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ROVIDITESEK JEGYZEKE

4HQ: 4-hidroxikinazolin

AIF: apoptdzis indukalo faktor

CA ll: szénsav anhidraz |l

DAB: 3,3’-diamino-benzidin

DAPI: 4',6'-diamidin-2-fenilindol

DN: kett6s negativ

DP: kett6s pozitiv

EpCAM: epithelialis sejt adhézidés molekula
EAE: kisérletes autoimmun encephalomyelitis
ERK1/2: extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2
FITC: fluoreszcein izotiocianat

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LFB: luxol fast blue

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz
MBP: mielin bazikus protein

MHC: major histocompatibility complex
MRI: magneses rezonancia képalkotas
NAD™: nikotinamid adenin dinukleotid
p38: p38 mitogén aktivalt protein kinaz
PAR: poli(ADP-rib6z)

PARP: poli(ADP-rib6z) polimeraz

PBS: foszfat pufferelt séoldat

PE: fikoeritrin

PFA: paraformaldehid

PI: propidium jodid

PI1-3K: foszfatidilinozitol-3 kinaz
PKB/Akt: protein kinaz B/Akt

ROS: reaktiv oxigén gyok

SP: egyszeresen pozitiv

TBS: Tris pufferelt séoldat

TEC: thymus epithelialis sejt



1. BEVEZETES

1.1 Szklerézis multiplex

A szklerézis multiplex (SM) egy a koézponti idegrendszert érinté krénikus
betegség, melyre autoimmun gyulladas, fokalis demielinizacié, majd
axondegeneracio jellemzd. A betegség fiatal felnbtteket érint, prevalenciaja
kornyezeti hatasoknak, mind a genetikai hattérnek fontos szerepet tulajdonitanak,
bar a betegség mechanizmusa mindmaig vitatott.

A SM heterogén koérkép, akar tlneteit, akar lefolyasat, akar a demielinizalt
plakkok kialakulasanak hatterében all6 mechanizmusokat tekintve. Annak ellenére,
hogy minden patoldgiai tipusban jelen van T sejt és makrofag medialta gyulladasos
reakcio, az elsd két tipusban elsésorban immun-medialt (T sejt/makrofag, vagy B
sejt’/komplement) a demielinizacio, ezzel szemben, a lll. és IV. tipusu korai 1ézidkban
degenerativ folyamatokra utalé apoptézisszeri oligodendrocyta pusztulast irtak le.
Egy masik, alternativ elmélet szerint minden plakk degenerativ folyamattal,
oligodendrocyta pusztulassal indul, és az autoimmun gyulladas masodlagos.

A ko6zds gyulladasos patologia kezelésére rendelkezésunkre all ugyan
immunmodulalé terapia, azonban a Kklinikai tunetekkel leginkabb korrelald
axonpusztulashoz vezetd demielinizacio ellen védé kezelés nem létezik.

1.2 A cuprizon modell

A nem gyulladasos, elsédlegesen degenerativ demielinizacié egyik modelljében,
fiatal feln6tt egereknek rézkelator cuprizont adva oligodendrocyta apoptézis és
multifokalis demielinizacié alakul ki az agy bizonyos terlletein, elsésorban a corpus
callosumban. A hattérben mitokondridlis patolégiat feltételeznek, mivel cuprizon
kezelés hatasara megamitokondriumok kialakulasa figyelhetd meg hepatocytakban
és oligodendrocytakban. Ezt az elképzelést tamasztja ala, hogy cuprizon kezelt
oligodendrocytakban a mitokondridlis 1égzési lanc kildnb6z6 komplexeinek csdkkent
mikodését és a reaktiv oxigén gyokok (ROS) fokozott termelését mutattak ki. Ezen
Kival a cuprizon modellben, ellentétben a mielin epitoppal toérténd immunizacidval
kivaltott tisztan autoimmun kisérletes autoimmun encephalomyelitis-szel (EAE), a
demielinizalt corpus callosumban a T sejt szam elhanyagolhaté és nem figyelhet6
meg T sejt aktivacio sem.

Cuprizon kezelés hatasara az oligodendrocyta pusztulas és demielinizacié mellett
az egerekben hydrocephalus is kialakul és testtomeglk is csokken.

