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1. BEVEZETES

1.1.  Alkohollal 6sszefiiggésbe hozhato betegségek: A vilagon

az alkoholfogyasztas betegséggel ¢s halalozassal kapcsolatos elsé ot
kockazati tényezOben szerepel. A tobbnyire etanol tartalmu italok
alkohol fogyasztasanak mennyis€ge, az ivasi mintazat és ritkabban az
alkoholos italok mindsége a karos ki-menetel legfontosabb
meghatarozoi. 2010-ben késziilt tanulmany alapjan Magyarorszagon
magas az éves egy fore jutd alkohol fogyasztas (>12.5 liter). 2010-ben
Magyarorszagon az alkoholnak tulajdonithat6 halalozas 13.3% volt.
A kezelés elsd 1épcsdje a megeldzés, az alkohol absztinencia és a
megfeleld taplalkozas. Az alkohol konnyli hozzaférhetdsége, a
hozzaszokasi hajlam és a kéaros kovetkezmények miatt az erd-
feszitéseket az alkohol okozta vagy azzal Osszefiiggésbe hozhatd
betegségek biztonsagos, hatekony, ¢&s gazdasagilag is elony0s
kezelesének kifejlesztésére volna tandcsos Osszpontositani. A
megfeleld kezelés kialakitasa érdekében az alkohol fogyasztas okozta
sejtszintll €s molekularis valtozasok mechanizmusanak megismerése
elengedhetetlen.

1.2. Az alkohol hatasai: Az alkohol hosszi tavl fogyasztasa
altalanossagban karosan hat a fobb szervrendszerekre. A karos
hatasok egy része gyulladasos valasz, melyek hosszitdvon a tumorok
kialakulasat is eldsegithetik.

Alkohol 1vésakor az elébél €s a vékonybél kezdeti szakasza nagy
hatast eredményez a tobbi szervhez képest. Ennek a karositd hatasnak
egyenes kovetkezménye a bakteridlis tulndvekedés, a beél barrier
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sériilése, a PAMP véraramba keriilése, gyulladas és hossza tdvon
tumor képzodés.

Az alkohol ¢és az alkohol okozta P/DAMP a portalis aramlason
keresztiil konnyedén eljut a majba. Az alkohol legfobb atalakitasi
helye a m4j, tehat a lebontasi termékek, igy az acetaldehid elsddleges
sejtkarosito hatasaval is itt  kell leginkabb  szdmolni.
Kovetkezményképpen a hosszi tavi alkohol fogyasztds zsiros
degeneraciot €s gyulladast okozo hatasa miatt gyulladasos zsir-m4j,
késobb cirrozis €s esetenként majrak kialakuldsahoz vezethet.

Az alkohol kis méreténél €s lipofil karakterénel fogva konnyen atjut a
vér-agy gaton (az endotel, €s astrocyta rendszeren). Tovabba az
alkohol okozta megnovekedett P/DAMP direkt €s indirekt hatasai
szintén hozzajarulhatnak az alkohol karositd hatasdhoz az agyban. Az
alkohol el6szor a viselkedést befolyasolja a megvaltozott
neurotranszmitter rendszeren keresztiil majd demenciahoz, ataxiahoz
vezet vélhetden neurodegenerativ és  gyulladasos valaszok
eredmeényeképpen.

1.3. Inflammaszoma: Az alkohol okozta idegi gyulladads és
zsiros majgyulladas 1étrejottét gyulladasos citokinek segitik eld, mint
pl. az IL-1B. Az IL-1B képzéséhez az inflammaszéma multiprotein-
komplex altali kaszpaz-1 aktivacidra van sziikség. Az inflammaszoma
osszeszerelése vészjelekre P/DAMP-okra adott valasz.

1.4. Az IL-1 jelatviteli utvonal ¢és inflammaszoma aktivacio
jelentdségét alkohol okozta bél-, maj- €s agykarosodasban még nem

vizsgaltak.



2. CELKITUZES

2.1.  Alkoholos allatmodellen az inflammaszoéma aktivacio
vizsgalata a vékonybél kezdeti szakaszan.

2.2.  Alkoholos allatmodellen az inflammaszoma aktivacio

vizsgalata a kisagyban.

