelté neuropeptidek mellett fajdalomcsillapitd €s gyulladascsokkentd
neuropeptidek (szomatosztatin és a hipofizis-adenilat-ciklaz-aktivalo  polipeptid) is
felszabadulnak (5,6).

Komplex Regionalis Fajdalom Szindroma (CRPS)

A CRPS egy kronikus fajdalomallapot, amely altaldban végtag trauma utdn alakul ki.
Korlatozott végtagok, érzékszervi, autondm, motoros, bor- és csontelvaltozasok jellemzik,
azonban a f0 tiinet a fajdalom és a hiperalgézia (7-9). Kialakulhatnak pszichologiai tiinetek
(szorongas, depresszio) €s alvaszavar is. A komplex tiinetek miatt integralt interdiszciplinaris
kezelésre van sziikség az egyénre szabva. Az elsddleges a fajdalom csokkentése, a funkcid
megOrzése vagy helyreallitasa és a betegek életmindségének javitasa. Még a korai, megfeleld
kezelés mellett is nehéz a teljes gyogyulast elérni (10). Két {6 tipusa van, a valodi idegsériiléssel

nem jaro CRPS 1, illetve a tényleges idegsériiléssel jar6 CRPS II tipus (11). A betegség



patofiziologidja ezidaig ismeretlen, de egyes kutatdsok szerint szerepet jatszhatnak az
autoantitestek altal medialt immunreakciok, mivel néhdny beteg reagdl immunglobulin
kezelésre (10,12-14). A legtobb CRPS-ben szenvedd paciens egy honapon beliil javulast mutat
kezeléssel vagy anélkiil (15), azonban a betegek 20%-anal tartos fajdalom alakul ki (16). Egyes
neuropeptidek (SP, CGRP), valamint a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a) és az interleukin-6
(IL-6) emelkedett szintjét mutattak ki CRPS mintakbdl (9,17). Kapszaicin injekcioval vagy
elektromos stimuldciéval kivaltott szenzoros neuropeptid felszabadulds stimuldlja a
gyulladasgatl6 citokinek, mint a tumor nekrézis faktor (TNF), az interleukin-1 (IL-1) és az IL-
6, valamint az idegi eredetli névekedési faktor termelését a patkanyok borében (18). A CRPS
neuropatids mechanizmusok 4altal kozvetitett fajdalomallapot, amelynek kialakuldsaban
mikroglia és asztrocita aktivacio, neuroinflammaci6 és koézponti idegrendszeri szenzitizacio
jatszik szerepet (19,20), ezaltal a neuroplasztikus hatasok valtozast okoznak az érzékszervi és
motoros funkcidkban is. A kozponti neurofizioldgia folyamatok a periférids gyulladasos
mechanizmusokkal egyiitt neurogén gyulladast valtanak ki (21-23). A periférias sériilés miatt
a gyulladasos citokinek talzott expresszidja kovetkezik be (24) és neuropatias fajdalom alakul
ki, valamint vazoaktiv neuropeptidek (CGRP, SP) is felszabadulnak. Kimutathato a gatld
interneuronok csokkent aktivitasa a gerincveld hatsé szarvaban (8). Transzkriptomikai
elemzéssel patkany kronikus posztiszkémias fajdalom modellben vizsgaltak hatsé gyoki
ganglion (DRG) mintdkb6l a neuroinflammacié potencidlis szerepét. Azonositottdk a
legfontosabb mediatorokat, jelatviteli utakat és potencialis ) fajdalomcsillapitd célpontokat
(25). A DRG-k korélettani valtozasai befolyasolhatjak a kronikus fajdalmak, koztiik a CRPS
kialakulasat, ezaltal a DRG stimulalas hatékony modszer lehet a fajjdalomcsillapitasra (26). A
neuroinflammaécidés  mechanizmusok  tovabbi  vizsgalata  hozzdjarulhat a  CRPS
mechanizmusainak jobb megértéséhez, valamint 0 terapias célpontok azonositasahoz.
Kutatocsoportunk a Liverpooli Egyetemmel (Department of Translational Medicine, University
of Liverpool, The Walton Centre NHS Foundation Trust, Liverpool) kollaboraciéban korabban
kidolgozott egy CRPS passziv transzfer-trauma egérmodellt, és vizsgaltuk annak transzlacios
jelentdségét. Sikeriilt kivaltani a betegségre jellemz6 fobb tiineteket (fajdalom, hiperalgézia,
6déma) kis talpi bemetszést kdvetéen a CRPS betegekbdl nyert tisztitott immunglobulin G
(IgG) frakcid napi adasaval (27,28). A transzlacios allatmodellek alkalmazasa eldsegitheti ezen
patofiziologiai mechanizmusok feltérképezését, és hozzajarulhatnak a hatékony terapiak
kidolgozasdhoz. Azonosithatoak a fajdalom kialakuldsaban szerepet jatszo szignalizacids
utvonalak molekularis mechanizmusai és funkcidi, ezaltal igéretes lehetdségeket nytjthatnak

