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Bevezetés

A periférias idegrendszer akut sériilései relative gyakoriak, az incidenciaja
3,69-13,9/100 000 kozé tehetd és elsésorban fiatal egyéneket érint. Bar a
periférias idegrendszer sériilése a legtobb esetben nem életet veszélyeztetd
allapot, ezen sériilések az életszinvonal jelentés romlasahoz vezethetnek,
foleg amennyiben az izmok reinnervacidja elnyulik, ami izomatr6fiahoz és az
izomerd hosszutava csokkenését eredményezheti. Jelenleg a legszélesebb
korben elfogadott klinikai terdpidnak a sebészi rekonstrukcidt tekintik,
azonban ezen beavatkozasok sikerét szamos kiilonb6z0 faktor limitalja. Bér a
sériilés-indukalta gyulladasos folyamatok mind pro-regenerativ, mind pedig
destruktiv jelleglick is lehetnek, az akut sériiléseket kisérd pro-
inflammatorikus jelutak talzott mértékli aktivacidja negativ iranyba
befolyasolja a regeneracio kimenetelét. A nucleotide-binding oligomerization
domain-, leucine-rich repeat- and ryrin domain-containing protein (NLRP3)
egy mintazatfelismerd receptor, melynek aktivacidja az interleukin-1f
(IL-1B) és az IL-18 pro-inflammatorikus citokinek felszabadulasahoz vezet.
Kezdetekben az NLRP3 inflammaszomat autoimmun betegségekben
vizsgaltak, mint potencialis gydgyszeres tamadaspontot, azonban az években
szamos vizsgalat igazolta az NLRP3 aktivacio szerepét kiilonbozo betegségek
patomechanizmusaban, mint példaul 2-es tipusu diabetes mellitus, illetve
neurodegenerativ  betegségek esetén. Ezt kovetden az NLRP3
inflammaszoma, valamint a gyulladasos jeltit egyéb kezdeti elemeit (pl. P2X4
purinerg receptor) célzo inhibitoros molekulak keriiltek felfedezésre. Ezen
talmenden a diazoxid (DZX) — egy Katp csatorna-nyité hatéanyag — esetén is
igazoltak, hogy iszkémia/reperfuzios karosodas esetén képes csokkenteni az
NLRP3 aktivaciot mitoprotektiv hatasan keresztiil. Ez alapjan a DZX is az

inflammaszoma jelat egy potencialis modulétora lehet.



Célkitiizéseink

Kisérleteink soran az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojat, valamint
potencialis gyogyszeres modulalasat vizsgaltuk akut idegsériilést kdvetden.

Konkrét célkitiizéseink az alabbiak voltak:

- az NLRP3 expresszidjanak és aktivacidjanak vizsgalata akut
periférias idegsériilést kovetden

- az NLRP3 inflammaszoma gatlasanak hatdsa a regeneracid
kimenetelére nervus ischiadicus sériilése utan

- az ATP-P2X4-NLRP3 jelut vizsgalata a P2X4 receptor gatlasan
keresztiil nervus ischiadicus sériilést kdvetden

- a DZX NLRP3 inflammaszémara, valamint mikroglia aktivaciora

kifejtett hatasanak vizsgalata
Eredményeink

Az NLRP3 expresszio a nucleus hypoglossus-ban, valamint a nucleus

oculomotorius-ban axotomiat kovetéen

Az NLRP3 expressziojanak valtozasat a nucleus oculomotorius és a nucleus
hypoglossus teriiletén vizsgaltuk 4 nappal szemgolyd enukleaciot, illetve
hypoglossus axotomiat kdvetden Balb/c egérben. Intakt koriilmények kozott
gyenge NLRP3 festést észleltiink mindkét vizsgalt agyi mag teriiletén. Az
oculomotorius axotomia az NLRP3 expresszio emelkedéséhez vezetett a
kontrollként szolgald kontralateralis oldalhoz képest. Hasonld valtozasokat
tapasztaltunk a nucleus hypoglossus teriiletén is, azonban az észlelt reakcio
nagyobb mértéki volt. Az NLRP3-pozitiv sejtek nagy része NeuN- és ChAT-
pozitiv volt, mely motoneuronalis NLRP3 kifejez6dére utal. Tovabbi
sejttipusok vizsgalata céljabol Ibal és GFAP kettds jeloléseket végeztiink el.