1.3 A poli(ADP-ribdéz)-polimeraz enzim

A mitokondrialis 1égzési lanc karosodott mikodése a ROS nagy mennyiségl
képz&déséhez vezet, ami szamos sejtalkotd, kdztik a DNS karosodasat okozza. A
sejtmagi poli(ADP-rib6z)-polimeraz (PARP) enzim DNS karosodast felismeré és jelzé
molekulaként mikodik. Az aktivalt PARP szubsztratjat, a nikotinamid adenin



dinukleotidot (NAD™) hasitja és a keletkezd ADP-rib6zbdl hosszu lancu polimereket
szintetizal szamos sejtmagi célfehérjére, tobbek kdzott 6nmagara is.

Kiterjedt DNS karosodas a PARP fokozott aktivacidjat okozza, ami a sejt
karosodott miikddését, majd halalat eredményezi. Altalanosan elfogadott elmélet
szerint ugyanis a PARP fokozott aktivacidja és igy a fokozott ADP-ribozilacié miatt
jelentés mennyiségli NAD" hasznalodik el. A NAD" vesztés miatt csdkken az ATP
termelés, ami a sejt energia metabolizmusanak zavarahoz, majd sejthalalhoz vezet.
Ezen kivul ugy tlnik, hogy a PARP aktivitas a mitokondrialis kiuls6 membran
permeabilizalasahoz vezet, ami lehetévé teszi az apoptdzis indukald faktor (AIF)
kiszabadulasat a mitokondriumbdl és bejutdsat a sejtmagba, ami pedig
kromatinkondenzaciot, DNS fragmentaciot és sejthalalt indukal.

Valészinli, hogy ez a sejtmagi-mitokondridlis kommunikacié kulonb6zé kinaz
jelatviteli kaszkadok aktivitasanak PARP-dependens médositasan keresztil torténik.
A protein kinaz B (PKB), mas néven Akt, melyet az inzulin/névekedési faktor-
foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI-3K) kaszkad aktival, képes a sejt apoptdzisat szamos
mechanizmussal  kivédeni, tobbek kozdétt az  AIF  transzlokacidjanak
megakadalyozasan keresztul. Ismert, hogy a PARP aktivitas gatolja a PI-3K-Akt
sejtvédd jelatviteli utvonalat. Tudva levd tovabba, hogy a PARP aktivitdsa a mitogén
aktivalta protein-kindaz (MAPK) csalad egyik tagjanak, a c-Jun N-termindlis kinaz
(JNK) aktivalasat valtia ki, ami pedig mitokondridlis depolarizaciohoz, AlF
transzlokaciohoz és sejthalalhoz vezet.

Ezen kivil a PARP a nuklearis faktor (NF)-kB medialt transzkripcié ko-
aktivatoraként szamos gyulladaskelté protein (indukalhatd nitrogén monoxid szintaz,
matrix metalloproteinaz-9, stb.) expresszidjanak szabalyozasaban részt vesz.

A PARP Aaltal medialt gyulladas és sejthalal tébb neurodegenerativ betegség
hatterében felvetédott. A PARP enzim gatlasa az EAE tlneteit is csdkkentette,
jelezve kodzponti szerepét az autoimmun gyulladas medialasaban.

1.4 Immunoldgiai valtozasok a cuprizon modellben

EAE-ben medfigyelték, hogy amennyiben a cuprizont mar egy héttel az
immunizalast megel6z6en elkezdték adni az egereknek, a cuprizon a tlnetek
sulyossagat mérsékelte. A betegséget kivédé mechanizmusok 6sszefliggésben
allhatnak a T sejt funkcié gatlasaval, mivel az EAE kialakulasaban a T sejt medialta
immunitas aktivalédasa kdzponti szerepet jatszik.

A T sejtek a B sejtekkel egyltt az adaptiv immunrendszer kdzponti cellularis
szerepl6i. A T sejtek a csontvel6bdl szarmaznak, majd a thymusban érési és
szelekcios folyamatokon mennek keresztll és kialakul a centralis tolerancia. A
legéretlenebb thymocytak sem a CD4, vagy CD8 molekulat nem expresszaljak, CD4"
CD8" kettés negativak (DN), majd a CD3/T sejt receptor komplex és a CD4, CD8
markerek megjelenésével kettds pozitiv (DP) sejtekké valnak. A thymus kortexében a
f6 hisztokompatibilitasi komplexen (MHC) prezentalt sajat antigénekkel talalkoznak,
ahol csak azok a thymocytak élnek tul, melyek az MHC/antigén komplexet megfelel6



erésséggel kotik (pozitiv szelekcio). CD4" vagy CD8" egyszeresen pozitivwva (SP)
valasuk utan a medullaban ismét prezentalt sajat antigénekkel talalkoznak, ahol az
MHC/antigén komplexet tul er6sen kotd sejtek apoptotizalnak (negativ szelekcio). Az
érett T sejtek a periférias nyirokszervekbe vandorolnak, ahol effektor sejtekké
differencialédnak. Aktivalodva a citotoxikus T sejtek (CD8") elimindljak az idegen
peptideket prezentalo sejteket, a helper T sejtek (CD4") pedig citokineket bocséatanak
ki, mellyel az immunvalaszt el6segitik és regulaljak.

