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1 Bevezetés
1.1 Sclerosis multiplex

A sclerosis multiplex (SM) a kodzponti idegrendszer kronikus, gyulladasos,
demyelinizaciét okozO, neurodegenerativ betegsége. A nyugati félteke
leggyakoribb megbetegedése fiatal felnéttekben, eléfordulasa korilbelll
kétszer gyakoribb nékben. Az SM-et szenzo-motoros, kognitiv és
neuropszichiatriai tiinetek jellemzik. Klinikai lefolyasat illetéleg kulonb6zé
formékban jelenik meg. A betegek tébbségénél kezdetben az ugynevezett
relapszalé-remittalé forma (RRSM) a jellemzé, melyre a neurolégiai tlinetek
kialakulasa, majd azok gyégyulasa, akar teljes remisszioja jellemzé. Ez a
klinikai lefolyas tbbb évig tarthat, de 25 éven bellil a betegek 90%-anal
kifejlédik a masodlagos progressziv forma (SPSM), mely a neuroldgiai tinetek
folyamatos romlasaval jar. Az SM betegek kb. 10%-a a primer progressziv
formaba (PPSM) tartozik, melyre a neurologiai tinetek fokozatos, javulasok
nélkal bekodvetkezé romlasa a jellemzd. A progressziv-relapszaléo forma
(PRSM) a betegek 4-10%-at érinti, melyre a folyamatosan romlé neuroldgiai
tinetek mellett akut relapszusok jellemzéek javulds nélkul. Az elmult
évtizedek kutatdsai ramutattak, hogy a kulonb6zé klinikai lefolyasokhoz eltéré
patomechanizmus tarsulhat.

Az SM Kklasszikus neuropatholégiai elvaltozasa a plakk-szer demyelinizalt
lézi6. Lucchinetti és munkatarasai egy részletes neuropatholégiai vizsgalattal
ramutattak arra, hogy a demyelinizacié mintdzata kilénb6z6 lehet az SM
betegek korében. Ezen leirasok alapjan a |ézidkat négy kilonbdzé formara
lehet osztani, de ko6zos jellemzéjik a myelin karosodasa és bizonyos
gyulladasos elemek (T sejtek, illetve makrofagok) jelenléte. Az l-es és Il
tipusra a makrofag- és ellenanyag-medialt demyelinizacio a jellemzé. Az I-es
tipust a T sejtek és maktofagok altal eléidézett gyulladas jellemzi, s az aktiv
demyelinizacié helyszinének tartjadk. A ll-es tipus az I-re sok mindenben
hasonlit, azonban itt immunglobulin és aktiv komplement depozicié is
kimutathat6. A lll-as tipus nem vénak korul alakul ki, s gyakran talalhaté egy
megdrzott myelin gylrd a gyulladt ér kortl a demyelinizalodé plakkon belil. A
lll-as léziok hatarai kevésbé definialtak. A lll-as tipusu lézi6 egyik

jellegzetessége, hogy elsésorban a MAG myelin fehérje karosodik. Ezen



terlleteken belll az apoptosis tipikus jeleit mutaté oligodendroglia sejtek (OL)
talalhatok. Az OL pusztulads az aktiv plakkok hatarara jellegzetes, mikdzben
az inaktiv kdzéppontban hianyoznak az OL-ek. A IV-es tipusu minta a plakk
kordli fehérallomanyban jelentkezd sejtpusztulassal jellemezhetd, hasonldéan a
lll-as mintahoz. Ezen |ézidk is tartalmaznak T sejteket és makrofagokat az I-
es tipushoz hasonléan. Osszefoglalva, a lll-as és IV-es tipust az OL apoptosis
jellemzi. A szovettani heterogenitds mellett az idébeni heterogenitas is
jellemzi az SM-es lézidkat, amint arra a k6zelmdult tanulmanyai ravilagitottak, s
ezzel a léziok kialakulasanak egy Uj hipotézisét allitottak fel. Uj, tineteket
okozo6 lézidk vizsgalata soran — olyan betegek agyaban, akik a relapsus
fellépte utdn nem sokkal elhalaloztak — OL apoptosist figyeltek meg. Tovabbi
vizsgalatok megerdésitették, hogy az OL-ek apoptosisa a legkorabbi esemény,
megelézvén a myelin pusztulast, illetve a fagocita és T sejtek invaziojat a
gyorsan novekvé SM-es plakkokat 6vezé szovetben. Ezen megfigyelések
megkérddjelezik az Aaltalanosan elfogadott nézetet a T sejtek altal inicialt
tipusu lézidkra jellemzd, hanem a plakkok kifejlédéséenek legkorabbi fazisat

