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1. BEVEZETES

1.1 Sclerosis Multiplex altalanos attekintése és neuropatholdgiai sajatossagai

A Sclerosis Multiplex (SM) a kozponti idegrendszer (KIR) kronikus, gyulladassal és
demyelinizacioval jaré neurodegenerativ betegsége. A SM a fiatal felndtt kor egyik
leggyakoribb neurologiai korképe. Prevalencidja az északi orszagok felé folyamatosan
novekszik [1] és megjelenését elsdsorban néi dominancia jellemzi (né: férfi arany 1,5:1 és
2,5:1) [2]. Klinikai szempontbol a betegség altalaban 25-35 éves kor kozott kezdddik és
valtozatos idegrendszeri tiinettannal jelentkezik. Az érintett KIR-i (agy és gerincveld) teriilett6l
fliggben leggyakrabban lataszavar, motoros- ¢és autoném idegrendszeri diszfunkciok,
megvaltozott szenzoros modalitasok, illetve érzelmi és/vagy kognitiv tiinetek formajaban
manifesztalodik [3-12]. A tiinetek kombinacidja, intenzitasa és megjelenésiik gyakorisaga
egyénenként eltérd a betegség lefolydsa soran. Tipusos esetben az ijonnan diagnosztizalt SM
betegek neurologiai tiinetei csak atmenetileg allnak fenn (in. relapszalo-remittalo SM/RRSM),
azonban a korkép késébbi szakaszaban adott tiinettan allandosul, javulas nem figyelheté meg
(un. masodlagos progressziv SM/SPSM). Ezzel szemben egyes betegek neuroldgiai tiinetei
progressziv romlast mutatnak mar a betegség kezdetétdl induldoan (un. elsédleges progressziv
SM/PPSM). Ritkabb esetben, a diagnozis felallitasat kovetd klinikai tiinettanban egyenletes
romlas figyelheté meg, amihez akut relapszusok is tarsulhatnak remisszidval vagy anélkiil (un.
progressziv-relapszaldé SM/ PRSM) [4, 13-16]. Az SM hatterében allo6 folyamatok évtizedek
Ota a kutatasok fokuszaban allnak. Jol ismert, hogy bizonyos kornyezeti tényezok és genetikai
faktorok egyarant hozzajarulnak a betegség kialakulasahoz [2]. Azonban, az SM pontos
pathomechanizmusa részleteiben tovabbra sem ismert. Tekintettel a korkép valtozatos klinikai
lefolyésara, felmeriilt, hogy az SM kiilonb6zé megjelenési formaihoz eltéré patholédgiai
folyamatok tarsulhatnak [17, 18].

Az SM f6 neuropathologiai jellemzdje a fokalis, demyelinizacios plakk vagy un. 1€zi6
megjelenése. A 1¢zidk tipusos szovettani jellegzetessége az oligodendroglia (OL) karosodas, a
gyulladasos sejtek, az axonalis karosodas és a reaktiv gliozis jelenléte [3, 19, 20]. A klasszikus
elmélet szerint a 1éziok autoimmun gyulladasos folyamat soran keletkeznek, melyben auto-
reaktiv T sejtek atjutnak a vér-agy gaton (VAG), majd a KIR-i immunsejtek kozvetitésével
specifikus OL-kat és myelint karosit6 gyulladast idéznek eld [19, 21]. Azonban az elmult évek
kutatasai ravilagitottak arra, hogy a 1éziok immunpathologiai megjelenése nem egységes €s
kialakulasukban sokkal Osszetetteb folyamatok jatszanak szerepet. Korabbi kiemelkedd
neurohisztologiai vizsgalatok [17, 22] kiilonb6z6 demyelinizacios mintazatokat talaltak a SM

betegek korében. A tanulmany soran a léziokat négy eltérdé formaban kategorizaltak (I-IV tipus)
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azok szovettani jellegzetességeit figyelembe véve. Ez alapjan ketté eltéré folyamatot
valoszinusitettek a demyelinizacié kialakuldsanak hatterében: 1) makrofag és antitest-
kozvetitett demyelinizacios folyamat (I-1l-es tipus) vagy 2) elsédleges OL karosodas altal
kivaltott demyelinizacié (III-1V-es tipus). Amig az I-nél a Iéziok tipusosan véndk mentén
helyezkedtek el, azok éles hatarral elkiiloniiltek a szovetben és az aktiv demyelinizacios
teriileten markans gyulladasos infiltratumokat detektaltak (T sejtek, makrofagok); a Il-es
tipusnal kifejezett immunglobulin G (IgG) és komplement lerakodas is lathatd volt az aktiv
centrumban. Ezzel szemben a Ill-as tipusnal feltiin volt a kifejezett OL apoptdzis (nuklearis
kondenzacid ¢€s fragmentacid) a léziok szélén, de hidnyzott azok centrumaban. Ezen 1€zidk
hatara kevésbé koriilirt, nem kovették a vénak elhelyezkedését, valamint a gyulladt érrendszer
mentén sokszor egy vékony réteg myelin is megmaradt. Az OL pusztulasat markans myelin-
asszocialt glikoprotein (MAG) csokkenés kisérte a sériilt szovetekben. A IV-es tipusnal a 1€ziok
szovettani sajatossagai hasonlosagot mutattak az I-es tipussal (elhelyezkedés, myelin fehérjék
egyseéges csokkenése, sejttipusok jelenléte) Ig €s komplement lerakodas nélkiil. Kiemelendd,
hogy kiterjedt OL pusztulas volt lathato az aktiv és inaktiv 1ézidkban, illetve DNS fragmentacio
jelei detektalhatok a plakkot Ovezd allomanyban ismételten utalva OL funkcidézavarra
(disztrofia/apoptozis). Az SM korszovettananak széles spektruma alapjan megkérdéjelezhetové
valt az altalanos immunologiai elmélet és felmeriilt a kérdés, hogy rendellenes gyulladasos
folyamat vagy els6dleges OL pusztulas/neurodegeneracié all az 0j 1éziok kialakulasanak
kezdépontjaban. Barnett és mtsai. [18] az 0j neurodegenerativ elméletet tovabb vizsgaltak 1j
tiineteket okozd SM 1ézidkban. Immunpatologiai elemzésiik soran korai OL apoptdzishoz
tarsuld mikroglia aktivaciot figyeltek meg, amig a T sejtek, a makrofagok €s az asztrocitak
infiltracidja hidnyzott az apoptotikus z6énabol. Eredményeik alapjan feltételezték, hogy a
kiilonb6z6 patologia folyamatok idébeli fejlodése vezet az SM 1ézidk kialakulasahoz [18, 23].
Ezen elmélet szerint az elsédleges OL apoptozis olyan strukturalis €s molekularis valtozasokat
idéz el6 a myelinhiivelyben, mely a helyi mikroglia aktivacion keresztiil végsé soron
szisztémas immunvalaszhoz vezet. Megfigyeléseikkel megerdsitést nyert a teoria, hogy OL
apoptozis nem csak a Ill-as tipusa SM 1éziok jellemzdje [17], hanem a 1éziok kialakulasanak
kezdeti pontjat képviselheti [18].

A kutatas jelen allaspontja szerint specifikus SM-et kivalto okot eddig nem sikertilt azonositani,
mely markans autoimmun folyamatot aktivalna vagy progressziv cytodegenerativ elvaltozast

idézne el6. Vitathatatlan tény, hogy mindkét folyamat kulcsszerepet jatszik az SM 1éziok
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1.1.1 Cuprizone altal kivaltott kisérletes demyelinizacios allatmodell

A cuprizone altal kivaltott kisérletes demyelinizacid az egyik leggyakrabban alkalmazott
allatmodell a demyelinizacios és remyelinizacios folyamatok tanulmanyozasahoz, melyet
relative ép VAG mellett nem befolyasol a szerzett immunvalasz [24, 25]. A cuprizone
[Bis(cyclohexanone)oxaldinydrazone] alapvetd funkcidjat illetben egy réz-kelator, mely
vegylilet KIR-I hatasai az 1960-as években valtak ismertté [26, 27]. Korabbi tanulmanyok
ravilagitottak arra, hogy a vegyiilet szisztémas hasznalata- egerek 0,2%-o0s cuprizone tartalma
poritott tappal torténd etetése- idében és térben jol reprodukalhaté demyelinizaciot idéz el6 a
kisérleti allatok KIR-ben [28]. A modell f6 hisztopathologiai jellegzetessége a szelektiv érett
oligodendrocyta (OL) apoptdzis jelenléte az egerek agyanak meghatarozott teriiletein. Az OL
halalat megamitochondriumok megjelenése elozi meg az érintett sejtekben [27, 29]. Bar az OL
apoptozis mechanizmusa pontos részleteiben még mindig nem ismert, a kozelmultban végzett
tanulmanyok a folyamatot részben a réz-kelator altal kivaltott mitochondrialis diszfunkcionak
és megnovekedett oxidativ stressznek tulajdonitjak [30-32]. Az OL-k halalat massziv
demyelinizaci6 koveti elsOsorban az agy fehérallomanyanak kiilonb6zo teriiletein (corpus
callosum, commisura anterior, pedunculus cerebellaris superior). Ezen til, mas régiokban
(hippocampus, cerebellum, putamen, nucl. caudatus ventralis része), illetve kortikalis és mély
sziirkeallomanyi teriileteken (pl.: striatum) is kialakul mérsékeltebb demyelinizacio viszont
megkiméli a gerincvel6t cord [31, 33-38]. A modell egy masik korszovettani jellegzetessége,
hogy a demyelinizalt 1éziokhoz markans asztrocyta és mikroglia/makrofag invazio tarsul. Ezen
utobbi sejttipusoknak a pontos szerepe mindmaig ellentmondésos. Eltérd kisérleti kondicioktol
fliggben mind az asztrocytdk, mind a mikroglia/ makrofagok jotékony és karos hatasair6l
szamos publikacio jelent meg a szakirodalomban [39-42]. Azonban kiemelendd, hogy az
asztrogliézis dinamikaja és sliriisége, valamint a mikroglia/makrofag invdzié megjelenése
idében korreldl a myelin fehérje gének (MBP, PLP, MAG) expresszidjanak valtozasaval,
jelezve azok kulcsszerepét a mikrokdrnyezet befolyasolasaban [43, 44]. A cuprizone modell
ugyancsak alkalmas a remyelinizacié folyamatanak sejtszint(i vizsgalatara. Hat hetes cuprizone
kezelés hatasara komplett demyelinizacio alakul ki a fehér és sziirkedllomanyban (Un. akut
demyelinizacid). Ha 6 hét utan a kezelést leallitjak- és az allatokat cuprizone mentes tappal
etetik tovabb- az akut demyelinizaciot rovidesen szinte teljes spontan remyelinizacio koveti az