A T sejt fejlédéshez a thymus stromaja biztositja a megfeleld kérnyezetet, melyet
thymus epithelidlis sejtek (TEC), dendritikus sejtek, makrofagok, fibroblasztok és az
extracellularis matrix komponensei képeznek. A kulcsfontossagu antigén
prezentacion kivil, a strdma alkotdi inditjak el a T sejt érés komplex programjat és
moduladljak a thymocyta differenciaciot. A stromasejtek f6 komponense a TEC. Az
eltér6 fenotipus és funkciok alapjan megkullonbdztetjuk a kortikalis epithelialis
sejteket, melyek felszinukdén Ly51 és EpCAM markereket expresszalnak és a
kortexben a thymocytak fejlédésében, expanzidjaban, elkotelez6désében és a pozitiv
szelekci6 medialasaban jatszanak szerepet. A medullaris epithelidlis sejtek
(EpCAM++, Ly51-), a negativ szelekciét és a SP thymocytak tulélését biztositjak.

Fontos, hogy a thymocytak és a thymus epithelidlis sejtek kdzotti kdlcsdnhatas
kétiranyd. A T sejtek nélkilozhetetlenek a TEC fejlédéséhez és a haromdimenzids
stromalis szerkezet kialakulasahoz. Ezért a thymocytak és a TEC egy egymastdl vald
kolcsonds fluggéségben léteznek, ahol a thymocytak karosodasa negativan
befolyasolja a stromat és viszont.



2. CELKITUZESEK

Fiatal feln6tt him egerekben a cuprizon kezelés szelektiv oligodendrocyta
apoptozis miatt bekdvetd demielinizacidt, hydrocephalust és testtomeg-csokkeneést
okoz. Kulénb6z6 patolégias allapotokban a PARP enzim aktivacidjanak fontos
szerepe van a sejthalal folyamataiban, raadasul a PARP gatlas szamos kozponti
idegrendszeri betegség modelljében sejtvédd hatasunak bizonyult. Ezért munkank
célja volt megallapitani:

1. Torténik-e PARP aktivacio a demielinizalddé corpus callosumban cuprizon kezelés
hatasara?

2. A PARP enzim gatlasa befolyasolja-e a cuprizon kivaltotta demielinizaciot,
hydrocephalus kialakulast és testtdmeg-csdkkenést?

Ismert, hogy a cuprizon mitokondridlis toxinként karosodott mitokondrialis
mikodést, majd oligodendrocyta apoptézist valt ki. A sejthalalhoz vezeté molekularis
mechanizmusok azonban még nem tisztazottak. Munkank kdvetkez6 részének célja
ezért az volt, hogy feltarjuk:

3. A demielinizacié és az oligodendrocyta pusztulas hatterében milyen lehetséges
mechanizmusok allnak, mely jelatviteli utvonalak vesznek részt annak
medialasaban?

4. A PARP gatlas hogyan befolyasolja ezeket?

Korabban leirtdk, hogy a cuprizon EAE-ben mérsékelte a betegség sulyossagat
€s megvaltoztatta a periférias T sejt valaszt. Az azonban nem ismert, hogy a leirt
jelenségek hatterében megtalalhaté-e a thymus valamilyen elvaltozasa. Ennek
megfeleléen munkank utolsé részének célja volt megvizsgaini:

5. Cuprizon kezelés hatasara torténik-e a thymusban patoldgias valtozas?
6. Ha igen, akkor a PARP gatlas képes-e befolyasolni a cuprizon thymusra gyakorolt
feltételezett hatasat?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Cuprizon demielinizaciéos modell. Munkank soran 4, ill. 8 hetes C57BL/6 him
egerek tapjaba kevertiink 0,2 m/m% cuprizont 1, 3, 5, illetve 6 hétig. A PARP-gatl6 4-
hidroxikinazolin-t (4HQ, Sigma) 100mg/kg dézisban naponta i.p adtuk az egereknek.
A cuprizon hatas kovetése érdekében az egerek testtomegét hetente megmeértuk.

