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2 Roviditések jegyzéke

Bcl-2 - B-cell Lymphoma 2

BNO — Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa

BSA — Bovine Serum Albumine

CIS — Clinically Isolated Syndrome

Cr+pCr — Creatine + phosphocreatine

CV — Cresyl Violet

DICOM — Digital Image Communication

DPA — Dynamic Plantar Aesthesiometer

DRG - Dorsal Root Ganglion

EAE - Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
ERK - Extracellular Signal-Regulated Kinases

FGF-2 — Fibroblastic Growth Factor 2

FOV — Field of View

GABA — Gamma Amino Butter Acid

GFAP - Glial Fibrillary Acidic Protein

HLSVD — Hankel Lanczos Single Value Decompositon
IBA-1 - lonized Calcium-binding Adaptor Molecule
ICH — Intracerebral Hemorrhage

ICV - Intracerebroventricular

IGF-1 — Inzuline-like Growth Factor

LFB — Luxol Fast Blue

LILFU — Low Intensity Low Frequency Ultrasound
MAO — Monoamine Oxidase

MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase

MBP - Myelin basic protein

MR — Magnetic Resonance

MRI — Magnetic Resonance Imaging



NAA — N-acethyl aspartate

NFKB — Nuclear Factor Kappa-B

OPC - Oligodendroglia Prekurzor Cell

OVS - Outer Volume Suppression

PBS — Phospahte Buffered Saline

PDGFa - Platelet Derived Growth Factor Subunit A
PPMS — Primary Progressive Multiple Sclerosis
QPCR - Qunatitative Polymerase Chain Reaction
RARE - Rapid Aquisition with Relaxation Enhancement
ROI — Region Of Interest

SM — Sclerosis Multiplex

RRMS — Relapsing Remitting Multiple Sclerosis
SPMS — Secondary Progressive Multiple Sclerosis
TRPA — Transient Receptor Potential Ankyrin

WT - Wild Type



3 Bevezetés

3.1 Neurodegenerativ és neuroinflammaciés betegségek

Az egészségligyi ellatds javulasdval a vildgban egyre inkdbb elGtérbe kerilnek az
els6sorban id6skorban kialakuld idegrendszert érinté betegségek. Ezek a kdrképek altaldban
erdsen lerontjak az életminGséget, hosszan tarté dpolast és gydgyszeres kezelést tesznek
sziikségessé, amelyek komoly terhet jelentenek mind az egészségligyi elldtorendszernek, mind

pedig a beteg csaladjanak, kérnyezetének.

A legnagyobb probléma ezekkel az elvaltozdsokkal hogy jelenlegi tudasunk szerint nem
létezik végleges és hatékony terdpia. Kutatdsaink sordn nem a ,Bolcsek kovét” kerestliik,
csupan hozzd szeretnénk tenni néhany Uj kisérletes eredményt, ezen betegségek korai
felismeréséhez, tlneteik enyhitéséhez, a kialakult patoldgidas folyamatok lassitasahoz,
megfékezéséhez, visszaforditdsdhoz. Munkdnk soran a sclerosis multiplex allatmodelljén
tanulmdnyoztuk a patomechanizmust, a kialakulé tineteket, illetve olyan vizsgdlati
protokollokat fejlesztettlink ki, amelyek egyszer(ibbé teszik a progresszié nyomon kovetését

és lehet&séget biztositanak a potencialis intervencids pontok azonositasara.

PhD munkam megkezdésekor a sclerosis multiplex-et valasztottam kutatasaim targyava.
Intézetiinkben nem el6zmények nélkili a téma iranti érdekl6dés, a kordbban folyd
munkalatokra tamaszkodva kezdem el kutatasaimat. A neurodegenerativ folyamatok és a
TRPA ( tranziens receptor potencidl ankyrin ) ioncsatornak kdzotti kapcsolatrél is kézoltek a
kollégak korabban jeles publikacidkat (Saghy, Sipos et al. 2016). Abban a szerencsés helyzetben
vagyok, hogy munkdim kezdetén még segitségemre volt Szolcsanyi Jdnos professzor, aki a
szenzoros neurofarmakolégia vilagszinten is elismert szakértGje volt. Komoly tudomanyos

mihelybe volt tehat szerencsém bekapcsolddni.

Er6s igény mutatkozott egy olyan komplex vizsgdlati mddszer kidolgozasara, amely
lehetévé teszi a kilénb6z6 neurodegenerativ. modellek tanulmanyozasat. Korabban az
egyetemi évek alatt mar elkezdtem magneses magrezonancids moddszerekkel dolgozni

(szakdolgozatomat is ebben a témaban irtam), igy rendelkeztem némi tapasztalattal a



metodika alkalmazasaban. A magneses magrezonanciat kiterjedten alkalmazzak a human SM

diagnosztikajaban is mind funkcionalis, mind morfoldgiai vizsgalatok kivitelezéséhez.

3.2 Sclerosis Multiplex

A sclerosis multiplex (SM), a kozponti idegrendszert érint6 kroénikus gyulladasos
autoimmun betegség, amely kdrositja az agy és gerincvel§ idegrostjait borité mielinhivelyt. Az
idegrendszer vadltozatos terlletein gyulladasok keletkeznek, ahol az immunrendszer
aktivacidja folyaman az idegsejtek végsé soron elpusztulnak. A gyulladdsok utan ezek a
terlletek hegesednek, amelyeknek nagy része nem okoz tiineteket. Az egyre elhatalmasodé
korfolyamatot a kés6bbiekben multifokalis tiinetek jellemzik, amelyek érinthetik az agytorzs,
a latoideg, a kisagy és a gerincvel§ idegeit is (Sand 2015). Patomechanizmusat a véltakozo
relapszusok és remissziok, illetve a folyamatos, lassu progresszid jellemzik. Kezelését jelenleg
arelapszusok tiineti kezelése és a kronikus autoimmun folyamatok fékezése jelenti. Az SM nem
klasszikus id&skori idegrendszeri betegség, mivel az alarmirozé tiinetek leggyakrabban mar
fiatal feIn6ttkorban jelentkeznek. A kérlefolyas élethosszig tart és el8bb-utébb rokkantsaghoz
vezet. Klinikai képe alapjan tobb tipusa azonosithatd (NMSS 2022) (National Multiple Sclerosis
Society, USA).
3.2.1 Klinikailag izolalt szindréma (CIS)
A CIS a neuroldgiai tlinetek els6é epizddja, amelyet a kdzponti idegrendszer gyulladdsa és
demielinizacidja okoz. Ennek az epizdédnak legaldbb 24 6ran at kell tartania, a szklerdzis
multiplexre jellemz8en, azonban nem elégséges a diagnodzis felallitdsahoz. Ha a CIS-t az agyi
MRI-vel is kimutathatd elvaltozasok kisérik, akkor az érintett személynél nagy a valdszinlsége
a neuroldégiai tinetek masodik epizédjanak és a relapszald-remittald MS kialakuldasanak. A CIS-
ben szenvedd, az MS kialakuldsdanak magas kockazatanak kitett egyének kezelheték olyan
betegségmodositd terapiaval, amely késlelteti az MS kialakuldsat.
3.2.2 Relapszalé-remittald forma (RRMS)
Ezt a format jellegzetes rohamok jellemzik, amelyeket részleges vagy teljes gydgyulds
(remisszid) id&szakai kovetik. A remisszidk soran akar az Gsszes tiinet eltlinhet. A betegség
azonban a remisszids id6szakok alatt is progredial. Az RRMS-t tovabb lehet jellemezni aktivnak

7



vagy nem aktivnak (MRI-eredmények alapjan), valamint romlénak (az életminGség romldsa
esetén) vagy nem romldnak.

3.2.3 Masodlagos progressziv forma (SPMS)

Az SPMS kezdetben relapszald-remittald lefolyasu. Az RRMS-sel diagnosztizalt betegek egy
része id6vel atmegy a masodlagos progressziv lefolydsba, amelyben a neurolégiai funkciok
fokozatos lassu hanyatldsa kovetkezik be.

3.2.4 Primer progressziv forma (PPMS)

A PPMS-t a tiinetek megjelenésétdl kezdve a neurolégiai funkcidk gyors romlasa jellemzi, korai
remisszidk nélkul. A betegség legagresszivebb és legrosszabb progndzisu formaja.

3.2.5 Az SM patologidja

A sclerosis multiplex esetén a kdzponti idegrendszerben plakkok alakulnak ki. Ezek a plakkok
az agyban és a gerincvel6ben, elssorban a kamrak koruli fehérallomanyban, a [atdidegekben
és -palydkban, a corpus callosumban, a kisagyi pedunculusokban, a hosszu pdlyakban és a
gerincvel6ben illetve az agytorzsben alakulnak ki, de a sziirkeallomanyban is megtalalhatdk. A
betegség minden formiajdban megfigyelhetéek, de mennyiségikben és 6sszetételliikben
eltérnek a betegség egyes formai kozott, illetve a progresszié soran valtoznak is. Ezek a plakkok
bar heterogének, altalaban demielinizalt axonokat és maradvanyaikat, oligodendrocitakat,
asztrocitdkat, valamint perivenularis, illetve parenchymas infiltratumokat (limfocitdk és
makrofagok is) tartalmaznak. A progressziv fazisban a szlrke- és fehérallomany-atrofidja
mutathato ki, gyulladas és mikroglia-aktivacio jellemz6 a plakkok hatarainal, a plakkokon kivili
normalisnak tlng fehérallomany diffuz kadrosoddsdaval kardltve. A minden forma esetében
kialakuld demielinizacié minden esetben immunoldgiai reakcié eredménye is. A mielinhively
kilonosen sériilékeny azimmunsejtek altal termelt nem specifikus termékekkel szemben, mint
példaul a citotoxikus citokinek, az excitotoxinok, a reaktiv oxigén- vagy nitrogén-oxid
speciesek. Gyakran megfigyelhet6ek az antitest- és komplement-asszocialt elvaltozasok,
valamint a hipoxia-szer(i szOveti sériilés, amelyben a demielinizdcié meginduldsa az
oligodendrocitak apoptdzisdnak tulajdonithatd. Az asztrocitdk megvaltozott jelatvitele szintén

a mielinizaciod zavaraihoz vezet (Huang, Chen et al. 2017).



Az esetek nagyjdbdl 85%-a relapszalé-remittalé osztalyba sorolhaté. Magyarorszagon a
prevalencia 3-5/100 000 (BNO alapjan, G35H0) tehat nagysagrendileg 8000 pacienst érint és
évente 300-500 uj diagndzis sziiletik, ez hozzavetbleg megegyezik az évente elvesztett betegek

szdmaval (OEP 2010)

A betegség kezelésére vilagszerte komoly eréforrasokat fordit a tudomanyos kdzosség.
A megoldas megtaldldsdhoz természetesen a pontos korlefolyds ismerete elengedhetetlen,

PhD munkam ehhez a feladatkérhoz csatlakozott.

3.3 Allatetikai megfontolasok

Mivel az SM egy igen komplex és valtozatos kérkép, igy nem allnak rendelkezéslinkre
megfelel6 in silico, in vitro eljdrasok a kutatasokhoz. Jelenleg az egyetlen jarhatd ut,
transzldlhatd allatmodellek alkalmazasa. Ez természetesen szamos etikai és lelkiismereti
kérdést felvet, ezért munkdm soran kiléndsen fontos volt a lehet legkisebb szamu éI6 allat
felhaszndldsa. Egyik fontos el6nye az altalam alkalmazott képalkotd eljarasoknak, hogy
ismételhet8ek, igy lehet6séget adnak arra, hogy egyetlen allat felhaszndlasa aran tébbszori
mérési adatot nyerhessiink, illetve énkontrollos elrendezésre is alkalmasak. A munkam soran
természetesen mindig a hatdlyos allatvédelmi térvények és az dltaldnos tudomany-etikai

kédex megfontoldsai alapjan dolgoztam.



4 Sclerosis multiplex allatmodelljei

Az SM esetében sajnos nem all rendelkezésre olyan allatmodell, amely minden elemében
reprodukdlni tudna a human SM patoldgiajat, tlineteit és kérlefolyasat, igy mindig az adott

Table 1
Characteristics of the different mouse models of multiple sclerosis.

Model of MS Mechanism Application Involved cells Translational value Main references
Relapsing~ Immunization of 5JL] mice with  Study of (DB, CD4, Th17, Relapsing-remitting M5, study of the Zamwil
remitting EAE in PLP 3015 neurcinflmmation  monocytes, relapse rate, testing therapeutical agents et al
SIL] mice and immune macrophages, B
system activation  cells, Treg cells 1995
Chronic EAE in Immunization of C57BL{G] mice Study of CD8, CD4, Thi7, Primary progressive M5, secondary ; Berard
C57BLIG] mice with MOGas_ss neurainfimmation  monocyles, progressive M3, esting therapeutical nstrom
and immune macrophages, B dgents lard el al,
system activation  cells, Treg cells 199:2;
Baron el al., 1993
EAE in transgenic T cell clone (202) expressing Vo Study of €08, o4, Th17, In virre study of immune cell activation  Betell et al
mice and Vi chains reacting specifically neurcinflmmation monocytes, and function Li
t0 MOG as_ss, or B cell heavy chain  and immune macrophages, B Ja

knock-in mouse strain (lgH MOG) system activation  cells, Treg cells

et al., 2012

Theiler's murine Infection with picornavirus, such  Study of axonal Macrophage/ Primary progressive MS, study of brain, Tsunoda and Fujinami,
encephalomyeli- as Theiler's murine damage and microglia, brainstem and spinal cord lesions, study 20 i Fujinami,
tis virus (TMEV)}  encephalomyelitis virus (TMEV)  inflammatory- oligodendrocyte,  of new therapeutic approaches targeting 20 0o6:

incluced astrocytes and adhesion molecules, axonal Tsunioda et al., 1996;
demyelination D4, Co8 degeneration Tsunada et al., 2003
Cuprizone- Feeding C57BL(6 mice with 0.2%  Study of the de- Oligodendrocytes, Therapeutical trials designed to repress  Matsushima and Morell,
induced MS auprizone for 6 weeks and re- astrocytes, demyelination or accelerate 20 wore and
myelination microglia remyelination Franklin, 2008; Lucchinetti
processes el al., 2000
Lysolecithin- Lysolecithin injection in §]LJ] mice Stucy of the de- Oligodendrocytes, Therapeutical trials designed to repress lakemuore,

induced MS and re- astrocyles, demyelination or accelerate 1
myelination microglia remyelination
processes

1. Abra. (Procaccini, De Rosa et al. 2015)

et al, 1999;
o+ al., 2003

tudomanyos kérdésnek megfeleléen kell megvélasztani az alkalmazott modellt. Az
irodalomban tobb eljaras is meghonosodott, amely alkalmas lehet erre a feladatkorre. A
jelenleg haszndlatos modellekrél Procaccini és munkatarsai készitettek egy szemléletes

Osszefoglalo tablazatot 2015-ben (Procaccini, De Rosa et al. 2015).

Mivel intézetiinkben els6 sorban a mielinizacié valtozasaival foglalkoztunk, igy
vizsgalatainkhoz a cuprizone indukalta demielinizaciés modellt valasztottuk (Matsushima and

Morell 2001).

4.1 Acuprizone indukalta demielinizacidés modell jellemzéi
A cuprizone dltal kivaltott kisérleti demielinizacié megfelel6 ragcsdldmodell (egérben) a
mielin elvesztéséhez vezet6 folyamatok tanulmanyozasara. A modellben jelent8s limfocita

valasz nem alakul ki (Remington, Babcock et al. 2007). A legf6bb szévettani jellemzék jol
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egyeznek a human lll tipusu SM lefolyasanal megfigyelteknél (Torkildsen, Brunborg et al. 2008,
Kipp, Clarner et al. 2009, Acs and Kalman 2012). A cuprizone altal kivaltott hatdsok kozil
id6ben az elsé az érett oligodendrocitdk apoptoézisa, amely az érintett teriiletek primer
demielinizacidjdban érhets tetten, ez a jelenség legldtvanyosabban a corpus callosum
tertletén jelenik meg (Blakemore 1972, Komoly, Hudson et al. 1992, Mason, Langaman et al.
2001). A késSbbiekben megfigyelhetd diffuz asztrocita aktivacio, illetve mikroglia és makrofag
invazid (Praet, Orije et al. 2015). Ezen reakcidk mogott kettds szerep sejthetd, egyfeldl
szereplik van a demielinizacié kialakuldsaban, masfel6l a kisérletek késGbbi szakaszdban
remielinizacids folyamatok is megfigyelhetéek (Pasquini, Calatayud et al. 2007, Kang, Liu et al.
2012, VoR, Skuljec et al. 2012). Minden valdsziniiség szerint a két folyamat parhuzamosan indul

el és egyfajta elbillent egyensuly alakulhat ki a két ellentétes elGjell jelenség kozott.

A korabbi években fény derilt néhany ndvekedési faktor szerepére is a patogenezisben
(Gudi, Gingele et al. 2014). Az aktivalt asztrocitdk és makrofagok tobbféle ndvekedési faktort
is termelhetnek a kdrlefolyas alatt, amelyek a kiilénb6z6 sejttipusokra mas és mas hatdsokat
képesek kifejteni, tovabbd egymds hatdsaival is interferalnak. Lényeges eleme a rendszernek
az oligodendrocita progenitor sejtek proliferaciéjanak serkentése, tovdbbd az érett
oligodenrocitadk differencidciéjanak szabalyozdsa is. A novekedési faktorok alapvetéen
meghatdrozzak a kornyez6 sejtek apoptdzis/tulélés esélyeit is. A fibroblaszt eredetd
novekedési faktor 2 (FGF-2), illetve a vérlemezke eredetl novekedési faktor (PDGFa) a
differencidlédas iranydba tolja a sejteket és visszafogja a proliferacidt. Az inzulinszer(

novekedési faktor ezzel szemben (IGF-1) az oligondendrocita differenciaciot lassitja (Gudi,

Gingele et al. 2014).

Tovabb drnyalja a helyzetet, hogy a folyamatba beavatkozhatnak a Bcl-2 (B-cell
Lymphoma 2) géncsalad tagjai mind pro,- mind antiapoptotikus oldalon (Itoh, Itoh et al. 2003).
Lindsten és munkatarsai mar 2000-ben leirtak, hogy képesek lehetnek példaul citokrom C
felszabaditdsra (Lindsten, Ross et al. 2000). Li és munkatdrsai pedig in vitro oligodendrocita
tenyészetben mutattak ki, hogy a p53-nak rendkiviil er6s proapoptotikus hatdsai vannak,
melynek kévetkeztében kiterjedt sejtelhalds és kdvetkezetes demielinizacié |ép fel, mikroglia

aktivacioval kisérve (Li, Zhang et al. 2008).
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Mindezekkel egyltt nyilvanvaléva valik, hogy mennyire sokrétlien szabalyozott
folyamatok zajlanak a hattérben és mennyire komplex rendszert prébalunk meg feltérképezni.
Masik oldalrél azonban kitlinik az is, hogy sok lehetGséglink lehet az intervenciéra. Mindezeket

mérlegelve dontottiink a cuprizone modell alkalmazasa mellett.

5 ATRPA-1 receptor (Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1) szerepe
és jelentésége a demielinizacio folyamataban

A TRPA-1 receptor a TRP receptor szupercsalad egyik tagja, amely magaban foglal
Osszesen 28 hasonlo receptort, nem szelektiv kationcsatorna (Clapham, Runnels et al. 2001).
Tobbféle exogén stimulus is aktivalhatja, allicin, mustarolaj, allil-izotiocianat, fahéjaldehid, és
egyéb elektrofil 4gensek (Bandell, Macpherson et al. 2007, Bautista 2015). Ezen felll endogén
anyagok is képesek aktivalni, példdul a teljesség igénye nélkil; 8-iso-prosztaglandin, 15-deoxy-
A12,14-prostaglandin (Cruz-Orengo, Dhaka et al. 2008, Andersson, Gentry et al. 2012,
Andersson, Gentry et al. 2013), hosszu szénldncu tobbszorosen telitetlen zsirsavak (Motter and
Ahern 2012), formaldehid, hidrogénszulfid és a hidrogén-peroxid is (Andersson, Gentry et al.
2012, Andersson, Gentry et al. 2013).
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Fiziologias szerepe ezek alapjan a gyulladasos folyamatok jelzésében és jelatvitelében
lehet jelent6s, mivel a felsorolt — egyébként nagyrészt toxikus — metabolitok jellemz6en nem
az egészséges, sokkal inkdbb a gyulladt, kadrosodott szovetben halmozédnak fel. Az
irodalomban fellelheté informacidk alapjan a TRPA-1 egyfajta ,oxidativ stressz szenzor”
szerepet tolthet be. A mechanikai vagy hidegdrtalom szintén képes megnyitni a csatornat
(Story, Peier et al. 2003, Andersson, Gentry et al. 2012, Andersson, Gentry et al. 2013) és
meghatarozé szerepe van a fajdalom érzékelésében is. Szertedgazo folyamatokban vehet részt
a kiilonboz6 fizioldgias és patoldgids folyamatok jeldtvitelében, kapcsolatba hoztak mar
kordbban colitisszel (Engel, Leffler et al. 2011), asztmaval (Grace, Baxter et al. 2014), migrénnel
(Dussor, Yan et al. 2014), cisztitisszel (DeBerry, Schwartz et al. 2014), de még a viszketés

érzésének kialakuldsaval is (Wilson and Bautista 2010).

Els6 sorban a primer afferens szomatoszenzoros kéregben jelenik meg nagyobb
mennyiségben. Kifejez6dését leirtak mar a trigeminusban, ganglionokban, DRG-ben (Nagata
2007). Az idegrendszeren kiviil is jelen van tdbb helyen, keratinocitdkban, tidé fibroblastban,

illetve vaszkuldris endothel sejtekben is (Nilius, Voets et al. 2005).

Az elektrofiziolégiai vonatkozasban leginkabb a Ca2*-daram kialakitdsaban van a
legjelentGsebb szerepe (nem szelektiv kationcsatorna). Shigetomi és munkatarsai leirtak, hogy
a TRPA-1 gatlasaval — akdr antagonistaval, akar silencing RNS-sel meggdatolhatdé a Ca2*-
bedramlds primer asztrocita tenyészetben (Shigetomi, Jackson-Weaver et al. 2013). Ugyancsak
megfigyelték, hogy a TRPA-1 gdatlds GABA-erg ténusfokozddassal jar a hippocampus
interneuronjaiban (Shigetomi, Tong et al. 2012). Patkanyban is kimutattdk GFAP pozitiv
asztrocitdkban (Lee, Cho et al. 2012).

Oligodendrocitakon valdé megjelenését el8szér 2016-ban irtdk le in situ hibridizacids
technikaval (Hamilton, Kolodziejczyk et al. 2016). Szintén Hamilton csoportja irta le, hogy a
TRPA-1 gatlasa csOkkenteni tudta az ischaemia hatasara kialakuld, Ca2*-dram medidlta
mielinpusztulast in vitro vizsgdlatokban, ezért potencidlisan célpontja lehet egy demielinizacio

ellenében hatd gydgyszer fejlesztésének. Nemrég jelent meg egy Uj cikk a témdban , amely
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leirja hogy aglidlis TRPA1 szabalyozhatja a neuronalis excitatibilitast a fehérallomanyban mind

fizioldgids, mind patoldgias korilmények kozott (Lajoso, Flower et al. 2021).

