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1. 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



2. Bevezetés

Az egészségligyi ellatds javuldsdval a vilagban egyre inkabb el6térbe keriilnek az els6sorban idéskorban
kialakuld idegrendszert érinté betegségek. Ezek a kérképek altaldaban erésen lerontjak az életmindséget,
hosszan tartd apolast és gyogyszeres kezelést tesznek sziikségessé, amelyek komoly terhet jelentenek
mind az egészségiigyi elldtérendszernek, mind pedig a beteg csaladjanak, kornyezetének.

A legnagyobb probléma ezekkel az elvaltozasokkal hogy jelenlegi tuddsunk szerint nem létezik végleges és
hatékony terdpia. Kutatdsaink soran nem a ,Bolcsek kovét” kerestiik, csupdn hozzd szeretnénk tenni
néhdany Uj kisérletes eredményt, ezen betegségek korai felismeréséhez, tiineteik enyhitéséhez, a kialakult
patolégias folyamatok lassitashoz, megfékezéséhez, visszaforditdsdhoz. Munkank sordan a sclerosis
multiplex allatmodelljén tanulmanyoztuk a patomechanizmust, a kialakuld tlineteket, illetve olyan
vizsgalati protokollokat fejlesztettiink ki, amelyek egyszer(ibbé teszik a progresszid nyomon kovetését és
lehetséget biztositanak a potencialis intervencids pontok azonositasara.

PhD munkam megkezdésekor a sclerosis multiplex-et valasztottam kutatdsaim targyava. Intézetlinkben
nem el6zmények nélkili a téma irdnti érdeklédés, a korabban folyé munkalatokra tamaszkodva kezdem el
kutatdsaimat. A neurodegenerativ folyamatok és a TRPA ( tranziens receptor potencidl ankyrin )
ioncsatornak kozotti kapcsolatrdl is kozoltek a kollégdk korabban jeles publikacidkat (Saghy, Sipos et al.
2016). Abban a szerencsés helyzetben vagyok, hogy munkaim kezdetén még segitségemre volt Szolcsanyi
Janos professzor, aki a szenzoros neurofarmakoldgia vilagszinten is elismert szakértSje volt. Komoly
tudomanyos m(ihelybe volt tehat szerencsém bekapcsolddni.

Erés igény mutatkozott egy olyan komplex vizsgalati modszer kidolgozasara, amely lehet6vé teszi a
kiilonb6z6 neurodegenerativ modellek tanulmanyozasat. Kordbban az egyetemi évek alatt mar elkezdtem
magneses magrezonancids maddszerekkel dolgozni (szakdolgozatomat is ebben a témaban irtam), igy
rendelkeztem némi tapasztalattal a metodika alkalmazasaban. A magneses magrezonanciat kiterjedten
alkalmazzak a human SM diagnosztikdjaban is mind funkcionalis, mind morfoldgiai vizsgalatok
kivitelezéséhez.

2.1. Sclerosis Multiplex

A sclerosis multiplex (SM), a kdzponti idegrendszert érinté kronikus gyulladasos autoimmun betegség,
amely karositja az agy és gerincvel6 idegrostjait boritd mielinhlvelyt. Az idegrendszer valtozatos teriletein
gyulladdsok keletkeznek, ahol az immunrendszer aktivacidja folyaman az idegsejtek végs6 soron
elpusztulnak. A gyulladasok utan ezek a teriiletek hegesednek, amelyeknek nagy része nem okoz
tineteket. Az egyre elhatalmasodé kérfolyamatot a kés6bbiekben multifokalis tiinetek jellemzik, amelyek
érinthetik az agytorzs, a latdideg, a kisagy és a gerincveld idegeit is (Sand 2015). Patomechanizmusat a
valtakozo relapszusok és remisszidk, illetve a folyamatos, lassu progresszio jellemzik. Kezelését jelenleg a
relapszusok tlineti kezelése és kréonikus autoimmun folyamatok fékezése jelenti. Az SM nem klasszikus
id6skori idegrendszeri betegség, mivel az alarmirozé tlinetek leggyakrabban mar fiatal felnéttkorban
jelentkeznek. A kérlefolyas élethosszig tart és el6bb-utdbb rokkantsaghoz vezet. Klinikai képe alapjan tobb
tipusa azonosithato (NMSS 2022) (National Multiple Sclerosis Society, USA).



2.1.1. Klinikailag izolalt szindréma (CIS)
A CIS a neurolégiai tiinetek elsé epizédja, amelyet a kdzponti idegrendszer gyulladasa és demielinizacidja
okoz. Ennek az epizdédnak legalabb 24 éran at kell tartania, a szklerdzis multiplexre jellemz6en, azonban
nem elégséges a diagndzis feldllitasahoz. Ha a CIS-t az agyi MRI-vel is kimutathato elvaltozasok kisérik,
akkor az érintett személynél nagy a valdszinlisége a neuroldgiai tiinetek masodik epizédjanak és a
relapszalé-remittaléd MS kialakuldsanak. A CIS-ben szenved§, az MS kialakuldsanak magas kockazatanak
kitett egyének kezelhetdk olyan betegségmddosité terdpidval, amely késlelteti az MS kialakulasat.

2.1.2. Relapszalé-remittalo forma (RRMS)
Ezt a format jellegzetes rohamok jellemzik, amelyeket részleges vagy teljes gydgyulas (remisszid) idGszakai
kovetik. A remissziok soran akdr az 6sszes tlinet eltlinhet. A betegség azonban a remisszids idészakok alatt
is progredial. Az RRMS-t tovabb lehet jellemezni aktivnak vagy nem aktivnak (MRI-eredmények alapjan),
valamint romldnak (az életmindség romlasa esetén) vagy nem romldnak.

2.1.3. Masodlagos progressziv forma (SPMS)
Az SPMS kezdetben relapszalo-remittald lefolyasd. Az RRMS-sel diagnosztizalt betegek egy része idGvel
atmegy a masodlagos progressziv lefolyasba, amelyben a neurolégiai funkcidk fokozatos lassu hanyatlasa
kovetkezik be.

2.1.4. Primer progressziv forma (PPMS)
A PPMS-t a tlinetek megjelenésétdl kezdve a neuroldgiai funkciok gyors romldsa jellemzi, korai remisszidk
nélkil. A betegség legagresszivebb és legrosszabb progndzisu formdja.