Thymocyta preparalas, thymocyta apoptozis detekcio. Egy hét kezelés utan az
allatokat dekapitaltuk, thymusukat tomegét Ilemértik, majd mechanikusan
homogenizaltuk, a szuszpenziét vattan atszlrtik, a sejtszamot tripankék festék
kizarasos teszttel meghataroztuk. Apoptdzis detektalashoz Annexin-koté pufferben
AnnexinV-FITC (BD Pharmingen) és propidium jodid (PI, Sigma) kettés jeldlést majd
aramlasi citometrias mérést alkalmaztunk.

Thymocyta fluoreszcens jelolés, aramlasi citometria. Az anti-CD4, anti-CD8 és
az anti-CD3 (BD Pharmingen) jeldlést jeldlé pufferben 30 percig jégen végeztik.
Ezutan PBS-sel mostuk a sejteket és FACSFix (1% paraformaldehid PBS-ben)
oldatban tartottuk az aramlasi citometrias mérésig. Az aramlasi citometrias analizist a
CellQuest programmal végeztik, 10.000 eseményt rogzitettink, a térmeléket és az
elpusztult sejteket morfolégiajuk alapjan kizartuk.

Immunfluoreszcencia thymus metszeteken. Egy hét kezelés utan az egerek
thymusabdl 7-10 ym vastag metszeteket készitettlink, majd acetonos fixalas és 5%
BSA tartalmu PBS pufferrel valé telités utan anti-CD4 (FITC), anti-CD8 (Alexa fluor
647), anti-Ly51 (PE) és anti-EpCAM (FITC) (BD Biosciences és Immunolégiai és
Biotechnoldgiai Intézet, Pécsi Tudomanyegyetem) ellenes antitesttel festettlik meg
Oket. A metszeteket Olympus fluoreszcens mikroszképpal analizaltuk.

Kisallat MRI és kvantitativ neuroimaging. Az egereket hetente diazepammal és
ketaminnal altattuk el, majd a méréseket Varian INOVA 400 WB NMR
spektrométerrel (Varian Inc.), 9.4T magnessel végeztuk. T,-sulyozott tobbszeletes
spin-echo szekvencia alkalmazasaval 21 Osszefiuggd, 1 mm vastag coronalis siku
szeletet vizsgaltunk. A corpus callosum terlletének Kkijeldlése utan, az abbdl
szarmaz6 atlagos jelintenzitast egy, az allat mellett elhelyezett viz/glicerin keverékkel
toltott kapillaris jelének intenzitasa alapjan standardizaltuk. A hydrocephalus
mértékét a kamrak térfogatanak az agy térfogatahoz vald viszonyitassal szamitottuk
Ki.

Corpus callosum szovettan és immunhisztokémia. 5 hét kezelés utan az
egereket transzkardidlisan perfundalt 4%-os PFA PBS oldattal megfixaltuk. Az
agyakat eltavolitottuk, paraffinba agyaztuk és 8 pm vastag coronalis metszeteket
készitettlink bel6lik. A corpus callosum mielinizaltsagat luxol fast blue (LFB)



festéssel vizsgaltuk meg. Immunhisztokémiara a metszeteket 2% I6szérumot
tartalmazé PBS-sel blokkoltuk, anti-PAR (Alexis) majd megfelel6 masodlagos
biotinilalt antitesttel (Molecular Probes) inkubaltuk és DAB reakcidval vizualizaltuk, a
sejteket hematoxilinnal festettuk.

Corpus callosum immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszképia. A PARP
aktivaci6 (PAR képzddés) as AIF nuklearis transzlokacid6 megitélésére a
fluoreszcens immunhisztokémiat 3 hét kezelés utan 8 um vastag paraffinos
metszeteken végeztik el. A metszeteket anti-PAR, anti-AlF (mindkettd Alexis) és
anti-CAIl (The Bindig Site) ellenanyaggal, fluoreszcensen jelolt megfelel
masodlagos antitestekkel (Molecular Probes, Amersham, Jackson
ImmunoResearch), illetve Pl vagy DAPI (mindeketté Sigma) magfestéssel jeldltik. A
metszeteket Olympus Fluoview konfokalis Iézer szkenning mikroszképpal vizsgaltuk.

