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1. Általános bevezetés 

1.1. Transzgenikus állatok és sejtvonalak létrehozása 

Az emberi szervezet molekuláris szintű fiziológiás és patológiás működésének alaposabb 

megértéséhez (alapkutatáshoz) és az új gyógyszerek preklinikai kutatásához elengedhetetlen a 

megfelelő modellorganizmusok kiválasztása, amelyek megfelelő mértékben utánozzák a 

humán fehérjék működését. Sok esetben még nem létezik a legalkalmasabb élőlény, de a 

rohamosan fejlődő molekuláris biológiai eszközök segítségével egyre inkább elérhetővé válik, 

hogy a kutatólaboratóriumok maguknak megalkossák a tervezett modellorganizmust. A 

legegyszerűbb és legelterjedtebb módszer az emlős sejtek transzfekciója, mint a kínai hörcsög 

petefészek epitél (CHO) és humán embrionális vese sejt (HEK293), hogy ezek a sejtek 

expresszálják az emberi fehérjét, és így lehetővé tegyék a humán fehérje működésének in vitro 

vizsgálatát. Azonban az in vitro kísérletek nem adnak teljes képet a fehérjék komplex, élő 

szervezetben mutatott működéséről, ezért a kísérleti állatok nélkülözhetetlenek a 

mechanizmusok pontos megismerésében. Az egerek és patkányok az emberekkel nagyfokú 

homológiát mutatnak sok fehérje esetében, így elsőként gyakran az egerek és patkányok vad 

típusú fehérjéinek működését vizsgálják, majd ezt összehasonlítják a humán eredményekkel. 

Gyakori eszköz a génhiányos (knockout - KO) állatok használata, amelyeknél általában 

változásokat tapasztalhatunk (túlnyomóan sérült funkciót) a vad típusú (WT) állatokkal 

szemben, amik alapján következtetnek az adott fehérje működésére. Viszonylag új és még 

kevéssé elterjedt módszer az ilyen állatokban helyettesíteni a hiányzó gént a humán 

homológjával azért, hogy a humán fehérje működését állatokban vizsgálhassuk. Természetesen 

ez sem képes tökéletesen tükrözni az emberi szervezetben való működését, hiszen továbbra is 

az állati szervezet környezetében működik az adott humán fehérje. Azonban, ennek ellenére is 

értékes információkat nyerhetünk az emberi és állati fehérje működése közti faji 

különbségekről, illetve a gyógyszerkutatásban egy új hatóanyag tesztelése során közelebbi 

képet kaphatunk arról, amit az humán szervezetben várhatunk a klinikai tesztelések során. 

A Pécsi Tudományegyetem, Általános Orvostudományi Kar, Farmakológiai és 

Farmakoterápiai Intézetben a kutatócsoportunk érdeklődésének középpontjában áll a fájdalom 

és gyulladás modulációjában résztvevő Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 (TRPA1) és 

Szomatosztatin receptor 4 (SST4) receptorok mechanizmusának vizsgálata. A PhD kutatásom 

során az ezekhez fűződő aktuális kutatási projektek számára hoztam létre 

modellorganizmusokat, és teszteltem a transzgén expresszióját és a fehérje működését. 
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1. Az SST4 receptor egy ígéretes gyógyszercélpont a fájdalomcsillapítás és 

gyulladáscsökkentésben. Az új SST4 agonista gyógyszerjelölt molekulák preklinikai 

tesztelésére humanizált SST4 egerekre volt szükségünk. Erre a célra szomatosztatin 

receptor 4 génhiányos (Sstr4 KO) egerekbe bevittük a humán homológ gént (hSSTR4). 

A projektben az első transzgenikus egerek már létrejöttek, mire megkezdtem a PhD 

munkámat, így én az egerek mélyreható és alapos vizsgálatában tudtam részt venni. 

2. A szerves poliszulfidok fájdalomcsillapító és gyulladáscsökkentő hatású TRPA1 

agonisták, és ígéretes gyógyszerhatóanyagok. A hatásmechanizmusuk alaposabb 

megértésére azonosítani akartuk a kötőhelyüket a humán TRPA1 receptoron. Erre a célra 

PCR alapú helyspecifikus mutagenezissel számos TRPA1 változatot hoztunk létre, 

melyekben bizonyos ciszteineket alaninra cseréltünk. A TRPA1 változatokat CHO 

sejtekben expresszáltattunk, a funkciójukat in vitro kísérletekkel vizsgáltuk. A szerves 

poliszulfidok kötőhelyét annál a mutációnál azonosítottuk, amelyben a szerves 

poliszulfidok nem tudtak hatást kiváltani - ügyelve arra, hogy ezt ne globális 

funkcióvesztés okozza, amit pozitív kontroll agonista hatásával ellenőriztünk. 

3. Az asztrociták szerepét vizsgáltuk a TPRA1 mediált kuprizon indukált 

demielinizációban, egy szklerózis multiplex (SM) betegségmodellben. Erre a célra 

specifikusan ütöttük ki a Trpa1 gént az asztrocita sejtekből Cre-loxP rendszerrel. A loxP 

helyek közötti Trpa1 génszakasz kivágódott és működésképtelenné vált azokban a 

sejtekben, amelyekben a Cre-rekombináz expresszálódott. A Cre-rekombináz 

expresszióját pedig asztrocita specifikus génhez kötöttük (Gfap), ezzel biztosítva, hogy 

csak asztrocita sejtekben történik meg a génkiütés. Az így létrehozott egerekben 

vizsgáltuk a kuprizon kezeléssel kiváltott demielinizáció jellegzetességeit. 

 

1.2. Fájdalom és gyulladás 

A Nemzetközi Fájdalomkutató Szövetség (International Association for the Study of Pain, 

IASP) meghatározása szerint a fájdalom a potenciális vagy már létrejött szöveti sérüléshez 

kapcsolódó kellemetlen érzés. Elkülöníthető a nocicepciótól, mivel a fájdalom nem kizárólag a 

szenzoros neuronok működéséből adódik, hanem egy komplex szubjektív élmény, amelyet a 

biológiai, pszichikai és szociális tényezők befolyásolnak. Habár a fájdalomnak elsődlegesen 

adaptív szerepe van, a krónikus fájdalom káros hatással lehet a testi funkciókra, illetve a 

szociális és pszichológiai jóllétre (1). 



4 

 

A gyulladás egy fontos védekezési mechanizmus, mely során a szervezet felismeri és 

eltávolítja a káros és idegen stimulust (elsődlegesen kórokozókat), majd megkezdi a gyógyulási 

folyamatot. A tartós gyulladás azonban káros hatással van a szervezetre, és a legtöbb krónikus 

degeneratív betegség kulcstényezője (pl. rák, diabétesz, reumatoid artritisz, allergiás asztma, 

Alzheimer-kór, szklerózis multiplex) (2). Külön figyelmet igényelnek azok az esetek, amikor 

maga a gyulladás súlyosabb szöveti károsodást okoz, mint az eredeti stimulus, ilyen például a 

tuberkulózis, szilikózis, érelmeszesedés, allergia és autoimmun betegségek. Bár számos 

mechanizmus van a gyulladás megszüntetésére, a természeténél fogva hajlamos egy 

önfenntartó folyamatot létrehozni, ugyanis a gyulladás szövetkárosodáshoz vezethet, a 

sejtnekrózis pedig serkenti a gyulladást. Így a gyulladás képessé válhat az eredeti stimulus 

megszűnése után is fennmaradni, és egy el nem múló (non-resolving) gyulladást kialakítani (3). 

A tartós gyulladás kezelése tehát elsődleges a velejáró fájdalom megszüntetésében, a károsodott 

funkciók visszaállításában, további szövődmények megelőzésében vagy mérséklésében, és a 

gyógyulási folyamatok akadálytalan működésében. 

A krónikus fájdalom és a tartós gyulladás kezelésére használt hagyományos gyógyszerek 

(pl. opioidok, szteroidok, nem szteroid gyulladáscsökkentők - NSAID) azonban gyakran nem 

elég hatékonyak, vagy súlyos mellékhatásokat okozhatnak a hosszútávú kezelés során (4–8). 

