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1. BEVEZETÉS 

1.1 Sclerosis Multiplex általános áttekintése és neuropathológiai sajátosságai 

A Sclerosis Multiplex (SM) a központi idegrendszer (KIR) krónikus, gyulladással és 

demyelinizációval járó neurodegeneratív betegsége. A SM a fiatal felnőtt kor egyik 

leggyakoribb neurológiai kórképe. Prevalenciája az északi országok felé folyamatosan 

növekszik [1] és megjelenését elsősorban női dominancia jellemzi (nő: férfi arány 1,5:1 és 

2,5:1) [2]. Klinikai szempontból a betegség általában 25-35 éves kor között kezdődik és 

változatos idegrendszeri tünettannal jelentkezik. Az érintett KIR-i (agy és gerincvelő) területtől 

függően leggyakrabban látászavar, motoros- és autonóm idegrendszeri diszfunkciók, 

megváltozott szenzoros modalitások, illetve érzelmi és/vagy kognitív tünetek formájában 

manifesztálódik [3-12]. A tünetek kombinációja, intenzitása és megjelenésük gyakorisága 

egyénenként eltérő a betegség lefolyása során. Típusos esetben az újonnan diagnosztizált SM 

betegek neurológiai tünetei csak átmenetileg állnak fenn (ún. relapszáló-remittáló SM/RRSM), 

azonban a kórkép későbbi szakaszában adott tünettan állandósul, javulás nem figyelhető meg 

(ún. másodlagos progresszív SM/SPSM). Ezzel szemben egyes betegek neurológiai tünetei 

progresszív romlást mutatnak már a betegség kezdetétől indulóan (ún. elsődleges progresszív 

SM/PPSM). Ritkább esetben, a diagnózis felállítását követő klinikai tünettanban egyenletes 

romlás figyelhető meg, amihez akut relapszusok is társulhatnak remisszióval vagy anélkül (ún. 

progresszív-relapszáló SM/ PRSM) [4, 13-16]. Az SM hátterében álló folyamatok évtizedek 

óta a kutatások fókuszában állnak. Jól ismert, hogy bizonyos környezeti tényezők és genetikai 

faktorok egyaránt hozzájárulnak a betegség kialakulásához [2]. Azonban, az SM pontos 

pathomechanizmusa részleteiben továbbra sem ismert. Tekintettel a kórkép változatos klinikai 

lefolyására, felmerült, hogy az SM különböző megjelenési formáihoz eltérő pathológiai 

folyamatok társulhatnak [17, 18].  

Az SM fő neuropathológiai jellemzője a fokális, demyelinizációs plakk vagy ún. lézió 

megjelenése. A léziók típusos szövettani jellegzetessége az oligodendroglia (OL) károsodás, a 

gyulladásos sejtek, az axonális károsodás és a reaktív gliózis jelenléte [3, 19, 20]. A klasszikus 

elmélet szerint a léziók autoimmun gyulladásos folyamat során keletkeznek, melyben auto-

reaktív T sejtek átjutnak a vér-agy gáton (VAG), majd a KIR-i immunsejtek közvetítésével 

specifikus OL-kat és myelint károsító gyulladást idéznek elő [19, 21]. Azonban az elmúlt évek 

kutatásai rávilágítottak arra, hogy a léziók immunpathológiai megjelenése nem egységes és 

kialakulásukban sokkal összetetteb folyamatok játszanak szerepet. Korábbi kiemelkedő 

neurohisztológiai vizsgálatok [17, 22] különböző demyelinizációs mintázatokat találtak a SM 

betegek körében. A tanulmány során a léziókat négy eltérő formában kategorizálták (I-IV típus) 
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azok szövettani jellegzetességeit figyelembe véve. Ez alapján kettő eltérő folyamatot 

valószínűsítettek a demyelinizáció kialakulásának hátterében: 1) makrofág és antitest-

közvetített demyelinizációs folyamat (I-II-es típus) vagy 2) elsődleges OL károsodás által 

kiváltott demyelinizáció (III-IV-es típus). Amíg az I-nél a léziók típusosan vénák mentén 

helyezkedtek el, azok éles határral elkülönültek a szövetben és az aktív demyelinizációs 

területen markáns gyulladásos infiltrátumokat detektáltak (T sejtek, makrofágok); a II-es 

típusnál kifejezett immunglobulin G (IgG) és komplement lerakódás is látható volt az aktív 

centrumban. Ezzel szemben a III-as típusnál feltűnő volt a kifejezett OL apoptózis (nukleáris 

kondenzáció és fragmentáció) a léziók szélén, de hiányzott azok centrumában. Ezen léziók 

határa kevésbé körülírt, nem követték a vénák elhelyezkedését, valamint a gyulladt érrendszer 

mentén sokszor egy vékony réteg myelin is megmaradt. Az OL pusztulását markáns myelin-

asszociált glikoprotein (MAG) csökkenés kísérte a sérült szövetekben. A IV-es típusnál a léziók 

szövettani sajátosságai hasonlóságot mutattak az I-es típussal (elhelyezkedés, myelin fehérjék 

egységes csökkenése, sejttípusok jelenléte) Ig és komplement lerakódás nélkül. Kiemelendő, 

hogy kiterjedt OL pusztulás volt látható az aktív és inaktív léziókban, illetve DNS fragmentáció 

jelei detektálhatók a plakkot övező állományban ismételten utalva OL funkciózavarra 

(disztrófia/apoptózis). Az SM kórszövettanának széles spektruma alapján megkérdőjelezhetővé 

vált az általános immunológiai elmélet és felmerült a kérdés, hogy  rendellenes gyulladásos 

folyamat vagy elsődleges OL pusztulás/neurodegeneráció áll az új léziók kialakulásának 

kezdőpontjában. Barnett és mtsai. [18] az új neurodegeneratív elméletet tovább vizsgálták új 

tüneteket okozó SM léziókban. Immunpatológiai elemzésük során korai OL apoptózishoz 

társuló mikroglia aktivációt figyeltek meg, amíg a T sejtek, a makrofágok és az asztrociták 

infiltrációja hiányzott az apoptotikus zónából. Eredményeik alapján feltételezték, hogy a 

különböző patológia folyamatok időbeli fejlődése vezet az SM léziók kialakulásához [18, 23]. 

Ezen elmélet szerint az elsődleges OL apoptózis olyan strukturális és molekuláris változásokat 

idéz elő a myelinhüvelyben, mely a helyi mikroglia aktiváción keresztül  végső soron 

szisztémás immunválaszhoz vezet. Megfigyeléseikkel megerősítést nyert a teória, hogy OL 

apoptózis nem csak a III-as típusú SM léziók jellemzője [17], hanem a léziók kialakulásának 

kezdeti pontját képviselheti [18].  

A kutatás jelen álláspontja szerint specifikus SM-et kiváltó okot eddig nem sikerült azonosítani, 

mely markáns autoimmun folyamatot aktiválna vagy progresszív cytodegeneratív elváltozást 

idézne elő. Vitathatatlan tény, hogy mindkét folyamat kulcsszerepet játszik az SM léziók 

pathológiájának időben és egyéni heterogenitásában, valamint a betegség teljes megjelenési 
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spektrumában. Ezzel pedig a szöveti sérülés neuropathológiájának molekuláris szintű ismerete 

elengedhetetlen az SM adekvát terápiájának kialakításához.    

 

1.1.1 Cuprizone által kiváltott kísérletes demyelinizációs állatmodell 

A cuprizone által kiváltott kísérletes demyelinizáció az egyik leggyakrabban alkalmazott 

állatmodell a demyelinizációs és remyelinizációs folyamatok tanulmányozásához, melyet 

relatíve ép VAG mellett nem befolyásol a szerzett immunválasz [24, 25]. A cuprizone 

[Bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone] alapvető funkcióját illetően egy réz-kelátor, mely  

vegyület KIR-I hatásai az 1960-as években váltak ismertté [26, 27]. Korábbi tanulmányok 

rávilágítottak arra, hogy a vegyület szisztémás használata- egerek 0,2%-os cuprizone tartalmú 

porított táppal történő etetése- időben és térben jól reprodukálható demyelinizációt idéz elő a 

kísérleti állatok KIR-ben [28]. A modell fő hisztopathológiai jellegzetessége a szelektív érett 

oligodendrocyta (OL) apoptózis jelenléte az egerek agyának meghatározott területein. Az OL 

halálát megamitochondriumok megjelenése előzi meg az érintett sejtekben [27, 29]. Bár az OL 

apoptózis mechanizmusa pontos részleteiben még mindig nem ismert, a közelmúltban végzett 

tanulmányok a folyamatot részben a réz-kelátor által kiváltott mitochondriális diszfunkciónak 

és megnövekedett oxidatív stressznek tulajdonítják [30-32]. Az OL-k halálát masszív 

demyelinizáció követi elsősorban az agy fehérállományának különböző területein (corpus 

callosum, commisura anterior, pedunculus cerebellaris superior). Ezen túl, más régiókban 