Immunblot és denzitometria. Az egerekbdl 3, illetve 5 hét kezelés utan a corpus
callosumot mikroszkép alatt finoman kipreparatuk, a szévetmintat proteaz inhibitor és
natrium vanadat (mindkett6 Sigma) jelenlétében elhomogenizatuk. A
homogenatumot merkaptoetanolt és SDS-t tartalmazé mintapufferben megféztik,
poliakrilamid gélen elektroforetizaltuk, majd nitrocelluléz membranra blottoltuk.
Blokkolas utan anti-MBP (Novocastra), anti-PAR (Alexis), anti-AIF (Santa Cruz
Biotechnology), anti-foszfo-Akt (R&D Systems), anti-Akt/PKB, anti-foszfo-ERK, anti-
foszfo-JNK, anti-caspase-3 (mind Cell Signaling), anti-foszfo-p38-MAPK és anti-aktin
(mindkettd Sigma) antitestekkel, majd megfelelé tormagyokér-peroxidazzal konjugalt
masodlagos antitestekkel (mind Sigma) inkubaltuk a membrant. A vizualizaciot
erdsitett kemilumineszcens modszerrel végeztik, a kvantifikdlashoz Image J
szoftvert (Bethesda) alkalmaztunk.

Caspase-3-aktivitas mérés. 3 hét kezelés utan az egerek finoman Kkipreparalt
corpus callosumat proteaz inhibitort tartalmazé lizis pufferben elhomogenizaltuk,
majd Fluostar optima plate readerrel fluoreszcensen jeldlt a caspase-3 szubsztrattal
(Ac-DEVD-AFC, Sigma) fluorometrias mérést végeztunk.

Statisztika. A thymusok tdmegét és sejtszamat véletlen modell variancia analizissel,
az aramlasi citometrias eredményeket Student-féle t-teszttel hasonlitottuk 6ssze a
kldnbdz6 kezelési csoportok kdzott. A sorozatos tdmeg és relativ kamratérfogatok
mérésének kiértékeléséhez linearis modell, ill. a relativ corpus callosum jelintenzitas
csoportok kozti 6sszehasonlitasahoz kevert modell variancia analizist alkalmaztunk.
Az immunblot jelintenzitasokat a bels6 kontrollhoz térténé normalizalas utan Scheffé-
féle post hoc ANOVA teszttel elemeztik. A szamitasokhoz SPSS, illetve R
szoftvereket hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansként a p<0.05 értékeket fogadtuk
el.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1 Kisérletes demielinizacioban a PARP aktivacidjat a végtermék poli(ADP-rib6z)
(PAR) ellen termeltetett ellenanyaggal vizsgaltuk meg harom hét cuprizon kezelés
utan, amikor az apoptotizalé oligodendrocytak szama a legnagyobb. Anti-PAR
immunblottal izolalt corpus callosumban jelentésen megndvekedett PARP aktivitast,
anti-PAR immunhisztokémiaval az apoptotizalé oligodendrocytak fragmentalédé
nukleuszaban és citoplazmajaban erés PAR pozitivitast talaltunk. Kettds jeloléssel és
konfokalis mikroszkdpos modszerrel vizsgalva azt talaltuk, hogy az er6s PAR
pozitivitast mutatd sejtek expresszaltdk a CAIll oligodendrocyta markert is, azt
bizonyitva, hogy a megndvekedett PARP aktivitds a pusztuldé oligodendrocytakbdl
szarmazik.

Megallapithatjuk tehat, hogy a mitokondrialis patoldgia és az apoptozis alapjan
feltételezett PARP aktivacié valéban bekovetkezik a pusztuld oligodendrogliaban.

4.2 A PARP gatlé 4-hidroxikinazolin (4HQ) hatasosan csodkkentette a PARP
aktivitasat a cuprizon hatasara demielinizalédé corpus callosumban, illetve
onmagaban adva a kontroll allatok corpus callosumaban kimutathaté alap PARP
aktivitast is.

A PARP aktivacié gatlasaval parhuzamosan a 4HQ a cuprizon szisztémas
hatasat, az egerek testtdmeg-csokkenését is gatolta. In vivo sorozat MRI-vel és
annak kvantifikalasaval kimutattuk, hogy a 4HQ kezelés megakadalyozta a cuprizon
hatasra bekdvetkez6 hydrocephalus kialakulasat is.

