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ELOSzO

Az emberi megismerd képesség bioldgiai alapja és szubsztratuma az idegrendszer,
melynek kdzpontja az agy. A neurokognitiv betegségek ezt az elsérendlen fontos
képességet karositjak. A megismerés érzéki fokan séril vagy elvész a kornyezetben vald
tajékozodas, a bioldgiai célok elérésének, betoltésének képessége. A megismerés
magasabb, értelmi és szellemi fokdn karosodik vagy elvész az ember vildgra nyitott
szabad tekintete, tudasvagya, értelme, erkolcsisége: maga a humdan mivolt. A
neuropathologia az agykdarositd folyamatok mibenlétével, felismerhetdségével

foglalkozé tudomany, s mint ilyen a klinikai idegtudomanyok fontos pillére.

A varhato élettartam vilagszerte észlelt ndvekedésével az idds kor betegségei nemcsak
orvosi, hanem tarsadalmi, gazdasagi szempontbdl is egyre jelentésebbé valnak. Ezek
koziil kiemelkednek a sulyos neurokognitiv zavarral jard, hagyomanyosan
demencidnak nevezett korképek. Torténelmi tdvlatban, noha bizonyara kozel
egyidGsek az emberiséggel, nem kaptak meg a fontossaguknak megfeleld jelentfséget.
A betegségeket az 6regedés ,,természetes” részének tartottak, amellyel szemben ,nem
lehet mit tenni”. Ezt a terdpias (és prevenciés) nihilizmust késébb a szintén
meglehetfsen passziv viszonyuldst eredményez6 vaszkuldris patogenezis szemlélet
valtotta fol és csak az 1980-as évektél beszélhetiink korszer(i demencia kutatdsrol. A
megfelel6 egészségligyi ellatds azonban ma is csak a Fold népességének kevesebb,

mint 10%-a szamara hozzaférheté.

Szakterliletem, a neuropatoldgia, a demenciaval jaré és egyéb neurodegenerativ
korképek vonatkozasaban kiemelkedd jelent&ségl. Ennek egyik oka, hogy a biztos
diagndézis majdnem minden esetben csak neuropatoldgiai vizsgalattal allapithaté meg.
A patomechanizmus feltardsa, a terdpias beavatkozdsok sikerének értékelése sem
képzelhetd el neuropatoldgiai hattér nélkil. A korszer(i és jov6be mutatd egészséglgyi
ellatérendszerrel rendelkez8 orszagokban ezt felismerték, ami jelent6s mértékben
hozzajarult a neuropatoldgiai intézményi, infrastrukturdlis fejl6déséhez, 6nallova

valasahoz.
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A magyar neuropatoldgiai iskola jelent6s hagyomanyokra tekint vissza. A szakma jelen
helyzete azonban aggodalomra ad okot. Ez kiemelten igaz a neuropatologia
posztmortem vizsgalatokra alapuld teriiletére. E torténelmi hattér és korkép adja

értekezésem hatterét.

Munkdmban a neurokognitiv zavarral jaré korképek széles skalajat vizsgald klinikai és
kutatd6 munkam eredményeit foglalom 6ssze. Reményeim szerint az értekezéshdl
kitlinik, hogy a kiilonb6z6 korképek a kilonbozbségek mellett és ellenére a betegség
alapjaul szolgalo idegsejtpusztulas vonatkozasaban sok hasonldésagot mutatnak, ami a
sikeres terapids beavatkozasok szempontjabdl igéretes. Bizakodhatunk ugyanis, hogy
olyan gyogymaodok lesznek, melyek a demenciaval jaré korképek széles spektrumaban

eredményesen alkalmazhatok.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AGD
ALS
BNE
BPSD
COALS/FTD
CAA
CBD
DAB
DLB
dTAl
ER
FALS
FFPE
FTD
FTLD
FUS
LTP
MAPT
MND
NAP
NCI

NIFID

argirofil szemcse (grain) betegség

amiotrofias lateralis sclerosis

BrainNet Europe

’Behavioural and Psychological Symptoms of Dementia’
C90RF72 mutdacid kapcsan kialakulé ALS és FTD
cerebralis amiloid angiopatia

corticobasalis degeneratio

3,3' diaminobenzidin

Lewy-testes demencia ("demencia with Lewy bodies’)
diffuz traumas axonalis karosodas
endoplazmatikus retikulum

familiaris ALS

formalin-fixalt, paraffinba beagyazott
frontotemporalis demencia

frontotemporalis lobaris degeneratio

‘fused in sarcoma’

Long Term Potentiation

mikrotubulus asszocialt protein tau
motoneuron betegség-

Nemzeti Agykutatasi Program

neuronalis citoplazmaticus inkluzidt

neuronalis intermedier filamentum inklUzids betegség
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NI

NLS
NOS
NVU
PARP
PDD
PSD-95
PSP
p-tau
SCA
SOoD1
SvD
TDP-43
TLS
TMA
TNPO-1

UPS

VCING'vascular cognitive impairemet neuropathological grading

Neuronalis intranukleadris inclusié
nuklearis lokalizacids szignal
nitrogen-oxid-szintetaz
neurovaszkularis egység ('unit’)
poli(ADP-ribdz) polimeraz
Parkinson-koérhoz tarsulé demencia
posztszinaptikus denzitas protein-95
progressziv supranuklearis bénulas
foszfo-tau

spinocerebelldris ataxia

szuperoxid dizmutaz 1
szubkortikalis vaszkularis demencia
‘TAR DNA-binding protein 43’
‘translocated in liposarcoma’
Szoveti ('tissue’) microarray
Transzportin-1

ubiquitin-proteoszéma rendszer

’
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BEVEZETES

A neurodegenerativ betegségek altalanos jellemzéi

A neurodegenerativ korképek alapvetd jellemzdje a lassu, progressziv, irreverzibilis
idegsejtpusztulds. Ez gyakran szelektiv neuronvesztést jelent és a kulénb6z8
neurodegenerativ korképekben mas-mas funkcidju agyi tertiletek, idegsejt populaciok,
palyarendszerek kdrosodnak. Klasszikus példa erre a motoneuron betegség, ahol a
mozgaté neuronok szelektiv vulnerabilitasa all fenn. Mdig érdemben megvalaszolatlan
a kérdés, hogy a motoneuron betegségben, illetve az egyéb neurodegenerativ

korképekben miért szelektiv idegsejt populacidkat érint a neurodegenerativ folyamat.

A genetikai, biokémiai, molekularis patoldgiai és kiemelten a neuropatoldgiai
vizsgalatok a fenti, szelektiv neuron pusztuldsra fékuszalé definiciot az elmult évek,
évtizedek soran pontositottak. A neuropatolégiai vizsgalatok soran derilt arra fény,
hogy a neurodegenerativ kérképekben patoldgids fehérje zarvanyok (‘inkluzidk’)
vannak, melyek kozponti szerepet jatszanak és betegség entitast, illetve altipus
definiald szerepuk is van. A biokémiai vizsgalatok igazoltak, hogy e kdérképekben a
patomechanizmusban szerepet jatszo fehérjék konformacids valtozasa jon létre, béta-
redds illetve alfa-helikdlis strukturak alakulnak ki a kordbban ilyen szabdlyos
rendezettséget nem mutaté molekuldkban. Ezek alapjdn a neurodegenerativ
betegségeket (legaldbbis azok dontd tobbségét) cerebrdlis amiloiddzisnak, illetve
amiloidopatianak lehet nevezni. Ennek alapja az ugynevezett ‘'misfolded’, azaz rosszul
strukturalédd fehérjék jelenléte. A szervezetnek az ilyen fehérjék eltavolitasara, e
proteinek toxikus hatasanak kivédésére vannak mechanizmusai, melyek kozll a
kovetkez6ket emeljik ki: ‘unfolded protein response’ (UPR), az ‘ubiquitin-proteasome
system’ (UPS) és az autofagia-lizoszoma utvonal (Cornejo és Hetz, 2013; Corneco és
mtsai 2013; Nijholt és mtsai 2011a,b; Scheper és mtsai, 2011). Az ugynevezett
‘chaperon’ fehérjék is fontos szerepet jatszanak, ezek koziil kiemeljik a klaszterint,
melyek sajat vizsgdlatainkban is szerepelnek (ldsd lentebb). Fontos biokémiai

szempont, hogy neurodegenerativ  kérképekben a  fehérjék  gyakran

11
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hiperfoszforildlédnak, nitrat csoportokban gazdagabba valnak, és olyan toxikus
oligomerekké bomlanak le, melyek proteinaz rezisztensek és az agybdl nehezen

eltavolithatdak.

Jean-Martin Charcot (1825-1893) francia neuroldgus zsenialis posztuldtuma, hogy a
neurodegenerativ korképek (ezek koziul kiemelten a motoneuron betegség, mely
Charcot kutatasainak kozéppontjdban all és klinikusként is e betegség vonatkozasdban
alkotta a legjelent&sebbet) kéros fehérje aggregdtumok okozta sejtpusztulassal jarnak,
azaz cerebralis proteinopatiak. Az elmult mintegy 150 év neurodegenerativ kutatdasai
nagyrészt a Charcot posztuldtum igazoldsa, részleteiben kifejtése. E felfedezés
jelent6ségét Semmelweis Ignac gyermekdagyi laz eredete vonatkozasaban tett

megfigyeléséhez lehet hasonlitani.

Az elmult években a neurodegenerativ proteinopatiak prion-szerd terjedése kiemelt
figyelmet kapott (Guo és Lee, 2014). Ezt a jellemz6t kordbban a prion betegségekben
mar leirtak és kutattak (Prusiner és munkatdrsai ezért Nobel-dijat kaptak). Ma mar
gyakorlatilag az Osszes cerebrdlis proteinopdtia vonatkozdsaban szamos érv szél
amellett, hogy prion-szer( terjedésr6l van szé. Ezt tamasztja ald a betegség
neuroanatomiai régidkat involvaléd progresszidja is, melyben valdszinlileg transz-
szinaptikus mechanizmusok jatszanak fontos szerepet. E témaban Adriano Aguzzi
zurichi kutatd munkassagat emelném ki, aki szdamos kozleményben elemezte és
tényekkel tdmasztotta ald ezt a patomechanizmust (Aguzzi és rajendran, 2009; Eisele

és mtsai, 2009; Ashe és mtsai, 2013).

A neurodegenerativ betegségek klinikai osztalyozasa

E korképek nozoldgiai osztalyozasa a klinikai kép, neuroanatomiai érintettség,
sejttipusok (a fentebb részletezett szelektiv vulnerabilitas szerinti) predominancidja
alapjan torténik. A genetikai hattér jobb megismerése felismerése ujabb fontos

aspektus.

12
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A klinikai-anatomiai klasszifikacié alapjan alapvetéen 3 nagy betegségcsoportot
allapithatunk meg.

1. A neurokognitiv hanyatlds, demencia domindlta korképek. Ezek neuroanatémiai
szempontbdl a hippokampuszt, entorhinalis kortexet, limbikus rendszert (amigdala,
ellils6 cingularis kortex stb.) és a neokortikalis terlleteket érintik. A fokalis
neuroanatomiai eloszlas és a klinikai prezentacié alapjan a frontotemporalis demencia
betegségcsoport, az Alzheimer-kor, a Lewy-testes demencia a harom f6 alkoté.

2. Mozgdsi zavarok. Ezen koérképekben a neuroanatémiai szempontbdl a bazadlis
ganglionok, talamusz, az agytorzsi magvak, a cerebellum kéregdllomanya illetve
magvai, a motoros kortikdlis régidk (precentralis gyrus) és a gerincvel§ alsé
motoneuronjai érintettek. Ezen koérképek klinikailag hipokinetikus, akinetikus-rigid,
illetve hiperkinetikus mozgasi zavarokkal jarnak, mely utébbiaknak szamos neurolégiai
tipusa van (korea, disztdnia, ballizmus, atetoézis stb.).

3. A demencia és a mozgdsi zavar kombindcidja all fenn szamos neurodegenerativ
betegségben. Ez az alapja annak a hipotézisnek, hogy a mozgasi zavar-dominans és a
demencia-domindns koérképek egyazon koérfolyamat eltéré klinikai-fenotipikus

manifesztacioi lehetnek (legaldbbis a neurodegenerativ betegségek egy részében).

A neurodegenerativ betegségek neuropatologiai osztalyozasa

Ennek alapja az elvaltozdsok neuroanatémiai eloszldsa és a jellegzetes koéros fehérje
tipusa, eloszldsa. A koéros fehérjék kimutatasahoz az immunhisztokémiai modszereket
alkalmazzuk, a rutin diagnosztikdban formalin fixalt, paraffinba bedgyazott (FFPE)
anyagokon. A tipusos illetve karakterisztikus kéros fehérje alapjan a neurodegenerativ

betegségeket 6 f6 proteinopatia csoportjaba soroljuk:

1. A mikrotubulus asszocidlt protein tau (MAPT). Ez kiemelt fontossagu a
citoszkeleton stabilitasdban. A tau fehérje foszforilacidja szabdlyozza a

mikrotubulushoz valé kot6dés képességét: minél inkdbb foszforilalt a

13
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fehérje, annal kevésbé tud koétédni. Ez a magyarazata annak, hogy az un.
tauopatiakban a tau hiperfoszforilacié kovetkezménye a kotédés
csokkenése, a citoszkeleton destabilizalédasa, mely a neurodegenerativ
korfolyamat elinduldasanak fontos faktora. A tau gén a 17-es kromoszéman
helyezkedik el (MAPT).

2. Az alfa-szinuklein a szinuklein csalad egyik tagja. Génje a 4-es kromoszdman
helyezkedik el. A szinuklein gén réviditése SNCL.

3. ATDP-43 nuklearis protein az 1-es kromoszéman, a TARDBP gén altal kodolt.

4. A FUS ('Fused in Sarcoma’) a 16-0s kromoszémdan kddolddik. A FUS a FET
proteincsalad tagja.

5. A béta-amiloid 770 aminosav hosszlusdgu és a 21-es kromoszodman
kédolodik. A béta amiloid az extracellularis térben rakddik le, ellentétben a
fentebb felsorolt fehérjékkel.

6. Prion protein 253 aminosav hosszusagu fehérje, mely a PRNP gén altal
kodolt a 20-as kromoszéman.

7. Poliglutamin, mely Huntington-kérra és egyéb, un. ‘triplet repeat’

betegségekre jellemzé.

A tauopatidkon belil fontos megkiilonbodztetni az un. ‘3R’ és ‘4R’ tauopatiat, melyek —
els6sorban a 10-es exont érint§ — alternativ hasitas eredményeként létrejové két f6
fehérje varians. Az egyiken 3 mikrotubulus koté ismétl6d6 szekvencia (‘repeat’)
tartalmd domén, a masikban 4 ilyen mikrotubulus ké6t6 domén talalhatd, ennek
megfelel6en 3R illetve 4R az elnevezésiik. A cerebralis proteinopatidk osztdlyozasa

részletesebben a neuropatoldgiai konyvekben szerepel (Kovacs és mtsai, 2016).

A neuropatoldgiai vizsgalatok jelent6sége neurodegenerativ kdrképekben

Néhany, genetikailag meghatarozott és mar él6ben teljes bizonyossaggal

diagnosztizalhaté neurodegenerativ kérképtdl eltekintve (mint pl. a Huntington-kér)
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kijelenthet6, hogy e betegségcsoport biztos diagndzisa csak neuropatoldgiai
vizsgalattal lehetséges. A legjobbnak tartott és neurodegenerativ korképekre
szakosodott intézményekben is pl. az Alzheimer-kér diagnosztikus pontossaga mintegy
80%. A fennmaradd 20%-ban tehat csak neuropatoldgiai vizsgdlattal lehetséges a
pontos diagndzis megdllapitasa (noha az esetek kevesebb, mint 1%-aban a

neuropatoldgia is csak leird jellemzéssel szolgalhat).

Az el6bbiekhez kapcsolédva, a terdpids hatékonysag vizsgalat (pl. gydgyszer
kiprobaldsok esetén) is csak a pontos diagndzis ismeretében lehet igazan informativ.
Ezért egyre inkdbb felismerik, hogy pl. az Alzheimer-kér gydgyszer-kiprobalasi
vizsgdlataiban minél tobb betegnél sziikséges definitiv (azaz neuropatolégiai)
diagnozis.

Szamos oroklott, illetve genetikai rizikofaktorral jard betegség esetében fontos a
pontos diagndzis. Gyakran csak agyszovetbdl diagnosztizalhatd a genetikai illetve

egyéb molekularis eltérés.