(hippocampus, cerebellum, putamen, nucl. caudatus ventralis része), illetve kortikális és mély 

szürkeállományi területeken (pl.: striatum) is kialakul mérsékeltebb demyelinizáció viszont 

megkíméli a gerincvelőt cord [31, 33-38]. A modell egy másik kórszövettani jellegzetessége, 

hogy a demyelinizált léziókhoz markáns asztrocyta és mikroglia/makrofág invázió társul. Ezen 

utóbbi sejttípusoknak a pontos szerepe mindmáig ellentmondásos. Eltérő kísérleti kondícióktól 

függően mind az asztrocyták, mind a mikroglia/ makrofágok jótékony és káros hatásairól 

számos publikáció jelent meg a szakirodalomban [39-42].  Azonban kiemelendő, hogy az 

asztrogliózis dinamikája és sűrűsége, valamint a mikroglia/makrofág invázió megjelenése 

időben korrelál a myelin fehérje gének (MBP, PLP, MAG) expressziójának változásával, 

jelezve azok kulcsszerepét a mikrokörnyezet befolyásolásában [43, 44]. A cuprizone modell 

ugyancsak alkalmas a remyelinizáció folyamatának sejtszintű vizsgálatára. Hat hetes cuprizone 

kezelés hatására komplett demyelinizáció alakul ki a fehér és szürkeállományban (ún. akut 

demyelinizáció). Ha 6 hét után a kezelést leállítják- és az állatokat cuprizone mentes táppal 

etetik tovább- az akut demyelinizációt rövidesen szinte teljes spontán remyelinizáció követi az 

oligodendroglia progenitor sejtek (OPC) aktivációján keresztül. Ezzel szemben a tartós 
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cuprizone kezelés (12 hét vagy hosszabb időtartam) krónikus demyelinizációt vált ki, mely után 

a spontán remyelinizációs képesség jelentősen romlik vagy teljesen megszűnik [33]. 

 Az SM léziók kialakulásának pontos mechanizmusa vagy kiváltó oka mindmáig nem tisztázott.  

Jól ismert, hogy a legtöbb humán lézió kialakulásában fontos szerepet játszanak az autoimmun 

gyulladásos folyamatok. Ezen túl, korábbi immunpatológiai vizsgálatok rávilágítottak egy 

alternatív mechanizmusra, melyben az elsődleges OL pusztulás reprezentálhatja a léziók 

kialakulásának kezdetét, egy primer neurodegenartív folyamatot [17, 18]. A cuprizone-indukált 

demyelinizációs modell kórszövettani jellegzetességei jelentős hasonlóságot mutatnak a humán 

III-as típusú SM plakkokkal [45, 46]. Nevezetesen, az elsődleges OL apoptózishoz korai és 

szelektív MAG mRNS szint csökkenés társul a többi myelin proteinekhez képest. A 

szövettanilag felismerhető OL pusztulást masszív demyelinizáció követi. Ezzel egyidejűleg 

kifejezett asztrocyta aktiváció és mikroglia/makrofág invazió detektálható a sérült myelin és 

axonális károsodás helyreállítására [43, 44, 47]. Azonban fontos kiemelni, hogy hiányzik a 

humán léziókban előforduló szignifikáns lymphocyta infiltráció [48]. Összegezve, a cuprizone 

által kiváltott kísérletes demyelinizációs modell számos lehetőséget nyújt a nem immun-

mediált elsődleges neurodegeneratív kaszkádok, a remyelinizáció és elemeik sejtszintű 

megismeréséhez; utat teremtve új terápiás célpontok felfedezéséhez. 

 

1.2 A primer ciliumok szerepe a központi idegrendszerben 

A primer ciliumok (másnéven elsődleges csillók) a legtöbb emlős sejten megtalálható kis 

méretű, immobilis sejtfelszíni organellumok. Összehasonlítva motilis ciliumokkal/flagellákkal, 

a primer ciliumok nem rendelkeznek mozgást vagy folyadékáramlást elősegítő funkcióval. 

Mára már általánosan elfogadott, hogy ezen ciliumok egyedi szenzoros és jelátviteli  

állomáspontként működnek. Az extracelluláris környezet változásait érzékelve különböző 

jelátviteli útvonalakat közvetítenek a sejtek felé, mellyel módosítják a celluláris folyamatokat. 

Kiemelendő, hogy az elsődleges csillók membránja szövet/szerv specifikus receptorkészlettel 

és jelátviteli molekulákkal rendelkezik, amivel kritikus szerepet játszanak az emlős 

szervezetben zajló, számos fejlődési, illetve fiziológiás jelátviteli útvonalak koordinálásában 

[49-53]. A primer ciliumok által mediált jelátvitel funkcionális jelentősége már régóta a 

kutatások fókuszában áll. Tanulmányok rávilágítottak arra, hogy a primer ciliumok közvetített 

jelátviteli útvonalak kulcsszerepet játszanak az embryonális agyszövet mintázatának 

kialakításában, valamint az őssejtek migrációjának, differenciációjának és fenntartásának 

szabályozásában [54-60]. Ezen túl fény derült arra is, hogy a primer ciliumok sejtfelszíni hiánya 

vagy a ciliumokra lokalizálódó proteinek kóros működése hátterében állhat egy humán 
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genetikai betegségcsoport, a ciliopáthiák kialakulásában [61-64]. A ciliopáthiák klinikailag egy 

spektrum betegség, melyre nagy átfedést mutató, összetett fejlődési rendellenességek 

megjelenése jellemző. Kiemelendő, hogy bizonyos humán ciliopátiákhoz sorolható kórképek- 

mint például a Bardet-Biedl szindróma [65-67], Joubert szindróma [68-70], Alström szindróma 

[71-73] vagy Meckel-Grüber szindróma [74, 75]- súlyos központi idegrendszeri (KIR) 

érintettséget is mutat (pl.: kognitív defektusok, mentális retardáció, agyi fejlődési 

rendellenességek).  

Bár a primer ciliumok diszfunkciója vitathatatlan jelentőségűvé vált a fejlődési folyamatokban, 

azok pontos, fiziológiás szerepe a felnőtt KIR-ben mindmáig kevésbé ismert. Kiemelendő, 

hogy az agyi neuronok primer ciliumai szelektíven expresszálnak különböző G-protein kapcsolt 

receptorokat (GPCR) és molekulákat, mint a szomatosztatin 3 receptort (Sstr3) [76], melanin-

koncentráló hormon receptor 1-t (Mch1r) [77, 78], szerotonin receptor 6-t (5HT6) [79, 80], 

dopamin receptor 1-t (D1r) [81], kisspeptin receptor 1-t (Kiss1r) [82], neuropeptid Y 2 és 5 

receptorokat (NPY2r and NPY5r) [83], valamint egy jelátvitelt közvetítő molekulát, az adenil-

cikáz 3-t (AC3) [84]. Nevezetesen, ezen jelátviteli fehérjék ciliáris expressziója csak bizonyos 

neuron populációkra korlátozódik. Ez alapján feltételezik, hogy az elsődleges csillók szerepet 

játszanak a táplálékfelvétel (éhség-jóllakottság) fő központjának, a hipothalamusz 

szabályozásában.  Korábbi tanulmányok rámutattak arra, hogy a hipothalamikus neuronok 

ciliumaiban koncentrálódó specifikus fehérjék  -Mch1r, AC3 és Bardet-Biedl szindróma (BBS) 

proteinek- aktivitása hozzájárul az étvágyat koordináló komplex jelátviteli útvonalak megfelelő 

működéséhez [77, 78, 85-87]. Ezen ciliumok struktúrájának vagy az azokra lokalizálódó fenti 

fehérjék genetikai hiánya kóros jelátvitelhez és következményes hiperfágia-indukált 

obezitáshoz vezetnek a kísérleti állatokban [88, 89]. Emellett kimutatták, hogy a hippocampális 

neuronális primer ciliumok (NPC) diszfunkciója során jelentősen károsodik a neuronok közötti 

kapcsolatrendszer és hátrányossá válik az egerek tanulása, memóriája, illetve az új tárgyak 

felismerésének képessége [85, 90].  A fentieken túl, a ciliumok morfológiája és hossza is jól 

tükrözi az elsődleges csillók lehetséges funkcióit. A ciliumok hosszának változásáról (pl.: 

megnyúlás) feltételezik, hogy az organellumok részben így adaptálódnak az extracelluláris 

környezet változásaihoz, a jelátviteli képességeinek finomhangolásához [91, 92]. Emellett, a 

kórós jelátvitel – amit az eltérő morfológia vagy alkalmazkodási képesség hiánya mutat- 

ugyancsak az NPC-vel kapcsolatos betegségek neuropathológiai jellemzői lehetnek. Hasonlóan 

a GPCR-hoz, az ADP ribozilációs faktor-szerű protein 13B (Arl13b) ugyancsak szelektíven 

lokalizálódik a NPC membránjában, valamint közvetlen szerepet játszik az organellumok 

iniciációjában, differenciációjában és elongációjában [93-96]. Szakirodalmi adatok alapján, az 
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Arl13b funkcionális hiánya a sejtfelszíni ciliumok jelentős rövidüléséhez és strukturális 

eltéréseihez vezet, amíg az Arl13b túlexpressziója növeli a sejtek cilimainak hosszát [95-97]. 