Intézetlinkben mar korabban publikalasra kerilt egy k6zlemény, amelyben bizonyitast
nyert, hogy a TRPA-1 receptor széles korben kifejez8dik az egér kdzponti idegrendszerében,
illetve hogy knockout allatokban enyhébbek a cuprizone hatdsara megjelend demielinizacids
tlinetek (Saghy, Sipos et al. 2016). A korabbiakban leirtak alapjan fontos kitérni arra, hogy a
karosodds hatasara azzal feltehet6en egy id6ben, vagy id6ben szorosan kdvetve azt, megindul
egy spontan remielinizacid is (Mason, Langaman et al. 2001, Acs and Kalman 2012, Gudi,
Gingele et al. 2014). Az viszont egyelGre nem vilagos, hogy a demielinizacié enyhitésén, vagy
esetleg a spontan kialakuldé remielenizacid erdsitésén, elGsegitésén keresztil alakul ki a TRPA-
1 gatlasa vagy hianya altal létrehozott protektiv hatds. Kordbbi eredményeink alapjan arra
jutottunk, hogy a cuprizone adagolasa érdemben nem ndéveli az OPC (oligodendroglia
és oligodendrocita pusztulds 6nmagukban is képesek mind az asztrocitdak, mind a
microglia/makrofag sejtek aktivacidjara. Ugyancsak bizonyitast nyert, hogy a TRPA-1 receptor
hidnydban megvaltozik a makrofdg invazids mintazat, illetve kevésbé erds aktivacio figyelhet6
meg asztrocita vonalon egyarant (Sdghy, Sipos et al. 2016). Ezen gyulladdsos reakciék enyhébb
lefutdsaval korrelal a kisebb mérvi mielinvesztés is. Ezek az eredmények vezettek minket arra
a kovetkeztetésre, hogy a TRPA-1 receptornak szerepe lehet az oligodendroglia — asztrocita
jelatvitelben és a kovetkezményesen kialakuld immunmedidlt mielinvesztésben is. Ezt a tedriat
erdsiti az a tény is, hogy fizioldgias korlilmények kozott leirtak a TRPA-1 szerepét az asztrocita
funkcidk modulalasaban (Shigetomi, Tong et al. 2012, Shigetomi, Jackson-Weaver et al. 2013),
illetve, hogy az asztrocitak altal felszabaditott gyulladdsos faktorok kozvetlendl és alapvetSen
befolydsoljak az oligodendroglia apoptotikus hajlamat is (Linares, Taconis et al. 2006, Zeger,
Popken et al. 2007, Kang, Liu et al. 2012, Gudi, Gingele et al. 2014). A cuprizone indukalta
apoptdzis minden valdszinliség szerint ERK1/2 — p38-MAPK jelatviteli Utvonal zajlik, amihez
azonban Ca%*-influx sziikséges, amelyet részben a TRP csatorndk hoznak létre. Ezen csatorndk
hidnya, csokkent szama, vagy mikodésképtelensége megnehezitheti az apoptotikus jelétvitel

lefolyasat (Veto, Acs et al. 2010, Saghy, Sipos et al. 2016).
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Meg kell jegyezni tovabbd, hogy sokaig az oligodendrocitdkon nem sikeriilt TRPA-1
kifejez6dést kimutatni (Hamilton, Kolodziejczyk et al. 2016), a hatdst tehdt a kdzelmultig
kizardlag egy asztrocita-oligodendrocita irdnyu juxtakrin és/vagy parakrin kommunikacidnak
tulajdonitottdk, amelyben az asztrocita proapoptotikus jeleket kiild a kdrnyezetében lévé
oligodendrocitaknak, ezzel kivaltva azok pusztulasat. Mivel a kdrosodas joval kisebb mértékben
és némileg moduldlva, de megjelenik TRPA-1 receptor hianyaban is, igy nagy valdszin(iséggel
tobb, végeredményében redundans proapoptotikus jelatviteli Utvonal is elindul, ezek

egyikének gatlasaval alakul ki a protektiv hatas.

15



6 Célkitlzések

Az eddig leirtak alapjan [athatd, hogy mennyire komplex és szertedgazd teriiletrél van szg,
amelyben komoly gydgyszerfejlesztési potencial rejlik. Gyodgyszerészként ez kilondsen

izgalmas.

Az irodalmat attekintve az latszik, hogy ez a modell alkalmas lehet egy valddi preklinikai
gyogyszerfejlesztési rendszernek, ha megfelel6 vizsgalati mddszereket tesziink mellé.
Munkank egyik elsé 1épéseként ki kellett fejleszteniink egy olyan komplex vizsgdlati protokollt,
amely kell8en robosztus és megfelel§ atereszt6 képességgel is rendelkezik ahhoz, hogy jobban
megvizsgalhassuk a kérfolyamatokat. Mivel az irodalomban nem volt ismert olyan vizsgalati
protokoll, amely id6ében feloldva, &nkontrollos elrendezésben lehetévé tenné a
neurodegenerdciés modellek vizsgalatdt a rendelkezéslinkre all6 muszeres lehetGségek

mellett, ezért célul tlztik ki egy ilyen vizsgdlati keretrendszer feldllitasat.

Célunk volt, hogy feltérképezzilk a cuprizone modell lefolydsa alatt végbemend
morfoldgiai, mikrostrukturalis valtozasokat elektronmikroszképiaval és MRI-vel, illetve a
magatartasbeli eltéréseket is. Mivel a metabolikus véaltozasok kapcsan gyakorlatilag sotétben
tapogatézunk, ezért kisérletet tesziink az anyagcsere eltérések nyomon kovetésére is in vivo,
ezt MR-spektroszkdpiaval terveztik véghez vinni, amelyre jelenleg rendkivil kevés példa van
az irodalomban (Orije, Kara et al. 2015), az is mas fékusszal késziilt. Ez a mddszer reményeink
szerint alkalmas lehet korai diagnosztikara is, amelyre jelenlegi ismereteink szerint nincs
lehet8ség a human SM klinikai gyakorlatdban. A TRPA-1 receptor szerepét a kialakuld
elvdltozasokban genetikailag moédositott — TRPA-1 teljes és GFAP-Cre kondiciondlis KO - egér
modellen terveztiik megfigyelni, ehhez szlikséges volt |étrehoznunk magat a TRPA-1 GFAP-Cre

kondicionalt KO egér-térzset, mivel jelenleg ilyen térzs nem all rendelkezésre.

A kisérletsorozatot 2 jol lekiilonithet6 fazisra lehet bontani, az abban felhaszndlt egerek

genetikai kondicidja alapjan, ezért értekezésemet is két részre bontottam.
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7 Anyagok és médszerek 1

7.1 TRPA-1 teljes génhidnyos egér-modell
Els6 korben teljes KO egér torzson vizsgaltuk meg a TRPA-1 szerepét a cuprizone

modellben.

A TRPA-1 */* és TRPA-1 /- 4llatokat egyarant intézetiinkben tenyésztettiik és tartottuk a
kisérletek alatt. Legfeljebb 8 allat volt egy szabvanyos polikarbonat rekeszben. Az eredeti
torzsb6l a heterozigdta parokat Pierangelo Geppetti professzortdl kaptuk ajandékba
(University of Florence, Olaszorszag). A torzs alapjat C57/Bl6 egér adja és semmilyen karos
fenotipusra utald jelet nem irtak le az irodalomban, illetve mi magunk sem tapasztaltunk
eltérést egyik vizsgalati mddszerrel sem a TRPA-1 */* és TRPA-1 - allatok kozott. Karos
magatartasbeli eltérést sem mutattak az allatok sem a kontroll TRPA-1 */* sem pedig a

»standard” C57/BI6 torzs egyedeivel 6sszevetve.

7.2 Akisérleti protokoll

Egy széles korben elfogadott kisérleti eljarast alkalmaztunk (Hiremath, Saito et al. 1998,
Matsushima and Morell 2001, Kipp, Clarner et al. 2009, Praet, Orije et al. 2015). A cuprizone-t
(Bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone) a poritott rdgcsalé tdphoz keverve adagoltuk az
allatoknak 0,2 m% koncentracidban, ad libitum 6 héten keresztlil. Az allatokat a kisérletek
végén feldldoztuk, perfunddltuk és a kipreparalt agyakon kiterjedt szovettani vizsgdlatokat
végeztink. A modellhez 8-12 hetes him egereket hasznaltunk fel. Az allatok fizikai/joléti
paramétereit minden kisérletben napi szinten monitoroztuk, testsuly mérést is végeztiink.
Munkdam soran az allatokon fajdalomjelek, illetve egyéb neuroldgiai tlinetek altaldban nem
mutatkoztak, azonban az irodalom ismer ilyen jelenségeket (Liebetanz and Merkler 2006,
Franco-Pons, Torrente et al. 2007), igy erre kilon figyelmet forditottunk. Amennyiben barmi
olyan jelet fedeztiink fel, amely az allatok jélétét a sziikségesnél er6sebben befolydsolta,

kivontuk ket a kisérletbdl, de ez extrém ritkan fordult el6.
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Néhany tanulmanyban leirtak azonban magatartasbeli, illetve szocidlis valtozdsokat.
Els6sorban alacsonyabb szocidlis interakcios készséget, illetve szorongdst, tovabba fokozott
explorativ viselkedést is megfigyeltek kordbban (Xiao, Xu et al. 2008, Makinodan, Yamauchi et
al. 2009, Xu, Yang et al. 2009, Xu and Li 2011). Ezeket a tényezdket én is vizsgaltam munkam

soran.

7.3  Open Field teszt

Az altaldnos szorongds meghatdrozadsanak egyik modszere az Open Field teszt, amelynek
soran az allatok egy viszonylag nagyméret(i arénaba helyeztiik (59 cm x 59 cm x 52 cm) 10 perc
id6tartamra. Az allatok nyilt téren torténd tartézkodasa és a fal mentén/sarkokba hidzddva
toltott idejének aranya korreldl az altaldnos szorongasos viselkedéssel. Minél tobb id6t tolt el
az egér a fal mentén behuzddva, anndl erésebb a szorongasa. Ezzel a mddszerrel vizsgalhatdk
példaul a human szorongascsdkkent6k hatasai is allatkisérletben, mint pozitiv kontroll. Az
allatok mozgdsat digitdlis kameraval rogzitettik, majd viselkedés analizdlé szoftverrel
kiértékeltlk. Ezzel a mddszerrel lehet6ség van nem csak az adott pozicidkban eltoltott idé
kvantifikdldsara, de a mozgassal toltott id6 és a mozgas 4dtlagos sebességének
meghatdrozdsara is. A szoftveresen kinyert adatokat minden kisérletben szuréprdébaszerlen

validaltuk manudlisan is, tobb allat felvétele alapjan.

4. Abra. Open-field aréndrél Noldus viselkedésanalizélo rendszerrel készitett “heat-map”, amely reprezentdlja az dllat dltal a
teriileten eltéltétt id6t.
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7.4 Y-maze teszt
A munkamemoéria mikodbképességének meghatdrozdsdra haszndlt teszt az ,Y-

270

UtvesztG”. Ebben a kisérletben az allatok egy Y-alaku arénaban toltenek el 5 percet, amely alatt
alterndlnak az Y harom karja kozott. Az alterndcidk szamabdl és minGségébdl kovetkeztetni
lehet a munkamemoria funkcidképességére (Kraeuter, Guest et al. 2019). A teszt alatt
videofelvételt készitettliink, amelyet viselkedésanalizalé szoftverrel kiértékeltlink (Noldus),
majd a helyes alternacidk szamat, illetve az Osszes alternaciot Osszevetettilk a csoportok

kozott.

5. Abra. Egér az Y-maze utvesztGben.
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7.5 Mechanociceptiv kliszob és motoros teljesitGképesség mérése

Két mddszerrel is mértik ezt a paramétert, von Frey filamentum maddszerrel, illetve
dinamikus plantaris aeszteziométerrel (DPA). Az egerek egy emelt, racsos vizsgald platformra
keriiltek és nyugalomban hagytuk 6ket, legaldbb 15 percig. A két mérést ,egy menetben”

végeztik el, koztik nem tavolitottuk el az dllatokat a vizsgalati modulbdl.

ElGszor a von Frey filament vizsgalatot végeztik el, amelyben az egér talpparndjanak
nyomtunk 5 alkalommal egy adott vastagsagu és merevségi filamentumot. Ha 5-bél 2-szer
elhdzta az allat a 1abat, azt pozitiv valasznak értkeltiik és az adott vastagsagu filamenthez

tartozé értéket rogzitettiik, mint fajdalomkiiszob értéket.

6. Abra: von Frey filament (Ugobasile)
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Néhany perccel az elsé vizsgalat utdn elvégeztilk a DPA mérést is. Ebben a vizsgalatban
egy tompa vég( tlvel, emelkedd nyomderével terheltiik az allat talpparndjat addig, amig el
nem huzta. A valasznal rogzitett nyomoerét rogzitettiik, mint kiiszobértéket. A nyomderét 10
g-nak megfelel6 értéknél maximalizaltuk a sériilések elkeriilésének érdekében. Minden labnal

elvégeztik a mérést 3 egymast kovetd alkalommal, majd atlagoltuk a kapott értékeket.

Fontos kiemelni, hogy ezekben a kisérletekben valédi fdjdalmat, vagy sériilést nem

okozunk az allatoknak, inkabb csak kellemetlenségként élik meg a tesztet.

7. Abra: A DPA késziilék felépitése (Animalab)

7.6 Motoros teljesit6képesség teszt

A motoros erét szintén kétféle mddszerrel hataroztuk meg. ElGszor egy sajat sullyal
torténd kapaszkodasi teszttel mértiik. Az allatokat egy racsra helyeztiik, amelyen kényelmesen
meg tudnak kapaszkodni, majd a racsot megforditottuk, amelyen az egerek igy lefelé légva
kapaszkodtak. Ezt e testhelyzetet az allatok 6nszantukbdl is gyakran felveszik, kedvelik. A racs
kb. 30 cm magassagban volt elhelyezve egy alommal vastagon kibélelt doboz felett. Azt az id6t
mértiik, amig az allat képes volt a sajat sulyat megtartani a doboz felett és ott rogzitettiik az
id6t, amikor leugrott a dobozba. A tesztet maximum egy perc hosszan végeztik. A kisérlet

megkezdése el6tt 3 alkalommal habitualtuk az allatokat a kisérleti kortilményekhez.
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A masodik teszthez egy ugynevezett RotaRod késziiléket hasznaltunk. Ez egy gyorsuld
sebességgel forgd henger, amelyen az egérnek egyensulyozva kell haladnia. A sebesség 4-r6l
40 fordulat/percre n6tt 5 perc alatt. A cut-off értéket a leesés ideje adta meg. A forgd henger
alatt ebben az esetben is puha padozatot helyeztiink el. A teszthez ebben az esetben is 3

alkalommal habitualtuk az allatokat.

8. Abra: Rotarod késziilék (AnimaLab)

A cuprizone kezelés alatt a motoros teszteket hetente egyszer végeztiik el.
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7.7 MRI-vizsgalat (Magneses Magrezonancias Képalkotds)
Mivel a korabban leirt vizsgalati eljdrdsokat nem tartottam kell6en preciznek, igy az is a
céljaim kozott volt, hogy egy modern, a kor elvarasainak megfelel6, robosztus és ismételhetd

képalkotd eljardst dolgozzak ki a modell vizsgdlatara.

Az MRI vizsgalat mindig egy kompromisszum az id6 — felbontas — jel/zaj viszony koz6tt.
Barmelyiket a masik kettd rovasara tudjuk csak noévelni. Mivel in vivo eljarasrdl van szé, igy
minimalizalni kell az allatokat ért terhelést, kivaltképp akkor, ha ismételt vizsgdlatokat akarunk
elvégezni minden allaton. A Szentagothai Jdnos kutatékdzpontban rendelkezésre allé kisallat
MRI (Bruker PharmaScan, 4,7 T) késziiléken végeztem el a vizsgdlatokat. A kisérletek egy tobb
hetes fejlesztési periddus el6zte meg, amelynek soran fantomokon, illetve késGbb él6
allatokon is nagyszamu pilot mérést végeztem el. Ezen mérések soran meg kellett hataroznom
a megfelel6 FOV-ot (Field of View, az agy azon teriiletét, amelyen a vizsgdlt paramétereket
mérjik, praktikusan ahonnan az MRI-jel szdrmazik), ki kellett valasztani a megfelel§ mérési
szekvencidt (T2 RARE — Rapid Aquisition with Relaxation Enhancement) a megfelel6
kiértékeléshez sziikséges felbontast, a szeletkiosztds geometriajat, a sziikséges és elégséges
,average-ek” szamat (azon egyedi mérési periddusok, amelyek Osszegzése alapjan a végsé
mért értéket megkapjuk). Az igy el6allitott vizsgalati setup-ot optimalizalni kellett tovabba a
konkrét kisérleti kérdésfelvetéshez, illetve ki kellett dolgozni a kinyert nyers adatok
reprodukdlhaté kvantifikaciéjahoz sziikséges post-processing lépéseket is. A valtozd mérési
paraméterek igen nagy szdma miatt ez egy hosszadalmas és kihivasokkal teli feladatnak

bizonyult.

Az MRI mérés jellegébbl addddan az dllatokat a mérések alatt altatni sziikséges,
amelyhez izofluran (1mg/ml) vaporizacios altatoberendezést hasznaltam, |égzés monitorozas
és testh6mérséklet kontroll mellett. Az llatokat a mérés alatti kih(lést8l megdvandd, a miszer
egy temperalhato plate-tel rendelkezik. Az indukcié 3%-os (V/V) izoflurannal, a mérés alatti
altatds 1-3% izoflurdnnal tortént a légzésszam fliggvényében, ragcsald altatd maszkon
keresztil. A vivégaz O, — N2O, 1:2 aranyu keveréke volt. A méréseket azonos beallitasokkal,
ugyanazon napszakban végeztem a kisérletsorozat adott napjain. A vizsgalatok tervezésénél

fontos szempont volt az 6nkontrollos elrendezés, igy minden allatrdl késziilt egy kezelés elbtti
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,baseline” mérés. A tovabbi méréseket eredményeit mindig a sajat individualis baseline

értékhez hasonlitottam.

Az pilot mérések és az optimalizacios folyamat végén a kovetkezd setup bizonyult

megfelelének;

TR/TE: 3000/50 ms, FOV: 16 x 16 mm, szeletvastagsag: 0,80 mm, Gap: 0,2 mm, matrix
160 x 160, averages: 4, RARE factor: 4.

A mérések el6tt minden esetben Bo térképet készitettem. Az igy kialakitott képalkotd

protokoll idGigénye hozzavetdSlegesen 30 perc/allat.

A szeletkiosztast 7 db szeletben hataroztam meg, ugy elhelyezve, hogy lefedjék a teljes
corpus callosum teriletét, mivel ott szamitottunk a legmarkansabb elvaltozasra. Ebben a
képalkotdsi metddusban a szeletek nem fekszenek teljesen egymasnak, van kozottik 0,2 mm
gap (hézag). Ezekrdl a teriletekrél sajnos nem kapunk informaciot. Ezt a problémat ki lehetne
kiiszoboIni egy ugynevezett 3D képalkotd szekvencidval, azonban a pilot mérések alatt arra
jutottam, hogy cost-benefit aranyban a rendkivil jelent6s idGigénye miatt a 3D (6namagdaban
45 perc) mérés nem jarhaté ut, mivel az allatokat tobbszor is kiteszem az altatas és a vizsgalat
terhelésének. Az volt a tapasztalat, hogy 45 percnél tovabb nem szerencsés altatdsban tartani
az egereket egy-egy mérés alatt, mert a kisérlet el6re haladtdval nehezen viselik az altatast.
Azt nem szerettem volna kockdaztatni, hogy esetleg a tulzott altatasi terhelés miatt veszitsek el
allatot a kisérlet soran. Ezt a problémat kompenzalva néhany allatrél kilon kisérletsorozatban
készitettem 3D képeket, publikdciés és demonstracios céllal, egy révidebb 3 hetes kezelés

segitségével.

Az analizis elvégzéséhez az adatokat elGszér DICOM (Digital Imaging Communications in
Medicine) formatumba konvertaltam. Minden tovabbi kiértékelési |épéshez kiils6 szoftvereket
hasznaltam (Fedorov, Beichel et al. 2012). A kvantifikdciohoz manualisan kijel6ltem a ROI-kat
(Region Of Interest, a vizsgalni kivant terilelet) a medidlis corpus callosum teriletén, majd az

itt mért pixelintenzitasok valtozdsat vetettem Ossze hétrél-hétre.
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A T2-sulyozott *H mérés jellegébdl adoddan a felvételen a magasabb viztartalmu szovet
jelentkezik vildgosabb (magasabb pixelintenzitdsu) teriiletként. A mielinben gazdag egészséges
corpus callosum sotéten jelenik meg a felvételen, mivel a mielin egy meglehet6sen apolaros,
lipid-jellegl fehérje, igen alacsony viztartalommal. A cuprizone kezelés hatdsara ez a mielin
fellazul, majd elpusztul és a helyét a liquor veszi 4t egyre nagyobb aranyban. Ez a viztartalom
gyarapodas figyelhet6 meg a T2 felvételen, ahol a pixelintenzitds ndvekedése aradnyos a
viztartalom novekedéssel, igy tehat a mielin mennyiségének csokkenésével is. A szévettani kép

alapjan a karosodds mértéke jol korreldl az MRI-vel meghatarozott értékekkel.

Meg kell azonban jegyezni, hogy mivel ez egy kdzvetett jelenség mérésén alapul, ha
méréstechnikailag korrekten akarunk eljarni, akkor csak félkvantitativnak, kozvetettnek
nevezhetjiik az eljarast. Az adott teriileten a liquor felszaporodasat elméletileg mas folyamatok
is okozhatjak, nem zarhato ki tehat teljesen, hogy a mért intenzitasnovekedés esetleg nem a
cuprizone hatdsbdl ered. Ezt a kérdést azonban tobb kilénb6z6 szdvettani, illetve
elektronmikroszképos vizsgalattal is kizartuk, tovabba ha mas egyéb kéros, a mielint pusztitd
korfolyamat is zajlana az dllatok agyaban, azt legkés6bb a végs6 termindcié utani
vizsgalatokban felfedeznénk. Ennek a jelenségnek a kizaradsara szolgalt az is, hogy minden
sorozatban teljesen intakt kontroll egyedeket is bevontunk a vizsgalatba, az egyéb idegen

hatdsok monitorozasara. Egyetlen esetben sem fedeztiink fel idegen mielinkarositd hatast.

7.8 Szdvettani vizsgalatok

A kisérletek végeztével az allatokat felaldoztuk pentobarbital tulaltatasban (70 mg/ttkg),
majd transcardidlis perfuzidval fixaltuk a szoveteiket (PBS pH7,4, majd 4%-os paraformaldehid-
oldat) az agyakat kipreparaltuk majd egy éjszakan at postfixaltuk a paraformaldehid oldatban.
Paraffinba d4gyazds utan 8 pm-es korondlis metszeteket készitettiink, majd szilanozott

targylemezre vittik.
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7.8.1 Luxol Fast Blue (LFB)

Az LFB festéssel a szovetben taldlhaté mielin jel6lheté meg (Acs and Kalman 2012). A
festés egy fixalasi [épéssel kezdbdik, -20 °C-on 2 percre metanolba helyezziik a metszetet, majd
96% ethanol és 4% ecetsav keverékébe 5 percre. Ezutdn a metszetek 24 érara 0,1%-o0s Luxol
oldatba keriilnek 56°C-on, amely utan egy etanolos és egy vizes mosas torténik. A metszeteket
ezutdn mikroszkép kontroll alatt differencidljuk 0,05%-os litium-karbonattal (70%-os
etanolban), majd vizbe keriilnek. A sejtmagokat 0,1%-os cresyl-viola oldattal jel6ljik, majd

vizmentesités és fedés kovetkezik.

Az igy megfestett metszeteket két egymastdl fliggetlen operator értékeli ki, egy 0-3
kozti skalan, félkvantitativ modon. A 0 az intakt mielint jel6li, a 3 pedig a mielin teljes hianyat.

Minden 3llatbdl 3 metszet kerilt kiértékelésre a corpus callosum teriletérdl.

7.8.2 Immunhisztokémia, Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) és lonized Calcium-binding

Adaptor Molecule — 1 (lba-1)

Az akkumulalédott és aktivalddott asztrocita (GFAP), illetve mikroglia/makrofag (Iba-1)
populdcid jeloléséhez ezen sejtek specifikus markereit hasznaltuk. A fentebb leirt mdédon
elkészitett metszeteket citratos feltaras ala vetettik, majd 3%-os hidrogén-peroxiddal kezeltiik
az endogén peroxidaz aktivitas ledllitadsanak érdekében, ezutdn a nem specifikus kotShelyek
lekotésére BSA-t adtunk a rendszerhez. A mintdkat egy 6rdn at inkubaltuk 1:1000 higitdsban
anti-GFAP vagy 1:500 higitasban anti-lba-1 antitesttel. (Az antitestek pontos megjeldlése
mindig az adott kisérletsorozatbdl megjelent publikdcidban taldlhatd (Bolcskei, Kriszta et al.
2018, Kriszta, Nemes et al. 2020). Az el6hivast 3,3’-diaminobenzidine reakcioval végeztik. A
metszeteket ezutdn digitdlis kameraval szerelt mikroszképpal fotdéztuk, (Olympus BX51
mikroszkopvaz és Olympus DP50 kamera, 200x nagyitas). A kiértékelést vakon végeztik a
medialis corpus callosum teriiletére helyezett egyenld nagysagu ROI-k optikai denzitasat alapul

véve, Imagel szoftverrel (Schneider, Rasband et al. 2012).

26



7.9 Elektronmikroszképia

Az Elektronmikroszképos vizsgalatra a kezelés végeztével — a korldtozott mintaszam
miatt —olyan allatok mintait vittiik, amelyekrél teljes MRI sorozat késziilt. A vizsgalatokat a PTE-
AOK Orvosi Bioldgiai Intézetében végeztiik. Az 5.8-as pontban leirt perfuzids eljaras utan
kovetkezett egy 2,5%-0s glutaraldehides fixalas foszfatpufferben. Az agyak kipreparaldsa utan
egy kb. 1 mm3-es blokkot vagtunk ki a medialis corpus callosum teriletérél a chiasma opticum
magassagaban (-0,2 és +0,3mm kozo6tt), amit postfixaltunk egy éjszakan at. A blokkok ezutan
transzfixalasra keriltek 1%-os ozmium-tetroxiddal 35 percen at, 0,1M foszfat pufferben.
Felszallé alkoholsoros dehidracié utdan 1%-os uranyl-acetattal kontrasztositottuk 6ket, majd
Durcupan-os gyantaba keriltek. A tovadbbi kontrasztositast élom-citrattal végeztiik, majd a
mintak elektronmikroszkdpos vizsgélatat végeztiik el, Jeol 1200EX-1I elektronmikroszképpal. A
kvantifikacié alapjat a latétérben elhelyezked6 mielinizalt/demielinizalt axonok aranya
képezte, illetve az axonok keresztmetszetének mérete. Az operator és kiértékelést végzé

személy el6tt nem volt ismert a csoportbeosztas.