4 nappal a sériilést kdvetden érdekes moédon a mikroglia sejtek donto tobbsége



NLRP3-negativ volt, csupan elszortan volt NLRP3-pozitiv mikroglia
megfigyelhetd. Hasonloképpen, csupan az asztrocitak kis hanyada mutatott
NLRP3-pozititivitast. Az aquaporin-4-gyel jel6lt asztrocita végtalpak nem
mutattak atfedést az NLRP3 jeloléssel. Az NLRP3 expresszio kvantitativ
analizise az axotdmiat kovetden mind a nucleus oculomotorius, mind a
nucleus hypoglossus teriiletén szignifikans emelkedést igazolt a kontroll
oldalhoz képest. Tovabba, az NLRP3 emelkedés szignifikansan alacsonyabb
volt a nucleus oculomotorius-ban a nucleus hypoglossus-hoz képest.
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Az intakt nucleus hypoglossus-ban, valamint axotomiat kovetéen a nucleus
hypoglossus kontralateralis oldalan az NLRP3 festés jelent6s része az
idegsejtek sejtmagjaban volt észlelhet6. A nervus hypoglossus teljes
atvagasanak hatdsara a jelolés megjelent a citoplazmaval, mellyel

parhuzamosan a magi festés intenzitdsa gyengiilt, ami a fehérje nukleo-



analizise alapjan a citoplazmikus NLRP3 festést mutato idegsejtek aranya
szignifikans mértékben megnétt a sériilt oldalon axotomiat kovetéen. Az
inflammaszéma aktivacid része egy tobb fehérjébdl allo komplexum
létrejotte, ami magaba foglalja az NLRP3 ko6tédést az ASC  adaptor
fehérjéhez. Az NLRP3-hoz hasonld az ASC expresszidja is megemelkedett a
nucleus hypoglossus-ban axotomiat koveten (2A abra). Az NLRP3, valamint
ASC immunfestés alapjan a két jelolés jelentés atfedést mutatott, foképp
neuronokban (2B abra). Meglepd mddon a kettds jelolés atfedése a neuronalis
sejtmagokban is kimutathaté volt. Bar az NLRP3 asztrocitdkban is
kimutathaté volt, ezen sejtekben ASC-vel nem észleltiink atfedést (2C éabra),

ami neuron-specifikus inflammaszoma aktivaciora utal.
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2.dbra Az inflammaszoma komponensek kolokalizdcioja és expresszios valtozasa a
nucleus hypoglossus teriiletén. (4) ASC jeldlés a nucleus hypoglossus teriiletén
axotomiat kovetéen. (B) NLRP3 és ASC kettés jelolés a nucleus hypoglossus teriiletén
idegatvagast kovetden. A tomor nyilak az NLRP3 és az ASC jelolés kolokalizaciojat
mutatjak. A szaggatott nyilak NLRP3 festést jelolnek ASC-vel valo dtfedés nélkiil. (C)
NLRP3, ASC és GFAP jelolés a nucleus hypoglossus teriiletén axotomiat kovetden. A
tomor nyilak az NLRP3 és az ASC fehérjék kolokalizdaciojat jelolik a sejtek magjaban
és citoplazmajaban. A szaggatott nyilak az NLRP3 és GFAP kolokalizdciojat mutatjak,
ASC jelolés nélkiil.