Ezzel összhangban a tanulmányok arról is beszámoltak, hogy más ciliáris jelátviteli 

komponensek farmakológiai aktiválása, gátlása vagy genetikai hiánya befolyásolhatja a cilium 

hosszát és morfológiáját különböző kísérleti körülmények között [98-100]. A fentieket 

összegezve elmondható, hogy az elsődleges csillók dinamikusan alkalmazkodnak az 

extracelluláris térben detektált szignálokhoz molekuláris komponenseik és morfológiájuk 

megváltoztatásával. A KIR-i fejlődésben, neurogenezisben és homeosztázisban jól ismert 

szerepük mellett [54, 56, 59],  újabb állatkísérletekből és  in vitro sejtvonalakból nyert adatok 

felvetették, hogy az elsődleges csillók diszfunkciója (megváltozott morfológia, jelátviteli 

fehérje vagy teljes struktúra hiánya) hozzájárulhat bizonyos KIR-i daganatok kialakulásához 

[101-105], valamint más humán neurológiai betegségek pathogeneziséhez [106-119].       

Eddigi megfigyeléseink ellenére az elsődleges csillók felnőtt KIR-ben betöltött pontos, 

fiziológiás szerepe még kevésbé ismert. Ezen túl, a primer ciliumok humán szövetekben 

fellelhető jellegzetességeiről információ jelenleg leginkább a humán mintákból származó in 

vitro sejtvonalakra korlátozódik az organellumok faj és szövetspecifikus sajátosságai miatt. 

Ezért a primer ciliumok neuropathológiai és celluláris karakterizálása a felnőtt rágcsálók KIR-

ben nélkülözhetetlen eszköz az agyban betöltött szerepük vizsgálatához, mely elősegítheti az 

organellumok klinikai relevanciájának pontosabb megismerését, valamint  új detektálási 

módszerek kifejlesztését a post-mortem humán szövetek analíziséhez a jövőben.  
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2. TANULMÁNYOK ÖSSZEFOGLALÁSA 

2.1 Tanulmány 1.: A TRPA1 vizsgálata a cuprizone által kiváltott kísérletes 

demyelinizációs állatmodellben- Új farmakológiai célpont az oligodendroglia 

apoptózis ellen 

2.1.1 Tanulmány háttere és célkitűzések 

Az SM a KIR krónikus, demyelinizációval járó és degeneratív betegsége. Bár a léziók 

pathológiai szempontból heterogének [17], részletes immunpathológiai vizsgálatok egy része 

elsődleges degeneratív folyamatot feltételez a léziók kialakulásának iniciális szakaszában [18, 

23].  Eszerint, a primer OL apoptózis rejtett antigének felszínre kerüléséhez vezet a 

myelinhüvely integritásának megbomlásával, mely következményes autoimmun gyulladást 

generál a KIR-ben. Ezt követően az OL pusztulása jelentősen fokozódik a betegség progresszív 

szakaszában (SPSM, PPSM) [120]. A jelenleg rendelkezésre álló immunmoduláló terápiák 

hatékonyan befolyásolják a betegség gyulladásos aspektusát, viszont mérsékelt 

hatékonyságúnak bizonyulnak a hosszútávú klinikai lefolyásban. Így egyre növekszik az igény 

új farmakológiai célpontok keresésére, az SM terápiás spektrumának szélesítésére. A cuprizone 

által kiváltott kísérletes demyelinizáció az egyik leggyakrabban alkalmazott állatmodell, mely 

jól prezentálja a humán III-IV-es típusú SM léziók pathológiai sajátosságait (elsődleges OL 

pusztulás, asztrocyta, valamint mikroglia/makrofág aktiváció) [31, 46].  

A Tranziens Receptor Potenciál Ankyrin 1 (TRPA1) receptor a TRP csatornák családjának 

egyik tagja [121]. Funkcióját illetően a TRPA1 egy non-szelektív kation csatorna, relatíve nagy 

Ca2+ permeabilitással. A receptort számos olyan endogén és exogén molekula képes aktiválni, 

melyek gyulladás, oxidatív stressz és szövetsérülés során szabadulnak fel [122-130]. A TRPA1 

jól ismert szerepet tölt be a fájdalom, a mechanikai ingerek és a hidegérzés közvetítésében [126, 

131, 132]. Emellett, széleskörű expressziója alapján (neurális és non-neurális eredetű sejtek) 

[133, 134], fontos funkcióját feltételezik különböző gyulladással járó humán kórképekben 

[135-139]. Ezen túl, a receptor aktivációját kapcsolatba hozták az asztrocyta funkciók 

szabályozásában a KIR-ben [140].  
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A tanulmány célja az volt, hogy meghatározzuk: 1) TRPA1 expresszálódik-e az egerek KIR-

ben, 2) TRPA1 expresszió milyen milyen sejttípusra korlátozódik, 3) TRPA1 genetikai 

hiányának van-e funkcionális szerepe a cuprizone-indukált kísérletes demyelinizációs 

modellben. A kérdéskör feltérképezéséhez a cuprizone modellt vad típusú (Wild type/WT) és 

TRPA1 genetikai hiányával született (TRPA1 KO) egereken alkalmaztuk, melyeket közös 

C57BL/6 genetikai háttéren tenyésztettek. Kísérletsorozatunk tartalmaz egy részletes 

összehasonlító szövettani analízist a cuprizone- által kiváltott demyelinizációs léziók sejtszintű 

folyamatainak elemzéséhez. Emellett, a kísérletek másik részében különböző in vitro 

molekuláris biológiai vizsgálatok használtunk az OL apoptózis és túléléshez kapcsolódó gének 

expressziójának meghatározásához.  

 

2.1.2 Eredmények 

2.1.2.1 A TRPA1 expressziója a központi idegrendszerben 

Kísérletsorozatunk első lépéseként meghatároztuk a TRPA1 expresszióját az egerek KIR-ben. 

TRPA1 expresszió található számos agyi régióban, többek között a WT egerek corpus 

callosumában (CC). Ezen túl, kettős immunfluoreszcens jelölés során a TRPA1 szoros ko-

lokalizációt mutatott a GFAP pozitív asztrocyták felszínén mind a kontroll, mind a cuprizone 

kezelt kísérleti állatokból készült szövettani metszeteken. 

 

2.1.2.2 Cuprizone kezelés mérsékelt demyelinizációt idéz elő a TRPA1 hiányos 

egerekben 

További immunhisztokémiai vizsgálatok rávilágítottak arra, hogy a cuprizone kezelés súlyos 

demyelinizációt idézett elő a WT és TRPA1 KO egerekben. A myelin károsodás mértékének 

megítélése LFB/CV festett metszetek szemikvantitatív értékelése alapján történt. A cuprizone 

súlyos fokú demyelinizációt idézett elő a WT egerekben (myelin pontszám: 2,6) és TRPA1 KO 

(myelin pontszám: 1,7) állatokban a kontroll csoportokhoz képest (myelin pontszám: 0,2). 

Kiemelendő, hogy a cuprizone statisztikailag enyhébb demyelinizációt váltott ki a KO 

egerekben, mint a WT csoportban (***P<0.001). Az érett, myelint szintetizáló OL markereinek 

(MBP és MAG) összehasonlító elemzése ugyancsak alátámasztotta a szövettannal látott 

különbséget. Az MBP marker szövettani vizsgálata mellett mérsékeltebb MAG protein 

expressziós szint csökkenést detektáltuk immunblot analízissel a cuprizone kezelt TRAP1 KO 

egerekben.  

 



11 

 

2.1.2.3 Cuprizone által kiváltott OL pusztulás, gliózis és makrofág reakció csökkent a 

TRPA1 KO egerekben 

Molekuláris szinten, a cuprizone kezelés súlyos fokú érett OL sejtszám csökkenést okozott a 

WT és KO egerek CC-ban (***P<0.001). Azonban, a sejtpusztulás mértéke szignifikánsan 

kevesebb volt a kezelt WT állatokhoz képest (***P<0.001). Jól ismert, hogy a cuprizone által  

kiváltott szelektív OL pusztulást markáns asztrocyta és mikroglia/makrofág reakció kísér az 

érintett demyelinizált területeken [32]. Az asztrocyta és mikroglia/ makrofág (GFAP és Iba-1) 

sejtmarkerek összehasonlító szövettani analízise során cuprizone expozíció hatására szintén 

enyhébb sejtreakciót találtunk a kezelt KO állatokban.  

 

2.1.2.4 Az éretlen OL száma fokozódik a cuprizone kezelt WT állatokban a TRPA1 KO 

egerekhez képest 

A fenti adatok alapján felmerült, hogy a TRPA1 KO egerekben látott mérsékelt OL pusztulás 

vajon egy OPC proliferációhoz kapcsolt fokozott remyelinizációs folyamat eredménye; vagy 

az érett OL sejtek túlélésének következménye. Kettős immunfluoreszcens jelölés során az 

Olig2/APC kettős pozitív sejtek (érett OL markerek) száma hasonló csökkenést mutatott a 

klasszikus immunhisztokémiai vizsgálatok eredményeivel. Kiemelendő, hogy a kizárólag 

Olig2 pozitív sejtek (korai OPC marker, mely érett sejtmarkert nem mutat [141]) száma 

magasabb volt a cuprizone kezelt WT csoportban a KO egerekhez képest. A kontroll 

csoportokban különbséget nem találtunk. További génexpressziós analízis során a cuprizone 

kezelés szignifikáns NG2 mRNS szint emelkedést (OPC aktivációs marker, mely ellensúlyozza 

az érett OL sejtpusztulást) váltott ki a WT állatokban (**P < 0.01), amíg ez a változás a KO 

csoportban nem volt megfigyelhető.  