7.10 Statisztika

Az eredmények statisztikai elemzését minden esetben a GraphPad Prism szoftver
segitségével végeztiik el (GraphPad Prism version 8.0.1 for Windows, GraphPad Software, San
Diego, California USA). Az abrakon minden esetben az atlag +/- a kozépérték kozepes hibaja
(S.E.M.) kerdlt feltiintetésre. A gPCR eredmények, illetve az MRI eredmények 6sszevetésénél
egyutas ANOVA-t és Tukey-féle 6sszehasonlitd tesztet hajtottunk végre a szignifikancia értékek
meghatarozdsahoz. A szovettani eredmények 6sszevetésénél paros T-tesztet alkalmaztunk és

az egyedi p-értékeket mindenhol feltiintettik.
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8 Eredmények 1 (teljes TRPA-1 génhianyos egerek )
8.1 Altalanos allapot leirdsa

A kezelés hatdsdra az irodalombdl és a sajat kordbbi kisérleteinkbdl ismert moderalt
sulyvesztést figyeltik meg, igaz ennek a nagy része inkdbb gyarapodas elmaradast jelent,
mintsem valddi fogyast. A TRPA1 vad és KO csoport kozott szignifikans kilonbséget nem

figyeltiink meg (két-utas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel).

Ateljes kisérletsorozat alatt (0sszesen 90 egér) 2 egér mutatott ,betegség jeleket” (kevés
mozgas, agitaltsag, rossz étvagy, sulyos fogyas, agresszid a tarsakkal szemben), ket kivontuk

a kisérlet aldl és kiméletes eutanaziaban részesitettik.

8.2 Mechanociceptiv kliszob mérés és motoros teljesit6képesség
A fajdalomkiiszob vizsgalatokban, sem a von-Frey filamentumokkal végzett, sem a (DPA-
val) végzett — egyébként sokkal kisebb variabilitdsu — vizsgdlatok esetén sem taldltunk

szignifikans kilonbséget a csoportok kozott (két-utas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel).

A hetente végzett vizsgalatok - mind a kapaszkodas, mind pedig a RotaRod esetében —
rendkivil robosztusnak és jol reprodukalhaténak bizonyultak, azonban szignifikans eltérést

ezekben a vizsgdlatokban sem taldltunk (két-utas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel).

A . TRPAT WTCTAL & TRPA1 KO CTRL B ~1rRPAIWTCTRL & TRPAT KO CTRL
& TRPATWT GPZ & TRPA1 KO GPZ = TRPA1 'WT CP2Z B TRPAT KO CPZ
= . £ o
¥ ¥ T - g
I £
1 e 8= 4
£ - . % .1 g!
Pl e 1 §1
E A eN“P 1 E H
B 1
o 1 2 3 4 3 0 1 2 i A 3
weeks weeks
~ TRPA1WTCTRL @ TRPA1 KO CTRL « THPA1WT CTRL & TRPA! KO CTRL
= TRPAT WT CPZ © TRPA1 KO CPZ = TREA1 WT CPZ = TRPAT KO CPZ
» b i
£ Ty - e 5::::5— . -
£3 EE. af
23 £F
2219 2%
£ E€ =
=5 s =k

a 1 2 3
wienhks

9. Abra. A hetente torténd mechanociceptiv kiiszéb és motoros teljesit6képesség teszt eredményei. A
mechanociceptiv kiisziibot von Frey filament mddszerrel (A) és DPA-val (B) is megmértiik. A motoros teljesitGképességet
RotaRod berendezéssel (C), illetve horizontalis kapaszkodasi teszttel (D) hataroztuk meg. Az adatok az atlagot és S.E.M.-et

jeldlnek (n=8-9/csoport)
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E negativ eredmények lzenete szamunkra kett6s. Egyik oldalrél ravilagit a cuprizone
modell korlataira, hiszen a human SM-ben viszonylag korai fazisban is kimutathaté az izomeré

gyengllése és az egyensulyozas zavarai is.

Masik oldalrél azonban megerdsit minket abban, hogy a kisérletbe bevont allatok jéléte
nem séril sulyosan, igy nem idéziink el6 olyan mértékd diszkomfortot, vagy szenvedést, amely
onmagaban is hatdssal lehetne az dllatok fizikai allapotara, illetve lehetetlenné tennék a
magatartasvizsgalatok kivitelezését. Osszességében nézve megitélésem szerint a modell pre-
klinikai hasznalhatdsaganak szempontjdbdl inkdbb pozitivhak tekinthet6ek ezek az

eredmények.

8.3  Y-maze teszt

Kordbban leirtak (Xu, Yang et al. 2009), hogy sikerilt kimutatni kiilénbséget a cuprizonnal
kezelt és az egészséges egerek munkamemoridja kozott, ezért mi is elvégeztiik ezeket a
kisérleteket. Igaz talalunk olyan tanulmanyt is, mely szerint intakt maradt ez a funkcié (Zhang,
Zhang et al. 2013). Nem sikerdlt szignifikans kilonbséget taldlnunk, ellenben tébb olyan
jelenségre is felfigyeltiink, amely ezt megmagyarazhatja. A hetente ismételt kisérletekben az
allatok a harmadik-negyedik alkalomra mar habitudldédtak a vizsgalati kortilményekhez, igy
elvesztették érdeklGdésiiket a kisérleti kornyezet irdnt, illetve mindkét cuprizonos csoportban
joval magasabbak voltak az alternaciés szamok kezdetben a kordbban leirt és dltalunk is
megfigyelt fokozott exploracios viselkedés miatt. A kisérleteket tébb helyszinen és operatorral
is elvégeztik, de minden alkalommal erre jutottunk. Ez a két jelenség olyan mértékben
torzitotta az adatokat, hogy azt a kovetkeztetést kellett levonnunk, hogy ez a vizsgalat

korrekten nem hasznalhaté a cuprizone modellben.
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8.4

Open-field teszt

A cuprizone kezelt WT egerek tobb id6t toltottek mozgdsban és az atlagsebességiik is

magasabb volt, mint a kezeletlen WT egereké a 2. és 3. héten. (p<0,01 és p<0,001, két utas

ANOVA és Bonferroni post hoc teszt)
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. A hetente mért spontdn aktivitds eredményei. A mozgdssal téltétt id6 (A), a vizsgdlat ideje alatt megtett teljes tavolsag

(B), az datlagos sebesség (C) és az dgaskoddsok szama (D) jelenik meg a grafikonokon. (Az adatok dtlagot és S.E.M.-et jel6Inek, n=
13-17/csoport) *(p <0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)-al a kontroll (CTRL) és a cuprizonnal kezelt (CPZ) csoport kézétti szignifikdns
eltérést jeleztiik. #-el a a vad (WT) és total KO (KO) csoportok kézti szignifikdans kiilénbséget jeleztiik.

A kezelt és kontroll TRPA1 KO 3allatok viselkedése kozott kizardlag a 3. héten volt

szignifikdns a kiilonbség a mozgdssal toltott id6ben (p<0,05) és a 2. héten volt kilonbség az

atlagsebességben (p<0,1) és a megtett tavolsagban (p<0,01). Ezekben a paraméterekben nem

talaltunk szignifikans kilonbséget a kezelt TRPA-1 WT és KO csoportok kozott. Masrészt

szignifikdansan magasabb ,4gaskodds” szdmokat hozott létre a cuprizone kezelés a WT
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csoportban mar a 2. héttél, amely fenn is maradt egészen az 5. hétig, mint a KO csoportban. A

nyilt téren toltott id6ben nem talaltunk kilénbséget egyik csoportban sem.

8.5 T2-sulyozott *H MRI mérések

A modell idébeni lefutdsanak kovetésére a legalkalmasabb mddszernek a T2-sulyozott
MR-képalkotds bizonyult. A baseline mérést kovetben a 2. héttdl a 6. hétig kdvettilk nyomon
a folyamatot. A kontroll csoportok — mind a TRPA-1 KO mind a WT — a teljes kisérlet soran nem
mutattak érdemi valtozast a mért pixelintenzitasban a corpus callosum teriletén. A kisérlet
elérehaladtaval, a vizsgalt 6 hetes id6tavban tehat az allatok természetes 6regedése nem

vdltoztatja meg érdemben a mielinizaltsag fokat.

A cuprizone kezelés azonban a WT csoportban a 2. héttél a kisérlet végéig szignifikans
intenzitasnovekedést okozott a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,001, minden idépontban).
Ezzel szemben a cuprizone csak szignifikansan kisebb valtozast tudott |étrehozni a TRPA-1 KO
csoportban és az kiilénbség a teljes kisérlet alatt megfigyelhet6. A legnagyobb protektiv hatast

a 3. héten figyeltik meg 149% a WT csoportban vs. 126% a KO csoportban.
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11. Abra. A T2-stulyozott MRI felvételeken megjelend intenzitdsvdltozdsok a kisérlet 2. és 6. hete kézétt. Az dbra A részén
reprezentativ képeket jelenitettiink meg a kisérlet 3 hetérdl. Az adbra B részén a kisérlet teljes ideje alatt elkészitett képek
alapjén meghatdrozott jelintenzitdsok szerepelnek. Az adatok az dtlagot és S.E.M.-et jelének, n=3/csoport. Minden dllat
minden eredménye a sajat individudlis baseline mérésére lett normalizdlva és %-os értékekben kifejezve. *(p
<0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)-al a kontroll (CTRL) és a cuprizonnal kezelt (CPZ) csoport k6zétti szignifikdns eltérést jeleztiik.
#-el a a vad (WT) és total KO (KO) csoportok kézti szignifikdns kiilonbséget jeleztiik.
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A  %-0s meghatdrozas az

adott

alapvonal

méréséhez viszonyitott

intenzitdsnovekedés mértéke, 100%-nak a kezdeti allapotot vettem. A vizsgdlt agyterilet

7

viztartalma a kisérlet késGbbi szakaszaban parhuzamosan csokkent mindkét kezelt csoportban,

de a protektiv hatds a kisérlet teljes ideje alatt kimutathato.

8.6  Luxol-Fast-Blue festés a demielinizacio fokdnak megallapitdsara a 3. héten

A corpus callosum LFB vizsgalata a 3. héten a WT csoportban gyakorlatilag teljes

mielinvesztést jelzett a cuprizone hatdsara. A TRPA1 KO allatokban is megfigyelhets, a

demielinizaltsag foka ellenben sokkal moderdltabb mértékd. A szbvettani vizsgdlat tehat

o

aldtamasztotta a kisérlet soran elGallitott MRI eredményeket.
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12. Abra. Az LFB/CV festés eredményei a kezelés 3. hete utdn. Az drba A részén reprezentativ képeket jelenitettiink
meg (koronadlis siki metszet, -0,1 mm a bregmdatdl, Scale Bar 100um). A kék szin jeléli az intakt mielin mennyiségét.
*(p <0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)-al a kontroll (CTRL) és a cuprizonnal kezelt (CPZ) csoport k6z6tti szignifikans
eltérést jeleztiik. #-el a a vad (WT) és total KO (KO) csoportok kézti szignifikdans kiilénbséget jeleztiik.



8.7 Asztrocita és mikroglia/makrofag akkumulacio és aktivacio

A GFAP és Iba-1 jelolés szignifikans emelkedést mutatott a mikroglia/makrofag, illetve
asztrocita aktivacié kapcsan a 3. hét végén. A TRPA-1 KO csoportban ez a mutatd is Iényegesen
alacsonyabb értéket vett fel. Az immunhisztokémiai vizsgalatok tehdt egyértelmien
aldtamasztjak, hogy szignifikdns védé szerepe van a TRPA-1 receptor hidnyanak a cuprizone

hatasaval szemben.

A TRPA1 WT CONTROL TRPA1 WT CUPRIZO_NE TRPA1 KO CUPR_I;OHE
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WTCTRL WTCPZ KOCTRL KO CPZ WTCTRL WTCPZ KOCTRL KOCPZ

13. Abra. Az asztrocita és mikroglia/makrofdg akkumuldcié és aktivdcié megjelenitése GFAP és Ibal immunhisztokémidval, a
kezelés 3. hete utdn. Az A és B szegmenseken reprezentativ képeket helyeztiink el (korondlis siki metszetek, -0,22 mm a
bregmatdl, Scale bar 50 um). A C szegmensen a GFAP jel6lés, a D szegmensen az Ibal jel6lés eredményei lathatdak. n=5-
6/csoport *(p <0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)-al a kontroll (CTRL) és a cuprizonnal kezelt (CPZ) csoport k6zétti szignifikdns

eltérést jeleztiik. #-el a a vad (WT) és total KO (KO) csoportok kézti szignifikdns kiilénbséget jeleztiik.
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8.8 Elektronmikroszkdépos vizsgdlat

Az elektronmikroszkdpos vizsgdlat sordn a mielin-vesztett axonok szdmat, illetve az
axonok atméréjét vizsgaltuk. Mindkét értékben dramai csokkenést okozott a kezelés a kontroll

csoportokhoz viszonyitva, ezzel egyitt azonban sokkal stlyosabb az elvaltozas a TRPA-1 WT

csoportban.

A TRPA1 WT CONTROL TRPA1 KO CONTROL
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14. Abra. Az axonok és a mielin dllapotdnak mikrostrukturdlis jellemzésére elektronmikroszkopos vizsgdlatokat végeztiink. Az
A szegmensen reprezentativ képek Idthatoak a kezelés 3. hete utdn. Mind a WT, mind a KO csoportban komoly kdrosodds
figyelheté meg, azonban a TRPA-1 receptor hidnydban fellépé protektiv hatds igy is szembetiin. A B szegmensen
megjelenitett adatok 10-10 kép kiértékelésébdl adédnak dssze csoportonként 3 dllatbdl. *(p <0,05),**(p<0,01), ***(p<0,001)-
al a kontroll (CTRL) és a cuprizonnal kezelt (CPZ) csoport k6zétti szignifikdns eltérést jeleztiik. #-el a a vad (WT) és total KO (KO)

csoportok kézti szignifikans kiilonbséget jeleztiik.
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9 TRPA-1 szelektiv antagonistaval torténd gatlasanak hatasa

Miutan az eddig leirt eredmények alapjan bizonyithatd, hogy a TRPA-1 receptor fontos
moduldator lehet a neurogén gyulladassal jaré demieleinizacids betegségekben, kézenfekvd
volt, hogy kisérletet tegyiink a receptor gatldsara egy gyogyszerjelolttel, igy egy pilot preklinikai

vizsgdlatot végeztiink az AMGO0902 jel( vegyiilettel.

rTRPA1 45Ca?* Flux ICsy: 0.071 pM
hTRPA1 #5Ca®* Flux ICgp: 0.131 uM

15. Abra. Az AMG0902 szerkezete (Schenkel, Olivieri et al. 2016)

Az irodalomban fellelhet6 adatok alapjan ez a vegyiilet potens, teljes antagonistanak
mutatkozik in vitro vizsgalatokban, tovabba nem toxikus jellege alkalmassda teheti az in vivo
tesztek elvégzésére. Patkdnyon elvégzett kisérletek soran sikeriilt korabban leirni a TRPA-1 in
vivo gatlasdnak tulajdonitott hatasokat (Lehto, Weyer et al. 2016). Meg kell itt jegyezni, hogy
az agyba vald bejutdsa a szernek relative alacsony ( liquor/plasma megoszlas 0,2 ), illetve
egéren végzett vizsgdlatokra nincs adat az irodalomban, de a receptorok szerkezetének

vizsgalata alapjan hasonld hatasokra szamithatunk (Bianchi, Zhang et al. 2012).

A cuprizone kezelést a 7.2 pontban leirtaknak megfelel6en végeztik el ismét, annyi
valtoztatassal, hogy ez esetben csak a 3. hétig folytattuk a vizsgdlatot, majd termindltuk az
allatokat és a 7.8 fejezetben leirt vizsgalatokat végeztik el. Az AMG0902 jel(i vegyiiletet napi
kétszeri ordlis szondazas utjan juttattuk be a kisérleti allatokba. Az adatok alapjan semmilyen
hatdst nem tudtunk kimutatni a szer hatdsdra, sem 6nmagaban a kontroll allatokban, sem

pedig a cuprizonnal kezelt csoportban.
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A kisérlet végére arra jutottunk, hogy egérben, a korlatozott mennyiségl gyégyszerbeadas
miatt, nem tudtunk kell6 koncentraciét létrehozni az agyban. Ezt a problémat egy

szofisztikaltabb hatéanyag beaddsi mdéddal kivantuk eliminalni a kisérleti rendszerinkbdl.

A kovetkez6 periddusban intracerebroventrikularis (ICV) beaddasmdddal prébalkoztunk,
egyszer hasznalatos, steril, bér alad lltetheté ozmotikus pumpa segitségével (ALZET Osmotic
Pumps, 10260 Bubb Road Cupertino, CA 95014-4166). Ebben az esetben azonban a szer nem
kielégit6 oldhatdsdga jelentett gatat az effektiv koncentracié létrehozdsaban. Nem volt
lehetséges megfelel6 mennyiségl anyag beoldasa és bejuttatdsa az ozmotikus pumpa

matrixaba, igy ezzel a beaddsi méddal is azonos eredményre jutottunk.

Azt sem zarhatjuk ki teljesen, hogy azzal az igen ritka esettel allunk szemben, hogy az egér
és a patkany TRPA-1 receptor szerkezetében mutatkozé igen kis eltérés megvaltoztatja az
AMGO0902 receptorhoz valé affinitasat, annak ellenére, hogy ezen dllatfajok esetében a
szerkezet és ezért a farmakoldgiai karakterisztika is nagyon hasonld (Bianchi, Zhang et al.

2012).

10 Diszkusszid 1

Az eddigiekben leirt munkdm sordn sikerilt megerd8siteni azt a korabban leirt felvetést
(Saghy, Sipos et al. 2016), amely szerint a TRPA-1 receptornak kozvetit6 szerepe lehet a
cuprizone indukalta demielinizaciés modellben. Mivel a receptor minden testi sejtbdl hidnyzik,
a kialakulé elvaltozas inkabb arra enged kovetkeztetni, hogy a protektiv hatas inkabb a
demielinizacido enyhébb fokdban, sem mint a potensebb remielinizdciéban nyilvanul meg,
aldtamasztja, hogy a 6 hetes protokollban is |athaté érett oligodendrocita szdm emelkedés a

total KO allatok esetében.

Munkdm eddig bemutatott részében tébb Uj informacioéra is fény derilt. A cuprizone
kezelt WT és KO allatok kozott kialakulé kiilénbség nyomon kévethet6 MRI-vel, mar a 2. héten

megjelenik és a kisérlet teljes ideje alatt fennmarad. Ugyanez a szignifikans kilénbség nyomon
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kovethet6 LFB festéssel is, tovdbba az asztrocita és mikroglia aktivacié is kimutathaté.
Bizonyitottuk, hogy az MRI-vel és szovettani/immunhisztokémiai vizsgalatokkal detektalt
elvaltozasokhoz mikrostrukturalis eltérések is tartoznak, amelyek ugyancsak szignifikansan
kisebb mértéket oltenek TRPA-1 receptor hidnydban. Kijelentheté tehat, hogy mind a
szovettan mind az MRI alkalmas a mielinizacié és a gyulladds vizsgdlatdra, tovabba
eredményeik egybevagnak. Az elektronmikroszkdpos felvételek mind a mielinvesztett axonok

szdmdaban, mind az atmérdk terén szignifikans eltérést mutatott.

A viselkedésbeli elvaltozasok nyomon kovetésére tett kisérletlink részben zarult sikerrel.
Meggy6z6 kilonbséget kizardlag az ,dgaskodasok” szamadaban sikertlt kimutatni, a tobbi
vizsgalt paraméter esetében nem. Ezen negativ eredmények okai, a gyakorlati tapasztalatok
alapjan nem feltétlendl a kilonbségek hianyaban keresend6ek, sokkal inkabb
magatartdsvizsgalatok azon tulajdonsagaban, hogy a finomabb elvaltozasok detektalasara

nem tokéletesen alkalmasak, illetve az allatok természetes habituacidjaban.

Munkam soran nem sikerilt kimutatnom érdemi eltérést a motoros funkcidoban sem,
(kapaszkodasi és RotaRod teszt) igaz irodalmi adatok alapjan ez nem meglepd, a modell tobbé-
kevésbé ismert restrikcidi kozé tartozik. Ebben a tekintetben a cuprizone modell éles
ellentétben all a toébbi SM dllatmodellel, mivel példdul az EAE (experimental autoimmune
encephalomyelitis) modell egyik legsulyosabb és legjellemz6bb tiinete a koran jelentkezé és
gyorsan progredialé paralizis (Pachner 2011, Kipp, Nyamoya et al. 2017). Meg kell jegyezni,
hogy ezen hatdsok miatt a tobbi modell hasznalhatésaga lényegesen korlatozott az allatok

fizikai allapotromlasa miatt.

A mechanociceptiv kiisz6b vizsgalataval eddig adds volt a tudomanyos kdzosség, mivel a
human SM-ben ez szintén egy ismert tiinet. Ebben a kérdésben is negativ eredményre
jutottunk, ami szintén nem meglepd, figyelembe véve, hogy a cuprizone leginkabb a kdzponti
idegrendszeri tiinetek modellezésére alkalmas (Arnyalja a képet, hogy mindezek ellenére hideg
allodyniat irtak mar le ebben a modellben, igaz csak egyetlen tanulmanyban (Olechowski,
Truong et al. 2009). Ezt tamasztja ald egy kordbbi cikk is, amely leirta, hogy a gerincvel6ben

nem torténik oligodendrocita vesztés (Herder, Hansmann et al. 2011).
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A modell er6sségének tekinthetd, hogy a jol reprodukdlhaté demielinizacié mind
képalkotdssal, mind pedig szovettani vizsgalatokkal jol tanulmdanyozhatd, mikoézben a

kisérletbe vont egereket megtartjak kielégit6 fizikai kondiciéjukat.

A magatartdsvizsgalatok soran megemelkedett explorativ viselkedést figyeltink meg
mindkét kezelt csoportban, amely mind az agaskodasban mind pedig a lokomécidban tetten
érheté volt. Hasonld viselkedésmintazatot korabban is leirtak, emelkedett maszasi
hajlanddsagot és csokkent szorongast figyeltek meg, igaz mas maddszerekkel vizsgaltdk az

allatokat (Franco-Pons, Torrente et al. 2007, Xu, Yang et al. 2009).

Az eddig leirtak alapjan kitlnik, hogy mennyire valtozatos képet mutat az allatok
viselkedési, illetve fizikai allapota. A modellrél jelenleg rendelkezésre all6 ismeretek alapjan
ezek az eltérések nem is magyarazhatdak konnyen. Tudjuk azt, hogy a cuprizone leginkabb csak
az agyban, ott is f6leg a corpus callosum teriiletén hoz létre elvaltozdsokat, tt azonban igen
erGteljes hatas figyelhet6 meg. Tudjuk azt is, hogy a corpus callosum atvagasa érdemi
funkciocsokkenést 6nmagaban nem okoz egérben (Schalomon and Wahlsten 2002).
Kilonb6z6, egymassal nem egyértelmden kapcsolatba hozhatd képletekben is megfigyelhetd
demielinizacié a szlirkeadllomany egyes teriletein (Skripuletz, Lindner et al. 2008, Koutsoudaki,
Skripuletz et al. 2009, Skripuletz, Bussmann et al. 2010, Gudi, Gingele et al. 2014), tovabba
demielinizacié nélkul fellépé metabolikus valtozdsokra utalé jeleket is leirtak egyes teriletek

vizsgalata sordn (Goldberg, Clarner et al. 2015).

Mivel vizsgalataink kdzéppontjdban a corpus callosum 3ll, nem zarhatjuk ki, hogy a
védbhatds sem egyenletesen alakul ki az agy egyes teriiletein, ezt azonban igen nehéz vizsgalni,
hiszen nem igazdan irtak le még jdl korulhatarolhatd, reprodukalhaté elvaltozdsokat sem mas
agyterileteken, igy ezen bizonytalan elvdltozasok meg,- vagy tavollétének vizsgalata
Onmagaban is egy sor metodikai problémat vet fel. A corpus callosumot jelent8s rosttéomege
és az azon megfigylehet§ markans elvaltozdsok teszik alkalmassa a modell hatdsainak

vizsgdlatara. Ez a kérdéskor azonban feltétlendl tovabbi vizsgalatokat igényel.