Az NLRP3 inflammaszéma aktivaciojanak tovabbi vizsgalata céljabol az
IL-1B és az IL-18 fehérjék szintjének valtozasat is meghataroztuk a nucleus
hypoglossus-ban axotémiat kovetéen western blot technikaval. Az idegsériilés
1,507-es emelkedést eredményezett a pro-IL-1B szintben, mely az
inflammaszéma aktivacio kezdeti 1épéseként torténd ,,priming” 1épést
igazolja. Az aktiv IL-1B fehérje szintjét vizsgalva 1,873-es emelkedés
igazolodott a sériilt nucleus hypoglossus-ban a kontroll oldalhoz viszonyitva.
Hasonloképpen, az IL-18 tekintetében 1,893-es emelkedést tapasztaltunk az

axotomiat kdvetden.

A DZX hatasa az NLRP3 expressziéjara és mikroglia aktivaciora

hypoglossus axotomiat kivetéen

A neuroprotektiv DZX NLRP3 expressziora kifejtett hatasat a sériilést
koveten 3 napig alkalmazott DZX kezelést kovetden vizsgaltuk. A DZX
szignifikdns mértékben csokkentette az NLRP3 expressziojat az olddszerrel
(dimetil szulfoxid, DMSO) kezelt kontroll csoporthoz képest axotomiat
kovetéen a nucleus hypoglossus teriiletén. A DZX mikroglia aktivaciora
kifejtett hatasat a 7. posztoperativ napon vizsgaltuk a nucleus hypoglossus-
ban. Axotémiat kovetSen erételjes mikroglia aktivaciot észleltiink a sériilt
oldalon, melynek mértékében a DZX kezelés hatdsara tendenciozus

csokkenést észleltiink, ez azonban nem ért el szignifikdns szintet. A DZX



mikroglia aktivacio kifejtett hatdsanak pontosabb megértése céljabol a
mikroglia sejtek finom morfometriai analizisét végeztik el a nucleus
hypoglossus teriiletén. Ennek eredménye alapjan a mikroglia sejteket
morfologia alapjan két jol elkiilonithetd csoportban tudtunk sorolni: elagazo
(,A” Kklaszter) és siirfi, rovid nyulvanyokkal rendelkezé (,,B” klaszter)
morfologidt mutaté sejtekre. Kontroll koriilmények kozott a nucleus
hypoglossus teriiletén a vizsgalt mikroglia sejtek 92,5%-a az ,,A” klaszterbe
volt sorolhat6. Ez drasztikus mértékben megvaltozott a sériilt oldalon, ahol az
Osszes vizsgalt mikroglia a ,,B” klaszterbe volt sorolhatd. Hasonlo valtozast
lattunk DMSO (oldoszer) kezelés mellett, ahol a sejtek 90%-a a ,,.B”
klaszterbe tartozott. A DZX kezelés mellett nem észleltiink a ,,B” klaszter

fenotipus irdnyaba torténd eltolodast.
A DZX hatasa a motoneuron tulélésre és a mitokondrialis morfologiara

A DZX mozgatd idegsejtek tulélésére kifejtett hatasat sejtszdmolassal
hataroztuk meg a nucleus hypoglossus-ban 7 nappal az axotomiat kovetden.
Ebben az idépontban nem észleltiink szignifikans mértékli sejtszam
csokkenést a sériilt oldalon a kontroll oldalhoz képest. A DMSO és DZX
kezelés nem befolyasolta a sejtszamot. Mivel a DZX mitokondrium funkciéra
kifejtett hatdsat korabban mar dokumentaltdk, a mitokondriumok
ultrastrukturalis analizisét végeztiik el a nucleus hypoglossus teriiletén 4
nappal axotomiat kovetden. A kontroll oldalon a mitokondriumok alakja a
mozgatd idegsejtekben kerekded volt (3A abra), a sériilt oldalon azonban
elongalt, ellipszoid alaki mitokondriumokat észleltiink, megnovekedett Feret
atmér6vel (3B abra). A DZX kezelés hatasara a kontroll oldalinak megfelel6
mitokondrium morfoldgiat és Feret atmérét észleltink (3C abra). A
mitokondrialis Feret atmérd aranya (sériilt/kontroll oldal) megemelkedett a
sériilés hatasara a motoneuronokban, ami megnovekedett oxidativ stresszre

utal. Ezt az emelkedést a DZX kezelés szignifikans mértékben csdkkentette.