 

2.1.2.5 A Bak, IGF-1, FGF-2 és PDGFRα mRNS expresszió vizsgálata a CC-ban 

A cuprizone által kiváltott érett OL pusztulás molekuláris mechanizmusának feltérképezéséhez 

megvizsgáltunk a myelinizációs folyamatban szerepet játszó növekedési faktorokat qPCR 

technikával.  Cuprizone expozíció hatására az IGF-1 mRNS szint szignifikánsan emelkedett 

mind a WT (***P<0.001), mind a KO (***P<0.001) állatokban. Azonban, a toxin indukált  

IGF-1 mRNS szintemelkedés mértéke közel fele volt a KO csoportban a WT egerekkel 

összevetve (***P<0.001). PDGFRα mRNS expresszióját egyik kísérleti csoportban sem 

befolyásolta a cuprizone kezelés. FGF-2 mRNS szint emelkedő tendenciát mutatott a KO 

kontroll és kezelt KO csoportokban, de az emelkedés nem ért el statisztikailag szignifikáns 
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különbséget. FGF-2 és Bak mRNS expresszió egyedül a cuprizone kezelt WT állatokban 

emelkedett szignifikánsan (**P < 0.01 és ***P<0.001).    

 

2.1.2.6 A TRPA1 genetikai hiánya mérsékli az érett OL apoptózist a p38-MAPK és c-

Jun aktivációjának csökkentésén, valamint az ERK1/2 jelátviteli útvonal fokozott 

aktivitásán keresztül 

A szakirodalom alapján feltételezik, hogy a TRPA1 aktiváció szerepet játszhat a MAPK 

jelátviteli útvonalakban [142-144]. A TRPA1 pontos szerepének tisztázása érdekében 

elemeztük, hogy a TRPA1 genetikai hiánya milyen módon befolyásolhatja az OL apoptózishoz 

kapcsolódó jelátvitelt a cuprizone modellben. Az immunoblot analízis igazolta, hogy toxin 

expozíció  hatására szignifikánsan emelkedett a foszforilált JNK, ERK1/2 (**P<0.01 és 

*P<0.05), valamint a c-Jun (*P<0.05) expresszió a WT állatokban. A p38 hasonló tendenciát 

követett, azonban ennek változása nem ért el statisztikailag szignifikáns különbséget az utóbbi 

csoportban. A TRPA1 hiánya mellett a cuprizone által kiváltott foszforilált p38-MAPK és 

ERK1/2 expressziójának változása nem vezetett szignifikáns különbséghez. Ezzel szemben 

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

expressziót (**P<0.01) detektáltunk a kezeletlen TRPA1 KO egerekben. A foszforilált JNK 

expressziója alapvetően magasabb volt a kezeletlen TRPA1 KO állatokban (**P<0.01), melyet 

a cuprizone kezelés nem befolyásolt a kísérlet során. Ezen túl, a cuprizone kezelés nem 

befolyásolta a MAPK jelátviteli rendszer szekvenciális célpontját, a c-Jun foszforilációt a 

TRPA1 KO csoportban.  
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2.2 Tanulmány 2.: A primer cilium markerek expressziójának és hosszának kvantitatív 

összehasonlítása az egerek központi idegrendszerében 

2.2.1 Tanulmány háttere és célkitűzések 

A primer ciliumok kisméretű, speciális, sejtfelszíni organellumok, melyek fontos szenzoros és 

jelátviteli funkciókat biztosítanak az emlős szervezet fejlődése során, illetve a posztnatális 

celluláris folyamatok szabályozásában [49-53, 87, 145]. Feltételezik, hogy az elsődleges csillók 

diszfunkciója kiemelkedő szerepet játszik egy humán genetikai betegségcsoport, a ciliopáthiák 

kialakulásában. A ciliopáthiák klinikailag egy spektrum betegség,  melyre nagy átfedést mutató, 

összetett fejlődési rendellenességek megjelenése és súlyos központi idegrendszeri érintettség 

jellemző [61-64]. Az agy veleszületett rendellenességein túl, az elsődleges csillók 

diszfunkciójához kapcsolt jelátviteli útvonalak fontos szerepet játszanak számos neuronális 

funkció szabályozásában (pl.: étvágy központi szabályozása, tanulás, memória, kognitív 

funkciók, szaglás vagy a nemi hormonok tengelyének szabályozása [82, 85, 88-90, 146-148], a 

sejtciklus regulációjában ( peri- és posztnatális élet során [53, 145]), valamint feltételezik 

szerepüket különböző típusú tumorok (pl.: glioma, medulloblastoma) kialakulásában [101-

105]. Az utóbbi évek kutatásai rávilágítottak arra, hogy a primer ciliumok idegrendszeri 

funkcióját a ciliáris membránban expresszálódó jelátviteli fehérjék és morfológiai sajátosságaik 

határozzák meg.  Jól ismert, hogy speciális G-protein kapcsolt receptorok (GPCR) és jelátviteli 

molekulák- mint a szomatosztatin 3 receptor (Sstr3) [76],  a másodlagos jelátvitelt közvetítő 

adenil-cikláz 3 (AC3) molekula [84], valamint az ADP-ribozilációs faktor-szerű 13 B (Arl13b) 

[93-96] protein- szelektíven expresszálódnak a NPC membránjában. Eddigi megfigyelések 

ellenére az organellumok pontos fiziológiás szerepe a felnőtt KIR-ben továbbra is csak 

részleteiben ismert.  

 Jelen tanulmány céljaként  egy összehasonlító kórszövettani elemzést végeztünk a  

felnőtt egerek KIR-ben, mely során karakterizáltuk az AC3, Sstr3 és Arl13b proteineket 

expresszáló primer ciliumok 1) regionális disztribúcióját, 2) hosszát, valamint 3) a 

preferenciális celluláris megjelenését fiziológiás körülmények között. A primer ciliumok 

kvantitatív összehasonlítása immunhisztokémiai vizsgálatokkal történt az egér agy 19 

különböző régiójában.  
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2.2.2 Eredmények 

2.2.2.1 Az AC3, Sstr3 és Arl13b-t expresszáló primer cliumok celluláris karakterizálása 

a központi idegrendszerben 

Vizsgálataink első lépéseként elemeztük az AC3, Sstr3 és Arl13b pozitív primer ciliumok  

lokalizációját a KIR különböző sejttípusain. Az analízishez kettős immunfluoreszcens jelölést 

alkalmaztunk a szövettani metszeteken, mely során a három fenti cilium marker antitestjei 

mellett a neuronokat jelölő anti-NeuN, az asztrocytákat jelző anti-GFAP, az érett 

oligodendrogliákat mutató anti-APC vagy az általános mikroglia/makrofágokat indikáló anti-

Iba-1 antitesteket használtunk.  Összhangban a korábbi adatokkal [76, 84], a legtöbb AC3 

pozitív és összes Sstr3 pozitív primer cilium a NeuN-el jelölt neuronok felszínén volt 

detektálható. Amíg Sstr3 pozitív primer ciliumot nem találtunk az általunk vizsgált többi 

sejttípuson, kettős jelölés során ritkább AC3 pozitív primer ciliumok voltak láthatók a GFAP 

jelölt asztrocyták felszínén. Az Arl13b immun-pozitív primer ciliumok megjelenése szoros 

asszociációt mutatott a GFAP jelölést mutató asztrocytákkal, valamint a marker intenzitása 

sokkal halványabb és kevésbé volt szembetűnő a másik kettő vizsgált markerrel 

összehasonlítva. Az AC3 vagy Arl13b pozitív primer ciliumok nem mutattak kolokalizációt az 

Iba-1 jelölt mikroglia/makrofágokkal, sem az APC pozitív érett oligodendrogliákkal.  
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2.2.2.2 A neuronokra és asztrocytákra lokalizálódó primer ciliumok disztribúciójának 

összehasonlító elemzése az egerek központi idegrendszerében 

Korábbi tanulmányok alapján ismert [76, 84], hogy bizonyos primer ciliumok markerek 

expressziója az agy különböző régióira korlátozódik. A cilium markerek preferenciális 

expressziójának feltérképezéséhez összehasonlítottuk az AC3+/NeuN+ és Sstr3+/NeuN+ 

neuronális primer ciliumok (AC3+NPC és Sstr3+NPC), valamint az Arl13b+/GFAP+ pozitív 

asztrocyta felszíni primer ciliumok (Arl13b+AsPC) számát az agy meghatározott területein.  