oligodendroglia progenitor sejtek (OPC) aktivacidojan keresztiil. Ezzel szemben a tartos
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cuprizone kezelés (12 hét vagy hosszabb idtartam) kronikus demyelinizaciot valt ki, mely utan
a spontan remyelinizacios képesség jelentésen romlik vagy teljesen megsziinik [33].

Az SM 1€ziok kialakulasanak pontos mechanizmusa vagy kivalté oka mindmaig nem tisztazott.
Jol ismert, hogy a legtobb human 1ézi6 kialakulasaban fontos szerepet jatszanak az autoimmun
gyulladasos folyamatok. Ezen tul, korabbi immunpatologiai vizsgalatok ravilagitottak egy
alternativ mechanizmusra, melyben az elsdédleges OL pusztulds reprezentalhatja a 1éziok
kialakulasanak kezdetét, egy primer neurodegenartiv folyamatot [17, 18]. A cuprizone-indukalt
demyelinizaci6s modell korszovettani jellegzetességei jelentds hasonldosagot mutatnak a human
I11-as tipusu SM plakkokkal [45, 46]. Nevezetesen, az elsédleges OL apoptdzishoz korai és
szelektive. MAG mRNS szint csokkenés tarsul a tobbi myelin proteinekhez képest. A
szovettanilag felismerhetd OL pusztulast massziv demyelinizacio koveti. Ezzel egyidejiileg
kifejezett asztrocyta aktivacid €s mikroglia/makrofag invazié detektalhato a sériilt myelin és
axonalis karosodas helyreallitasara [43, 44, 47]. Azonban fontos kiemelni, hogy hianyzik a
human 1ézidkban eléforduld szignifikdns lymphocyta infiltracié [48]. Osszegezve, a cuprizone
altal kivaltott kisérletes demyelinizadcids modell szdmos lehetdséget nyujt a nem immun-
medialt elsédleges neurodegenerativ kaszkadok, a remyelinizacid és elemeik sejtszintii

megismeréséhez; utat teremtve 1j terapias célpontok felfedezéséhez.

1.2 A primer ciliumok szerepe a kozponti idegrendszerben

A primer ciliumok (masnéven elsddleges csillok) a legtobb emlds sejten megtalalhatd Kis
méretii, immobilis sejtfelszini organellumok. Osszehasonlitva motilis ciliumokkal/flagellakkal,
a primer ciliumok nem rendelkeznek mozgast vagy folyadékaramlast elésegité funkcidval.
Miara mar altaldnosan elfogadott, hogy ezen ciliumok egyedi szenzoros ¢és jelatviteli
allomaspontként mitkédnek. Az extracellularis kornyezet valtozasait érzékelve kiilonbozo
jelatviteli ttvonalakat kozvetitenek a sejtek felé, mellyel modositjak a cellularis folyamatokat.
Kiemelendd, hogy az elsédleges csillok membranja szdvet/szerv specifikus receptorkészlettel
¢s jelatviteli molekuldkkal rendelkezik, amivel kritikus szerepet jatszanak az emlds
szervezetben zajlo, szamos fejlodési, illetve fiziologias jelatviteli utvonalak koordinalasaban
[49-53]. A primer ciliumok altal medialt jelatvitel funkcionalis jelent6sége mar régota a
kutatasok fokuszaban all. Tanulmanyok ravilagitottak arra, hogy a primer ciliumok kozvetitett
jelatviteli Utvonalak kulcsszerepet jatszanak az embryondlis agyszovet mintdzatanak
szabalyozasaban [54-60]. Ezen tal fény deriilt arra is, hogy a primer ciliumok sejtfelszini hianya
vagy a ciliumokra lokalizalodé proteinek koéros miitkodése hatterében éallhat egy human
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genetikai betegségcsoport, a ciliopathiak kialakulasaban [61-64]. A ciliopathiak klinikailag egy
spektrum betegség, melyre nagy atfedést mutatd, Osszetett fejlédési rendellenességek
megjelenése jellemzd. Kiemelendd, hogy bizonyos human ciliopatidkhoz sorolhatd kérképek-
mint példaul a Bardet-Biedl szindroma [65-67], Joubert szindroma [68-70], Alstrom szindroma
[71-73] vagy Meckel-Griiber szindroma [74, 75]- stlyos kozponti idegrendszeri (KIR)
érintettséget is mutat (pl.: kognitiv defektusok, mentalis retardacio, agyi fejlédési
rendellenességek).

Bar a primer ciliumok diszfunkcidja vitathatatlan jelentdséglivé valt a fejlodési folyamatokban,
azok pontos, fiziologias szerepe a felndtt KIR-ben mindmaig kevésbé ismert. Kiemelendd,
hogy az agyi neuronok primer ciliumai szelektiven expresszalnak kiilonbozé G-protein kapcsolt
receptorokat (GPCR) és molekulakat, mint a szomatosztatin 3 receptort (Sstr3) [76], melanin-
koncentrald6 hormon receptor 1-t (Mchlr) [77, 78], szerotonin receptor 6-t (5HTs) [79, 80],
dopamin receptor 1-t (D1r) [81], kisspeptin receptor 1-t (Kisslr) [82], neuropeptid Y 2 és 5
receptorokat (NPY2r and NPY5r) [83], valamint egy jelatvitelt kozvetité molekulat, az adenil-
cikaz 3-t (AC3) [84]. Nevezetesen, ezen jelatviteli fehérjék ciliaris expresszidja csak bizonyos
neuron populaciokra korladtozodik. Ez alapjan feltételezik, hogy az elsddleges csillok szerepet
jatszanak a taplalékfelvétel (éhség-jollakottsag) f& kozpontjanak, a hipothalamusz
szabalyozasaban. Korabbi tanulmanyok ramutattak arra, hogy a hipothalamikus neuronok
ciliumaiban koncentralodoé specifikus fehérjék -Mchlr, AC3 és Bardet-Biedl szindroma (BBS)
proteinek- aktivitasa hozzajarul az étvagyat koordinalé komplex jelatviteli itvonalak megfeleld
miik6déséhez [77, 78, 85-87]. Ezen ciliumok strukturajanak vagy az azokra lokalizalodo fenti
fehérjék genetikai hidnya koros jelatvitelhez és kovetkezményes hiperfagia-indukalt
obezitashoz vezetnek a kisérleti allatokban [88, 89]. Emellett kimutattak, hogy a hippocampalis
neuronalis primer ciliumok (NPC) diszfunkciéja soran jelentdsen karosodik a neuronok kozotti
kapcsolatrendszer és hatranyossa valik az egerek tanulasa, memoriaja, illetve az uj targyak
felismerésének képessége [85, 90]. A fentieken tal, a ciliumok morfoldgiaja és hossza is jo1
tikrozi az elsédleges csillok lehetséges funkcidit. A ciliumok hosszanak valtozasar6l (pl.:
megnyulas) feltételezik, hogy az organellumok részben igy adaptalodnak az extracellularis
kornyezet valtozasaihoz, a jelatviteli képességeinek finomhangolasahoz [91, 92]. Emellett, a
koros jelatvitel — amit az eltérd morfoldgia vagy alkalmazkodasi képesség hidnya mutat-
ugyancsak az NPC-vel kapcsolatos betegségek neuropathologiai jellemz6i lehetnek. Hasonloan
a GPCR-hoz, az ADP ribozilacios faktor-szerii protein 13B (Arl13b) ugyancsak szelektiven

lokalizalodik a NPC membranjdban, valamint kozvetlen szerepet jatszik az organellumok

------
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Arl13b funkcionalis hidnya a sejtfelszini ciliumok jelentds rovidiiléséhez és strukturalis
eltéréseihez vezet, amig az Arll3b tulexpresszidja noveli a sejtek cilimainak hosszat [95-97].
Ezzel Osszhangban a tanulméanyok arrél is beszamoltak, hogy mas cilidris jelatviteli
komponensek farmakoldgiai aktivalasa, gatlasa vagy genetikai hianya befolyasolhatja a cilium
Osszegezve elmondhatd, hogy az elsddleges csillok dinamikusan alkalmazkodnak az
extracellularis térben detektalt szigndlokhoz molekuldris komponenseik és morfologidjuk
megvaltoztatasaval. A KIR-1 fejlddésben, neurogenezisben €s homeosztidzisban jol ismert
szerepiik mellett [54, 56, 59], ujabb allatkisérletekb6l és in vitro sejtvonalakbol nyert adatok
felvetették, hogy az elsddleges csillok diszfunkcidja (megvaltozott morfologia, jelatviteli
fehérje vagy teljes struktura hianya) hozzajarulhat bizonyos KIR-i daganatok kialakulasahoz
[101-105], valamint mas human neuroldgiai betegségek pathogeneziséhez [106-119].