A neurotranszmisszidban beallt valtozasokat is leirtak korabban, MAO-oxidaz és dopamin-

B-hidroxilaz aktivitas csokkenés, illetve dopamin szint emelkedés mutathaté ki a prefrontalis
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cortexben (Xu, Yang et al. 2009), tovabb3a a GABA/glutamat egyensuly zavarait is leirtak (Praet,
Orije et al. 2015). Tovdbb bonyolitja a helyzetet, hogy egyes tanulmanyok szerint a cuprizone
kezelés alkalmas lehet skizofrénia modellezésére is (Herring and Konradi 2011, Xu and Li 2011),
igaz, véleményem szerint ezek a hangok még nem nyertek kell6 bizonyitast, még akkor sem,
ha vannak hasonldsdgok a viselkedésben megfigyelt eltérésekben a human skizofrénidval
Osszevetve. Ezen allitdsok aldtdmasztdsara az egér agy fehérdllomanyanak alaposabb

vizsgalatara lenne sziikség, ez azonban jelenlegi munkdmnak nem targya.

A morfoldgiai elvaltozasokat pontosan nyomon tudtuk koévetni az MRI-vel. ld6ben
feloldott vizsgalatokat végeztiink, feltérképeztilk a corpus callosum teriletén kialakuld
demielinizaciot és az kovetkezményesen kialakuld T2-jelintenzitds ndvekedését. Az igy kapott
eredményeket validaltuk a szovettani, immunhisztokémiai és elektronmikroszképos
vizsgdlatokkal is. Arra a jelenségre is fény deriilt az MRI segitségével, hogy valéjaban a 3-4.
héten a legsulyosabb az elvaltozds, utana némi remielinizacio figyelhet6 meg a modellben. Ez
is megerdsitett minket abban, hogy az id6ben ismételhetd in vivo képalkotd metodika
mennyire értékes eszkdz ezekben a kisérletekben szemben a csak egyetlen pontbdl
informacidt add post mortem szovettani eljardsokkal. Az idébeli lefolydsrél a hagyomanyos
maodszerekkel csak igen nagyszamu allat felaldozasa aran juthattunk volna informéacidhoz. Az
adatok részletes vizsgdlata azt is megmutatta, hogy a kezdeti allapotban is viszonylag nagy
egyedek koOzotti variancia mutatkozott, igy az o©nkontrollos elrendezés rendkiviil

nagymértékben ndvelte az eredmények megbizhatdsagat.

A kutatdcsoportunk kordbban leirta, hogy a 6. héten szignifikdns kiilonbség mutatkozik a
TRPA-1 vad és KO dllatok kozott. Jelenlegi munkam pedig bizonyitotta, hogy a kilonbség
szdmos vizsgdlt paraméterben a korabbi id6pontokban is fennall. Az eredményekbdl az is
kitlinik, hogy a kisérlet kés8i szakaszdban fellépd remielinizdcié is az asztrocita és
mikroglia/makrofag aktivacio jelenlétében torténik, igy ezen sejtek is sziikségesek lehetnek a
kialakult karosodas enyhitéséhez. Ezen sejtek neurogén proinflammatorikus hatdsa széles
kérben ismert és elfogadott, de eredményeink alapjan feltételezhet6, hogy a repardcids
folyamatokban hasonldéan hangsulyos szereplk lehet, az altaluk termelt citokineknek és

novekedési faktoroknak. Szerepiik még nem tisztazott a kialakulé remielinizacidban, illetve az
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részben, vagy részben sem feltérképezettek igen nehéz elhelyezni, ebben a rendkivil komplex
jelatvitelben a TRPA-1 szerepét és jelent6ségét, azonban a folyamatra gyakorolt meghatarozé

szerepe tagadhatatlan.

A TRPA-1 receptor kifejez6dése tobb fliggetlen kutatdcsoport altal megerésitett,
beleértve a mi csoportunk korabbi munkajat is (Shigetomi, Tong et al. 2012, Shigetomi,
Jackson-Weaver et al. 2013, Lee, Lee et al. 2016, Saghy, Sipos et al. 2016), tovabba vizsgdltak
a Ca’?* permeadbilis csatorndk szerepét a demielinizacié kialakuldsaban is (Hamilton,
Kolodziejczyk et al. 2016). Egér Alzheimer modellben kimutattak, hogy a TRPA-1 csatorna
medidlja az asztrocitakbol torténd citokin felszabadulast NFkB hatasara (Lee, Lee et al. 2016),
tovabba azt is tudjuk, hogy az NFkB jelatvitel gatlasa képes csokkenteni a neurotoxinok altal
kivaltott demielinizacié fokat (Brick, Pfortner et al. 2012). Masrészrél Skripuletz és
munkatdrsai leirtdk, hogy a proliferdlé asztrocitak ablaciéja nem képes csokkenteni az
oligodendroglia pusztulast, csupan a mikorglia/makrofag aktivaciot késlelteti, amely idében

eltolt mielinvesztében manifesztalédik (Skripuletz, Hackstette et al. 2013).

Eredményeinket 0sszegezve arra jutottunk, hogy a TRPA-1 receptor kapcsolatot teremt az
aktivalt asztrocita és az oligodendrocita koz6tt, amely Iétrején a cuprizone okozta oxidativ
stressz  kovetkezményeképpen és emelkedett citoszolikus Ca?*-szintet hoz létre az
oligondendrocitaban, amely sulyos proinflammatorikus folyamatokat indit el mindkét
sejttipusban. Ezek a gyulladasos folyamatok csucsosodnak ki a sulyos oligodendroglia
pusztulasban és a kovetkezményes mielinvesztésben is. A TRPA-1 receptor szerep ugyanakkor

tovabbra sem tisztazott a remielinizdcié folyamatdban sem.
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16. Abra. Az asztrocita és oligodendrocita tengely jeldtviteli folyamatainak legfébb elemei,

Nem szabad elfeledkezniink arrél sem, hogy a kisérleteket TRPA-1 teljes KO allatokon
végeztem, ami azt jelenti, hogy az egerek teljes életében, minden testi sejtiikbél hidnyzik a
TRPA-1 receptor. A nem teljesen koherens eredményeket is ennek a ténynek a fényében kell
értékelniink. Az a tény, hogy a TRPA-1 receptor hidnya dnmagaban ilyen markans protektiv
hatdst képes kifejteni, megerGsitett minket abban, potencidlis gydgyszercélpontként tovabbi

vizsgalédast igényel.

Annak érdekében tehat, hogy ezt a rendkiviil komplex képet kezelhet6bbé tegyiik, az els6é
lépésként az tlnik kézenfekvének, hogy egy TRPA-1 hatdsok tekintetében specifikusabb
modellrendszert vdlasszunk. Mivel in vivo kisérletekrél van szé, igy minden tovabbi
vizsgalatnak az el6feltétele a megfelel6en megvalasztott modellallat kell hogy legyen. Az eddig
leirt megfontoldsok mentén arra a dontésre jutottunk, hogy kondicionalt KO allatokra térink

at a vizsgalatok tovabbi szakaszdban.
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11 TRPA-1 GFAP-Cre kondicionalt KO egérmodell

Munkank madsodik szakaszaban mGFAP-Cre kondiciondlt TRPA-1 deletdlt egereken

vizsgdaltuk a TRPA-1 receptor hidnyat, amelyeket magunk hoztunk létre az intézet allathazaban.

A floxolt TRPA-1-et homozigétan hordozé allatokat (B6.129S-Trpaltm2Kykw/J, stock
number #008650) kereszteztlink GFAP promoterrel iranyitott Cre rekombindz gént
hemizigétan hordozo egerekkel ((B6.Cg-Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2J, stock number #024098),
amelyeket a Jackson Laboratory-tél vasdaroltunk (Bar Harbor, ME, USA). Csak a néstény egerek
hordoztdk a GFAP-Cre transzgént, hogy elkerlljik a nem specifikus Cre aktivaciét a
spermatogenezis soran, illetve a GFAP-Cre transzgént csak egy kopiaban hordoztdk, az
aspecifikus rekombinacié elkeriilése miatt. Els6 |épésben a GFAP-Cre heterozigéta (GFAP-Cre*/”
) néstényeket péroztattuk a floxolt TRPA-1 homozigéta (TRPA-1 7/F) himekkel. Az ebbdl
szliletett mindkét génre heterozigdta néstényeket visszakereszteztiik a TRPA-1 F/F himekkel.
Az ebbdl a konstellacidbdl sziiletett Cre*/- TRPA1 F/F himek képeztak a vizsgélataink alapjat,
illetve az alomtestvéreik (Cre*” TRPA-1F/- és Cre /- TRPA-1 F/F') hetero és floxolt kontrollként
szolgaltak. Miden allat genotipusat meghataroztuk a farokbdl vett szévetminta segitségével. A
Flox-Cre eljards egyik jellemzGje a ritkan, de el6fordulé teljes egyedre kiterjedd total KO

genotipus. Ezeket az allatokat genotipizalasa utan kizartuk a tovabbi kisérletekbdl.

TRPALY

17. Abra. A tenyésztés legfontosabb lépései
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12 Anyagok és mddszerek 2
12.1 Genotipizalas

A genotipizalas a forgalmazd altal ajanlott protokoll alapjan tortént. A floxolt TRPA-1
genotipus meghatarozasra kertilt olMR9168 forward primerrel és olMR9169 reverse primerrel,
amelyek 359 bazis hosszusagu “floxolt” és/vagy 472 bazis hosszusagu “vad” PCR termékeket
eredményeztek. A GFAP-Cre genotipust 15831-es forward és 15832-es reverse primerrel
teszteltik, bels6 pozitiv kontrollal (forward primer olMR8744, reverse primer olMR8745)
amely kb 200 bazis hosszUsagu pozitiv kontroll terméket, illetve kb 400 bazis hosszusagu GFAP-
Cre pozitiv terméket eredményezett. A kondicionalt TRPA-1 KO genotipizalast exon21 forward
és 0IMR9169 reverse primerrel végeztiik, amely vagy 609 bazis hosszban KO, vagy 359 bazis
hosszban intakt floxolt, és/vagy 472 bazis hosszban intakt vad genotipust meghatarozé

terméket eredményezett.

A kondicionalt TRPA-1 KO messenger RNS analizist is elvégeztiik RT-PCR mddszerrel,
exon21 forward, illetve exon25 reverse primerrel, amelyek 573 bazis hosszUsagu (intakt) vagy

191 bazis hosszusagu (KO) termékeket hoztak létre.

12.2 TRPA-1 kvantitativ RT-PCR

Teljes RNS izolaciot is végeztiink homogenizalt cortex mintakbdl (TRI-reagenssel és
Direct-Zol RNS izoldlé kittel) a gydrtdi ajanlds szerint. A tisztitott RNS-t kvantifikaltuk
spektrofotométerrel (NanoDrop ND-1000), illetve kezeltik a mintat DNAse | enzimmel
(ThermoScientific) a genomidlis DNS kontamindcié megsziintetésére. Az elsé cDNS szdlat
Maxima First Strand cDNS Kit segitségével szintetizaltuk. A PCR reakciéban SensiFastProbe Lo-
ROX Kitet alkalmaztunk. A forward primer a 23-as, a reverse primer pedig a 24-es exonon van
kotve, illetve a jelolt préba (56FAM/tgggcagcet/ZEN/tattgccttcacaat/31ABKFQ) szintén a 23-as
exonon van kotve. A futtatast egy Applied Biosystems Quantstudio5 quantitative PCR
berendezésen végeztiik, a kbvetkez§ paraméterekkel; 3 perc denaturacid 95°C, 40 ciklus 95°C-
on 30 masodperccel, annealing reakcié 62°C-on 30 masodpercig, majd extenzié 72 °C-on 1

percig. Mivel Ugy terveztik meg a reakcidt, hogy a primer és a préba komplementere a
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rekombindcid soran kiesik, ezért csak az intakt TRPA-1 mRNS lesz képes detektalhatd jelet adni.
Az egér B-aktint vettik referenciaként és az expresszido meghatarozasara Prime Time Std qPCR
Assay-t haszndltunk, azonos setup mellett. Minden gPCR reakcidt duplikalva végeztiink el a Ct
értékek meghatarozadsahoz. A dCt értékek meghatarozasahoz a referencia B-aktin Ct értékét
kivontuk a TRPA-1 Ct értékébdl. A ddCt értéket pedig Ugy szamitottuk ki miden mintéra, hogy
kivontuk a Cre”- dCt értékét (100%) az adott mintaébdl. Végezetill pedig a relativ expresszids

szintet jelenitettiik meg a kdvetkezd formulaval; 100/(299),

12.3 Szovettani vizsgalatok

A kisérlet masodik szakaszaban is a 7.8 fejezetben leirt vizsgalatokat hajtottuk végre
Luxol-Fast-Blue, GFAP és Iba-1 tekintetében, illetve egy tovabbi immunhisztokémiai tesztet is
végeztiink a mielin bazisos protein (MBP) kimutatdsara. Az el6készités utan 1 déran at
inkubdltuk a mintdkat primer anti-MBP (1:100, egér MAB, Novocastra No.: AB_563893). Az
eredmények kvantifikalasat az LFB esetében 0-3 kozti score-okkal, az Iba-1, GFAP és MBP

esetében pixel-intenzitas alapon végeztiik el, Imagel szoftverrel.

12.4 MRI-vizsgdlat (Magneses Magrezonancias Képalkotas)

A vizsgalatokat a korabban a 7.7 fejezetben leirtak szerint végeztiik el.

12.5 MR spektroszkdpia fejlesztése

Mivel a cuprizone altal kivaltott neurotoxicitas metabolomikai hatterérél még ma is igen
keveset tudunk, célunk volt egy in vivo MR spektroszkdpiai eljaras kifejlesztése is, amely képes
feltérképezni az energiametabolizmusban beallé valtozasokat is. A PTE-n rendelkezésre allo
kisallat MRI berendezés a kis térereje miatt (4,7T) erre a feladatra csak igen korldtozottan
alkalmas. Az irodalom jelenleg ilyen hardveres setup mellett nem ir le egéren végrehajtott in
vivo spektroszkdpiai eljarast. Nagyobb térerdn is igen kevés és mas profilu vizsgalatok allnak

rendelkezésre (Praet, Orije et al. 2015).
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Ismert jelenség, hogy a human neurodegenerdcios kérképekben — akarcsak a cuprizone
modellben — a korai fazisban nem lathaté elvaltozas sem a T1, sem a T2 sulyozott felvételeken.
A human diagnosztikdban hasznalatosak még demielinizciés korképekben diffuzié sulyozott
eljarasok — ezeknek részleteire most nem térnék ki — amelyek viszont rendkivil koriilményes
és idGigényes eljardsok, diagnosztikus értékik pedig alulmarad a hagyomanyos strukturdlis
képalkoté mddszerekhez képest. E problémak ismeretében egy spektralis eljaras kifejlesztése
mellett dontottink, amely taldn kordbban képes jelezni az kérfolyamatot, mintsem az
strukturalis elvaltozast okozna. Irodalmi adatokat ezen a vonalon nem talaltunk, de a korabbi
évek tapasztalata, illetve a témaban elvégzett szdmos kisérlet alapjan ugy értékeltik, érdemes
belefogni egy ilyen irdnyu fejlesztésbe is. Amennyiben sikerrel jarunk, dgy a keziinkben lehet

egy in vivo, nem invaziv korai diagnosztikus eszk6z a demielinizacidés kérképek vizsgalatahoz.

Mivel a rendelkezésre allé6 mUszeriink kifejezetten képalkotd eljardsokra lett fejlesztve a
gyartd altal, igy nem all rendelkezésre hozzd a spektroszképidhoz megfelel§ szekvencia. A
berendezés szoftvere ugyan ismeri a spektralis vizsgdlatokhoz sziikséges technikai
folyamatokat, ellenben nem rendelkezik — a gyartd sajat bevalldsa szerint sem - az
elvégzésiikhoz sziikséges megfelel§ paraméterkészlettel. Ennek tiikrében igen komoly kihivast
jelent a vizsgalatok elvégzéséhez alkalmas szekvencia bedllitdsa, a hozzd tartozé
nagysagrendileg 100, egymadsra hatd, matrixba rendez6d6 paraméterdsszedllitas megtaldlasa.
Tovabb nehezitette a helyzetiinket, hogy bar a berendezés a specifikdcidja alapjan,
hardveresen alkalmas az altalunk kivant vizsgalatok elvégzésére, de ez a gyakorlatban azt
jelenti, hogy tobb alkatrészt is a tlir6képessége hatdran fogunk haszndlni. A nem megfelel6
bedllitdsok alkalmazasa potencidlisan veszélyezteti a m(iszer épségét, ennek tudataban
minden egyes mérési szekvencia inditdsdt gondos mérlegelés, szdmitasok és szimulacidk
el6zték meg. Nem mellékes szempont a mdszer altal képviselt igen magas kutatdsi és anyagi
érték sem. Az eddig leirtak alapjan nem meglepé tény, hogy ezen m(iszeres setup mellett, az
in vivo spektroszkdpianak gyakorlatilag nincs irodalma, igy nem igazdn volt mire

tamaszkodnunk.

A fejlesztést egy sor gyarilag mellékelt, illetve késébb sajat magunk 3altal készitett

fantomon elvégzett pilot 'H méréssel kezdtik. Ezekkel a mérésekkel sikerilt hozzévetéleg
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meghataroznunk a sziikséges relaxacids és repeticids idéket, a kivitelezhetd térbeli felbontast,
a mérési id6k korlatait, a miszer altal elszenvedett driftet, a Iétrehozhato jel/zaj viszonyt és
annak idGigényét. Az altalunk létrehozott koncentrikus fantomokon ki kellett dolgoznunk a
kiils6 térfogati elnyomast (OVS), amely sziikséges az altalunk kivalasztott voxel vagy VOI (az a
térrész, ahonnan a jelet kivanjuk gydjteni az egér agyan belil) hatdrain kivilrél érkezé jelek
kizarasahoz, vagy minimalizalasdhoz. Amennyiben ezt nem —vagy nem megfelel6en — végezzik
el, elveszitjik a lokalizaltsagot, hiszen a kornyez6, szamunkra irrelevans szovetbdl (az agy
szomszédos részei, koponyacsont, izom és bGrszovet, stb) idegen jelek érkeznek. Anélkiil, hogy
a magneses magrezonancias mérések fizikai és technikai jellemzGire itt mélyebben kitérnék
(nem targya a dolgozatnak) meg kell jegyezni, hogy a valdsagban itt nyilvan nem térfogati
szeparacio torténik, hanem a kiolvasott FID-ek jellemz6i alapjan szamitassal jutunk egy adott
jel térbeli poziciéjdhoz, tehat nem megfelel6 bedllitdsok mellett azt kockaztatjuk, hogy
artefaktokkal terheljik a mérésiinket. Az OVS paramétereinek meghatarozasa komplex mintak
esetén a gyakorlatban mindig Ugy nevezett ,try and error” médszerrel torténik, nem tehetiink
mast, mint pilot mérések soran megkeressiik az optimalis beallitdsokat, belathatd, hogy az él6

szervezetnél komplexebb minta pedig nem létezik.

A H-mérések jellemzG8ibsl addddan az él6 szervezetekbdl és vizes oldatokbdl
nagysagrendekkel tobb vizjel érkezik, mint barmilyen szdmunkra érdekes molekula jele. Ez azt
eredményezi, hogy a viz protonjai altal |étrehozott olddszerjel elnyom minden mas — hozza
képest lényegesen gyengébb — jelet és lehetetlenné teszi a vizsgdlatokat. A kémiai
spektroszképidban ezt olddszer-hatasnak nevezziik. Ennek a problémanak a kezeléséhez a viz
jelét mesterségesen egy moduldtor pulzussal el kell nyomnunk, lehetéleg ugy, hogy a
legnagyobb hatékonysaggal csokkentse a viz jelét, de hatdsara a lehets legkisebb mértékben
torzuljon a spektrum tobbi része. A pilot vizsgalatok alapjan a VAPOR-eljaras (Tkac, Henry et

al. 2004) bizonyult a legmegfelel6bbnek.

A spektroszkdpias mddszerek megkovetelik az igen pontos Bo-térkép el8allitast is,
kivaltképp in vivo vizsgalatok esetén. A Bo-térkép lényegében a miszer elektromagnese altal
létrehozott rendkivil homogén elektromdagneses tér, minta (az él6, altatott allat maga) altali

torzitasat szamszerdsiti, amellyel a mérés sordn szamolnunk kell. Itt az értékek pontositasa
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jelent6s mérési id6 novekményt eredményez, igy itt is meg kellett taldlnunk a sziikséges és

elégséges szintet.

A rendelkezésre all6 alap szekvencidk kozil a pilot mérések soran a RARE (Rapid Aquisition
with Relaxation Enhancement) eljaras bizonyult a leghatékonyabbnak (Hennig, Nauerth et al.

1986).

Az optimalizalt eljardssal egy-egy allatot hozzavetSleg 1 éran at volt szikséges altatasban
tartani. Ez tapasztalataink alapjan —ebben a modellben - az dltaluk elviselhet§ id6 hataran van,
ezért ugy dontottiink, hogy két részre bontjuk a spektroszkdpiai mérést, majd matematikailag
Osszegezzilk 6ket. A kivalasztott mddszer erre lehet8séget is ad, igy ha esetleg az allatok nem
viselnék el ilyen hosszan a terhelést, akkor megszakitott mérés esetén is nyerhetiink némi
adatot (természetesen rosszabb minGségben). A kisérlet sordn szerencsére kiderdlt, hogy erre

nincs szlikség.

Az igy elGallitott nyers adatokat egy kilsé szoftverrel dolgoztuk fel (jMRUI). Mivel a
szoftver gyartdja nem ajanlja az alapvonal korrekcidt, igy ezt a |épést kihagytuk. 2048 pontos
zero filling, manudlisan torténd faziskorrekcié és 1 Hz-el végrehajtott apodizacié (Lorentz
flggvény szerint) utan, Hankel-Lanczos féle Singular Value Decomposition (HLSVD) (Pijnappel,
Van den Boogaart et al. 1992) eljarast hajtottunk végre, amely arra hivatott, hogy lehetéleg
elkilonitse a spektrumban megjelend egyedi komponenseket, igy lehet6séget adva azok

kvantifikacidjara.
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18. Abra. Az eredeti spektrum (D), a dekonvoludlt spektrum (C), az egyedi kmponensek (B), a visszamaradt jelek az extrakcié utdn

(A)
Az ilyen médon extrahdlt egyedi csucsokat nem abszolut, hanem relativ értékekben

fejeztiik ki, mivel az ilyen mdédon szdmolt értékkel robosztusabbd tehet6 a mérés.

Egy korabbi publikaciéban — igaz mas m(iszeres setup mellett - széles metabolikus profilt
kiséreltek meg feltérképezni (Orije, Kara et al. 2015) a cuprizone hosszu tdvu hatdsairdl, alig
néhany metabolit valtozasat sikeriilt kimutatniuk (nagyobb térerejd, erre dedikalt mdlszeren).
Erre tdmaszkodva ugy dontottiink, hogy arra a néhany metabolitra (NAA, kreatin és foszfo-
kreatin, taurin) koncentralunk, igy ezen a metabolikus valtozasok kimutatasara kiséreltiik meg

optimalizalni a sajat setupot.
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13 Eredmények 2 (GFAP-Cre TRPA-1 kondicionalt KO)

13.1 TRPA-1 kvantitativ RT-PCR eredmények

Az intakt mRNS szinteket hataroztuk meg RT-gPCR mddszerrel, egér cortex mintakbal.

Mind a Cre */- TRPA-1 /- csoportban (68%), mind pedig a Cre *- TRPA-1 F/Fl csoportban (77%)
szignifikans csokkenés figyelhet6 meg a képz8d6 mRNS mennyiségében. Ez az eredmény arra

utal, hogy a Cre-Lox rekombinacié hatdsdara jelent8sen lecsdkkent az érintett gén kifejez6dése.

TRPA1 expression in mouse brain
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19. Abra. Az intakt TRPA-1 mRNs relativ expressziés mintdzata. n=7-9/csoport, *(p <0,05),**(p<0,01)
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13.2 MRI eredmények

A kezelés hatdsara létrejoveé T2 jelintenzitds valtozdsat kovettiik a 2. és 6. hét kozott.

r

CU — Cre”/- TRPALF/F! i : CU - Cre*/- TRPALF/F!

CTRL - Cre”- TRPA1F/F CTRL - Cre*/- TRPA1F/- CTRL - Cre*/- TRPA1F/F!

20. Abra. Reprezentativ felvételek a kezelés 4. hetébdl. A fehér ellipszis jeléli a kvantifikdcio alapjat képezé medialis corpus

callosum tertiletét.