Ezért szükséges megismernünk alaposabban ezeket a patomechanizmusoknak, hogy jobb 

gyógyszercélpontokat azonosíthassunk. Így kerültek a kutatásunk központjába a TRPA1 és 

SST4 receptorok, amelyek ígéretes gyógyszercélpontok a krónikus fájdalom és tartós gyulladás 

kezelésében. 

1.3. TRPA1 

A Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 (TRPA1) receptor egy nem-szelektív, nátrium 

és kalcium-áteresztő kation-csatorna, amely túlnyomóan a kapszaicin-érzékeny peptiderg 

nociceptív primer szenzoros neuronokon expresszálódik, ezen sejtek több, mint 90%-ában ko-

lokalizálódik a Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1 (TRPV1) receptorral (4,9,10). A 

TRPA1 receptor az irritációk széles választékát képes érzékelni, mint például a mechanikai 

stimulust, szélsőséges hideget és meleget, savas kémhatást, reaktív oxidatív gyököket és a már 

azonosított agonisták ezreit (11). A TRPA1 receptor aktivációja akut fájdalomérzetet vált ki, 

továbbá gyulladáskeltő neuropeptidek szekrécióját (pl. P anyag, kalcitonin gén-rokon peptid), 

amely értágulatot és szöveti duzzanatot okoz, elősegítve a neurogén gyulladás kialakulását. 

Azonban a TRPA1 aktivációt követően a nociceptív idegsejt ellenszabályozást is végez azáltal, 

hogy fájdalomcsillapító és gyulladáscsökkentő neuropeptideket is felszabadít, mint a 
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szomatosztatin (12–15). A szomatosztatin szisztémás fájdalomcsillapító és 

gyulladáscsökkentő hatását az SST4 receptor közvetíti (16–25). 

1.4. Szomatosztatin 

A szomatosztatin egy ciklikus neuropeptid, melynek két izoformája van: SST-14 és SST-

28. Gátolja a szekrécióját számos excitatorikus és gátló mediátornak, mint a szomatotropin, 

glukagon, inzulin, acetilkolin, glutamát és gamma-aminovajsav (GABA) (26). Széleskörű 

fiziológiai funkciót szabályoz, mint az alvást, motoros aktivitást, emóciókat, tanulást és 

memóriát; továbbá szerepe van különböző patológiás állapotok szabályozásában, mint a 

fájdalom és gyulladás (16–25), neurodegeneráció (27–30), szorongás és depresszió (31–34). A 

központi idegrendszerben találhatóak hosszú nyúlványú és rövid proximális GABA-erg 

interneuronok, melyek szekretálják a szomatosztatint (35–37). A periférián a kapszaicin-

érzékeny peptiderg szenzoros neuronokon figyelték meg a szomatosztatin szekréciót, valamint 

a szisztémás gyulladáscsökkentő és fájdalomcsillapító hatását, melyet “szenzokrin” hatásnak 

neveztek el (38,39). 

1.5. Szomatosztatin receptor 4 (SST4) receptor 

A szomatosztatin széleskörű hatásait öt gátló hatású (inhibitor) Gi-protein kapcsolt receptor 

közvetíti, melyek az SST1-SST5 jelölést kapták. Ezeket a receptorokat két csoportra oszthatjuk, 

a SRIF1-be tartozik az SST2, SST3 és SST5, ezeket specifikusan aktiválja az oktreotid, míg a 

SRIF2-be tartozó SST1 és SST4 receptorokat a CGP 23996 agonista aktiválja specifikusan (40–

42). A kutatócsoportunk korábbi eredményei bizonyítják, hogy az SST4 receptor aktivációja 

fájdalomcsillapítós, gyulladáscsökkentő, szorongáscsökkentő és antidepresszáns hatást vált ki 

más hormonok szekréciójának befolyásolása nélkül (16–25,27–34,38,39,43,44). Így vált az 

SST4 receptor egy ígéretes új gyógyszercélponttá, és az utóbbi időben számos gyógyszercég 

elindította az SST4 agonisták fejlesztését (45–51). Az SST4 receptornak nincs ismert 

antagonistája, így ez idáig in vivo funkcionális vizsgálataihoz Sstr4 knockout állatokat 

használtunk negatív kontrollként (15,20–22,45). 
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2. Szomatosztatin receptor 4 (SST4) humanizált egér létrehozása és 

az expresszió karakterizálása 

2.1. Bevezetés 

Számos kutatás folyik - köztük az intézetünkben is - az SST4 funkcióinak vizsgálatára. Mivel 

nincs ismert SST4 specifikus antagonista, ezért a korábbi kutatásaink során Sstr4 knockout és 

vad típusú egereket használtunk (15,20–22,45). Az Sstr4 KO egérmodell és a szintetikus SST4 

receptor agonista J-2156 vizsgálatával kapcsolatban számos kutatócsoport, köztük a mi 

intézetünk is igazolta, hogy az SST4 receptor egy egyedi és újszerű gyógyszercélpont lehet a 

krónikus fájdalom és a depresszió kezelésére (16,24,52–56). Ezen kórképek kezelésére 

használható jelenlegi gyógyszerek gyakran nem elég hatásosak és súlyos mellékhatásokat 

okoznak a hosszútávú kezelés során (4–8). Így került a gyógyszerfejlesztés érdeklődésének 

középpontjába az SST4 receptor, és a gyógyszergyárak már számos nem-peptid SST4 agonista 

fejlesztésébe kezdtek (51,54). Az agonisták tervezését jelentősen segítette a humán receptor 

szerkezetének in silico 3D modellezése (57,58). 

Célunk volt ezeket az új agonistákat (J-2156 és pirrolo-pirimidin származékok) SST4 

humanizált egereken tesztelni. A humán receptort expresszáló egérmodell kifejezetten hasznos 

a transzlációs gyógyszerkutatásban, mivel jobban előremutató eredményeket adhat a humán 

betegségekkel kapcsolatban és relevánsabb modellállat a gyógyszerjelölt anyagok tesztelésében 

(59,60). Humanizált egereket túlnyomóan humán sejtek, szövetek vagy tumorok beültetésével 

hoznak létre, főleg immunológiai és onkológiai kutatási célokra (61–66), de a genetikai 

módosítás is egyre gyakrabban választott módszer (67–70). Genetikai módosítással már 

sikeresen kicserélték az egér bradikinin B1 receptor génjét a humán megfelelőjével, hogy az in 

vitro eredmények után az NVP-SAA164 humán B1 receptor specifikus antagonistát in vivo is 

teszteljék. Az NVP-SAA164 anti-hiperalgéziás hatást váltott ki a humanizált egerekben, de a 

WT és a KO egerekben nem (71). Egy másik kísérletben különbséget találtak az egér és a humán 

melanokortin receptorok között az MC1R humanizált egerek használatával, mint például az 

erősen ligandfüggő eumelanogenezis a humanizált egérben. Ezzel szemben az egér Mc1r 

receptor a WT egérben in vivo, továbbá transzfektált sejtvonalakban az egér és humán receptor 

is ligandfüggetlen szignalizációt mutatott (72). Ezek is bizonyítják, hogy az in vitro és in vivo 

körülmények között a fehérjék eltérő működéséről a humanizált modellállatok értékes 

információkkal szolgálhatnak.  
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2.2. Célkitűzés 

Az SST4 expresszió és funkció viszonylag jól karakterizált az egéragyban (73), de a humán 

receptorról még keveset tudunk. Ezért a célunk volt, hogy olyan humanizált egeret hozzunk 

létre transzpozon vektorral, mely tartalmazza az humán hSSTR4 gént a szabályozó elemeivel 

együtt, majd ennek a random inszerciós helyeit feltérképezzük, karakterizáljuk az expresszióját 

(mintázatát és szintjét), azonosítsuk az expresszáló idegsejt típusokat az agyban, és kiválasszuk 

a további funkcionális kísérletekre legalkalmasabb transzgenikus egérvonalat. 