Uj tamadaspontu vegyiiletek fejlesztésekor (29,30).
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Uj tipusii analgetikumok fejlesztésének sziikségessége

A krénikus, neuropatids komponenseket is tartalmazo fajdalomallapotok kezelésére a jelenleg
forgalomban 1év6 fajdalomcesillapitok (nem szteroid gyulladascsokkentok (NSAID), opioidok)
szamos esetben nem hatékonyak €s/vagy a széles kort, sulyos mellékhatasok miatt nem lehet
hosszu tavon alkalmazni (31). A CRPS-ben szamos gyogyszert hasznalnak a fajdalom és
gyulladas csokkentésére, valamint a funkcionalis allapot javitasara, mint az NSAID-ok, a
kortikoszteroidok, az antiepileptikumok, az antidepresszansok, az opioidok, a biszfoszfonatok
¢s a kalciumcsatorna blokkolok (32). CRPS betegek életminéség és az érintett végtag
funkciondlis képessége javult a prednizolon kezeléssel traumas sériilést kovetden, és
megakadalyozta a betegség kronikus fazisba 1épését (33,34). A gerincveld stimulator
beiiltetésével, elektromos impulzusokat alkalmazva, a betegek mintegy 50%-anal csokkenti a
fajdalmat (35). A CRPS megfeleld terapiaja a tobbféle gyodgyszerhasznalaton és a korai
fizioterapian alapul (36). A betegek egy részénél a plazmaferezis hatékony lehet, amely az
autoimmunitas jelentds szerepét tamasztja ala (10,12—14). A CRPS igazi terapias kihivast jelent
a fajdalomcsillapitasban, ahol 4j tipust analgetikumok sziikségesek (35).

A szomatosztatin 4 (SST4) receptor igéretes gyogyszercélpont lehet (37-40), mely
fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd és antidepresszans hatasokkal rendelkezik. Kis
molekulaju SST4 agonistak fejlesztése szamos gyodgyszeripari vallalat érdeklddési korébe kertilt
(41,42). Potencialis gyogyszerjeloltek lehetnek olyan 0j fajdalomesillapitoként, melyek
egyidejiileg antidepresszans hatassal is rendelkeznek (43). Oralisan adott Gj SST4 agonistak
erés antihiperalgetikus hatast fejtettek ki kronikus neuropatia modellben (41). Az SST4 receptor
szerepet jatszhat szenzoros és motoros funkciokban (44), stressz reakcidokban, tanulasi
folyamatokban (45), hangulatszabalyozasban (46,47), kognitiv teljesitményben és a
neurodegenerativ folyamatokban (48). A gyogyszerfejlesztés szempontjabol fontos az SST4
receptor komplex kdzponti idegrendszeri funkcidinak tisztazasa.

Szomatosztatin és receptorai: fokuszban a SST4 receptor

A szomatosztatin egy 14 vagy 28 aminosavbol allo peptid a periférias és koézponti
idegrendszerben, valamint a szervezet szamos teriiletén (49-52). Széles spektrumu gatld
neurotranszmitter, melynek komplex hatdsa van a kozponti idegrendszerben (45,53,54),
valamint a periférian auto-, para- vagy endokrin hatasokat kozvetit (55,56). A szomatosztatin a
fajdalmat és hangulatot szabalyzd agyi régidokban expresszalodik, foként a hatso-oldalso
prefrontalis, a cingularis kéregben és az amigdalaban (57-59). Szamos serkentd és gatlo
neurotranszmitter (szerotonin, acetilkolin, glutamat és gamma-aminovajsav) felszabadulasat

gatolja (60). Kutatocsoportunk mar korabban bizonyitotta az aktivalt kapszaicin-érzékeny
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peptiderg szenzoros idegekbdl felszabadult szomatosztatin szisztémas gyulladasgatlo és
fajdalomcsillapitd hatasat a periférian, melyet ,,szenzokrin” funkcidonak hivnak (38,61). A
szomatosztatin szamos neurologiai betegségben is szerepet jatszik, mint az Alzheimer- és
Huntington-korban (62), valamint epilepsziaban is (63).