2.1.5. Az SM patoldgidja

A sclerosis multiplex esetén a kozponti idegrendszerben plakkok alakulnak ki. Ezek a plakkok az agyban és
a gerincvelGben, elsGsorban a kamrak koértli fehérallomanyban, a latéidegekben és -palyakban, a corpus
callosumban, a kisagyi pedunculusokban, a hosszu palydkban és a gerincvelGben illetve az agytorzsben
alakulnak ki, de a sziirkedllomanyban is megtalalhatok. A betegség minden formajaban megfigyelhetbek,
de mennyiségikben és Osszetételiikben eltérnek a betegség egyes formai kozott, illetve a progresszid
soran valtoznak is. Ezek a plakkok bar heterogének, altaldban demielinizalt axonokat és maradvanyaikat,
oligodendrocitakat, asztrocitakat, valamint perivenularis, illetve parenchymas infiltratumokat (limfocitak
és makrofagok is) tartalmaznak. A progressziv fazisban a sziirke- és fehérallomany-atrofidja mutathato ki,
gyulladds és mikroglia-aktivacid jellemzé a plakkok hatdrainal, a plakkokon kivili normalisnak tlné
fehérallomany diffuz karosodasaval karoltve. A minden forma esetében kialakulé demielinizacié minden
esetben immunoldgiai reakcié eredménye is. A mielinhively kilénésen sériilékeny az immunsejtek 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 elvaltozdsok, valamint a hipoxia-szer(i széveti sériilés, amelyben a demielinizacié meginduldsa
az oligodendrocitak apoptdzisanak tulajdonithaté. Az asztrocitdk megvaltozott jelatvitele szintén a
mielinizacié zavaraihoz vezet.

Az esetek nagyjabdl 85%-a relapszalo-remittald osztalyba sorolhaté. Magyarorszagon a prevalencia 3-
5/100 000 (BNO alapjan, G35H0) tehat nagysagrendileg 8000 pacienst érint és évente 300-500 Uj diagnodzis
szlletik, ez hozzavet6leg megegyezik az évente elvesztett betegek szamaval (OEP 2010)



A betegség kezelésére vilagszerte komoly eréforrasokat fordit a tudomanyos kozosség. A megoldas
megtalalasahoz természetesen a pontos korlefolyas ismerete elengedhetetlen, PhD munkam ehhez a
feladatkoérhoz csatlakozott.

2.2. A cuprizone indukalta demielinizacios modell jellemzéi

A cuprizone altal kivaltott kisérleti demielinizaci6 megfelel6 ragcsalomodell (egérben) a mielin
elvesztéséhez vezet6 folyamatok tanulmanyozasara. A modellben jelent6s limfocita valasz nem alakul ki
(Remington, Babcock et al. 2007). A legfébb szovettani jellemzék jol egyeznek a human Il tipusd SM
lefolyasanal megfigyelteknél (Torkildsen, Brunborg et al. 2008, Kipp, Clarner et al. 2009, Acs and Kalman
2012). A cuprizone altal kivaltott hatasok koziil id6ben az els6 az érett oligodendrocitdk apoptdzisa, amely
az érintett terlletek primer demielinizacidjaban érheté tetten, ez a jelenség leglatvanyosabban a corpus
callosum tertletén jelenik meg (Blakemore 1972, Komoly, Hudson et al. 1992, Mason, Langaman et al.
2001). A késGbbiekben megfigyelhetd difflz asztrocita aktivacio, illetve mikroglia és makrofag invazio
(Praet, Orije et al. 2015). Ezen reakciok mogott kettGs szerep sejthetd, egyfeldl szereplik van a
demielinizacié kialakuldasaban, masfeldl a kisérletek késGbbi szakaszaban remielinizaciés folyamatok is
megfigyelhetSek (Pasquini, Calatayud et al. 2007, Kang, Liu et al. 2012, VoR, Skuljec et al. 2012). Minden
valdszinliség szerint a két folyamat parhuzamosan indul el és egyfajta elbillent egyensuly alakulhat ki a két
ellentétes eldjell jelenség kozott.

A korabbi években fény deriilt néhany névekedési faktor szerepére is a patogenezisben (Gudi, Gingele et
al. 2014). Az aktivalt asztrocitak és makrofagok tobbféle novekedési faktort is termelhetnek a kérlefolyas
alatt, amelyek a kiilonb6z6 sejttipusokra mdas és mds hatasokat képesek kifejteni, tovabbd egymads
hatasaival is interferalnak. Lényeges eleme a rendszernek az oligodendrocita progenitor sejtek
novekedési faktorok alapvetéen meghatarozzak a kérnyezd sejtek apoptozis/tulélés esélyeit is. A
fibroblaszt eredetii novekedési faktor 2 (FGF-2), illetve a vérlemezke eredetl novekedési faktor (PDGFa)
a differencidlédas irdnydba tolja a sejteket és visszafogja a proliferacidt. Az inzulinszer( névekedési faktor
ezzel szemben (IGF-1) az oligondendrocita differenciaciot lassitja (Gudi, Gingele et al. 2014).

Tovabb arnyalja 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 mutattdk ki, hogy a p53-nak rendkivil erés
proapoptotikus hatdsai vannak, melynek kovetkeztében kiterjedt sejtelhalas és kovetkezetes
demielinizacio lép fel, mikroglia aktivacioval kisérve (Li, Zhang et al. 2008).

Mindezekkel egyltt nyilvanvaléva valik, hogy mennyire sokrétlien szabalyozott folyamatok zajlanak a
hattérben és mennyire komplex rendszert probalunk meg feltérképezni. Masik oldalrél azonban kit(inik az
is, hogy sok lehetGségiink lehet az intervencidra. Mindezeket mérlegelve dontéttiink a cuprizone modell
alkalmazasa mellett.



2.3. ATRPA-1 receptor (Tranziens Receptor Potencidl Ankyrin 1) szerepe és jelent&sége a

demielinizacid folyamataban

A TRPA-1 receptor a TRP receptor szupercsalad egyik tagja, amely magaban foglal 6sszesen 28 hasonlé
receptort, nem szelektiv kationcsatorna (Clapham, Runnels et al. 2001). Tobbféle exogén stimulus is
aktivalhatja allicin, mustarolaj, allil-izotiocianat, fahéjaldehid, és egyéb elektrofil dgensek (Bandell,
Macpherson et al. 2007, Bautista 2015). Ezen felll endogén anyagok is képesek aktivalni, példaul 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 tobbszorésen
telitetlen zsirsavak (Motter and Ahern 2012), formaldehid, hidrogénszulfid és a hidrogén-peroxid is
(Andersson, Gentry et al. 2012, Andersson, Gentry et al. 2013).

Fizioldgids szerepe ezek alapjan a gyulladadsos folyamatok jelzésében és jelatvitelében lehet
jelent8s, mivel a felsorolt — egyébként nagyrészt toxikus — metabolitok jellemzéen nem az egészséges,
sokkal inkdbb a gyulladt, kdrosodott szovetben halmozddnak fel. Az irodalomban fellelhet informacidk
alapjan a TRPA-1 egyfajta , oxidativ stressz szenzor” szerepet tolthet be. A mechanikai vagy hidegartalom
szintén képes megnyitni a csatornat (Story, Peier et al. 2003, Andersson, Gentry et al. 2012, Andersson,
Gentry et al. 2013) és meghatdarozo szerepe van a fajdalom érzékelésében is. Szerteagazé folyamatokban
vehet részt a kilonbozd fiziologias és patoldgias folyamatok jelatvitelében, kapcsolatba hoztak mar
korabban colitisszel (Engel, Leffler et al. 2011), asztmdaval (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).