3. MODSZEREK

3.1.  Vad tipust (WT), TLR4-, NLRP3-, és ASC-KO egerek
alkohol tartalmu vagy azonos kaloria tartalma kontroll diétat kaptak 5
héten at, ne¢hany allat rIL-1Ra, anakinra, vagy fiziologias séoldatot
kapott intraperitonealisan. A rovid idejii alkohol kezelés soran az
allatok 5g/kg 50% (v/v) vizzel higitott etanolt vagy ana vizet kaptak
szondan keresztiil szajon at harom napon at. N¢hany altatott allat 30ul
rekombinans egér IL-1p vagy ana Saline oldatot kapott intracranialis
injekcié formajaban.

3.2.  Szérum alkohol és endotoxin meghatarozas tortént alkohol
analizatorral ¢s LAL probaval.

3.3. Inflammaszoma ¢és NF-kB aktivacio, Reg3b, PRR,
gyulladasos citokinek, HMGB1 ¢és endotoxin mérés tortént egér
vékonybel kezdeti szakaszan, kis- €s nagyagyban qPCR, ELISA, WB,
enzim aktivitas proba, IP ¢s LAL proba segitségével.

3.4. Kruskall-Wallis féle nem parametrikus teszt segitségével

torténtek a statisztikai szamitasok.

4. EREDMENYEK
4.1.  Vékonybél kezdeti szakasza
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411. A rovid ideji €s a hosszantarto alkohol adasa
egyarant noveli az egerek szérum alkohol szintjét a kontrollokéhoz
képest.

4.1.2. A rovid ideji €és a hosszantartd alkohol adasa
egyarant noveli az egerek szérum endotoxin szintjét a kontrollokéhoz
képest. Tizenkettd oraval a rovid idejii alkohol szondan at tortént
bevitelét kovetden a szérum endotoxin szint visszaall a kontrollokéhoz
hasonlo szintre.

413. A Reg3b mRNS ¢és fehérje szint egyarant
megemelkedik a vékonybél kezdeti szakaszan rovid ideig tart6 alkohol
adasat kovetden egérmodellben a kontrollokéhoz képest. Ezzel
szemben a hosszantartd alkohol adasaban részesiilt egerek vékonybél
kezdeti szakaszanak Reg3b mRNS ¢s fehérje is szintje alacsonyabb a
kontrollhoz képest.

414. A rovid ideji €s a hosszantarto alkohol adasa
egyarant noveli az egerek vekonybelének kezdeti szakaszan az NF-kB
aktivaciojat és DNS kotddését a kontrollokéhoz képest. A novekedés
mértéke nagyobb a hosszantartd, mint a rovid idejii alkohol adasdban
részesiilt egerekben.

415 A rovid ideji €s a hosszantarto alkohol adasa
egyarant emeli az egerek vékonybelének kezdeti szakaszan a TNFa
mRNS szintjét a kontrollokéhoz képest. Habar 1dilt esetben a fehérje
szint is megemelkedik, rovid ideig tartd alkohol adéasa esetén a fehérje

szint nem valtozik a kontrollokéhoz képest.



4.1.6. Sem a hosszantartd, sem a rovid ideig tarté alkohol
adasa nem valtoztatja meg az egerek vékonybelének kezdeti szakaszan
a IL-1B mRNS ¢s fehérje szintjét a kontrollokéhoz képest.

4.1.7. Sem az a hosszantarto, sem a rovid ideig tartd alkohol
adasa nem valtoztatja meg az egerek vékonybelének kezdeti szakaszan
a NLRP3, NLRP6, ASC ¢és pro-kaszpaz-1 mRNS szintjét a
kontrollokéhoz képest.

4.2. Kisagy

42.1.  Egerek kisagyaban a hosszantartd alkohol adasa
jelentdsebb NF-kB aktivacioval jar a kontrollokéhoz képest.

42.2. Egerek kisagydban a hosszantartdo alkohol adéasa a
kontrollokéhoz képest egyarant noveli a TNFo mRNS és fehérje
szintet.