A kezeletlen kontroll csoportban az intenzitds gyakorlatilag nem valtozott és mas
elvaltozast sem fedeztiink fel a teljes kisérlet alatt. (21. Abra. A T2-stlyozott képeken
meghatarozott jelintenzitas valtozas a 2. és 6. hét kozott. Az értékek az atlagot és S.E.M.-et

jelolik (n=4/ csoport). 100%-nak az adott egyed baseline értékét vettik. *(p <0,05),**(p<0,01)

Ezzel szemben az intenzitdsok szignifikansan emelkedtek a cuprizone kezelt GFAP-Cre”-
TRPA-1"/-csoportban a GFAP-Cre*/"TRPA-1F/- és GFAP-Cre*/ TRPA-17/" csoportokhoz hasonlitva
a 3. és 4. héten egyarant. (21. Abra) A legnagyobb eltérés a negyedik héten mutatkozott a
GFAP-Cre”/"TRPA-17/- csoport (179,75%) és a GFAP-Cre*"TRPA-17/- csoport kdzott (134,75%).
Ez az eredmény azt mutatja, hogy mind a homozigéta, mind pedig a heterozigéta GFAP-Cre
kondicionalt KO allatokban jelent&sen enyhébb demielinizacid alakult ki a kezelés hatdsara. A
kés6bbi id6pontokban a kiilonbség ebben az esetben is csdkken, akar csak korabbi kisérleteink
soran, a total KO genotipus esetén. A kisérlet végére nem mutathatd ki szignifikans kiilonbség

a cuprizone kezelt GFAP-Cre/"TRPA-17/Fl, GFAP-Cre*/ TRPA-17/-és GFAP-Cre*/"TRPA-17/F allatok
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kozott. Lényeges megjegyezni azonban, hogy minden cuprizone kezelt csoport szignifikdns
kiilonbséget mutat a sajat kezeletlen kontroll csoportjaval szemben a kisérlet 3. hetétdl a

kisérlet végéig.
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21. Abra. A T2-stlyozott képeken meghatdrozott jelintenzitds vdltozds a 2. és 6. hét kbzétt. Az értékek az dtlagot és S.E.M.-et

jelélik (n=4/ csoport). 100%-nak az adott egyed baseline értékét vettiik. *(p <0,05),**(p<0,01)

13.3 A demielinizacio fokanak vizsgdlata LFB festéssel és MBP immunhisztokémiaval

A kisérlet végén — az MRI eredményekkel 6sszhangban — mindharom genotipusban
szignifikans demielinizacié mutatkozott a cuprizone hatdsdra a sajat kezeletlen csoporthoz
viszonyitva. Ezzel ellentétben a harom genotipusban egymadshoz viszonyitva nem mutathatd ki
szignifikans kilonbség. Ez arra utal, hogy a demielinizacidval szemben protektivhek mutatkozé
MGFAP kondiciondlt KO genotipus hatasa, a kisérlet végére lecsokken, illetve a szignifikancia
szint ala esik. Mind az LFB festés score, mind pedig az MBP immunhisztokémia szoftveres

kvantifikacidja ezt a képet mutatja. Az eredmények kiértékelése természetesen vakitott
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operatorokkal tortént, egymastdl fliggetlenil, két operdtor parhuzamos munkaja nyoman

22. Abra. A mielin mennyiségének meghatdrozdsa LFB-CV festéssel a kisérlet végén (reprezentativ képek), illetve a metszetek
félkvantitativ kiértékelése (7.8.1 fejezet). Scale bar 100um, n=3-5/csoport, *(p <0,05).
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23. Abra. A mielin bdzisos protein mennyiségének meghatdrozdsa anti-MBP immunhisztokémidval a kisérlet végén (reprezentativ
képek), illetve a metszetek kvantitativ szoftveres kiértékelése (7.8.2 fejezet). Scale bar 100um, n=3-5/csoport, *(p <0,05).
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13.4 Mikroglia/makrofag aktivacio és akkumulacio vizsgalata immunhisztokémiaval

A 6. hét végén a mielinizaltsdg fokaval szorosan korrelalé eredményekre jutottunk az Iba-
1 és GFAP immunhisztokémidval. Minden cuprizone kezelt csoportban szignifikdns emelkedés
volt megfigyelheté6 mindkét vizsgdlt marker esetében. A harom eltéré genotipus estében
viszont nem volt kimutathatd szignifikdns kiilonbség a kezeletlen csoportokban. Az mGFAP
kondiciondlt KO genotipus sem volt képes létrehozni szignifikdns kiilonbséget a 6. héten a

cuprizonnal kezelt csoportokban a kontrollhoz viszonyitva.
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24. Abra. A mikroglia aktivdcié meghatdrozdsa anti-lbal immunhisztokémidval a kisérlet végén (reprezentativ képek), illetve

a metszetek kvantitativ szoftveres kiértékelése (7.8.2 fejezet). Scale bar 100um, n=3-5/csoport, *(p <0,05).
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25. Abra. Az asztrocita aktivdcié meghatdrozdsa anti-GFAP immunhisztokémidval a kisérlet végén (reprezentativ képek), illetve

a metszetek kvantitativ szoftveres kiértékelése (7.8.2 fejezet). Scale bar 100um, n=3-5/csoport, *(p <0,05).

13.5 MR spektroszkopia

A Spektroszképiaval nyert méréseink eredménye kettds. Az in vivo *H RARE mérések
elvégzése utdn arra jutottunk, hogy mar a kezelés korai szakaszdban — az elsé héten is —
megfigyelhetd egy jelentés NAA (N-acetil-aszpartat) mennyiség csokkenés, amely kitart a

tovabbiakban is. (A kontroll csoportban nincs valtozas)

NAA-cuprizone
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26. Abra: Az NAA mennyiségének vdltozdsa a cuprizone kezelés hatdsdra (n=3 (kontrol) és n=9 (cuprizone)) **p<0,01
Az NAA mennyiségét a Cr+pCr (kreatin, foszfo-kreatin) csticsahoz viszonyitva adjuk meg
(a baseline mérés esetén 1,00-ra normaljuk), mivel korabbi kutatasokbdl tudjuk (Orije, Kara et

al. 2015), hogy az a kisérletsorozat alatt végig konstans marad. Ha egy belsé standardhez
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viszonyitjuk az eredményt, akkor a kvantifikacid kevésbé lesz érzékeny a kiilsé zavaré
tényezdkre, illetve a bioldgiai diverzitasra az allatok kozott. Kompenzalja tovabba az allatok

természetes 6regedésébdl esetlegesen szarmazd metabolikus eltéréseket is.

Sajndlatos mddon az is kiderilt, hogy a korabban emlitett miszeres korlatok miatt mas

metabolitok mennyiségében beallé valtozasokat nem sikeriilt megbizhatdan kimutatni.

Baseline Weekl Week2 Week3

27. Abra. Reprezentativ spektrumok a cuprizone kezelt csoportban az id6 elérehaladtdval

Ez a felfedezés azt jelenti, hogy kimutathatd a metabolikus véltozds mar az el6tt is, hogy
a morfoldgia megvaltozdsa lathaté lenne T2-sulyozott MR képalkotdssal. Ez a tény mindenképp
tovabbi kutatdst igényel, egy a feladatra specifikdlt mdszerrel, mivel tovabb fejlesztve
potencidlisan egy korai diagnosztikus eszkozt adhat a keziinkbe, nem csak preklinikai de
kés6bb akar klinikai relevancidval is. Megitélésem szerint azonban mindenképp értékes
eredmény az is — elsGsorban az MR-es kdzdsség szamara — hogy lehetséges egy ilyen vizsgalat
kivitelezése a szamunkra rendelkezésre all6 mlszeres setup mellett is. Ezzel tampontot adva a
hasonld lehet6ségekkel rendelkezé kutatécsoportok szamara az alkalmazhaté metodikak
tekintetében. Munkam ezen részét, épp ebbdl a megfontolasbdl egy MR fokuszd metodikai

lapban szeretném kozo6lni, amely jelenleg is folyamatban van.
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14 Diszkusszid

Munkdm soran behatdéan megvizsgdltam a TRPA-1 receptor szerepét a neurogén
gyulladassal jaro, demielinizaciés folyamatokban, teljes KO, illetve mGFAP kondicionalt KO
egéren egyarant. A GFAP az irodalomban széles korben elfogadott, mint asztrocita marker,
tovdbba a kilénb6z6 neurodegenerativ kérképek rendre aktivalt asztrocita akkumulaciot

okoznak, amely kévetkezményes GFAP tultermeléssel jar (Siracusa, Fusco et al. 2019).

A kisérletsorozatok elvégzésével sikerilt bizonyitani, hogy a TRPA-1 receptornak fontos
szerepe van a neurogén gyulladas kialakuldsdban, a demielinizacié és a kovetkezményesen
kialakulé oligodendroglia pusztulds kialakuldsdban. A receptor genetikailag determialt
hianyaban egyértelm(ien protektiv hatds alakul ki a cuprizone indukdlta demielinizacids
egérmodellben a 3. és 5. hét kdzott. A hatas mind MR és elektronmikroszképos képalkotassal,
mind pedig szévettani, immunhisztoldgiai tesztekkel igazolhaté. A szignifikans protektiv hatas

a kisérletek 6. hetére azonban eltlinik.

Munkdam elsé periédusdban bizonyitottam, hogy a TRPA-1 total KO genotipus képes
csokkenteni az érett oligodendrocitdk apoptotikus hajlamat. Mivel nemrég leirtdk az
oligodendroglidan megjelen6 TRPA-1 expresszid, igy ez egy kozvetlen hatast feltételez
(Hamilton, Kolodziejczyk et al. 2016). Mivel az asztrocitan Iényegesen nagyobb mennyiségben
expresszalddik a TRPA-1 receptor, igy a kozvetett hatasnak is lényeges hatdsa lehet a
folyamatokra az asztrocita gyulladasos citokinek és novekedési faktorok felszabaditasanak
szabdlyozdsdval. Fizioldgias korilmények kozott is fontos szerepe van az asztrocita-
oligodendroglia kommunikacidonak. Mivel a TRPA-1 receptor aktivalédhat kilonbozd
stimulusok altal — gyulladas, szovetkarosodas, oxidativ stressz — illetve az asztrocita képes a
toxinok altal kivaltott proapoptotikus folyamatok kozvetitésében és felerdsitésében, igy a

receptor legaldbb két Gton involvalédhat a patomechanizmusban.

Szamos korabbi tanulmanyban leirtdk, hogy a TRPA-1 receptor fizioldgids allapotban részt
vesz a normadlis Ca?* -szint szabdlyozasaban (Lee, Cho et al. 2012, Shigetomi, Tong et al. 2012,

Shigetomi, Jackson-Weaver et al. 2013, Lee, Lee et al. 2016, Bosson, Paumier et al. 2017).
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Egy friss tanulmanyban Oh és munkatarsai leirtak, hogy az asztrocitakon expresszalodd
TRPA-1 receptorok a célpontjai az alacsony intenzitdsu és alacsony frekvencidju ultrahang
(LILFU) segitségével kivaltott neuromoduldciénak (Oh, Lee et al. 2019). A neuromoduldcié
ebben az esetben a TRPA-1 csatorndn az ultrahang hatédsara létrejové Ca%* dram
kovetkezményeként jon létre. A megnyilé csatorna hatdsdra glutamat szabadul fel az

asztrocitabdl, amely ingeriiletbe hozza a kdrnyezd neuronok NMDA receptorait.

Egy masik szintén friss publikdcidoban leirtdk, hogy a TRPA1l részt vesz az egér
intracerebralis hemorragias (ICH) modell sordn kialakulé koévetkezményes demieliinizacié
kialakuldsaban. Az ICH dltal |étrehozott oxidativ stressz aktivalja a csatornat, amelynek
hatdsara létrejon a Ca®*influx és a kdvetkezményes NOX1 és Calpainl felszabadulds, amely

sulyosbitja a mielinpusztuldst (Xia, Chen et al. 2019).

Az a tény, hogy a total KO allatokban er8sebb protektiv hatas jott |étre, mint az mGFAP
kondicionalt KO genotipus estén, arra utal, hogy nem csak a GFAP pozitiv sejtek (legnagyobb
részben az asztrocitdk) vesznek részt a folyamat szabalyozasaban, hanem tobb egyéb GFAP
negativ, de TRPA1l receptort expresszald (oligodendrocita, microglia, egyéb neuronok)
sejttipusnak is fontos szerep juthat. A kisérlet késGi fazisaban a szignifikans hatas elt(inése is
azt a tedriat erGsiti, hogy tobblépcsds, tobb sejttipusra kiterjed6 és komplexen moduldlt
folyamatok zajlanak a hattérben. A tovabbiakban mindenképp figyelmet érdemelnek e

sejttipusok.

Munkam sordan sikertlt kifejleszteni egy olyan jol reprodukalhaté MRI eljdrast mely
kivaldan alkalmas a demielinizacio kovetésére és félkvantitativ értékelésére. Ezen eljarast mind
az elektronmikroszkdpiaval el8allitott mikrostrukturalis elemzés, mind pedig a széleskoriien
elvégzett robosztus és redundans szovettani és immunhisztokémiai adatok validaltak.
Lehetévé valt nem csak a cuprizone modell, hanem barmely mas demielinizaciéval jaré
pathomechanizmus id6ben feloldott kdvetése is, hiszen a képalkotas tekintetében a

demielinizaciot kivaltd agens vagy folyamat lényegében irrelevans.

Igaz, hogy az NAA mennyiségében beallt valtozast sikerilt megfigyelni, de annak kivalté

okdra jelenleg még nincs kell§ informacionk, mivel az irodalomban ellentmondasos
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eredményeket latunk, illetve nincs meggy6z6 magyardazat a jelenségre (Praet, Orije et al. 2015)
(Orije, Kara et al. 2015). Kutatdcsoportunk az NAA-metabolizmus felderitésének irdnyaba

eddig nem végzett kisérleteket, ezek jelenleg is tervezés alatt allnak.

15 Uj eredmények dsszesitése

e Egy Uj, robosztus és jol reprodukalhatd kisérleti eljaras kifejlesztése, amely standardként
haszndlhatd a demielinizacids korképekben alkalmazni kivant gydgyszerjeldltek preklinikai
tesztelésére (llyen projektek azdta mar zajlottak is, kilsé gyogyszeripari K+F cégek
megrendelésére, ezek kapcsan azonban titoktartasi kotelezettség terhel)

o Uj genetikai konstellaciéval rendelkezd, indukalt GFAP-Cre TRPA1-KO kisérleti egérmodell
létrehozasa és tenyésztése az intézetben

e A cuprizone modell id6beni lefolyasanak feltérképezése, sulyossaganak kvantifikalasa in vivo
MRI segitségével, nem destruktiv, énkontrollos eljarassal

e Invivo MR-spektroszkdpias eljaras fejlesztése alacsony téreré mellett, amellyel nyomon
kovethetGek és félkvantitativ modon kiértékelhet6ek a cuprizone altal elSidézett
demielinizacids folyamatok metabolikus valtozasai

16 Az értekezés alapjaul szolgald publikacidk listaja

Kriszta, G., Nemes, B., Sandor, Z., Acs, P., Komoly, S., Berente, Z., Bolcskei, K., and Pintér, E. (2020).
Investigation of cuprizone-induced demyelination in mGFAP-driven conditional transient
receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptor knockout mice. Cells 9, 81.

Bolcskei, K., Kriszta, G., Saghy, E., Payrits, M., Sipos, E., Vranesics, A., Berente, Z., Abraham, H., Acs, P.,
and Komoly, S. (2018). Behavioural alterations and morphological changes are attenuated by
the lack of TRPA1 receptors in the cuprizone-induced demyelination model in mice. Journal of
neuroimmunology 320, 1-10.

Kriszta G., Pintér E., Berente Z.
In vivo magnetic resonance spectroscopy in cuprizone mouse model, an early diagnostic tool
for demyelination. Bekildés alatt; Cells Special Issue "Mechanisms of Neurodevelopment and
Neurodegeneration"

58



17 Tovabbi publikaciok listaja

Kriszta, G., Kriszta, Z., Vancsa, S., Hegyi, P. J., Frim, L., ErGss, B., ... & Pintér, E. (2021).

Effects of angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin receptor blockers on
angiotensin-converting enzyme 2 levels: A comprehensive analysis based on animal studies. Frontiers
in pharmacology, 12, 254.

Botz, B., Kriszta, G., Bolcskei, K., Horvath, A. I., Mdcsai, A., & Helyes, Z. (2021).

Capsaicin-Sensitive peptidergic sensory nerves are anti-inflammatory gatekeepers in the
hyperacute phase of a mouse rheumatoid arthritis model. International Journal of Molecular
Sciences, 22(4), 1682.

Bencze, N., Schvarcz, C., Kriszta, G., Danics, L., Sz6ke, E., Balogh, P., ... & Botz, B. (2021).
Desensitization of capsaicin-sensitive afferents accelerates early tumor growth via increased
vascular leakage in a murine model of triple negative breast cancer. Frontiers in Oncology, 2597.

59



18 Kbszdnetnyilvanitas

Ez a munka nem johetett volna létre a kbvetkezé emberek nélkil:

prof. Dr. Pintér Erika, témavezetém, aki mindig id6t és energiat nem kimélve segitette a munkamat
mind szakmailag, mind emberileg,

Dr. Berente Zoltdn, aki megtanitott mindenre, amit az MR-rél tudok,
Dr. Bolcskei Kata, aki felbecsiilhetetlen szakmai segitséget nyujtott a munkahoz

prof. Dr. Helyes Zsuzsanna, aki a Szentagothai Janos Kutatokdézpont tudomanyos igazgatdjaként
segitette a munkdamat a muiszeres facilitdsok rendelkezésemre bocsatasaval,

tovdbba szamtalan kolléga az intézetben és azon kivil is akik munkajukkal és szaktudasukkal
hozzajarultak ezen dolgozat elkészitéséhez.

Szeretném megkdszénni Nyisztor Zsoltnak és Janosi Laszldnak, hogy a tudomdanyos palya felé tereltek
és példajukkal perspektivat mutattak diakéveim alatt.

Koszonettel tartozom a Richter Gedeon Centenariumi alapitvanynak a munkdamhoz nyujtott anyagi
tdmogatdsért.

Kilon koszonet jar a feleségemnek Dr. Kriszta Zséfianak, aki elviselte a sokszor hétvégébe és
éjszakaba nyulé munkakat és mindvégig tdmogatott.

60



19 Hivatkozasok

Acs, P. and B. Kalman (2012). Pathogenesis of multiple sclerosis: what can we learn from the
cuprizone model. Autoimmunity, Springer: 403-431.

Andersson, D. A, et al. (2012). "TRPA1 has a key role in the somatic pro-nociceptive actions of
hydrogen sulfide."

Andersson, D. A, et al. (2013). "Methylglyoxal evokes pain by stimulating TRPA1." PloS one 8(10):
e77986.

Animalab. from https://animalab.hu/dinamikus-plantaris-eszteziometer-dpa-mechanikai-
stimulaciohoz.

Bandell, M., et al. (2007). "From chills to chilis: mechanisms for thermosensation and chemesthesis
via thermoTRPs." Current opinion in neurobiology 17(4): 490-497.

Bautista, D. M. (2015). Spicy science: David Julius and the discovery of temperature-sensitive TRP
channels, Taylor & Francis. 2: 135-141.

Bianchi, B. R., et al. (2012). "Species comparison and pharmacological characterization of human,
monkey, rat, and mouse TRPA1 channels." Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics
341(2): 360-368.

Blakemore, W. (1972). "Observations on oligodendrocyte degeneration, the resolution of status
spongiosus and remyelination in cuprizone intoxication in mice." Journal of neurocytology 1(4): 413-
426.

Bosson, A., et al. (2017). "TRPA1 channels promote astrocytic Ca2+ hyperactivity and synaptic
dysfunction mediated by oligomeric forms of amyloid- peptide." Molecular Neurodegeneration
12(1): 1-19.

Bolcskei, K., et al. (2018). "Behavioural alterations and morphological changes are attenuated by the
lack of TRPAL1 receptors in the cuprizone-induced demyelination model in mice." Journal of
Neuroimmunology 320: 1-10.

Briick, W., et al. (2012). "Reduced astrocytic NF-kB activation by laquinimod protects from cuprizone-
induced demyelination." Acta neuropathologica 124(3): 411-424.

61



Clapham, D. E., et al. (2001). "The TRP ion channel family." Nature Reviews Neuroscience 2(6): 387-
396.

Cruz-Orengo, L., et al. (2008). "Cutaneous nociception evoked by 15-delta PGJ2 via activation of ion
channel TRPAL1." Molecular Pain 4: 1744-8069-1744-1730.

DeBerry, J. J., et al. (2014). "TRPA1 mediates bladder hyperalgesia in a mouse model of cystitis."
PAIN® 155(7): 1280-1287.

Dussor, G., et al. (2014). "Targeting TRP channels for novel migraine therapeutics." ACS chemical
neuroscience 5(11): 1085-1096.

Engel, M. A,, et al. (2011). "TRPA1 and substance P mediate colitis in mice." Gastroenterology 141(4):
1346-1358.

Fedorov, A., et al. (2012). "3D Slicer as an image computing platform for the Quantitative Imaging
Network." Magnetic resonance imaging 30(9): 1323-1341.

Franco-Pons, N., et al. (2007). "Behavioral deficits in the cuprizone-induced murine model of
demyelination/remyelination." Toxicology letters 169(3): 205-213.

Goldberg, J., et al. (2015). "Anatomical distribution of cuprizone-induced lesions in C57BL6 mice."
Journal of Molecular Neuroscience 57(2): 166-175.

Gouin, 0., et al. (2017). "TRPV1 and TRPA1 in cutaneous neurogenic and chronic inflammation: pro-
inflammatory response induced by their activation and their sensitization." Protein & cell 8(9): 644-
661.

Grace, M., et al. (2014). "Transient receptor potential (TRP) channels in the airway: role in airway
disease." British journal of pharmacology 171(10): 2593-2607.

Gudi, V., et al. (2014). "Glial response during cuprizone-induced de-and remyelination in the CNS:
lessons learned." Frontiers in cellular neuroscience 8: 73.

Hamilton, N. B., et al. (2016). "Proton-gated Ca2+-permeable TRP channels damage myelin in
conditions mimicking ischaemia." Nature 529(7587): 523-527.

Hennig, J., et al. (1986). "RARE imaging: a fast imaging method for clinical MR." Magnetic resonance in
medicine 3(6): 823-833.

62



Herder, V., et al. (2011). "Lack of cuprizone-induced demyelination in the murine spinal cord despite
oligodendroglial alterations substantiates the concept of site-specific susceptibilities of the central
nervous system." Neuropathology and applied neurobiology 37(6): 676-684.

Herring, N. R. and C. Konradi (2011). "Myelin, copper, and the cuprizone model of schizophrenia."
Frontiers in bioscience (Scholar edition) 3: 23.

Hiremath, M., et al. (1998). "Microglial/macrophage accumulation during cuprizone-induced
demyelination in C57BL/6 mice." Journal of Neuroimmunology 92(1-2): 38-49.

Huang, W. J., et al. (2017). "Multiple sclerosis: Pathology, diagnosis and treatments." Experimental
and therapeutic medicine 13(6): 3163-3166.

Itoh, T., et al. (2003). "Bcl-2-related protein family gene expression during oligodendroglial
differentiation." Journal of neurochemistry 85(6): 1500-1512.

Kang, Z., et al. (2012). "IL-17-induced Act1-mediated signaling is critical for cuprizone-induced
demyelination." Journal of Neuroscience 32(24): 8284-8292.

Kipp, M., et al. (2009). "The cuprizone animal model: new insights into an old story." Acta
neuropathologica 118(6): 723-736.

Kipp, M., et al. (2017). "Multiple sclerosis animal models: a clinical and histopathological perspective.'
Brain pathology 27(2): 123-137.

Komoly, S., et al. (1992). "Insulin-like growth factor | gene expression is induced in astrocytes during
experimental demyelination." Proceedings of the National Academy of Sciences 89(5): 1894-1898.

Koutsoudaki, P. N., et al. (2009). "Demyelination of the hippocampus is prominent in the cuprizone
model." Neuroscience letters 451(1): 83-88.

Kraeuter, A.-K., et al. (2019). The Y-maze for assessment of spatial working and reference memory in
mice. Pre-clinical models, Springer: 105-111.

Kriszta, G., et al. (2020). "Investigation of cuprizone-induced demyelination in mGFAP-driven
conditional transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptor knockout mice." Cells 9(1): 81.

Lajoso, W., et al. (2021). "Transient Receptor Potential Ankyrin-1 (TRPA1) Block Protects against Loss
of White Matter Function during Ischaemia in the Mouse Optic Nerve." Pharmaceuticals 14(9): 909.

63



Lee, K.-I., et al. (2016). "Role of transient receptor potential ankyrin 1 channels in Alzheimer’s
disease." Journal of Neuroinflammation 13(1): 1-16.

Lee, S. M., et al. (2012). "An ultrastructural evidence for the expression of transient receptor potential
ankyrin 1 (TRPA1) in astrocytes in the rat trigeminal caudal nucleus." Journal of chemical
neuroanatomy 45(1-2): 45-49.

Lehto, S. G., et al. (2016). "Selective antagonism of TRPA1 produces limited efficacy in models of
inflammatory-and neuropathic-induced mechanical hypersensitivity in rats." Molecular Pain 12:
1744806916677761.

Li, D.-H., et al. (2008). "Advances on mutant p53 research." Yi chuan= Hereditas 30(6): 697-703.

Liebetanz, D. and D. Merkler (2006). "Effects of commissural de-and remyelination on motor skill
behaviour in the cuprizone mouse model of multiple sclerosis." Experimental neurology 202(1): 217-
224,

Linares, D., et al. (2006). "Neuronal nitric oxide synthase plays a key role in CNS demyelination."
Journal of Neuroscience 26(49): 12672-12681.