A mikroglia sejtek esetén a mitokondrium analizise soran nem tapasztaltunk

11,01

szignifikans mértékii valtozast.
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3. dbra A mozgato idegsejtekben taldlhaté mitokondriumok morfologiai vizsgalata a
nucleus hypoglossus teriiletén 4 nappal axotomiat kovetden. (4) Elektronmikroszkopos
felvételek a nucleus hypoglossus kontroll oldaldarél. Kerekded, normdlis morfologiat
mutaté mitokondriumok lathatoak, alacsony Feret dtmérdvel. (B) Motoneurondlis
citoplazma a sérilt oldalon. A mitokondriumok ellipszoid alakiak, a belsé
krisztaszerkezet kitagult, valamint Feret atmérdjiik megnovekedett. (C) A DZX-al kezelt
csoport esetén a mitokondriumok a fiziologias morfologiaval megegyezdt mutatnak,

Feret atmérdjiik a kontrollal megegyezd tartomanyban mozog.

NLRP3 expresszié a gerincvel6ben nervus ischiadicus axotémiat kovetéen

Kovetkezd 1épésként az NLRP3 inflammaszéoma aktivacidjat nervus
ischiadicus axotomiat kovetéen vizsgaltuk az L[4-L5 gerincveldi
szegmentumban. Az NLRP3 fehérje expresszio a sériilést kovetd 1., 3. és 7.
napon is emelkedett volt. Az 1. és 3. posztoperativ napon az NLRP3 jeldlés
elsésorban a mozgatdé idegsejtekben (ChAT-pozitiv sejtekben) volt
megfigyelhetd. Az NLRP3 jelolés vagy csak a sejtek citoplazmajaban, vagy a
citoplazmaban és a sejtmagban is kimutathatd volt a sériilt oldalon, mely
eredmények megegyeznek a korabban a nucleus hypoglossus-ban latottakkal.
Az NLRP3 jelentés mértékii kolokalizaciét mutatott az inflammaszéma

adaptor fehérjeként funkcional6 ASC-vel mind a citoplazmaban, valamint a



sejtmagban, ami inflammaszéma aktivaciora utal. Mig a sériilést kovetd elsé
3 napon a NLRP3 szinte csak neuronokban volt kimutathaté, a 7.
posztoperativ napon az NLRP3 megjelent GFAP- és Ibal-pozitiv sejtekben is,
azonban itt ASC-vel valo kolokalizaciot nem észleltiink. Az NLRP3-pozitiv
mikrogliak aktivalt fenotipust mutattak. Az NLRP3 és ASC fehérjék
expresszidja nem csupan a gerincveldben emelkedett meg, hanem a sériilt
nervus ischiadicus proximalis végénél is a Schwann-sejtekben, valamint az
Ibal-pozitiv mikroglia/makrofag populacioban is. Ezen feliil a p75 és Ibal
expresszio esetén is novekedést tapasztaltunk. Ezen eredmények alapjan az
NLRP3 mind a sériilt gerincveldi szakaszon, valamint az axotomizalt

idegcsonkban is megemelkedik, azonban kiilonb6zo sejttipusok részvételével.