2.3. Eredmények 

A projekt legfontosabb eredménye, hogy sikeresen létrehoztunk SSTR4 humanizált 

egérvonalakat a PB transzpozon vektor random inszerciójával, és karakterizáltuk a humán 

receptort expresszáló neuronokat a fájdalom- és hangulatszabályozáshoz kapcsolódó 

agyterületeken. Ezek az egerek hasznos modellállatok lehetnek az SST4 receptor preklinikai 

kutatásában, ami egy új célpont a fájdalomcsillapító, gyulladáscsökkentő és antidepresszáns 

gyógyszerek fejlesztésében (16,20,21). 

A népszerű knock-in technika helyett azért választottuk a random inszerciót, hogy elkerüljük 

az egér Sstr4 gén szabályozó elemeinek a befolyását a transzgénen. A transzpozon vektorba az 

humán gén kódoló szakaszán kívül az humán szabályozó elemeket is beillesztettük, és a 

transzgén végein inszulátorokkal gátoltuk a pozíció effektust, hogy remélhetőleg a transzgén 

minél inkább az humánhoz hasonló expressziós mintázatot mutasson. A módszer hátránya 

viszont, hogy a létrehozott transzgenikus egerekben az integrációs hely feltérképezése 

problémás lehet, továbbá az inszerció félbeszakíthat egér géneket (81,82). 

A PB transzpozon random inszerciója a mi esetünkben több integrációs helyet 

eredményezett az F0 egér generációban. Ezek közül három kópiának a helyét sikeresen 

meghatároztuk LM-PCR technika (75) segítségével (Chr3, Chr10 és ChrX), de két kópia 

elhelyezkedése még továbbra is ismeretlen (U1 és U2). Az, hogy sikertelen volt az U1 és U2 

integrációs helyének meghatározása, arra enged következtetni minket, hogy a transzgének a 

genom ismétlődő szakaszaiba integrálódhattak, ami jelentősen nehezíti a géntérképezést. A 

Chr3 kópia helyének pontos ismeretében helyspecifikus PCR próbát tudtunk tervezni, aminek 

a segítségével nemcsak a transzgén jelenlétét tudjuk meghatározni, hanem a hetero- és 

homozigóta egereket is meg tudjuk különböztetni. 

Az F0 generációban mindhárom transzgenikus nőstény egér vemhességében és szülésében 

komplikációk léptek fel, amibe végül elpusztultak. Ez arra enged következtetni minket, hogy 
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mindhárom esetben a transzgén többszörösen inszertálódhatott a genomba, és az ebből 

következő SST4 overexpresszió okozhatta a problémát, mivel az egy-egy kópiát hordozó 

utódokban ez nem fordult elő többször. Ez a megfigyelés alátámasztja, hogy az SST4 szerepet 

játszik terhességben, ugyanis a humán placentában túlnyomóan ezt a szomatosztatin receptort 

találták meg (83,84). 

A biolumineszcens in vivo képalkotás a hSSTR4-kapcsolt luciferáz enzim expresszióját 

mutatta a különböző szervek területén, a legerősebb lumineszcens jelet az agy területén mutatta. 

A Chr3 egerek a legerősebb expressziót a nagyagy területén mutatták, míg az U1 és U2 kópiák 

gyengébbet mutattak itt, de erősebbet a bulbus olfactorius és az agy hátsó területén. Az RT-

qPCR alátámasztotta ezeket az eredményeket, mivel ebben az esetben is az agykéregben és a 

BO-ban mértük a legmagasabb hSSTR4 expressziós szintet. Az egér Sstr4 gén expressziója 

valamivel gyengébb volt, mint a hSSTR4 a Chr3 egérben, a tüdő kivételével, ami a WT egérben 

sokkal magasabb volt, továbbá a kisagyban és az agytörzsben jóval alacsonyabb volt. Ezek az 

eredményeink megegyeznek a korábbi átfogó expressziós vizsgálatok adatbázisaival az egér és 

humán receptor összehasonlításában (73,84–86). U1 és U2 kópiák expressziója egymással 

hasonlóságot mutattak mind a luciferáz IVIS-ban, mint RT-qPCR eredményeiben, ami arra 

enged következtetni minket, hogy esetleg ez a két kópia valójában azonos. Tovább erősíti ezt a 

feltevést, hogy az U1 és U2 egérvonalak összekeresztezésében genotipizáltunk 100 utódot az 

F2 generációban, és nem találtunk hSSTR4 KO egyedet. A transzgén integrációs helyétől 

függetlenül, a hSSTR4 expressziós szint és mintázat is egyedenként változó volt a has és 

medence területén. Az adatbázisok szintén változó SST4 expressziós szintet (a nem 

detektálhatótól a mérsékeltig) dokumentáltak mind az ember, mind az egér gasztrointesztinális 

és reproduktív szervrendszerében (87–91). Ezeket az adatokat alátámasztja a Chr3 egerekben 

RT-qPCR-ral mért viszonylag magas hSSTR4 expressziós szint is. Az adatbázissal szemben 

viszont a gyomorban és bélben alacsony hSSTR4 expressziót mértünk. Az agy területén a Chr3-

ban volt a legerősebb luciferáz lumineszcens jel, közel háromszor erősebb, mint az U1 és U2 

egerekben. Továbbá, az U1 és U2 egerekkel ellentétben, a Chr3 egerek esetében 

genotipizálással meg tudtuk különböztetni a hetero- és homozigóta egyedeket, amelyeket in 

vivo képalkotásban összehasonlítva azt tapasztaltuk, hogy a homozigótákban a lumineszcens 

jelerősség kétszer akkora, mint a heterozigótákban. 

A tdTomato nem mutatott detektálható jelet semelyik egérvonalban, sem az in vivo 

képalkotásnál, sem a fluoreszcens mikroszkópiánál, valószínűleg a transzgén általánosan 

alacsony expressziója miatt. A fluoreszcens riporterfehérjéket általában valamilyen nagyon 

erős víruspromóter (pl. citomegalovírus) vagy egy emlős háztartási gén promótere (pl. 
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elongációs faktor 1 alfa) hajtja meg, hogy megfelelő mennyiségben expresszálódjanak, és erős 

jelet adjanak (92). Továbbá, bár a tdTomato toleránsabb az N-terminális fehérjemódosításokra, 

mint az mRFP1 elődje (93), mégis azt tapasztaltuk, hogy a tdTomato fluoreszcenciája 

jelentősen gyengül a fúziósfehérje formában a natív tdTomato proteinhez képest, valószínűleg 

azért, mert a luciferáz kapcsolódása akadályozza a tdTomato fehérje folding-ot vagy a 

tetramerizációt (94,95). 

A fajok közötti és az SST receptorcsaládon belüli erős homológia miatt nincs megbízhatóan 

hSSTR4-specifikus antitest, ezért immunhisztokémia helyett az RNS in situ hibridizációs 

technikát, az RNAscope-ot választottuk. A korábbi eredmények alapján a Chr3 kópiát találtuk 

a legmegfelelőbbnek a további kísérletekre, ezért ezekben karakterizáltuk a hSSTR4 expressziót 

RNAscope technikával. A hSSTR4 a legerősebb jelet a hippokampuszban (CA1 és CA2 

régióiban) és az agykéregben (Pir, S1, PrL) mutatta, ami összhangban van az egér és ember 

expressziós adatbázisával (87–91). A Chr3 egerekben a hSSTR4 főleg a Vglut1-pozitív 

glutamáterg excitációs neuronokban expresszálódik, hasonlóan az Sstr4-hez a WT egerekben, 

de annál láthatóan gyengébb expressziós szinten. A hSSTR4 a GABA-erg interneuronokban is 

expresszálódott ugyanezeken az agyterületeken, míg az egér Sstr4 expressziója a centrális 

amigdala magjában található GABA-erg sejtekben volt megfigyelhető. Az elsődleges 

szomatoszenzoros kéregben a hSSTR4 legerősebb expressziója II-III. rétegekben volt, ami 

jelentősen különbözik az egér Sstr4 expresszióval WT egerekben, mely legerősebben az V. 

rétegben expresszálódik (73). Egy korábbi tanulmányban az Sstr4 a WT egerek BO 

glomeruláris rétegében expresszálódtak, de a granuláris rétegében nem (96), míg a 

transzgenikus egerekben a hSSTR4 főleg a BO granuláris rétegében expresszálódott. 