Eddigi megfigyeléseink ellenére az elsddleges csillok felndtt KIR-ben betolttt pontos,
fiziologias szerepe még kevésbé ismert. Ezen tal, a primer ciliumok human szovetekben
fellelhet6 jellegzetességeir6l informacié jelenleg leginkabb a human mintakbdl szarmazo in
vitro sejtvonalakra korlatozodik az organellumok faj és szovetspecifikus sajatossagai miatt.
Ezért a primer ciliumok neuropatholédgiai és cellularis karakterizalasa a felnott ragesalok KIR-
ben nélkiilozhetetlen eszk6z az agyban betoltott szerepiik vizsgalatahoz, mely el6segitheti az
organellumok klinikai relevanciajanak pontosabb megismerését, valamint Uj detektalasi

modszerek kifejlesztését a post-mortem human szévetek analiziséhez a jovoben.



2. TANULMANYOK OSSZEFOGLALASA
2.1 Tanulminy 1.: A TRPA1 vizsgalata a cuprizone altal Kkivaltott Kkisérletes

demyelinizaciés allatmodellben- Uj farmakolégiai célpont az oligodendroglia

apoptézis ellen
2.1.1 Tanulmany hattere és célkitiizések
Az SM a KIR krénikus, demyelinizacioval jard és degenerativ betegsége. Bar a 1éziok
pathologiai szempontbol heterogének [17], részletes immunpathologiai vizsgalatok egy része
els6dleges degenerativ folyamatot feltételez a 1ézidk kialakulasanak inicialis szakaszaban [18,
23]. Eszerint, a primer OL apoptozis rejtett antigének felszinre keriiléséhez vezet a
myelinhiively integritdsanak megbomlasaval, mely kovetkezményes autoimmun gyulladast
general a KIR-ben. Ezt kovet6en az OL pusztulasa jelentésen fokozodik a betegség progressziv
szakaszaban (SPSM, PPSM) [120]. A jelenleg rendelkezésre all6 immunmodulald terapiak
hatékonyan befolyasoljdk a Dbetegség gyulladdsos aspektusat, viszont mérsékelt
hatékonysagunak bizonyulnak a hosszutavu klinikai lefolyasban. gy egyre novekszik az igény
uj farmakologiai célpontok keresésére, az SM terapias spektrumanak szélesitésére. A cuprizone
altal kivaltott kisérletes demyelinizacio az egyik leggyakrabban alkalmazott allatmodell, mely
jol prezentalja a human II1-1V-es tipust SM 1€zidk pathologiai sajatossagait (elsddleges OL
pusztulas, asztrocyta, valamint mikroglia/makrofag aktivacio) [31, 46].
A Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPA1) receptor a TRP csatornak csaladjanak
egyik tagja [121]. Funkciojat illetéen a TRPA1 egy non-szelektiv kation csatorna, relative nagy
Ca?* permeabilitassal. A receptort szamos olyan endogén és exogén molekula képes aktivalni,
melyek gyulladas, oxidativ stressz és szovetsériilés soran szabadulnak fel [122-130]. A TRPA1L
jolismert szerepet tolt be a fajdalom, a mechanikai ingerek és a hidegérzés kozvetitésében [126,
131, 132]. Emellett, széleskorii expresszidja alapjan (neuralis és non-neuralis eredetli sejtek)
[133, 134], fontos funkciojat feltételezik kiilonbozé gyulladassal jaro human korképekben
[135-139]. Ezen tul, a receptor aktivacidjat kapcsolatba hoztak az asztrocyta funkciok
szabalyozasaban a KIR-ben [140].



A tanulmany célja az volt, hogy meghatarozzuk: 1) TRPA1 expresszalodik-e az egerek KIR-
ben, 2) TRPAL expresszid6 milyen milyen sejttipusra korlatozodik, 3) TRPAL genetikai
hidnyanak van-e funkcionalis szerepe a cuprizone-indukalt kisérletes demyelinizacids
modellben. A kérdéskor feltérképezéséhez a cuprizone modellt vad tipust (Wild type/WT) és
TRPAL genetikai hidnyaval sziiletett (TRPA1 KO) egereken alkalmaztuk, melyeket kozos
C57BL/6 genetikai hattéren tenyésztettek. Kisérletsorozatunk tartalmaz egy részletes
Osszehasonlitd szovettani analizist a cuprizone- altal kivaltott demyelinizacios 16ziok sejtszintii
folyamatainak elemzéséhez. Emellett, a kisérletek masik részében kiilonbozé in vitro
molekularis bioldgiai vizsgalatok hasznaltunk az OL apoptozis €s tiléléshez kapcsolodd gének

expresszidjanak meghatarozasahoz.

2.1.2 Eredmények

2.1.2.1 A TRPALI1 expresszidja a kozponti idegrendszerben

Kisérletsorozatunk els6 1épéseként meghataroztuk a TRPA1 expresszidjat az egerek KIR-ben.
TRPAL expresszi6 taldlhatd szamos agyi régioban, tobbek kozott a WT egerek corpus
callosumaban (CC). Ezen tul, kettés immunfluoreszcens jelolés soran a TRPAL szoros ko-
lokalizaciot mutatott a GFAP pozitiv asztrocytak felszinén mind a kontroll, mind a cuprizone

kezelt kisérleti allatokbodl készult szovettani metszeteken.

2.1.2.2 Cuprizone kezelés mérsékelt demyeliniziaciot idéz elo a TRPA1 hianyos
egerekben
Tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a cuprizone kezelés stlyos
demyelinizaciot idézett eld a WT és TRPA1 KO egerekben. A myelin karosodas mértékének
megitélése LFB/CV festett metszetek szemikvantitativ értékelése alapjan tortént. A cuprizone
(myelin pontszam: 1,7) allatokban a kontroll csoportokhoz képest (myelin pontszam: 0,2).
Kiemelend6é, hogy a cuprizone statisztikailag enyhébb demyelinizaciot valtott ki a KO
egerekben, mint a WT csoportban (***P<0.001). Az érett, myelint szintetizald6 OL markereinek
(MBP ¢és MAG) 0Osszehasonlitd elemzése ugyancsak alatamasztotta a szOvettannal latott
kiilonbséget. Az MBP marker szovettani vizsgalata mellett mérsékeltebb MAG protein
expresszios szint csokkenést detektaltuk immunblot analizissel a cuprizone kezelt TRAP1 KO

egerekben.
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2.1.2.3 Cuprizone iltal kivaltott OL pusztulas, gliozis és makrofag reakcié csokkent a
TRPAL KO egerekben
Molekularis szinten, a cuprizone kezelés sulyos foku érett OL sejtszam csokkenést okozott a
WT és KO egerek CC-ban (***P<0.001). Azonban, a sejtpusztulas mértéke szignifikansan
kevesebb volt a kezelt WT allatokhoz képest (***P<0.001). Jol ismert, hogy a cuprizone altal
kivaltott szelektiv OL pusztulast markans asztrocyta és mikroglia/makrofag reakcio kisér az
érintett demyelinizalt teriileteken [32]. Az asztrocyta és mikroglia/ makrofag (GFAP és Iba-1)
sejtmarkerek Osszehasonlité szdvettani analizise sordn Cuprizone expozicid hatdsara szintén

enyhébb sejtreakciot talaltunk a kezelt KO allatokban.

2.1.2.4 Az éretlen OL szama fokozodik a cuprizone kezelt WT allatokban a TRPA1 KO
egerekhez képest
A fenti adatok alapjan felmertilt, hogy a TRPA1 KO egerekben latott mérsékelt OL pusztulas
vajon egy OPC proliferaciohoz kapcsolt fokozott remyelinizacios folyamat eredménye; vagy
az ¢érett OL sejtek tulélésének kovetkezménye. Kettds immunfluoreszcens jelolés sordn az
Olig2/APC kettds pozitiv sejtek (érett OL markerek) szdma hasonld csokkenést mutatott a
klasszikus immunhisztokémiai vizsgéalatok eredményeivel. Kiemelendd, hogy a kizardlag
Olig2 pozitiv sejtek (korai OPC marker, mely érett sejtmarkert nem mutat [141]) szama
magasabb volt a cuprizone kezelt WT csoportban a KO egereckhez képest. A kontroll
csoportokban kiilonbséget nem talaltunk. Tovabbi génexpresszios analizis soran a cuprizone
kezelés szignifikans NG2 mRNS szint emelkedést (OPC aktivacios marker, mely ellensulyozza
az érett OL sejtpusztulast) valtott ki a WT allatokban (**P < 0.01), amig ez a valtozas a KO

csoportban nem volt megfigyelhetd.