42.3. Egerek kisagydban a hosszantartdo alkohol adéasa a
kontrollokéhoz képest egyarant noveli a pro-IL-1f mRNS és IL-1
fehérje szintet. Az ELISA ¢és WB eredmények egyarant magasabb
¢rett IL-1P szintet igazolnak hosszantartoan alkohol kezelésben
részesiilt egerek kisagydban a kontrollokéhoz képest. Egerek
nagyagyféltekéjében is a hosszantartd alkohol addsa a kontrollokéhoz
képest egyarant noveli a pro-IL-1 mRNS ¢és IL-1B fehérje szintet. A
IL-1B fehérje szint emelkedésének meértéke hasonld a kisagyi és
nagyagyfeéltekei régiokban hosszantartd alkohol kezelésben részesiilt
egereknel.

4.24.  Egerek kisagyaban a hosszantarto alkohol adasa a
kontrollok¢hoz képest noveli az NLRP1, NLRP3, ASC ¢&s pro-
kaszpaz-1 = mRNS  szinteket.  Hasonloképpen az  egerek



nagyagyfeltekéjében 1s a hosszantartd alkohol adasa a kontrollokéhoz
képest ndveli az NLRP1, NLRP3, ASC és pro-kasz-paz-1 mRNS
szinteket.

4.2.5. Egerek kisagydban ¢€s nagyagyféltekéjében a
hosszantarto alkohol kezelés a kontrollokéhoz képest noveli az
kaszpaz-1 aktivitast. Egerek kisagyaban a hosszantarté alkohol adasa
a kontrollokéhoz képest noveli pro-kaszpaz-1 kaszpaz-1 p10 szinteket.

4.2.6.  Egerek szérumaban a hosszantart6 alkohol keze-lés a
kontrollok¢hoz keépest, a genotipustol fiiggetleniil (WT, TLR4-,
NLRP3- ¢és ASC-KO) noveli alkohol koncentraciot. Egerek
szérumaban a hosszantartdo alkohol kezelés a kontrollokéhoz képest
(WT vs TLR4-KO; WT vs NLRP3- és ASC-KO) ugyanolyan
mértékben emeli az alkohol szintet.

4.2.7.  WT egerek kisagyaban a hosszantartd alkohol adasa a
kontrollok¢hoz képest noveli az IL-1B fehérje szintet, ugyanakkor
hosszantartdo alkohol kezelésben részesiilé NLRP3-KO ¢és ASC-KO
egerek kisagyaban nem valtozik az IL-1p fehérje szintje. A kisagyi IL-
1B fehérje szintje alacsonyabb hosszantarté alkohol kezelésben
részesiilt NLRP3-KO egerekben a WT-okéhoz képest.

4.2.8. Nincs kiilonbség a kisagyi kaszpaz-1 aktivitas
tekintetében hosszantartd alkohol kezelésben részesiilt NLRP3-, ASC-
KO ¢és a megfelel6 kontrollok kozott.

4.29.  Egerek kisagyaban a hosszantartd alkohol kezelés a
kontrollokéhoz képest noveli a TLR2, TL4, TLR9 ¢s RAGE mRNS

szinteket.



4.2.10. Nincs kiilonbség a kisagyi TNFa fehérje szintjeben
hosszantartd alkohol kezelésben részesiilt TLR4-KO ¢€s kontrollok
kozott. A TNFa kisagyi fehérje szintje alacsonyabb hosszantartd
alkohol kezelésben részesiilt TLR4-KO egerekben a WT-0kéhoz
képest.

4.2.11. TLR4-KO egerek kisagyaban a hosszantartd alkohol
adasa a kontrollokéhoz képest egyarant noveli a pro-IL-1 mRNS ¢és
IL-1B feheérje szintet. A kisagyi pro-IL-1p mRNS és IL-1B fehérje
szintje alacsonyabb hosszantarté alkohol kezelésben vagy azonos
kaloria tartalmt diétaban részesiilt TLR4-KO egerekben a WT-
okéhoz képest.