Ezek az expressziós különbségek az humán SSTR4 és egér Sstr4 között adódhatnak a fajok 

közötti különbségből, de adódhatnak a humanizált egérmodell limitációiból is, mint a pozíció 

effektus (82). Ezért ezeket a különbségeket érdemes még tovább vizsgálni. 

Arra a következtetésre jutottunk, hogy a Chr3 hSSTR4 egérvonalban a transzgén elsősorban 

a fájdalom- és hangulatszabályozásért felelős agyrégiók excitatorikus glutamáterg neuronjaiban 

expresszálódik, számos hasonlóságot és néhány különbséget mutatva az Sstr4 expresszióhoz 

képest WT egerekben. A humán receptor funkciójának további alapos vizsgálatát követően a 

Chr3 egérvonal alkalmas transzlációs kutatási eszköz lehet az SST4 receptor, mint analgetikus, 

antidepresszáns és gyulladáscsökkentő gyógyszercélpont lehetőségeinek feltárásában, továbbá 

az új SST4 agonista gyógyszerjelöltek preklinikai tesztelésében. 
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3. Szerves poliszulfidok kötőhelyének azonosítása a humán TRPA1 

receptoron 

3.1. Bevezetés 

A krónikus fájdalom és tartós gyulladás komoly problémát jelentenek a modern 

társadalomban, világ szinten az emberek 20-45%-át érintik (3,97–101). A krónikus fájdalom 

közvetlen hatása az életminőség csökkenése és akár testi funkciók kiesése (1,102–104). Ha a 

tartós gyulladást nem kíséri fájdalom, akkor könnyen rejtve maradhat, de még úgy is 

hozzájárulhat sok más krónikus betegség kialakulásához, mint például a 2-es típusú 

cukorbetegséghez, allergiákhoz, szív- és érrendszerei betegségekhez és a rák több típusához is 

(2,105,106). A hagyományos fájdalomcsillapító és gyulladáscsökkentő gyógyszerek, mint a 

szteroidok, az NSAID-ok és az opioidok nem alkalmasak hosszútávú kezelésre, mert 

fokozatosan a mellékhatásaik kerülnek túlsúlyba (4–8). Emiatt óriási az igény új 

hatásmechanizmusú gyógyszerek fejlesztésére a krónikus fájdalom és tartós gyulladás 

kezeléséhez. A poliszulfidok ígéretes hatóanyagok erre a célra, és a gyógyszerkutatásban egyre 

többet tanulmányozzák a hatásaikat. Korábban hidrogén-szulfidnak (H2S) tulajdonították a 

fájdalomcsillapító és gyulladáscsökkentő hatásokat, amely egy gáz halmazállapotú endogén 

jelátvivő anyag. Ma már tisztázott, hogy a gyulladáskor lokálisan felszabaduló H2S spontán 

oxidálódik nátrium-hidrogén-szulfiddá (NaSH) és nátrium-szulfiddá (Na2S), és spontán 

polimerizálódik szervetlen poliszulfidokká (pl. Na2S3). Ezek a hatóanyagok elég reaktívak 

ahhoz, hogy a Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 (TRPA1) receptor ciszteinjeihez 

kovalensen kötődjenek és aktiválják azt (12,107–109). A TRPA1 aktiváció hatására 

szomatosztatin szabadul fel, ami az SST4 receptoron keresztül szisztémás fájdalomcsillapítást 

és gyulladáscsökkentést vált ki (16–25). A poliszulfidok ezen a hatásait megszünteti a Trpa1 

vagy Sstr4 gén kiütése (12). Ezek alapján feltételezhetjük, hogy a poliszulfidok 

fájdalomcsillapító és gyulladáscsökkentő hatását legalább részben a TRPA1 receptor 

aktiválásával fejtik ki. A jótékony hatásaik ellenére a szervetlen poliszulfidok nem alkalmasak 

gyógyszernek, mivel nagyon reaktív és instabil molekulák. Adagolásuk nagyon nehéz akár 

közvetlen bejuttatással, akár endogén szintézis által H2S donor bejuttatásával (pl. GYY4137). 

Így fordult a figyelmünk a biológiailag hasonló hatású, de sokkal stabilabb szerves 

poliszulfidok felé, mint a dimetil-triszulfid (DMTS), a diallil-triszulfid (DATS) és a diallil-

diszulfid (DADS) felé, amelyek a fokhagymában természetes módon megtalálhatóak 

(12,15,110–114). 
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A szervetlen poliszulfidok molekuláris hatásmechanizmusát már széleskörben kutatják, a 

szervesekéről azonban még nagyon keveset tudunk. Ezért a kutatómunkánk során az első 

lépésként azt tűztük ki célul, hogy azonosítsuk a szerves poliszulfidok kötőhelyét a TRPA1 

receptoron helyspecifikus mutagenezis segítségével. A humán TRPA1 28 ciszteinje közül 

megvizsgáltuk az elektrofil agonisták konvencionális kötőhelyét alkotókat az N-terminális 

doménen (C621, C641 és C665) (115–118), illetve a transzmembrán régióban elhelyezkedő 

fehérjefelszíni ciszteineket, amelyek feltételezhetően kötőhelyül szolgálnak az erősen hidrofób 

agonistáknak (C727 és C834) (119,120). Sikeresen létrehoztunk olyan TRPA1 mutáns 

változatokat, amelyeknek csökkent vagy teljesen megszűnt a szenzitivitása a szerves 

poliszulfidokkal szemben, de más funkciók sértetlenek maradtak (pl. a nem-elektrofil agonisták 

és antagonisták hatása). A mutáns receptorok kötési tulajdonságait előzetesen in silico 

molekuláris dokkolási technikával vizsgáltuk. A funkcionális változásokat in vitro 

módszerekkel vizsgáltuk: kalcium-érzékeny fluoreszcens áramlási citometriával, radioaktív 

Ca-45 folyadék szcintilláció számolással és whole-cell patch-clamp technikával. 

3.2. Célkitűzés 

Az endogén, túlnyomóan szervetlen poliszulfidok (pl. Na-szulfid) kötőhelye már ismert a 

TRPA1 receptoron (121), de az exogén szerves poliszulfidok kötőhelye még feltérképezésre 

szorul. Ehhez olyan mutáns TRPA1 receptor változatot szeretnénk létrehozni, amelyet nem 

aktiválnak a szerves poliszulfidok, de más kötőhelyű agonisták (pl. karvakrol, timol, mentol) 

igen. A TRPA1 mutánsok szerves poliszulfid kötő tulajdonságait elsőként számítógépes 

modellezéssel vizsgáljuk, az így tervezett mutációkat helyspecifikus mutagenezissel hozzuk 

létre, majd a TRPA1 változatok funkcióját in vitro módszerekkel vizsgáljuk. 

3.3. Eredmények 

A fokhagyma eredetű szerves poliszulfidok TPRA1 receptor aktiváló hatása jól ismert 

(12,15,110,111,144,146–148), azonban kísérleteinkkel mi igazoltuk elsőként a helyspecifikus 

TRPA1 mutáns változatokat a szerves poliszulfidok kötőhelyének azonosítására. Az 

eredményeinket a mutáns TRPA1 változatok számítógépes modellezése és három funkcionális 

tesztje alapján kaptuk: kalcium érzékeny fluoreszcens áramlási citometria, radioaktív Ca-45 

folyadék szcintilláció számlálás és whole-cell patch-clamp. Az eredményeink jelentősen 

átfednek egymással és alátámasztják egymást. Ebben a tanulmányban bebizonyítottuk, hogy a 

szerves poliszulfid DMTS, DADS és DATS kovalensen kötődik a C621, C641 és C665 

aminosavakhoz, amivel aktiválják a TRPA1 receptort. Ezek közül a legfontosabb szerepe a 
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C621-nek van, de a másik két cisztein is hozzájárul az elektrofil agonisták kötéséhez. Csak a 

három cisztein együttes mutációja vezetett a TRPA1 inszenzitivitásához a szerves 

poliszulfidokkal szemben. 