A legfelszínesebb rétegektől eltekintve, egyenletes AC3, Sstr3 és Arl13b pozitív primer cilium 

eloszlás volt megfigyelhető a cinguláris, szenzoros, motoros és piriform cortex területén. Mind 

az AC3, mind az Sstr3 a piriform cortexben mutatta a legnagyobb sűrűséget, ahol a sejtek 

53,73% -nál és 29,68% -nál volt AC3- és Sstr3-pozitív primer cilium. Az Arl13b+AsPC száma 

szignifikánsan kevesebb volt az összes kortikális régióban (11,56–16,59%). Amíg az AC3+NPC 

nagy számban és  sűrűségben voltak detektálhatók a tuberculum olfactorium (91,8%), a nucleus 

accumbens (85,36%) és a caudo / putamen (81,3%) területén; addig az Arl13b+AsPC alacsony 

száma (8,2–18,69%) mellet nem észleltünk Sstr3 immunreaktív NPC-t ezeken a területeken. 

Ezzel szemben az Sstr3+NPC-k nagyobb számban fordultak elő a claustrum és nucleus 

endopriformis régióiban (21,51% és 29,21%), azonban számuk ismételten szignifikánsan 

alacsonyabb volt az AC3+NPC-hez képest (61,49 és 63,66%). 

A hippocampus terültén mind az AC3+NPC, mind az Sstr3+NPC végig megtalálhatók voltak a 

stratum pyramidale összes alrégiójában. Kiemelendő, hogy az Sstr3 száma és sűrűsége 

csökkenő tendenciát követett, nevezetesen CA3> CA2> CA1. Ezen túl, a CA2 átmeneti 

régióban az Sstr3 expressziós mintázata eltérést mutatott, Sstr3 immnureaktivitás csak a 

sejtmagokat körülvevő pontok formában jelent meg. Az arányokat figyelembe véve 

elmondható, hogy hogy az Sstr3 általános expressziós mintázata fordítottan arányos az 

AC3+NPC számával, beleértve a gyrus dentatus régióját is. A neuronális cilium markerekkel 

szemben, az Arl13b+AsPC egyenletes eloszlást mutatott a stratum pyramidale-t övező straum 

oriens és radiatum területén.  Továbbá, az Arl13b+AsPC sűrűsége és denzitása a legmagasabb 

a hippocampális stratum lacunosum-moleculare és polymoprh rétegekben volt.  

Az amygdala alrégióiban az AC3+NPC és az Sstr3+NPC denzitása magasabb volt az 

Arl13b+AsPC-kal összehasonlítva. Azonban, az AC3+NPC száma statisztikailag szignifikánsan 

nagyobb volt (61,67%) az Sstr3+NPC- vel (19,2%) vagy Arl13b+AsPC (19,13%) összevetve. A 

primer ciliumok disztribúciója és mintázata ugyancsak változatos volt a hypothalamikus 

magvak területén. Mind az AC3+NPC, mind az Arl13b+AsPC kimutatható volt az összes fő 

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 

száma és sűrűsége az SCN (85,08%) és a PVN (30,93%) régiókban volt a legnagyobb. Ezzel 

szemben az Sstr3 ciliáris expressziója a VM-re korlátozódott, amelyben a neuronok 32,04% -a 

rendelkezett Sstr3-pozitív primer ciliummal.  Bár nem találtunk Sstr3+NPC-t a hypothalamusz 

többi részében, a sejtmagok körüli pontszerű Sstr3 immunreaktivitást ugyancsak megfigyelhető 

volt, hasonlóan a hippocampus CA1-CA2 átmenet mintázatához.  

2.2.2.3 A primer ciliumok regionális eloszlása az organellumok hosszának változatos 

megjelenésével asszociálódik. 

 Korábbi tanulmányok rávilágítottak arra, hogy a ciliumra lokalizálódó jelátviteli fehérjék 

modulálhatják az elsődleges ciliumok funkcióit hosszuk dinamikus szabályozásával [100, 119]. 

A központi idegrendszeri primer ciliumok lehetséges regionális funkcióinak további 

vizsgálatához megmértük és összehasonlítottuk a neuronális és asztrocyta sejtfelszíni primer 

ciliumok hosszát az egerek agyában. Az AC3+NPC vagy az Sstr3+NPC átlagos hossza változó 

volt a négy vizsgált kortikális régióban, az általunk mért hosszuk 4,88 és 5,51 μm (cingularis 

cortex), ill. 5,55 um és 5,18 μm (piriform cortex) tartományban mozgott. Az NPC mellett az 

Arl13b+AsPC átlagos hossza 2,95 és 3,33 μm között változott. Míg az Arl13b+AsPC 

szignifikánsan rövidebbek voltak mindkét NPC típushoz képest (*** P <0,001 és / vagy **** 

P ≤ 0,001), az AC3 és az Sstr3+NPC hosszának összehasonlítása egyik kortikális régióban sem 

érte el statisztikailag szignifikáns különbséget. 

Az AC3+NPC-ket lényegesen hosszabbnak mértük a tuberculum olfactorium (10,68 μm), a 

nucleus accumbens (9,84 μm) és caudo/putamen (9,61 μm) területein, összehasonlítva a 

kéregben mért AC3+NPC hosszával. Emellett mind az AC3, mind az Sstr3+NPC átlagos hossza 

hasonlóan rövid volt az clausztrumban (5,41 és 4,92 μm) és a nucleus endopiriformisban (6,16 

és 5,14 μm), mint a kérgi területeken. Nevezetesen, az AC3+NPC szignifikánsan hosszabb volt 

az Sstr3+NPC-hez képest az endopiriform régióban (*** P <0,001). Ezen túlmenően az 

Arl13b+AsPC átlagos hossza 3,37–4,2 μm közötti tartományban mozgott és statisztikailag 

szignifikánsan rövidebb volt az AC3+NPC és / vagy az Sstr3+NPC-vel összevetve ezeken a 

területeken. 

A hippocampus CA régióiban az AC3+NPC (5,0–5,91 μm) és az Sstr3+NPC (3,79–5,46 μm) 

átlagos hossza hasonló tendenciát mutatott a kéregi régióban detektált értékekhez. Kiemelendő, 

hogy az AC3+NPC (5,82 μm) szignifikánsan hosszabbak voltak az Sstr3+NPC-hez (3,79 μm) 

képest a CA1 régióban (**** P ≤ 0,001). Ezenkívül nem találtunk szignifikáns különbséget az 

AC3 és az Sstr3+NPC átlagos hosszának összehasonlítása során a gyrus-dentatusban (3,2 és 
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2,78 μm) és az amygdala alrégióiban (6,73 és 6,48 μm). Az Arl13b+AsPC átlagos hossza az 

amygdalaban és a hippokampuszban megegyezett a kortikális értékekkel (2,8–3,2 μm), hosszuk 

ugyancsak szignifikánsan rövidebbnek biznyult a fenti területeken a gyrus dentátus kivételével. 

Az AC3+NPC-t hosszabbnak mértük a hypotalamusban és annak magjaiban. Átlagos hosszuk 

8,0 μm (PVN) és 10,48 μm (VM) között változott. Szintén hosszabb Sstr3-t expresszáló NPC-

t detektáltunk a VM mag (8,18 μm) területén, azonban ezek az elsődleges ciliumok 

statisztikailag szignifikánsan rövidebbek voltak az AC3+NPC -hez képest (** P <0,01). 

Ismételten, az Arl13b+AsPC-k szignifikánsan rövidebbek (3,6–4,09 μm) voltak a hypothalamus 

összes magjában (**** P ≤ 0,001). 
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3. A TÉZIS ÖSSZEFOGLALÁSA, KONKLÚZIÓ ÉS JÖVŐBELI KILÁTÁSOK 

 

A TRPA1 receptor vizsgálata a cuprizone által kiváltott kísérletes demyelinizációs 

modellben- Új farmakológiai célpont az oligondendroglia apoptózis ellen 

 

A Sclerosis Multiplex (SM) a központi idegrendszer (KIR) egy krónikus, gyulladással 

és demyelinizációval járó degeneratív betegsége. A jelenleg alkalmazott immunmoduláló 

terápiák kiválóan ellensúlyozzák a betegség bizonyos szakaszaiban zajló immun-mediált 

folyamatokat. Ezen készítmények hatása a betegség hosszútávú lefolyására még nem tisztázott 

teljesen, de úgy tűnik, hogy kizárólag az autoimmun mechanizmusok gátlása révén ideális 

terápiás válasz nem érhető el. Ezért, az SM adekvát terápiája új farmakológiai célpontokat 

igényel, melyekkel gátolható a demyelinizáció vagy elősegíthető a KIR-i regeneráció.  

A Tranziens Receptor Potenciál Ankyrin 1 (TRPA1) receptor egy non-szelektív kation 

csatorna, relatíve nagy Ca2+ permeabilitással. A receptor aktiválása- endogén és exogén 

molekulák által – jól ismert szerepet játszik az eltérő szomatoszenzoros modalitások (pl. 

viszketés, fájdalom) és protektív válaszok kialakításában a különböző szervrendszerekben. 

Azonban, a KIR-ben betöltött pathofiziológiai szerepe eddig még kevésbé ismert. Jelen 

tanulmányunkban megvizsgáltuk a TRPA1 expresszióját és lehetséges szerepét a cuprizone-

által kiváltott kísérletes demyelinizációs modellben. A modell használata kiváló lehetőséget 

nyújt az SM nem immun-mediált folyamatinak feltérképzéséhez, az elsődleges oligodendrocyta 

(OL) apoptózis és következményes demyelinizációs folyamatok sejtszintű megismeréséhez.  