jelenthetik.

1.2 A cuprizone-indukalta kisérletes demyelinizacio

A cuprizone-indukélta demyelinizaciot novekvd figyelem kiséri az elmult
évtizedben, mivel ellentétben mas SM allatmodellekkel, jél reprodukalhatéan
idéz el6 elsédleges OL pusztulast és kovetkezmeényes demyelinizaciot. A réz
kelator cuprizone egereknek torténé adagolasa térben és idében jol
elkilonithetd szovettani elvéltozasokat idéz elé6 az egerek Kkozponti
idegrendszerében (pl. a corpus callosumban, vagy a pedunculus cerebellaris
superiorban). A legkorabbi esemény orias mitochondriumok képzbdése,
melyet az OL-ek apoptosisa kdvet. Az apoptosis a cuprizone-kezelés 3. és 10.
napja kozott a legkifejezettebb, de az a cuprizone-kezelés soran végig
fellelheté. Az OL-ek apoptosisat kiterjedt demyelinizacio koveti. Egy masik,
jellegzetes elvaltozas a demyelinizalt tertiletek macrophagok altali invazioja. A
karosodott myelin fagocitdzisan tul a microglia sejtek szerepe ellentmondasos
a cuprizone-modellben. Ezen sejtek hozzgjarulhatnak az OL-ek tovabbi

pusztuldsdhoz pro-inflammatorikus citokinek termelésével. Ugyanakkor
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hozz4jarulhatnak a remyelinizacié el6ésegitéséhez az éretlen OL-ek
stimulalaséaval.

Amennyiben hat hét utan a cuprizone adagolasat felfliggesztik, a
demyelinizaciot spontan és teljes remyelinizacié koveti, melyet az OL
prekurzor sejtek érése, és altaluk a demyelinizalt tertletek repopulaciéja idéz
el6. Ha a cuprizone-kezelést 12 hétig fenntartjak, a remyelinizacié nem, vagy
csak korlatozott meértékben torténik meg.

A cuprizone-indukélta demyelinizacioban latott kdrszdvettani elvaltozasok
emlékeztetnek a Lucchinetti €s munkatarsai altal leirt lll-as tipusu SM |éziora.
A legfontosabb hasonlosagok kozott a kifejezett OL apoptosist, az aktivan
demyelinizalodo teriletek korai mikroglia invaziojat kell emliteni. Emelett a
léziok nem erek korll helyezkednek el, hataraik kevésbé definidltak, s a MAG
MRNS expresszidja koran és sulyosan cstkken. A fentebb részletezett
korszovettani jellegzetességeket figyelembe véve a cuprizone-modell
alkalmas az akut és kronikus demyelinizacié pathologidjanak vizsgalatara, az
OL apoptosis koérélettananak kutatdsara, és a szoOveti regeneraciot, illetve
remyelinizaciot elésegitd terapias lehetéségek pre-klinikai tesztelésére SM-

ben.



2 Atanulmanyok odsszefoglalasa

2.1

211

2.1.2

Kisérleteink célja annak a vizsgalata volt, hogy az OL-ek tulélését segitve
(akar a remyelinizaciot elémozditva, akar az apoptosist gatolva) kivédhetd e a

cuprizone altal indukalt demyelinizacio.