In vivo sorozat MRI-vel kimutattuk azt is, hogy a 4HQ a kézponti idegrendszeri
demielinizaciét szintén gatolta. A corpus callosum jelintenzitasanak kvantifikalasa
soran megallapitottuk, hogy a cuprizon indukalta demielinizacié 3 és 6 hét kezelés
kozott végig szignifikans volt, 4 hét kezelés utan talaltuk a legkifejezettebbnek, majd
valészinlileg az irodalombdl ismert spontan remielinizacié miatt mértéke csokkent.
Ennek megfelel6en a 4HQ a legkifejezettebb demielinizacio gatlast a 4. héten érte el,
mértékét. A szdvettani analizis 5 hét kezelés utan a mielint festé LFB-vel igazolta in
vivo eredményeinket: PARP gatlas hatadsara a corpus callosum demielinizacié
csOkkent. A mielin bazikus proteint (MBP) az oligodendrocytak expresszaljak és
mennyisége jol korrelal a mielinével. 5 hét kezelés utan izolalt corpus callosumbdl
anti-MBP antitesttel készult immunblot denzitometrias kvantifikalasaval kimutattuk,
hogy a cuprizon kezelés kdvetkeztében lecsokkent MBP mennyiség 4HQ kezelés
mellett szignifikdnsan megnétt, jelezve a PARP gatlas mielinvédd hatasat.

Elmondhatjuk tehat, hogy a PARP aktivalédasa kulcsfontossagu az
oligodendroglia cuprizon indukalta apoptdzisa soran, mivel gatlasa védett a
demielinizacié ellen. Megallapithatjuk azt is, hogy a PARP gatlas véd a
hydrocephalus és a testtdmeg-csOkkenés kialakulasa ellen is. Feltételezzik, hogy
mind a hydrocephalust, mind a testtdmeg-csdkkenést a cuprizon a sejtek energia



haztartasanak megzavarasan keresztul valtja ki, igy elképzelésunk szerint a PARP
gatlas a sejtek energia hianyanak mérséklése altal véd a cuprizon ezen hatasai ellen.

4.3 Ezt kovetben megvizsgaltuk, hogy a cuprizon kezelés hatasara bekovetkez6
PARP aktivacid milyen mechanizmussal valt ki kisérletes demielinizaciot és
oligodendrocyta pusztulast. Ezért harom hét kezelés utan a demielinizalt corpus
callosumot izolaltuk és el6szor a caspase kaszkad aktivalasaval jard apoptotikus
utvonalat vizsgaltuk két modon: fluoreszcens caspase-3 esszével és a pro-caspase-3
hasitasanak immunblottal térténé vizsgalataval. Az eredmények caspase-fliggetlen
apoptotikus mechanizmust sugalltak. Emellett immunhisztokémiai mddszerrel
kimutattuk, hogy cuprizon kezelés hatasara apoptozis indukald faktor (AlF) nuklearis
transzlokacio tortént, raadasul a kezeletlen allatokhoz képest immunblottal az AlF
expresszio jelentés megndvekedését is kimutattuk.

DNS ;\ Src kinéz

* ’x.-" PI-3 k+inéz
12\ paRP -~~~ pARP

o Akt
aktivacio  gatld® I
GSK3 és mas
p38 JNK célfehérjek
?l // \. Mitokondrium: +
¥ diszfunkcié vagy védelem

SEJT- v
HALAL |+—| AIF transzlokacié

1. dbra A cuprizon kivaltotta oligodendrocyta apoptézis és a PARP gatlas védé hatasa
hatterében all6é lehetséges mechanizmusok

Ezutdn a MAPK és az Akt jelatviteli utvonalakat vizsgaltuk meg a corpus
callosumban, melyek aktivitisat a PARP aktivitas befolyasolhatja. Harom hetes
cuprizon kezelés mind a JNK, p38 MAPK és az extracellularis szignal regulalt kinaz
1/2 (ERK1/2) MAP kinazok, mind pedig az Akt fokozott foszforilacidjat (aktivaciojat)
idézte el6. Ismert, hogy a JNK és p38 aktivacidja oligodendrocytakban a sejthalal
medialasaban vesz részt, raadasul korabbi megfigyelések azt mutattak, hogy a JNK
aktivacioja szukseges a PARP kivaltotta AlF transzlokaciohoz is. Azt is leirtak, hogy
maximalis PARP aktivaciohoz az enzim ERK altali foszforilacidja, fokozott ERK
aktivitas sziikséges. Igy elmondhatjuk, hogy a MAP kinazok fokozott aktivitasa
hozzajarul a PARP medialta sejthalalhoz (Id. 1. abra).
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Altalanosan elfogadott, hogy az Akt a sejtet éré szamos noxa esetén aktivalodik
es kulonbozé mechanizmusokkal a sejthalal ellen hat. Feltételezzuk, hogy ez torténik
cuprizon hatasara is, azonban mindez nem elégséges az oligodendrocytak
védelméhez.