Ot szomatosztatin receptor gént klonoztak kiilonféle fajokbol, melyek G-proteinhez kapcsolt
receptor szupercsalad tagjai és feltételezték, hogy membran-glikoproteinek, amelyek hét a-
spiralis transzmembran domént tartalmaznak. Az SSTR4 expresszioja alapjan jelen van a
viselkedéssel, megismeréssel ¢és memoriaval kapcsolatos agyi teriileteken, mint a
hippokampuszban ¢és a stridtumban (64-67). A SST4 receptor igéretes célpont lehet a neurogén
gyulladas, neuropatias fajdalom és depresszié gatlasara (11,43,68,69).

Oregedés és a szomatosztatin kozti osszefiiggés

Az 6regedés jelentdsen befolyésolja a kognitiv funkciokat, a memoriat és a tanuldst. A kognitiv
karosodds és memoria romlasanak lassitasa vagy megakaddlyozdsa a gyogyszerfejlesztés
kozéppontjaban all (54). A szomatosztatin mRNS szintje a ndéstény Wistar patkanyok
stridtumaban, a frontalis és a parietalis kérgében szignifikansan csdkken az 6regedéssel (70). A
szomatosztatin potencialis véd6 szerepet jatszhat az Alzheimer-kor és a kognitiv karosodas
kialakulasaban (48). Neurodegeneracios egérmodellben szomatosztatin agonistakat javitjak a
memoria funkciot, valamint a hosszl és rovid tavii memoriat (65,71). Az 6regedés mellett a
nemi kiilonbségek és a kognitiv teljesitmény (72) is fontos tényezo a preklinikai modellekben.
A szomatosztatin altal szabalyozott ndvekedési hormon termeld sejtek szdma csokken az
¢letkorral (73-75).

Tanulas és memoria

A tanulas folyamata az ismeretek és készségek elsajatitasat jelenti, eredményeként alakulnak
ki példaul szokasaink, attitiidjeink és tudasunk. A memdria a szervezet informacio feldolgozo
képessége, melyben résztvevd f6 agyteriiletek az amigdala, a hippokampusz, a kisagy és a
prefrontalis kéreg (76). Harom tipusat kiilonboztetjilk meg: a rovid és hosszua tavi, valamint a
munka memoriat. A ragcsalokban a viselkedési és a megismerési tesztek (77—79) alkalmasak
az agy Oregedési folyamatanak és a neurodegenerativ betegségek feltérképezésére (48). A
leggyakrabban hasznalt kognitiv tesztek a térbeli memoria vizsgalatara a Morris vizi labirintus,
tobbkaros utvesztd (RAM) és Y-utvesztd, valamint az 0j targy felismerési (NOR) és a félelem

kondicionalasara alkalmas tesztek.



1. ALTALANOS CELKITUZES

1. Az éaltalunk korabban kidolgozott uj CRPS transzlacids egérmodellben a betegekbdl
szarmaz6 plazma IgG frakciok egérbe injektalasa utan kis talpi bemetszést kdvetéen a
periférias és kozponti idegrendszeri patofiziologiai mechanizmusok feltérképezése.

1.1. Funkcionalis véltozasok (nocicepcid, 6déma) vizsgalata

1.2. Periférias vaszkularis és sejtes gyulladasos mechanizmusok meghatarozasa
(optikai képalkotas €s citokin vizsgalatok)

1.3. Kozponti idegrendszeri neuroinflammacids folyamatok (gliasejt aktivacid
vizsgalata)

1.4. A hatso gyoki ganglionok transzkriptomikai vizsgalata

1.5. Az azonositott korélettani folyamatok validdldsa génhianyos egerekkel ¢és

farmakologia modszerekkel, uj farmakoterapias lehetdségek meghatarozasa

2. A munkacsoportunk kutatasi kozéppontjaban allo 0j fajdalomesillapité célmolekula, a
szomatosztatin 4 receptor, szerepének vizsgalata egérben a spontan lokomotoros
aktivitasra és kognitiv folyamatokra a tanulds és memoria (01j utkeresé magatartas, a
munka ¢és referencia memoria), valamint a felfedez6 tesztekben (1 targy felismerése)

kiilonods tekintettel az 6regedésre €és a nemek kozti kiilonbségre.