4.2.12. Kisagyi TLR4 nem mérheté a TLR4-KO egerekben,
ezért alacsonyabb, mint a WT-0ké hosszantartdo alkohol adasat és
azonos kaloriatartalma diétat kovetden is. Hosszantartdo alkohol
adasaban részesiilt WT és TLR4-KO egerek kisagyi NLRP1, NLRP3,
ASC ¢és pro-kaszpaz-1 mRNS szintje magasabb a kontrollokéhoz
képest. Hosszantartdo alkohol adasdban ¢€s azonos kaloriatartalma
diétaban részesiilt TLR4-KO egerek kisagyi NLRP1, NLRP3, ASC ¢s
pro-kaszpaz-1 mRNS szintje alacsonyabb a WT-okéhoz képest.

4.2.13. Hosszantartd alkohol adasaban részesiilt TLR4-KO
egerek kisagyi kaszpaz-1 aktivitdsa magasabb a kontrollokéhoz
képest. Nincs kiilonbség hosszantartdo alkohol adasaban részesiilt
TLR4-KO és WT egerek kisagyi kaszpaz-1 aktivitasaban.

4.2.14. Nincs kiilonbség hosszantartd alkohol addsaban és
azonos kaloriatartalmu di¢taban részesiilt egerek kisagyi endotoxin

szintje kozott.



4.2.15. Hosszantarto alkohol adéasdban részesiilt egerek
kisagyi HMGB1 mRNS szintje magasabb a kontrollokéhoz képest.
Nincs kiilonbség hosszantart6 alkohol adasdban ¢és azonos
kaldriatartalmtl diétaban részesiilt egerek kisagyi HMGBI1 fehérje
szintje kozott. Immunprecipitacioval a hosszantartd alkohol adasdban
részesiilt egerek kisagydban az acetilalt- és foszforilalt-HMGB1
szintek magasabbak a kontrollokéhoz képest.

4.2.16. Nincs kiilonbség hosszantarté alkohol adasaban és
azonos kaloriatartalmu diétaban részesiilt egerek kisagyi IL-1R szintje
kozott. Hosszantartd alkohol adasaban részesiilt egerek Kkisagyi
endogeén IL-1Ra szintje magasabb a kontrollokéhoz képest.

4.2.17. Nincs kiilonbség rekombinans IL-1Ra-val kezelt,
hosszantartdo alkohol adasdban és azonos kaloriatartalma diétaban
részesiilt egerek kisagyi TNFa mRNS szintje k6zott. Ezzel szemben
rlL-1Ra-val kezelt, hosszantarté alkohol addsaban részesiilt egerek
kisagyi TNFa fehérje szintje magasabb a kontrollokéhoz képest. Mind
a kisagyi TNFa mRNS ¢és fehérje szintek alacsonyabbak rIL-1Ra
kezelt, hosszantartdé alkohol adasaban és azonos kaloriatartalmu
di¢taban részesiilt egerekben a Saline kezeltekéhez képest.

4.2.18. Nincs kiilonbség rIL-1Ra-val kezelt, hosszantarto
alkohol adasaban €s azonos kaloriatartalmua diétaban részestilt egerek
kisagyi pro-IL-18 mRNS illetve IL-1p fehérje szintje kozott. A Saline
kezelt kontrollokéhoz képest a hattér kisagyi IL-1B fehérje szint
magasabb rIL-1Ra kezelt egerekben.

4.2.19. Nincs kiilonbség rIL-1Ra-val kezelt, hosszantart6
alkohol adasaban €s azonos kaloriatartalmua diétaban részestilt egerek
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kisagyi receptor (TLR2, TLR4, TLR9Y), inflammaszoma (NLRP1,
NLRP3, ASC, pro-kszpaz-1), IL-1R vagy endogén IL-1Ra mRNS
szintjei kozott.

4.2.20. rlL-1Ra-val kezelt, hosszantartd alkohol adasaban
részesiilt egerek kisagyi kaszpaz-1 aktivitasa magasabb az azonos
kaloria tartalmt diétan levo kontrollok€hoz képest. A kisagyi kaszpaz-
1 aktivitas alacsonyabb rIL-1Ra kezelt, hosszantartd alkohol adasaban
részesiilt egerekben a Saline kezeltekéhez képest.