A posztmortem vizsgdlat soran agy- illetve gerincvelGi vagy egyéb szovetet lehet nyerni
diagnosztikus célra, tovabba kutatdshoz is. A szovetek ma mar daltaldban korszer(
agybankokban kerlilnek elhelyezésre. Az agybankokban tdarolt anyagok akkor
hasznalhaték a legeredményesebben klinikai vagy alapkutatasokhoz, hogyha a

betegekrdl megfelel6 kdrel6zmény, klinikai adat all rendelkezésre.

A pontos diagndzis fontos epidemioldgiai adat, mely az egészségligyi ellatas tervezése,

a sulypontok meghatarozdsa szempontjabdl is fontos.

A posztmortem neuropatoldgiai vizsgalat, a szovettani metszeteket is beleértve,
oktatasi szempontbdl is kiemelkedd jelentéségli. Nemcsak a patoldgus, illetve
neuropatolégus szakorvosjeldltek, szakorvosok szamara, hanem a klinikai
idegtudomanyokban dolgozdéknak is. Neurolégusok, pszichiaterek, neuroradioldgusok

altaldban nagyra értékelik a neuropatoldgiai oktatds, tovabbképzés lehetbségét.

Prion betegségek gyakran utanozhatnak egyéb demencidval jaré korképeket. Ezek

kiszlrése kiemelten fontos a transzmisszios terjedés veszélye miatt.
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A demencia altalanos jellemzoi

Az Amerikai Pszichiatriai Tarsasag altal kiadott, a mentalis betegségek diagnosztikai és
statisztikai kézikonyve (DSM) IV. kiaddsa (American Psychiatric Association, 2000)
szerint a demencia a kognitiv képességek olyan szintl karosodasa, mely észrevehetd
valtozast okoz a tarsas életben és kapcsolatokban, a munka teljesitményben. Fontos
diagnosztikus szempont, hogy a beteg kordbbi allapotahoz képest |ényeges a
rosszabbodds, valamint, hogy a kognitiv deficit nem az 6ntudat hirtelen zavara vagy
delirium miatt alakul ki. Fontos komponens az emlékezet (memdria) zavara, melyek

kozil tarsulnia kell a kovetkezé négy kozil legaldbb egynek (Nangle és mtsai, 1994):

1. a nyelv és beszéd zavara (afazia), 2. a cselekvés zavara (apraxia), 3. a targyak és
személyek felismerésének zavara (agnodzia), 4. a terv készités, szervezés sorrend
megtartdsanak zavara (diszexekutiv szindréma). Az 1994-ben megjelent DSM-IV-et
2013-ban kovette a DSM-V (American Psychiatric Association, 2013). Radikalis valtozas,
hogy a demencia fogalma ebben mar nem szerepel, hanem helyette a sulyos
neurokognitiv zavar (,Major Neurokognitive Disorder”) all (Blazer, 2013). Emogott az a
szandék érzékelhet6, hogy a demencia szdéval Osszefligg6 negativ konnotacidkat
kikliszoboljék. A kdzvélemény ugyanis a demenciaval gyakran az ’6rilt’, 'nem normalis’
és hasonld negativ fogalmakat tarsitja. A DSM-V. kritériumok szerint sulyos
neurokognitiv zavar van, amennyiben egy vagy tobb kognitiv domén sulyos foku
(6nallosag elvesztésével jard) szerzett (azaz nem velesziletett) zavara all fenn a
kovetkezbk kozil: memoadria (amnézia; nyelv (afazia); a mozgdasok céltudatos és pontos
végrehajtasa (apraxia); a felismerés, ill. megismerés zavara (agndzia); a térben vald
tdjékozddds zavara (topografids dezorientacid); az énkontroll és 6nellatas zavara (az
exekutiv funkcid zavara). Ezen f6 kategdriak mellett a kovetkez6 tovabbi képességek
zavara is kritérium: szdmoldsi képességek zavara (diszkalkulia); az érzelem
kifejezésének és érzelmek megértésének, érzékelésének zavara (diszprozddia),
valamint az irds képességének zavara (agrafia) (Sachs-Ericsson és Blazer, 2015; Sachdev

és mtsai, 2014).
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A DSM-V. tovabbi célja (a demencidhoz tarsuld negativ konnatacié kikliszobolése
mellett), hogy jobban és pontosabban meghatarozza azokat a rendellenességeket, ahol
a kognitiv karosodas elsédleges (primer) jellemz6, azoktdl, ahol nem tekinthet6 ennek.
Tovabba a demencia (f6leg kezdeti stadiumdban) nehéz és komplex diagnosztikus

folyamatanak jobban megfeleljen (American Psychiatric Association, 2013).

A kordbbi (DSM-IV.) kategorizdlashoz képest a DSM-V. (j entitasként tartalmazza a HIV
demenciat (Goodkin és mtsai, 2014), a Huntington betegséghez tarsulé demenciat, a
prion betegséghez tarsuld demenciadt (a DSM-IV. csak egyetlen prion betegséget a
Creutzfeld-Jakob betegséget emlitette; Thompson és mtsai, 2014) és a traumas
agykarosodast, kiilonos tekintettel diffuz axonalis karosodassal jard formajara (Carson
és mtsai, 2015). A DSM-V-ben Uj alkategéria az élvezeti szerek (els6sorban alkohol)
kovetkeztében kialakuld sulyos kognitiv rendellenesség, ennek is két formaja a
perzisztald6 amnézia (amit Korsakoff demencianak is ismernek), thiamin (B1 vitamin)
deficiencia kapcsan alakul ki alkoholistdkban, valamint a perzisztdlé demencia (ami az
alkohol okozta demencia), mely esetében a krénikus alkohol toxicitas okoz altaldnos

agysorvadast (American Psychiatric Association, 2013).

A DSM mellett fontos osztalyozdsi és meghatarozasi rendszer a betegségek nemzetkozi
osztdlyozasa (ICD; Fulford, 1994), melynek 10. kiadasa szerint a demencia olyan
szindrdma, ami krénikus vagy egyre sulyosbodo agyi betegség kovetkezménye (World
Health Organization, 1992). A magasabb kognitiv funkcidok karosodasaval jar
(emlékezet, gondolkodas, tdjékozédas, megértés, szamolas, tanulas, nyely,
véleményalkotas, dontéshozatal zavara). Az 6ntudat azonban megérzott. Az ICD 10
(Khan és mtsai, 2012) szerint a demencia megallapitasahoz a tliineteknek legaldbb fél
éven at kell jelentkeznilik, tovabba az érzékszervek a megszokott és életkornak
megfelel6 médon mikodbSképesek maradnak és az érzékszervi érzékelés sulyos zavara
nem kovetkezik be. A fent felsorolt tlineteket jellegzetesen és rendszeresen kisérik az
érzelmi élet zavarai, az érzelmi kontroll, a motivacid és a tarsas viselkedés, ezek

megvaltozasa (gyakran ezek a valtozasok a legfeltin6bbek; Khan és mtsai, 2012).
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A Magyar Tudomanyban kozelmultban megjelent koézleménylink részletesebb
altalanos attekintést nyujt az 6regedésrdl és a demenciardl (Penke, Hortobdagyi, Fiilop,

2016)

A demencia torténeti attekintése

A demencia bizonyara egyid6s az emberiséggel. Ennek ellenére ezzel a kiemelked6en
fontos betegségcsoporttal a XX. szazad elejéig gyakorlatilag nem foglalkozott az
orvostudomdny és jelentéségét (egyre nagyobb mértékben) az elmult 50 évben

ismerték fel.

Noha a demencia elsé emlitése az G6si Egyiptomba vezethetd vissza, részletesebb leiras,
filozéfiai gondolatok a gorog-rémai kulturdban jelentek meg. Pitagordsz példdul a
széniumot a 63 éves kor utani életszakaszra hasznalta kifejezésként, mikortél nemcsak
a testi, hanem a mentalis képességek is hanyatlasnak indulnak. Galenus, Hippokratész
szintén foglalkozott a ma demencidanak nevezett fogalommal orvosi, tarsadalmi
vonatkozasaival. A kozépkorban a demencia kérdéssel, ugy tlinik, nem sokat
foglalkozott sem a tudomdny, sem a politika. A modern pszichiatria alapitéja, Pinel
(1745-1826) nevéhez fliz6dik a demencia elsé jonak tarthatd leirdsa és maga a
demencia fogalom is az 6 nevéhez f(iz6dik (Blancard, 1726), noha masok szerint ez a
kifejezés mar Pinel el6tt tobbek altal haszndlatos volt (Boller és mtsai, 1992). A DSM
(Amerikai Pszichidtriai Tarsasag kézikonyve) elsd kiadasa (1952) nem is emliti a
demencia fogalmat, helyette az organikus agyi szindroma (OBS) kifejezést hasznalja. A
DSM-2 (American Psychiatric Association, 1968) mar emliti a szenilis, illetve preszenilis
demencia fogalmat, de még mindig az OBS-hez kapcsolddd pszichdzisok csoportjaban
(American Psychiatric Association, 1968). A DSM-3 (1980) mar nem hasznalja az OBS-t
és el6szor emliti a demencia fogalmat hivatalosan a pszichiatriai klasszifikacidban. Az
id6ben visszatekintve dobbenetes, hogy a demencia és annak fogalma csak nem régen

kerllt az érdekl6dés és alapos kutatasi vizsgalatok elGterébe (Nangle és mtsai, 1994).
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Hogyha a tudomanyos aktivitas és a publikaciok szamat vizsgaljuk szintén meglepd
eredmény, hogy pl. az Alzheimer-kér 1975-ig minddssze 42 alkalommal szerepel
rakeresésre a kor legnagyobbnak szamité Medline adatbazisaban. Az 1980-as évek
elejétdl szamithatd valdjaban a modern kori Alzheimer-kér kutatas, tehat nagyon fiatal
tertletrél van szé. A 1990-es évektdl tekinthet6 robbandsszerlinek a neurodegenerativ
korképek vizsgalata. Ekkor nagy reményeket fliztek a terdpidhoz is, szamos
gyogyszergyar oriasi 0sszegekkel tamogatott kutatasokat, klinikai kisérleteket. Sajnos,
ezek messze nem valtottak be a hozzajuk flzott reményeket, ami a finanszirozas
megcsappanasahoz is vezetett. Az elmult 10 évben figyelhet6 meg az a tendencia, hogy
a demencia kutatas és jelentds részben az ellatas az un. ’fejlett’ vilagban az allami
szektor daltal egyre inkdbb tamogatott. Ennek oka, hogy a betegség driasi terhet ré a
tdrsadalomra, nemcsak pénziigyileg, hanem minden mas aspektusaval (melyeket
fentebb roviden ismertettiink). Ez Eurdpai Unidban is kiemelt kutatasi teriiletnek

szamit a demencia és a neurodegenerativ korképek (Sachs-Ericsson & Blazer, 2015).

Erdekes — torténelmi szempontbdl is — az az aspektus, hogy a vaszkuldris és a
neurodegenerativ mechanizmusok miként valtoznak a demencia koncepcidkban
sulypontjuk szerint (Roman, 1999; Romdn és mtsai, 2004). Az 1980-as évek elejéig a
demencia vaszkuldris hipotézise dominalt, az elbutuldst (noha ezzel fontossdgdhoz
képest nagyon szerényen foglalkoztak) vaszkuldris folyamatokra vezették elsésorban
vissza, valamint organikus pszichoszindromanak tartottak (lasd fentebb). Az 1990-es,
2000-es évek a demencia neurodegenerativ aspektusait hangsulyozta. A 2010-es évek
a vaszkuldris és neurodegenerativ folyamatok egymasra hatdsdnak fontossdgat
hangsulyozza és mai tudasunk szerint ez a kiegyensulyozottabb megkozelités vezethet
eredményre a betegségcsoport jobb megismerése, megel6zése, kezelése

vonatkozasaban is.

19



dc_1235 16

A demencia epidemioldgiaja

A demencia gyakorisaga az életkorral né. Noha kissé leegyszerdlsitett, jol
megjegyezhetl és a valdsagtol nem lényegesen kilénb6z6 prevalencia szamitasi maéd,
ha 60 éves korban a demencia el6fordulasat 1%-nak tekintjiuk, és annak 5 évente
feltételezziik dupldzédasat. igy tehat 60 évesek kozott amennyiben a gyakorisag 1%-os
(ami megfelel a statisztikai adatoknak jo kozelitéssel), ugy 65 évesek kozott 2%, 70
évesek kozott 4%, 75 évesek kozott 8%, 80 évesek kozott 16%, 85 évesek kdzott 32%,
90 éves korban és folotte, mintegy 64% a demencia el6forduldsa (Limongi és mtsai,
2015). Erdekes, hogy 90 éves kor fol6tt (és még inkdbb 100 éves kor fol6tt), a demencia
gyakorisaga platot ér el és csak minimalisan emelkedik. Ezt szamos, a 100 évesek folott
el6forduld demencia (els6sorban az Alzheimer-kér) gyakorisagat vizsgaléd érdekes
tanulmany targya (Bullain és Corrada, 2013; Yang, Slavin, Sachdev, 2013). A 60 éves kor
alatt kezd6d6 demencidk, amennyiben neurodegenerativ mechanizmusuak, dénté
tobbségben mutacid kapcsan alakulnak ki és nagyrészt familarisak; a nem
neurodegenerativ demencidk pedig metabolikus, ill. kérnyezeti tényezbkre vezethet6k
altaldban vissza. A demencia nék kozott mérsékelten gyakoribb (altaldnossagban
nézve; az egyes atlipusok vonatkozasaban ugyanis vannak kilénbségek). Lehet, hogy
ennek az az oka, hogy a n6k tovabb élnek. Mindenesetre kijelenthetd, hogy a férfi-né
incidencia kulonbség nem jelent6s (Boller és Duyckaerts, 1997). A demencia
gyakorisaga a foldrajzi elhelyezkedést, ill. etikumot tekintve (néhany genetikai, ill.
taplalkozasi-kornyezeti okra visszavezethetd kivételtél eltekintve) érdemi eltérést nem
mutat. Jol ismert kivétel a Csendes-dceani Guam-szigetcsoporton a motoneuron
betegséggel, Parkinson-kérral egylittesen el6fordulé demencia gyakorisaga. Egyes
epidemioldgiai adatok szerint a Parkinson-kor és a hozza tarsulé demencia gyakoribb
olyan vizparti régidkban, ahol a halakban feltételezhet6en felhalmozddd neurotoxinok

kapcsan alakulhat ki a betegség (Boller és Forbes, 1998).
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Az demencia pénziigyi vonatkozasai és Osszehasonlitas egyéb betegségek
gazdasagi kihatasaival

A kozelmultban végzett felmérés szerint (Gustavson és mtsai; 2011; Olesen és mtsai,
2012) az idegrendszeri betegségek koltsége Eurdpdban évente 798 millidrd eurd. A
betegségenkénti legmagasabb koltség a neurodegenerativ korképekre esik, ezt kdvetik
a hangulati zavarok (‘'mood disorders’), a pszichotikus zavarok, a szorongds, addikcio,
stroke, fejfajas, mentalis retardacid, traumas agykarosodas, szklerdzis multiplex. Annak
tudatdban, hogy a felsorolt listdn szerepl§ betegségcsoportok nemcsak a
neurodegeneracid, hanem toébb mas esetben is kognitiv zavarral, sulyos esetben
demencidval jarnak (kiemeljuk a stroke-ot, traumds agykarosodast, szklerdzis
multiplex-et), egyértelml, hogy a demencidval jaré koérképek eredményesebb
diagnosztikaja, kezelése nemcsak Eurépaban, hanem vilagszerte prioritas. Az elmult
évek szamos kedvezd, ez iranylu elmozduldst mutatnak (az el6tte levé évtizedek vagy
taldn évszazadok meglehet6s negligencidja utdn). Ha a betegenkénti koltségeket
nézzik, akkor az idegrendszeri korképek kozil a demencia az 5. helyen szerepel (a
neuromuszkularis  kérképek, szklerdzis multiplex, agytumorok, pszichotikus
rendellenességek utan), melyet szorosan kdvet a Parkinson-kdr, mentalis retardacio,
traumas agykarosodas, stroke. Ha az idegrendszeri betegségek teljes koltségét (798
milliard eurd) 6sszehasonlitjuk mas betegségek koltségeivel, akkor az 6t leggyakoribb
betegségcsoport (kardiovaszkuldris, daganatos, diabétesz, krénikus tid6betegségek,
reumatoid artritisz) 6sszkoltsége (500 milliard euro) sem éri el az idegrendszeri
betegségekre forditandd kiadasokat. A demencidval jaré kérképek gyakran egy-két
évtizedes lefutasuak, ami az egészségligyi-pénziigyi vonatkozasok masik fontos
aspektusat jelenti. Mindezek ismeretében kiemelked6 fontossagu, hogy
Magyarorszdgon a Nemzeti Agykutatdsi Program (NAP) kiemelten tdmogat
idegrendszeri betegségekkel foglalkozoé klinikai és alapkutatdsokat,
betegségmegel6zési programokat. Az értekezésben szereplé munkak egy része szintén

a NAP tamogatasaval johetett létre, melyért e helyen is koszonetemet fejezem ki.
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A demencia f6bb klinikai tipusai és okai