17B-06sztradiol €s progeszteron kezelés hatdsa a cupriz  one-
indukalta demyelinizaciora

Hattér és célkit Gzések

A néi nemi hormonok (17B-6sztradiol [E] €s progeszteron [P]) pozitiv hatasa
a neurodegenerativ és neurotoxikus folyamatokra széles kdrben elfogadott.
SM betegekben a szérum E és P szint forditottan aranyos a tlnetek
sulyossagaval és progressziojaval. A felvetés, hogy a szexudl-szteroidok
jotékony hatasuak lehetnek SM-ben retrospektiv tanulmanyokbdl szarmazik,
melyek ramutattak a tlnetek remissziojara a terhesség alatt, a betegség
fellangolasara szulés utan, illetve a betegség kisebb eléfordulasara tobbszor
sziult nékben. Prospektiv tanulmanyok tamogatjak ezen megfigyeléseket, és
felvetik, hogy a terhesség alatti hormonalis valtozasoknak protektiv szerepe
van az SM lefolyaséra nézve, kulondsen a harmadik trimeszterben, amikor a
hormon szintek erételjesen emelkedettek.

Kisérleteink célja annak a meghatarozasa volt, hogy a 17B-6sztradiol és
progeszteron kezelés, 6nmagaban vagy kombinaciéban alkalmazva hatdssal
van e a cuprizone-indukalta demyelinizaciora. Kisérleteinkben - d6nmagukban
vagy kombinacidéban - E és P kezelést alkalmaztunk, hogy megelézzik a

cuprizone-indukalta, nem autoimmun reakcio altal 1étrejott demyelinizaciot.

Eredmények

A hormon kezelés hatasa a cuprizone-indukalta demyelinizaciéra és az érett

OL-ek pusztulaséara

A cuprizone-kezelt csoportban az in vivo T2 sulyozott MRI felvételeken a
corpus callosum (CC) szignal intenzitAsa megemelkedett, massziv
demyelinizaciot jelezvén. Az E és a P kezelés szignifikAnsan csokkentette a

CC demyelinizaciojat a T2 sulyozott MRI felvételeken, illetve csokkentette a



cuprizone kezelésre jellegzetes kamra-tagulatot. Az MRI felvételeken
latottakat megerdsitendd, luxol fast blue festés tortént és a CC "myelin score”-
ja meghatarozasra kerilt a kilonb6zé kisérleti csoportokban. Az E és P
kombinalt alkalmazasa szignifikAnsan csokkentette a demyelinizaciot.
A ,myelin score” meghatarozasa azt mutatta, hogy a cuprizone kezelés a
score-t erételjesen csokkentette 1-re, szemben a kontroll allatokban talalt 3-
mal. Az E, illetve P 06nmagaban torténé alkalmazasa csak enyhén
csokkentette a cuprizone negativ hatdsat. A két hormon egyuttes alkalmazésa
azonban a myelin score-t 2 folé emelte. Az adatok konzekvensen kdzepes
eré6sségl hatast mutattak a hormonok kulén-kilon térténé alkalmazasakor,
mig a hormonok egytttes adasa mindig szignifikansan jobb myelinizaciéhoz
vezetett. Az eredmények tovabbi kvantifikdcidja végett az érett, myelin
szintetizalo OL-re jellemzé markerek (MBP, PLP) gén expresszidjat rtPCR-rel
meghataroztuk. A cuprizone expozicio mindkét marker erételjes
csokkenéséhez vezetett. A kombindlt E és P kezelés mindkét marker
expressziojat szignifikdnsan megemelte a cuprizone csoporthoz képest, de az
emelkedés kevésbé volt nyilvanvald, mint azt a ,myelin score”ok alapjan
varni lehetett. A gén expresszié csak a kontrollok 45 (MBP), illetve 30
szazalékat érték el. A kulon alkalmazott szteroid hormonoknak nem volt
szignifikans hatasa ezen gének expresszidjara. Az érett OL-ek immun-jeldlése
az APC antigénre az OL-ek szignifikans cstkkenését mutatta a CC-ban a
cuprizone csoportban, mely hatast a kettés hormonkezelés szignifikansan
javitotta. A kombinalt hormon kezelés utan a CC-ban talélt érett OL-ek szama
és elrendezédése Osszehasonlithatd volt a kontroll csoportban talaltakkal.
Mivel az asztroglia- és mikroglia-funkcié 6sszefliggésben lehet a megtartott
myelin statusszal, immunhisztokémiaval elemeztik ezen sejtpopulaciok
jelenlétét/hianyat a CC-ban, illetve a GFAP mRNS expressziét rtPCR-rel
megmeértik. A cuprizone-kezelt allatokban kifejezett asztrocitdzist talaltunk. Ez
a hatas azonban még erésebben jelentkezett az E+P csoportban. A gén
expresszio analizise megerésitette, hogy az asztrocitdézis a kombinalt
hormonkezelt csoportban sokkal jelentésebb (12-szeres GFAP mMRNS
emelkedés a cuprizone csoportban, 18-szoros emelkedés a cuprizone+E/P
csoportban a kontroll csoporthoz képest). A nem kombinaciéban alkalmazott