4.2.21. Nincs kiilonbség rIL-1Ra-val kezelt, hosszantart6
alkohol adasaban €s azonos kaloriatartalmua diétaban részestilt egerek
Kisagyi acetilalt-HMGBI szintjei kozott.

4.2.22. Az egerek kisagyi TNFa ¢és pro-IL-1p mRNS,
valamint a TNFoa fehérje szintjet megemelkednek intracranialis
rekombinans IL-1pB injektaldsat kovetoen a Saline kezelt

kontrollokéhoz képest.

5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A heveny ¢s idilt alkohol fogyasztas allatmodellen
egyarant karositja a be¢l barriert, ugyanakkor a heveny alkohol
fogyasztast kovetd szérum endotoxin emelkedés csupan atmeneti.

5.2. A szérum endotoxin szintjének emelkedése allatmodellen
idiilt alkohol fogyasztas soran alacsony, mig heveny alkohol
fogyasztas mellett magas Reg3b szinttel jar.

5.3. Az idilt alkohol fogyasztas allatmodellen a bél-maj-agy
tengelyen gyulladdsos valaszt okoz, melynek része a megndovekedett
NF-kB aktivalas és fokozott TNFa képzddés.
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54. Az idilt alkohol fogyasztas allatmodellen az NLRP3/ASC
inflammaszéma fokozott képzddéséhez ¢&s aktivaciojahoz, ezen
keresztiil megnovekedett kaszpaz-1 aktivacidhoz ¢és IL-1B
képzodéshez vezet a majban €s a kisagyban, szemben a vékonybél
kezdeti szakaszan észleltekkel.

5.5. Az idiilt alkohol fogyasztas allatmodellen noveli a
foszforilalt- és acetilalt-HMGB1 szintjét a kisagyban.

56. Az IL-1/IL-IR jelatviteli utvonal rIL-1Ra-val torténd
gatlasa megelOzi az alkohol okozta inflammaszoma aktivaciot, ideg
gyulladas és zsiros majgyulladas kialakulasat allatmodellen, mivel
gatolja az inflammaszéma aktivacigjat, valamint az IL-1B ¢s TNFa
fokozott képzOodéseét.

5.7. Az IL-1B feler6siti a gyulladasos folyamatokat az

idegrendszerben €s a majban allatmodellen.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt szeretnék koszonetet mondani PhD  témave-
zetomnek, a mindig energikus ¢és lelkes Dr. Szabé Gyongyi
Professzor asszonynak, hogy az altala vezetett kutatdmunkaba
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bekapcsolodhattam, és résztvevoje lehettem munkacsoportjanak.
Szabd Professzor asszony lehetdséget teremtett, hogy szabadon
folytassak kutatdst kiilonbozd témakban, ¢és éleslato, igényes
biralataival segitette e tervek elOmenetelét. Koszonom kritikus
szakmai iranyitasat, a tudomanyos tevékenységem soran felmeriilé
nehézségek megoldasa terén nyujtott sokoldalu segitségét, illetve a
tudomanyos kozlemények megirasa sordn nyuUjtott szakmai
¢szreveteleit.

Koszonettel tartozom Dr. Tulassay Zsolt Professzor urnak,
mentoromnak, aki felkeltette érdeklodésemet Szabd Professzor
asszony altal kutatott témak irant.

Ko6szonom Szabo Professzor asszony altal irdnyitott laboratorium
munkatarsainak —Shashi Bala, Csak Timea, Arijeet Gattu, Jan
Petrasek, Karen Kodys, Donna Catalano, Ivan Levin, Anna
Cerny, Terence Bukong, Shuye Zhang, Matthew Barrieu— a
kritikus légkort €s a segitséget, amely rendkiviil hasznos volt
tanulmanyaim tokéletesitéseben.

Szeretném megkdszonni tovabba Kurt-Jones Professzor asszony
segitséget is.

Az értekezés alapjat képez6 tudomanyos munkara a University of
Massachusetts Medical School Kutatdéegyetemen Kkeriilt sor. A
kisérletek megvalosulasahoz és a munka elvégzéséhez a U.S.
National Institutes of Health AA017729 ¢és AAO011576 sz.
palyazatok nytjtottak tamogatast.
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