2.1.25 A Bak, IGF-1, FGF-2 és PDGFRa mRNS expresszio vizsgalata a CC-ban

A cuprizone altal kivaltott érett OL pusztulds molekularis mechanizmuséanak feltérképezéséhez
megvizsgaltunk a myelinizacios folyamatban szerepet jatsz6 ndvekedési faktorokat gPCR
technikaval. Cuprizone expozicié hatasara az IGF-1 mRNS szint szignifikdnsan emelkedett
mind a WT (***P<0.001), mind a KO (***P<0.001) allatokban. Azonban, a toxin indukalt
IGF-1 mRNS szintemelkedés mértéke kozel fele volt a KO csoportban a WT egerekkel
osszevetve (***P<0.001). PDGFRa mRNS expressziojat egyik kisérleti csoportban sem
befolyasolta a cuprizone kezelés. FGF-2 mRNS szint emelkedd tendenciat mutatott a KO

kontroll és kezelt KO csoportokban, de az emelkedés nem ért el statisztikailag szignifikans
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kiilonbséget. FGF-2 és Bak mRNS expresszid egyediil a cuprizone kezelt WT allatokban
emelkedett szignifikansan (**P < 0.01 és ***P<(.001).

2.1.2.6 A TRPAI1 genetikai hiaAnya mérsékli az érett OL apoptozist a p38-MAPK és c-
Jun aktivaciéjanak csokkentésén, valamint az ERK1/2 jelatviteli itvonal fokozott
aktivitasan keresztiil

A szakirodalom alapjan feltételezik, hogy a TRPA1 aktivacid szerepet jatszhat a MAPK

jelatviteli utvonalakban [142-144]. A TRPA1 pontos szerepének tisztazasa érdekében

elemeztiik, hogy a TRPA1 genetikai hidnya milyen médon befolyasolhatja az OL apoptdzishoz
kapcsolodo jelatvitelt a cuprizone modellben. Az immunoblot analizis igazolta, hogy toxin
expozicid hatasara szignifikansan emelkedett a foszforilalt JNK, ERK1/2 (**P<0.01 és

*P<0.05), valamint a c-Jun (*P<0.05) expresszié a WT allatokban. A p38 hasonl6 tendenciat

kovetett, azonban ennek valtozasa nem ért el statisztikailag szignifikans kiilonbséget az utobbi

csoportban. A TRPAI1 hianya mellett a cuprizone altal kivaltott foszforilalt p38-MAPK és

ERK1/2 expresszidjanak valtozasa nem vezetett szignifikans kiilonbséghez. Ezzel szemben

csokkent foszforilalt p38, c-Jun (*P<0.05 és *P<0.05), valamint emelkedett ERK1/2

expressziot (¥**P<0.01) detektaltunk a kezeletlen TRPA1 KO egerekben. A foszforilalt INK
expresszidja alapvetden magasabb volt a kezeletlen TRPA1 KO allatokban (**P<0.01), melyet

a cuprizone kezelés nem befolyasolt a kisérlet soran. Ezen tul, a cuprizone kezelés nem

befolyasolta a MAPK jelatviteli rendszer szekvencialis célpontjat, a c-Jun foszforilaciot a

TRPAL KO csoportban.
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2.2 Tanulmdiny 2.: A primer cilium markerek expresszidojanak és hosszanak kvantitativ

osszehasonlitasa az egerek kozponti idegrendszerében

2.2.1 Tanulmany hattere és célkitiizések

A primer ciliumok kisméretti, specidlis, sejtfelszini organellumok, melyek fontos szenzoros és
jelatviteli funkciokat biztositanak az emlds szervezet fejlédése soran, illetve a posztnatalis
cellularis folyamatok szabalyozasaban [49-53, 87, 145]. Feltételezik, hogy az elsédleges csillok
diszfunkcidja kiemelkedd szerepet jatszik egy human genetikai betegségcsoport, a ciliopathidk
kialakulasaban. A ciliopathiak klinikailag egy spektrum betegség, melyre nagy atfedést mutato,
Osszetett fejlodési rendellenességek megjelenése és stilyos kozponti idegrendszeri érintettség
jellemzo [61-64]. Az agy velesziiletett rendellenességein tul, az elsédleges csillok
diszfunkci6jahoz kapcsolt jelatviteli itvonalak fontos szerepet jatszanak szamos neuronalis
funkcié szabalyozasaban (pl.: étvagy koOzponti szabalyozdsa, tanulas, memoria, kognitiv
funkciok, szaglas vagy a nemi hormonok tengelyének szabalyozasa [82, 85, 88-90, 146-148], a
szerepiiket kiilonb6z6 tipust tumorok (pl.: glioma, medulloblastoma) kialakulasaban [101-
105]. Az utobbi évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy a primer ciliumok idegrendszeri
funkcidjat a ciliaris membranban expresszalodo jelatviteli fehérjék és morfologiai sajatossagaik
hatarozzak meg. Jol ismert, hogy specialis G-protein kapcsolt receptorok (GPCR) és jelatviteli
molekulak- mint a szomatosztatin 3 receptor (Sstr3) [76], a masodlagos jelatvitelt kozvetitd
adenil-ciklaz 3 (AC3) molekula [84], valamint az ADP-ribozilacios faktor-szerti 13 B (Arl13b)
[93-96] protein- szelektiven expresszaldédnak a NPC membranjaban. Eddigi megfigyelések
ellenére az organellumok pontos fiziologias szerepe a felnétt KIR-ben tovabbra is csak
részleteiben ismert.

Jelen tanulmany céljaként egy Osszehasonlitd korszovettani elemzést végeztiink a
felnott egerek KIR-ben, mely soran karakterizaltuk az AC3, Sstr3 és Arll3b proteineket
expresszald primer ciliumok 1) regionalis disztribaciojat, 2) hosszat, valamint 3) a
preferencialis cellularis megjelenését fiziologias korilmények kozott. A primer ciliumok
kvantitativ 0sszehasonlitdsa immunhisztokémiai vizsgélatokkal tortént az egér agy 19

kiilonboz6 régiojaban.
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2.2.2 Eredmények
2.2.2.1 Az AC3, Sstr3 és Arl13b-t expresszalé primer cliumok celluldris karakterizaliasa
a kozponti idegrendszerben

Vizsgélataink elsd 1épéseként elemeztiik az AC3, Sstr3 és Arll3b pozitiv primer ciliumok
lokalizéaci¢jat a KIR kiilonboz6 sejttipusain. Az analizishez kettds immunfluoreszcens jelolést
alkalmaztunk a szovettani metszeteken, mely soran a harom fenti cilium marker antitestjei
mellett a neuronokat jelolé anti-NeuN, az asztrocytdkat jelz6 anti-GFAP, az érett
oligodendroglidkat mutatd anti-APC vagy az altalanos mikroglia/makrofagokat indikal6 anti-
Iba-1 antitesteket hasznaltunk. Osszhangban a korabbi adatokkal [76, 84], a legtobb AC3
pozitiv és Osszes Sstr3 pozitiv primer cilium a NeuN-el jelolt neuronok felszinén volt
detektalhatd. Amig Sstr3 pozitiv primer ciliumot nem taldltunk az altalunk vizsgélt tobbi
sejttipuson, kettds jelolés soran ritkabb AC3 pozitiv primer ciliumok voltak lathatok a GFAP
jelolt asztrocytak felszinén. Az Arl13b immun-pozitiv primer ciliumok megjelenése szoros
asszociaciot mutatott a GFAP jelolést mutatd asztrocytakkal, valamint a marker intenzitdsa
sokkal halvanyabb és kevésbé volt szembetiind a masik kettd vizsgalt markerrel
Osszehasonlitva. Az AC3 vagy Arll3b pozitiv primer ciliumok nem mutattak kolokalizaciot az