Az NLRP3 gatlasanak hatasa a mikroglia és asztroglia aktivaciora a
gerincvel6ben axotomiat kovetéen

A gerincvel6 sériilt oldalanak ventralis szarvaban kialakulo mikrogliozis a 3.
posztoperativ napon mar latvanyos emelkedést mutatott. Ezen idépontban a
korabban megfigyelt inflammaszéma aktivaci6 még csak a mozgatd
idegsejteben volt jelen. A DMSO-vel kezelt kontroll csoporthoz képest az
NLRP3 gatloszer MCC950 jelentSsen csokkentette a mikroglia aktivaciot. A
sériilés-indukalta mikroglia reakcid a 7. napon még nagyobb mértéki volt,
melyet a 3. napig folytatott MCC950 kezelés szignifikdns mértékben
csokkentett. Az asztroglia aktivacio kisebb mértékii volt, mint a mikrogli6zis,
azonban az MCC950 kezelés ezt is csokkentette mind a 3., mind a 7.
posztoperativ napon. Tovabba, az MCC950 kezelés a 7. napon csdkkentette
az Ibal és NLRP3 jelolés kolokalizaciojat (azaz a mikroglialis NLRP3
expressziot). A GFAP és NLRP3 kolokalizacidja elhanyagolhatd mértékii

volt, erre az MCC950 nem volt hatassal.

Az inflammaszéma aktivacié gatlasa javitja a neuronalis regeneraciot



A nervus ischiadicus axotomiat kovetd regeneracid funkciondlis elemeinek
vizsgalata céljabol a sériilt idegvégeket Osszeillesztettiik, majd epineurialis
varratokkal rogzitettiik. Hipotézisiink alapjan az NLRP3 aktivacio —
részlegesen — az extracellularis ATP — purinerg receptor utvonalon torténik,
igy a P2X4 receptor-specifikus gatloszer, az 5-BDBD hatasat is vizsgaltuk az
MCC950 mellett. Az allatok izomfunkcidjanak javulasat a ,,sciatic functional
index” (SFI) technikaval mértik, melyet a sériilést kovetd6 8. hétig
regisztraltunk. Az allatok 5-BDBD és MCC950 kezelést a sériilést koveto elso
3 napon kaptak. A kezeletlen és olddszerrel kezelt csoportok esetén az SFI
érték lassu, de egyenletes emelkedését észleltik. Az 5-BDBD és MCC950
kezelés hatasara a 3. posztoperativ naptol meredek emelkedést lattunk az SFI
értékben, melynek titeme késébb lassult, de folyamatos maradt. A sériiléstol
szamitott 2. héttdl a kontroll és kezelt csoportok SFI értékében szignifikans
kiilonbség mutatkozott. A kezelt csoportok kozott nem volt kiilonbség, azaz
az 5-BDBD és az MCC950 kezelés hasonld mértékben javitott a regeneraciot.
A reinnervalo motoneuronok szamszerisitése céljabol a nervus ischiadicus-
on a sériiléstdl disztalisan retrograd jel6lést hajtottunk végre ,,Fast Blue” (FB)
jeloléanyaggal. A FB jelentdsen kevesebb motoneuront jelolt a gerincveld
sériilt oldalan a 8. héten a kontroll oldalhoz képest, az 5-BDBD és MCC950
kezelés azonban ndvelte a reinnervaldé motoneuronok szamat. Korabbi
tanulmanyoknak megfeleléen a nervus ischiadicus-t beidegzé motoneuronok
80 %-a reinnervalta a disztalis idegvéget a kezeletlen és oldoszerrel kezelt
csoportban, mig a kezelt csoportokban a motoneuron populacio kézel 100%-a
tulnétt a koaptacios zonan. Az axotdmia csekély mértékben csokkentette a
ChAT-pozitiv mozgatd idegsejtek szamat (90-95 %-ra), melyet az 5-BDBD
és az MCC950 kezelés is képes volt kivédeni, bar ez a kiilonbség nem ért el
szignifikans szintet. A regeneracio korai elemeinek tanulmanyozasa céljabol
megvizsgaltuk a regeneralddd axonok szamanak és hosszanak valtazasat a

nervus ischiadicus koaptacioés zonajaban 5 nappal a sériilést koveten. Az



oldoészerrel (DMSO) kezelt kontroll allatokban kevés, vegyes hossziisagu
axon nétt at a koaptacios zonan (4A abra). Az MCC950 kezelés hatasara a
regeneralodd axonok hossza és szama is emelkedett (4B abra). Ezen
eredmények tamogatjadk azon varakozasunkat, miszerint a morfologiai
valtozasok megelézik a funkcionalis javulast. A regeneralodd axonok
szamanak és hosszanak kvantifikicioja alapjan csaknem kétszeres javulast
tapasztaltunk az MCC950-¢l kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest.
Eredményeink alapjan az NLRP3 aktivacid6 gatlasa a lumbalis
motoneuronokban nem csupan csokkenti a mikroglidzist, de eldsegiti az

axonalis novekedést is axotomiat kdvetden.