A három szerves poliszulfid közül a legnagyobb molekula, a DATS mutatta a legkedvezőbb 

kalkulált kötési szabad entalpiát, de – ahogyan a kísérleti eredmények is kiemelték – az a fontos, 

hogy kialakuljon kovalens kötés a C621-gyel, és nem a kötés erőssége. Megjegyzendő, hogy a 

TRPA1 apo konformációja nem kedvező az elektrofil agonisták kötésére, ahogyan azt az 

előzetesen szükséges dokkolási kalkulációknál láttuk. Az előzetes dokkolás során a holo 

szerkezeten a kovalens kötésben résztvevő atomok között kisebb volt a távolság. Ezt a 

megfigyelést azzal tudjuk magyarázni, hogy az A-hurok fedi el a kötőhelyet a ligandok elől az 

apo struktúrában, de a holo struktúrában nem. Ahogyan azt már korábbi cikkek bemutatták 

(135,145), az A-hurok felemelkedik az előzetesen szükséges agonista kötés hatására, amiben a 

P666 és F669 aminosavak vesznek részt, és majd csak ezután lesz elérhető a kötőhely. 

A C621, C641 és C665 alkotják az ismert kötőhelyét a legtöbb elektrofil agonistának, kivéve a 

az AITC-nek, ami még a K710-es lizinhez is kötődik az aktiváláshoz, illetve a JT010-nek, ami 

egyedül a C621-hez kötődik a TRPA1 aktivációjához (115–118,138). 

A radioaktív Ca-45 folyadék szcintillációs és whole-cell patch-clamp mérésekkel szemben a 

Fluo-4 kalcium érzékeny fluoreszcens áramlási citometria nem mutatott különbséget az 

egyszeres TRPA1 mutánsok között. Ennek valószínűleg az volt az oka, hogy a Fluo-4 festék 

képes telítődni magas kalcium koncentrációnál, amit a szerves poliszulfidok viszonylag magas 

koncentrációja (100 µM) eredményezhetett. Ezért a Ca-45 folyadék szcintilláció számolást és 

whole-cell patch-clamp technikát pontosabb és megbízhatóbb módszereknek ítéltük, és ezeket 

tudtuk használni a három cisztein funkcióbeli különbségeinek feltárására. 

A három cisztein közül a C621 fontos szerepét a szerves poliszulfidok kötésében a 

számítógépes modellezés előrevetítette a számunkra, majd ezt a radioaktív Ca-45 folyadék 

szcintilláció számolás és whole-cell patch-clamp eredményei megerősítették. A C621 

kulcsszerepe ismert számos elektrofil TRPA1 agonista, mint a JT010, jódacetamid, BODIPY-

jódacetamid, AITC és BITC kötésében (116,138,149–151). 

A whole-cell patch-clamp kimutatta, hogy a C665 a második legfontosabb cisztein a szerves 

poliszulfidok kötésében, míg a C641-nek van a legkisebb szerepe. A C665 szerepe már 

bebizonyosodott más elektrofil agonisták esetében is, mint a jódacetamid, BODIPY-

jódacetamid, N-etilmaleimid és BITC (125,138,150,151). 

Habár az egyszeres cisztein mutációk csak csökkentették a szerves poliszulfidok hatását a 

TRPA1-ben, addig a JT010 hatása teljesen elveszett a C621A egyedüli mutáció esetében. Több 
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bizonyíték is arra mutat, hogy a JT010 nem kötődik kovalensen a többi ciszteinhez, csak a 

C621-hez (138,152,153). A mi kalcium érzékeny fluoreszcens áramlási citometria 

eredményeink mégis azt mutatták, hogy a C641A és C665A egyszeres mutációk csökkentették 

a JT010 hatását, ami arra enged következtetni bennünket, hogy ezeknek az agonista kovalens 

kötése helyett más szerepük van. Feltételezhetően a C641 és C665 segítenek fenntartani a 

kötőzseb működőképes struktúráját vagy segítenek kialakítani egy attraktív környezetet az 

elektrofil agonisták számára, esetleg mindkettőben részt vesznek. 

Mivel a C621 egyszeres mutációja nem volt elég, hogy teljesen megszűntesse a szerves 

poliszulfidok hatását, ebből arra következtethetünk, hogy a C641 és C665 is részt vesznek 

ezeknek a hatóanyagoknak a kovalens kötésében. A szerves poliszulfidok hatását csak a három 

cisztein együttes tripla mutációja volt képes teljesen megszüntetni. Más elektrofil agonistákról 

is ismert, hogy ennek a három ciszteinnek a tripla mutánsában elveszítik a hatásukat, kivéve az 

AITC, ami intakt K710 lizin mellett képes egy minimális hatást megtartani (115–118). A 

kalcium érzékeny fluoreszcens áramlási citometriai eredményeink során az AITC erősebb 

hatást mutatott a WT és egyszeres mutáns TRPA1 változatokban, mint a karvakrol. Ezzel 

szemben a tripla mutánsban már csak minimális hatása volt az AITC-nem, míg a karvakrol 

hatása megmaradt. 

A C727 és C834 aminosavaknak sem az egyszeres, sem az együttes dupla mutációja nem 

okozott változást a DMTS hatásában a WT TRPA1-hez képest. Ez az eredményünk cáfolja azt 

a feltevést, hogy a C727 és C834 alkotná az erősen hidrofób elektrofil agonisták kötőhelyét a 

transzmembrán doménen (119,120). 

Az egér Trpa1 receptort expresszáló HEK293 sejtekben kimutatták, hogy a C415 és C422 

aminosavak részt vesznek a szervetlen poliszulfidok (dinátrium-triszulfid) és más elektrofil 

agonisták kötésében (108,149,154). Az, hogy ezeknek a humán megfelelői (C414 és C421) 

vagy esetleg a maradék 21 cisztein a 28-ból játszik-e szerepet a szerves poliszulfidok kötésében, 

még további vizsgálatra szorul. 

Az általunk használt szerves poliszulfidok közül a gyárilag készült DMTS majdnem teljesen 

tiszta volt (≥98%), de az általunk szintetizált DADS és DATS elválaszthatatlan kísérői voltak 

egymásnak, a DADS 90%-os volt, a DATS pedig 63,5%-os. Ezek a természetes forrásukban, a 

fokhagymaolajban is állandó szennyezései egymásnak. A whole-cell patch-clamp 

eredményeiben a DADS hatása erősebbnek mutatkozott a másik két szerves poliszulfidnál a 

WT TRPA1-ben, ugyanakkor ezt befolyásolták legjobban az egyszeres cisztein mutációk. 

Ameddig a C621A és C665A egyszeres mutációkban csökkent a DMTS és DATS hatása, addig 

a DADS hatása teljesen megszűnt. A C641A egyszeres mutáció csökkentette a DADS hatását, 
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de a DMTS és DATS hatását nem. Ezek a felfedezések azt sugallják, hogy a három szerves 

poliszulfid közül a DADS a leghatékonyabb TRPA1 agonista, ám ezt nem támasztották alá a 

többi mérési módszereink eredményei, amelyek esetében a három szerves poliszulfid azonos 

hatást mutatott, így ez még további kivizsgálásra szorul. 