Iba-1 jelolt mikroglia/makrofagokkal, sem az APC pozitiv érett oligodendrogliakkal.
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2.2.2.2 A neuronokra és asztrocytakra lokalizalodo primer ciliumok disztribiiciojanak
osszehasonlito elemzése az egerek kozponti idegrendszerében
Korabbi tanulmanyok alapjan ismert [76, 84], hogy bizonyos primer ciliumok markerek
expresszidja az agy kiillonboz6 régidira korlatozodik. A cilium markerek preferencialis
expresszidjanak feltérképezéséhez Osszehasonlitottuk az AC3/NeuN* és Sstr3*/NeuN”
neuronalis primer ciliumok (AC3*NPC és Sstr3*NPC), valamint az Arl13b*/GFAP" pozitiv
asztrocyta felszini primer ciliumok (Arl13b*AsPC) szamat az agy meghatarozott tertiletein.
A legfelszinesebb rétegektdl eltekintve, egyenletes AC3, Sstr3 és Arl13b pozitiv primer cilium
eloszlas volt megfigyelhetd a cingularis, szenzoros, motoros és piriform cortex teriiletén. Mind
az AC3, mind az Sstr3 a piriform cortexben mutatta a legnagyobb siiriséget, ahol a sejtek
53,73% -nal és 29,68% -nal volt AC3- és Sstr3-pozitiv primer cilium. Az Arl13b"AsPC szdma
szignifikdnsan kevesebb volt az §sszes kortikalis régidban (11,56—16,59%). Amig az AC3*NPC
nagy szamban és stiriségben voltak detektalhatok a tuberculum olfactorium (91,8%), a nucleus
accumbens (85,36%) és a caudo / putamen (81,3%) teriiletén; addig az Arl13b"AsPC alacsony
szama (8,2—18,69%) mellet nem észleltiink Sstr3 immunreaktiv NPC-t ezeken a teriileteken.
Ezzel szemben az Sstr3*NPC-k nagyobb szamban fordultak el a claustrum és nucleus
endopriformis régidiban (21,51% ¢és 29,21%), azonban szdmuk ismételten szignifikdnsan
alacsonyabb volt az AC3"NPC-hez képest (61,49 és 63,66%).
A hippocampus teriiltén mind az AC3*NPC, mind az Sstr3*NPC végig megtalalhatok voltak a
stratum pyramidale Osszes alrégiojaban. Kiemelendd, hogy az Sstr3 szdma ¢és siirlisége
csokkeno tendenciat kovetett, nevezetesen CA3> CA2> CAIl. Ezen tul, a CA2 atmeneti
régidban az Sstr3 expresszids mintdzata eltérést mutatott, Sstr3 immnureaktivitds csak a
sejtmagokat korilvevé pontok formaban jelent meg. Az aranyokat figyelembe véve
elmondhatd, hogy hogy az Sstr3 altalanos expressziés mintdzata forditottan aranyos az
AC3*NPC szamaval, beleértve a gyrus dentatus régiojat is. A neurondlis cilium markerekkel
szemben, az Arl13b*AsPC egyenletes eloszlast mutatott a stratum pyramidale-t 6vez straum
oriens és radiatum teriiletén. Tovabba, az Arl13b*AsPC siirlisége és denzitisa a legmagasabb
a hippocampalis stratum lacunosum-moleculare és polymoprh rétegekben volt.
Az amygdala alrégioiban az AC3'NPC és az Sstr3'NPC denzitdsa magasabb volt az
Arl13b* AsPC-kal 6sszehasonlitva. Azonban, az AC3"NPC szama statisztikailag szignifikinsan
nagyobb volt (61,67%) az Sstr3"NPC- vel (19,2%) vagy Arl13b*AsPC (19,13%) 6sszevetve. A
primer ciliumok disztribiicidja és mintazata ugyancsak valtozatos volt a hypothalamikus
magvak teriiletén. Mind az AC3*NPC, mind az Arl13b*AsPC kimutathato volt az 6sszes 6

szubnukleuszban, beleértve a paraventricularis (PVN), dorsomedialis (DM), ventromedialis
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(VM), arcuate (ARC) és suprachiasmatic (SCN) magvakat. Az AC3'NPC, és az Arl13b"AsPC
szama ¢és siirisége az SCN (85,08%) és a PVN (30,93%) régiokban volt a legnagyobb. Ezzel
szemben az Sstr3 cilidris expresszidja a VM-re korlatozddott, amelyben a neuronok 32,04% -a
rendelkezett Sstr3-pozitiv primer ciliummal. Bar nem talaltunk Sstr3*NPC-t a hypothalamusz
tobbi részében, a sejtmagok koriili pontszerti Sstr3 immunreaktivitast ugyancsak megfigyelhetd

volt, hasonléan a hippocampus CA1-CA2 atmenet mintazatahoz.

2.2.2.3 A primer ciliumok regionalis eloszlisa az organellumok hosszanak valtozatos
megjelenésével asszocialodik.

Korabbi tanulmanyok ravilagitottak arra, hogy a ciliumra lokalizdlodo jelatviteli fehérjék
modulalhatjak az els6dleges ciliumok funkcioit hosszuk dinamikus szabalyozasaval [100, 119].
A kozponti idegrendszeri primer ciliumok lehetséges regionalis funkcidinak tovabbi
vizsgalatahoz megmértiik és 6sszehasonlitottuk a neurondlis és asztrocyta sejtfelszini primer
ciliumok hosszat az egerek agyaban. Az AC3*NPC vagy az Sstr3*NPC atlagos hossza valtozo
volt a négy vizsgalt kortikalis régidban, az altalunk mért hosszuk 4,88 és 5,51 um (cingularis
cortex), ill. 5,55 um és 5,18 um (piriform cortex) tartomanyban mozgott. Az NPC mellett az
Arl13b*AsPC atlagos hossza 2,95 és 3,33 um kozott valtozott. Mig az Arll3b*AsPC
szignifikansan rovidebbek voltak mindkét NPC tipushoz képest (¥** P <0,001 és / vagy ****
P <0,001), az AC3 és az Sstr3*NPC hosszanak Osszehasonlitisa egyik kortikalis régioban sem
érte el statisztikailag szignifikéns kiilonbséget.

Az AC3"'NPC-ket lényegesen hosszabbnak mértiik a tuberculum olfactorium (10,68 um), a
nucleus accumbens (9,84 pm) és caudo/putamen (9,61 um) teriiletein, Osszehasonlitva a
kéregben mért AC3*NPC hosszaval. Emellett mind az AC3, mind az Sstr3"NPC atlagos hossza
hasonloan rovid volt az clausztrumban (5,41 és 4,92 um) és a nucleus endopiriformisban (6,16
és 5,14 um), mint a kérgi teriileteken. Nevezetesen, az AC3*NPC szignifikansan hosszabb volt
az Sstr3*NPC-hez képest az endopiriform régioban (*** P <0,001). Ezen tulmenden az
Arl13b*AsPC atlagos hossza 3,37-4,2 um kozotti tartomanyban mozgott és statisztikailag
szignifikdnsan rovidebb volt az AC3*NPC és / vagy az Sstr3"NPC-vel sszevetve ezeken a
teriileteken.

A hippocampus CA régidiban az AC3*"NPC (5,0-5,91 pm) és az Sstr3*NPC (3,79-5,46 pm)
atlagos hossza hasonld tendenciat mutatott a kéregi régidban detektalt értékekhez. Kiemelendd,
hogy az AC3"NPC (5,82 um) szignifikdnsan hosszabbak voltak az Sstr3*NPC-hez (3,79 pm)
képest a CA1 régidban (**** P <0,001). Ezenkiviil nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az

AC3 és az Sstr3"NPC atlagos hosszanak 0sszehasonlitasa soran a gyrus-dentatusban (3,2 és
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2,78 um) és az amygdala alrégidiban (6,73 és 6,48 um). Az Arl13b*AsPC atlagos hossza az
amygdalaban és a hippokampuszban megegyezett a kortikalis értékekkel (2,8—3,2 um), hosszuk
ugyancsak szignifikansan rovidebbnek biznyult a fenti teriileteken a gyrus dentatus kivételével.
Az AC3*NPC-t hosszabbnak mértiik a hypotalamusban és annak magjaiban. Atlagos hosszuk
8,0 um (PVN) és 10,48 um (VM) kozott valtozott. Szintén hosszabb Sstr3-t expresszalé NPC-
t detektaltunk a VM mag (8,18 pm) teriiletén, azonban ezek az elsédleges ciliumok
statisztikailag szignifikansan rovidebbek voltak az AC3*NPC -hez képest (** P <0,01).
Ismételten, az Arl13b*AsPC-k szignifikansan rovidebbek (3,6-4,09 um) voltak a hypothalamus

0sszes magjaban (**** P <0,001).
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3. A TEZIS OSSZEFOGLALASA, KONKLUZIO ES JOVOBELI KILATASOK

A TRPALI receptor vizsgalata a cuprizone altal kivaltott kisérletes demyelinizacios

modellben- Uj farmakologiai célpont az oligondendroglia apoptézis ellen

A Sclerosis Multiplex (SM) a koézponti idegrendszer (KIR) egy kronikus, gyulladassal
¢s demyelinizacioval jard degenerativ betegsége. A jelenleg alkalmazott immunmodulalo
terapiak kivaloan ellenstlyozzak a betegség bizonyos szakaszaiban zajlo immun-medialt
folyamatokat. Ezen készitmények hatasa a betegség hosszutavu lefolyasara még nem tisztazott
teljesen, de ugy tiinik, hogy kizardlag az autoimmun mechanizmusok gatlasa révén idealis
terapias valasz nem érhetd el. Ezért, az SM adekvat terapidja 0j farmakologiai célpontokat
igényel, melyekkel gatolhato a demyelinizacié vagy eldsegithet6 a KIR-i regeneracio.

A Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPAI) receptor egy non-szelektiv kation
csatorna, relative nagy Ca®" permeabilitassal. A receptor aktivalisa- endogén és exogén
molekulak altal — jol ismert szerepet jatszik az eltéré szomatoszenzoros modalitasok (pl.
viszketés, fajdalom) és protektiv valaszok kialakitasaban a kiilonb6zd szervrendszerekben.
Azonban, a KIR-ben betoltétt pathofizioldgiai szerepe eddig még kevésbé ismert. Jelen
tanulmanyunkban megvizsgaltuk a TRPA1 expressziojat és lehetséges szerepét a cuprizone-
altal kivaltott kisérletes demyelinizaciés modellben. A modell hasznalata kivald lehetoséget
nyajt az SM nem immun-medialt folyamatinak feltérképzéséhez, az els6dleges oligodendrocyta
(OL) apoptozis és kovetkezményes demyelinizacios folyamatok sejtszintli megismeréséhez.