hormonkezelésnek nem volt szignifikhns hatasa a GFAP mRNS-re nézve.
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A makrofagok jelenlétét Ibal immunhisztokémiaval vizsgaltuk. A cuprizone
csoportban a demyelinizalt CC lateralis részét a makrofagok infiltraltak. Az
E+P csoportban nemcsak a laterdlis, hanem a teljes CC erételjes makrofag
reakciot mutatott.

Az OL-éréssel asszocialt gének expresszidja a cuprizone- és hormonkezelt

egerekben

A kombinalt hormonkezelés protektiv hatdsa a CC myelinizaciojara az OL
progenitor sejtek besorozasanak, és ezaltal 0 myelin képzésének lehet a
kovetkezménye. Azért, hogy ezt a hypotézist tovabb vizsgaljuk, megmértik a
PDGFaR mRNS expresszigjat a CC-ban, mivel ez a gén az éretlen OL-ek
megbizhaté markere. A cuprizone-kezelt egerekben, a CC-ban a PDGFaR
MRNS emelkedett értékeket mutatott a kontroll csoporthoz képest, ez az
emelkedés azonban a szignifikancia hatarat nem érte el (kontroll: 100+3 vs.
cuprizone: 122+11). Ezzel ellentétben az E+P csoportban a PDGFaR mRNS
szignifikansan emelkedett volt a kontroll csoporthoz képest (kontroll: 100£3
vS. cuprizone+E+P: 145+20 p<0.05), jelezvén az éretlen OL-ek proliferaciojat
a hormonkezelés mellett. Ezt a feltevést megerdsitette az elvégzett Ki67 (a
proliferalédd sejtek markere) immunhisztokémia. Csak néhany Ki67-pozitiv
sejtet taldltunk a subventricularis zénaban és a lateralis CC-ban a kontroll és
a cuprizone csoportban. Az E/P kezelést kdvetéen szamos Ki67-pozitiv sejt
volt lathatd ezekben a régiokban és a CC teljes részén. Az insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) mitogén hatasa az éretlen OL sejtekre jol ismert. Az agyi IGF-
1 f6 forrdsaul az asztrocitdk szolgélnak. Mivel erételjes asztrocita reakciot
eszleltiink a hormonkezelt egerekben, megvizsgaltuk az IGF-1 expresszigjat a
CC-ban. Az IGF-1 mRNS expresszidja kb. 20-szoros emelkedést mutatott a
cuprizone kezelt egerekben a CC-ban a kontroll csoporttal dsszehasonlitva,
mig a kombinalt hormonkezelés 40-szeres IGF-1 mMRNS ndvekedést idézett
el6. Hasonldan a GFAP mRNS expresszidjanak valtozasaihoz, a cuprizone
kezelés mellett alkalmazott nem kombinalt hormon adagolas nem idézett eld

szignifikans valtozast az IGF-1 mRNS exszpresszibjaban.