A két f6 tipus a neurodegenerativ betegség, ill. cerebrovaszkuldris betegség kapcsan
kialakulé demencia (ladecola és Gorelick, 2003). Fontos hangsulyozni, hogy izolalt, azaz
kizarolag neurodegenerativ, ill. cerebrovaszkularis okbdl kialakul6 demencia
lényegesen ritkabb, mint azt korabban gondoltak. Azaz e két {6 demencia tipus gyakran
keveredik, els6sorban a neurodegenerativ demenciakhoz tarsul valtozé mértékben a
demenciat sulyosbitd, annak kialakulasat is el6segit6 vaszkuldris komponens (ladecola,
2010a). A cerebrovaszkularis betegségekben is gyakori egyrészt un. iddskori, azzal
Osszefliggésbe hozhaté (nem feltétlenil betegséggel azonos) neurodegenerativ
patoldgia, elsésorban Alzheimer-kér tipusu elvaltozdsokkal (de la Torre, 2004). Ezek
gyakran sulyosabbak, mint az adott életkorban szokvanyos patoldgia. Masrészt,
cerebrovaszkularis betegség kapcsan kialakult demencidkndl gyakran szignifikans
sulyossdgl (azaz Onmagdban is demencia okozdsdra képes) neurodegenerativ
patoldgia azonosithatd. Az id6skori neurodegenerativ elvaltozasok és a
neurodegenerativ betegségek kozotti atmenet an. ,szlirke z6na” — azaz a normalisnak
tarthatd oregedés és neurodegenerativ demencia megkilonboztetése, klinikai, ill.
neuropatoldgiai elhataroldsa és elkilonitése nem mindig lehetséges (Yarchoan és

mtsai, 2012; Viswanathan és mtsai, 2009).

A neurodegenerativ demencidk kozott egyértelmdien a leggyakoribb az Alzheimer-kor,
mely az Osszes demencia mintegy 60%-aért felel6s (Jellinger, 2008). A mdsodik
leggyakoribb neurodegenerativ demencia a Lewy-testes demencia (‘"demencia with
Lewy bodies’, DLB), valamint a Parkinson-kérhoz tarsulé demencia (Popescu és mtsai,
2004; Jellinger és Attems, 2006), mint azt lentebb részletesebben kifejtjik, a DLB és a
Parkinson-kérhoz tarsuld demencia (PDD) a betegség korai fazisatol eltekintve, mind
klinikailag, mind neuropatoldgiailag megkllonboztethetetlen. A kovetkezé f6
neurodegenerativ demencia csoport a frontotemporalis lobaris degeneracidk
(FTLD)(mely a neuropatoldgiai nomenklaturat tikrozi), ill. a klinikai széhasznalatban

frontotemporadlis demencia (FTD). Tovabbi f6 csoport a kdzponti idegrendszeri eredet(
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mozgasi zavarok (Un. ‘'movement disorders’)-hoz kapcsoldédé demencidak. Mivel a
Parkinson-kér demencia kiilon csoportok képez, ezt nem ide soroljuk; itt szerepel a
progressziv szupranukledris bénulds (PSP) a kortikobazalis degeneracié (CBD), a
motoneuron betegséghez tarsuldéan kialakulé demencia (ezt részletesebben I[asd
lentebb), Huntington kérhoz tarsulé demencia (Becher és mtsai, 1998). Kialakulhat
tovabba neurodegenerativ demencia, a hippokampusz szklerézisa kapcsan is. Ez
elkilonitenddé a hippokampusz megkisebbedésével jaré egyéb neurodegenerativ
demencidktdl (elsGsorban az Alzheimer-kértdl), mivel ehhez nem tdarsul sulyos
agykéreg sorvadas. A hippokampalis szklerézis gyakori és jellegzetes oka a

hosszantarto epilepszia.

A cerebrovaszkuldris betegségek kapcsan kialakulé demencidk koziil a nagyér betegség
miatt kialakuld Un. ‘'multi-infarktus demencia’, valamint a kisér betegségek kapcsan
kialakulé6 demencia kilonitend6 el (Federico és mtsai, 2012). Specidlis formdk a
herediter angiopatidk kapcsan kialakulé demencidk (CADASIL, CARASIL és mas ritka
herediter angiopatidk; Tikka és mtsai, 2014; Kalimo és mtsai, 2002). A csaladi
halmozddast mutatdé (familidris) amiloid angiopdtiak a kovetkez6 ritka csoport. Az agyi
erek arteritisze (ritkan) szintén okozhat vaszkularis eredet(i demenciat (Arima és mtsai,

2003).

Fert6zés, gyulladdasos és immunmedialt folyamatok okozta demencidk kozil
kiemelend6k a granulomatézus gyulladasok (pl. tuberkulézis, szarkoidézis, valamint a
neuroszifilisz). A virusfert6zések kozul a HIV infectiéhoz tarsulé demencia a DSM V-ben
kiilon alcsoportként szerepel (Singh, 2012). Szdmos kérkép kozul a progressziv
multifokalis leukoenkefalopatiat (PML-t) emlitjik név szerint, melyet a JC virus okoz.
Emellett szdmos virdlis enkefalitisz okozhat demenciat (Graus és mtsai, 2016;

Lancaster, 2016).

A prion betegségek a DSM V-ben is mar Uj demencia kategodriaként szerepelnek. A
klasszikus Creutzfeld-Jacob betegség (mely sporadikus altaldban és ritkdn mutdcio

kapcsan familidris) és az un. varidns Creutzfeld-Jacob betegség emlitendd, mely a
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transmisszibilis spongiform enkefalopatiak jellegzetes tipusai. A ritka és
Magyarorszagon gyakorlatilag ismeretlen kuru mellett a szintén ritka GSS (Gerstman-
Straussler-Scheinker) szindréma is demencidval tarsuld prion betegség (Liberski és

Surewicz, 2013; Liberski, 2012).

A demielinizacidval jaré korképek kozil a szklerdzis multiplex emelendé ki, amely
legljabb irodalmi adatok szerint nemcsak immunmedidlt, demielinizacids, hanem
fontos neurodegenerativ komponensi{ betegség is (Haider és mtsai, 2016; Mahad és

mtsai, 2015).

Immunmedialt korképek kozil kiemeljik az autoimmun enkefalitiszt, ill. annak egy
rokon formajat a paraneoplasztikus enkefalitiszt (amennyiben nem révid lefutdsu és

haldlos) — ez szintén demencidhoz vezethet (Graus és mtsai, 2016).

A toxikus és metabolikus rendellenességek kozil az alkoholizmus, (mely vitamin,
elsGsorban B1, B12 és folsav, deficiencidhoz is vezethet), a hipotiredzis, a krdnikus
hepatikus enkefalopatia, valamint a szdmos (dontéen genetikai hatter()

neurometabolikus (taroldsi) betegség emelendd ki (Bonetti és mtsai, 2016).

Tovabbi fontos csoport a traumads agykdrosodds kapcsan kialakulé demencia, melynek
altipusai kozill a repetitiv trauma kapcsan kialakuld Un. demencia pugilisztika (mely
bokszolokban meglehet6sen gyakori), a gyakran multiplex diffuz vagy fokalis trauma,
szubdurdlis vérzés (kés6i) kovetkezményeként kialakuldé demencia emelend6k ki

(Faden és Loane, 2015; Johnson és Stewart, 2015; Abdul-Muneer és mtsai, 2015).

Az egyéb demencia okok kozil a daganatos betegségekhez tarsulé demencia is fontos.
A fentebb emlitett paraneoplasztikus enkefalitisz kapcsan kialakulé forma mellett az
intracerebralis dagnatok is okozhatnak demenciat. A frontdlis lebenyt ill. a
hippokampuszt érinté neoplaziak a neuroanatdmiai vonatkozasok miatt kiilondsen
hajlamosak lehetnek erre. A daganatok kapcsan emlitést érdemel, hogy a kemo-
irradidcid mellékhatasként szintén a kognitiv képességek csokkenését, demenciat

okozhat (un. , kemd-agy”, mely kemoterdpia utan gyakran észlelt, a demencia szintjét
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altaldban el nem ér6, meméria és egyéb kognitiv zavarral jaré tliinetegytttes (Ehrhardt

és mtsai, 2015; Nudelman és mtsai, 2015)).

A demencia klinikai diagnosztikaja

Ez a DSM V., ICD X. diagnosztikus kritériumok alapjan torténik (American Psychiatric
Association, 2013; World Health Organization, 1992). Ebben a neuropatoldgiai targyu
értekezésben fontos kiemelni, hogy ritka kivételektdl eltekintve a demencia okanak
biztos (definitiv) diagndzisa csak a posztmortem neuropatoldgiai vizsgdlattal
lehetséges. A nem-neurodegenerativ betegségek esetében szintén fontos a
neuropatoldgiai vizsgalat és diagndzis. Egyrészt mivel a klinikai tinetek sokszor nem
egyértelmdlek és az oki tényez6k sem azok, valamint tobb tényezd egyittallasa is
el6fordulhat az esetek jelentds részében. A képalkotd vizsgalatok (CT, MRI, SPECT, stb.)
kiemelt fontossaguak a demenciak klinikai diagnosztikajaban, ill. a kiilénb6z6 altipusok
elkilonitésében. A betegség progresszidja is jol monitorozhatd az esetek jelent8s
részében képalkotds vizsgalatokkal. A betegséget mar a preklinikai stadiumban jelzé
biomarkerek kutatdasa a kiemelten fontos és izgalmas tudomdnyteriilet. Ebben a
komplex képalkotds vizsgalatok (beleértve az idegpdlya analiziseket, agyi metabolikus
aktivitas vizsgdlatat) mellett a testfolyadékokbdl (vér, cerebrospinalis folyadék, nyal,
vizelet) szarmazd markerek keresése emelendé ki. Alzheimer-kdr vonatkozasaban a
likvor tau (kéros, hiperfoszforildlt forma) és béta-amiloid vizsgdlata klinikailag igazoltan
(a tényeken alapuld orvoslas kritériumainak megfelel6en) fontos a betegség korai
diagndézisdban, de a progresszid és a kezelés hatékonysdganak megitélésében is
(Forlenza és mtsai, 2015; Kuhlmann és mtsai, 2016). Az amiloidot PET ligandumokkal
jol [athatova lehet tenni a képalkoté eljardsok soran (Burton és mtsai, 2012). A fluoro-
dezoxi-glikdzzal végzett PET vizsgalat pedig alkalmas arra, hogy a demenciat egyéb

betegségektdl elklilonitsék (Urbanowitsch és mtsai, 2015).
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Mérgezések is okozhatnak demenciat; ennek egyik specialis idilt formdja az
alkoholizmus. Kapcsolatot feltételeznek tovdabba a demencia és a kornikus

veseelégtelenség kozott (Tamura és mtsai, 2016).

Rizikéfaktorok és a prevencio lehetoségei

A f6 kockdzati tényez6 maga az életkor. A masik ismert hajlamosité tényezd a
depresszio. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a demencia a depresszid
kialakuldasat és sulyossagat is fokozhatja, a kettdé kozott tehat oda-vissza iranyu
kdlcsonhatas all fenn. A keringést terheld rizikotényezdk is fontos szerepet jatszanak a
demencidban (nemcsak annak vaszkularis, hanem neurodegenerativ tipusanak
kialakuldsdban). Ezek kozll a magas vérnyomas, magas homocisztein szint, az elhizas,
cukorbetegség emelend6 ki. A glikdéz anyagcsere zavara és a neurodegenerativ
folyamatok kozotti oki kapcsolatra egyre tobb adat utal, azaz a glikdz atalakulds
idegrendszeri rendellenességei fontos patomechanisztikus tényezék Ilehetnek
(Whitmer és mtsai, 2015). Ebbd| kovetkezik, hogy a depresszié és a cukorbetegség
kezelése, az elhizas, magas vérnyomds megel6zése példaul rendszeres testmozgassal
fontosak a demencia kialakuldsanak, prevalancidjanak kedvezé befolydsoldsaban.
Ismert, hogy a dohdnyzds (nemcsak a nikotin érrendszerre kifejtett hatdsai révén)
szintén fontos rizikétényezS. Erdekes mddon, egy hosszd utdnkdvetéses kutatds

kapcsolatot mutatott ki a fogazat allapota és a demencia kdzo6tt (Ohara és mtsai, 2015).

A kognitiv tinetek, els6sorban a memoria zavarai, a demencia legismertebb és valéban
legfontosabb jellemz6i. Fontos azonban hangsulyozni, hogy idegrendszeri eredetd
mozgaszavarok a korabban feltételezettnél joval gyakrabban tarsulhatnak demenciaval

jarod korképekhez (lasd részletesebben lentebb).

A viselkedészavarok demencidhoz tarsuléan (BPSD — ‘Behavioural and Psychological
Symptoms of Dementia’) fontosak és gyakoriak (Purandare és Burns, 2000). Ez a

tlinetcsoport szorosan kapcsolddik a gondozék helyzete és terhe problematikdhoz. Ez
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azért is fontos, mert a demens betegeket, mintegy 90%-ban a csaladtagok (80%-ukban
nék) gondozzak, akik jelentds részben felaldozzdk idejiket, életiiket a betegek
apolasaért és az aldozat mértékét gyakran alabecsilik. Ismeretes, hogy a demenciat
gondozok kozott nagyon gyakoriak pszichoszomatikus és egyéb betegségek (Volicer,

2005). A gondozdk terheit jelentds részben a BPSD okozza.

Rovid magyar nyelvli kozleménylinkben a csalddorvosok figyelmét hivtuk fel a
demencia szlrés fontossagara, a betegség f6bb jellemzdit, korai tlineteit is taglalva

(Hortobagyi és Hortobagyi, 2002).

Protektiv faktorok demencia vonatkozasaban

Noha antihipertenziv kezelés protektiv hatasat prospektiv tanulmdny igazolni latszik
(Khachaturian és mtsai, 2006), ennek hatdsa nem bizonyitott egyéb kontrollalt
tanulmanyban. Vizsgaltak 6sztrogén potlas, nem szteroid gyulladasgatlok, sztatinok és
egyéb koleszterin csokkent8k hatdsat, melyekrél egyesek kedvez6 eredményeket
jelentettek, de bizonyitottnak nem tekintheté kedvezd hatasuk (Hoozemans &

O’Banion, 2005; Chen és mtsai, 2003).

A demencia kezelési lehetGségei

Ezek hatasukban meglehet8sen limitaltak. Ennek egyik oka, hogy a neuronpusztulas
irreverzibilis. Noha kordbban reményeket fliztek az idegrendszerben taldlthatd un.
Ossejt  fészkekbdl kiinduld neurogenezis, illetve transzplantalt idegsejtek
vonatkozasdban, az eddigi vizsgdlatok és az elméleti-idegtudomanyi megfontolasok
miatt ezek varhatdéan sohasem fognak atit6é eredményre vezetni. Ami lehet6ségként
és célként ma realis, az idegsejtpusztulas mértékének lassitasa, illetve a
neuronpusztulas kovetkezményeként kialakuld zavarok mérséklése. El6bbieket a

neuroprotektiv stratégiak jelentik, melyek tobb fontos aspektusa prevencids
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szempontbdl is jelentds. Az utdbbira példa a kolinészteraz inhibitor alkalmazasa, mely
az agykéreg kolinerg idegvégz6déseinek csokkenése miatt kialakuld neurotranszmitter
deficitet ugy igyekszik mérsékelni, hogy az acetilkolin lebomlasat a szinaptikus résben
lassitja. Ez azonban nem befolyasolja érdemben az idegsejtpusztulds mértékét. Az ilyen
és hasonld terapids beavatkozdsok eredményeként novelheté a relative jo
életmindségben toltott betegévek szdma, melyet (a kompenzatdrikus mechanizmusok
kimertlése utdn) az agy funkciondlis képességének gyors 6sszeomlasa (és a halal)
kovet. A jelen, dontéen neuropatolégiai sulypontu értekezés kereteit meghaladja az
Alzheimer-kér és egyéb demencidak vonatkozasaban alkalmazott, illetve kiprébalt
terdpias lehet6ségek ismertetése. A témardl rovid attekintést a kozelmultban a Magyar

Tudomanyban megjelent kdzleménylink tartalmaz (Penke, Hortobagyi, Flilop, 2016).