Elsé sorban a primer afferens szomatoszenzoros kéregben jelenik meg nagyobb mennyiségben.
KifejezGdését leirtdk mar a trigeminusban, ganglionokban, DRG-ben (Nagata 2007). Az idegrendszeren
kivil is jelen van tobb helyen, keratinocitakban, tiid6 fibroblastban, illetve vaszkularis endothel sejtekben
is (Nilius, Voets et al. 2005).

Az elektrofizioldgiai vonatkozasban leginkabb a Ca2*-aram kialakitasaban van a legjelentGsebb
szerepe (nem szelektiv kationcsatorna). Shigetomi és munkatarsai leirtak, hogy a TRPA-1 gatlasaval — akar
antagonistdval, akar silencing RNS-sel meggdatolhatd a Ca2*- bedramlas primer asztrocita tenyészetben
(Shigetomi, Jackson-Weaver et al. 2013). Ugyancsak megfigyelték, hogy a TRPA-1 gatlds GABA-erg
ténusfokozddassal jar a hippocampus interneuronjaiban (Shigetomi, Tong et al. 2012). Patkanyban is
kimutattak GFAP pozitiv asztrocitakban (Lee, Cho et al. 2012).

Oligodendrocitakon valé megjelenését elGszor 2016-ban irtak le in situ hibridizacids technikaval
(Hamilton, Kolodziejczyk et al. 2016). Szintén Hamilton csoportjairta le, hogy a TRPA-1 gatlasa csokkenteni
tudta az ischaemia hatasara kialakuld, Ca2*-aram medidlta mielinpusztulast in vitro vizsgalatokban, ezért
potencialisan célpontja lehet egy demielinizacié ellenében hato gydgyszer fejlesztésének. Nemrég jelent
meg egy Uj cikk a témaban, amely leirja hogy a glialis TRPA1 szabalyozhatja a neuronalis excitatibilitast a
fehérallomanyban mind fizioldgias, mind patoldgias korilmények kézott (Lajoso, Flower et al. 2021).

Intézetlinkben mar korabban publikalasra keriilt egy kozlemény, amelyben bizonyitast nyert, hogy
a TRPA-1 receptor széles korben kifejez6dik az egér kdzponti idegrendszerében, illetve hogy knockout
allatokban enyhébbek a cuprizone hatdsara megjelend demielinizacids tliinetek (Saghy, Sipos et al. 2016).
A kordbbiakban leirtak alapjan fontos kitérni arra, hogy a karosodas hatdsara azzal feltehet6en egy id6ben,
vagy id6ben szorosan kévetve azt, megindul egy spontan remielinizaciod 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 kialakulé remielenizacioé erGsitésén, elGsegitésén keresztil alakul ki a
TRPA-1 gatldsa vagy hidanya altal Iétrehozott protektiv hatas. Kordbbi eredményeink alapjan arra jutottunk,
hogy a cuprizone adagolasa érdemben nem noveli az OPC (oligodendroglia prekurzor cell) sejtek szamat
is képesek mind az asztrocitdk, mind a microglia/makrofag sejtek aktivacidjara. Ugyancsak bizonyitast
nyert, hogy a TRPA-1 receptor hidnyaban megvaltozik a makrofag invaziés mintazat, illetve kevéshé erGs
aktivacid figyelheté meg asztrocita vonalon egyarant (Saghy, Sipos et al. 2016). Ezen gyulladasos reakcidk
enyhébb lefutasaval korrelal a kisebb mérvii mielinvesztés is. Ezek az eredmények vezettek minket arra a
kovetkeztetésre, hogy a TRPA-1 receptornak szerepe lehet az oligodendroglia — asztrocita jelatvitelben és
a kovetkezményesen kialakulé immunmedidlt mielinvesztésben is. Ezt a tedriadt erdsiti az a tény is, hogy
fizioldgias korilmények kozott leirtdak a TRPA-1 szerepét az asztrocita funkcidk moduldldsaban (Shigetomi,
Tong et al. 2012, Shigetomi, Jackson-Weaver et al. 2013), illetve, hogy az asztrocitak altal felszabaditott
gyulladasos faktorok kozvetleniil és alapvetden befolyasoljak 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 valdszin(iség szerint ERK1/2 — p38-MAPK jelatviteli dtvonal zajlik,
amihez azonban Ca?*-influx sziikséges, amelyet részben a TRP csatornak hoznak létre. Ezen csatornak
hianya, csokkent szama, vagy m(ikodésképtelensége megnehezitheti az apoptotikus jelétvitel lefolyasat
(Veto, Acs et al. 2010, Saghy, Sipos et al. 2016).

Meg kell jegyezni tovabba, hogy sokaig az oligodendrocitakon nem sikerilt TRPA-1 kifejez6dést
kimutatni (Hamilton, Kolodziejczyk et al. 2016), a hatast tehat a kozelmultig kizardlag egy asztrocita-
oligodendrocita irdnyd juxtakrin és/vagy parakrin kommunikaciénak tulajdonitottdk, amelyben az
asztrocita proapoptotikus jeleket kild a koérnyezetében lévé oligodendrocitaknak, ezzel kivaltva azok
pusztuldsat. Mivel a karosodas joval kisebb mértékben és némileg moduldlva, de megjelenik TRPA-1
receptor hianyaban is, igy nagy valdszinliséggel tobb, végeredményében redundans proapoptotikus
jelatviteli utvonal is elindul, ezek egyikének gatlasaval alakul ki a protektiv hatas.

3. Ceélkittzések

Az eddig leirtak alapjan lathatd, hogy mennyire komplex és szertedgazé teriiletrél van sz6, amelyben
komoly gyodgyszerfejlesztési potencidl rejlik. Gydgyszerészként ez kiilondsen izgalmas.

Az irodalmat attekintve az latszik, hogy ez a modell alkalmas lehet egy valddi preklinikai
gyogyszerfejlesztési rendszernek, ha megfelel§ vizsgalati mddszereket tesziink mellé. Munkam egyik elsé
lépéseként ki kellett fejlesztenem egy olyan komplex vizsgalati protokollt, amely kell6en robosztus és
megfelel6 atereszt6 képességgel is rendelkezik ahhoz, hogy jobban megvizsgalhassuk a kérfolyamatokat.
Mivel az irodalomban nem volt ismert olyan vizsgalati protokoll, amely idében feloldva, dnkontrollos
elrendezésben lehetévé tenné a neurodegenerdcids modellek vizsgalatdt a rendelkezésiinkre 3allé
mUszeres lehetGségek mellett, ezért célul tiztem ki egy ilyen vizsgdlati keretrendszer felallitasat.