2.1.3 Kovetkeztetések

Az elsé tanulmanyunkban a gonadalis szteroid hormonok hatasat vizsgaltuk a
cuprizone-indukalta demyelinizaciéra him egerek agyaban, a CC-ban. Tiszta
evidenciakkal demonstraltuk, hogy az ovarium eredetli szteroid hormonok
kombinalt alkalmazasa alkalmas az érett OL-ek karosodasanak gatlasara
és/vagy a remyelinizacio stimulalasara, amig a nem kombinaciéban adott
hormonok hatasa nem ilyen kifejezett. Mindkét hormon befolyasolta az
asztroglia és makrofag sejtek interakciojat az érett és éretlen, nyugvé allapotu
OL sejtekkel, azok aktivacidjat el6idézve, illetve az érett OL sejtek
karosodasat megelézve. Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a szexudl
szteroidok altal kifejtett protektiv hatasaért nagyobb mértékben az éretlen OL

sejtek aktivacioja és differenciaciéjuk elésegitése a felelés.

2.2 A poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) gatldsanak  hatdsa a
cuprizone-indukalta demyelinizaciora

2.2.1 Hattér

A legkorabbi, Il és IV tipusu SM lézidk jellegzetes elvaltozasa az OL sejtek
apoptotikus pusztulasa, mely degenerativ folyamatok szerepére enged
kovetkeztetni. Az SM egyik alternativ hipotézisét kovetve, az OL sejtek
apoptosisa minden SM lézi6 elsé és legkorabbi stadiumat jelenti. A PARP
nuklearis enzim a DNS karosodas felismerésében szerepet jatszo jelatviteli
molekula. Kulonb6zd nuklearis cél fehérjeken — beleértve magat a PARP
fehérjét is - hosszd ADP-ribose polymereket képez. A kiterjedt DNS
karosodds a PARP tulaktivdlasahoz vezet, mely potencidlisan a sejt
karosodasahoz, illetve pusztulasahoz vezethet. Ezen tul, a PARP aktivacidja
szikséges az apoptosis-inducing factor (AIF) mitochondriumokbdl a magba
torténé athelyezédéséért. Ez megerdsiti a feltevést, mely szerint a sejtmag és
a mitochondriumok  kozotti  parbeszéd  nagymértékben figg a
poly(ADP)ribozildltsag mértékétél, s ez utdbbi meghatarozza a sérilt sejtek
tovabbi sorsat. Szamos kézponi idegrendszeri betegség pathogenezisének
hatterében bizonyosodott be a PARP altal indukalt sejtpusztulas és gyulladas.

Tdbb agyi megbetegedés allatmodelljében ismert a PARP gatlasanak pozitiv
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2.2.3

hatasa. Egyebek mellett a PARP-gatlas csokkenti a gyulladas mértekét EAE-

ben, az SM autoimmun modelljében.

Hipotézis és a tanulmany célja

Az OL sejtek apoptosisa a cuprizone-indukalta demyelinizacié és az SM
bizonyos patholégiai alcsoportjainak kdzés jellegzetessége. A cuprizone
modellben az OL-ek apoptosisat — részben legaldbbis — a mitochondrialis
légzési lanc és a komplex IV karosodasa idézi elé. Ez a folyamat az érintett
sejtekben a DNS karosodasahoz vezet. Feltételeztik, hogy a
mitochondriumok sériilése és a kovetkezményes DNS karosodas a PARP
tulaktivdlasaval jar, s ezzel hozzajarul az OL pusztulashoz a cuprizone
modellben.