Vizsgálataink során TRPA1 expressziót detektáltunk az egerek agyának számos régiójában. 

Emellett kimutattuk, hogy a receptor expressziója az asztrocyták felszínére lokalizálódik 

fiziológiás körülmények között. Ezt követően feltérképeztük, hogy a TRPA1 milyen szerepet 

játszhat a cuprizone által kiváltott kísérletes demylinizációs modellben. Összehasonlító 

szövettani elemzés alapján, mérsékelt demyelinizációt és sejtreakciót (asztrocyta, 

mikroglia/makrofág) detektáltunk a TRPA1 hiányos cuprizone kezelt állatokban. Kiemelendő, 

hogy a TRPA1 genetikai hiánya mellett ugyancsak mérsékeltebb érett OL sejtszám csökkenést 

találtunk a kezelt egerek szövettani metszetein. Jól ismert, hogy a toxin- indukált 

demyelinizáció során endogén regeneratív folyamatok is aktiválódnak. A szelektív érett OL 

pusztulást és következményes demyelinizációt spontán, közel teljes remyelinizáció követheti 

újonnan toborzott, proliferálódó és differenciálódó oligodendroglia prekurzor (OPC) sejtek 

aktiválódásán keresztül [149-151]. Megfigyeléseink felvetették a kérdést, hogy a cuprizone 

kezelt TRPA1 KO egerekben látott mérsékelt OL apoptózis vajon a sejtek csökkent 
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vulnerabilitásásnak vagy egy fokozott endogén remyelinizációs folyamatnak az eredménye. 

Cuprizone expozciót követően nem találtunk szignifikáns OPC (csak Olig2 pozitív és NG2 

mRNS expresszió) sejtszám növekedést a KO állatokban, mely megerősíti a feltételezést, hogy 

a TRPA1 hiánya csökkenti a sejtek apoptózisát, de nem fokozza a remyelinizációt. Ezen túl, 

további IHC analízisből nyert adataink rávilágított arra, hogy a mérsékelt sejtreakció (asztrocyta 

és mikroglia/makrofág) szövettani mintázata szorosan egybeesik a túlélő OL sejtek 

eloszlásával. A látott disztribúciós eltérések ismételten alátámasztják, hogy a TRPA1 hiánya 

előnyös, kisebb-fokú szövetsérülést eredményez a modellben. 

A fenti kórszövettani eredményeink alapján feltételeztük, hogy a TRPA1 jelenléte vagy hiánya 

ellentétes hatású sejtválaszokat mediál elsősorban az asztrocyta funkciók befolyásolásán 

keresztül. Továbbá arra következtettünk, hogy a TRPA1 szerepet játszhat az apoptózis 

modulálásában- részben- az OL és asztrocyta közti sejtkapcsolatok koordinálásával.  

Szakirodalmi adatok alapján ismert, hogy a TRPA1 képes befolyásolni az asztrocyták 

fiziológiás funkcióját [140, 152]. Az asztrocytákból felszabaduló növekedési faktorok (GFs) 

regulálják a myelinizációs folyamatokban részt vevő sejtek sorsát, mint az OPC-k 

proliferációját, differenciációját és az érett OL sejtek túlélését különböző kísérleti körülmények 

között [39, 43, 149, 153, 154]. Kísérletsorozatunk következő lépéseként megvizsgáltuk, hogy 

a TRPA1 genetikai hiánya enyhíti-e a cuprizone által kiváltott érett OL apoptózist  az asztrocyta 

eredetű GF expressziójának befolyásolásával. A qPCR elemzés során az FGF-2 és PDGFRα 

mRNS szint nem változott szignifikáns mértékben a cuprizone kezelt KO egerekben, mely 

ugyancsak prezentálja, hogy a myelin struktúra megtartásáért nem az OPC-k fokozott aktivitása 

felelős. Cuprizone hatására emelkedett IGF-1 mRNS expressziót detektáltunk a WT és KO 

állatokban. Azonban, az IGF-1 mRNS szintnövekedés mértéke szignifikánsan alacsonyabb volt 

a KO egerekben a WT állatokhoz képest (***P < 0.001), ami ismételten a mérsékelt asztrocyta 

aktiváció és OL apoptózis következményeinek tekinthető fokozott OPC toborzás hiányában. 

Jól ismert, hogy a mitochondriális diszfunkció fontos szerepet játszik a toxin-indukált OL 

apoptózis folyamatában. A cuprizone toxicitás a celluláris stresszhez és apoptózishoz 

kapcsolódó mitochondriális mechanizmusok károsodásához vezet, illetve a mitochondriális 

transzmembrán potenciál csökkentésével jár [30, 31, 155]. A mitochondriális eredetű Bcl-2 

család anti-apoptotikus és pro-apoptotikus (pl. Bax, Bid, Bak) elemeiről kimutatták, hogy 

jelentősen képesek befolyásolni az OL sorsát [156, 157]. Cuprizone kezelés hatására 

szignifikánsan emelkedett Bak mRNS expressziót találtunk a WT egerekben (***P < 0.001), 

amíg a KO állatokban szignifikáns változás nem volt látható. Ezen eredményeink erős 
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összhangban állnak IHC-ból nyert adatainkkal, a TRPA1 hiány csökkenti az érett OL apoptózist 

a cuprizone expozíció során.    

 A fentiek alapján feltételeztük, hogy a TRPA1 aktivációja (non-szeletív kation csatorna, mely 

részt vesz a Ca2+ kapcsolt jelátviteliben [158-162]) hozzájárulhat az apoptotikus sejthalálhoz 

magasabb intracelluláris Ca2+ koncentráció kialakításával, mely elősegítheti az apoptotikus 

jelátviteli útvonalak aktiválódását az érett OL-ban a cuprizone modellben. A TRPA1-ből 

kiinduló jelátvitelt korábban már összefüggésbe hozták a mitogén-aktivált protein kináz 

(MAPK) kaszkád tagjaival [142-144]; és kimutatták, hogy a cuprizone által kiváltott apoptózis 

részben a (c-Jun N-terminal kinase) JNK és p38-MAPK jelátviteli útvonalakon keresztül 

valósul meg [163]. Ismereteink alapján feltételeztük, hogy az utóbbi jelátviteli útvonalak 

lehetséges keresztező pontjai lehetnek a cuprizone toxicitásnak és TRPA1 aktivációnak. Az 

immunoblot elemzés során tartósan magas és változatlan JNK szintet detektáltunk a mind a 

kezeletlen, mind a kezelt KO csoportokban. Ezzel szemben szignifikánsan alacsonyabb p38-

MAPK alapszint volt mérhető a KO állatokban (*P< 0.05), mely cuprizone kezelést követően 

sem változott. Ez alapján feltételeztük, hogy a TRPA1 hiánya csökkentheti a p38-MAPK 

útvonal aktiválódását és következményesen az OL pusztulást. A szakirodalmat áttekintve, a 

JNK és p38-MAPK jelátviteli útvonalak nukleáris célpontja a transzkripciós faktor c-Jun 

kulcsszerepet játszik az apoptózisban különböző KIR-i inzultus során [164, 165]. A c-Jun 

alapszintje szignifikánsan alacsonyabb volt a kezeletlen TRPA1 KO állatokban a WT 

csoportokhoz képest (*P < 0.05), illetve szintje változatlan maradt cuprizone expozíció után; 

mely ismételten csökkent OL apoptózisra utal a TRPA1 genetikai hiányos egerekben. 

Cuprizone intoxikáció ERK1/2 jelátviteli aktiválódást is kiváltott, ami a TRPA1 hiányában 

jelentősen fokozódott. Tekintettel arra, hogy az ERK1/2 jelátviteli útvonal aktválódása kiemelt 

szerepet játszik az OL-k túlélésében [166-168], eredményeink egyértelmű protektív hatás 

jelenlétére utalnak az érett OL apoptózis ellen a TRPA1 KO egerekben. Eredményeinket 

összegezve, a TRPA1 aktiváció hozzájárul a cuprizone által kiváltott szelektív OL apoptózishoz 

azáltal, hogy fokozza a Ca2+ beáramlását az asztrocytákba, mely következményes JNK és p38-

MAPK jelátviteli útvonal és c-Jun aktivációt idéz elő az érett OL-ban.  
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A primer cilium markerek expressziójának és hosszának összehasonlítása az egerek 

központi idegrendszerében 

A primer ciliumok (vagy másnéven elsődleges csillók) apró, antennaszerű celluláris 

függelékek, amelyek fontos szenzoros és jelátviteli funkciókat biztosítanak az emlős szervi 

rendszerekben, különösen a központi idegrendszerben (KIR). Számos tanulmány kimutatta, 

hogy az elsődleges csillók kritikus szerepet játszanak az emlős agy fejlődésének lépéseiben és 

a későbbi neuronális homeosztázis fenntartásában [169-171]. Korábbi megfigyelések alapján, 

a primer ciliumok lehetséges funkcióit három fő jellemző határozza meg: (1) a ciliáris 

membránban koncentrált jelátviteli molekulák, (2) a cilium struktúra hossza, illetve (3) az 

organellumok celluláris és regionális lokalizációja a KIR-ben. Ismert, hogy speciális G-protein 

kapcsolt receptorok (GPCR) és jelátviteli molekulák- mint a szomatosztatin 3 receptor (Sstr3) 

[76], a másodlagos jelátvitelt közvetítő adenil-cikláz 3 (AC3) molekula [84], valamint az ADP-

ribozilációs faktor-szerű 13 B (Arl13b) protein [93-96]- szelektíven expresszálódnak a 

neuronok primer ciliumainak (neuronális primer ciliumok/NPC) membránjában; melyek 

szerepet játszanak számos neuronális funkció szabályozásában [82, 85, 88-90, 146-148]. Eddigi 

megfigyeléseink ellenére azonban az organellumok felnőtt KIR-ben betöltött pontos szerepe 

mindmáig csak részleteiben ismert.  