Lindsten, T., et al. (2000). "The combined functions of proapoptotic Bcl-2 family members bak and bax
are essential for normal development of multiple tissues." Molecular cell 6(6): 1389-1399.

Makinodan, M., et al. (2009). "Demyelination in the juvenile period, but not in adulthood, leads to
long-lasting cognitive impairment and deficient social interaction in mice." Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry 33(6): 978-985.

Mason, J., et al. (2001). "Episodic demyelination and subsequent remyelination within the murine
central nervous system: changes in axonal calibre." Neuropathology and applied neurobiology 27(1):
50-58.

Matsushima, G. K. and P. Morell (2001). "The neurotoxicant, cuprizone, as a model to study
demyelination and remyelination in the central nervous system." Brain pathology 11(1): 107-116.

Motter, A. L. and G. P. Ahern (2012). "TRPA1 is a polyunsaturated fatty acid sensor in mammals." PloS
one 7(6): e38439.

Nagata, K. (2007). "TRP channels as target sites for insecticides: physiology, pharmacology and
toxicology." Invertebrate Neuroscience 7(1): 31-37.

64



Nilius, B., et al. (2005). "TRP channels in disease." Science's STKE 2005(295): re8-re8.

NMSS (2022). "National MS Society, USa." from https://www.nationalmssociety.org/What-is-
MS/Types-of-MS.

Noldus. from https://www.noldus.com/index.php/ethovision-xt.

OEP (2010). "A sclerosis multiplex diagnosztikaja és kezelése." from
http://site.oep.hu/prot2/23 A sclerosis multiplex diagnosztikaja es kezelese finanszirozasi protok
oll hatteranyag.pdf.

Oh, S.-J., et al. (2019). "Ultrasonic neuromodulation via astrocytic TRPA1." Current Biology 29(20):
3386-3401. e3388.

Olechowski, C. J., et al. (2009). "Neuropathic pain behaviours in a chronic-relapsing model of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)." PAIN® 141(1-2): 156-164.

Orije, J., et al. (2015). "Longitudinal monitoring of metabolic alterations in cuprizone mouse model of
multiple sclerosis using 1H-magnetic resonance spectroscopy." Neuroimage 114: 128-135.

Pachner, A. R. (2011). "Experimental models of multiple sclerosis." Current opinion in neurology
24(3): 291-299.

Pasquini, L. A., et al. (2007). "The neurotoxic effect of cuprizone on oligodendrocytes depends on the
presence of pro-inflammatory cytokines secreted by microglia." Neurochemical research 32(2): 279-
292.

Pijnappel, W., et al. (1992). "SVD-based quantification of magnetic resonance signals." Journal of
Magnetic Resonance (1969) 97(1): 122-134.

Praet, J., et al. (2015). "Cuprizone-induced demyelination and demyelination-associated inflammation
result in different proton magnetic resonance metabolite spectra." NMR in Biomedicine 28(4): 505-
513.

Procaccini, C., et al. (2015). "Animal models of multiple sclerosis." European journal of pharmacology
759: 182-191.

Remington, L. T., et al. (2007). "Microglial recruitment, activation, and proliferation in response to
primary demyelination." The American journal of pathology 170(5): 1713-1724.

65



Saghy, E., et al. (2016). "TRPA1 deficiency is protective in cuprizone-induced demyelination—A new
target against oligodendrocyte apoptosis." Glia 64(12): 2166-2180.

Sand, I. K. (2015). "Classification, diagnosis, and differential diagnosis of multiple sclerosis." Current
opinion in neurology 28(3): 193-205.

Schalomon, P. M. and D. Wabhlsten (2002). "Wheel running behavior is impaired by both surgical
section and genetic absence of the mouse corpus callosum." Brain research bulletin 57(1): 27-33.

Schenkel, L. B., et al. (2016). "Optimization of a novel quinazolinone-based series of transient
receptor potential A1 (TRPA1) antagonists demonstrating potent in vivo activity." Journal of medicinal
chemistry 59(6): 2794-2809.

Schneider, C. A,, et al. (2012). "NIH Image to ImageJ: 25 years of image analysis." Nature methods
9(7): 671-675.

Shigetomi, E., et al. (2013). "TRPA1 channels are regulators of astrocyte basal calcium levels and long-
term potentiation via constitutive D-serine release." Journal of Neuroscience 33(24): 10143-10153.

Shigetomi, E., et al. (2012). "TRPA1 channels regulate astrocyte resting calcium and inhibitory synapse
efficacy through GAT-3." Nature neuroscience 15(1): 70-80.

Siracusa, R., et al. (2019). "Astrocytes: role and functions in brain pathologies." Frontiers in
Pharmacology: 1114.

Skripuletz, T., et al. (2010). "Cerebellar cortical demyelination in the murine cuprizone model." Brain
pathology 20(2): 301-312.

Skripuletz, T., et al. (2013). "Astrocytes regulate myelin clearance through recruitment of microglia
during cuprizone-induced demyelination." Brain 136(1): 147-167.

Skripuletz, T., et al. (2008). "Cortical demyelination is prominent in the murine cuprizone model and is
strain-dependent." The American journal of pathology 172(4): 1053-1061.

Story, G. M., et al. (2003). "ANKTM1, a TRP-like channel expressed in nociceptive neurons, is activated
by cold temperatures." Cell 112(6): 819-829.

Tkac, 1., et al. (2004). "Highly resolved in vivo 1H NMR spectroscopy of the mouse brain at 9.4 T."
Magnetic Resonance in Medicine: An Official Journal of the International Society for Magnetic
Resonance in Medicine 52(3): 478-484.

66



Torkildsen, @., et al. (2008). "The cuprizone model for demyelination." Acta Neurologica Scandinavica
117: 72-76.

Ugobasile. from https://www.ugobasile.com/products/catalogue/pain-and-inflammation/item/52-
37450-275-von-frey-hairs.

Veto, S., et al. (2010). "Inhibiting poly (ADP-ribose) polymerase: a potential therapy against
oligodendrocyte death." Brain 133(3): 822-834.

VoR, E. V., et al. (2012). "Characterisation of microglia during de-and remyelination: can they create a
repair promoting environment?" Neurobiology of disease 45(1): 519-528.

Wilson, S. R. and D. M. Bautista (2010). "16 Role of Transient Receptor Potential Channels in Acute
and Chronic Itch."

Xia, M., et al. (2019). "TRPA1 activation-induced myelin degradation plays a key role in motor
dysfunction after intracerebral hemorrhage." Frontiers in Molecular Neuroscience 12: 98.

Xiao, L., et al. (2008). "Quetiapine facilitates oligodendrocyte development and prevents mice from
myelin breakdown and behavioral changes." Molecular psychiatry 13(7): 697-708.

Xu, H. and X.-M. Li (2011). "White matter abnormalities and animal models examining a putative role
of altered white matter in schizophrenia." Schizophrenia Research and Treatment 2011.

Xu, H., et al. (2009). "Behavioral and neurobiological changes in C57BL/6 mice exposed to cuprizone.'
Behavioral neuroscience 123(2): 418.

Zeger, M., et al. (2007). "Insulin-like growth factor type 1 receptor signaling in the cells of
oligodendrocyte lineage is required for normal in vivo oligodendrocyte development and
myelination." Glia 55(4): 400-411.

Zhang, H., et al. (2013). "Locomotor activity and anxiety status, but not spatial working memory, are
affected in mice after brief exposure to cuprizone." Neuroscience bulletin 29(5): 633-641.

67



Journal of Neuroimmunology 320 (2018) 1-10

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Neuroimmunology

MNeurcimmunology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jneuroim

Behavioural alterations and morphological changes are attenuated by the )

Check for

lack of TRPA1 receptors in the cuprizone-induced demyelination model in | %2
mice

Kata Bolcskei™”, Gabor Kriszta®>*, Eva Saghy®”‘, Maja Payrits™", Eva Sipos®, Anett Vranesics®",
Zoltan Berente®’, Hajnalka Abraham?, Péter Acs®, Sdmuel Komoly®, Erika Pintér®>"

@ Department of Pharmacology and Pharmacotherapy, University of Pécs Medical School, Pécs, Hungary

® Molecular Pharmacology Research Group, Jdnos Szentdgothai Research Center, University of Pécs, Pécs, Hungary

€ Research Group for Experimental Diagnostic Imaging, University of Pécs Medical School, Pécs, Hungary

4 Department of Pharmacology and Pharmacotherapy, Semmelweis University, Budapest, Hungary

© Department of Neurology, University of Pécs Medical School, Pécs, Hungary

f Department of Biochemistry and Medical Chemistry, University of Pécs Medical School, Pécs, Hungary

8 Department of Medical Biology and Central Electron Microscopy Laboratory, University of Pécs Medical School, Pécs, Hungary

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: We have recently reported that the Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) receptor deficiency sig-
Cuprizone nificantly attenuated cuprizone-induced demyelination by reducing the apoptosis of mature oligodendrocytes.
TRPA1 receptor The aim of the present study was to gather additional data on the role of TRPA1 by investigating the time course
Demyelination

of behavioural alterations and morphological changes in cuprizone-treated TRPA1 receptor gene-deficient mice.

Demyelination was induced by feeding male wild-type (WT) and TRPA1 gene-deleted (TRPA1 KO) mice with
0.2% cuprizone for 6 weeks. Behavioural tests were performed once per week to follow cuprizone-induced
functional changes. Mechanonociceptive thresholds were investigated by a dynamic plantar aesthesiometer and
von Frey filaments. Motor performance was assessed by accelerating RotaRod and horizontal grid tests. For the
study of spontaneous activity, the open field test was used. The time course of corpus callosum demyelination
was also followed weekly by magnetic resonance imaging (MRI). Histological analysis of myelin loss was per-
formed with Luxol Fast Blue (LFB) staining at week 3 and electron microscopy (EM) at week 6. Astrocyte and
microglia accumulation at week 3 was assessed by immunohistochemistry (IHC).

Cuprizone treatment induced no changes in mechanonociception or motor performance. In the open arena,
cuprizone-treated mice spent more time with locomotion, their mean velocity was significantly higher and the
distance they travelled was longer than untreated mice. No statistical difference was detected between WT and
TRPA1 KO mice in these parameters. On the other hand, significantly increased rearing behaviour was induced
in WT mice compared to TRPA1 KO animals. Morphological changes detected with MRI, LFB, IHC and EM
analysis revealed reduced damage of the myelin and attenuated accumulation of astrocytes and microglia in
cuprizone-treated TRPA1 KO animals, at each examined time point.

Our recent data further suggest that inhibition of TRPA1 receptors could be a promising therapeutic approach
to limit central nervous system damage in demyelinating diseases.

Magnetic resonance imaging
Electron microscopy
Open field test

1. Introduction subcortical grey matter areas (Kipp et al., 2009; Matsushima and
Morell, 2001; Praet et al., 2014). In C57Bl/6 mice, standardization of

Cuprizone is a copper-chelating compound known to exert selective the cuprizone treatment protocol (0.2% mixed into food for 6 weeks)
toxicity on oligodendrocytes resulting in apoptosis and subsequent achieved that well-reproducible demyelinated lesions were formed
demyelination in several brain regions, such as the corpus callosum and while animals remained in good general condition without developing
the superior cerebellar peduncles, as well as various cortical and severe neurological defects and lethality (Hiremath et al., 1998). While

Abbreviations: TRPA1, transient receptor potential ankyrin 1; LFB, Luxol Fast Blue; CV, Cresyl Violet; DPA, dynamic plantar aesthesiometer; IHC, immunohistochemistry
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the precise mechanism of cuprizone toxicity is still not clear, it has been
repeatedly shown that cuprizone exposure induces apoptosis of mature
oligodendrocytes and demyelination accompanied by astrocyte and
microglia accumulation. The histological appearance and character-
istics of cuprizone-induced oligodendrocyte loss highly resemble type
III lesion of multiple sclerosis which is characterized by astrogliosis and
microgliosis but only few lymphocytes are present (Lucchinetti et al.,
2000). Therefore, the cuprizone model is now an accepted animal
model of multiple sclerosis for the study of the mechanisms of oligo-
dendrocyte apoptosis and remyelination (Acs and Kalman, 2012; Kipp
et al., 2017).

Although the administration of the standard 0.2% cuprizone rarely
leads to serious disability, functional assessment of mice revealed ab-
normal gait and impaired motor coordination at the peak of demyeli-
nation (Franco-Pons et al., 2007; Liebetanz and Merkler, 2006), as well
as several behavioural-cognitive alterations including increased ex-
ploratory behaviour, decreased anxiety-like behaviour or decreased
social interaction and impaired spatial working memory, some of which
appeared already after shorter cuprizone exposures (Franco-Pons et al.,
2007; Makinodan et al., 2009; Xiao et al., 2007; Xu et al., 2009).

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) receptors are non-
selective cation channels primarily expressed by small-diameter cells of
dorsal root and trigeminal ganglia. They are characterized by multi-
modal activation since it has been shown that noxious cold tempera-
tures, irritant chemicals (e.g. mustard oil, acrolein), as well as reactive
compounds such as aldehydes or reactive oxygen species can stimulate
the receptor (Chen and Hackos, 2015; Nilius et al., 2012). Their role in
nociception and peripheral inflammation has been extensively studied.
Focus has also turned to the non-neuronal expression of TRPA1 on the
periphery (Fernandes et al., 2012), while more recently, TRPA1 chan-
nels were also located in the CNS on astrocytes (Lee et al., 2012; Saghy
et al., 2016; Shigetomi et al., 2012) and oligodendrocytes (Hamilton
et al., 2016). It has been suggested that TRPA1 contributes to resting
Ca®* levels in astrocytes and participates in the regulation of GABA-
ergic inhibitory transmission (Shigetomi et al., 2012) as well as long
term potentiation (Shigetomi et al., 2013). One of the first in vivo data
on the role of TRPA1 in the CNS was obtained in our recent study in
which we established that the absence of TRPA1 receptors substantially
diminished demyelination of the corpus callosum produced by a 6-week
cuprizone treatment (Saghy et al., 2016). Almost coincidently, another
in vivo study investigating a mouse Alzheimer's disease model con-
firmed that astrocytic TRPA1 receptors contributed to the development
of beta amyloid-induced neuroinflammation (Lee et al., 2016), while
TRPA1 on oligodendrocytes was shown to contribute to ischemia-in-
duced demyelination in an ex vivo model (Hamilton et al., 2016). An-
other study investigating the effect of beta amyloid oligomers on hip-
pocampal astrocytes showed that Ca?* hyperactivity induced by
oligomers in astrocyte thin processes was dependent on TRPAI re-
ceptors (Bosson et al., 2017).

To further explore the role of TRPA1 receptors in the cuprizone
model we aimed to follow the course of cuprizone-induced functional
and morphological changes with behavioural methods and magnetic
resonance imaging, respectively and analyse ultrastructural damage by
electron microscopy.

2. Methods
2.1. Animals

TRPA1*/* (wild-type, WT) and TRPA1 ™/~ (knockout, KO) mice
were bred and kept at the animal house of the Department of
Pharmacology and the animal house of Janos Szentagothai Research
Center, University of Pécs at 24 °C, provided with food and water ad
libitum. A maximum of 8 animals were kept in standard polycarbonate
cages (width: 160 mm, length: 330 mm, height: 137 mm, floor space:
530 cm?).
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The original heterozygous breeding pair of TRPA1*/~ mice were
kindly gifted by Prof. P. Geppetti (University of Florence, Italy).

2.2. Ethics

Experiment were designed and conducted according to European
legislation (Directive 2010/63/EU) and Hungarian Government reg-
ulation (40/2013., II. 14.) on the protection of animals used for sci-
entific purposes. The project was approved by the Animal Welfare
Committee of the University of Pécs and the National Scientific Ethical
Committee on Animal Experimentation of Hungary and licensed by the
Government Office of Baranya County (license No. BA02/2000-17/
2015).

2.3. Cuprizone treatment protocols

Male, 8 to 9-week-old mice were supplied with 0.2% cuprizone
mixed into finely-ground standard rodent chow ad libitum.
Demyelination induced by 0.2% cuprizone treatment has proved to be
reproducible for this age group (Hiremath et al., 1998). Control mice
were fed the same milled chow without the addition of the drug. The
powdered food was placed into the cages in small ceramic bowls. Fresh
powder was provided daily, while at the same time mice were observed
in their home cages for signs of pain, distress or motor impediment.
Monitoring of body weight changes was performed at 2-day intervals.
Treatment was continued for 6 weeks with the exception of one series
when animals were sacrificed after 3 weeks in order to obtain histolo-
gical samples at an earlier time. In the first 6-week cohort, all mice were
subject to tests of nociception, motor function and spontaneous beha-
viour distributed evenly during the week with each test performed on
the same day of the week. Measurements performed after the comple-
tion of one week of treatment (between days 8 and 12) were considered
as “week 1” of treatment and the following weeks' measurements were
scheduled likewise. Animals were euthanized after completing 6 weeks
of treatment (day 42). In the second series, only the spontaneous be-
haviour assessment was repeated to replicate the results of the first
cohort without the potential interference of other tests. The third 6-
week cohort was assessed weekly with MRI from the completion of
week 2 to week 6.

2.4. Measurement of the mechanonociceptive threshold

Mechanonociception of the hind paws of mice was investigated by
von Frey filaments and a Dynamic Plantar Aesthesiometer (DPA, Ugo
Basile, Comerio, Italy). Mice were placed in an elevated observation
chamber on a wire mesh platform and allowed to habituate for at least
15 min. The animals were not removed from the chamber between the
two measurements; the two methods were used consecutively after a
short interval. First, von Frey filaments were pressed 5 times onto the
plantar surface of the paw in an ascending order until paw withdrawal
occurred. Two withdrawals out of 5 trials were considered as a positive
response and the force corresponding to the filament was recorded as
the threshold. The DPA device can be used to apply an increasing force
of pre-set parameters to press a blunt metal needle to the animals paw.
For mice, a ramp of 2g/s and a cut-off value of 10 g were set. At the
moment of paw withdrawal, the needle automatically falls back into the
starting position and the threshold value (in grams) can be read on the
display. Each paw was measured three times and the mean of the three
values was recorded as the threshold. In these tests, the experimenter
was not blinded to the genotype and treatment of mice.

2.5. Assessment of motor performance
Grip strength was evaluated with the horizontal wire grid method.

Briefly, mice were placed on the removable wire mesh floor of the DPA
device which was quickly turned over and held at a height of
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approximately 30 cm over a box filled with a thick layer of wooden
shavings bedding until the animals fell. The cut-off time was set to 60s.
Mice were habituated to the test for 3 days before the start of the
treatment.

Motor coordination was assessed with an accelerated RotaRod de-
vice (Ugo Basile, Comerio, Italy) which was set to rotate at a speed of
4 rpm and accelerate gradually to 40 rpm over a period of 5min. Mice
were trained to run on the wheel for 3 days before control measure-
ments were made.

After the start of cuprizone treatment, repeated horizontal grid tests
and RotaRod tests were performed once weekly. The experimenter was
not blinded to the genotype and treatment of mice. On each occasion
the latency to fall of 3 trials were averaged for both tests.

2.6. Assessment of behaviour in the open field test

For the open field test, animals were placed into an open arena
(39 cm wide x 59 cm long X 52 cm high) and filmed for 10 min with a
digital camera. Recordings were evaluated with the Ethovision XT 11
software (Noldus Information Technology, Wageningen, The
Netherlands) for the determination of the time, distance and velocity of
locomotion, while the number of rearings was counted manually by an
observer. The experimenter performing the recordings and the manual
evaluation was blinded to the group allocation.

2.7. Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The time course of demyelination was followed by MRI on 3-3 mice
from each treatment group. Animals were scanned once before cupri-
zone administration and then once per week starting from week 2 of the
treatment using a Bruker® PharmaScan® (4.7 T) small-animal MRI in-
strument. Anaesthesia was induced by 3% V/V of isoflurane in a gas
mixture of 33% O, and 66% N,O via rodent face mask and maintained
with 1-2% isoflurane controlled by respiratory monitoring system.

The imaging protocol was performed on the same day and same
time each week. After BO mapping a multislice fast T2 RARE (Rapid
Acquisition with Relaxation Enhancement) experiment was performed
(TR/TE: 3000/50 ms, FOV: 16 X 16 mm, Thk: 0.8 mm, Gap: 0.2 mm,
matrix: 160 x 160, 4 averages, RARE factor: 4) on seven coronal slices
positioned to cover the whole corpus callosum. The total imaging time
was roughly 12 min per animal.

For MRI analysis, all imaging data were first converted into a
DICOM (Digital Imaging Communications in Medicines) format and
stored in an isolated hardware in a local system. Any further processing
was performed via DICOM-handling software packages. (3D-Slicer v4.6,
Onis v2.5). For the quantification of the damage, regions of interests
(ROI) were manually circumscribed in the medial corpus callosum and
the signal intensities (as mean = SEM) of ROI's have been recorded.
Results were expressed in percentage of intensity ratio, compared to the
pre-treatment intensity (considered as 100%) measured in the possibly
identical brain area of the same individual animal.

2.8. Histology

2.8.1. Luxol Fast Blue-cresyl violet (LFB/CV) staining

Animals were anesthetized with pentobarbital (70 mg/kgi.p.) after
3weeks of cuprizone treatment and perfused transcardially with
phosphate buffered saline (PBS, pH7.4) and then with 4% paraf-
ormaldehyde in 0.1 M phosphate buffer. Brains were postfixed over-
night in the same fixative. Paraffin-embedded brains were coronally
sectioned to 8 um thickness and mounted onto silane-coated slides.
Demyelination of the corpus callosum was evaluated using LFB/CV
staining as described previously (Acs and Kalméan, 2012; Saghy et al.,
2016) on coronal sections obtained from different regions (0.14,
—0.22, —1.06, and — 1.94 mm, i.e., Figs. 30, 33, 40, and 47) according
to the mouse brain atlas of Paxinos and Franklin (Paxinos and Franklin,
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2001). Briefly, silane-coated slides were rehydrated in graded series of
alcohol to 95% and incubated in LFB solution (0.01%) overnight at
60 °C. Thereafter, sections were differentiated in lithium carbonate
solution (0.05%) and counterstained with CV. LFB/CV stained sections
were scored by a semiquantitative four-tiered scoring system from zero
to three in a blinded manner. A score of 0 was used to indicate intact
myelin, whereas score of 3 was given equivalent to totally demyelinated
corpus callosum.

2.8.2. Immunohistochemistry

For quantification of astrocyte and microglia accumulation in the
corpus callosum at week 3 of treatment, immunohistochemical staining
was performed. Briefly, 8 um-thick paraffin sections were depar-
affinized and heat-unmasked in citrate buffer. Sections were treated
with 3% hydrogen peroxide to block endogenous peroxidase activity,
treated with BSA and incubated for 1h with the following primary
antibodies: anti-glial fibrillary acidic protein (anti-GFAP, 1:1000, rabbit
polyclonal, Dako, catalogue N° Z0334; Antibody Registry N°
AB_10013382) to visualize astrocytes, anti-ionized calcium-binding
adaptor molecule 1 (anti-Iba-1, 1:500, rabbit polyclonal, Wako
Chemicals, catalogue N° 019-19741; Antibody Registry N° AB_839504)
as a marker for microglia/macrophages. Incubation was performed
with the HISTO-Labeling System, rabbit and the reaction was visualized
using 3,3’-diaminobenzidine reaction. Sections were photographed
with Olympus DP50 camera attached to a Olympus BX51 microscope
under 200X magnification. Quantification was performed by de-
termining the mean density of equal-sized regions of interest of the
medial corpus callosum with the ImageJ software. The experimenter
evaluating the slides was blinded to the group allocation.

2.8.3. Electron microscopy

For electron microscopy, mice which were previously followed by
the MRI (n = 3/treatment or control group) were used after completing
the 6-week treatment. Animals were transcardially perfused with
phosphate buffer (PB 0.1 M, pH 7.4) followed by 4% paraformaldehyde
with 2.5% glutaraldehyde in PB. After removal of the brain from the
skull, blocks of approximately 1 mm?® were cut from the body of corpus
callosum at the level of the optic chiasm (—0.2 to +0.3mm from
bregma) and postfixed overnight at 4 °C in the same fixative used for
the perfusion. These blocks then were fixed in 1% osmium tetroxide in
0.1 M PB for 35 min. After dehydration in an ascending ethanol series,
with uranyl acetate (1%) included in the 70% ethanol stage to increase
contrast, blocks were transferred to propylene oxide before being
placed into aluminium-foil boats containing Durcupan resin and then
embedded in gelatin capsules containing the same resin. Semithin and
serial ultrathin sections were cut with a Leica ultramicrotome, and
mounted on mesh and on collodion-coated (Parlodion, Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) single-slot copper grids.
Additional contrast was provided to these sections with uranyl acetate
and lead citrate, and they were examined in JEOL 1200EX-II electron
microscope.

Quantification of myelination was performed by counting myeli-
nated axons and cross section of unmyelinated profiles with electron
density similar to that found in myelinated axons. Comparison between
treatment groups was made on the percentage values of myelinated
axons obtained from each field of view. The experimenter evaluating
the electronmicrographs was blinded to the group allocation.