4.4 Kivancsiak voltunk arra is, hogy a demielinizacio ellen védé PARP gatlas
mely mechanizmusok befolyasolasaval fejti ki hatasat és azt talaltuk, hogy harom hét
cuprizon és egyuttes 4HQ kezelés utan sem AIF transzlokacié, sem emelkedett AIF
szint nem volt megfigyelhetd a corpus callosumban.

A 4HQ-val torténd egyuttes kezelés csdkkentette a pro-apoptotikus JNK és a p38
MAPK aktivitasat, mig az ERK1/2 aktivitdsat nem befolyasolta, ami alatamasztja
elképzelésunket, miszerint az ERK utvonal upstream helyezkedne el a PARP-hoz
képest. Megallapitottuk tovabba, hogy a PARP gatlé 6nmagaban nem befolyasolta a
MAP kinazok foszforilaciojat.

A MAP kinazokkal ellentétben a sejtvédd Akt foszforilacios szintjét a cuprizon
kezeléshez képest az egyuttes 4HQ kezelés tovabb ndvelte. Ismert, hogy a PARP
aktivitas gatolja a PI-3K-Akt sejtvéddé jelatviteli utvonalat, igy a PARP gatlas hatasara
az Akt utvonal felszabadul a gatlas aldl, aktivitasa fokozddik, hozzajarul a sejtek
védelméhez. Mindezt alatdmasztja az a megfigyelésink is, hogy a PARP gatlé
onmagaban is fokozta az Akt foszforilaciojat (Id. 1. abra).

4.5 Négyhetes egerekben mar egy hét cuprizon kezelés hatasara a thymus
lecsOkkenésével. A thymocytak Annexin V/ Pl kettés jelolése, majd aramlasi
citometrias mérés utan megallapitottuk, hogy a sejtek jelentés része cuprizon
kezelés hatasara az apoptdzis korai, illetve késéi fazisaban volt, mig az élé sejtek
aranya szignifikansan lecsokkent.

Fluoreszcens mikroszkopiaval azt talaltuk, hogy a CD4+CD8+ kettés pozitiv
thymocytak szinte teljesen eltlntek a thymus Kkortexébdl, és hogy az
O0sszezsugorodott thymus altalanosan nagyon gyenge CD4, illetve CD8 pozitivitast
mutatott, ami jol korrelalt a jelentésen lecsdkkent abszolut thymocyta szammal. CD4,
CD8 kettés jelolés és aramlasi citometria segitségével kimutattuk, hogy a még ép
thymocytak populacidinak aranya jelentésen eltolédott. A kontroll allatokban kb. 75%-
ot kitevé DP populacio szinte teljesen eltiint, az dsszes él6 thymocyta 1%-at adta.
Ezzel parhuzamosan a tobbi populacid aranya egymashoz hasonlé mértékben
megnétt, jelezve, hogy bar a teljes sejtszam és igy minden populacié sejtszama
jelentésen lecsokkent, a DP populacié reagalt a legérzékenyebben a cuprizon
kezelésre.

A cuprizon thymus stromara gyakorolt hatasat anti-Ly51 és anti-EpCAM
antitesttel torténd jeldlés és fluoreszcens mikroszkdpia segitségével vizsgaltuk és azt
talaltuk, hogy a thymocyta pusztulas mellett jelentés thymus epithel pusztulas is
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tortént. Mind a kortikalis, mind a medullaris epithel sejtek mennyisége kifejezetten
lecsokkent, a stroma pedig elveszitette szivacs-szer( szerkezetét.

Megallapithatjuk tehat, hogy egyhetes cuprizon kezelés hatasara sulyos thymus
atrofia alakult ki négyhetes egerekben. Hasonléan szamos mas patolégias allapothoz
most is az apoptoézist kivalté faktorokra legérzékenyebb DP thymocyta populacié volt
a legsérulékenyebb. A thymocyta apoptdzis mellett kimutattuk a stroma sulyos
karosodasat is, ami bekovetkezhetett a cuprizon direkt hatasa miatt is, bar
valészinlibb a thymocytak és a thymus epithel kdzotti kdlcsonos fliggéségbdl adédéd
stromakarosodas. Elmondhatjuk azt is, hogy a thymus cuprizon kivaltotta ilyetén
valtozasai legalabb részben magyarazhatjdk a korabban megfigyelt csokkent
periférias T sejt valaszt EAE-ben.