111. MODSZEREK ES EREDMENYEK
Neuroinflammacios mechanizmusok szerepének vizsgalata a CRPS passziv

transzfer-trauma egérmodelljében

Kisérleti protokoll

A Kkisérleteinket C57BL/6J, valamint mikroglia specifikus IL-/f kondicionalis KO és IL-/af
KO néstény egerekkel végeztiik. A szoktatas és kontroll mérések utan a kisérlet 0. napjan
talpbor-izom incizidt végeztiink, mely sordn egy 0,5 cm hosszu vagast ejtettiink az egerek jobb
hatsé talpanak kozepén (27,28). Kollaboraciods partneriink Dr. Andreas Goebel (University of
Liverpool, United Kingdom) biztositotta a tisztitott IgG frakciot olyan betegektdl, akiknek a
kiindulasi fajdalomintenzitasuk egy 11 pontos numerikus értékelési skalan 7/10 volt (ahol a
O=nincs fajdalom, 10=elviselhetd legnagyobb fajdalom). Intraperitonealisan (i.p.) minden nap
kezeltiik az egereket CRPS vagy egészséges IgG szérummal, és a kontroll csoport fiziologias
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 nekrézis faktor etanercept (5 mg/kg
i.p.) vagy Janus kinaz inhibitor tofacitinib (30 mg/kg subcutan) adasaval. Mértiik a mechanikai
fajdalomkiiszobot dinamikus plantaris észteziométerrel, az 6déma mértékét pletizmométerrel
¢s a MPO enzimaktivitast in vivo képalkotassal. Az kisérlet utolso napjan (3, 6 vagy 14 nap) az
allatokat ketamin-Xilazinnal (100 mg/kg és 5 mg/kg i.p.) altattunk. A plazmakat ¢és a labakat -
80 °C-on taroltuk a késObbi neuropeptid és citokin koncentracié meghatarozésig. Az egereket
transzkardialisan perfundaltuk 4% paraformaldehid oldattal, majd eltavolitottuk az agyat és a
gerincveldt a késobbi asztocita és mikroglia sejtaktivacié immunhisztokémiai vizsgalataig (28).
Az asztrocita és mikroglia immunpozitivitasat a sejtsilirliség meghatarozasaval vizsgaltuk a L4-
L6 gerincveld hatso szarvabol (I-1I réteg) és a mélyebb rétegekbdl, valamint az agy
periakveduktalis sziirke dllomany (PAG) és szomatoszenzoros kéreg (SSC) teriileteirdl.

A transzkriptomikai elemzés soran a mechanikai fajdalomkiiszobot az 1., 3., 4. és az 5. napokon
mértiik. A kisérlet utols6 napjan izolaltuk az L4-L6 DRG mintakat, folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, majd az ribonukleinsav (RNS) kivonasig -80 °C-on taroltuk. Az RNS
szekvenalast kovetden transzkriptomikai elemzést végeztiink.

CRPS betegek 1gG-je fokozza a talpsériilés okozta mechanikai hiperalgéziat egerekben
A talp bemetszést kovetd napra a sériilt labban 45-50%-0s mechanonociceptiv
kiiszobesokkenés alakult ki mindharom kezelési csoportban, majd a tovabbi napokon enyhe,

nem szignifikans mechanikai hiperalgézia maradt fenn a fiziologias sdoldattal és az egészséges



IgG-vel kezelt allatokban. A CRPS IgG megnévelte a kialakult mechanikai hiperalgézia
mértékét az egészséges IgG-vel kezeltekhez képest, mely a kisérlet késdi fazisaban tovabb
fokozddott. A miitét utdni napra egy 30%-os térfogat novekedés alakult ki az érintett végtagon
mindharom kezelési csoportban. A kialakult 5déma a CRPS IgG-vel kezelt csoportban a kisérlet
végéig szignifikansan nagyobb volt, mig az egészséges IgG ¢€s a fiziologids sooldattal kezelt
csoportokban 1-2 napon beliil normalizalodott.

A DRG-k traszkriptomikai elemzéséhez végzett mechanikai fajdalomkiiszob méréskor a CRPS
IgG hatasara szintén kKialakult egy 45-50%-o0s mechanikai fajdalomkiiszob-csokkenés az incizid
utani 5. nap. A CRPS IgG napi, ismételt adasa szignifikansan fenntartotta a mechanonociceptiv
kiiszob-csokkenést az egészséges 1gG-vel kezelthez képest.