A demenciaval jaré korképek neuropatologiai csoportositasa

1. Neurodegenerativ kérképek: ezek kozil az Alzheimer-kér, a Lewy-testes demencia,
a Parkinson-kérhoz tarsulé demencia, a frontotemporalis demenciak, TDP-43 ill. tau
pozitiv formdja (az utdbbi a Pick-betegség és rokon kdrképek), valamint a motoneuron

betegség-amiotrofids lateralis szklerdzis (MND-ALS) betegség spektrum.

2. A cerebrovaszkularis betegségek kozil dontéen kisér6betegséggel jaro,
leegyszer(sitve szubkortikdlis vaszkularis demencia (SVD)-ként jellemezhet6 kérkép,
valamint az agyi infarktus (iszkémias stroke) kapcsan kialakulé demencidk. Kilon

alcsoport a herediter angiopatidk (amiloid angiopatiak, CADASIL, CARASIL).

3. Traumas agykdrosodds, melynek altipusai kozil a kontuziénak megfeleltetheté
fokalis agykdrosodds, valamint a diffuz traumds axonalis karosodas (dTAl) szerepeltek
vizsgalatainkban. Uj és fontos alcsoport a krénikus traumas enkefalopatia (CTE), mely

sportolékban gyakori volta miatt is egyre inkabb kdzismert.

4. A neurodegenerativ betegségekhez sorolt, de speciadlis (nem teljesen ismert)

Hinfektiv” jellege miatt a prion betegségeket kiilon csoportban szerepeltetjiik.
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5) Toxikus okobdl kialakulé demencia (klasszikus tipusa az alkoholizmus kapcsdn
létrejové demencia).

6) Ritka és neuropatoldgiailag nehezen vizsgalhatd csoport a normalis likvornyomas

mellett kialakuld hidrocefaluszhoz tarsulé demencia.
7) Egyéb ritka és nem csoportosithatd formak (gyakran esetismertetések formajaban).

A demencia neuropatoldgiai diagnosztikajanak javasolt algoritmusa a Greenfield’s

neuropatoldgiai kézikdnyv 952. oldalan taldlhaté (Lowe és Kalaria, 2015).

A demencia neuropatoldgiai diagnosztikaja

A klinikai adatok, képalkoton latottak attekintése utan az agy neuropatoldgiai

vizsgdlata kovetkezik. Fontos, hogy minél tobb relevans klinikai informacidé (1. dbra),

* Personal data:
o idennfication code of the centre (brain bank)
o idennfication code of the patient R R
o gender ‘Minimal Clinical Data’
age
> _date of death (day/'month/vear)
o agonic state
o post-mortem delay
‘onsent:
o climcal autopsy BraiuNer Eurore
o forensic autopsy
o doner program
o consent for genetic analysis
o linutations for further studies
* Familial genetic and env al factors
o family cases
o genetics

v known obstetnic complications
v mfection during prenatal period
© environmental factors
v smoking habits
v alcohol abuse
v drug abuse
v others
o treatment:
v duration
v delay without treatment before death
v detailed treatment during the last two months
* Anfecedents of infectious of contagious disease: nsk factors: Tauma o acute
* Main climical symptoms and signs: o sub-acute
o chrome
=

o focal signs or lateralisation

o mental mmpamment and dementa: Mim Mental State Exanunation relapsing emitting

:: f:s‘i]f"::is-‘mpmm * Duration of the disease
v parkinsonism = Systemic disease:
v ataxia = Relevant complementary examinations
v chorea o biochemustry
v myoclonus © neuroimaging
i lower motor signs o neurophysiology

© sensory signs o others. =

O autononuc signs " C'IJJJI aldi

o epilepsy AmIc aguosis: . )
5 * Cause of death (pathology diagnosis):

J . éou:se of the disease |

1. dbra. A klinikopatologiai értékeléshez ajdnlott alapveté adatok listdja. A legfontosabbakat piros
kerettel jeloltiik.

29



dc_1235 16

epidemioldgiai és egyéb adat alljon rendelkezésre. Az Ugynevezett ‘minimum dataset’
ajanlast a BrainNet Europe fogalmazta meg (1. dbra). Kiemeltem azokat az adatokat,
amelyek megkilonboztetett fontossaguak. A demencia vonatkozasaban (is) preferalt
feldolgozasi méd, hogy az agyat kozépsé szagittalis sikban kettévagva az egyik féltekét
formalinban rogzitjiik. A masik féltekét pedig kb. 0,8 cm-es szeletek készitése utdn -80

Celsius fokra lefagyasztjuk és tovabbi diagnosztikus, illetve kutatasi felhasznalasra

taroljuk (,,bankoljuk”).

2. dbra. A neuropatoldgiai szévettani vizsgdlathoz alapvetéen sziikséges agyteriiletek
bekeretezve ldthatok.

A fagyasztds gyakran nem az egész féltekét érinti, hanem az agyi régiokbdl korilbelil
1-5 kobcentiméternyi térfogat kerill izoldlasra és azt fagyasztjuk kilon-kilon, kicsiny
zacskokban. Ez utébbi mddszer el6nye, hogy a bankolt agyszovet Osszességében
kevesebb térfogatot foglal el a hiit6ben, illetve ha kés6bb diagnosztikus vagy kutatasi

célra célzottan csak néhany agy régidra van szikség, akkor nem egy nagyobb
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agyszeletet kell felolvasztani, mert rendelkezésre all a kért agyteriiletet tartalmazo
részlet. Ennek azért is jelent6sége van, mert a fagyasztas-felolvasztas ciklusok mind a
fehérje, mind a nukleinsavak integritasat jelent6s mértékben csokkentik. A
formalinban rogzitett mintat (minimum 3 hétig taroljuk a fixativban) felszeleteljik.
Ekkor torténik a makroszkdpos vizsgdlat, a killeiras, az agyszeletek jellemzése, és a
mintavétel a paraffinba torténé beagyazashoz. A BrainNet Europe részletes
protokollokat ad az agy feldolgozasdval kapcsolatban (is). Ez Iényegében nem tér el
attol a listatdl, melyet értekezésembe illesztek (2. dbra). Az agyfelvagds sordn a
protokollban meghatdrozott terileteken kivil az egyéb azonositott fokalis 1éziot és
kornyezetét is bedgyazzuk szOvettani vizsgalatra (pl. vaszkuldris elvaltozast). A
paraffinba dgyazds utan els6ként hematoxilin-eozin festett metszeteken tekintjlik at az
agyszoveteket (van, aki a 'Luxol fast blue/Nissl’ kettds festést preferdlja). Ezt koveti az

immunhisztokémiai vizsgalat, mely jellemz6en részletes és szamos anatomia régiora

DPRs, ch n
2| 2 +ve | aracterize:
e COALS - pTDP-43 stage
of ALS
| TOP-43iHC |3 +ve || Excuusively _: - extramotor
TDP-43 ALS-TOP =%  pathology
- comorbidities
ve
(—>| SOD1 pathology ALS-SOD
X Characterize:
FUS IHC comorbidities
SOD1 IHC —
pB2/Ubi IHC »  FUS pathology ALS-FUS

3. dbra Az ALS neuropatoldgiai diagnosztikdjanak algoruitmusa (Hortobdgyi és Cairns, 2015)

kiterjedd. Példaként emlitem a motoneuron betegség feldolgozasi algoritmusat, mely
egy 2015-ben megjelent kdnyvfejezet részeként is szerepel (Hortobdagyi és Cairns,
2015): a 12.3 tédblazatban 1,2,3 szamokkal jelzett mdédon, toébb Iépcs6ben torténik az
immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzése: ugyanis az esetek jelent6s részében

kevesebb immunhisztokémiai reakcid is elég a pontos diagndzis megallapitasahoz, igy
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a tovabbi lépések immunhisztokémiai reakcidinak szama csokkentheté illetve

nélkilozhetd, ami jelent8s koltség- és idbmegtakaritassal jar.

Az immunhisztokémiai festések és a hematoxilin-eozin (sziikség esetén mielin festés
vagy egyéb modszer, példaul ezlistozés, korokozd kimutatas) analizise utan
diagnosztikus algoritmusok segitségével konnyebben hatarozhatdé meg a korkép illetve
annak alcsoportja. Példaként a frontotempordlis demencia illetve a motoneuron

betegség diagnosztikus algoritmusat szerepeltetem értekezésemhez (dbra 3.).

A TEMAVALASZTAS INDOKLASA

A neurodegenerativ kérképek és azon beliil is a demenciak a neuropatologia egyik
legfontosabb és legdinamikusabban fejl6d6 terllete (a madsik az idegrendszeri
tumorok). A patoldgus szakvizsga, a PhD fokozat megszerzése és kutatomunka utan a
neuropatoldgia felé tortén6é teljes szakmai odafordulds egyik f6 oka a
neurodegenerativ betegségek iranti érdekl6désem volt. Ennek részben csaladi
indittatdsa is van, mivel édesapam pszichiaterként kiemelt fontossagunak tartotta és
sokat tett a demenciaban szenvedd betegek és hozzatartozéik minél jobb ellatasaért.
A sors kilonos ajandéka, hogy 2003-t6l a vilag egyik legjobb neurodegenerdcioval
foglalkoz6 pszichidtriai intézetében, a ‘King’s College London Institute of Psychiatry’
neuropatoldgiai tanszékén és a King’s College Hospital neuropatoldgiai osztalyan
dolgozhattam. Itt lehet6ségem volt a neuropatoldgia gyakorlatilag teljes diagnosztikus
spektrumat m(ivelni (amire nem volt lehet6ség, azt az Egyesiilt Kirdlysdgban hosszabb-
rovidebb tanulmanyutakon tehettem meg). Hdlaval és koszonettel tartozom
mentoromnak, Lantos Péter professzornak, aki a tanszék korabbi vezetGje volt és
mindenben tamogatott. E helyen koszondm meg Bddi Istvan neuropatolégus
kollégamnak a Londonban egyitt toltott éveket és mindezt, amit vele egylitt dolgozva
tanulhattam t6le. A brit patoldgus és neuropatoldgus szakvizsgak megszerzése utan két
évvel, 2008-tdl, a King’s College London egyetlen egyetemi alkalmazasban lévé

neuropatoldgusaként a vildg egyik legjobb motoneuron betegség/frontotemporalis

32



dc_1235 16

demencia kutatécsoportja (vezetGje Christopher Shaw) szenior tagjaként meghatdrozoé
éveket tolthettem a neurodegeneracioval foglalkozva. 2010-es Debrecenbe
teleplilésem 6ta is szenior vendégkutato-és oktatoként szoros kapcsolatot tartok fenn

a londoni intézettel.

CELKITUZESEK

Az értekezésbe foglalt vizsgalatok fGbb célkitlizésel:

1. Az amiotroéfias lateralis szklerdzis két f6 jellegzetes proteinopdatia altipusa, az

ALS-FUS és az ALS-TDP, patomechanizmusdnak vizsgalata a morfoldgiai és
molekuldris jellemz6k elemzésével, kilonds tekintettel az Ujonnan felfedezett

mutacidk neuropatolégiai vonatkozasaira.

. A sejtciklus regulacié zavara, mint lehetséges patomechanimus, vizsgalata

Alzheimer-kdrban.

. A’chaperon’ fehérje klaszterin jelent&ségének vizsgalata Alzheimer-kdrban.

. A szinaptikus diszfunkcid vizsgalata Alzheimer-kérban és Lewy testes

demencidkban, kiilonds tekintettel a betegség korai (preklinikai) fazisara.

. A két f6 Lewy testes betegség (Lewy testes demencia és Parkinson-kor

demencia) 6sszehasonlité neuropatoldgiai és kliniko-patoldgiai elemzése.

. Atobbféle neurodegenerativ patoldgia egylttallasa és ennek klinikai megfelel i

Lewy testes korképekben.

. A depressziv tlinetek neuropatoldgiai korreldtumainak kutatdsa Lewy testes

betegségekben és Alzheimer kdrban.

. Az 'unfolded protein response’ (UPR) vizsgdlata lewy testes betegségekben és

Alzheimer-kdrban.
Neuropatolégiai konszenzus kritériumok kidolgozdsa demenciaval jaré
neurodegenerativ és cerebrovaszkuldris kdrképekben a BrainNet Europe

munkacsoport tagjaként
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10.Vaszkularis és kevert (neurodegenerativ és vaszkuldris) demencidkban a
kognitiv hanyatlassal 0sszefliggé neurotranszmitter és gyulladasos mediator
eltérések meghatarozasa, kliniko-patoldgiai analizise

11. Az id6skori agy neuropatoldgiai elvaltozasainak vizsgalata és 6sszehasonlitdsa a
demencidban észlelt eltérésekkel.

12. A korai traumas axondlis karosodds neuropatoldgiai azonositdsa.

13.A PARP szerepe a neuronpusztulasban agyi traumaban. A PARP gatlas, mint

neuroprotektiv stratégia vizsgalata.

MODSZEREK

A kovetkez6 modszereket emelem ki:

1. Rutin neuropatolégiai feldolgozas
A klinikai adatok attekintése, az agy makroszképos és mikroszképos analizise.
Részletesen az értekezéshez tartozd kozleményekben kerlilnek leirasra,

valamint a bevezetésben szerepelnek.

2. Immunbhisztokémia
A standardnak szamité neuropatoldgiai modszer kutatasi alkalmazaskor gyakran
az antitestek létrehozasat, részletes és alapos tesztelését, beallitasat kivanta. Az
immunhisztokémia reakcid vizualizalasa egyrészt 3,3' diaminobenzidin (DAB)
kromogénnel tortént, ami a neuroanatdmiai viszonyok és cellularis lokalizacid
alaposabb vizsgalatat tette lehet6vé, masrészt fluoreszcens jeloléssel, ami a

fehérje-fehérje interakcid, ko-lokalizacié alaposabban vizsgalatat segiti.

3. Western blot
Neurodegenerativ proteinopatidkban az altalunk vizsgalt fehérjék gyakran
hiperfoszforildltak, ubikvitinilaltak, alternativ hasitas miatt tobb fehérje speciest
tartalmaznak. Ezek kimutatasara illetve az immunhisztokémiailag igazoltak mas

maodszerrel torténd megerdsitésére alkalmaztunk Western blot vizsgalatot (is).
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10.

Genetikai vizsgalatok

Mutacié analizis, génexpresszid, RNS processzalas és RNS-fehérje interakcidk
vizsgdlata, splicing regulacié, transzfekcid, transzgenikus egértorzsek
létrehozasa szerepel tobbek kozott a mddszerek kozott. Ezek beallitasa,
kivitelezése, értékelése PhD hallgatéim illetve genetikus kollégdim érdeme

els6sorban.

Klinikopatoldgiai korrelativ analizis

Ehhez az elektronikus illetve papir alapu beteg adatbazisok szolgaltak alapul.

Statisztikai értékelés
A vizsgalatokhoz szamos parametrikus, illetve non-parametrikus tesztet
hasznaltunk, melyek részletesen az értekezés alapjdul szolgdlé kdzleményekben

szerepelnek.

Sejtbioldgiai vizsgalatok
A vizsgdlatok egy része sejttenyészeteken tortént, melyek fenntartasa, a
sejtekbdl fehérje, DNS, RNS izolalas PhD hallgatoim, illetve sejtbioldgus kollégak

révén tortént.

Konfokalis mikroszkdpia

Sejttenyészeteken illetve szoveti metszeteken torténtek a vizsgalatok

Elektronmikroszképia
E vizsgdlatok Siklds Laszlé érdemei elsGsorban, akivel e vizsgdlatokhoz felvettem
a kapcsolatot és egylutt értékeltik az eredményeket (SZBK, Szeged).

Sejttenyészeteken és posztmortem agymintakon torténtek a kutatasaink.