Ebben a tanulmanyban a kovetkezé kérdésekre kerestik a valaszt. A PARP
tulaktivalasa szerepet jatszik e az OL apoptosisban a cuprizone-indukalta
demyelinizacioban? A PARP gatlasa kedvezé hatassal van e a
demyelinizéciora a cuprizone modellben? Ezen tulmenéen, vizsgaltuk azt is,
hogy a PARP aktivacio jelen van e human SM |ézidkban, hozzajarulvan ezzel

az OL sejtek pusztulasahoz.

Eredmények

A cuprizone felerésiti a PARP aktivacigjat a corpus callosumban
Ahhoz, hogy a PARP-gatlas szerepét vizsgaljuk a kisérleti demyelinizacioban,
elészor a cuprizone PARP aktivaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk. A cuprizone
auto-poly(ADP-ribozilaciot) indukalt, vagyis aktivalta a PARP-ot a CC-ban, az
egerek agyaban. Immunhisztokémia alkalmazasaval, confocalis
mikroszkoppal vizsgéalva, poly(ADP-ribose) expressziot talaltunk apoptotikus
OL sejtekben. Emellett, 4HQ — egy hatdsos PARP enzim-gatlé — kezelés
meggatolta mind a cuprizone altal indukalt, mind a bazalis auto-poly(ADP-
ribozildciét) 100 mg/kg ddézisban. Kisérleteink alatt a 4 HQ- végig ilyen
adagban hasznaltuk. Ez az adag korabbi tanulmanyokban is hatasosnak

bizonyult, toxikus mellékhatassal pedig nem rendelkezett.

A PARP gétlasa kivédi a cuprizone-indukalt  demyelinizaciot
Elsd I1épésben az agyakat nem-invaziv, in vivo MRI-vel vizsgaltuk. Nem-kezelt

allatokban a CC hypointenz jelet adott T2 sulyozott képeken. Cuprizone
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etetés hatasara a CC T2 sulyozott képeken hyperintenz jelet adott, ezzel
demyelinizacié fennallaséat jelezve, mely 4 hét cuprizone-kezelés utan volt a
legkifejezettebb. 4 HQ kezelés megelézte a CC cuprizone-indukélta
hyperintenzzé vélasat. Tehat a PARP gatlasa kivédte a demyelinizaciot.
Onmagéaban alkalmazva a 4HQ semmilyen eltérést nem okozott a jel-
intenzitasban. A patholdgiai elemzés LFB-krezil ibolya festéssel sulyos
demyelinizaciét mutatott a CC-ban cuprizone-kezelt allatokban. 4HQ kezelés
a demyelinizécié mértékét jelentésen csokkentette (p <0.001). Onmagaban a
4HQ nem befolyasolta a demyelinizaciot. Kvantitative. MBP immunoblott
csokkent MBP expressziot mutatott 5 hét cuprizone-kezelés utan (p <0.01).
Ezt az eltérést a 4HQ kezelés visszaforditotta (p <0.05). Az MBP szintet az
onmagéban alkalmazott 4HQ nem befolyasolta. MBP immunhisztokémiaval

hasonlo eredményeket talaltunk.

A cuprizone caspase-fuggetlen, AlF-medialt sejthalalt okoz, mely hatast a
PARP gatlasa csokkenti

A demyelinizacio mellett emelkedett AlIF expressziot észleltink a CC-ban 3
hét cuprizone-etetés utan. Ezt a hatast a 4HQ kezelés meggatolta. Amellett,
hogy az expresszidjat megemelte, a cuprizone az AIF nuklearis
transzlokaciojat is eléidézte. Cuprizone-kezelt egerekben szamos, alakjukban
és elrendezédésikben OL-re hasonlitd sejtet talaltunk, mely erés nuklearis
immun-reakciot mutatott AlF-fal a CC kdzépvonalaban és cingularis részében.
Hasinl6 sejteket a PARP gatlasa esetén nem figyeltink meg. Fentiekkel
ellentétben, a cuprizone nem indukalt caspase-dependens sejt halalt,
ahogyan azt a pro-caspase 3 hasitasi termékének hianya mutatta
immunoblott kisérlettel és fluoreszcens caspase-3 esszé alkalmazasaval.
Osszességében a  cuprizone-etetés  caspase-fliggetlen,  AlF-medialt
sejthalalhoz vezet.