A whole-cell patch-clamp kimutatta továbbá, hogy a C621A/C641A/C665A tripla mutáns 

inszenzitív volt a HC-030031 antagonistára, aminek az okát még tisztázni kellene, hogy a tripla 

cisztein mutáció okozta, vagy esetleg egy rejtett véletlen mutáció. A tripla mutáns 

inszenzitivitása a szerves poliszulfidokra és a HC-030031 antagonistára a mutációk hatására 

kialakult globális funkcióvesztés következtében is létrejöhetett volna, de a karvakrol hatása 

intakt maradt, ami bizonyítja, hogy a receptor megfelelően működőképes maradt, és alkalmas 

volt a kísérleteink elvégzésére. 

Három különböző funkcionális teszt segítségével bizonyítottuk, hogy a TRPA1 

aktiválásához a szerves poliszulfidok a C621, C641 és C665 ciszteinekhez kötődnek 

kovalensen, és ezeknek kizárólag az együttes tripla mutációja volt képes teljesen megszüntetni 

a szerves poliszulfidok hatását. Azonosítottuk továbbá ebben a C621 kulcsszerepét, illetve, 

hogy a C655 a második legfontosabb cisztein. Ez jelentősen átfed más elektrofil agonisták 

ismert kötőhelyével, így az eredményeik más elektrofil agonisták kötési mechanizmusának 

megértését is jobban elősegítheti. 

Ebben a tanulmányunkban nemcsak bemutattuk, hogy a TRPA1 egy fontos célpontja a 

szerves poliszulfidoknak, hanem azonosítottuk a pontos kötőhelyüket is mutáns receptor 

változatok segítségével. 
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4. Asztrocita specifikus TRPA1 kondicionális knockout egér 

létrehozása és az expresszió vizsgálata 

4.1. Bevezetés 

A szklerózis multiplex (SM) egy központi idegrendszeri, súlyos neurodegeneratív 

autoimmun betegség, amely során a tartós gyulladás és tömeges sejtpusztulás következtében a 

neuronok axonjait burkoló mielinhüvely szétesik, ezáltal romlik az idegi működés (157,158). 

Az SM modellezésére széleskörűen alkalmazott módszer az egerek kuprizonnal történő tartós 

kezelése, amely egy oligodendrocita specifikus sejttoxikus szer, és hatására demielinizáció 

alakul ki elsősorban a corpus callosum területén, amely makrofág invázióval és asztrocita 

reakcióval társul (159,160). Korábbi kutatások kimutatták, hogy a kuprizon-indukált 

demielinizációval szemben sokkal ellenállóbbak a TRPA1 KO egerek (160,161). Arra a 

következtetésre jutottunk, hogy a TRPA1 szabályozza a mitogén-aktivált protein kináz 

útvonalat, ami a sejtek apoptózisához vezet, ezért a TRPA1 hiányában sokkal kisebb a kifejlett 

oligodendroglia pusztulás kuprizon hatására. TRPA1 gátlás egy új gyógyszermechanizmus 

lehetőségét jelenti a SM kezelésében. 

A TRPA1 receptor elsősorban a kapszaicin érzékeny nociceptív szenzoros neuronokban 

expresszálódik (4,9,10), de alacsonyabb szinten expresszálódik nem neuron sejtekben is, mint 

a keratinocitákban, endotél sejtekben és a gasztrointesztinális mukóza sejtekben (162–165), 

továbbá az agy területén az oligodendrogliákban (166) és asztrocitákban (167–169). Az egér 

agykéregben kimutatták az alacsony szintű TRPA1 expressziót a neuronokban, asztrocitákban, 

oligodendrogliákban és mikrogliákban (170). Kísérleteinkben az asztrociták szerepét vizsgáltuk 

az SM patomechanizmusában, ugyanis a reakív asztrocitákról már ismert, hogy hozzájárulnak 

a neurodegeneratív betegségek neuroinflammációs folyamataihoz (171,172). 

 

4.2. Célkitűzés 

Jelen kutatásunk során szeretnénk igazolni a kuprizon indukált oligodendrocita apoptózishoz 

vezető TRPA1 mediált folyamatokban az asztrocita sejtek kulcsszerepét. Erre a célra olyan 

egérmodell létrehozását céloztuk meg a Cre-Lox rekombinációs rendszer segítségével, melynek 

az asztrocita sejtjeiből specifikusan ütjük ki a Trpa1 gént (kondicionális knockout - cKO). Az 
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így létrehozott egerekben vizsgáljuk majd a kuprizon demielinizáló hatását, és Trpa1 WT és 

globális KO egerekhez viszonyítjuk kapott eredményeket. 

4.3. Eredmények 

A TRPA1 receptor hozzájárul a neurodegenerációs betegségek neuroinflammációs 

folyamataihoz. Korábbi kutatásunk kimutatta az SM betegségmodellben, hogy a Trpa1 globális 

KO egerek ellenállóbbak a kuprizon indukált demielinizációval szemben (160,161). Arra a 

következtetésre jutottunk, hogy a TRPA1 szabályozza a mitogén-aktivált protein kináz 

útvonalat, ami a sejtek apoptózisához vezet, ezért a TRPA1 hiányában sokkal kisebb a kifejlett 

oligodendroglia pusztulás kuprizon hatására. TRPA1 gátlás egy új gyógyszermechanizmus 

lehetőségét jelenti a SM kezelésében. 

Mivel a reaktív asztrocitákról ismert, hogy hozzájárulnak a neurodegeneratív betegségek 

neuroinflammációs folyamataihoz (171,172), ezért az asztrociták szerepét akartuk vizsgálni az 

SM patomechanizmusában részt vevő TRPA1 mediált folyamatokban, a kuprizon indukált 

demielinizációs SM betegségmodelljében. Erre a célra asztrocita specifikus TRPA1 cKO 

egereket terveztünk, amit Cre-loxP rendszerrel akartunk létrehozni. A legszéleskörűbben 

alkalmazott asztrocita marker a Gfap gén, így olyan egeret választottunk, amelyben a Cre 

rekombináz génjét a Gfap promóter hajtja meg. A Gfap-Cre+/− egereket előzetesen úgy 

teszteltük, hogy kereszteztük tdTomato riporter egerekkel. Az így kapott utódokban a tdTomato 

vörös fluoreszcens fehérje azokban a sejtekben expresszálódott, ahol a Cre rekombináz is. A 

tdTomato fluoreszcenciát egész testen in vivo képalkotással, az agy területén pedig fluoreszcens 

mikroszkópiával vizsgáltuk. Kimutattuk, hogy elsősorban az agy területén, az asztrocita 

sejtekben expresszálódik a Cre rekombináz, de kis részben aktivitást mutatott neuronokban is. 

Ezt megfelelően specifikus expressziónak ítéltük, és ha ennek megfelelően deletálódik a Trpa1 

a kísérletre szánt Gfap-Cre+/− Trpa1Fl/Fl egerekben, akkor a várható funkció kiesést valóban az 

asztrocitákhoz köthetjük. Más kutatócsoportok is tapasztalták a Gfap-Cre egerekben, hogy az 

asztrociták túlnyomó többségében végbemegy a rekombináció, de kis arányban a neuronokban 

és oligodendrogliákban is megfigyelhető volt (176–178). Feltételezhetően ez a sejtek közötti 

anyagtranszfernek és a kis mértékű aspecifikus génexpressziónak köszönhető. A Gfap-Cre 

transzgén ismeretlen inszerciós helyét az egér genomban ligálás mediált és inverz PCR 

technikákkal igyekeztünk azonosítani, de sajnos sikertelenül. Arra a következtetésre jutottunk, 

hogy valószínűleg hosszú ismétlődő szekvenciába épült be. 