Allatkisérletes modellek
Noha a human agyon végzett vizsgalatok dominaljak az értekezést, szdmos (pl.
transzgenikus) egértorzson is tortént vizsgalat. Ehhez a neuropatoldgiai

értékelésben vettem részt.
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Ezek részletezése és a tovabbi moddszerek az értekezés alapjaul szolgald

kozleményekben szerepelnek.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

AMIOTROFIAS LATERALIS SZKLEROZIS ES FRONTOTEMPORALIS DEMENCIA

VIZSGALATOK FUS PROTEINOPATIAKBAN

A Fused in Sarcoma (FUS) gén mutacidja familiaris amiotrofias lateralis
szklerozist okoz

2003 6ta ismeretes, hogy a 16-0s kromoszéman egy ALS kédold gén van (Sapp és mtsai,
2003; Ruddy és mtsai, 2003). A TDP-43 fehérjét kddold gén mutacidja (TARDBP) 2008-
as leirdsa (Sreedharan és mtsai, 2008) utdn munkacsoportunk a funkciondlis és
strukturalis homoldgia alapjan kandidans gének listajat allitotta 6ssze. Ezek kozott
szerepelt a ‘Fused in Sarcoma’ FUS (ami ‘translocated in liposarcoma’ (TLS) néven is
ismeret). A FUS egy 32 génbdl all6 kandidans géncsoport tagja volt. A TARDBP mutacid
felfedezése utdn ezt a 32-es csoportot 6-ra sz(ikitettiik, ennek egyike volt a FUS. Egy

csaladi halmozodast mutatd ALS minta-kollekcidbdl izolalt DNS-en tortént a mutacid

analizis (Vance és mtsai, 2009a). Ennek eredményeként egy arginin-cisztein

4. dbra. FUS immunhisztokamia. Vdltozatos alaku és meretli zarvdnyok illetve diffu
citoplazmatikus jel6l6dés a gerincvel6 motoneuronjaiban. (Vance és mtsai, 2009)
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szubsztitucidét okozé mutdcié igazolddott az 521-es aminosavnak megfelel6en, ami
ontogenetikailag nagyon konzervalt régidban van a fehérje C-terminusahoz kozel. Ez a
mutdcid mind a 6 ALS-ben szenvedé csaladtag esetében igazolddott, autoszomalis
dominans o6rokl6dési mintdzatot mutatva. Egyéb familiaris illetve sporadikus ALS-es
betegeknél ez a mutdcié nem fordult el6. Tovabbi négy csalddban szintén igazolddott

a fenti R521C mutacid. A

N

. tovabbi genetikai analizis
soran egy R521H (arginin-
hisztidin ~ szubsztitucid)
mutdcio is igazolddott két
csaladban, ez is betegség-
o specifikus  mutéciénak
bizonyult. A harmadik Uj
mutacio az R514G

mutacio (arginin-glicin

szubsztitucio), ami
5. dbra. Az egészséges (bal oldalon) és ALS-es (jobb oldalon)
gerincvel6 cervikdlis részlete. Az el6l kilépé mozgato idegek
vékonyak, a hdtso szenzoros idegek épek. (Hortobdgyi és Cairns, tagjaban igazolodott. A
2015)

egyetlen  csaldd  két

kontroll egyedekben sem
igazolédott mutacid, azaz nem egy genetikai variabilitasrél van sz, hanem betegséget
okozd mutaciérdl. A nagyszdmu eset mintdin végzett analizis alapjan az 0Osszes
familiaris ALS (FALS) mintegy 3%-aban igazolddott FUS mutacié. A nemzetkozi
egyuttmikodés eredményeként dsszesen 20 FUS mutans egyed kerllt azonositasra,
ezek egyenlé nemi eloszlast mutattak statisztikai szempontbdl (9 férfi, 11 né). A
betegség kezdetekor (pontosabban a tiinetek jelentkezésekor) az életkor atlagosan
44,5 év volt, az atlagos tulélés pedig 33 hdnap. A betegség az esetek tobbségében a
cervikalis spinalis szegmentumokban kezd6dott (10), 5 esetben lumbaris és 3 bulbaris
kezdetli eset igazolédott (ezekrél allt rendelkezésre adat a betegség kezdeti

vonatkozasdban). Fontos és érdekes lelet, hogy egyik beteg sem volt demens illetve
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mutatta kognitiv deficit jeleit (azaz a
FUS mutdns ALS esetekhez nem
tarsult klinikailag frontotemporalis

demencia (FTD/FTLD)).

Osszesen 3 esetnek tortént a
részletes neuropatoldgiai vizsgalata
(4-8. abrak). Valamennyiben sulyos
alsé motoneuron veszteség
igazolodott a gerincvel6ben és
kisebb mértékben az agytorzsi
motoros magvakban. A hatsé szarvi
(szenzoros) neuronok szdmbeli

» 4 P B csokkenése nem igazolodott. A
R A g
6. dbra. A gerincveld szévettana ALS-FUS esetében. A
laterdlis kortikospindlis pdlydk mielinvesztése (a), a palyarendszerekben a
mellsé szarvban neuronpusztulds (b) és FUS-pozitiv
neurondlis  citoplazmatikus  zdrvdny  ldtszik.

(Hortobdgyi és Cairns, 2015) vesztés igazolddott és az egyik eset

hatsé fehérallomanyi

gerincvel6ben mérsékelt mielin

sulyos (szekunder) kortikospinalis traktus demielinizaciét mutatott. A motoros
kortexben a fels6 motoros neuronok pusztuldsa enyhe, illetve kbzepes mérték( volt.
Ubikvitin és p62 immunhisztokémia gyakran jellegzetes szdlcsas (skein-szer()
citoplazmatikus zarvanyt (inklUzidt) igazolt a mellsészarvi motoneuronokban, ami a
klasszikus ALS jellemz6je. Erdekes médon TDP-43 pozitiv inkltzidk (zarvanyok) sem a
citoplazmdban, sem a nukleuszban nem igazolédtak. A FUS ellenes antitest (szdmos
antitest tesztelése eredményeképpen) globdzus és elnyult, keskeny inkluzidk
(zarvanyok)at mutatott a mellsGszarvi motoneuronokban a gerincvel6ben és emellett
disztréfias neuritek is igazolédtak mindharom esetben. llyen eltéréseket a sporadikus,
SOD1 mutans esetekben illetve a kontroll (normal) egyedek szOveteiben nem
észleltiink. A mutdns FUS génnel transzfektalt sejtekben (az sejtvonalak ill. primer

patkany neuronalis sejttenyészetek) az endogén FUS normalis nuklearis lokalizaciéjaval
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szemben a mutans gént tartalmazd sejtekben jelent6s misz-lokalizacid igazolddott
(azaz a sejtmagbdl a citoplazmaba helyez6dott at a fehérje). Ezt mind az immunoblot,

mind a fluoreszcens immunhisztokémiai jeldlések igazoltak.

A vizsgalatok érdekes észlelete, hogy a FUS (a TDP-43-hoz hasonldan) a sejtmagbdl a
citoplazmaba helyez6dik at, aggregdtumokat képez, mely kéros funkcidnyerés ('gain of
function’) vagy funkciévesztés (‘loss of function’) révén jarulhat hozzad az idegsejt
pusztuldshoz. Az immunhisztokémiai eredmények olyannyira hasonléak a TDP-43 és a
FUS vonatkozasaban, hogy ha nem ismeretes melyik antitesttel tortént a jelol6dés,
megkiilonboztethetetlen a FUS illetve TDP-43 immunhisztokémiai jelol6dés mintazata.
K6zleménylink a Google
Scholar alapjan 2016.
juniusaban kozel 1300
idézettel rendelkezik és
a FUS  szerepének
kutatasat célzo
vizsgdlatok egyik

kiindulépontjanak
tekintheté. Miképpen a
TDP-43 proteinopatiak

onallo csoportot
7. dbra. A rekeszizom sulyos neurogén atrdfidja ALS-FUS-ban.
Sorvadt, denervdlt rostok csoportjai ldtszanak. (Hortobdgyi és alkotnak a
Cairns, 2015) neurodegenerativ

betegségeken belll, Ugy a FUS koros fehérje aggregatumait tartalmazé esetek, mint

FUS-opdatidk (magyarul él6széban inkabb, mint FUS-proteinopatia) emlitend&k.

A vizsgalatokhoz a genomikus DNS periférias vérb6l szarmazott. A FUS gén valamennyi
15 exonja PCR reakcidval keriilt amplifikaldra és a szekvendldashoz oligonukleotid
primereket hasznaltak. Az amplifikdlt exonok direkt szekvenaldsat az Applied
Biosystems szekvendldjan tortént. A neuropatoldgiai vizsgalatok fontos aspektusa volt

az antitestek validdlasa, tesztelése. Valamennyi esetbdl részletes neuropatolégiai
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analizis tortént, tudomanyos feldolgozashoz sziikséges igényesség és részletesség

szerint.

Az ALS-t okozo FUS mutaciok a fehérje nuklearis lokalizaciojat akadalyozzak és
elésegitik a vad tipusu FUS citoplazmatikus stressz granulumokba torténd
szekvesztracidjat

Az FUS mutacié kapcsan kialakulé ALS jellemz6je a nagy, FUS-immunoreaktiv
citoplazmatikus inklaziék (zarvanyok) jelenléte a tulélé motoneuronokban (Cairns és
mtsai, 2007; Kobayashi és mtsai, 2010). Feltételezés szerint az e zarvanyokba
szekvesztralt FUS az RNS processzalds zavarat okozza és a neurodegenerativ kaszkad
kiindulasanak egyik oka lehet (Blitterswijk & Landers, 2010; Zakaryan & Gehring, 2006).
Ezen feltételezést tdmasztottak ala vizsgdlataink, melyek elsésorban genetikai,
sejtbioldgiai mddszerekkel vizsgaltak a kérdést, de a neuropatoldgiai vonatkozasok is

fontos aldtamasztast adtak (Vance és mtsai, 2009). Hogyha nukledris lokalizaciés

szignalt (NLS)-t érinté C-
. b = i o8 L Wit XTE o il
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8. dbra ALS-FUS. Neurondlis és glidlis expresszio FUS-pozitiv zarvanyok a gerincvelében.
(Strong, Hortobdgyi és mtsai, 2011)

terminalis FUS régidkat érinté mutdacidkat visziink be sejttenyészetekbe, az a FUS
citoplazmatikus felhalmozddasat eredményezi. Hasonlé eredményeket talalunk,
hogyha FUS mutdciot szenvedett betegek fibroblasztjait hasznaljuk a vizsgalatainkhoz.
Erdekes és fontos eredmény, hogy a FUS lokalizaciés zavar (‘mislocalisatio’)
megfordithatd, hogyha normalis (vad tipusu) FUS nukledris lokalizacids szignal (NLS)-t
adunk a mutans fehérjéhez. Ez igazolja, hogy valéban az NLS és a nukledris transzport
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zavara okozta a koros elhelyezkedést. Tovabbi fontos felfedezés volt, hogy az oxidativ
stressz fokozza a mutans FUS citoplazmatikus stressz granulumokban torténd
felhalmozddasat. Tovabba, ennek kapcsan a vad tipusu FUS is nagyobb mennyiségben
szekvesztralodik ezekbe a stressz granulumokba. Ez a folyamat RNS fliggd. Az
eredmények aldtdmasztjdk azt a korabban felvetett un. kétlépéses (‘two-hit’)
hipotézist, mely szerint a FUS citoplazmatikus miszlokalizaciéja az els6 lépés, amit
aztan a cellularis stressz kivaltotta aggregacio és szekvesztracio kovet. Mindezek az RNS
processzalast olyan mértékben zavarjak, hogy a neurodegenerativ folyamat elindulhat.
A kérdést Christian Haass mincheni munkacsoportja is vizsgdlta, az 6 vizsgalataikat
(Bentmann és mtsai, 2012; Bentmann, Haass és Dormann, 2013) egészitik ki és

tdmasztjak ald a londoni munkacsoport eredményei.

A Transzportin-1 (karioferin-béta2) eltérése ALS-FUS és FTLD-FUS-ban
kiilonb6z6 patomechanizmusra utal

A Transzportin-1 (TNPO-1) a nucleo-citoplazmatikus transzportban szerepet jatszé, 890
aminosav tartalmu fehérje. Els6sorban a hnRNP (heteroldég ribonukleoprotein)
transzportban vesz részt; a hnRNP-k RNS kot6 fehérjék, ezek kozé tartozik a FUS is
(Siomi és mtsai, 1997; Pollard és mtsai, 1996; Dormann és mtsai, 2010). Normalis
korilmények kozott a FUS a nukleusz és a citoplazma kozott ide-oda ingdzik ('shuttles’),
ennek kapcsan fejti ki génexpresszid szabalyozé hatdsat (Zinszner és mtsai, 1997). A
FUS a FET protein csaladba tartozik, melynek a FUS mellett még tagja az Ewing
szarkdma (EWS) és a TATA box kot6 fehérje asszocialt faktor (TAF-15)(Law és mtsai,
2006; Kovar, 2011). A FUS, mely 526 aminosav tartalmu fehérje, a C-terminushoz kozel
egy Un. nuklearis lokalizacids szignalt (NLS)-t tartalmaz, mely a nuklearis importhoz
fontos (Lee és mtsai, 2006). A FUS mutacié, mely a familidris ALS mintegy 3%-aért
felel6s, dontéen ezen az NLS région fordul el6 és emiatt zavarhatja meg a nukledris
importot. Ezt tdmasztja ala, hogy a C-terminushoz kézeli mutacidkkal terhelt betegek

esetében olyan neurondlis citoplazmatikus inkluzidk (zarvanyok) felszaporoddsat
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segitik el6, melyek FUS pozitivak; ez ellentétben van azzal, amit a normal kontroll
egyedekben lattunk, ott ugyanis a FUS expresszié dont6en nuklearis (Vance és mtsai,
2009). A FUS-pozitiv citoplazmatikus és ritkdn nuklearis zarvanyok azonban nemcsak
az ALS-ben, hanem a frontotemporalis lobaris degenerdcio (FTLD) egyes altipusaiban is
megfigyelhet6k. Ezek a neuronalis intermedier filamentum inkluziés betegség (NIFID),
a bazofil inklUzids testes betegség (BIBD), és az atipusos FTLD (aFTLD-U)(Neumann és
mtsai, 2009). Mindenez felsorolt betegségeket ma mar FTLD-FUS-nak nevezziik. Igen
érdekes, hogy ezek (szemben az ALS-FUS-sal) nem a FUS gén mutdcié kapcsan, hanem

sporadikusan alakulnak ki (Mackenzie és mtsai, 2010).

A TNPO-1 az FTLD-FUS betegek agyaban a zarvanyok egyik komponense (Brelstaff és
mtsai, 2011). Immunhisztokémia és immunofluoreszcens vizsgdlatok igazoltdk, hogy a
TNPO-1 ko-lokalizal a FUS-sal és Western blot kisérletek is megerGsitették, hogy az
inszolubilis (jellegzetesen ilyen fehérjék szerepelnek a zarvanyokban) TNPO-1 az FTLD-
FUS esetekben lényegesen nagyobb mennyiségben van jelen, mint a kontroll
egyedekében. A TNPO-1 és a FUS nuklearis importjanak 0sszefliggését tamasztja ala
az, hogy korallapotokban a FUS nagyobb mennyiségben figyelhet6 meg a stressz
granulumokban (Vance és mtsai, 2009) (Dormann és mtsai, 2010), melyek a
citoplazmaban helyezkednek el. Az itt részletesebben ki nem fejtendé egyéb érvek is
amellett szdlnak, hogy a FUS citoplazmatikus felhalmozddasa, lokalizacids zavara a
betegségfolyamat egyik korai fazisa lehet, miként a FUS akkumulacidja a stressz
granulumokban is. Mindezek alapjan éreztiik annak fontossagat, hogy a FUS transzport
és ennek a TNPO-1-gyel kapcsolatos viszonyat alaposabban vizsgdljuk. Munkank sordn
a TNPO-1 expresszidjat vizsgaltuk az agyban és a gerincvel6ben FUS mutdns ALS (ALS-
FUS), tovabbd FTLD-FUS, sporadikus ALS (SALS) és C9ALS (C9ORF72 mutacid kapcsan
létrejove betegség) esetekben és 0sszehasonlitottuk e betegcsoportokat az egészséges

kontrollokban tapasztaltakkal, latottakkal (Troakes és mtsai, 2013).