A PARP aktivaciéja SM léziokban

A PARP-aktivaci6 meghatdrozdsdhoz SM lézidkban, az enzim termékének
akkumuléciéjat demonstraltuk anti-poly(ADP-ribose) immunfluoreszcenscia,
illetve immunhisztokémia alkalmazasaval. Erés poly(ADP-ribose) reaktivitast

észleltiink az egyes sejtek magjaban és citoplazmajaban. Ez akut SM betegek
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agyaban volt a legkifejezettebb, olyan aktiv 1ézidkban, melyek a Il pathologiai
altipus karakterisztikus jegyeit mutattdk, s magas szamban tartalmaztak
apoptotikus OL sejteket. Az expresszid olyan sejtekben volt lathatd, melyek
anatomiai jellegzetességiikbél adéddan leginkabb OL sejteknek feleltek meg.
Magjuk kondenzalt, néha toredezett volt, citoplazmajuk vakuolizaciét vagy
duzzadast mutatott, sejtnydlvanyaik pedig fragmentalodtak. A kvantitativ
analizis megerdsitette, hogy a poly(ADP-ribose) reaktiv glia sejtek ott
fordultak el6 legnagyobb szamban, ahol a kezdeti és aktiv demyelinizacié
jelentkezett a lll-as tipusu Iézidknak megfeleléen. Hasonlé poly(ADP-ribose)
reaktiv OL sejtek kisebb szamban el6fordultak a lassan expandal6 [ézidk széli
részein progressziv SM-es mintdkban, illetve még ritkdbban ll-es tipusu
léziokban is. Kettés festéssel és konfokalis mikroszképos vizsgalattal
megerésitettik, hogy az erbés poly(ADP-ribose) reakciot ado sejtek nagy

tébbsége pozitiv reakciot ad az OL marker carbon-anhydrase ll-vel is.
Az AIF nuklearis transzlokaciodja lll-as tipusu SM léziokban

Mivel az AIF a PARP Aaltal indukalt sejthalal kozvetitésében elengedhetetlen,
megvizsgaltuk expressziojat SM léziokban. Az AIF reaktivitas a normal
agyban, s a ,normalisnak tind fehér allomany’-ban SM betegek agyaban a
neuron és glia sejtek mitochondriumjaira korlatozodott. SM |ézidkban a
mitochondrialis AIF reaktivitas feler6sodott, s nemcsak neuronokban és glia
sejtekben, de makrofagokban is mutatkozott. A Illl-as tipusi SM mintak
kezdeti és aktiv régidiban (illetve sokkal kisebb mértékben mas aktiv SM
léziokban is) glia sejtek feltoredezett, apoptotikus magjaiban az erdés AlF
reakcio kolokalizalodott a megemelkedett poly(ADP-ribose)
immunopozitivitassal. Ezen adatok azt mutatjak, hogy a PARP aktivacio AlF-

medialt OL apoptosishoz vezethet a lll-as tipust SM lézidkban.

Kovetkeztetések

Adataink azt mutatjak, hogy az OL apoptosis hasonlé mitochondrialis Uton
zajlik a cuprizone-indukélta kisérletes demyelinizacidban illetve a lll-as tipusu
SM léziokban. A PARP gatldsa hatasosan csokkentette az OL pusztulas
meértékeét és veédelmet jelentett a cuprizone éltal eléidézett demyelinizacioval

szemben egy caspase-fuggetlen, az AIF nuklaris transzlokaciojat magaba
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foglald jelatviteli uton. Mivel a PARP-gatlas hasonldéan kedvezd volt EAE-ben,
az SM autoimmun modelljében, az terapias lehetéségként szolgalhat
megcélozvan az SM két f6 pathofiziologiai folyamatat, a gyulladast és a
demyelinizéciot. Azonfelll, hatasos lehet az SM 6sszes altipusaban, akér az
OL sejtek pusztulasanak s ezzel az Uj 1ézidk kialakulasanak megelézésével,

akar a gyulladas csokkentésével.