CRPS IgG fokozza a korai fazisban a neutrofil mieloperoxidaz aktivitast egerekben

Az L-012 kemilumineszcencias in vivo képalkotassal a neutrofil mieloperoxidaz (MPO) altal a
neutrofilekben és makrofagokban a reaktiv oxigén és nitrogén gyokok termelddését mértiik. A
talp bemetszés kovetkeztében megndvekedett MPO aktivitas szignifikansan fokozédott a CRPS
IgG-vel kezelt allatokban 2 nappal a sériilés utan. A plazma extravazaciot jelz6 fluoreszcens
képalkotéssal ebben az iddpontban nem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt csoportok kdzott.
CRPS 1gG nem befolyasolja a periférias gyulladasos mediatorok termelodését

A gyulladasos valtozasok értékelésére a SP és CGRP koncentracioit radioimmunoassay-el
mértik hatso 1lab homogenizatumokbol, valamint az IL-6, TNF-o, MCP-1 és IL-1B
koncentracioit ugyanazokbol a mintakbdl szarmazo multiplex mikrogydngy matrix technikaval.
Korabbi eredményekhez hasonloan (27) az SP szintje nétt a sériilt labban a 6. napra a CRPS
IgG-vel kezelt csoportban, mig a CGRP szintje nem valtozott szignifikdnsan. A sériilt labak
esetében ugyan szignifikansan fokozodott a gyulladdsos mediatorok szintje az intakt oldalhoz
képest, azonban a kiilonbség az id6 eldrehaladtaval fokozatos csokkent, és a kezelési csoportok
kozott sem volt kiilonbség. Az incizid utan 13 nappal a legtobb mediator mar nem volt
kimutathat6, annak ellenére, hogy a hiperalgézia ekkor volt a legnagyobb. A plazma citokin
koncentracidiban nem volt szignifikans kiilonbség.

CRPS IgG fokozza a gliasejt-aktivaciot a fajdalommal kapcsolatos kozponti idegrendszeri
teriileteken

Az asztrocita és a mikroglia sejtek szamat a gerincveld L4-L6 hatso szarvaban (I-11 réteg) és a
mélyebb rétegekben értekeltiik az incizid utani 3, 6 és 13 napon. A glialis fibrillaris savas
fehérje (GFAP) immunpozitivitast az 6. napon, az ionizalt Ca-kot6 adaptor molekula 1 (Ibal)
immunpozitivitast pedig a 13. napon értékeltiik. Az asztrocitak szama a korai idészakban (3. és

6. nap), mig a mikroglia sejtszam az egész kisérleti id6 alatt (13. napig) fokozddott a CRPS
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IgG-vel kezeltekben. A modellben tehat atmeneti asztrocita és tartds mikroglia aktivaciot
figyeltiink meg.

CRPS 19G neuroinflammacioval kapcsolatos génexpresszios valtozasokat eredményez
talp sériilés utan az egerek hatsé gyoki ganglionjaban

A transzkriptomikai elemzés soran 125 differencialtan expresszalt (DE) gén csoportosulasat
mutatja a hétérkép a CRPS és egészséges IgG-vel kezelt egerek sériilt oldali DRG mintait
Osszehasonlitva. A hétérképen a kezelt mintak a két csoportnak megfeleléen jol elkiiloniiltek.
48 gén up-regulalodott és 77 gén down-regulalodott a CRPS IgG-vel kezelt DRG-mintakban.
Ezek koziil kivalasztottunk 12 up- és 12 down-regulalddott gént a p-érték alapjan, melyek
szerepet jatszhatnak a CRPS-ben, és meghataroztuk ezen gének altal kodolt fehérjék sejten
beliili lokalizaciojat és potencialis funkcioit. A Ranked list enrichment/KEGG adatbazis
magaba foglalta a citokin-citokin receptor kdlcsonhatast, a Gén ontologia (GO) adatbazis pedig
a citokin aktivitdst, a neuropeptid receptor, a fesziiltség fiiggd csatorna aktivitast, a leukocita
kemotaxist, és még sok mas folyamatot. A DE gének lista/GO adatbazis alapjan a peptidaz
szabalyozas és a gyulladasos valasz pozitiv szabalyozésa is a feltételezett mechanizmusok
kozott volt. A transzkriptomikai vizsgalatban a TNF és a Janus kindz-szigndl transzducer és
transzkripcio aktivator (JAK-STAT) jelatviteli ttvonalakat azonositottuk génexpresszios
szinten CRPS IgG-vel kezelt DRG mintaikat 6sszehasonlitva az egészséges IgG-vel. A CRPS
IgG neuroinflammacios valtozasokat idézett el6 a DRG-ben, amelyben a TNF és a JAK-STAT
jelatvitel aktivalasa kulcsszerepet jatszott.