Kiinduldsi hipotézisiink az volt, hogy az ALS-FUS esetekben, amikor a FUS gén mutacidja
all a betegség kialakulasanak hatterében — a mutacid pedig altaldban a TNPO-1

kotédéséhez esszencidlisan fontos nuklearis lokalizacids szignal (NLS) teriletét érinti —
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a FUS és TNPO-1 nem ko-lokalizal. A nem mutans esetekben (mint amilyen az FTLD-FUS

is) azonban hipotézisiink szerint a FUS és a Transzportin-1 ko-lokalizal.

Megfelel6 betegkivalasztas, szovetizolalds utan immunhisztokémiai, fluoreszcens
kettSs jeloléses és Western blot kisérleteket végeztiink, melyeket kiértékeltink,
statisztikai tesztekkel 0Osszehasonlitottunk. Eredményeinek aldtdmasztottdk a
hipotézist és igazoltak, hogy az ALS-FUS (FUS mutacié kapcsan kialakuld ALS tipus)
patomechanizmusaban kiilonbozik az FTLD-FUS-tél. A diszkusszidban részletesen
kifejtettik, hogy ez arra is utalhat, hogy eltér6 patomechanizmus van a
frontotemporadlis demenciaval, illetve a motoneuron betegséggel jaré FUS-opatia

esetében.

A human FUS transzgenikus egér az ALS_FUS neuropatologiai jellemzéit
mutatja

A FUS mutacié és ALS kapcsolatdnak leirdasa (Vance és mtsai, 2009b) alapvetéen
hozzdajarult a neurodegenerativ betegségek Uj patoldgiai csoportja, a FUS proteinopatia
létrejottéhez. A human neuropatoldgiai, sejtbiolégiai, biokémiai vizsgalatok mellett a
transzgenikus egerek neuropatolégiai és mas modszerli tudomadanyos analizise
szolgalhat fontos adatokkal a betegség mechanizmusa vonatkozasaban.
Munkacsoportunk humdn vad tipusu FUS gént ‘overexpresszald’ egértorzset hozott
létre, mely a human motoneuron betegség szamos jellemzg6jét mutatta (Mitchell és
mtsai, 2013). Az allatok korai kezdetU progressziv alsé végtagi (hatso végtagi) bénulast
mutattak és kb. 12 hetes korukig elpusztultak. A FUS mutans human ALS-es esetek is
relative fiatalabb életkorban kezd6dnek, mint az ALS tobbi formaja; a modell ebbdl a
szempontbdl is hasonlit a human FUS mutacid, illetve FUS proteinopatia kapcsan
kialakuldé ALS-hez. Az allatokban a gerincvel8i mellsé szarvi nagy motoneuronok sulyos
foku vesztesége igazolédott, mely periférias denervacidval jart, amit neurofizioldgiai
maodszerekkel is igazolni lehetett. Fokalis, jelentés mértékd izomatrdfia is |étrejott. A
viszonylag kevés tulélé gerincvel6i motoneuron a citoplazmaban nagymértékben

emelkedett FUS tartalmat mutatott és (ami még érdekesebb), globularis vagy szalcsas
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FUS-pozitiv és ubikvitin-negativ zarvanyokat tartalmaztak. Emellett jelent8s asztro- és
mikroglialis reaktivitas is kialakult. Ezen eltérések is alapjaiban hasonlitanak a human
FUS-opdtia ALS eseteiben latottakhoz. A citoplazmatikus FUS-pozitiv inklazidk
(zarvanyok) nemcsak a gerincvel6ben, hanem az agyban is kimutathatok voltak, de itt
nagyfoku neuronvesztés nem jott létre és a reaktiv asztro- ill. mikroglialis aktivacio is
minimalis volt. Mindezen fent leirt elvdltozdsok a homozigdta transzgenikus egerekre
voltak jellemz6ek. A hemizigéta FUS overexpresszald egerekben, érdekes moédon, nem
volt ALS-re jellemz& motoros fenotipus és patoldgia. Ezen vizsgalatok arra utalnak,
hogy mutacid csak az egyik oka a FUS-hoz kapcsolddd ALS kialakulasanak. A normalis
FUS fehérje nagyfoku expresszidja szintén olyan folyamatokat indit be, mely ALS
fenotipust eredményez. Ennek hatterében dllhat a nagy mennyiségl fehérje
intracellularis feldolgozasanak, lebontasanak képtelensége. Az ilyen koéros fehérje
nagyfoku felhalmozéddsa az ubikvitin-proteoszéma rendszer (UPS) tulterhelésével
jarhat; tovabba, a FUS kothet olyan fehérjéket, melyek komplexet képezve normalis
funkcojukat mar nem tudjak betolteni a sejtben, ezdltal okozva a motoneuron
funkcidvesztést illetve pusztuldst. Erdekes mddon, a masik jelentds (jelent&sebb) ALS-
proteinopdtiaban, az ALS-TDP esetében a normalis (vad tipus) gént illetve fehérjét
expresszalé egerek szintén betegség jeleit mutattdk (noha nem olyan kifejezett

mértékben, mint a most ismertetett ALS-FUS modellben).

Az dllatkisérletes modelliinkben észlelt eredmények 0Osszhangban vannak a mas
betegségmodellekben ldtottakkal. Példaul a vad tipusu FUS overexpresszidja doézis-
dependens toxicitdst eredményez éleszté gombatenyészeteken (Fushimi és mtsai,
2011; Ju és mtsai, 2011), apoptotikus sejpusztuldst indukdl human prosztatardk
sejtvonalon (Brooke és mtsai, 2011). A Drosophila modellben a vad tipusu FUS
overexpresszidja dozis figgben csokkenti az élettartamot (Miguel és mtsai, 2012), a
lokomodcidé zavara jon létre, a motoneuronokban valamint a neuromuszkularis
junkcidban morfolégiai eltérések mutatkoznak (Chen és mtsai, 2011). Patkany
modellben az R521C ALS-t okozé FUS mutdcié overexpresszidja sulyos motoros

fenotipust eredményez és az allatok 10 hetes korukig elpusztulnak. Ez a
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neuromuszkuldris junkcio karosodasaval és mintegy 10%-0s neuronvesztéssel jart

(Huang és mtsai, 2011).

A mi, human FUS-t overexpresszald, egér modellliink, mint fentebb emlitettiik, szamos
hasonlésagot mutat a vad tipusu TDP-43-at overexpresszald modellhez (Xu és mtsai,
2010). Abban is a testsuly gyarapodas csokkenése, motoros diszfunkcid, tremor
jelentkezik. Mivel mind a TDP-43, mind a FUS ’ALS-fehérje’, a hasonldsagok indirekt
maodon arra utalnak, hogy az RNS-processzalas nagyon fontos mechanizmusa az ALS

kialakulasanak.

VIZSGALATOK TDP-43 PROTEINOPATIAKBAN

A TDP-43 citoplazmatikus misz-lokalizaciéjanak hatterében a nuklearis import
zavara (is) all

Az TDP-43 proteinopatiak (melynek két f6 komponense az amiotrofids lareralis
szklerdzis (ALS) és a frontotemporalis demencidk egyik csoportja (Neumann és mtsai,
2006a; Kwong és mtsai, 2008), az FTLD-TDP-43) jellemzdje, hogy a normalisan nuklearis
lokalizaciéju TDP-43 fehérje a sejtmagbdl ,eltlinik” (azaz itt nem detektalhatd) és a
citoplazmaban zdarvanyokat, aggregatumokat képez, ill. diffuz eloszlasban
felszaporodik (Ayala és mtsai, 2008). A TDP-43 mutdacid okozta kérallapotokban (ami
TDP-43 proteionopatidk csak nagyon kis szazalékaban fordul el6) (Sreedharan és mtsai,
2008a) szintén jellemzd ez az un. citoplazmatikus misz-lokalizacié (Barmada és mtsai,
2010; Winton és mtsai, 2008)(9. dbra). Ugyanakkor a kérdés nyitva maradt, hogy mi az
oka annak, hogy a TDP-43 proteinopatias esetek maradék, tulnyomé tobbségében a
nem mutans (azaz vad tipusd) TDP-43 is a citoplazmaban halmozédik fel. A mutdns
esetekben lehet(ne) azzal érvelni, hogy a mutans fehérje nukleusz és citoplazma kozotti
transzportja zavart szenvedhet, de a vad tipusu fehérje esetében is fennall ez, akkor
valdszinlleg nem a fehérje strukturalis elvaltozasdnak a kovetkezménye (Benajiba és

mtsai, 2009) mindez. Ezek alapjan gondoltunk arra, hogy azon mechanizmusokat
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vizsgaljuk, melyek a TDP-43 nukleusz és citoplazma kdzo6tti transzportjaban jelentdsek.
Munkdnkban (Nishimura és mtsai, 2010) azon faktorokat igyekeztiink feltérképezni,
amelyek a TDP-43 citoplazmabdl sejtmagba torténd importjaban szerepet jatszanak
(Sorokin és mtsai, 2007); a fehérje ugyanis a citoplazmaban szintetizalodik, majd a
magba jutva, dontéen ott fejti ki hatdsat, mint az RNS processzalds egyik fontos

reguldtora, valamint mas fontos nuklearis funkciok ellatdja (Choi és Dreyfuss, 1984).

9. dbra. A TDP-43 citoplazmatikus lokalizacéja a hippokampusz fascia dentata részletében
FTLD-TDP-ben. A bal oldali dbrdn a kizdrdlag a korios fehérjét jel616 antitesttel végzett reakcio,
a jobb oldali dbrdn a kdros és normdlis fehérjét egyardnt jelél6 antitesttel végzett reakcio
lathato. Nyil jelzi a kdros (citoplazmatikus zdrvdnyt képzd) fehérje aggregdtumot.

Humadn neuroblasztdma sejttenyészeten 82 nukleadris transzport funkcioju fehérje ellen
képeztink siRNS konstruktokat és vizsgaltuk, hogy mely nuklearis transzport fehérjék
ellen képzett siRNS-ek esetében halmozddott fel a citoplazmaban a TDP-43. Ezen,
szkrinelésnek is nevezhet6 folyamat eredményeként 5 transzport fehérje
felhalmozdddasat észleltiik az NUPL-1, NUP-62, NUP-54, a CAS és a Karioferin-Bétal. E
fehérjék egy része korabban is ismert volt, mint fontos nuklearis transzport fehérjék
(Kodiha és mtsai, 2008; Lee és mtsai, 2006). A tovabbi vizsgalatokban ezen 6t fehérje
szerepére fokuszdltunk a TDP-43 proteinopdtidkban. A glutation S-transzferaz ,pull-

down” esszékben a Karyopherin-Bétal szelektiven kotédott a TDP-43-hoz, tovabb
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erGsitve a feltételezéslinket, hogy ennek a fehérjének a TDP-43 megvaltozott
citoplazma-nukleusz iranyu transzportjaban szerepe lehet. A masik fehérje a CAS
(‘cellular apoptosis susceptibility’ fehérje) szerepét a ,,pull down” esszé egyértelmiien
nem bizonyitotta, de ennek jelent6sége mellett szél, hogy FTLD-TDP-s betegek agydban
ez extrém maodon csokkent expresszidju volt az agyszévetben, melyek mind a Western
blot mind az immunhisztokémiai vizsgalatok megerd@sitettek. Ezt a kilonbséget ugyan
nem észleltlik ALS gerincvel6i mintaiban, ami utal arra, hogy az FTLD-TDP és az ALS-
TDP a nagyon sok hasonldsag mellett kilonbdz6ségeket is mutat, példaul a TDP-43
citoplazmatikus misz-lokalizacidja vonatkozdsaban is. A tobbi fehérje szerepét azért
nem vizsgdltuk, mivel ezek nem esszencidlis részei az un. nuklearis pérus ('pore’)
komplexumnak, igy ezek feltehet6éen nem jatszanak specifikusan fontos szerepet a
TDP-43 proteinopatiakban. Természetesen ezek tovabbi vizsgalata is érdekes kérdés,
erre azonban a rendelkezésre allé er6forrasok, idé miatt sem kerilt sor vizsgalataink
keretében. Eredményeink megerdsitették, hogy a citoplazma és nukleusz k6zotti TDP-
43 transzportban szerepet jatszé fehérjék funkcidzavara fontos tényez6 lehet e

betegségcsoport patogenezisében.

A TDP-43 patoldgia és a tau hasitas zavarai (mis-splicing) nem mutatnak
osszefiiggést Alzheimer-kérban

Ismeretes, hogy az Alzheimer-kéros esetek mintegy 20-30%-aban TDP-43 patoldgia is
kimutathato. Ez dont6en a hippokampuszra és az entorinalis kortexre lokalilzalédik
(Arai és mtsai, 2009). Mivel a TDP-43 dontéen nuklearis fehérje, mely az RNS
hasitasban (’splicing’), stabilitasban fontos szerepet jatszik és nagy szamu gén
expresszidjat befolydsolja, citoplazmatikus miszlokalizacidja és aggregacidja
hozzdjarulhat az Alzheimer-kér patogeneziséhez is (legaldbbis azokban az esetekben
amikor az Alzheimer-kér jellegzetes tau és béta-amiloid patoldgiajahoz TDP-43
patoldgia is tarsul (Schraen-Maschke és mtsai, 2008; Leroy és mtsai, 2006)). Ez azéltal

is bekdvetkezhet, hogy kozvetve vagy kozvetlenil a tau hasitds zavarait (mis-splicing)
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eredményezi, illetve a fehérje expresszidjat befolyasolhatja. Mivel a tau 10-es exon
(E10) mis-splicing-ja patogén lehet Alzheimer-kér vonatkozdsaban, 6sszehasonlitottuk
olyan Alzheimer-kéros betegek agymintdit, melyekben TDP-43 patoldgia el6fordul,
illetve nem fordul el6. A neuropatoldgiai vizsgadlatok mellett a tau expresszidjat és a
splicing jellemzdit vizsgaltuk. A vizsgdlatokhoz kontroll (neuroldgiai illetve pszichiatriai
betegségben nem szenveddk) agyszovetét is hasznaltuk. Eredményeink azt igazoltak,
hogy a tau splicing a 10-es exon vonatkozdasaban nem mutat kilonbséget olyan
Alzheimer-kéros esetek kozott, melyekben van, illetve nincs jarulékos TDP-43
patoldgia. Erdekes tovabbi adat volt, hogy hatarértéki szignifikanciat taldltunk a 4R tau
emelkedése vonatkozdsaban az 0Osszes Alzheimer-kérost vizsgalva a kontrollokkal
szemben (Niblock és mtsai, 2016). A kozleményhez kapcsolddott az elsé szerzé Michael
Niblock PhD értekezése, mely sok neuropatoldgiai vizsgalati eredményt is tartalmaz.
Ezen tovabbi neuropatoldgiai eredmények kilon kdzleményként torténd publikalasa

terveink kozt szerepel.

Eredményeink 0sszegezve azt igazoljdk, hogy noha a TDP-43 RNS-t regulalé funkcidja
zavart szenvedhet azokban az Alzheimer-kéros esetekben, ahol TDP-43 pozitiv
inklazidk (zarvanyok) illetve egyéb TDP-43 patoldgiai eltérések vannak, a TDP-43 nem
jatszik dont6 szerepet a tau hasitas illetve expresszid regulacidjaban. Amennyiben a
TDP-43 patoldgia hozzajarul a klinikai tlinetekhez vagy patomechanizmushoz ezen
Alzheimer-koros esetekben, az nem a tau splicing illetve expresszié regulacidja altalunk

vizsgalt aspektusain keresztiil valosul meg.