A kísérletre szánt egereket Gfap-Cre+/− és Trpa1Fl/Fl egerek keresztezésével hoztuk létre. A 

Trpa1Fl/Fl egerekben a loxP helyeket PCR technikával és szekvenálással azonosítottuk. Ezt 
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követően olyan genotipizáló primereket tudtunk tervezni rá, amelyekkel 

megkülönböztethetőkké váltak a sejtek csak egy részéből (kondicionális), és az összes sejtből 

(globális) kiütött Trpa1 gént hordozó egerek. Így a kísérletre keresztezett állatokat már tudtuk 

szűrni a Cre rekombináz véletlen aspecifikus működése következtében létrejött Trpa1 globális 

KO genotípusra. A keresztezés végén létrehozott Gfap-Cre+/− Trpa1Fl/Fl egerekben RT-qPCR 

segítségével mértük az intakt Trpa1 csökkent expressziós szintjét. A vizsgálatokat összesítve a 

létrehozott Gfap-Cre+/− Trpa1Fl/Fl egereket megfelelőnek találtuk a kuprizon indukált 

demielinizációs kísérletre. Kontroll csoportoknak, Gfap-Cre−/− Trpa1Fl/Fl (loxP kontroll, ami 

gyakorlatilag Trpa1 WT fenotípust mutat) és Gfap-Cre+/− Trpa1Fl/− egereket (hetero kontroll) 

biztosítottunk. 

Dr. Kriszta Gábor vezette funkcionális kísérletekben az asztrocita specifikus Trpa1 cKO 

egerek a Trpa1 WT egerekhez képest szignifikánsan ellenállóbbak voltak a kuprizon indukált 

demielinizációval szemben a legintenzívebb patofiziológiás elváltozások időszaka alatt, azaz a 

kezelés 3-5. heteiben, majd a 6. hétre mindkét csoportban mérséklődtek a tünetek és a csoportok 

között tapasztalható különbségek. A korábban vizsgált globális Trpa1 KO egerekhez képest az 

asztrocita specifikus Trpa1 cKO egerek kevésbé voltak ellenállóbbak a kuprizon indukált 

demielinizációval szemben, ami arra utal, hogy az asztrocitáknak nem egyedüli szerepe van a 

szklerózis multiplex során a TRPA1 mediált demielinizációban (179). A TRPA1 receptorok 

expressziója és működése az agy más sejtjeiben (oligodendrociták, mikroglia, neuronok) 

további vizsgálatot igényel (166,180). 
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5. Összefoglalás 

A Pécsi Tudományegyetem Általános Orvostudományi Kar Farmakológiai és 

Farmakoterápiai Intézetben a kutatócsoportunk érdeklődésének középpontjában áll a fájdalom 

és gyulladás modulációjában résztvevő TRPA1 és SST4 receptorok mechanizmusának 

vizsgálata. A PhD kutatásom során az ezekhez fűződő aktuális kutatási projektek számára 

hoztam létre modellorganizmusokat, és teszteltem a transzgén expresszióját és a fehérje 

működését. 

Sikeresen létrehoztuk a humanizált SSTR4 egereket, melyek alkalmasak lesznek a humán és 

egér homológ SST4 receptorok közötti faji különbségek alaposabb feltárására, a humán SST4 

receptor fiziológiás és patológiás működésének alaposabb vizsgálatára, továbbá az SST4 

agonista új gyógyszerjelöltek preklinikai vizsgálatára. Ezeket az egereket úgy hoztuk létre, 

hogy készítettünk egy olyan transzpozon vektort, amely hordozza a humán hSSTR4 gént az 

összes expressziós szabályozóelemével együtt, majd a transzgént véletlenszerű helyre 

inszertáltuk Sstr4 génhiányos egerekbe. Ezeknek a kópiáknak az elhelyezkedését az egér 

genomban ligálás mediált PCR-ral azonosítottuk. A luciferáz riporter fehérje lumineszcenciája 

alapján in vivo képalkotással kimutattuk, hogy a hSSTR4 transzgén legfőképp az agy területén 

expresszálódik. RT-qPCR technikával megerősítettük, hogy az agyban és még néhány 

perifériás szervben expresszálódik a hSSTR4 transzgén, ami megegyezett az in vivo 

képalkotásban kapott eredményekkel. RNAscope in situ hibridizációval kimutattuk, hogy a 

hSSTR4 transzgén expresszálódik a glutamáterg excitációs neuronokban a hippokampusz CA1 

és CA2 területén, a GABA-erg interneuronokban a bulbus olfactorius szemcsés rétegében, 

illetve mindkét fajta neuronban az elsődleges szomatoszenzoros kéregben, a piriform kéregben, 

prelimbikus kéregben és az amigdalában. 

Sikeresen létrehoztunk humán TRPA1 egyszeres és többszörös mutáns változatokat, mellyel 

sikerült azonosítanunk, hogy a szerves poliszulfidok a C621, C641 és C665 ciszteinekhez 

kovalensen kapcsolódva aktiválják a receptort. Csak ezek együttes tripla mutációja okozza a 

TRPA1 inszenzitivitását a szerves poliszulfidok iránt, mely megegyezik az elektrofil agonisták 

általános kötőhelyével. A transzmembrán régióban a C727 és C834 ciszteinek, melyek 

feltételezett kötőhelyei az erősen hidrofób elektrofil agonistáknak, nem vesznek részt a szerves 

poliszulfidok indukálta TRPA1 aktivációban. A kísérletekhez használt TRPA1 mutáns 

változatokat humán TRPA1 cDNS-t expresszáló plazmid vektor PCR alapú helyspecifikus 

mutagenezisével hoztuk létre. A mutáns receptorok kötési tulajdonságait előzetesen in silico 

molekuláris dokkolási technikával vizsgáltuk. A funkcionális változásokat in vitro 
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módszerekkel vizsgáltuk: kalcium-érzékeny fluoreszcens áramlási citometriával, radioaktív 

Ca-45 folyadék szcintilláció számolással és whole-cell patch-clamp technikával. 

Sikeresen létrehoztuk az asztrocita specifikus Trpa1 cKO egereket az asztrociták szerepének 

vizsgálatára a TRPA1 mediált kuprizon indukált demielinizációban, egy SM 

betegségmodellben. Ezeket az állatokat Gfap-Cre+/− és Trpa1Fl/Fl egerek keresztezésével hoztuk 

létre. Előzetes vizsgálat során tdTomato riporter egér segítségével kimutattuk, hogy a Gfap 

promóter által meghajtott Cre rekombináz gén elsősorban az agy területén, az asztrocita 

sejtekben expresszálódik, de kis részben aktivitást mutatott neuronokban is. A Gfap-Cre 

transzgén elhelyezkedését nem sikerült kimutatnunk az egér genomjában. A Trpa1Fl/Fl 

egerekben azonosítottuk a loxP szekvenciák elhelyezkedését, melyhez rutin genotipizálási 

módszert alakítottunk ki. Ezáltal a kuprizon indukált demielinizációs kísérletre létrehozott 

Gfap-Cre+/− Trpa1Fl/Fl egereket tudtuk ellenőrizni, hogy ne alakuljanak ki Trpa1 globális KO 

egerek a Cre rekombináz nem asztrocita specifikus működésének következtében. A Gfap-Cre+/− 

Trpa1Fl/Fl egerek agyában mértük az intakt Trpa1 gén expressziós szintjének változását. 

Funkcionális állatkísérletek során kimutatták, hogy az asztrocita specifikus Trpa1 

kondicionális KO egerek a Trpa1 globális KO egerekhez képest kevésbé voltak ellenállóbbak 

a kuprizon indukált demielinizációval szemben. Ezáltal arra következtethetünk, hogy a 

szklerózis multiplexben az asztrocitáknak nem egyedüli szerepe van a TRPA1 mediált 

demielinizációban, hanem feltételezhetően az agyban más TRPA1 expresszáló sejtjeinek 

(oligodendrociták, mikroglia, neuronok) (166,180). Ez további vizsgálatot igényel. 

Kijelenthetjük, hogy a jelenleg elérhető molekuláris biológiai és genetikai eszközöknek 

köszönhetően képesek voltunk létrehozni a kutatásunkhoz szükséges minden tervezett egyedi 

modellorganizmust. Szerencsére a molekuláris technológia továbbra is folyamatosan és 

rohamosan fejlődik, ami egyre több lehetőséget biztosít az gyógyászati célú kutatások számára.  
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6. Új eredmények 

• Sikeresen létrehoztuk az SSTR4 humanizált egereket. 