3 Atézis dsszefoglalasa

Ebben a tanulmanyban — egy olyan allatmodell hasznalataval, mely kifejezett
hasonl6sdgot mutat a Ill-as tipust SM léziokkal — arra tettlink kisérletet, hogy
0j potencialis terapias lehetéségeket talaljunk olyan SM formakra, melyeket
leginkabb az OL sejtek apoptosisa jellemez. Mindezt a remyelinizacio
aktivalasaval, illetve az OL sejtek apoptosisanak gatlasaval kivantuk elérni.
Emellett vizsgalni akartuk az SM-ben latott OL apoptosis pontos

pathomechanizmusat.

3.1 17B-0sztradiol és progeszteron kezelés hatasa a cupriz  one-

indukalta demyelinizaciora

- Az in vivo MRI vizsgélat, a rutin szovettan €s az immunhisztokémia azt
mutatta, hogy a cuprizone kezelés alatt adott kombinalt hormonkezelés
mellett a corpus callosum myelinizaltsaga megtartott marad szemben a
kizarolag cuprizone kezelésben részestilé egerekkel.

- A kombinalt hormonkezelés erételjes asztrocita reakciét és makrofag
infiltraciot idézett elé a cuprizone-kezelés alatt. Habar az asztrocita- és
makrofag-reakcio a cuprizone-modell jol ismert velejaroja, a hormonkezelés
ezt a hatast jelentésen felerdsitette.

- A 17B-0sztradiol és progeszteron kezelés a remyelinizacioval
Osszefliggéshben allé gének expresszidjat indukalta, a corpus callosumban
a cuprizone-etetés alatt. Emelett a hormon-kezelt allatokban az oszt6do
sejtek szama jelentdsen megemelkedett a subventricularis zénaban.

- Adataink arra mutatnak, hogy a kettés hormonkezelés elémozditja az OL
sejtek érési folyamatat és ezzel egyltt a remyelinizaciét a cuprizone altal

indukalt kisérletes demyelinizaciés modellben.
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Eredményeink alapjan a kombinalt 17B-0sztradiol és progeszteron
kezelésnek kedvezé terapias hatasa lehet az SM nem-immun medialt

forméaiban.

3.2 A poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) gatlasanak  hatasa a
cuprizone-indukalta demyelinizaciora

A cuprizone-kezelés PARP-aktivaciot idéz el6, mely hatas kivédhetd a
PARP-gatl6 szer, 4HQ egyuttes alkalmazasaval.

A PARP tulaktivalasaval a cuprizone AlF-medialt, caspase-fiiggetlen OL
apoptosist valt ki.

A nuklearis PARP enzim gatldsa 4HQ alkalmazsaval erdteljesen
lecsokkenti a cuprizone &ltal okozott demyelinizaciot, ahogyan azt in vivo
MRI, szOvettani, immunhisztokémiai és immunoblott kisérleteinkkel
demonstraltuk.

A PARP gatlasa protektiv hatassal bir az OL sejtek apoptosisa ellen, s igy
csokkenti a demyelinizacio mértékét a cuprizone-modellben.

A PARP enzim tulaktivaklasa és a kdvetkezményes AlF-medialt, caspase-
flggetlen OL apoptosis a lll-as tipust SM léziokban jelen van.

Adataink azt mutatjak, hogy a PARP gatlasa terapias lehetéséegekkel
rendelkezhet az SM-ben latott OL pusztulassal szemben.
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