Célunk volt, hogy feltérképezzilk a cuprizone modell lefolydsa alatt végbemendé morfoldgiai,
mikrostrukturalis valtozasokat elektronmikroszkdpiaval és MRI-vel, illetve a magatartasbeli eltéréseket is.
Mivel a metabolikus valtozasok kapcsan gyakorlatilag sotétben tapogatdzunk, ezért kisérletet tesziink az
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anyagcsere eltérések nyomon kovetésére is in vivo, ezt MR-spektroszkdpidval terveztiik véghez vinni,
amelyre jelenleg rendkivil kevés példa van az irodalomban (Orije, Kara et al. 2015), az is mas fokusszal
készilt. Ez a mddszer reményeink szerint alkalmas lehet korai diagnosztikara is, amelyre jelenlegi
ismereteink szerint nincs lehet6ség a human SM klinikai gyakorlataban. A TRPA-1 receptor szerepét a
kialakuld elvaltozasokban genetikailag modositott — TRPA-1 teljes és GFAP-Cre kondicionadlis KO - egér
modellen terveztiik megfigyelni, ehhez sziikséges lesz Iétrehoznunk magat a TRPA-1 GFAP-Cre kondicionalt
KO egér-torzset, mivel jelenleg ilyen torzs nem all rendelkezésre.

A kisérletsorozatot 2 jol lekilonithet6 fazisra lehet bontani, az abban felhasznalt egerek genetikai
kondicidja alapjan, ezért értekezésemet is két részre bontottam.

4. Anyagok és modszerek 1

4.1. TRPA-1 teljes génhianyos egér-modell
Els6 korben teljes KO egér torzson vizsgaltuk meg a TRPA-1 szerepét a cuprizone modellben.

A TRPA-1 **és TRPA-1 7 4llatokat egyarant intézetiinkben tenyésztettiik és tartottuk a kisérletek alatt.
Legfeljebb 8 allat volt egy szabvanyos polikarbonat rekeszben. Az eredeti torzsbél a heterozigdta parokat
Pierangelo Geppetti professzortdl kaptuk ajandékba (University of Florence, Olaszorszag). A torzs alapjat
C57/Bl6 egér adja és semmilyen karos fenotipusra utalé jelet nem irtak le az irodalomban, illetve mi
magunk sem tapasztaltunk eltérést egyik vizsgalati médszerrel sem a TRPA-1 */*és TRPA-1 7~ 4llatok kdzott.
Karos magatartasbeli eltérést sem mutattak az allatok sem a kontroll TRPA-1 */* sem pedig a ,standard”
C57/BI6 torzs egyedeivel Gsszevetve.

4.2. A kisérleti 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 ragcsalé taphoz keverve adagoltuk az allatoknak 0,2 m%
koncentracidban, ad libitum 6 héten keresztiil. Az allatokat a kisérletek végén feldldoztuk, perfundaltuk és
a kipreparalt agyakon kiterjedt szovettani vizsgalatokat végeztiink. A modellhez 8-12 hetes him egereket
hasznaltunk fel. Az allatok fizikai/joléti paramétereit minden kisérletben napi szinten monitoroztuk,
testsuly mérést is végeztiink. Munkam soran az allatokon fajdalomjelek, illetve egyéb neuroldgiai tiinetek
altaldban nem mutatkoztak, azonban az irodalom ismer ilyen jelenségeket (Liebetanz and Merkler 2006,
Franco-Pons, Torrente et al. 2007), igy erre kiilén figyelmet forditottunk. Amennyiben barmi olyan jelet
fedeztiink fel, amely az allatok jolétét a szlikségesnél er6sebben befolyasolta, kivontuk éket a kisérletbdl,
de ez extrém ritkan fordult elé.

Néhany tanulmanyban leirtak azonban magatartasbeli, illetve szocidlis valtozasokat. ElsGsorban
alacsonyabb szocialis interakcids készséget, illetve szorongast, tovabba fokozott explorativ viselkedést is
megfigyeltek korabban (Xiao, Xu et al. 2008, Makinodan, Yamauchi et al. 2009, Xu, Yang et al. 2009, Xu
and Li 2011). Ezeket a tényezbket én is vizsgadltam munkam soran.
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4.3. Az alkalmazott vizsgalati eljarasok

4.3.1. Open Field teszt
Az dltalanos szorongds meghatarozasanak egyik moédszere, amelynek soran az allatok egy viszonylag
nagyméret(i aréndba helyeztiik, 10 percre. Az allatok mozgdsat digitalis kamerdval rogzitettiik, majd
viselkedés analizald szoftverrel kiértékeltiik.

4.3.2. Y-maze teszt
A munkameméria m(ikodGképességének meghatdrozasara hasznalt teszt az ,Y-Utveszt6”

Ebben a kisérletben az allatok egy Y-alaku arénaban toltenek el 5 percet, amely alatt alternalnak az Y
harom karja kozott. Az alterndcidk szamabdl és min6ségébdl kovetkeztetni lehet a munkamemoria
funkcioképességére (Kraeuter, Guest et al. 2019)

4.4, Mechanociceptiv kiisz6b mérése
Két mddszerrel is mértik ezt a paramétert, von Frey filamentum maodszerrel, illetve dinamikus plantaris
aeszteziométerrel (DPA). Az egerek egy emelt, racsos vizsgald platformra keriiltek és nyugalomban
hagytuk 6ket, legalabb 15 percig. A két mérést ,egy menetben” végeztiik el, koztiik nem tavolitottuk el az
allatokat a vizsgdlati modulbdl.

El6szor a von Frey filament vizsgdlatot végeztiik el, amelyben az egér talpparndjanak nyomtunk 5
alkalommal egy adott vastagsagu és merevség( filamentumot, az adott vastagsagu filamenthez tartozé
értéket rogzitettiik, mint fajdalomkiiszob értéket.

Néhany perccel az els6 vizsgalat utan elvégeztiik a DPA mérést is. Ebben a vizsgalatban egy tompa végl
tlvel, emelkedé nyomoerdvel terheltiik az allat talpparnajat addig, amig el nem huzta. A valasznal
alkalmazott nyomaoerdét rogzitettiik, mint kiiszobértéket.

4.5, Motoros teljesit6képesség teszt
A motoros erét szintén kétféle modszerrel hataroztuk meg. ElGszor egy sajat sullyal torténé kapaszkodasi
teszttel mértiik. Az allatokat egy racsra helyeztiik, amelyen kényelmesen meg tudnak kapaszkodni, majd a
racsot megforditottuk, amelyen az egerek igy lefelé I6gva kapaszkodtak. Azt az id6t mértiik, amig az allat
képes volt a sajat sulydt megtartani a doboz felett és ott rogzitettiik az id6t, amikor leugrott a dobozba.