Koaptacié + DMSO
5. poszopterativ nap

Koaptécié + MCC950
5. poszopterativ nap

4. abra Az MCC950 hatasa az axondlis novekedésre 5 nappal a nervus ischiadicus
axotomiat kéveten. (A-B) NEFM és p75 jelolés a sériilt nervus ischiadicus mintdkon, a
koaptacios zona teriiletén. Az oldészerrel kezelt allatokban (A) csekély szamu, féképp
rovid axon lathato. Ezzel szemben az MCC950-e/ kezelt dallatokban (B) nagy szamu,

vegyes hosszuisagu axon lathato. A szaggatott vonal a koaptacios zonat jeldli.

Osszefoglalas

A periférias idegsériiléseket jelentds mértéki gyulladasos reakcid kiséri, ami
negativ hatassal lehet a regeneraciora. A pro-inflammatorikus jelutak koziil
kiemelend6 az inflammaszoéma aktivacio, ami aktiv IL-1f felszabadulashoz

vezet. Kisérleteink soran célkitiizésiink az inflammaszomak periférias



idegsériilésben, valamint azt az kisérd centralis gyulladasos reakcioban
betoltott szerepének vizsgalata volt. Nervus hypoglossus, nervus ischiadicus
és nervus oculomotorius axotomiat kovetéen az NLRP3 fehérje
expresszidjanak emelkedését figyeltilk meg a sériilt agytorzsi magokban és
lumbalis gerincvel6i szakaszon. Az axotomiat kovetéen emelkedett IL-1p és
IL-18 szintet észleltiink a nucleus hypoglossus-ban, ami inflammaszoma
aktivaciora utal. Bar hagyomanyosan a glidlis sejteket tekintjik a
neuroinflammaciés folyamatok inicializacidjaért feleldsnek, kisérleteink
sordan az NLRP3 inflammaszéma aktivacigjat els6sorban a mozgatd
idegsejtekben figyeltiik meg. Az NLRP3 fehérjeszintjének emelkedését annak
nukleo-citoplazmikus transzlokacidja kisérte a sériilt motoneuronokban. Bar
a sériilést kovetden késobbi idépontokban az NLRP3 szinte a mikroglia
sejtekben is megemelkedett, itt inflammaszoma aktivaciora utal6 jeleket nem
észleltink. Az inflammaszéma aktivacio6 MCC950-el torténé gatlasa a
sériilést kovetd 3 napon csokkentette a kialakuld mikrogliozis mértékét a
gerincvel6ben. Az MCC950 és a purinerg csatorna inhibitor P2X4 is
szignifikans mértékben javitotta az idegi regeneraciot, mint morfoldgiai, mind
pedig funkcionalis szempontbol. A mitokondridlis Katp aktivator DZX
kezelés csokkentette az NLRP3 expressziojanak emelkedését, feltehetdleg a
motoneuronalis  mitokondrium  morfologia  helyreallitasa  révén.
Eredményeink alapjan az axotomiat kdvetd centralis gyulladasos reakcio a
sérillt mozgatd idegsejtekben kialakuld inflammaszéma aktivacioval
kezdddik, amely komplex gyulladasos valaszt és mikroglidzist okoz. A
neuronalis inflammaszoma aktivacio gatldsa nem csupan a mikroglidzist

csokkenti, hanem jotékony hatdssal van a regeneraciora is.
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