TNF és Janus kinaz (JAK) szignalizacio gatlasa csokkenti a CRPS IgG-vel kivaltott
mechanikai hiperalgézia-fokozodast

A talpbdr-izom inciziot kovetd napon minden csoportban 37-49% mechanikai fajdalomkiiszob-
csokkenést mértiink. A CRPS IgG kezelt csoportban szignifikansan nagyobb volt a mechanikai
hiperalgézia az egészséges IgG-vel injektalt egerekhez képest (38,8 + 4% vs. 15,3 =+ 7,3% a
kisérlet 3. napjan; 29,4 + 7,5% vs. 5,5 £ 4,9% a kisérlet 7. napjan). A JAK inhibitor tofacitinib
(30 mg/kg subcutan) napi kétszeri adasa, valamint a szolubilis TNF receptor etanercept (5
mg/Kg i.p.) napi alkalmazasa szignifikansan enyhitette a CRPS hatasara Kialakult mechanikai
hiperalgéziat. Az incizi6 utani napra 27-35%-os labduzzadas alakult ki mindegyik csoportban,
mely a kisérlet végére normalizalédott. A CRPS IgG kezelés nem befolyésolta az 6déma
mértékét tekintve, hogy a mintat szolgaltatd CRPS betegnél a mintavétel idején nem allt fent
végtag duzzadas. A CRPS IgG hatasara szignifikdnsan emelkedett GFAP immunaktivitas a
gerincveld hatsé szarvaban, a PAG-ban és az SSC-ben az egészséges IgG-vel kezeltekhez

képest a 7. napra. Az etanercept kezelés csokkentette a gerincveld hats6 szarvaban a GFAP
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pozitiv sejtek szamat. Az etanercept és a tofacitinib kezelés a PAG-ban és az SSC-ben is
csokkentette sejtaktivaciot. Az Ibal fehérje expresszid novekedett a gerincveld hatsé szarvaban
a CRPS-el kezelt allatokban, melyet az etanercept kezelés kis mértékben, a tofacitinib azonban
szignifikdnsan csokkentett. A PAG-ban a CRPS IgG hatasara megnovekedett Ibal
immunpozitivitast az etanercept és tofacitinib is enyhitette.

Az IL-1 Kkiiitése és receptoranak blokkolas megakadalyozza a CRPS-hez kapcsolédo
hiperalgéziat és gliozist

A gliikokortikoid prednizolon (4 mg/kg i.p./nap), és az interleukin-1 receptor antagonista
anakinra (10 mg/kg i.p./nap) hatasait vizsgaltuk a CRPS IgG altal kivaltott tiinetekre és a
gyulladasos valtozasokra. A miitétet kdvetd napon a mechanikai hiperalgézia egyforman
kialakult minden kezelési csoportban. A 2. és 3. napon a gliikkokortikoid kezelés atmenetileg
csokkentette a CRPS IgG 4ltal kivaltott mechanikai hiperalgéziat, de ez a hatds a 7. napra mar
nem volt kimutathat6. Az anakinra kezelés megakadalyozta a CRPS IgG hatasanak kialakulasat
¢s szinte teljesen megforditotta a gliasejtek aktivalodasat a gerincveld hatso szarvaban a kisérlet
6. napjara a sériilt oldalon. A prednizolon kezelés nem okozott ilyen valtozasokat. Ezenkiviil
az anakinra késleltetett adasa (8. naptol kezdve) csokkentette a CRPS IgG hatasara kialakult
mechanikai hiperalgéziat, és a fokozott mikroglia aktivaciot is a gerincveldi hatso szarvban a
13. napra. A periférias mediatorok szintjét tekintve az anakinra a 3. napon csak az MCP-1
szintjét csokkentette.