2.9. Materials

Cuprizone and all other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), unless otherwise indicated. Pentobarbital
(Euthanimal 20% injection ad us. vet.) was obtained from Alfasan
Nederland B.V. (Woerden, Netherlands) while isofluran (Forane) was
provided by the Central Clinical Pharmacy of the University of Pécs.
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2.10. Statistics

In each group, means + S.E.M. of parameters were calculated.
Statistical analysis was performed with the GraphPad Prism software.
For comparison of behavioural results and MRI intensity values be-
tween the four treatment groups over time, two-way ANOVA followed
by Bonferroni post hoc test was used. One-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test was used to compare density values of im-
munohistological staining and percentages of myelinated axons on
electron micrographs, while statistical comparison of histological score
values was performed with Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post
hoc test. In all cases, p < 0.05 was considered as statistically sig-
nificant.

3. Results
3.1. General health status of animals

Cuprizone induced mild significant weight loss in both TRPA1 WT
and TRPA1 KO mice compared to their untreated counterparts. There
was no statistically significant difference between the body weight
changes of cuprizone-treated TRPA1 WT and TRPA1 KO animals (two-
way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; Supplementary
Fig. 1).

Sickness behaviour accompanied by excessive body weight drop
occurred on two occasions; both after 3 weeks of cuprizone treatment
(one in the TRPA1 WT group and one in the TRPA1 KO group). These
animals were promptly euthanized. Another two animals, both among
the cuprizone-treated TRPA1 KO mice were severely wounded by ca-
gemates which led to their exclusion and subsequent euthanasia.

3.2. Mechanonociceptive threshold changes during cuprizone treatment

Mechanonociceptive thresholds measured with the von Frey fila-
ments fluctuated over time, while the DPA yielded more reproducible
values with very little variability. However, no statistically significant
difference was found between the nociceptive thresholds obtained with
any of the methods, at any measurement times with two-way ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test (Fig. 1A, B).

3.3. Grip strength and RotaRod motor performance during cuprizone
treatment

Weekly tests assessing motor functions yielded highly reproducible
values with both methods in each treatment group, but no significant
difference was observed between them at any of the time points with
two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (Fig. 1C, D).

3.4. Cuprizone-induced changes in open field behaviour

Cuprizone-treated wild-type mice spent more time with locomotion,
their mean velocity was significantly higher and the distance they
travelled was also consequently longer than untreated wild-type mice at
weeks 2 and 3 of treatment (p < 0.01 and p < 0.001, respectively,
with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; Fig. 2A, B,
C). Comparison of cuprizone-treated TRPA1 KO mice with their corre-
sponding untreated counterparts only resulted in significant differences
at week 3 for the time spent moving (p < 0.05), and week 2 for ve-
locity and distance (p < 0.01 and p < 0.001, respectively, with two-
way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; Fig. 2A, B, C).
However, no statistical difference was detected between cuprizone-
treated TRPA1 WT and KO mice in these parameters at any of the
measurement times. On the other hand, significantly increased rearing
behaviour was induced by cuprizone treatment in WT mice starting
from week 2 until week 5 (p < 0.01 at weeks 2, 4, 5and p < 0.001 at
week 3) which was much less pronounced in TRPA1 KO mice being
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significantly different at week 3 and 4 compared to WT animals
(p < 0.05 with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test;
Fig. 2D). Analysis of the percentage time spent in the central zone of the
arena revealed no statistically significant differences between any of the
treatment groups (two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc
test; data not shown).

3.5. Detection of cuprizone-induced changes in the medial corpus callosum
by MRI

The time course of demyelination was followed by the evaluation of
signal intensity changes of T2 weighted images in the medial part of the
corpus callosum between week 2 and 6 of treatment. The intensity
values of the two untreated control groups were not significantly dif-
ferent and no changes were detected in any of the control animals
throughout the whole experiment (two-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test). On the other hand, signal intensity was sig-
nificantly increased compared to the baseline in cuprizone-treated
TRPA1 WT mice from week 2 until the end of treatment (p < 0.001 at
all time points with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc
test), while the change in the treated TRPA1 KO group was significantly
lower at each measurement time point compared to treated WT animals
(p < 0.01 at week 2 and 6, p < 0.001 from week 3 to 5 with two-way
ANOVA followed by Bonferroni post hoc test). The most pronounced
increase was detected on the third week, 149.6% in WT and 126.0% in
TRPA1 KO mice. The water content declined slightly at later mea-
surement times, but the significant protective effect of the lack of
TRPA1 receptors was detectable during the whole treatment (Fig. 3).

3.6. Histological scoring of myelin content after 3 weeks of treatment

Semiquantitative scoring of the demyelination in the corpus cal-
losum on LFB-stained slides revealed that demyelination in cuprizone-
treated TRPA1 WT mice was nearly complete at this point (Fig. 4A).
Compared to their WT counterparts, the score was significantly lower in
TRPA1 KO animals treated with cuprizone (p < 0.001 with Kruskal-
Wallis test followed by Dunn's post hoc test; Fig. 4B).

3.7. Quantification of astrocyte and microglia/macrophage accumulation
after 3 weeks of treatment

Immunohistochemical staining for GFAP (Fig. 5A) and Ibal
(Fig. 5B) showed that there was significant recruitment of astrocytes
and microglia/macrophages at week 3 of cuprizone administration.
Comparing the mean density of the colour reaction it was revealed that
both astrocyte and microglia/macrophage accumulation was less severe
in cuprizone-treated TRPA1 KO mice compared to their treated WT
counterparts (p < 0.001 with one-way ANOVA followed by Bonferroni
post hoc test, Fig. 5C, D).

3.8. Quantification of myelinated axons after 6 weeks of treatment

The majority of the fields of view of electron micrographs from the
corpus callusom was occupied by myelinated axons with large diameter
in both TRPA1 WT and KO mice. Cuprizone treatment caused dramatic
reduction of myelinated axons' numbers both in WT and in KO animals
(Fig. 6A) which was statistically significant in both groups compared to
their respective untreated controls (both p < 0.001 with one-way
ANOVA followed by Bonferroni post hoc test; Fig. 6B). However, cu-
prizone-induced demyelination appeared to be less intense in KO mice
and the percentage of myelinated axons was found to be significantly
higher in cuprizone-treated TRPA1 KO compared to WT mice
(p < 0.01 with one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test;
Fig. 6B).
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Fig. 1. Weekly measurements of mechanonociceptive thresholds and motor performance during cuprizone treatment. Graphs show the results of untreated control
(CTRL) and cuprizone-treated (CPZ) TRPA1 wild-type (WT) and gene-deleted (KO) mice. Mechanonociceptive thresholds were measured by von Frey filaments (A) or
dynamic plantar aesthesiometry (B) and motor performance was assessed by the RotaRod (C) or horizontal wire grid tests (D). Data are means * S.E.M. of 8-9

animals.

4. Discussion

In the present study investigating the time course of cuprizone-in-
duced functional and morphological changes we have confirmed our
previous results (Séaghy et al., 2016) on the role of TRPA1 receptors in
the cuprizone-induced demyelination model by different approaches
and attempted to assess the functional relevance of the protective effect
of TRPA1 deficiency in the model.

Based on our prior data it can be hypothesized that the less severe
myelin loss seen in TRPA1 receptor gene-deficient mice is a con-
sequence of attenuated demyelination and not enhanced remyelination.
Our present findings add the following data to further support this
hypothesis: (1) repeated MRI measurements have revealed that the
difference between cuprizone-treated WT and TRPA1 KO animals ap-
peared already after 2weeks of treatment and was maintained
throughout the rest of the study; (2) the same significant difference in
demyelination detected by conventional LFB staining as well as sig-
nificantly less astrocyte and microglia recruitment have also been de-
monstrated after 3 weeks of treatment. Furthermore, we have per-
formed an objective ultrastructural quantification of myelin loss in the
corpus callosum by visualizing myelinated axons by electron micro-
scopy which also showed that the relative decrease of myelinated axons
was significantly larger in WT compared to TRPA1 KO mice.

Our aim to follow functional changes by behavioural tests ended
with mixed results as we could only demonstrate significant difference
between the two genotypes in one parameter: rearing behaviour in the
open arena. In our study significant motor dysfunction or changes in
noxious mechanosensation were not detectable after cuprizone treat-
ment. The fact that no gross motor or somatosensory deficit developed
in cuprizone-treated mice despite the profound demyelination of the
corpus callosum is not entirely surprising. No previous studies in-
vestigated the changes of mechanonociceptive threshold in the

cuprizone model. The reported motor skill impairments were either the
results of assessing untrained animals on the RotaRod (Franco-Pons
et al., 2007) or voluntary running on a more difficult, complex wheel
(Franco-Pons et al., 2007; Hibbits et al., 2009; Liebetanz and MerKkler,
2006). A decline in performance in these studies could have been in-
fluenced by a number of factors other than muscle weakness and could
thus reflect a deficit in adaptive motor coordination, learning and
motivation. This feature of the cuprizone model is in sharp contrast
with other widely-used multiple sclerosis models, such as the murine
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) which is char-
acterized by a rapidly developing paralysis (Kipp et al., 2017; Pachner,
2011) and neuropathic mechanical and cold allodynia, as well
(Olechowski et al., 2009). Of note, no substantial oligodendrocyte loss
and demyelination develops in the spinal cord upon cuprizone treat-
ment (Herder et al., 2011). While this could be considered as a weak-
ness of the cuprizone model, the restricted anatomical distribution of
lesions preventing the development of overt functional deficits makes it
ethically more acceptable than the EAE models. Therefore it could be
emphasized that it is a strength of the model that histological and
molecular changes of demyelination can be studied in these lesions
while the general condition of animals remains satisfying.

We found increased locomotion and rearing behaviour in the open
field test in both cuprizone-treated WT and KO mice, indicating in-
creased exploratory behaviour and a state of impulsivity. Similar be-
havioural changes along with increased climbing behaviour and re-
duced anxiety in the elevated plus maze test have previously been
described occurring during the course of cuprizone administration
(Franco-Pons et al., 2007; Xu et al., 2009). At the current stage of
knowledge about cuprizone effects on the mouse brain, it is difficult to
provide a straightforward explanation on these behavioural alterations.
It is also not clear why we could only establish a functional improve-
ment of TRPA1 deficiency in only one parameter. The absence or
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Fig. 2. Weekly determination of spontaneous activity in the open field during cuprizone treatment. Graphs show the results of untreated control (CTRL) and
cuprizone-treated (CPZ) TRPA1 wild-type (WT) and gene-deleted (KO) mice. The time spent with locomotion (A), the travelled distance (B), the mean velocity (C)
and the number of rearings (D) were measured. Data are means + S.E.M. of 13-17 animals. Asterisks denote statistically significant differences between respective
CTRL and CPZ groups (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001), while hash marks label statistically significant differences between respective WT and KO groups

(*p < 0.05) as analysed with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
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Fig. 3. Changes of signal intensity in the medial corpus callosum determined by magnetic resonance imaging between weeks 2 and 6 of cuprizone treatment. (A)
Representative T2-weighted images obtained after 3 weeks of treatment. (B) The time course of the relative intensity changes of untreated control (CTRL) and
cuprizone-treated (CPZ) TRPA1 wild-type (WT) and gene-deleted (KO) mice. Data are means + S.E.M. of 5-8 images obtained from 3-3 animals. The signal in-
tensities are normalized to the pre-treatment values for each groups. Asterisks denote statistically significant differences between respective CTRL and CPZ groups
(*p < 0.05, ***p < 0.001), while hash marks label statistically significant differences between respective WT and KO groups (**p < 0.01, **#p < 0.001) as

analysed with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
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Fig. 4. Evaluation of myelin content by Luxol Fast Blue-cresyl violet (LFB/CV) staining after 3 weeks of cuprizone treatment. (A) Representative images of the medial
corpus callosum (coronal sections, —0.1 mm from bregma) on LFB/CV-stained slides in untreated control and cuprizone-treated wild-type (WT) and TRPA1 gene-
deleted (KO) mice. Blue staining indicates intact myelin sheaths. Scale bars are 100 pm. (B) Semiquantitative scoring of demyelination in untreated control (CTRL)
and cuprizone-treated (CPZ) WT and TRPA1 KO mice. Data are means * S.E.M. of 12-12 images obtained from 3-3 animals. Asterisks denote statistically significant
differences between respective CTRL and CPZ groups (****p < 0.0001), while hash marks label statistically significant differences between respective WT and KO
groups (*##p < 0.001) as analysed with Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post hoc test. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)

transection of the corpus callosum in mice results in little functional
deficit (Schalomon and Wahlsten, 2002). One must bear in mind that
cuprizone induces demyelination not only in the corpus callosum but
several prominent grey matter areas (Gudi et al., 2009; Koutsoudaki
et al., 2009; Skripuletz et al., 2008, 2010) and signs of metabolic stress
could also be detected in brain areas without consequent myelin loss
(Goldberg et al., 2015). Since our morphological study focused on the

corpus callosum, which is traditionally evaluated in the cuprizone
model, we cannot rule out that due to regional differences of TRPA1
expression the protective effect did not uniformly develop in all brain
areas. Moreover, various steps of neurotransmitter synthesis or elim-
ination can also be affected by cuprizone. It was reported that activities
of monoamine oxidase (MAO) and dopamine-f-hydroxylase decreased,
while dopamine levels increased in the prefrontal cortex during

A TRPA1 WT CONTROL TRPA1 KO CUPRIZONE

TRPA1 WT CUPRIZONE

GFAP

TRPA'i WT CONTROL
:—-g'-n-!h-“. : X 9"'_

& S

Iba1

—
%" Hkeke P 80+
. ®
£ 60 £ g4
-: Tk .g
é 40+ E 404 *k
20 Fred

WT CTRL WTCPZ KOCTRL KOCPZ u-WTCTRL WT CPZ KO CTRL KO CPZ

Fig. 5. Evaluation of astrocyte and microglia/macrophage accumulation by immunohistochemistry after 3 weeks of cuprizone treatment. The astrocyte marker glial
fibrillary acidic protein (GFAP) and the microglia/macrophage marker ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Ibal) was visualized by immunohistochemistry.
(A, B) Representative images of the medial corpus callosum (coronal sections, —0.22 mm from bregma) of untreated control and cuprizone-treated wild-type (WT)
and cuprizone-treated TRPA1 gene-deleted (KO) mice. Scale bars are 50 um. (C,D) Quantification of the mean density of equal areas in the medial corpus callosum of
untreated control (CTRL) and cuprizone-treated (CPZ) WT and TRPA1 KO mice. Data are means = S.E.M. of 5-6 images. Asterisks denote statistically significant
differences between respective CTRL and CPZ groups (***p < 0.001), while hash marks label statistically significant differences between respective WT and KO
groups ("*#p < 0.001) as analysed with two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
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Fig. 6. Evaluation of myelin content by electron microscopy after 6 weeks of cuprizone treatment. (A) Representative electron micrographs showing axons in the
corpus callosum in untreated control and cuprizone-treated wild-type (WT) or TRPA1 gene-deleted (KO) mice. A large number of myelinated axons (ax) as well as
small diameter unmyelinated axons (asterisk) can be observed in both the WT and KO controls. In cuprizone-treated animals less myelinated axons (ax) and more
unmyelinated axons (asterisk) were seen, however the decrease in percentage of axons with myelin sheath was stronger in the WT, and less dramatic in the KO
animals. Scale bars in the electron micrographs are 1 um. (B) The percentage of myelinated axons quantified in untreated control (CTRL) and cuprizone-treated (CPZ)
WT and TRPA1 KO animals. Data are means = S.E.M. of 10-10 images obtained from 3-3 animals. Asterisks denote statistically significant differences between
respective CTRL and CPZ groups (***p < 0.001), while hash marks label statistically significant differences between respective WT and KO groups (**p < 0.01) as

analysed with one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.

cuprizone treatment (Xu et al., 2009). The possible imbalance between
glutamate and GABA levels has also been raised (Praet et al., 2014).
Intriguingly, the cuprizone model was also suggested to serve as a
model of schizophrenia (Herring and Konradi, 2011; Xu and Li, 2011)
supported by a more extensive behavioural assessment of cuprizone-
treated mice and recent imaging data that white matter abnormalities
exist in schizophrenic patients.

On the other hand, following the time course of morphological
changes with the MRI proved to be a reliable and valuable method to
assess the progression of cuprizone-induced damage in the corpus cal-
losum. Myelin loss with the simultaneous water accumulation increases
the signal intensity on T2-weighted MR images (Merkler et al., 2005).
The intensity of T2-weighted images of ROIs corresponding to the
medial corpus callosum could be reproducibly measured upon weekly
repeated imaging in both untreated control groups. In both cuprizone-
treated groups the signal intensity of T2-weighted images in the medial
corpus callosum was significantly increased throughout the experiment.
Remarkably, the method was sensitive enough to detect the attenuated
severity of myelin loss in TRPA1 KO animals, as differences between the
intensity percentages of cuprizone-treated WT and KO mice were sig-
nificantly lower at all measurement points. The validity of the MRI
analysis was also confirmed by the other morphological methods.
Evaluation of myelination by LFB staining at week 3 or by electro-
nmicroscopy at week 6 both demonstrated a strong correlation with the
T2-weighted MR image intensity measurements. Percentage changes
also appeared proportional to the extent of myelinated fiber loss and
the semiquantitative scoring of LFB-stained slides.

Despite the increasing interest in the cuprizone model in the recent
decade, the precise mechanism of cuprizone-induced oligodendrocyte
loss remains to be elucidated. It has been suggested that the copper-
chelating nature of this compound interferes with several mitochondrial

enzymes, resulting in the disruption of cellular respiration and oxida-
tive stress (Gudi et al., 2014; Praet et al., 2014). However, investigation
of the sequence of events during cuprizone administration suggested
that after an initial loss of oligodendrocytes due to the direct toxicity of
cuprizone, activation and proliferation of astrocytes and microglia also
contributed to the progressive demyelination. The time course of as-
trocytosis and microgliosis closely follows the course of demyelination
(Hiremath et al., 1998; Matsushima and Morell, 2001). We previously
showed that both astrocyte and microglia/macrophage recruitment
were significantly reduced in cuprizone-treated TRPA1 KO animals at
week 6 of treatment (Saghy et al., 2016). The current results confirm
the same difference for an earlier time point, occurring in parallel with
the attenuated demyelination. On the other hand, it was also revealed
that astrocytes and microglia were essential for the successful re-
myelination as well. Neuroinflammation promoted by pro-in-
flammatory cytokines/chemokines might initially aggravate oligoden-
drocyte loss but the inflammatory reaction together with other
mediators such as certain growth factors (e.g. insulin-like growth factor
1 - IGF-1, fibroblast growth factor — FGF-2) and anti-inflammatory
cytokines secreted by astrocytes or microglia are also necessary to in-
itiate myelin repair by stimulating the proliferation and differentiation
of oligodendrocyte precursor cells. Since the precise interplay between
these glial cells is still not fully deciphered, it is difficult to determine
the exact role of TRPA1 receptors in this complex process. We have
provided several lines of evidence that the absence of TRPA1 receptors
prevents cuprizone-induced oligodendrocyte apoptosis and demyelina-
tion of the corpus callosum. Expression of TRPA1 on astrocytes has
been independently reported by several groups, including ours (Lee
et al., 2016, 2012; Saghy et al., 2016; Shigetomi et al., 2012, 2013).
Another recent study investigating the role of Ca®>*-permeable channels
in demyelination detected TRPA1l expression on oligodendrocytes



K. Bolcskei et al.

employing in situ hybridization (Hamilton et al., 2016). In a mouse
Alzheimer's disease model, TRPA1 receptors mediated the beta amy-
loid-induced cytokine release from astrocytes via NFkB activation (Lee
et al., 2016). In the cuprizone model, inhibition of the NFkB pathway in
astrocytes by laquinimod could prevent the toxicant-induced oligo-
dendrocyte apoptosis and demyelination (Briick et al., 2012). On the
other hand, ablation of proliferating astrocytes did not prevent oligo-
dendrocyte loss, only diminished activation and recruitment of micro-
glia resulting in delayed remyelination (Skripuletz et al., 2013). Based
on the currently available data, it could be hypothesized that TRPA1
receptors localized on either oligodendrocytes or astrocytes were acti-
vated by reactive oxygen species generated in response to cuprizone
challenge and the direct action of the cytosolic Ca®™ level rise in oli-
godendrocytes and the indirect effect of pro-inflammatory mediators
released from astrocytes contributed to the progression of oligoden-
drocyte apoptosis.

In conclusion, it is evident that further investigation is needed to
reveal the physiological and pathophysiological role of TRPAIl re-
ceptors on astrocytes and oligodendrocytes. One of the questions re-
maining is whether the lack of TRPA1 receptors impacts remyelination
in vivo, since astrocytes are also involved in the recruitment of oligo-
dendrocyte progenitor cells. Nevertheless, our current in vivo data
provide evidence on the potential value of TRPA1 receptor as a future
drug target in the pharmacotherapy of disorders involving demyelina-
tion.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.clim.2018.03.017.
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Abstract: Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptors are non-selective cation channels
responsive to a variety of exogenous irritants and endogenous stimuli including products of oxidative
stress. It is mainly expressed by primary sensory neurons; however, expression of TRPA1 by astrocytes
and oligodendrocytes has recently been detected in the mouse brain. Genetic deletion of TRPA1
was shown to attenuate cuprizone-induced oligodendrocyte apoptosis and myelin loss in mice.
In the present study we aimed at investigating mGFAP-Cre conditional TRPA1 knockout mice in the
cuprizone model. These animals were generated by crossbreeding GFAP-Cre*/~ and floxed TRPA1
(TRPA1/!) mice. Cuprizone was administered for 6 weeks and demyelination was followed by
magnetic resonance imaging (MRI). At the end of the treatment, demyelination and glial activation
was also investigated by histological methods. The results of the MRI showed that demyelination
was milder at weeks 3 and 4 in both homozygous (GFAP-Cre*/~ TRPA1F/f) and heterozygous
(GFAP-Cre*/~ TRPA1Y~) conditional knockout animals compared to Cre™~ control mice. However,
by week 6 of the treatment the difference was not detectable by either MRI or histological methods.
In conclusion, TRPA1 receptors on astrocytes may transiently contribute to the demyelination induced
by cuprizone, however, expression and function of TRPA1 receptors by other cells in the brain
(oligodendrocytes, microglia, neurons) warrant further investigation.

Keywords: transient receptor potential ankyrin 1; cuprizone; demyelination; astrocyte; conditional
knockout; magnetic resonance imaging

1. Introduction

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptors are non-selective cation channels
which are responsive to a variety of exogenous and endogenous stimuli including mustard oil,
cinnamaldehyde, irritant chemicals such as formalin or acrolein, as well as reactive oxygen species
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and oxidized lipid molecules [1-3]. Apart from being a nocisensor for exogenous irritant compounds,
it has been suggested to work as a sensor for oxidative stress [4]. Originally described to be localized
on a subgroup of nociceptive primary afferent neurons [5,6], it was later revealed that TRPA1 is also
expressed at lower levels by various non-neuronal cells including keratinocytes, endothelial cells
and cells of the gastrointestinal mucosa [1-3,7]. More importantly, several studies have supported
the presence of TRPA1 receptors in the brain on astrocytes [8-10], as well as oligodendrocytes [11].
A recent cell-specific transcriptome analysis of the mouse cortex revealed low level expression of
TRPA1 on neurons, astrocytes, oligodendrocytes and microglia, as well [12].

In astrocytes, TRPA1 receptors were implicated in both physiological and pathophysiological
processes. Astrocyte TRPA1 receptors were shown to regulate resting Ca* levels and modulate
GABA-ergic inhibitory transmission by reducing GABA transport [8]. TRPA1 receptors on astrocytes
were also suggested to play a role in long-term potentiation in the mouse hippocampus [9]. Since reactive
astrocytes can contribute to the progression of neuroinflammation in neurodegenerative diseases [13,14],
several workgroups, including ours, had started to investigate the role of TRPA1 in animal models
of neurodegenerative diseases. Our previous study aimed at examining the role of TRPA1 in the
cuprizone-induced demyelination model in mice. Cuprizone treatment constitutes an accepted
non-immune animal model of multiple sclerosis [15,16] which produces lesions resembling type III
lesions seen in patients [17]. Feeding mice with cuprizone leads to a well-reproducible demyelination
of the corpus callosum as well as other subcortical and cortical brain areas by inducing oligodendrocyte
apoptosis and a secondary activation of astrocytes and microglia [15,16,18-21]. We have revealed
that demyelination of the corpus callosum was significantly reduced in TRPA1 receptor gene-deleted
mice [22,23]. Based on our data we have assumed that TRPA1 receptors localized on astrocytes may
influence the astrocyte-oligodendrocyte crosstalk. Activation of these receptors on the astrocytes
increases the intracellular Ca?* concentration and subsequent release of mediators. Astrocyte-derived
signaling molecules may contribute to the apoptosis of oligodendrocytes by promoting the proapoptotic
p38-MAPK pathway resulting in c-Jun activation [22]. We have also shown that TRPA1 deficiency did
not affect the number of oligodendrocyte precursor cells (OPCs) during cuprizone treatment. In TRPA1
KO mice, there was no increase or a less pronounced increase of growth factors promoting OPC
proliferation (FGF-2, IGF-1). The level of Bak mRNA, a marker of apoptosis and levels of pro-apoptotic
signalling proteins were significantly lower in cuprizone-treated TRPA1 KO animals. All these data
suggest that TRPA1 deficiency did not affect oligodendrocyte development but reduced the apoptosis
of mature oligodendrocytes [22]. In contrast with our theory, Hamilton and coworkers assumed a
direct action of TRPA1 activation on myelination. They detected the functional expression of TRPA1
on oligodendrocytes and showed that ischemia-induced demyelination was diminished in the lack
of TRPA1 receptors [11]. Likewise, another group showed that in TRPA1 receptor gene-deleted mice
behavioral deficits and neuroinflammation were less severe in a transgenic mouse model of Alzheimer’s
disease [24]. The same group also later demonstrated that the loss of TRPA1 is associated with decreased
anxiety-like behavior and improved performance in spatial memory and social discrimination tests [25].