• Azonosítottuk a létrehozott SSTR4 humanizált egerekben a véletlenszerűen 

inszertálódott 3 transzgén elhelyezkedését. Ezekre rutin genotipizálási módszert 

alakítottunk ki. 

• Meghatároztuk a hSSTR4 transzgének expressziós szintjét a humanizált egerek 

agyában és a belső szerveiben. 

• Karakterizáltuk a hSSTR4 transzgén Chr3 kópiájának expresszióját a humanizált 

egér agyában. Különbségeket találtunk a WT egerek Sstr4 expressziójához 

képest, ami a homológ gének közötti faji különbségekre utalnak. 

• A szerves poliszulfidok kovalens kötésében részt vesznek a C621, C641 és C665 

ciszteinek a TRPA1 receptor aktiválásához. Csak ezek együttes, tripla mutációja 

okoz teljes inszenzitivitást a TRPA1 receptorban a szerves poliszulfidok iránt. 

• A szerves poliszulfidok kötőhelye megegyezik az elektrofil agonisták általános 

kötőhelyével. 

• A transzmembrán régióban elhelyezkedő C727 és C834 ciszteinek nem részei a 

szerves poliszulfidok kötőhelyének. 

• Gfap-Cre és STOP-loxP egerek keresztezésével sikeresen szemléltettük a Cre 

rekombináz asztrocita specifikus expresszióját, és kis részben az átjutását és 

működését neuronokban is. 

• Gfap-Cre és Trpa1-loxP egerek keresztezésével létrehoztunk olyan 

transzgenikus egereket, amelyeknek az asztrocitáikból specifikusan ütöttük ki 

az egér Trpa1 gént. 

• Bizonyítottuk az intakt Trpa1 gén expressziós szintjének csökkenését a Trpa1 

cKO egerek agyában. 

• A Trpa1 globális KO egerekhez képest az asztrocita specifikus Trpa1 cKO 

egerek kevésbé voltak ellenállóbak a kuprizon indukált demielinizációval 

szemben, ami arra utal, hogy ebben a patomechanizmusban az asztrocitáknak 

nem egyedüli szerepe van. 
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2022.11.04-05. 
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10. Szakmai eredmények 

Közlemények száma: 5 

Hirsch index (MTMT): 3 

i10 index (Google Scholar): 3 

Értekezés alapját szolgáló közlemények impakt faktora: 16.808 

Összes közlemény impakt faktora: 21.033 

Független citációk száma (MTMT): 18 

Összes citációk száma (MTMT): 27 

Összes citációk száma (Google Scholar): 39 

11. Szakmai elismerések 

• 2017-2021. Elnyertem a Richter Gedeon Talentum Alapítvány Tanulmányi Ösztöndíjat. 

• 2019.07.10-13. Belgrádban, a nemzetközi FENS konferencián felkértek, hogy tartsak 

előadást a poszterem anyagából. 

• 2020.06.25-28. Meghívtak Szentpétervárba a nemzetközi „Summer School of Stress” 

tanulmányi programba és Koltushi-ban a Pavlov Kutatási Intézetbe és Múzeumba 

tanulmányi útra. 

• 2021-2022. Elnyertem a PTE ÁOK PhD+1 tanulmányi ösztöndíjat. 

• 2023.04.12. A Magyarországi Fájdalom Társaság pályázatán 2. helyezést értem el a 

poszteremmel, és ezzel megnyertem a támogatást az elkövetkező nemzetközi EFIC 

konferenciára (2023.09.20-23.). 

12. Támogatás 

A PhD tanulmányaim során végzett kutatómunkám a következő támogatásokkal valósulhatott meg:  

Richter Gedeon Talentum Alapítvány Tanulmányi Ösztöndíj; Nemzeti Agykutatási Program 2017-

1.2.1-NKP-2017-00002 (NAP-2; Krónikus Fájdalom Kutatócsoport); Nemzeti Agykutatási Program 3.0 

(NAP 3.0); GINOP-2.3.2-15-2016-00050 (A peptiderg szignalizáció komplexitása és szerepe 

szisztémás betegségekben; PEPSYS); EFOP 3.6.2-17-2017-00008 N (2017-2019), EFOP-3.6.1-16-

2016-00004 és EFOP-3.6.2-16-2017-00006; FIKPII-17886-4/23018/FEKUTSTRAT; NKFIH-OTKA-

K 134214; RRF-2.3.1-21-2022-00015 Nemzeti Gyógyszerkutatási és Fejlesztési Laboratórium 

(PharmaLab); TKP2021-EGA-16 Nemzeti Kutatási, Fejlesztési és Innovációs Iroda és az Eötvös Loránd 

Kutatási Hálózat (ELKH).  
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13. Köszönetnyilvánítás 

Elsősorban szeretném hálás köszönetemet kifejezni témavezetőimnek, Prof. Dr. Pintér 

Erikának és Dr. Sándor Zoltánnak a sok támogatásért és a kiváló kutatóként mutatott szakmai 

segítségükért, melyben az egész PhD képzésem folyamán részesültem. 

Köszönetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Helyes Zsuzsannának, hogy az egész 

kutatómunkám során értékes szakmai segítséggel és tanácsokkal látott el. 

Hálás köszönettel tartozom Dr. Bölcskei Katának, Dr. Kecskés Angélának, Dr. Szőke 

Évának, Dr. Kemény Ágnesnek, Dr. Pozsgai Gábornak, Dr. Kormos Viktóriának és Dr. Nemes-

Szentes Nikolettnek, hogy a kezdetektől fogva mindenben segítették a fejlődésemet és 

megtanították, a kísérletes munka során elengedhetetlen, precíz és szakszerű munkavégzést. 

Köszönöm a Farmakológiai és Farmakoterápiai Intézetben dolgozó kollégáimnak, Dr. Szabó 

Katalinnak, Dr. Nehr-Majoros Andreának, Dr. Hetényi Csabának, Dr. Zsidó Balázs Zoltánnak, 

Dr. Báthai István Zoárdnak, Dr. Csekő Katának, Dr. Pohóczky Krisztinának, Dr. Payrits 

Majának, Dr. Aczél Timeának, Dr. Tékus Valériának, Dr. Kriszta Gábornak és Móriczné 

Bencze Noéminek, a kutatómunkában az együttműködésüket, szakmai és technikai 

segítségüket, valamint az intézetben minden hajdani és jelenlegi munkatársamnak, hogy 

mindvégig egy emberileg is jó közösségbe tartozhattam. 

Köszönöm Dr. Papp Ferencnek, Fehér Ádámnak, László Szabolcsnak, valamint minden 

külső együttműködő partnerünknek a közös kutatómunkát. 

Köszönöm továbbá Rajnai Tündének, Ömböli Dórának, Sánta Csengének, Draskóczi 

Lillának és Tóth Norbertnek, hogy nemcsak a munkában nyújtott segítséggel, de barátságukkal 

is támogattak. 

Köszönöm Molvay Róbertnek, hogy sokat segített a hivatalos ügyintézésben. 

Köszönöm Bálint Leventének, hogy megkönnyítette és felgyorsította a kutatáshoz 

elengedhetetlen anyagok és eszközök beszerzését. 

Köszönet Disztl Cecília, Bíró-Sütő Tünde, Bagoly Teréz, Pappné Bényei Ildikó, Ordonicsné 

Szombati Veronika, Hírné Perkecz Anikó, Kiss Árpádné és Zöldhegyi Józsefné 

asszisztenseknek a professzionális munkájáért, mellyel hozzájárultak a kísérletek 

sikerességéhez. 

Köszönöm Schveibert Istvánnak és Walter Lászlónak a széleskörű technikai segítséget. 

Végül szeretném megköszönni feleségemnek, Dr. Nemes-Szentes Nikolettnek, és 

Családomnak, hogy támogatták tanulmányaimat és a munkámat, valamint a rengeteg bátorítást 

és szeretetet, mellyel ösztönöztek a legjobb eredmények elérésére. 