A masodik teszthez egy ugynevezett RotaRod késziiléket hasznaltunk. Ez egy gyorsuld sebességgel forgd
henger, amelyen az egérnek egyensulyozva kell haladnia. A sebesség 4-rél 40 fordulat/percre nétt 5 perc
alatt. A cut-off értéket a leesés ideje adta meg.
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4.6. MRI-vizsgalat (Magneses Magrezonancids Képalkotas)

A kisérletek egy tobb hetes fejlesztési periddus el6zte meg, amelynek soran fantomokon, illetve késébb
él6 allatokon is nagyszamu pilot mérést végeztem el. Az MRl mérés jellegébél addéddan az allatokat a
mérések alatt altatni sziikséges, amelyhez izofluran (1mg/ml) vaporizacids altatoberendezést hasznaltam,
légzés monitorozas és testh6mérséklet kontroll mellett. A pilot mérések utan a T2 RARE — (Rapid Aquisition
with Relaxation Enhancement) szekvencia bizonyult megfelelének. A T2-sulyozott 'H mérés jellegébdl
addddan a felvételen a magasabb viztartalmu szovet jelentkezik vilagosabb (magasabb pixelintenzitasu)
teriiletként. A mielinben gazdag egészséges corpus callosum sotéten jelenik meg a felvételen, mivel a
mielin egy meglehetGsen apolaros, lipid-jellegli fehérje, igen alacsony viztartalommal. A cuprizone kezelés
hatdsara ez a mielin fellazul, majd elpusztul és a helyét a liquor veszi at egyre nagyobb aranyban. Ez a
viztartalom gyarapodas figyelheté meg a T2 felvételen, ahol a pixelintenzitas névekedése aranyos a
viztartalom novekedéssel, igy tehat a mielin mennyiségének csokkenésével is. A szévettani kép alapjan a
karosodas mértéke jol korreldl az MRI-vel meghatdrozott értékekkel.

4.7.Szbvettani vizsgalatok

4.7.1. Luxol Fast Blue (LFB)
Az LFB festéssel a szovetben taldlhaté mielin jel6lhet6 meg (Acs and Kalman 2012). A megfestett
metszeteket két egymastadl fliggetlen operator értékeli ki, egy 0-3 kozti skalan, félkvantitativ médon. A O
az intakt mielint jeldli, a 3 pedig a mielin teljes hianyat. Minden allatbdl 3 metszet kerilt kiértékelésre a
corpus callosum tertletérdl.

4.7.2. Immunhisztokémia, Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) és lonized Calcium-
binding Adaptor Molecule — 1 (Iba-1)

Az akkumulalodott és aktivalodott asztrocita (GFAP), illetve mikroglia/makrofag (lba-1) populacié
jeloléséhez ezen sejtek specifikus markereit haszndltuk. A metszeteket digitalis kameraval szerelt
mikroszkoppal fotéztuk, (Olympus BX51 mikroszkopvaz és Olympus DP50 kamera, 200x nagyitas). A
kiértékelést vakon végeztilk a medialis corpus callosum teriletére helyezett egyenlé nagysagu ROI-k
optikai denzitasat alapul véve, Imagel szoftverrel (Schneider, Rasband et al. 2012).

4.8. Elektronmikroszkopia
A megfelel6en el6készitett mintdkon elektronmikroszképos vizsgdlatat végeztiik el, Jeol 1200EX-II
elektronmikroszképpal. A kvantifikacid alapjat a latétérben elhelyezkeds mielinizalt/demielinizalt axonok
aranya képezte, illetve az axonok keresztmetszetének mérete. Az operator és kiértékelést végz6 személy
el6tt nem volt ismert a csoportbeosztas.
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5. Statisztika

Az eredmények statisztikai elemzését minden esetben a GraphPad Prism szoftver segitségével végeztik el
(GraphPad Prism version 8.0.1 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA). A gqPCR
eredmények, illetve az MRI eredmények Gsszevetésénél egyutas ANOVA-t és Tukey-féle 6sszehasonlitd
tesztet hajtottunk végre a szignifikancia értékek meghatdrozasdhoz. A szbvettani eredmények
Osszevetésénél paros T-tesztet alkalmaztunk és az egyedi p-értékeket mindenhol feltlintettik.

6. Eredmények 1 (teljes TRPA-1 génhianyos egerek )

6.1. Mechanociceptiv kiiszob mérés
A fajdalomkiszéb vizsgdlatokban, sem a von-Frey filamentumokkal végzett, sem a (DPA-val) végzett —
egyébként sokkal kisebb variabilitdsu — vizsgalatok esetén sem taldltunk szignifikdns kilonbséget a
csoportok kozott.

6.2. Motoros teljesit6képesség teszt
A hetente végzett vizsgalatok - mind a kapaszkodas, mind pedig a RotaRod esetében — rendkiviil
robosztusnak és jol reprodukalhatonak bizonyultak, azonban szignifikans eltérést ezekben a
vizsgdlatokban sem talaltunk (két-utas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel).

6.3. Y-maze teszt
Nem sikerilt szignifikans kilonbséget talalnunk, ellenben tobb olyan jelenségre is felfigyeltiink, amely ezt
megmagyarazhatja. A hetente ismételt kisérletekben az allatok a harmadik-negyedik alkalomra mar
habitualodtak a vizsgalati kérilményekhez, igy elvesztették érdeklGdésiiket a kisérleti kornyezet irant,
illetve mindkét cuprizonos csoportban joval magasabbak voltak az alternaciés szamok kezdetben a
korabban leirt és altalunk is megfigyelt fokozott exploracios viselkedés miatt.

6.4. Open-field teszt
A cuprizone kezelt WT egerek tobb id6t toltottek mozgasban 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).

A kezelt és kontroll TRPA1 KO allatok viselkedése kozott kizardlag a 3. héten volt szignifikans a kilonbség
a mozgassal toltott id6ben (p<0,05) és a 2. héten volt kiilonbség 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 szignifikdnsan magasabb ,agaskodds” szamokat hozott létre a
cuprizone kezelés a WT csoportban mar a 2. hétt6l, amely fenn is maradt egészen az 5. hétig, mint a KO
csoportban. A nyilt téren toltott id6ben nem taldltunk kiilonbséget egyik csoportban sem.

6.5. T2-sulyozott *H MRI mérések
A cuprizone kezelés a WT csoportban a 2. héttél a kisérlet végéig szignifikans intenzitdsndvekedést okozott
a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,001, minden idGpontban). Ezzel szemben a cuprizone csak
szignifikansan kisebb valtozast tudott Iétrehozni a TRPA-1 KO csoportban és az kilénbség a teljes kisérlet
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alatt megfigyelhetd. A legnagyobb protektiv hatdst a 3. héten figyeltiik meg 149% a WT csoportban vs.
126% a KO csoportban. A %-os meghatarozds az adott egyed alapvonal méréséhez viszonyitott
intenzitasnévekedés mértéke, 100%-nak a kezdeti allapotot vettem.

6.6. Luxol-Fast-Blue festés a demielinizacio fokanak megallapitasdra a 3. héten
A corpus callosum LFB vizsgdlata a 3. héten a WT csoportban gyakorlatilag teljes mielinvesztést jelzett a
cuprizone hatadsara. A TRPA1 KO dllatokban is megfigyelhetd, a demielinizaltsag foka ellenben sokkal
moderdltabb mértékld. A szovettani vizsgdlat tehat aldtdmasztotta a kisérlet sordan el8allitott MRI
eredményeket.

6.7. Asztrocita és mikroglia/makrofag akkumulacid 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 mutaté is |ényegesen alacsonyabb értéket vett fel.
Az immunhisztokémiai vizsgalatok tehat egyértelmuen alatamasztjak, hogy szignifikans védé szerepe van
a TRPA-1 receptor hianyanak a cuprizone hatdsdval szemben.