A CRPS IgG-t kapott IL-/af KO egerek esetében csak enyhe mechanikai hiperalgézia alakult
ki, valamint az incizid utan is kevésbé tapasztaltuk a 1ab duzzadasat. IL-14 flox-olt (fl/fl)
egereket hoztunk 1étre annak megallapitasara, hogy a megndvekedett mikroglia IL-1p hatassal
van e a CRPS soran kialakult fokozott mechanikai hiperalgéziara. A mikroglia IL-1B
eliminacidja szignifikdnsan csokkentette a mechanikai hiperalgéziat és a talp 6démat a CRPS
lgG-vel kezeltekben, bar ez a hatas kisebb volt, mint az IL-/aff KO egerekben. Az Ibal
aktivacioja csokkent az IL-7/af KO egerekben, de a mikroglia IL-/8 KO-k esetében nem
valtozott a CRPS IgG hatasara. Mig a mikroglia IL-// sejtek fontos részei a tartds fajdalomhoz
kapcsolodo kronikus neuroinflammacionak, addig mas IL-1p-termeld sejtek vagy az IL-1a altal

kozvetitett folyamatok is hozzajarulhatnak a CRPS tiineteihez.
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SSTareceptor szerepének vizsgalata tanulas és memoria egérmodelljeiben

Kisérleti protokoll

A tanulas és memoria tesztekhez him és ndstény Sstr4 génhianyos (39,43,80) és vad tipusu
egereket hasznaltuk kiilonb6z6 életkorban (3, 12, 17 honap). Az eredeti Sstr4 heterozigdta
(Sstr4+/-) tenyészparokat Prof. Dr. Pierce C. Empson kutatocsoportja (Laboratory of
Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Babraham Research Campus, United
Kingdom) biztositotta szamunkra.

Modszerek

Az Y-utveszté (Y-maze) egy egyszeresen elagazo labirintus teszt, amely a ragesalok térbeli
memoria és utvonal-tanulasi képességeinek vizsgalatara alkalmas (81,82).

A tobbkaros utveszté (Radial arm maze - RAM) egy 8 karos ttveszt, mely alkalmas a
munkamemoria és a hosszl tavh (referencia) memoria vizsgalatara (83,84). A mérés soran 4
kivélasztott karba jutalomfalatot helyeztiink és a mérés addig tartott, amig az allat mind a 4
pelletet meg nem talalta, vagy le nem jart a mérés id6 (85).

Az uj targy felismerési (Novel object recognition - NOR) tesztet széles korben hasznaljak a
felfedez6 viselkedés és emlékezési folyamatok vizsgalatara (86). Egy feliil nyitott tetejii (Open
field - OF) dobozban detektaltuk az egerek spontan lokomotoros aktivitast és a szorongast
(43,87,88). A targyak behelyezését kovetéen az OF dobozba vizsgaltuk, hogy az egerek mennyi
1d6t toltenek az ismerds és az 0) targy felfedezésével €s ezek aranyabol meghataroztuk a
rekognicios indexet (89).

Sstr4 hianya nincs hatassal a térbeli memoriara, amely az életkorral csokken

Az Y-utvesztoben a fiatal him és néstény, WT és Sstr4 KO egerek szignifikansan tobb kart
latogattak, mint 1d6sebb tarsaik. A 17 honapos WT ndstényeknél csokkent az 1) utkeresd
magatartas KO és him tarsaikhoz képest. Az SST4 receptor hianya nem befolyasolta az egerek
viselkedését egyik csoportban sem.

Sstr4 hianya és az oregedés rontja a nostény egerek felfedezo aktivitasat, amely korlatozza
a munkamemoria megitélését

A RAM tesztben a fiatal Sstr4 KO néstény egerek latogattak, ismételtek és tévesztettek
szignifikdnsan kevesebb kart, mint a WT tarsaik. A nemek kozti kiilonbségben a fiatal
néstények ismételtek szignifikdnsan tobb kart, és tobb kart is latogattak, mint a himek, bér ez a
paraméter nem volt szignifikéns. A fiatal him és ndstény WT egerek latogattak, ismételtek és

tévesztettek tobb kart, €s tobb jutalomfalatot talaltak meg, mint az idésebb tarsaik. Az dregedés

crer
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egerek esetében azonban nem. Az idés WT him egerek referencia memoriaja, mig a fiatalok
munkamemoriaja javult a korban megegyez6 néstény kontrollokhoz képest.