Az optineurin szerepe neurodegenerativ korképekben

Az optineurin (OPTN) egy ubikviter 67 kDa-os citoplazmaticus fehérje, ami az agyban,
retindban, hardntcsikolt izomban kifejezett expresszidot mutat (Rollinson és mtsai; De
Marco és mtsai, 2006). Fontos szerepet jatszik az NF-kappaB szignal transzdukcids

utvonal regulacidjaban (Sudhakar és mtsai, 2009), a membran transzportban (Huber és
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mtsai, 1993) és exocitézisban és szdmos transzkripcidos faktorral mutat interakciot
(Moreland és mtsai, 2000), tovabba kot6dik a glutamat receptorhoz (Anborgh és mtsai,
2005). Az optineurin ritka ‘'missens’ mutdciéi a POAG-nek is nevezett (Park és mtsai,
2010) herediter primer ,,open angle” glaukémaban ismertek (Rezaie és mtsai, 2002) és
mutdcidk a csont Paget betegségével is kapcsolatba hozhatdk. 2010-ben egy familiaris
ALS-ban szenved6 japdan csalddndl el6szor a 10-es kromoszéma egyik régidjat sikerilt
azonositani, ahol a kés6bbiekben homozigdta pontmutdciot igazoltak (Chung és mtsai,
2010). Ezek utdn nagyszamu familiaris és sporadikus ALS eset genetikai vizsgdlataval
Ujabb mutdciot sikerilt igazolni (E478B) (a korabbi mutacié Q389X volt, aminosav
cserét eredményezve)(Maruyama és mtsai, 2010). Ezen mutdcidkat kontroll
esetekben, illetve glaukdémas esetekben nem sikerilt igazolni, azaz patogén
mutacidknak tarthatok. Ez tehat igazolta, illetve még inkabb alatamasztotta, hogy e
mutdcidk az ALS okozdi. gy 2010-ben az addig ismert ALS okozé gének (SOD1, ANG,
TARDBP, FUS, VAPB) utdn az OPTN is felkerilt az ALS-gének listajara. A 2010-ban a
Nature-ben megjelent publikdcioban egyetlen familiaris ALS esetet vizsgdltak
neuropatoldgiailag, melyben az E478 mutacié igazolddott (Maruyama és mtsai, 2010).
Anti-optineurin antitestekkel intracitoplazmatikus neurondlis inkluzidk (zarvanyok)at
sikerllt igazolni a gerincvel6 motoros neuronjaiban. A szerz6k sporadikusan ALS-ben
és SOD1 mutdcio kapcsan kialakuld familaris ALS-ben is taladltak ilyen inkluzidok
(zarvanyok)at, valamint fokozott diffuz citoplazmatikus immunopozitivitdst. Ezzel
szemben a kontroll esetekben a mellsé szarvi motoneuronokban nem voltak inkluzidk

(zarvanyok) és a citoplazmatikus optineurin szintje is alacsony volt.

Részletes klinikopatoldgiai vizsgadlatunkban (Hortobagyi és mtsai, 2011) az optineurin
mennyiségét, eloszlasat, sejttipuson bellli lokalizacidjat, a protein jellemzdit vizsgaltuk
immunhisztokémiai és biokémiai (Western blot) mddszerekkel. Nemcsak ALS-es
esetekben, hanem a neurodegenerativ proteinopatiak gyakorlatilag teljes spektrumat

feldlel6 szamos kérképben is kutattuk az optineurin jellemzéit.

Anyag és moddszerek: agy illetve gerincvel6 mintakat vizsgaltunk szovettanilag,

paraffinba agyazott (FFPE) mintakon. A Western blothoz az arra alkalmas fagyasztott

49



dc_1235 16

mintakat hasznaltunk fel. Az esetlista a kovetkezd betegségeket reprezentalta:
sporadikus ALS, familalis ALS (SOD1, ill. FUS mutdciéval), FTLD-TDP, FTLD-tau
(beleértve Pick betegséget is), PSP, CBD, taugén (MAPT) mutacid okozta FTLD-tau,
FTLD-FUS, Alzheimer-kér, DLB, Huntington betegség, spinocerebellaris ataxia lll-as
tipus (SCA Illl. vagy Machado-Joseph betegség). Emellett természetesen kontroll
eseteket is haszndltunk, ahol neuroldgiai betegségre utalé klinikai adatok vagy
neuropatoldgiai elvaltozasok nem voltak. A megfelel§ szoveti integritas biztositasa
érdekében a fagyasztott mintak esetében a pH az elfogadhaté tartomanyban volt

valamennyi kivalasztott esetben.

A betegek illetve a kontroll esetek demografiai adatait (életkor, nem, halalok stb.)

kozleményiink els6 szupplementer (S1) tablazatdban foglaltuk 6ssze.

A neuropatoldgiai feldolgozas és klasszifikacido a BNE ajanlasok, illetve a legfrissebb
publikaciok figyelembe vételével tortént. Az immunhisztokémiai expressziot
szemikvantitativ mdodon analizaltuk és a megfeleld statisztikai teszteket alkalmaztuk

(részletek a kozleménylinkben szerepelnek).

Szoveti microarray (TMA) vizsgdlata is tortént az esetek jelent6s részébdl,
parhuzamosan a standard méretdl szovettani blokkok analizisével. A TMA alkalmazasa
az antitestek optimalizalasa szempontjabdl is fontos volt. A vizsgalatokhoz 5 féle anti-
optineurin antitestet vizsgaltunk, ugyanis a munka egyik f6 aspektusa a megfeleld
antitest, illetve annak megfelel6 immunhisztokémiai protokolljanak a meghatarozasa
illetve megtalaldsa volt. Emellett az egyéb neurodegenerativ proteinopatiak
detektaldsara alkalmasak standard egyéb antitesteket is haszndltuk (tau, TDP-43, FUS,
poliglutamin, alfa-szinuklein). Az altaldnos cerebrdlis proteinopdtia marker ubikvitint
és p62 is vizsgaltuk. A kilonb6z6 anti-optineurin antitestek a fehérje kiilonb6z6
régidihoz kotédtek, igy vizsgalatunk tulajdonképpen egyfajta epitop-feltérképezésnek

is megfelelt.

Nagy hangsulyt fektettlink arra is, hogy jelent6s szamu, megfelel6en kivalasztott agyi

régiot vizsgaljunk a kiildnbozS betegségekben. igy a kivélasztott betegségekre
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jellegzetes régidokon (mint példdul a nukleusz kaudatusz Huntington betegségben,
hippokampusz Alzheimer-kdrban, a cerebellum SCA-ban) olyan régidkat is vizsgaltunk,
melyek nem, illetve kevésbé sulyosan érintettek a vizsgalt kérképekben. Ez is egyik

aspektusa volt az optineurin fehérje expresszidos mintazat analizisének.

Jelent6s szamu kett6s jeloléses vizsgdlatot is végeztlink immunhisztokémiai
modszerekkel. Ennek célja, értelemszerlien, annak vizsgalata volt, hogy az optineurin
milyen egyéb proteinopatiaban relevans fehérjékkel expresszalodik egyitt, illetve
mutat egylttes aggregdciot (ko-aggregdcid) vagy biokémiai jellegli fehérje-fehérje
kapcsolatot. Ahol volt kettds jel6lés, ott kvantitativ analizist is végeztiink. Ehhez t6bb,
mint 500 sejtet vizsgaltunk minden esetben és az egyes illetve kettes jeldlt sejtek

szdzalékos aranyat hataroztuk meg.

A biokémiai vizsgalatainkhoz (Western blot médszerrel) fagyasztott mintarészleteket
hasznaltunk. Mint korabban emlitettiik, a szoveti integritas megfelel6 mértékét
biztositandd csak olyan mintakat hasznaltunk, ahol a pH az irodalomban elfogadott
tartomanyban volt, illetve a posztmortem idé is lehet6leg 24 éran belili volt. A kontroll
csoportként vizsgdlt esetek a szoveti integritds szempontjdbdl is statisztikailag
hasonlék voltak a betegcsoporthoz, ugyanis ezeket ennek megfelel6en szelektaltuk és

allitottuk Ossze.

A gerincvel6i mintak esetében mikrodisszekcidval tavolitottuk el a mellsé szarvat, ahol
a motoneuronok helyezkednek el. Azért alkalmaztuk ezt a mddszert, mert egyébként
feltételezéseink szerint a motoneuronok csak olyan kis szamban lettek volna
reprezentdlva a mintdban, hogy a motoneuron-specifikus expresszié detektaldsahoz az
alkalmazott madszerek szenzitivitasa nem lett volna megfelel6. A Western blot
vizsgalat eredményeit kvantifikaltuk. Neuronalis markerként béta-3 tubulint és
altalanos sejtmarkerként Hiszton-3 (H3) mennyiségi vizsgalatat is elvégeztik; a vizsgalt
fehérje (optineurin) expresszidjat az altaldnos fehérje szint illetve sejt-denzitds
(sejtszam) vonatkozdsdban is elemeztiik. [gy megelézhetd, illetve jobban

kikliszobolhetd, hogy olyan ’fals negativ’ eredményeket kapjuk, amelynek oka nem az
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expresszido csokkenése, hanem a neuronszam redukcidja. Ezen megkozelitési mod
gyakran alkalmazott neurodegenerativ illetve egyéb, jelentés sejtpusztulassal jard
betegségek biokémiai vizsgdlatakor. Megfelel§ statisztikai teszteket alkalmaztuk

(részleteket lasd kdzleményiinkben).

Eredmények: Az 6t vizsgalt optineurin ellenes antitest kozil a zarvanyok (inkluzidk)
kimutatasdra legalkalmasabb a nyulban termelt poliklondlis antitest, melyet a teljes

optineurin fehérje ("full length’) ellen termelt antitest. Ez az antitest kereskedelmi

10. dbra. OPTN immunhisztokémia a gerincvel6ben kontroll, sporadikus ALS (SALS), SOD-1
mutdns familidris ALS (FALS) és ALS-sel tdrsulé FTLD esetén. Zdrvdnyok és diffuz
citoplazmatikus jel Iathato a neurodegenerativ korképekben. (Hortobdgyi és mtsai, 2011)

forgalomban elérhet6, a Sigma cégen keresztiil (HPA 3360 szdmon). Az OPTN-C és
OPTN-I antitestek (melyeket a 2010-es Nature kdzleményiikh6z (Maruyama és mtsai,
2010) szintén elfogadhaté eredményt ad a kerek illetve a szalcsas inkluzidk (zarvanyok)
kimutatasara, mind a gerincvel6i motoneuronokban, mind az agyi kimetszésekben.
Ezekkel az antitestekkel a kontroll (neuroldgiailag egészséges) egyedekbdl szarmazé
kimetszések diffuz, altaldban gyenge, citoplazmdas neurondlis jel6l6dést mutattak,
inklazidk (zarvanyok) nélkil (10. dbra). Noha az inklazidk (zarvanyok) kimutatdsara a
Sigma antitest volt a legmegfelel6bb, 6sszehasonlité elemzésiink szerint az optineurin

citoplazmatikus jel6l6dés-intenzitdasanak vizsgalatara az OPTN-C és az OPTN-
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antitestek jobbnak bizonyultak a tobbinél, beleértve a Sigma cég forgalmazta antitestet
is.

Eredményeinket roviden 6sszefoglalva kiemeljik, hogy az optineurin immunopozitiv
zarvanyok a sporadikus ALS esetek 34%-aban és FTLD-TDP esetekben kozel hasonlo
mértékben (33%-ban) igazolddtak. Familidris ALS-ben (SOD1 illetve FUS mutdcio
kapcsan) optineurin-pozitiv zarvanyokat nem észleltlink, miként FTLD-FUS esetekben
sem. Kisszamu Alzheimer-kéros esetben kevés optineurin-pozitiv inkluziét talaltunk, de
ezek nem ko-lokalizaltak sem a koéros tau, sem a koéros TDP-43 fehérjével, azaz
patogenetikai jelent8ségiik kérdéses. Erdekes mddon, melyet késébbi, masok &ltal
végzett kutatasok is megerGsitettek, Huntington-kér esetén is észleltlink eltérést az
optineurin immunhisztokémiai expresszidjadban mégpedig szemcsés (granuldris)
immunopozitivitas formajaban. Egy masik, mozgasi zavarral jard neurolégiai kérkép, az
SCA3 esetében hasonlét nem észleltlink. Optineurin-pozitiv zarvanyokat egyaltalan

nem észleltlink FTLD-tau és egyik alfa-szinukleinopatia esetében sem.

A biokémiai (Western blot) vizsgalatok az FTLD-TDP betegek agyaban és a sporadikus
ALS betegek gerincvel6jében a kontrollokhoz képest csokkent optineurin szintet
igazoltak. Ez azonban korreldlt a jelentdés mértékben csokkent neuron szammal, azaz

nem jelent valds csdkkenést a tulélé neuronok vonatkozasaban.

Miként az egyéb neurodegeneracioban érintett koéros fehérjék vonatkozasaban
ismeretes, az optineurin vonatkozasaban is észleltlink glidlis (elsésorban
oligodendroglidlis)  optineurin-pozitiv  inkldziok  (zarvanyok)at, tovabba az
intracitoplazmaticus neurondlis zarvanyokon kivil disztréfids neuritekben is tobb
helyen er6s optineurin expresszié mutatkozott. Ez egybecseng az egyéb kéros fehérjék
vonatkozasdban latottakkal, példdul a koros (hiperfoszforildlt) tau is jelent6s disztrofias
neurit, illetve neuropil fonal expressziot mutat a klasszikus neurofibrillaris kétegek

jelenlétén tul; ugyanez megdllapithato az alfa-szinuklein, TDP-43 vonatkozasaban is.

A TDP-43 és Optineurin immunfluroszcens ko-lokalizaciés vizsgdlata alapjan

megallapithatjuk, hogy az Optineurin-pozitiv strukturak csak nagyon ritkan ko-
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lokalizalnak a koéros TDP-43-mal (a kéros TDP-43 kimutatdsara un. foszforilacio-
specifikus (pTDP-43) antitesteket alkalmaztunk). Ezt a kvantitativ analizis, melyet

statisztikai vizsgalat kdvetett, szintén megerdésitette.

Az Optineurin-pozitiv inkluzié agyi, illetve gerincvel6i jelenléte nem mutatott
korrelaciét a klinikai fenotipus, betegségtartam, demografiai jellemzék valamelyike
vonatkozasdban a statisztikai analizis szerint. Megemlitendé azonban, hogy azon
betegek, melyekben optineurin pozitivitast taldltunk hosszabb tulélést mutattak
(p=0,08 statisztikai értékkel, azaz kozel szignifikdns eredményt taldltunk).
Megjegyezzlik, hogy a szoveti integritast jelzd faktorok (azaz posztmortem karosodas
mértékére utald valtozék), ugymint a szoveti pH és a posztmortem id6, érdemben nem

befolyasolta az Optineurin immunoreaktivitast.

A biokémiai (Western blot) vizsgalatok, (mint fentebb irtuk) a kontrollhoz képest
csokkent szintet mutattak, mely a neuronszam csdkkenésével 6sszefliggésbe hozhato

és annak kovetkezményének tarthato.

Vizsgalatainkat Osszegezve megallapithatd, hogy az Optineurin-pozitiv inkldziok
(zarvanyok) relative ritkdk és a TDP-43 proteinopatiak kozé tartozd ALS és FTLD-TDP
esetek kis részére szoritkoznak. Eredményeinket a neurodegenerativ betegségek széles
skalajanak vizsgalatara alapozzuk. Mindez nem tamogatja azt a korabban tett feltevést
(melyet az OPTN mutacio kapcsan a japan szerz6k posztuldltak), hogy az Optineurin és
az Optineurin-tartalmu zarvanyok kdzponti szerepet jatszanak az ALS patogenezisében,
miként a rokon kdrképek (Ugymint FTLD-TDP) és egyéb neurodegenerativ kdrképek
vonatkozasdban sem igazolddott ez. Mi lehet akkor az oka, hogy az Optineurin mutacié
motoneuron betegséget okoz? Erre biztos valasz még nem adhatd. Lehetséges
azonban, hogy az ALS-ben detektalt mutacid a protein transzportban jatszik szerepet
(Park és mtsai, 2010), a koéros protein transzportalds (trafficking) pedig ismert
patomechanizmusa a motoneuron betegségnek. Ugyanakkor az is ismeretes, hogy az
optineurin  szintet egyéb faktorok is befolydsoljdk, uUgymint a magas

proinflammatorikus citokin szint, (Tezel, 2008) — ennek ALS-ben szintén ismert az
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upregulacidja. Vizsgalataink azt is igazoltak, hogy a optineurin-pozitiv inkluzidk
(zarvanyok) ubikvitinilaltak. Ez nem meglepd, mivel az optineurinnak poliubikvitin koté
régidja van (Zhu és mtsai, 2007). Vizsgalatainkat kovet6en szamos, az optineurin
szerepét vizsgald munka tortént, ezek megerdsitették, hogy az optineurin nem jatszik
olyan kozponti szerepet a neurodegenerativ korképek (kilonos tekintettel az ALS és a
FTLD-TDP-re) vonatkozasdban, mint a f6 neurodegenerativ proteinopdtia fehérjék

(ugy, mint tau, alfa-szinuklein, Béta-amiloid, TDP-43, FUS, poliglutamin).