6.8. Elektronmikroszkopos vizsgalat
Az elektronmikroszkdpos vizsgalat soran a mielin-vesztett axonok szamat, illetve az axonok atméréjét
vizsgaltuk. Mindkét értékben dramai csdkkenést okozott a kezelés a kontroll csoportokhoz viszonyitva,
ezzel egyltt azonban sokkal sulyosabb az elvaltozas a TRPA-1 WT csoportban.

7. TRPA-1 szelektiv antagonistaval torténd gatlasanak hatdsa

Kézenfekv6 volt, hogy kisérletet tegylink a receptor gatldasara egy gyodgyszerjelolttel, igy egy pilot
preklinikai vizsgalatot végeztiink az AMGO0902 jel(i vegyilettel. Az AMG0902 jel(i vegyiletet napi kétszeri
oralis szondazas atjan juttattuk be a kisérleti allatokba. Az adatok alapjan semmilyen hatast nem tudtunk
kimutatni a szer hatdsara, sem 6nmagaban a kontroll allatokban, sem pedig a cuprizonnal kezelt
csoportban. A kisérlet végére arra jutottunk, hogy egérben, a korlatozott mennyiségli gydgyszerbeadas
miatt, nem tudtunk kell6 koncentraciot létrehozni az agyban. Ezt a problémat egy szofisztikdltabb
hatdanyag beadasi mdddal kivantuk eliminalni a kisérleti rendszerlinkb6l. A kovetkez6 periddusban
intracerebroventrikularis (ICV) beadasmadddal probalkoztunk, egyszer hasznalatos, steril, bér ala tGltethet6
ozmotikus pumpa segitségével (ALZET Osmotic Pumps, 10260 Bubb Road Cupertino, CA 95014-4166).
Ebben az esetben azonban a szer nem kielégit6 oldhatdsaga jelentett gatat az effektiv koncentracio
létrehozasaban. Nem volt lehetséges megfelel6 mennyiségl anyag beoldasa és bejuttatasa az ozmotikus
pumpa matrixaba, igy ezzel a beaddsi moddal is azonos eredményre jutottunk.
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8. Osszegzés

Az a tény, hogy a TRPA-1 receptor hidnya dnmagaban ilyen markans protektiv hatast képes kifejteni,
megerdsitett minket abban, potencidlis gydgyszercélpontként tovabbi vizsgdlddast igényel. Mivel in vivo
kisérletekrél van szé, igy minden tovabbi vizsgalatnak az elGfeltétele a megfeleléen megvalasztott
modellallat kell hogy legyen. Az eddig leirt megfontoldsok mentén arra a dontésre jutottunk, hogy GFAP-
Cre kondicionalt TRPA-1 KO allatokra tériink at a vizsgalatok tovabbi szakaszaban.

9. GFAP-Cre kondicionalt TRPA-1 KO egérmodell

Munkank masodik szakaszaban mGFAP-Cre kondicionalt TRPA-1 deletdlt egereken vizsgdltuk a TRPA-1
receptor hianyat, amelyeket magunk hoztunk Iétre az intézet allathazaban.

A floxolt TRPA-1-et homozigdétdn hordozé dllatokat kereszteztiink GFAP promoterrel irdnyitott Cre
rekombindz gént hemizigdtan hordozd egerekkel, amelyeket a Jackson Laboratory-tdél vasaroltunk (Bar
Harbor, ME, USA). Csak a néstény egerek hordoztdk a GFAP-Cre transzgént, hogy elkeriljik a nem
specifikus Cre aktivaciot a spermatogenezis soran, illetve a GFAP-Cre transzgént csak egy kopiaban
hordoztak, az aspecifikus rekombinécié elkeriilése miatt. Elsé lépésben a GFAP-Cre* néstényeket
paroztattuk a floxolt TRPA-1 homozigdta TRPA-1 /F' himekkel. Az ebbdl szilletett mindkét génre
heterozigéta néstényeket visszakereszteztitk a TRPA-1 /F himekkel. Az ebbél a konstellacidbdl sziiletett
Cre*” TRPA1 "™/ himek képeztdk a vizsgalataink alapjat, illetve az alomtestvéreik (Cre*/- TRPA-1"/- és Cre 7
TRPA-1 /™) hetero és floxolt kontrollként szolgéltak. Miden &llat genotipusat meghataroztuk a farokbdl
vett szvetminta segitségével.

10. Alkalmazott vizsgalatok

A kisérlet masodik szakaszaban is a kordbban leirt vizsgalatokat hajtottuk végre Luxol-Fast-Blue, GFAP és
Iba-1 tekintetében, illetve egy tovabbi immunhisztokémiai tesztet is végeztiink a mielin bazisos protein
(MBP) kimutatasara. A kordbban leirt T2-stlyozott MRI vizsgalatokat szintén végrehajtottuk.

11. TRPA-1 kvantitativ RT-PCR

Teljes RNS izolaciot is végeztlink homogenizalt cortex mintakbdl. A tisztitott RNS-t kvantifikaltuk
spektrofotométerrel, illetve kezeltik a mintat DNAse | enzimmel a genomialis DNS kontaminacié
megszilintetésére. Az elsé cDNS szdlat Maxima First Strand cDNS Kit segitségével szintetizaltuk. A PCR
reakcidban SensiFastProbe Lo-ROX Kitet alkalmaztunk. A forward primer a 23-as, a reverse primer pedig a
24-es exonon van kotve, illetve a jel6lt proba (56FAM/tgggcagct/ZEN/tattgecttcacaat/31ABKFQ) szintén a
23-as exonon van kotve. A futtatast egy Applied Biosystems Quantstudio5 quantitative PCR berendezésen
végeztik. Mivel ugy terveztik meg a reakcidt, hogy a primer és a proba komplementere a rekombinacié
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soran kiesik, ezért csak az intakt TRPA-1 mRNS lesz képes detektalhato jelet adni. Az egér B-aktint vettiik
referenciaként és az expresszio meghatarozasara. Minden gPCR reakciét duplikalva végeztiink el a Ct
értékek meghatdrozdsahoz. A dCt értékek meghatdrozasahoz a referencia B-aktin Ct értékét kivontuk a
TRPA-1 Ct értékébdl. A ddCt értéket pedig Ugy szamitottuk ki miden mintara, hogy kivontuk a Cre”" dCt
értékét (100%) az adott mintdébdl. Végezetll pedig a relativ expresszids szintet jelenitettiik meg a
kovetkezd formuldval; 100/(299).