Az oregedéssel csokken a spontan lokomotoros aktivitas és novekszik a szorongasi szint
mindkét nemben és genotipusban

Az OF tesztben 12 és 17 honapos egerek mindkét nem €s genotipus esetében szignifikansan
kevesebbet mozogtak és kevesebb 1d6t toltdttek az OF doboz kdzepén. A fiatal WT csoportban
a ndstények szignifikansan tobb id6t toltdttek az OF doboz kdzepén, mint a veliikk megegyezd
korti himek.

Csokken a felfedezo viselkedés az Sstr4 génhianyos fiatal és oreg egerekben

A NOR tesztben a fiatal him Sstr4 KO egerek szignifikansan kevesebb id6t toltdttek, mind az
ismerds, mind az 0 targyak felfedezésével, mint a WT tarsaik. A fiatal himek szignifikansan
tobbet érdeklddtek a targyak felfedezése irdnt, mint a ndstény és iddsebb tarsaik. Az 12 és 17

hénapos egerek nemtdl és genotipustol fiiggetleniil kevésbé voltak érdekléddek.
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IV. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. CRPS betegektdl szarmazéd IgG ismételt szisztémas injekcidja egerekben kis talpi
bemetszést kovetden szignifikdns mechanikai hiperagézia fokozodast valtott ki
periférias gyulladasos jelek nélkiil, azonban a gerincveldi hats6 szarvban és a fajdalom
feldolgozasban szerepet jatsz6 PAG-ban és SSC-ben gliassejt aktivaciot
(neuroinflammaciot) eredményezett. A neuroinflammaécidés mechanizmusokban
bizonyitottuk az els6sorban mikroglia eredetii IL-1P szerepét.

2. Ebben az1j, transzlacios jelentdségii passziv transzfer-trauma CRPS egérmodelliinkben
a hatso gyoki ganglionok hipotézismentes transzkriptomikai vizsgalataval a primer
szenzoros neuronokban neuroinflammacidés mechanizmusokat és gyulladéasos 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 id6tartama alatt.

4. Egérkisérleteinkben igazoltuk, hogy a spontin lokomotoros aktivitds, a felfedez6
magatartas és a térbeli memoria funkcid az életkor elérehaladtaval csokkent. Erdekes
nemi kiilonbségeket tapasztaltunk az ¢életkor fiiggvényében: a fiatal ndstények
aktivabbak voltak, mint a himek a spontdn motoros aktivitdsban, azonban gyengébb
felfedez6 magatartast mutattak az 0j targyfelismerési tesztben. A legidésebb ndstények
térbeli memoria funkcidja rosszabb volt, mint a himeké. Az 1) fajdalomcsillapitd
célmolekula, az SST4 receptor, hidnya csak fiatal ndstény egerekben csokkentette a
spontan lokomotoros aktivitast, mig a fiatal himeknél a felfedez6 magatartast (0 targy

felismerés).
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V. KOVETKEZTETESEK

Az éltalunk kidolgozott, jellemzett és farmakoldgiai eszkozokkel validalt uj CRPS
passziv transzfer-trauma transzlaciés egérmodell hasznos a betegség korélettani
folyamatainak  azonositdsara. A  hats6 gyoki ganglionok hipotézismentes
transzkriptomikai vizsgélata alkalmas megkdzelités a primer szenzoros neuronok
szintjén szerepet jatszo fajdalom érzékenyitd mechanizmusainak meghatarozasara.
CRPS-hez kapcsolodd kronikus fajdalomban nem a periférids gyulladas, hanem a
szenzoros ganglionokban és a kozponti idegrendszerben zajlé neuroinflammacios
mechanizmusok (periférids és centralis szenzitizacid) jatszanak dontd szerepet a
gyulladasos citokin jelatvitelen keresztiil.

. Az IL-1, TNF ¢és JAK-STAT szignalizacids Utvonalak gatladsa 0 fajdalomcsillapitd
lehetdséget jelenthet, tobbek kozt mas indikacioval (elsdsorban reumatoid artritisz
kezelésére) forgalomban 1év0 gyogyszerek (anakinra, etanercept, tofacitinib)
alkalmazhatdsaganak bovitésével.

Az 1 fijdalomcsillapitd ¢és antidepresszans célpontnak tartott SSTs receptor
valosziniileg nem befolyasolja a spontan lokomotoros aktivitdst €s a tanuldsi képességet
az Oregedéssel Osszefliggésben sem, nemi kiilonbségek nélkiil, amely SST4 agonista

gyogyszerjeloltek kedvez6 mellékhatds spektrumara utalhat.
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