Vizsgalataink soran TRPAL expressziot detektaltunk az egerek agyanak szamos régiojaban.
Emellett kimutattuk, hogy a receptor expresszidja az asztrocytak felszinére lokalizalodik
fiziologias koriilmények kozott. Ezt kovetden feltérképeztiik, hogy a TRPAL milyen szerepet
jatszhat a cuprizone altal kivaltott kisérletes demylinizaciés modellben. Osszehasonlitd
szOvettani elemzés alapjan, mérsékelt demyelinizaciot és sejtreakciot — (asztrocyta,
mikroglia/makrofag) detektaltunk a TRPAI1 hidnyos cuprizone kezelt allatokban. Kiemelendod,
hogy a TRPAI genetikai hidanya mellett ugyancsak mérsékeltebb érett OL sejtszam csokkenést
talaltunk a kezelt egerek szoOvettani metszetein. Jol ismert, hogy a toxin- indukalt
demyelinizacid soran endogén regenerativ folyamatok is aktivalodnak. A szelektiv érett OL
pusztulast és kdvetkezményes demyelinizaciot spontan, kozel teljes remyelinizacio kdvetheti
ujonnan toborzott, proliferalodo és differencialéodd oligodendroglia prekurzor (OPC) sejtek
aktivalodasan keresztiil [149-151]. Megfigyeléseink felvetették a kérdést, hogy a cuprizone
kezelt TRPA1 KO egerekben latott mérsékelt OL apoptozis vajon a sejtek csokkent
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vulnerabilitdsasnak vagy egy fokozott endogén remyelinizacios folyamatnak az eredménye.
Cuprizone expozciot kdvetden nem talaltunk szignifikdns OPC (csak Olig2 pozitiv és NG2
mRNS expresszid) sejtszam novekedést a KO allatokban, mely megerdsiti a feltételezést, hogy
a TRPAI1 hidnya csokkenti a sejtek apoptdzisat, de nem fokozza a remyelinizaciot. Ezen tul,
tovabbi IHC analizisb61 nyert adataink ravilagitott arra, hogy a mérsékelt sejtreakcio (asztrocyta
¢s mikroglia/makrofag) szOvettani mintdzata SzOrosan egybeesik a taléldé OL sejtek
eloszlasaval. A latott disztribicios eltérések ismételten aldtdmasztjak, hogy a TRPA1 hidnya
elonyos, kisebb-foku szovetsériilést eredményez a modellben.

A fenti korszovettani eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a TRPA1 jelenléte vagy hianya
ellentétes hatast sejtvalaszokat medidl elsdsorban az asztrocyta funkciok befolyasolasan
keresztiil. Tovabba arra kovetkeztettiink, hogy a TRPAI1 szerepet jatszhat az apoptozis
modulaldsaban- részben- az OL ¢és asztrocyta kozti sejtkapcsolatok koordinalasaval.
Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy a TRPALl képes befolydsolni az asztrocytak
fiziologias funkciojat [140, 152]. Az asztrocytakbol felszabaduld novekedési faktorok (GFs)
regulaljdk a myelinizacios folyamatokban részt vevd sejtek sorsat, mint az OPC-k
proliferaciojat, differenciaciojat és az érett OL sejtek talélését kiilonbozo kisérleti koriilmények
kozott [39, 43, 149, 153, 154]. Kisérletsorozatunk kovetkezd 1épéseként megvizsgaltuk, hogy
a TRPA1 genetikai hianya enyhiti-e a cuprizone altal kivaltott érett OL apoptozist az asztrocyta
eredetli GF expresszidjanak befolyasolasaval. A qPCR elemzés soran az FGF-2 ¢s PDGFRa
MRNS szint nem valtozott szignifikins mértékben a cuprizone kezelt KO egerekben, mely
ugyancsak prezentalja, hogy a myelin struktura megtartasaért nem az OPC-k fokozott aktivitasa
felelos. Cuprizone hatasara emelkedett IGF-1 MRNS expressziot detektaltunk a WT és KO
allatokban. Azonban, az IGF-1 mRNS szintnovekedés mértéke szignifikansan alacsonyabb volt
a KO egerekben a WT allatokhoz képest (***P < 0.001), ami ismételten a mérsékelt asztrocyta
aktivacidé és OL apoptdzis kovetkezményeinek tekintheté fokozott OPC toborzas hianyaban.
Jol ismert, hogy a mitochondrialis diszfunkcio fontos szerepet jatszik a toxin-indukalt OL
apoptozis folyamataban. A cuprizone toxicitas a cellularis stresszhez és apoptdzishoz
kapcsolodd mitochondrialis mechanizmusok karosodasahoz vezet, illetve a mitochondrialis
transzmembran potencial csokkentésével jar [30, 31, 155]. A mitochondrialis eredetii Bcl-2
csalad anti-apoptotikus és pro-apoptotikus (pl. Bax, Bid, Bak) elemeir6l kimutattak, hogy
jelentésen képesek befolyasolni az OL sorsat [156, 157]. Cuprizone kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett Bak mRNS expressziot talaltunk a WT egerekben (***P < 0.001),

amig a KO allatokban szignifikans valtozds nem volt lathato. Ezen eredményeink erds
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Osszhangban allnak IHC-bol nyert adatainkkal, a TRPA1 hidny csokkenti az érett OL apoptozist
a cuprizone expoziciod soran.

A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy a TRPA1 aktivacioja (non-szeletiv kation csatorna, mely
részt vesz a Ca®" kapcsolt jelatviteliben [158-162]) hozzajarulhat az apoptotikus sejthalalhoz
magasabb intracellularis Ca?* koncentracio kialakitasaval, mely elésegitheti az apoptotikus
jelatviteli utvonalak aktivalodasat az érett OL-ban a cuprizone modellben. A TRPA1-bdl
kiindulo jelatvitelt kordbban mar Osszefiiggésbe hoztdk a mitogén-aktivalt protein kindz
(MAPK) kaszkad tagjaival [142-144]; és kimutattak, hogy a cuprizone altal kivaltott apoptdzis
részben a (c-Jun N-terminal kinase) JNK és p38-MAPK jelatviteli Gtvonalakon keresztiil
valosul meg [163]. Ismereteink alapjan feltételeztiik, hogy az utobbi jelatviteli Gitvonalak
lehetséges keresztezd pontjai lehetnek a cuprizone toxicitdsnak ¢s TRPAI1 aktivacionak. Az
immunoblot elemzés soran tartdsan magas és valtozatlan JNK szintet detektaltunk a mind a
kezeletlen, mind a kezelt KO csoportokban. Ezzel szemben szignifikansan alacsonyabb p38-
MAPK alapszint volt mérhet6 a KO allatokban (*P< 0.05), mely cuprizone kezelést kovetéen
sem valtozott. Ez alapjan feltételeztiik, hogy a TRPA1 hidnya csokkentheti a p38-MAPK
utvonal aktivalédasat és kovetkezményesen az OL pusztulast. A szakirodalmat attekintve, a
INK ¢és p38-MAPK jelatviteli utvonalak nuklearis célpontja a transzkripcios faktor c-Jun
kulcsszerepet jatszik az apoptozisban kiilonb6z6 KIR-i inzultus soran [164, 165]. A c-Jun
alapszintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a kezeletlen TRPA1 KO allatokban a WT
csoportokhoz képest (*P < 0.05), illetve szintje valtozatlan maradt cuprizone expozici6é utan;
mely ismételten csokkent OL apoptozisra utal a TRPA1 genetikai hianyos egerekben.
Cuprizone intoxikacio ERK1/2 jelatviteli aktivalodast is kivaltott, ami a TRPA1 hianyaban
jelentésen fokozodott. Tekintettel arra, hogy az ERK1/2 jelatviteli utvonal aktvalddasa kiemelt
szerepet jatszik az OL-k tulélésében [166-168], eredményeink egyértelmii protektiv hatas
jelenlétére utalnak az érett OL apoptozis ellen a TRPA1 KO egerekben. Eredményeinket
Osszegezve, a TRPAL1 aktivaci6 hozzajarul a cuprizone altal kivaltott szelektiv OL apoptozishoz
azaltal, hogy fokozza a Ca** bearamlasat az asztrocytakba, mely kovetkezményes JNK és p38-

MAPK jelatviteli utvonal és c-Jun aktivaciot idéz el6 az érett OL-ban.
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A primer cilium markerek expressziéjanak és hosszanak osszehasonlitasa az egerek
kozponti idegrendszerében

A primer ciliumok (vagy mdasnéven elsddleges csillok) aprd, antennaszeri cellularis
fiiggelékek, amelyek fontos szenzoros és jelatviteli funkciokat biztositanak az emlds szervi
rendszerekben, kiilondsen a kdzponti idegrendszerben (KIR). Szamos tanulméany kimutatta,
hogy az elsddleges csillok kritikus szerepet jatszanak az emlds agy fejlddésének 1épéseiben és
a kés6bbi neuronalis homeosztazis fenntartasaban [169-171]. Korabbi megfigyelések alapjan,
a primer ciliumok lehetséges funkcidit harom f0 jellemzdé hatdrozza meg: (1) a cilidris
membranban koncentralt jelatviteli molekulak, (2) a cilium struktura hossza, illetve (3) az
organellumok cellularis és regionalis lokalizacioja a KIR-ben. Ismert, hogy specialis G-protein
kapcsolt receptorok (GPCR) és jelatviteli molekulak- mint a szomatosztatin 3 receptor (Sstr3)
[76], a masodlagos jelatvitelt kdzvetitd adenil-ciklaz 3 (AC3) molekula [84], valamint az ADP-
ribozilacidés faktor-szerti 13 B (Arll3b) protein [93-96]- szelektiven expresszalodnak a
neuronok primer ciliumainak (neuronalis primer ciliumok/NPC) membranjaban; melyek
szerepet jatszanak szamos neuronalis funkcio szabalyozasaban [82, 85, 88-90, 146-148]. Eddigi
megfigyeléseink ellenére azonban az organellumok felndtt KIR-ben betoltott pontos szerepe
mindmaig csak részleteiben ismert.