12. MR spektroszkdpia fejlesztése

Mivel a cuprizone altal kivaltott neurotoxicitas metabolomikai hatterérél még ma is igen keveset tudunk,
célunk volt egy in vivo MR spektroszképiai eljaras kifejlesztése is, amely képes feltérképezni az
energiametabolizmusban bedllé valtozasokat is. Az irodalom jelenleg a rendelkezésiinkre allé hardveres
setup mellett nem ir le egéren végrehajtott in vivo spektroszkdpiai eljarast hasonlé modelleken. Nagyobb
térerén is igen kevés és mas profilu vizsgalatok torténtek (Praet, Orije et al. 2015). Egy korabbi
publikacidban —igaz mds mUszeres setup mellett - széles metabolikus profilt kiséreltek meg feltérképezni
(Orije, Kara et al. 2015) a cuprizone hosszu tavu hatdsairdl, alig néhany metabolit valtozasat sikerdlt
kimutatniuk (nagyobb térerejl, erre dedikalt miiszeren). Erre tdmaszkodva Ugy dontéttiink, hogy arra a
néhany metabolitra (NAA, kreatin és foszfo-kreatin, taurin) koncentralunk, igy ezen a metabolikus
valtozasok kimutatasara kiséreltliik meg optimalizalni a sajat setupot.

13. Eredmények 2 (GFAP-Cre TRPA-1 kondiciondlt KO egérmodell)

13.1. TRPA-1 kvantitativ RT-PCR eredmények
Mind a Cre +/- TRPA-1 Fl/- csoportban (68%), mind pedig a Cre +/- TRPA-1 FI/FI csoportban (77%)
szignifikans csokkenés figyelheté meg a képz6dé mRNS mennyiségében. Ez az eredmény arra utal, hogy a
Cre-Lox rekombindcid hatasara jelentésen lecsokkent az érintett gén kifejez6dése.

13.2. T2-sulyozott MRI

A kezeletlen kontroll csoportban az intenzitds gyakorlatilag nem valtozott és mas elvdltozast sem
fedeztiink fel a teljes kisérlet alatt. Ezzel szemben az intenzitasok szignifikansan emelkedtek a cuprizone
kezelt GFAP-Cre” TRPA-1" csoportban a GFAP-Cre*"TRPA-17/- és GFAP-Cre*TRPA-17/F' csoportokhoz
hasonlitva a 3. és 4. héten egyarant. A legnagyobb eltérés a negyedik héten mutatkozott a GFAP-Cre”
TRPA-17/ csoport (179,75%) és a GFAP-Cre* TRPA-1" csoport kdzétt (134,75%). Ez az eredmény azt
mutatja, hogy mind a homozigéta, mind pedig a heterozigéta GFAP-Cre kondicionalt KO allatokban
jelentésen enyhébb demielinizacié alakult ki a kezelés hatasara. A késGbbi id6pontokban a kilonbség
ebben az esetben is csokken, akar csak korabbi kisérleteink soran, a total KO genotipus esetén. A kisérlet
végére nem mutathaté ki szignifikdns kiildnbség a cuprizone kezelt GFAP-Cre” TRPA-17/F, GFAP-Cre*
TRPA-17/- és GFAP-Cre*"TRPA-17/" 4llatok kozott. Lényeges megjegyezni azonban, hogy minden cuprizone
kezelt csoport szignifikans kiilonbséget mutat a sajat kezeletlen kontroll csoportjaval szemben a kisérlet 3.
hetétdl a kisérlet végéig.
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13.3. A demielinizacio fokanak vizsgalata LFB festéssel és MBP immunhisztokémiaval
A kisérlet végén — az MRI eredményekkel Osszhangban — mindharom genotipusban szignifikdns
demielinizacié mutatkozott a cuprizone hatasara a sajat kezeletlen csoporthoz viszonyitva. Ezzel
ellentétben a harom genotipusban egymashoz viszonyitva nem mutathato ki szignifikans kilonbség. Ez
arra utal, hogy a demielinizaciéval szemben protektivnek mutatkozé mGFAP kondicionalt KO genotipus
hatdsa, a kisérlet végére lecsokken, illetve a szignifikancia szint ald esik. Mind az LFB festés score, mind
pedig az MBP immunhisztokémia szoftveres kvantifikacidéja ezt a képet mutatja. Az eredmények
kiértékelése természetesen vakitott operatorokkal tortént, egymastdl fiiggetleniil, két operator
parhuzamos munkaja nyoman.

13.4. Mikroglia/makrofag aktivacid és akkumulacio vizsgalata immunhisztokémiaval
A 6. hét végén a mielinizaltsag fokaval szorosan korreldalé eredményekre jutottunk az Iba-1 és GFAP
immunhisztokémiaval. Minden cuprizone kezelt csoportban szignifikdns emelkedés volt megfigyelheté
mindkét vizsgalt marker esetében. A harom eltéré genotipus estében viszont nem volt kimutathaté
szignifikans kilonbség a kezeletlen csoportokban. A GFAP kondicionalt KO genotipus sem volt képes
létrehozni szignifikans kiilonbséget a 6. héten a cuprizonnal kezelt csoportokban a kontrollhoz viszonyitva.

13.5. MR-spektroszkopia

A Spektroszképidval nyert méréseink eredménye kett8s. Az in vivo 'H RARE mérések elvégzése utan arra
jutottunk, hogy mar a kezelés korai szakaszaban — az els6 héten is — megfigyelhetd egy jelentés NAA (N-
acetil-aszpartat) mennyiség csokkenés, amely kitart a tovabbiakban is (1. hét 75%, 2.hét 83%, 3.hét 88%).
A kontroll csoportban nincs valtozds, az NAA mennyiségét a Cr+pCr (kreatin, foszfo-kreatin csucsdhoz
normalva adjuk meg, mivel korabbi kutatasokbdl tudjuk (Orije et al., 2015), hogy az a kisérletsorozat alatt
végig konstans marad. Ha egy belsé standardhez viszonyitjuk az eredményt, akkor a kvantifikacio kevésbé
lesz érzékeny a kiils6 zavard tényezbkre, illetve a bioldgiai diverzitasra az allatok kozott. Kompenzalja
tovabba az llatok természetes dregedésébdl esetlegesen szarmazé metabolikus eltéréseket is. Sajnalatos
maodon az is kiderdilt, hogy a korabban emlitett miszeres korlatok miatt mas metabolitok mennyiségében
bedllé valtozdsokat nem sikerilt megbizhatdan kimutatni.

Ez a felfedezés azt jelenti, hogy kimutathaté a metabolikus valtozas mar az el6tt is, hogy a
morfoldgia megvaltozdsa lathatd lenne T2-sulyozott MR képalkotassal. Ez a tény mindenképp tovabbi
kutatast igényel, egy a feladatra specifikalt mszerrel, mivel tovdbb fejlesztve potencidlisan egy korai
diagnosztikus eszkdzt adhat a kezlinkbe, nem csak preklinikai de késébb akar klinikai relevanciaval is.
Megitélésem szerint azonban mindenképp értékes eredmény az is — els6sorban az MR-es kozOsség
szamara — hogy lehetséges egy ilyen vizsgalat kivitelezése a szamunkra rendelkezésre allé m(iszeres setup
mellett is. Ezzel tdampontot adva a hasonlé lehet&ségekkel rendelkez6 kutatdcsoportok szamara az
alkalmazhaté metodikak tekintetében. Munkam ezen részét, épp ebbdl a megfontolasbdl egy MR fékuszu
metodikai lapban szeretném kozolni, amely jelenleg is folyamatban van.