Jelen tanulmányban az AC3, Sstr3 és Arl13b expresszáló primer ciliumok morfológiai 

jellemzőire fókuszáló összehasonlító és kvantitatív hisztopathológiai elemzéseket végeztünk a 

felnőtt egerek központi idegrendszerében. Kísérletsorozatunk első lépéseként karakterizáltuk 

az AC3, Sstr3 és Arl13b pozitív primer ciliumok expresszióját a különböző központi 

idegrendszeri sejttípusokon. Összhangban a korábbi megfigyelésekkel [76, 84], AC3 és Sstr3 

markereket expresszáló primer cilimokat a neuronok felszínén találtunk. Bár a kettős 

immunfluoreszcens jelölés során gyenge Arl13b-pozitív primer ciliumok is láthatók voltak 

neuronokon, egyértelmű Arl13b expresszió az asztrocyták felszínén elhelyezkedő primer 

ciliumokhoz (AsPC) asszociálódott. Ezen túl, csak néhány AC3 immunreaktiv cilium mutatott 

kolokalizációt asztrocytákkal, és egyik markert sem volt megfigyelhető érett 

oligodendrogliákkal (OL) vagy mikroglia/ makrofágokkal. A szakirodalom alapján ismert, 

hogy az Sstr3+NPC expressziója és előfordulási gyakorisága dinamikusan változik a KIR 

fejlődésének különböző szakaszaiban [172]; valamint az AC3 és Arl13b expressziója a NPC és 

AsPC-n fordított arányosságot mutat a fiatal és a felnőtt egerek agyában [94]. Eredményeink 

alátámasztják a szakirodalmi megfigyeléseket, melyben a KIR-i sejttípusok primer ciliumai 

fejlődéstanilag meghatározott funkcióval rendelkeznek, különösen az érett neuronok és az 

asztrocyták szubpopulációjában.  
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Vizsgálataink következő lépéseként megvizsgáltuk és összehasonlítottuk a NPC és AsPC 

markerek 1) az expressziós mintázatát, 2) hosszát és 3) előfordulásuk arányát az agy szabályozó 

központjaiban. Eredményeink alapján megerősítést nyert, hogy az AC3 a leggyakoribb 

megjelenésű ciliáris marker az egér agy teljes területén. Ezzel szemben az Sstr3 eloszlása sokkal 

korlátozottabb expressziós mintázattal rendelkezik, számuk és hosszuk régió specifikus 

változásokat mutat. A statisztikai elemzés során a tubercululm olfactorium területén volt az 

AC3+ NPC denzitása a legmagasabb és leghosszabb (a teljes frakció 91,8% -a és átlagos hossza 

10,68 µm), mely alátámasztja a szakirodalomban leírt szaglásban betöltött jelentős szerepüket 

[173-176]. Emellett, az AC3+ NPC-kat hosszabbnak mértük a caudo/putamen (9,61 µm) és 

nucleus accumbens (9,84 µm) régióiban. Tekintettel arra, hogy az elsődleges csillók fehérje 

komponensei határozzák meg a funkciójukat, valamint hasonló ciliáris morfológiát találtunk az 

tuberculum olfactorius területén; feltételezhető, hogy az utóbbi két régió funkcionális 

működéséhez is elengedhetetlen az AC3-kapcsolt ciliáris jelátvitel. Azonban, további 

vizsgálatok szükségesen ennek a lehetőségnek a molekuláris szintű feltérképezéséhez.   

Korábbi irodalmi adatok rávilágítottak arra, hogy az Sstr3+NPC előfordulási gyakorisága 

fordított arányban áll az AC3-t expresszáló primer ciliumok megjelenésével az agyi régiókban 

[84]. Ezzel összhangban [78, 177, 178] inverz expressziós mintázatot találtunk a két marker 

összehasonlító vizsgálata során (legfőképpen a hippocampális és kortikális területeken); mely 

ugyancsak jelzi, hogy csak bizonyos neuron populációk rendelkeznek Sstr3 pozitív primer 

ciliumokkal. Kiemelendő, hogy a hippocampális CA2 átmeneti régió stratum pyramidale 

rétegében  pontszerű Sstr3 immunreaktivitást találtunk a sejtmagok körül. Figyelembe véve azt, 

hogy az Sstr3 a celluláris kompartmentben található és az AC3 a ciliáris struktúrára 

lokalizálódik, eredményeink ismételten azt sugallják, hogy az NPC pontos funkciói a neuronok 

alpopulációiban időben változhatnak. Ismert, hogy az Sstr3 által indukált jelátvitel szorosan 

kapcsolódik az adenil-cikláz aktivitáshoz a hippocampusban [85]; és mind az AC3, mind az 

Sstr3 genetikai hiánya jelentősen befolyásolja a régiókkal kapcsolatos funkciókat (pl: az egerek 

memóriáját [85, 90, 146, 179]). Ezen túl a ciliáris fehérje expressziójának és hosszának 

dinamikus változásait szintén leírták farmakológiai vagy agonista kezelés hatására [119, 178]. 

Ezért, érdekes lenne további vizsgálatok folytatni a jövőben, hogy ezek a hipppocampusban 

található specifikus primer cilimok 1) képesek-e a transzportálni a receptort a celluláris 

kompartmentből, 2) megváltoztatják-e morfológiájukat és hosszukat, illetve 3) módosítják-e a 

neuronális funkciókat a felnőtt KIR-ben különböző kísérleti körülmények között, mint például 

stressz. Azonban, a gyrus dentatusban észlelt Sstr3+NPC számával és sűrűségével kapcsolatos 

eredményeink ellentétben állnak a korábban közzétett adatokkal [172], amelyekben az Sstr3 
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pozitív primer ciliumok sűrűségének fokozatos növekedését és magasabb szintjét figyelték meg 

a felnőtt patkányok agyában. A különbség feltehetően az általunk alkalmazott, eltérő 

immunjelölési módszerből adódhat (antitest és detektálási módszer a korábban használt anti-

szérummal szemben, valamint hasonló eljáráshoz kapcsolt különbségeket már korábban leírtak 

[180]), illetve eredményeink életkor és/vagy a fajhoz kapcsolódó eltéréseket is tükrözhetnek a 

rágcsálók agyában. Jól ismert, hogy az elsődleges csillók és diszfunkciójuk fontos szerepet 

játszik a táplálékfelvétel központjának, a hypothalamus szabályozásában [83, 88, 89, 147, 148, 

175, 181, 182]. Számos AC3+NPC-t detektáltunk az összes hypothalamikus alrégióban, melyek 

alátámasztják az AC3 pozitív ciliumok szerepét az étvágy központi szabályozásában. 

Kiemelendő, hogy az Sstr3 ciliáris expressziója csak a ventromedialis magra (VM) 

korlátozódott, valamint pontszerű perinukleáris Sstr3 immunreaktivitás jelent meg a 

hypotalamus többi részében. Eredményeink arra utalnak, hogy a homeosztázis fenntartásán túl 

bizonyos NPC-nak több funkcionális szerepe is lehet a hypothalamusban. Korábban leírásra 

került, hogy az Sstr3-t és kisspeptin receptor 1-t (kiss1r) expresszáló NPC-k a hypotlamikus 

neuronok különböző populációira lokalizálódnak, melyek kiemelt szerepet játszanak a 

neuroendokrin tengely centrális szabályozásában mint a növekedési hormon (GH) és 

gondotropin hormon (GnRH) szekréciójában [82, 183-186]. Az Sstr3-t expresszáló primer 

ciliumok a GH szekretáló sejtek felszínén fontos szerepet játszanak a szomatosztatin ligandok 