Jelen tanulmanyban az AC3, Sstr3 és Arll3b expresszalo primer ciliumok morfologiai
jellemzdire fokuszald Gsszehasonlitd és kvantitativ hisztopathologiai elemzéseket végeztiink a
felnott egerek kozponti idegrendszerében. Kisérletsorozatunk elsé 1épéseként karakterizaltuk
az AC3, Sstr3 és Arll3b pozitiv primer ciliumok expressziojat a kiilonb6z6 kozponti
idegrendszeri sejttipusokon. Osszhangban a korabbi megfigyelésekkel [76, 84], AC3 és Sstr3
markereket expresszald primer cilimokat a neuronok felszinén talaltunk. Bar a kettOs
immunfluoreszcens jelolés soran gyenge Arll3b-pozitiv primer ciliumok is lathatok voltak
neuronokon, egyértelmii Arll13b expresszid az asztrocytak felszinén elhelyezkedd primer
ciliumokhoz (AsPC) asszocialodott. Ezen tul, csak néhany AC3 immunreaktiv cilium mutatott
kolokalizaciot asztrocytdkkal, és egyik markert sem volt megfigyelhetd érett
oligodendrogliakkal (OL) vagy mikroglia/ makrofagokkal. A szakirodalom alapjan ismert,
hogy az Sstr3*"NPC expresszidja és eléfordulasi gyakorisdga dinamikusan valtozik a KIR
fejlédésének kiilonboz6 szakaszaiban [172]; valamint az AC3 és Arl13b expresszidja a NPC és
AsPC-n forditott aranyossagot mutat a fiatal és a felndtt egerek agyaban [94]. Eredményeink
alatamasztjak a szakirodalmi megfigyeléseket, melyben a KIR-i sejttipusok primer ciliumai
fejlédéstanilag meghatarozott funkcidval rendelkeznek, kiilondsen az érett neuronok és az

asztrocytak szubpopulaciojaban.
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Vizsgélataink kovetkezd 1épéseként megvizsgéltuk és Osszehasonlitottuk a NPC ¢és AsPC
markerek 1) az expresszids mintazatat, 2) hosszat és 3) el6fordulasuk aranyat az agy szabalyozo
kézpontjaiban. Eredményeink alapjan megerdsitést nyert, hogy az AC3 a leggyakoribb
megjelenésti ciliaris marker az egér agy teljes teriiletén. Ezzel szemben az Sstr3 eloszlasa sokkal
korlatozottabb expressziés mintazattal rendelkezik, szamuk és hosszuk régio specifikus
valtozasokat mutat. A statisztikai elemzés soran a tubercululm olfactorium teriiletén volt az
AC3" NPC denzitasa a legmagasabb és leghosszabb (a teljes frakcid 91,8% -a és atlagos hossza
10,68 um), mely aldtamasztja a szakirodalomban leirt szaglasban betoltott jelentds szerepiiket
[173-176]. Emellett, az AC3* NPC-kat hosszabbnak mértiik a caudo/putamen (9,61 pum) és
nucleus accumbens (9,84 um) régidiban. Tekintettel arra, hogy az elsddleges csillok fehérje
komponensei hatarozzak meg a funkciojukat, valamint hasonlo ciliaris morfologiat talaltunk az
tuberculum olfactorius teriiletén; feltételezhetd, hogy az utobbi két régido funkciondlis
miitkodéséhez is elengedhetetlen az AC3-kapcsolt ciliris jeldtvitel. Azonban, tovabbi
vizsgalatok sziikségesen ennek a lehetdségnek a molekularis szintli feltérképezéséhez.

Korabbi irodalmi adatok ravilagitottak arra, hogy az Sstr3*NPC eléfordulasi gyakorisaga
forditott aranyban 41l az AC3-t expresszalo primer ciliumok megjelenésével az agyi régiokban
[84]. Ezzel 6sszhangban [78, 177, 178] inverz expresszids mintazatot talaltunk a két marker
Osszehasonlitd vizsgalata soran (legfoképpen a hippocampalis és kortikalis teriileteken); mely
ugyancsak jelzi, hogy csak bizonyos neuron populaciok rendelkeznek Sstr3 pozitiv primer
ciliumokkal. Kiemelendé, hogy a hippocampalis CA2 atmeneti régio stratum pyramidale
rétegében pontszer(i Sstr3 immunreaktivitast talaltunk a sejtmagok koriil. Figyelembe véve azt,
hogy az Sstr3 a cellularis kompartmentben talalhatdé és az AC3 a cilidris struktarara
lokalizalodik, eredményeink ismételten azt sugalljak, hogy az NPC pontos funkcidi a neuronok
alpopulacidéiban idében valtozhatnak. Ismert, hogy az Sstr3 altal indukalt jelatvitel Szorosan
kapcsolodik az adenil-ciklaz aktivitashoz a hippocampusban [85]; és mind az AC3, mind az
Sstr3 genetikai hianya jelentGsen befolyasolja a régiokkal kapcsolatos funkciokat (pl: az egerek
dinamikus valtozasait szintén leirtak farmakologiai vagy agonista kezelés hatasara [119, 178].
Ezért, érdekes lenne tovabbi vizsgalatok folytatni a jovoben, hogy ezek a hipppocampusban
talalhato specifikus primer cilimok 1) képesek-e a transzportdlni a receptort a cellularis
kompartmentb6l, 2) megvaltoztatjak-e morfologiajukat és hosszukat, illetve 3) modositjak-e a
neuronalis funkciokat a felnétt KIR-ben kiilonbdzd kisérleti koriilmények kozott, mint példaul
stressz. Azonban, a gyrus dentatusban észlelt Sstr3"NPC szamaval és siirtiségével kapcsolatos

eredményeink ellentétben allnak a korabban kozzétett adatokkal [172], amelyekben az Sstr3
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pozitiv primer ciliumok stiriiségének fokozatos novekedését és magasabb szintjét figyelték meg
a feln6tt patkanyok agyaban. A kiilonbség feltehetéen az altalunk alkalmazott, eltérd
immunjelolési modszerbdl adodhat (antitest és detektalasi modszer a korabban hasznalt anti-
szérummal szemben, valamint hasonlo eljarashoz kapcsolt kiilonbségeket mar korabban leirtak
[180]), illetve eredményeink életkor és/vagy a fajhoz kapcsolodo eltéréseket is tiikkrozhetnek a
ragesalok agyaban. Jol ismert, hogy az elsddleges csillok €s diszfunkciojuk fontos szerepet
jatszik a taplalékfelvétel kozpontjanak, a hypothalamus szabalyozasaban [83, 88, 89, 147, 148,
175, 181, 182]. Szamos AC3*NPC-t detektaltunk az dsszes hypothalamikus alrégidban, melyek
alatamasztjak az AC3 pozitiv ciliumok szerepét az étvagy kozponti szabalyozasaban.
Kiemelendd, hogy az Sstr3 ciliaris expresszidja csak a ventromedialis magra (VM)
korlatozodott, valamint pontszeri perinuklearis Sstr3 immunreaktivitas jelent meg a
hypotalamus tobbi részében. Eredményeink arra utalnak, hogy a homeosztazis fenntartasan ttl
bizonyos NPC-nak tobb funkcionalis szerepe is lehet a hypothalamusban. Korabban leirasra
keriilt, hogy az Sstr3-t és kisspeptin receptor 1-t (kisslr) expresszald6 NPC-k a hypotlamikus
neuronok kiilonb6zé populacioira lokalizdlodnak, melyek kiemelt szerepet jatszanak a
neuroendokrin tengely centralis szabalyozasaban mint a ndvekedési hormon (GH) és
gondotropin hormon (GnRH) szekréciojaban [82, 183-186]. Az Sstr3-t expresszalo primer
ciliumok a GH szekretald sejtek felszinén fontos szerepet jatszanak a szomatosztatin ligandok
érzékelésében az egerek adenohipofizisében [187]. Tovabba, a hypothalamikus NPC aktivan
szabalyozzak hosszukat a kiilonb6z0 anyagcsere-sziikségleteknek és taplaltsagi allapotnak
megfelelden [188]. A fentiek alapjan eredményeink azt sugalljak, hogy az Sstr3*NPC
feltehetben kozvetithetik a szomatosztatin biologiai hatasai a neuroendokrin sejtekre, illetve
hozzajarulhatnak a hypothalamusban fellelhetdé neurondlis kapcsolatok komplex
szabalyozasahoz. Tekintettel arra, hogy a hypothalamus egy rendkiviil dsszetett, magasszintii
belsé kapcsolatrendszert rejt, valamint 4ltalinosan hosszabb Sstr3 és AC3"NPC-ket
detektaltunk (8,0-10,48um); feltételezhet6, hogy a megndvekedett ciliaris hossz
elengedhetetlen t6bb potencialis ligand érzékeléséhez és hozzajarul szamos jelatviteli utvonal
koordinalasahoz, a régio-specifikus funkciok kivitelezéséhez. Emellett, a hosszabb ciliaris
struktura lehetové teheti azt is, hogy teret enged szamos ligand-kotési hely és/vagy receptor
szallitasanak valtoztatdsdhoz, mellyel fokozza a jelatvitel hatékonysagat. Azonban, tovabbi
tanulmanyokra van sziikség az ilyen lehet6ségek feltérképezéséhez. Bar a primer ciliumok
jelenléte az asztrocytak felszinén mar régota elfogadott [84, 177, 189, 190], azok pontos,
fiziologias funkcioi kevésbé ismertek. Vizsgalatainkkal megerdsitettiik, hogy az Arl13b-