14. Diszkusszio
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Munkank soran behatdéan megvizsgaltuk a TRPA-1 receptor szerepét a neurogén gyulladassal jaro,
demielinizaciés folyamatokban, teljes KO, illetve mGFAP-Cre TRPA1 kondiciondlt KO egéren egyarant. A
GFAP az irodalomban széles korben elfogadott, mint asztrocita marker, tovabbd a kilonbozé
neurodegenerativ korképek rendre aktivalt asztrocita akkumulaciot okoznak, amely kévetkezményes GFAP
tultermeléssel jar (Siracusa et al., 2019).

A kisérletsorozatok elvégzésével sikeriilt bizonyitani, hogy a TRPA-1 receptornak fontos szerepe van a
neurogén gyulladas kialakuldsaban, a demielinizacié és a kovetkezményesen kialakuld oligodendroglia
pusztulas létrejottében. A receptor genetikailag determialt hianyaban egyértelmden protektiv hatds alakul
ki a cuprizone indukalta demielinizaciés egérmodellben a 3. és 5. hét kdzott. A hatas mind MR és
elektronmikroszkdpos képalkotdassal, mind pedig szovettani, immunhisztoldgiai tesztekkel igazolhato. A
szignifikdns protektiv hatas a kisérletek 6. hetére azonban eltlinik.

Munkank els6 periédusaban bizonyitottuk, hogy a TRPA-1 total KO genotipus képes csokkenteni az érett
oligodendrocitak apoptotikus hajlamat. Mivel nemrég leirtak az oligodendroglian megjelené TRPA-1
expressziot, igy ez egy kozvetlen hatast feltételez (Hamilton et al., 2016). Mivel az asztrocitan Iényegesen
nagyobb mennyiségben expresszalddik a TRPA-1 receptor, igy a kdzvetett hatasnak is I[ényeges szerepe
lehet a folyamatokban az asztrocita gyulladasos citokinek és noévekedési faktorok felszabaditasanak
szabalyozasaval. Fizioldgias korilmények kozott is fontos szerepe van az asztrocita-oligodendroglia
kommunikacionak. Mivel a TRPA-1 receptor aktivaldodhat kiilonb6z6 stimulusok altal — gyulladas,
szovetkdrosodas, oxidativ stressz — illetve az asztrocita képes a toxinok altal kivaltott proapoptotikus
folyamatok kozvetitésére és felerGsitésére, igy a receptor legaldbb két dton involvalédhat a
patomechanizmusban.

Szamos korabbi tanulmdanyban leirtdk, hogy a TRPA-1 receptor fizioldgids allapotban részt vesz a normalis
Ca?* -szint szabdlyozdsdban (Lee et al., 2012;Shigetomi et al., 2012;Shigetomi et al., 2013;Lee et al,,
2016;Bosson et al., 2017).

Egy friss tanulmdnyban Oh és munkatdarsai leirtak, hogy az asztrocitdkon expresszalddd TRPA-1 receptorok
a célpontjai az alacsony intenzitasu és alacsony frekvencidju ultrahang (LILFU) segitségével kivaltott
neuromoduldcidonak (Oh et al., 2019). A neuromodulacié ebben az esetben a TRPA-1 csatornan az
ultrahang hatdsdra létrejové Ca2+ aram kovetkezményeként jon létre. A megnyilé csatorna hatasara
glutamat szabadul fel az asztrocitabdl, amely ingeriletbe hozza a kérnyez6 neuronok NMDA receptorait.

Egy masik szintén friss publikdciéban leirtdk, hogy a TRPA1 részt vesz az egér intracerebralis hemorragias
(ICH) modell soran fellépd kovetkezményes demieliinizacio kialakulasaban. Az ICH altal Iétrehozott oxidativ
stressz aktivalja a csatorndt, amelynek hatdsdra létrején a Ca?* influx és a kdvetkezményes NOX1 és
Calpaini felszabadulas, amely sulyosbitja a mielinpusztulast (Xia et al., 2019).

Az a tény, hogy a total KO allatokban erGsebb protektiv hatas jott Iétre, mint az mGFAP kondicionalt KO
genotipus estén, arra utal, hogy nem csak a GFAP pozitiv sejtek (legnagyobb részben az asztrocitdk)
vesznek részt a folyamat szabalyozdsaban, hanem tébb egyéb GFAP negativ, de TRPA1l receptort
expresszalod (oligodendrocita, microglia, egyéb neuronok) sejttipusnak is fontos szerep juthat. A kisérlet
késGi fazisaban a szignifikans hatas elt(inése is azt a tedriat erdsiti, hogy tobblépcsds, tobb sejttipusra
kiterjed6 és komplexen modulalt folyamatok zajlanak a hattérben. A tovabbiakban mindenképp figyelmet
érdemelnek e sejttipusok.
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Munkank soran sikerdlt kifejleszteni egy olyan jol reprodukdalhatd MRI eljarast mely kivaléan alkalmas a
demielinizacié kovetésére és félkvantitativ értékelésére. Ezen eljarast mind az elektronmikroszkdpidval
el6allitott mikrostrukturdlis elemzés, mind pedig a széleskorlien elvégzett robosztus és redundans
szOvettani és immunhisztokémiai adatok validaltak. Lehetévé valt nem csak a cuprizone modell, hanem
barmely mas demielinizacidval jaré pathomechanizmus id6ben feloldott kovetése is, hiszen a képalkotas
tekintetében a demielinizaciét kivaltd agens vagy folyamat Iényegében irrelevans.

Igaz, hogy az NAA mennyiségében beallt valtozast sikerilt megfigyelni, de annak kivalté okara jelenleg még
nincs kell6 informaciénk, mivel az irodalomban ellentmondasos eredményeket latunk, illetve nincs
meggy6z6 magyarazat a jelenségre (Praet et al., 2015) (Orije et al., 2015). Kutatocsoportunk az NAA-
metabolizmus felderitésének iranyaba eddig nem végzett kisérleteket, ezek jelenleg is tervezés alatt
allnak.

15. Uj eredmények dsszesitése

) Egy Uj, robosztus és jol reprodukalhato kisérleti eljards kifejlesztése, amely standardként
hasznalhaté a demielinizacios kérképekben alkalmazni kivant gydgyszerjeloltek preklinikai tesztelésére
(llyen projektek azéta mar zajlottak is, kiils6 gyodgyszeripari K+F cégek megrendelésére, ezek kapcsan
azonban titoktartasi kotelezettség terhel)

) Uj genetikai konstellaciéval rendelkezd, indukalt GFAP-Cre TRPA1-KO kisérleti egérmodell
|étrehozdsa és tenyésztése az intézetben

. A cuprizone modell id6beni lefolyasanak feltérképezése, sulyossaganak kvantifikaldsa in vivo MR
segitségével, nem destruktiv, dnkontrollos eljarassal, alacsony térereji mliszeren

. In vivo MR-spektroszkdpids eljards fejlesztése alacsony térer6 mellett, amellyel nyomon
kovethetGek és félkvantitativ mddon kiértékelhetéek a cuprizone altal elGidézett demielinizacids
folyamatok metabolikus valtozasai
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