érzékelésében az egerek adenohipofízisében [187]. Továbbá, a hypothalamikus NPC aktívan 

szabályozzák hosszukat a különböző anyagcsere-szükségleteknek és tápláltsági állapotnak 

megfelelően [188]. A fentiek alapján eredményeink azt sugallják, hogy az Sstr3+NPC 

feltehetően közvetíthetik a szomatosztatin biológiai hatásai a neuroendokrin sejtekre, illetve 

hozzájárulhatnak a hypothalamusban fellelhető neuronális kapcsolatok komplex 

szabályozásához. Tekintettel arra, hogy a hypothalamus egy rendkívül összetett, magasszintű 

belső kapcsolatrendszert rejt, valamint általánosan hosszabb Sstr3 és AC3+NPC-ket 

detektáltunk (8,0-10,48µm); feltételezhető, hogy a megnövekedett ciliáris hossz 

elengedhetetlen több potenciális ligand érzékeléséhez és hozzájárul számos jelátviteli útvonal 

koordinálásához, a régió-specifikus funkciók kivitelezéséhez. Emellett, a hosszabb ciliáris 

struktúra lehetővé teheti azt is, hogy teret enged számos ligand-kötési hely és/vagy receptor 

szállításának változtatásához, mellyel fokozza a jelátvitel hatékonyságát. Azonban, további 

tanulmányokra van szükség az ilyen lehetőségek feltérképezéséhez. Bár a primer ciliumok 

jelenléte az asztrocyták felszínén már régóta elfogadott [84, 177, 189, 190], azok pontos, 

fiziológiás funkciói  kevésbé ismertek. Vizsgálatainkkal megerősítettük, hogy az Arl13b-

pozitív primer ciliumok többsége az asztrocyták felszínére lokalizálódik (Arl13b-pozitív 
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asztrocyta felszíni primer cilium/Arl13b+AsPC), illetve ezeken a sejttípusokban csak néhány 

AC3 pozitív primer ciliumot detektáltható. Figyelembe véve az asztrocyták rendkívüli 

jelentőségét az agyi homeosztázis fenntartásában [191, 192], ez a preferenciális expressziós 

profil arra utal, hogy különböző asztrocyta alpopulációk léteznek, illetve az Arl13b-kapcsolt 

jelátvitel egy lehetséges kiegészítő regulációs mechanizmust jelenthet a régiófüggő funkcióik 

szabályozásában. Kiemelendő, hogy az Arl13b+AsPC száma és denzitása kifejezetten 

magasabb volt a hippocampus stratum granulare-t övező rétegekben, mely régió jól ismert 

szerepet játszik a felnőtt ős/progenitor sejtekből történő neuronok generálásában [193, 194]. A 

KIR-i primer ciliumok kritikus szerepet töltenek be a fejlődéshez szükséges bizonyos jelátviteli 

útvonal közvetítésében (mint a Sonic Hedgehog/Shh) [54, 195, 196]. Az Arl13b vagy más 

ciliáris fehérjék hiánya rendellenes Shh jelátvitelhez [95, 97] és hippocampális neurogenezishez 

vezet az egerek KIR-ben [56, 197]. Feltételezhető, hogy a nem germinális eredetű asztrocyták 

közvetített Arl13b jelátvitel hozzájárul egy permisszív környezet kialakításához és a gyrus 

dentatusban zajló neurogenezis fenntartásához a perinatális és posztnatális élet során. A 

fentieken túl, az AsPC hossza szignifikánsan rövidebbnek bizonyult a NPC-hoz képest az 

összes vizsgált agyterületen. Azonban, egyes régiók esetében az Arl13b-t expresszáló ciliumok 

átlagos hossza eltérést mutatott a korábban leírtaktól [94]. Ismételten, az eltérő eredmények 

hátterében fellelhető oknak az általunk alkalmazott detektálási módszert (metodikai lépések és 

antitest) tekintettük, hasonlóan az Sstr3+NPC-nál észlelt differens expressziós mintázathoz a 

hippocampusban. Az Arl13b a Ras GTPáz családhoz tartozik. A primer cilium mediált Arl13b 

jelátvitel jól ismert szabályozó funkciót lát el a ciliáris mikrotubulusok és proteinek 

transzportjának szervezésében, valamint regulálja a polarizált radiális gliák kialakulását és az 

azokon keresztül történő neuronális migrációt a fejlődő idegrendszerben [93, 97, 198-201]. 

Emellett, az AC3+AsPC mediált jelátvitelről feltételezik, hogy hozzájárul a szinaptikus 

transzmisszió szabályozásához [84]. A fentieket figyelembe véve az Arl13b mediált jelátvitel 

valószínűleg ugyancsak hozzájárul az asztrocyták biológiai funkciónak szabályozásához. 

Azonban, az Arl13b általános jelenléte és asztrocytákra kifejtett funkcionális jelentősége 

további kutatások tárgyát képezi.   
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Konklúzió és jövőbeli kilátások 

 

A TRPA1 receptor vizsgálata a cuprizone által kiváltott kísérletes demyelinizációs 

modellben- Új farmakológiai célpont az oligondendroglia apoptózis ellen 

A Sclerosis Multiplex (SM) a központi idegrendszer (KIR) egy krónikus, gyulladással járó 

degeneratív és progresszív betegsége. A kórkép pontos oka mindmáig nem ismert és a 

betegséget gyógyító terápiával nem rendelkezünk. A jelenleg alkalmazott immunmoduláló 

készítmények kiválónak bizonyulnak a betegség bizonyos szakaszaiban zajló immun-mediált 

gyulladásos folyamatok kezeléséhez, azonban mérsékelt hatékonyságúnak tűnnek a kórkép 

hosszútávú klinikai alkalmazásában. Ezért, az SM adekvát terápiájának kialakítása új 

farmakológiai célpontokat igényel, melyekkel gátolható a demyelinizáció vagy elősegíthető a 

KIR-i regeneráció. Tanulmányunkban megvizsgáltuk a TRPA1expresszióját és lehetséges 

szerepét a cuprizone által kiváltott kísérletes demyelinizációs modellben. Vizsgálataink során 

kimutattuk, hogy a TRPA1 expressziója az asztrocyták felszínére lokalizálódik fiziológiás 

körülmények között. Továbbá, a TRPA1 genetikai hiánya szignifikánsan mérsékelt 

demyelinizációhoz vezet a cuprizone modellben az érett OL apoptózisának csökkentésével. 

Kísérleti eredményeink alapján elmondható, hogy a multisztérikus ioncsatorna nyílása 

intracelluláris Ca2+ szint emelkedést idéz elő. A TRPA1 aktivációja feltehetően (közvetetten az 

asztrocyta funkciók modulálásán keresztül, vagy közvetlen az OL sejteken hatva) hozzájárul az 

OL apoptózist indukáló pro-apoptotikus p38-MAPK jelátviteli útvonal és nukleáris 

célpontjának (transzkripciós faktor c-Jun) aktiválásához, a következményes sejthalálhoz. 

Azonban, adataink a TRPA1 aktiválásának közvetett hatását támasztják alá. Összegezve, a 

TRPA1 receptorok farmakológiai gátlása ígéretes terápiás célpont lehet a jövőben, az SM 

degeneratív pathológiájának kezelésében. 
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A primer cilium markerek expressziójának és hosszának kvantitatív összehasonlítása az 

egerek központi idegrendszerében 

A primer ciliumok (vagy másnéven elsődleges csillók) apró, antennaszerű celluláris 

függelékek, melyek fontos szenzoros és jelátviteli funkciókat biztosítanak az emlős 

szervezetben, különösen a központi idegrendszerben. Az organellumok klinikai és biológiai 

relevanciája egyre inkább a kutatások fókuszába került az utóbbi években. Kutatási eredmények 

rávilágítottak arra, hogy a primer ciliumok diszfunkciója hátterében állhat számos humán 

genetikai betegség (például veleszületett ciliopáthiák), bizonyos tumorok és más neurológiai 

betegségek kialakulásában. Bár az elsődleges csillók széleskörű megjelenése jól ismert az agy 

régióiban, ezen organellumok pontos, élettani szerepe még mindig kevésbé tisztázott. A 

szakirodalmi adatok alapján, a neuronális primer ciliumok lehetséges funkciót a ciliáris 

membrán lokalizálódó jelátviteli proteinek, morfológiai jellemzőik és központi idegrendszeri 

elhelyezkedésük határozza meg. Jelen tanulmány céljaként  egy összehasonlító kórszövettani 

elemzést végeztünk a  felnőtt egerek KIR-ben, mely során karakterizáltuk az AC3, Sstr3 és 

Arl13b proteineket expresszáló primer ciliumok regionális disztribúcióját, hosszát, valamint a 

preferenciális celluláris megjelenését fiziológiás körülmények között. Eredményeink feltárták, 

hogy a neuronok és asztrocyták primer ciliumai meghatározott ciliáris marker expressziós 

profillal rendelkeznek a különböző agyi régiókban. Ezen túl, hosszuk, sűrűségük és előfordulási 

arányuk kvantitatív összehasonlítása jól látható különbségekre hívta fel a figyelmet a központi 

idegrendszer szabályozó központjai között; melyek egyúttal jelzik az elsődleges ciliumok 

lehetséges, még ismeretlen szerepét az agyi funkciókban.  

Összegezve, tanulmányuk egy részletes, áttekintő elemzést nyújt a primer ciliumok 

celluláris és morfológiai tulajdonságairól a felnőtt egerek agyának régióiban, mely elősegítheti 

az organellumok pontos szerepének megértését a jövőben. Figyelembe véve számos humán 

neurodegeneratív betegség genetikai etiológiáját, a diszfunkcionális primer ciliumok 

karakterizálása kísérletes állatmodellekben és post-mortem humán agyszöveten eddig 

ismeretlen aspektusát tárhatja fel a betegségek pathogenezisének, illetve új terápiás 

lehetőségeket fedhet fel az idegrendszeri betegségek- mint például Parkinson kór vagy Sclerosis 

Multiplex- klinikai kezeléséhez.  
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