Based on these prior data we focused on further elucidating the role of TRPA1 receptors in the
cuprizone model. In the present study, the effects of cuprizone in the corpus callosum were studied in
mGFAP-driven conditional TRPA1 knockout mice.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics

The study was designed and conducted according to European legislation (Directive 2010/63/EU)
and Hungarian Government regulation (40/2013., II. 14.) on the protection of animals used for scientific
purposes. The project was approved by the Animal Welfare Committee of the University of Pécs and
the National Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation of Hungary and licensed by the
Government Office of Baranya County (license No. BA02/2000-82/2017).
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2.2. Animals

Animals were bred in the Animal House of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy
of the University of Pécs and kept in the Animal House of the Szentagothai Research Center during the
experiments. Mice were housed in groups of 3-7 in standard polycarbonate cages on wood shavings
bedding. Food and water were provided ad libitum. The temperature was maintained at 24 °C and the
lighting was set to a 12 h light-dark cycle (lights on from 6:00 a.m. to 6:00 p.m.).

The mGFAP-driven conditional TRPA1 receptor knockout mice were produced via crossbreeding
floxed TRPA1 carrying mice (B6.129S-Trpaltm2Kykw/J) by GFAP promoter directed Cre recombinase
gene expressing mice (B6.Cg-Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2]) both obtained from The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA), stock numbers #008650 and #024098, respectively. Only female mice carrying
the GFAP-Cre transgene were used to prevent non-specific Cre activation during spermatogenesis.
The GFAP-Cre transgene was also maintained in heterozygote form, to minimize the chance of
non-specific recombination. As the first step, GFAP-Cre heterozygote females were crossbred by
floxed TRPA1 homozygote males. Next, female mice heterozygote for both genes were backcrossed by
floxed TRPA1 homozygote males. The obtained male Cre*/~ TRPAT*/F! mice were the main subjects of
the experiments, whereas their male siblings (Cre™/~ TRPA1*/~ and Cre™/~ TRPA17/F!) were used as
hetero controls and Cre negative controls, respectively. Animals showing a global KO genotype by tail
analysis were excluded from the experiments (approximately 10% of all genotyped Cre*/~ animals).

Genotyping of floxed TRPA1 was done according to the protocol suggested by the provider,
using forward primer oIMR9168 (AGC AGG AGC AGA AGT ATG GAA) and reverse primer oIMR9169
(GAA GGC CAT GGC ATC TTA AC) producing 359 bp (floxed) and/or 472 bp (wild type) PCR products.

Genotyping of GFAP-Cre was done by forward primer 15831 (TCC ATA AAG GCC CTG ACATC)
and reverse primer 15832 (TGC GAA CCT CAT CAC TCGT) also using internal positive control forward
primer oIMR8744 (CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG) and reverse primer oIMR8745 (GTC AGT
CGA GTG CAC AGT TT) which produced 200 bp (internal positive control) and ~400 bp (GFAP-Cre
positive) PCR products. Genotyping of conditional TRPA1 receptor knockout was carried out by using
forward primer exon 21 (TGT TCC TCA ACA TCC CAG CG), second forward primer oIMR9168 (AGC
AGG AGC AGA AGT ATG GAA) and reverse primer oIMR9169 (GAA GGC CAT GGC ATC TTA AC)
producing 609 bp (knockout), 359 bp (intact floxed) and/or 472 bp (intact wild type) PCR products,
respectively. RT-PCR analysis of conditional TRPA1 receptor knockout messenger RNA was done by
forward primer exon 21 (TGT TCC TCA ACA TCC CAG CG) and reverse primer exon 25 (CGT GCC
TGG GTC TAT TTG GA) which produce 573 bp (intact) or 191 bp (knockout) RT-PCR products.

2.3. Mouse TRPA1 Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from homogenized brain samples by using TRI Reagent (Molecular
Research Centre Inc., Cincinnati, OH, USA) and Direct-Zol RNA isolation kit (Zymo Research, Irvine,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Purified RNA was quantified by a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer and 1 pug total RNA was treated with DN Ase I (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) to remove genomic DNA contamination from the samples. First strand cDNA synthesis
was carried out with 0.5 ug of total RNA/sample using Maxima™ First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). In the PCR reaction we used SensiFast
Probe Lo-ROX Kit (Bioline Inc., London, UK) and forward primer 5 atgccttcagcaccccattg (binding
site in exon 23), reverse primer 5 gacctcagcaatgtccccaa (binding site in exon 24) and labeled probe
56FAM/tgggcagct/ZEN/tattgccttcacaat/3IABKFQ (binding site in exon 23), 1 uM each, all obtained
from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). The following PCR protocol was used on
an Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) Quantstudio5 quantitative PCR machine: 3 min 95 °C
original denaturation, followed by 40 cycles of 30 s 95 °C denaturation, 30 s 62 °C annealing, 1 min
72 °C extension. The sites of the primers and probe are missing from the Cre-Lox recombined mRNA
therefore this assay measures only the amount of intact TRPA1 mRNA. Mouse beta-actin mRNA
was used as reference and the expression was determined by using Prime Time Std qPCR Assay



Cells 2020, 9, 81 40f13

Mm.PT.58.33540333 obtained from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA) under the same
PCR conditions. All qRT-PCR assays were done in duplicates in each sample and Ct values were
determined. dCt values were obtained by subtracting the corresponding beta-actin Ct values from the
TRPA1 Ct values. ddCt values were calculated for each sample by subtracting the average dCt value
of the Cre™/~ group (representing the 100% expression level) from each dCt value. Finally, for each
sample the obtained ddCt were converted to relative expression level by the 100/(299¢) formula.

2.4. Cuprizone Treatment

Cuprizone was administered orally for 6 weeks as previously described [22,23]. Briefly,
standard rodent chow was ground and 0.2% cuprizone was thoroughly mixed into ground chow
which was placed into the cages in small ceramic bowls. Control mice were fed the milled chow
without the addition of cuprizone. The chow was provided ad libitum to all groups and it was changed
to a fresh batch each day. The general health status of animals was also monitored daily and body
weights were measured every 2 days.

2.5. Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The timeline of demyelination was monitored by T2-weighted MRI measurements on 4 mice
from each group. Animals were scanned once before cuprizone administration and later once per
week starting from week 2 of the treatment. The measurements were performed using a Bruker®
PharmaScan® (4.7 T) small animal MRI instrument (Bruker, Billerica, MA, USA).

Anesthesia was induced by 3.5% v/v of isoflurane in a gas mixture of 33% O, and 66% N,O
via induction chamber and maintained with 1-2% isoflurane in a rodent face mask controlled by
respiratory monitoring and gating system.

The imaging protocol was performed on the same day and same time each week. After By
mapping a multislice T2 Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement (RARE) experiment was
performed (TR/TE: 3000/50 ms, FOV: 16 x 16 mm, Thk: 0.8 mm, Gap: 0.2 mm, matrix: 160 x 160,
4 averages, RARE factor: 4) on seven coronal slices positioned to cover the whole corpus callosum.
The total imaging time was roughly 12 min per animal.

Before the analysis, all imaging data were converted first into a Digital Imaging Communications
in Medicines (DICOM) format and stored in an isolated hardware in a local system. Any further
processing was performed via DICOM-handling software packages. (3D-Slicer v4.6 NA-MIC and Onis
v2.5, Digitalcore, Tokyo, Japan) [26]. For the quantification of the damage, regions of interests (ROI)
were manually circumscribed, fitted by anatomical structures in the medial corpus callosum and the
signal intensities (as mean + SEM) of ROIs have been recorded. Results were expressed in percentage of
intensity ratio, compared to the pre-treatment intensity (considered as 100%) measured in the identical
brain area of the same individual animal. The evaluation was performed in a blinded manner.

2.6. Histological Assessment of Cuprizone-Induced Changes in the Corpus Callosum

Animals were anesthetized with pentobarbital (70 mg/kg i.p.) at the end of the cuprizone treatment
(week 6) and perfused transcardially in two steps, first with phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)
and then with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer. Brains were postfixed over one night in
the same fixative. 5 um thin coronal sections from paraffin embedded brains were made and mounted
onto a silane-coated slides.

2.6.1. Luxol Fast Blue-cresyl Violet (LFB/CV) Staining

LEFB/CV staining was used to evaluate the severity of demyelination as described previously [20,22]
on coronal sections obtained from different regions (0.14, —0.22,—-1.06, and —1.94 mm) according to the
mouse brain atlas of Paxinos and Franklin [27]. Brain sections on silane-coated slides were rehydrated
in graded series of alcohol and incubated at 60 °C in LFB solution (0.01%), overnight. Thereafter,
sections were differentiated in a solution of Li,COj3 (0.05%) and counterstained with CV. Four sections
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of each animal were scored by a semiquantitative four-tiered scoring system (0-3) in a blinded manner.
Intact myelin was scored with 0 and the totally damaged myelin was labeled with score 3.

2.6.2. Immunohistochemical Detection of Myelin Basic Protein (MBP) and Astrocyte and Microglia
Markers

In addition to the LFB/CV staining, immunohistochemical detection of myelin basic protein (MBP)
was also performed to evaluate demyelination. Furthermore, astrocyte and microglia activation in
the corpus callosum was detected with immunohistochemical staining of glial fibrillary acidic protein
(GFAP) and ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Ibal), respectively. Briefly, 8 um-thick paraffin
sections were deparaffinized and heat-unmasked in citrate buffer. Sections were treated with 3%
hydrogen peroxide to block endogenous peroxidase activity, treated with BSA and incubated for 1 h with
the following primary antibodies: anti-MBP (1:100, mouse monoclonal antibody from Novocastra/Leica
Biosystems (Nussloch, Germany, catalogue No. NCL-MBP; Antibody Registry No AB_563893),
anti-GFAP (1:1000, rabbit polyclonal antibody from Dako, Glostrup, Denmark; catalogue No. Z0334;
Antibody Registry No AB_10013382) to visualize astrocytes, anti-Ibal, (1:500, rabbit polyclonal antibody
from Wako Chemicals, Neuss, Germany; catalogue No. 019-19741; Antibody Registry No AB_839504)
as a marker for microglia/macrophages. Incubation was performed with the HISTO-Labeling System,
the reaction was visualized using 3,3’-diaminobenzidine reaction. Sections were photographed with
an Olympus DP50 camera attached to an Olympus BX51 microscope (Olympus, Tokyo, Japan) under
200x magnification. Quantification was performed by determining the mean density of equal-sized
regions of interest of the medial corpus callosum with the Image-ProPlus software (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA). The experimenter evaluating the slides was blinded to the group allocation.

2.7. Materials

Cuprizone and all other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
unless otherwise previously indicated. Pentobarbital (Euthanimal 20% injection ad us. vet.) was
obtained from Alfasan Nederland B.V. (Woerden, The Netherlands) while isoflurane was purchased
from Medicus Partner Ltd. (Biatorbagy, Hungary).

2.8. Statistics

In each group, means + S.E.M. of parameters were calculated. Statistical analysis was carried out
with the GraphPad Prism 8.0.1 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). For comparison
of qPCR relative expression values and MRI relative intensity values, one-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparisons test was used. Paired t-test was used to compare density values of LFB/CV
and immunohistological staining, *p < 0.05 or **p < 0.01 was considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Determination of TRPA1 mRNA Levels in the Mouse Brain

Intact TRPA1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR in brain samples of
GFAP-Cre”” TRPA1"/F! compared to GFAP-Cre*” TRPA1™/- and GFAP-Cre* TRPA1F/F! mice.
The obtained relative expression levels, means and standard deviations are presented in Figure 1 for
each group. Compared to GFAP-Cre™/~ control mice where TRPA1 expression level was 102 + 22%,
both the GFAP-Cre*/~ TRPA1F/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1™/Fl mouse groups had lower expression
levels, 68 + 28% and 77 + 23%, respectively. These results indicate that some of the TRPA1T mRNA was
lost due to Cre-LoxP recombination in both GFAP-Cre*/~ groups. ANOVA statistical analysis showed
that there was a significant difference between the groups (p=0.0017). The post hoc test demonstrated
that the differences were significant when both the GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F!
group were compared to the GFAP-Cre™~ TRPA1/F! control group (p < 0.01 and p < 0.05 respectively),
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but there was no significant difference in TRPA1 mRNA expression between the GFAP-Cre*/~ groups
(Figure 1).

TRPA1 expression in mouse brain
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Figure 1. Relative expression levels of TRPAT mRNA in the brain in GFAP-Cre ™/~ TRPA1"/F! (n = 7),
GFAP-Cre*/~ TRPA1YY/~ (1 = 5) and GFAP-Cre*/~ TRPAT*/Fl mice (1 = 9). Asterisks show statistically
significant differences between the indicated groups (*p < 0.05, **p < 0.01).

3.2. Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The timeline of damage was followed by the evaluation of signal intensity changes of T2 weighted
MRI (Figure 2) in the medial part of the corpus callosum between week 2 and 6.

&mm

CTRL — Cre”/- TRPA1F/F! CTRL - Cre*/- TRPA1F/- CTRL - Cre*/- TRPA1F/F

Figure 2. Representative MR images, constructed on fourth week. The medial corpus callosum is
highlighted by a white ellipse.

The intensities in the untreated control groups were not significantly different and no changes
were detected in any of the control animals throughout the whole experiment. (Figure 3a). In contrast,
the signal intensity was significantly increased in cuprizone-treated GFAP-Cre”" TRPA1"/F! mice
compared to GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! animals on week 3 and week 4 (*p <
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0.05, **p < 0.01; Figure 3b). The most pronounced increase was detected on the fourth week, 179.75% in
GFAP-Cre™/~ TRPA1™/F! group versus 134.25% (GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~) and 134.75% (GFAP Cre*/~
TRPA1F/Fl), These results indicate that the myelin damage was less severe in the corpus callosum of
both heterozygous and homozygous mGFAP-Cre conditional TRPA1 knockout mice on weeks 3 and 4.
The difference between genotypes decreased at later time points. At the end of the treatment we did
not detect significant differences between the cuprizone-treated GFAP-Cre™/~ TRPA1/F!, GFAP-Cre*/~
TRPA1"~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! animals. Each cuprizone-treated group showed a significantly
elevated intensity from the third to sixth weeks compared to their respective control groups (Figure 3a,b;
significance not shown).
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Figure 3. Changes of signal intensity in the medial corpus callosum measured by magnetic resonance
imaging between week 2 and 6 of cuprizone treatment in (a) control (CTRL) and (b) cuprizone-treated
(CU) groups of GFAP-Cre™~ TRPA1F/F!, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPAT*/F! mice.
Data are means + S.E.M. of images obtained from animals (n = 4/group). The signal intensities were
normalized to the baseline values (100%) for each animal and indicated by percentages of relative
intensity. Asterisks show statistically significant differences between respective CU and CTRL groups
(*p <0.05,* p < 0.01).

3.3. Cuprizone-Induced Demyelination Determined by LFB/CV Staining and MBP Immunohistochemistry

After the six weeks of the treatment, significant demyelination was detected in all three
cuprizone-treated groups with the LFB/CV staining, compared to their respective control groups
(Figure 4a,b). No statistically significant differences were found between the demyelination scores
of the three genotypes. Likewise, immunohistochemical staining of MBP revealed a significant
reduction in all cuprizone-fed animals compared to controls, but no difference was detected between
the MBP content of GFAP-Cre™~ TRPA1"/H, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/H
mice (Figure 5a,b). The results show that the attenuating effect of mGFAP-driven conditional deletion

of the TRPA1 receptor on the severity of cuprizone-induced demyelination was diminished by week 6
of treatment.
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Figure 4. Evaluation of myelin content with Luxol Fast Blue/cresyl violet (LFB/CV) staining after 6
weeks of cuprizone treatment (a). Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated
(CU) groups in GFAP-Cre™/~ TRPA1F/Fl, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F mice.;
(b) Semiquantitative demyelination scores of LFB/CV staining, *p < 0.05, n = 3-5/group, Scale bar =
100 pum.

Figure 5. Evaluation of myelin content with myelin basic protein (MBP) immunohistochemistry after 6
weeks of cuprizone treatment (a). Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU)
groups in GFAP-Cre™/~ TRPA1F/Fl, GFAP-Cre*/~ TRPA1"Y~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! mice.; (b)
Pixel intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group,
*p < 0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 um.

3.4. Cuprizone-Induced Astrocyte and Microglia Activation

At the end of the 6-week treatment, a significant increase of GFAP and Ibal immunostaining was
detected in all three cuprizone-treated groups, compared to their respective control groups (Figures 6a
and 7a). Quantifying the intensity of the staining, no statistically significant differences were found in
the DAB staining intensities between the three genotypes (Figures 6b and 7b). Therefore, by the end of
the 6-week treatment the mGFAP-driven conditional deletion of the TRPA1 receptor had no effect on
the astrocyte and microglia accumulation induced by cuprizone.
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Figure 6. Evaluation of astrocyte activation by GFAP immunohistochemistry after 6 weeks of
cuprizone treatment (a) Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU) groups
in GFAP-Cre™/~ TRPA1"/F, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/F! mice.; (b) Pixel
intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group; *p <
0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 pm.
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Figure 7. Evaluation of microglia activation by Ibal immunohistochemistry after 6 weeks of
cuprizone treatment (a) Representative images of control (CTRL) and cuprizone-treated (CU) groups
in GFAP-Cre™/~ TRPA1/F, GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1F/H! mice.; (b) Pixel
intensities of diaminobenzidine staining in the middle part of the corpus callosum in each group *p <
0.05, n = 3-5/group, Scale bar = 100 pm.

4. Discussion

In the present study we have investigated the modulatory role of TRPA1 receptors expressed by
GFAP positive cells in the cuprizone-induced demyelination model using mGFAP-driven conditional
TRPA1 receptor knockout mice. The glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a generally accepted marker
of astrocytes. Brain diseases are characterized by the active inflammatory state of astrocytes, which is
usually manifested as up-regulation of GFAP [28].

Our results show that the genetic lack of TRPA1 receptors in GFAP positive cells influences the
demyelination process induced by cuprizone feeding in mice. Reduced pathological changes were
detected in the corpus callosum by MRI between the 3rd and 5th weeks of the treatment. In contrast,
at the end of week 6, no significant differences were found in the demyelination evaluated either by
MRI or histology.
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In a previous study using embryonic global TRPA1 KO animals we demonstrated that TRPA1
receptor deficiency attenuated the cuprizone-induced demyelination by reduction of apoptosis of
mature oligodendrocytes [22]. Additionally, it was recently published that oligodendrocytes express
TRPAI1 receptors [11]. Therefore, a direct effect of TRPA1 activation on oligodendrocyte apoptosis in the
cuprizone model could be hypothesized. Since our investigations have not provided sufficient evidence
for TRPA1 expression in oligodendrocytes, it was presumed that TRPA1 receptor deficiency might
alleviate the cuprizone-induced loss of mature oligodendrocytes by altering the release of mediators by
astrocytes. TRPA1 receptors localized on astrocytes may participate in the astrocyte-oligodendrocyte
crosstalk. Since TRPA1 can be triggered by several noxious stimuli, including inflammation,
tissue damage or oxidative stress on one hand, and astrocytes influence the extent of this toxin-induced
demyelination on the other [29], we assumed that this receptor might modulate the demyelination
process. Numerous earlier studies have provided substantial morphological and functional evidence
that astrocytes express the TRPA1 receptor, functioning as a regulator of resting Ca®* levels [8,9,24,30,31].
Inavery recentstudy, Oh et al., using the cell-type-specific gene-silencing and ultrasensitive sniffer-patch
techniques, identified astrocytes as the cellular target and TRPA1 as the molecular sensor for the low
intensity, low frequency ultrasound (LILFU). They demonstrated that LILFU-induced neuromodulation
was initiated by opening of TRPA1 channels in astrocytes. The Ca?* entry through TRPA1 caused
a release of gliotransmitters including glutamate from the astrocytes activating NMDA receptors in
neighboring neurons [32]. In another newly-published paper, Xia et al. raised the involvement of
TRPA1 in myelin damage and oxidative stress injury in a mouse intracerebral hemorrhage (ICH) model.
They showed that TRPA1 was activated by the increased reactive oxygen species (ROS) after ICH,
leading to an increase of Ca?* influx. The increased Ca®* further contributed to the rise in NOX1 and
Calpainl, causing oxidative stress damage and myelin degradation. [33].

Since our previous data also supported the TRPA1 immunopositivity of astrocytes in the corpus
callosum and astrocytic reactions were less prominent in cuprizone-treated TRPA1 receptor deficient
mice compared to wild-type counterparts, we have supposed a pivotal role of TRPA1 receptors expressed
by astrocytes [22]. For our further investigations, mGFAP-driven conditional TRPA1 knockout
mice were bred by our laboratory in order to reveal the precise role of astrocytic TRPA1 receptors.
These mice were created via crossbreeding floxed TRPA1 carrying mice (B6.129S-Trpaltm2Kykw/])
by GFAP promoter-directed Cre recombinase gene expressing mice (B6.Cg-Tg(Gfap-cre) 77.6Mvs/2].
This technique allows the selective cutout of the Trpal gene only from the GFAP-positive cells and the
examination of cuprizone-induced demyelination in the lack of astrocyte-specific TRPA1 receptors.

Cuprizone-treatment significantly increased T2-weighted MRI signal intensities measured on
the 3rd and 4th weeks in all three animal groups compared to the baseline, proving the reliability
of the model. Myelin loss with the concomitant water accumulation enhances the signal intensity
on T2-weighted MR images [34]. The intensity of T2-weighted images of ROIs corresponding to
the medial corpus callosum was reproducible. Remarkably, the MRI was sensitive enough to notice
the milder severity of myelin loss in GFAP-Cre*/~ TRPA1"/~ and GFAP-Cre*/~ TRPA1™/F! animals
compared to the GFAP-Cre™~ TRPA1"/F! group. The most pronounced difference was detected on
the 4th week, but the disparity decreased at later time points. In our previous study in the cuprizone
model with embryonic global TRPA1 KO mice, we provided MRI-based evidence that the severity of
myelin loss in the gene-deleted animals was significantly lower at all measurement points during the
six-week experiment compared to the wild-type controls [23]. In accordance with the present results,
the largest differences in signal intensities were detected on the 3rd and 4th weeks. Considering the
data of the follow-up in vivo imaging, we conclude that genetic loss of the astrocyte-specific TRPA1
receptors attenuates the progress of demyelination in the corpus callosum, but these effects can
be noticed only at the time of the most intensive pathological changes. The homozygote (Cre*/~
TRPA1/F!) and heterozygote (Cre*/~ TRPA1F/~) mice showed similar alterations which is explained
by a similar reduction of mRNA levels in both genotypes. However, by the 6th week these disparities
had disappeared, as we could not detect any differences with histological examinations at the end of
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the study. Neither the semiquantitative scoring of demyelination, based on Luxol fast blue staining
technique, nor the MBP immunohistochemistry showed significant differences in the mGFAP-driven
conditional TRPA1 knockout mice compared to the Cre”" controls. Similarly to the demyelination,
the cuprizone-induced accumulation of the astrocytes and microglial cells in the corpus callosum
was not influenced by the genetic loss of TRPA1 in the GFAP positive cells. In contrast to the results
obtained with embryonic global TRPA1 KO mice, these results suggest that deletion of the receptor
in the astrocytes does not exert substantial inhibitory effect eventually on the six-week cuprizone
treatment-induced demyelination of the corpus callosum.

5. Conclusions

According to the currently available data, we presume that TRPA1 receptors localized on astrocytes
can be activated by electrophilic ligands, reactive oxygen species in response to cuprizone challenge and
the consequent release of pro-inflammatory mediators contributes to the progression of oligodendrocyte
apoptosis. However, since the global TRPA1 KO mice presented a more attenuated demyelination
compared to the conditional KO mice, it can be concluded that TRPA1 receptors on astrocytes contribute
to the demyelination induced by cuprizone only transiently and TRPA1 receptors expressed by other
cell types in the brain (e. g. oligodendrocytes, microglia, neurons) may participate in the demyelination
process [11,33]. The expression and function of TRPA1 receptors by other cells in the brain warrant
further investigation.
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