pozitiv primer ciliumok tobbsége az asztrocytdk felszinére lokalizalodik (Arll3b-pozitiv
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asztrocyta felszini primer cilium/Arl13b*AsPC), illetve ezeken a sejttipusokban csak néhany
AC3 pozitiv primer ciliumot detektalthaté. Figyelembe véve az asztrocytak rendkiviili
jelentdségét az agyi homeosztazis fenntartasaban [191, 192], ez a preferencialis expresszios
profil arra utal, hogy kiilonb6z6é asztrocyta alpopulaciok 1éteznek, illetve az Arl13b-kapcsolt
jelatvitel egy lehetséges kiegészit6 regulaciés mechanizmust jelenthet a régiofiiggd funkcidik
szabalyozasaban. Kiemelendé, hogy az Arl13b"AsPC szama és denzitisa Kkifejezetten
magasabb volt a hippocampus stratum granulare-t 6vezé rétegekben, mely régid jol ismert
szerepet jatszik a feln6tt 6s/progenitor sejtekbdl torténd neuronok generalasaban [193, 194]. A
KIR-i primer ciliumok kritikus szerepet toltenek be a fejlédéshez sziikséges bizonyos jelatviteli
utvonal kozvetitésében (mint a Sonic Hedgehog/Shh) [54, 195, 196]. Az Arl13b vagy mas
ciliaris fehérjék hianya rendellenes Shh jelatvitelhez [95, 97] és hippocampalis neurogenezishez
vezet az egerek KIR-ben [56, 197]. Feltételezhetd, hogy a nem germinalis eredetii asztrocytak
kozvetitett Arl13b jelatvitel hozzajarul egy permissziv kornyezet kialakitdsdhoz és a gyrus
dentatusban zajlé neurogenezis fenntartdsdhoz a perinatalis és posztnatalis élet soran. A
fentieken tal, az AsPC hossza szignifikansan rovidebbnek bizonyult a NPC-hoz képest az
Osszes vizsgalt agyteriileten. Azonban, egyes régiok esetében az Arl13b-t expresszalo ciliumok
atlagos hossza eltérést mutatott a korabban leirtaktol [94]. Ismételten, az eltéré eredmények
hatterében fellelhetd oknak az altalunk alkalmazott detektalasi modszert (metodikai 1épések és
antitest) tekintettiik, hasonldéan az Sstr3*NPC-nal észlelt differens expresszios mintazathoz a
hippocampusban. Az Arl13b a Ras GTPaz csaladhoz tartozik. A primer cilium medialt Arl13b
jelatvitel jol ismert szabalyozd funkciot lat el a ciliaris mikrotubulusok és proteinek
transzportjanak szervezésében, valamint reguldlja a polarizalt radialis glidk kialakulasat és az
azokon keresztiil térténé neuronalis migraciot a fejlédoé idegrendszerben [93, 97, 198-201].
Emellett, az AC3"AsPC medialt jelatvitelrdl feltételezik, hogy hozzajarul a szinaptikus
transzmisszio szabalyozasahoz [84]. A fenticket figyelembe véve az Arl13b medialt jelatvitel
valoszinlileg ugyancsak hozzajarul az asztrocytdk biologiai funkcidnak szabalyozasahoz.
Azonban, az Arl13b altalanos jelenléte ¢és asztrocytdkra kifejtett funkcionalis jelentdsége

tovabbi kutatasok targyat képezi.
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Konklizio és jovobeli Kilatasok

A TRPALI receptor vizsgalata a cuprizone altal kivaltott kisérletes demyelinizacios
modellben- Uj farmakologiai célpont az oligondendroglia apoptézis ellen
A Sclerosis Multiplex (SM) a kdzponti idegrendszer (KIR) egy kronikus, gyulladassal jard
degenerativ és progressziv betegsége. A korkép pontos oka mindmaig nem ismert és a
betegséget gyogyitod terapiaval nem rendelkeziink. A jelenleg alkalmazott immunmodulald
készitmények kivalonak bizonyulnak a betegség bizonyos szakaszaiban zajlé immun-medialt
gyulladasos folyamatok kezeléséhez, azonban mérsékelt hatékonysagtiinak tlinnek a korkép
farmakologiai célpontokat igényel, melyekkel gatolhatd a demyelinizacié vagy eldsegithetd a
KIR-i regeneracio. Tanulmanyunkban megvizsgaltuk a TRPAlexpresszidjat és lehetséges
szerepét a cuprizone altal kivaltott kisérletes demyelinizacidos modellben. Vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy a TRPAI expresszidja az asztrocytdk felszinére lokalizalodik fiziologias
koriilmények kozott. Tovabba, a TRPAI1 genetikai hianya szignifikdnsan mérsékelt
demyelinizaciohoz vezet a cuprizone modellben az érett OL apoptdzisanak csokkentésével.
Kisérleti eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a multisztérikus ioncsatorna nyilasa
intracellularis Ca?* szint emelkedést idéz el6. A TRPAI aktivacioja feltehetden (kdzvetetten az
asztrocyta funkciok modulalasan keresztiil, vagy kozvetlen az OL sejteken hatva) hozzajarul az
OL apoptozist indukalo pro-apoptotikus p38-MAPK jelatviteli utvonal és nuklearis
célpontjanak (transzkripcios faktor c-Jun) aktivalasdhoz, a kdvetkezményes sejthaldlhoz.
Azonban, adataink a TRPA1 aktivalasdnak kozvetett hatdsat tamasztjak ala. Osszegezve, a

TRPA1 receptorok farmakologiai gatlasa igéretes terapias célpont lehet a jovoben, az SM

crer
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A primer cilium markerek expresszidjanak és hosszanak kvantitativ osszehasonlitasa az
egerek kozponti idegrendszerében

A primer ciliumok (vagy masnéven elsOdleges csillok) aprd, antennaszerti cellularis
fiiggelékek, melyek fontos szenzoros és jelatviteli funkcidkat biztositanak az emlds
szervezetben, kiillondsen a kdzponti idegrendszerben. Az organellumok klinikai és biologiai
relevanciaja egyre inkabb a kutatasok fokuszaba kertilt az utobbi években. Kutatasi eredmények
ravilagitottak arra, hogy a primer ciliumok diszfunkcidja hatterében allhat szamos human
genetikai betegség (példaul velesziiletett ciliopathiak), bizonyos tumorok €s mas neurologiai
betegségek kialakuldsdban. Bar az elsddleges csillok széleskori megjelenése jol ismert az agy
régioiban, ezen organellumok pontos, €lettani Szerepe még mindig kevésbé tisztazott. A
szakirodalmi adatok alapjan, a neuronalis primer ciliumok lehetséges funkciot a ciliaris
membran lokalizalodo jelatviteli proteinek, morfologiai jellemz6ik és kdzponti idegrendszeri
elhelyezkedésiik hatdrozza meg. Jelen tanulmény céljaként egy 6sszehasonlitd korszovettani
elemzést végeztiink a felndtt egerek KIR-ben, mely soran karakterizaltuk az AC3, Sstr3 ¢és
Arl13b proteineket expresszald primer ciliumok regiondlis disztribiciojat, hosszat, valamint a
preferencidlis cellularis megjelenését fiziologias koriilmények kozott. Eredményeink feltartak,
hogy a neuronok és asztrocytak primer ciliumai meghatarozott cilidris marker expresszios
profillal rendelkeznek a kiilonb6z6 agyi régidkban. Ezen tal, hosszuk, stirtiségiik és eléfordulasi
aranyuk kvantitativ 6sszehasonlitasa jol lathato kiillonbségekre hivta fel a figyelmet a kdzponti
idegrendszer szabalyozo kozpontjai kozott; melyek egyuttal jelzik az elsddleges ciliumok
lehetséges, még ismeretlen szerepét az agyi funkciokban.

Osszegezve, tanulmanyuk egy részletes, attekinté elemzést nytjt a primer ciliumok
cellularis és morfologiai tulajdonsagairdl a felndtt egerek agyanak régioiban, mely eldsegitheti
az organellumok pontos szerepének megértését a jovoben. Figyelembe véve szamos human
neurodegenerativ betegség genetikai etiologiajat, a diszfunkcionalis primer ciliumok
karakterizalasa kisérletes allatmodellekben és post-mortem human agyszoveten eddig
ismeretlen aspektusat tarhatja fel a betegségek pathogenezisének, illetve 10j terapias
lehetségeket fedhet fel az idegrendszeri betegségek- mint példaul Parkinson kor vagy Sclerosis

Multiplex- klinikai kezeléséhez.
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