4.6 Négyhetes egereket cuprizonnal és 4HQ-val egyuttesen kezelve azt talaltuk,
hogy sem a thymus tdmeg, sem a relativ thymustémeg, és az abszolut sejtszam sem
csokkent le olyan mértékben, mint a csak cuprizon kezelt allatoknal.

Bar a hattérben all6 mechanizmusok egyelére teljesen feltaratlanok,
megallapithatjuk, hogy a PARP gatlas véd a cuprizon thymusra gyakorolt hatasa
ellen is.
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5. 0SSZEFOGLALAS ES KONKLUZIOK

Munkank soran egy a szklerézis multiplexre jellemz6 demielinizacioval és
oligodendrocyta pusztulassal jaré allatmodellt tanulmanyoztunk. A cuprizon
mitokondrialis toxinként hatva az oligodendrocytak szelektiv apoptézisan kivul
hydrocephalus kialakulashoz és testtdmeg-csokkenéshez is vezet fiatal felnétt, him
C57BL/6 egerekben.

Cuprizon kezelés hatasara a corpus callosumban az apoptotizald
oligodendrocytakbdl szarmazé fokozott PARP aktivitast mutattunk ki.

4HQ, egy potens PARP gatlé adasa csokkentette a PARP aktivitast és védett a
demielinizacié ellen. A PARP gatld kezelés megakadalyozta a cuprizon egyéb
hatasainak, a hydrocephalusnak és a sulycsokkenésnek a kialakulasat is.

Tanulmanyoztuk tovabba a cuprizon hatasara bekovetkezd oligodendrocyta
apoptozis hatterében all6 molekularis mechanizmusokat. A fokozott PARP aktivitas
mellett megemelkedett AIF expressziot, AIF nuklearis transzlokaciot talaltunk, de
caspase-3 aktivitast nem tudtunk kimutatni. Cuprizon kezelés hatasara mind a MAP
kinazok (JNK, p38 MAPK, ERK1/2), mind a sejtvéd6 Akt/PKB nagyobb mértéki
foszforilaciojat figyeltik meg a corpus callosumban. PARP gatléval torténé egyittes
kezelés esetén ezzel szemben az AIF expresszid alacsonyabb volt, AIF
transzlokacid nem volt megfigyelhet, és az altalaban apoptdzis, illetve gyulladas
medialasaban részt vevd JNK és p38 foszforilacidja alacsonyabb volt. Ezen kivll a
PARP gatlas tovabb fokozta az Akt foszforilacidjat, hozzajarulva ezzel a 4HQ
sejtvédd hatasahoz.

Ezek, és az SM Ill. patolégiai tipusardl altalunk korabban leirtak alapjan
megallapithatjuk, hogy cuprizon indukalta demielinizaciéban és az SM lll. patoldgiai
tipusaban a morfolégiai hasonlésagok mellett legalabb két kulcsfontossagu
molekularis mechanizmus azonos az oligodendrocyta pusztulasban: a PARP
aktivacié és az AIF medialta caspase-fluggetlen apoptozis. Mivel a PARP gatlasnak
direkt gyulladascsdkkenté hatasa is van —csOkkentette az EAE tuneteit—, igy
kisérletes demielinizacidoban alkalmazott terapiank az elsé olyan beavatkozas, mely
az SM minden patolégiai tipusaban hatasos lehet: egyarant véd az autoimmun
gyulladas és a degenerativ oligodendrocyta pusztulas ellen.

A cuprizon ismert hatasai mellett most irtuk le el6szér, hogy mar egy hét cuprizon
kezelés négyhetes egereknél sulyos thymus atréfiat valtott ki. Megmutattuk, hogy a
thymocytak apoptoézissal pusztultak el, a legérzékenyebbek a CD4+CD8+ kettds
pozitiv thymocytak voltak és leirtuk a thymus stréma karosodasat is.

Megmutattuk tovabba, hogy a PARP gatlas védte az egereket az akut thymus
involucio ellen. Az akut thymus involucié és az azt kisér6 karosodott periférias
immunvalasz szamos stressz szituacidé, mint a malnutricio, infekcid, szepszis
kisér6je. Mivel az akut thymus atréfia kezelésében egyelére nem all hatékony terapia
rendelkezéslinkre, és a PARP gatlas igéretesnek bizonyult kivédésében, ezért
tovabbi tanulmanyozasa nagy jelentéséggel biré6 eredményeket hozhat a jévében.
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