A TDP-43 RNS kotohelyeinek és az RNS hasitas (splicing) szabalyozasban
jatszott szerepének vizsgalata

A TDP-43 kdzponti szerepe a neurodegenerativ korképekben 2006-ben Neumann ill.
Arai parhuzamosan megjelent kézleményei alapjan valt ismertté és forradalmasitotta
a neurodegenerativ betegségek kutatdsat, csoportositdsat (Arai és mtsai,
2006)(Neumann és mtsai, 2006a). A TDP-43 dontSen nukledris fehérje, amelynek mar
kordbban ismert volt a transzkripciét, az alternativ hasitast (splicing) és az RNS
stabilitast befolyasold szerepe (Buratti és Baralle, 2008; Kuo és mtsai, 2009). A TDP-43-
nak két RNS felismeré motivum (RRM) doménja van, melyek nagy affinitassal kotnek
un. UG-gazdag szekvenciakhoz (Buratti és Baralle, 2001). A TDP-43 misz-lokalizacidja
(azaz a nukleuszbdél a citoplazmaba torténé ,athelyez6dése”) az ALS és a FTLD
patogenezisének fontos lehetséges faktora (Buratti és mtsai, 2010). TDP kdzponti
szerepét a mutacid kapcsan kialakuld familiaris ALS illetve ritkan FTLD is igazolja
(Sreedharan és mtsai, 2008b). Az tovabbra sem tisztazott, hogy a TDP-43, mely e
betegségekben citoplazmatikus zdrvanyokat képez, toxikus funkciényerés révén vagy
pedig a normal funkcio elvesztése miatt (gain of function ill. loss of function) okozhatja
a neuron pusztulast illetve a neurodegenerativ korképek kialakulasat; az sem kizart,
hogy mindkét mechanizmus szerepet jatszik (Sephton és mtsai, 2011). Angol és szlovén
munkacsoportokkal k6zos vizsgalatunkban a TDP-43 elleneshez vald két6dési helyeit

(un. RNS-targeteket) és az RNS alternativ hasitas (splicing) TDP-43 altali regulacidjat
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vizsgaltuk. Ehhez egy akkor forradalmian Uj moddszert, az un. individual-nucleotide
resolution clip (iCLIP) mddszert (Konig és mtsai, 2010) alkalmaztak genetikus kollégaim.
Vizsgdlatainkhoz posztmortem agykéreg szovetet haszndltunk, egészséges (azaz
neuroldgiai illetve pszichiatriai betegségben nem szenvedd) és FTLD-TDP betegek
agyabdl. A munka jelentéségét az is jelzi, hogy ez volt a legelsé vizsgalat a vildgon,
amely posztmortem human agyszoveten vizsgdlta a protein-RNS interakciét. Ehhez
kiemelt fontossagu volt a vizsgalatra megfelel§ szovetek, esetek pontos kivalasztasa,
neuropatoldgiai karakterizalasa, a szoveti jellemz6k analizise, melyben fontos szerepet
jatszottam. A moddszer optimalizdlasa posztmortem szévetmintdkra kritikus,
munkaigényes és innovativ fazisa volt a vizsgalatoknak. Az er6feszitéseket siker
koronazta, ugyanis nagyszamu TDP-43-ellenes kot6helyet sikerilt azonositani a
mintakban. Ezek tobbsége intronokat, hosszi nem kddold RNS-eket (long noncoding
RNA) és intergenikus transzkripteket azonositott, melyek jellegzetesen sok un. UG-
gazdag motivumot tartalmaztak. A TDP-43 alternativ splicing regulatios szerepét TDP-
43 knock down vizsgalatokkal is igazoltuk neuroblasztéma sejtvonalon, nagyszamu
splicing eltérést igazolva tébb, mint 150 exonban. Ezen terilletek és kornyezetiik
vizsgdlata fontos adatokkal szolgdl, illetve betekintést nyudjt abba, hogy a TDP-43
miként vesz részt a splicing reguldcidjaban. Azok az exonok, melyeket a TDP-43 (is)
reguldl, nagyszamu olyan gént tartalmaznak, melyek a neuradlis fejl6désben és szamos

neurodegenerativ kérképben kulcsszerepet jatszanak.

A TDP-43 knock-down kisérletek abbdl a szempontbdl is jelentések (Fiesel és mtsai,
2010), hogy segitenek olyan alternativ splicing valtozasok meghatarozasara, amelyek a
sejtmagban alacsony TDP-43 szint esetén relevansak. Ugyanis a TDP-43
proteinopatidkban (ALS ill. FTLD betegségek nagy csoportjai ezek) pontosan ez a
jellegzetes, neuropatoldgiailag észlelhet§ morfoldgiai elvaltozas: a fizioldgiasan
nuklearis TDP-43 szintje kritikusan csokken a sejtmagban és extrém mértékben
fokozddik a citoplazmaban, ahol zarvanyképzédéssel is jar. Az eredmények igazoltak,
hogy a TDP-43 szerepe a splicing regulacidjaban nagyon szorosan fligg attél, hogy a

pre-mRNS melyik részéhez kotédik. Olyan fontos fehérjék alternativ mRNS hasitasat
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reguldlja a TDP-43, mint a bcl-2 (az apoptotikus szigndlizacids kaszkad kulcsfontossagu
fehérjéje, mely anti-apoptotikus hatasu (O’Connor és mtsai, 1998)), a CNTFR (cilidris
neurotrofikus faktor receptor; Yang és mtsai, 2009), melynek szerepét ALS-ban is
igazoltak, az MADD (MAP-kinaz aktivalé death domén), mely fontos szerepet jatszik
homeosztatikus stressz korilmények kozott a neuronok tulélésében és Alzheimer-
kérban is ismeretes szerepe; az MEF2D (myocyte enhancer faktor 2D) mely szintén a
neuronalis tulélésben jatszik fontos és Parkinson-korban is ismert szerepe; a COK5RAP2
(CDK5 reguldcios alegység-asszocidlt 2-es fehérje), ami a neuronalis progenitor
‘sejtpool’ fenntartasaban jatszik szerepet és koros funkcidja primer autoszomalis
recessziv mikrokefalidat okoz; a CTNND1 (katenin delta 1), mely a dendritikus tiskék
fenntartasaban, kialuldsaban fontos és a cri-du-chat mentalis retardacios
szindrdmdban jelent6s; a KIF1B (kinezin csaladtag 1B), mely az axonalis vezikuldris
transzporthoz sziikséges és a Charcot-Marie-Tooth neuropatidban igazolt a szerepe.
Emellett szamos olyan gént illetve azt kddold fehérjét igazoltunk, melyek a normalis

neuronadlis mikodésben kézponti szerepet jatszanak.

A TDP-43 az 6sszes DNS-r6l RNS-re atirt gén kozel harmadahoz kotédik. Emellett sok
olyan RNS-hez is kapcsolddik, melyek nem fehérjét kddoldk (de ezek az RNS-ek is fontos
szerepet jatszanak a gént6l a fehérjéig tartdé komplex folyamat

szabalyozasaban)(Tollervey és mtsai, 2011).

Noha azoknak a géneknek a szdma nem magas, melyeket a TDP-43 kozvetlendl
szabdlyoz, ezek a gének azonban olyan fehérjéket termelnek, melyek neuroldgiai-
pszichiatriai koérképekben fontos szerepet jatszhatnak, példdul Parkinson-kor,

Alzheimer-kor esetében, valamint ALS-ben (Miklossy és mtsai, 2008).

Ezen vizsgalatok eredményeit 6sszegezve megallapithatjuk, hogy munkank a TDP-43
splicing—regulacids funkcidjanak az elsé részletes jellemzése human agyszovetben,
mind egészséges egyedekben, mind neurodegenerativ kérképben szenvedd betegek
vonatkozasdban. Ez a TDP-43 RNS-hez kotédésének alapos megismeréséhez jarult

hozza, mind a normalis, mind a fenti betegségekben érintettek esetében. A vizsgalatok
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szamos tovabbi kutatas kiindulépontjava valt, amelyet a nagyszamu citacio is igazol

(Tollervey és mtsai, 2011a).

Az alternativ RNS hasitas (splicing) az id6s6d6 agyban és neurodegenerativ
korképekben

Az életkor el6rehaladasa, az 6regedés, a neurodegeneracio legfontosabb rizikofaktora
(Somel és mtsai, 2010). Ez a fontos evidencia, amit ,,az utca embere” is természetesnek
tart, meglep6 moddon nincs sulyanak megfeleléen a kutatdsok fokuszaban.
Neuropatolégiai viszgalatok is alatdmasztjdk (elég csak a rutin mindennapos
neuropatoldgiai gyakorlatra utalni), hogy az 6regedés és a neurodegenerativ kérképek
szamos atfedést mutatnak és kdzottik az dtmenet egyfajta ,,sziirke zonanak” tarthaté
(Miller és mtsai, 2008; Erraji-Benchekroun és mtsai, 2005). Az 6regedé agy vizsgdlata
megfelel§ alapossdggal, multicentrikus tanulmanyok keretében csak ez elmult
id6szakban kerilt a neuropatologus kozosségben az 6t megilleté fontos helyre.
Alafuzoff és munkatarsai (koztiik az értekezés szerzGje) 2012-es munkaja (Alafuzoff és
mtsai, 2012) megtett néhany alapvetést, melyekre épllve aztdn tobb, jelenleg is
folyamatban Iévé munka kezd6dott. llyen pl. a Bristoli Egyetemen koordindlt VCING
(vascular cognitive impairement tanulmany), melynek kézirata mar benyujtasra kertilt,

megjelenése remélhetbleg hdnapokon bellil megtorténik.

A Genome Research-ben publikalt kozleménylink (Tollervey és mtsai, 2011b), mely
ezlttal is angol és szlovén, tovabba Egyesiilt Allamokbeli munkacsoportok
kozremU(kodésével késziilt, bizonyos szempontbdl tovabbvitele a Nature
Neuroscience-ben szintén 2011-ben megjelent, a TDP-43 szerepét vizsgalé munkanak
(Tollervey és mtsai, 2011a). A kisérletek is jelentSs részben atfedéssel, parhuzamosan
folytak. Ezen munkaban az 6regedd agyban és két fontos neurodegenerativ korkép, az
Alzheimer-koér és az FTLD (frontotemporalis lobaris degeneracid)-ban vizsgdltuk az
alternativ RNS hasitas (splicing) jellemzGit, a fehérje szintl elvaltozasokat is analizalva.
Ez az elsé atfogd munka, mely a kérdésfelvetést az 6regedés és a neurodegenerdcio
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vonatkozasaban részletes tanulmanyban vizsgalta. Az eredmények kozul kiemelendd,
hogy a kognitiv funkcidjukban normadlis (egészséges) egyedekben az id6s kor kapcsan
kialakuld splicing valtozasok 95%-a mind az FTLD, mind az AD esetében kimutathaté
volt (a betegek esetében pedig életkortdl figgetlenil). Ezen elvaltozasok szoros
Osszefliggést mutattak a PTBP fliggd hasitasi aktivitassal (polypyrimidine tract-binding
protein). Az életkor és a beteg allapotban egyarant megfigyelhet6 elvaltozasok mellett
betegség-specifikus splicing elvaltozasokat is igazoltunk mind AD, mind FTLD
vonatkozasaban; ezek tehat az egészséges egyedekben nem azonosithatdk. Ezek az
elvaltozasok a 'neuro-oncological ventral antigen’ (NOVA)-fligg6 splicing regulacio
csokkenésével hozhatdk kapcsolatba (Jensen és mtsai, 2000; Ule és mtsai, 2006),
melyet a nukledris NOVA fehérjék menyiségének csokkenése is aladtamaszt. Amint
varhatd volt, a neuronalis gének kozlil soknak nagyfoku alul regulacidja igazolddott,
mig a demencidval vagy egyéb kognitiv deficittel nem terhelt (ilyen szempontbdl
egészségesnek tarthatd) egyedek esetében mérsékelt reguldcié csokkenés (Down-
regulatio) igazolddott neuronalis, s6t glidlis gének vonatkozasaban is. Eredményeink
fontos kapcsolatokat igazolnak az 6regedés és a neurodegeneracié kozott, melyeknek
a betegségek jobb megértése, s6t, a prevencid vonatkozasdban is nagy jelentéségiik

lehet.

Ehhez a munkdahoz a klinikopatoldgiai analizissel jarultam hozza, mely a betegek
kognitiv statuszara vonatkozd klinikai adatok gy(jtését, szoveti jellemzék alapos
vizsgdlatat, a mintdk izolalasat, az eredmények értékelésében jatszott kozrem(ikodést
is magaba foglalta. A kézirat elkészitésében, annak végsé formdjanak kidolgozasdban

is jelentds szerepet jatszottam, melyet a 14 szerz6s munkanak 3. szerzésége is jelez.

A vizsgalt betegek életkora 16 és 102 év kozott valtozott. A gén-ontoldgiai analizis
érdekes eredményekkel szolgdlt: mig az Oregedéssel kapcsolatos génexpresszid
valtozasok els6sorban metabolikus folyamatokat érintenek, addig a betegség-
specifikus elvaltozdsok neuron-specifikus funkciok valtozasaval (kdrosodasaval, illetve

kompenzatérikus mechanizmusok aktivalédasaval) jarnak, melyek kozil a szinaptikus
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transzmisszié és az ion csatorna gének igazolddtak kiemelt fontossdgunak (Tollervey és

mtsai, 2011b).

Erdekes médon az oligodendrocita-specifikus gének mutattak a legnagyobb életkorral
kapcsolatos expresszid csokkenést, ami talan kapcsolatba hozhaté az Alzheimer-

kérban egyre jobban vizsgalt és felismert oligodendroglialis patoldgidval.

A vizsgdlat fontos konklUzidja, hogy (noha az 6regedés és a neurodegenerdcié kozott
jelent6s atfedés is van), egyértelmd és lényeges kilonbségek is kimutathatdok, melyek
azt tamasztjak ald, hogy a neurodegeneracié nem ,felgyorsult 6regedés”, mint ez

hipotézis, ill. 6tlet szintjén id6nként félmeril a tudomanyos kdzdsségben.

A vad tipusu TDP-43 elGsegiti a mutans TDP-43 altal kivaltott progressziv motor

és kortikalis neuronalis degeneraciot, ALS patoldgia jellemzéivel

E transzgenikus egérkisérletek jelent6sége, hogy egy olyan allatmodellt
karakterizalnak, mely a human ALS-nek megfelel6 jellemzdikkel rendelkezik. Ez
jelent6s, mert a korabbi TDP-43 proteinopatia allatmodellek (Ayala és mtsai, 2011;
Kraemer és mtsai, 2010; Wu és mtsai, 2010; Chiang és mtsai, 2010; Wu és mtsai, 2012;
Wils és mtsai, 2009; Stallings és mtsai, 2010; Xu és mtsai, 2011; Xu és mtsai, 2010 ;
Arnold és mtsai, 2013 ; Wegorzewska és mtsai, 2009 ; Janssens és mtsai, 2013 ; Guo és
mtsai, 2012 ; Esmaeili és mtsai, 2013) a human ALS morfoldgiai és klinikai jellemzéit
csak részben (vagy még ugy sem, mert pl. embriondlis korban letdlis) mutatjak. A mi
modelliink (Mitchell és mtsai, 2015) esetében a vad tipusi human TDP-43-at
fokozottabban expresszald (‘overexpresszald’) egerek sem ’klinikai’, sem patoldgiai
szempontbdl nem mutatnak koéros elvaltozdsokat. Ezzel szemben, a human mutans
TDP-43-at fokozottan expresszalo egerek életkor-fligg6, meglehetésen enyhe motoros
és patoldgias fenotipust mutatnak. Erdekes és fontos, hogy amennyiben a vad tipusu
és a mutans TDP-43 ko-expresszalédik, a TDP-43 patoldgia és az ALS ’klinikai’
fenotipusa mar korai életkorban jelentkezik, gyorsan progredial. Neuropatoldgiai

vizsgalattal e keresztezett egerek sulyos a neuronvesztés, nagyfoku az asztroglialis
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reaktiv patoldgia, fokozott a citoplazmatikus TDP-43 akkumulacié és az inszolubilis
(detergens rezisztens) TDP-43 tartalom (ez utébbit Western blot vizsgalattal igazoltuk).
A koéros lokalizacio ("miszlokalizacid’) és az aggregacio a fehérje szinten jelentkezett,
amiigen fontos jellemz6 a human ALS-ben is. Az eredmények arra utalnak, hogy a TDP-
43 mutdns formajanak nukleuszbdl citoplazmaba torténé nagyfoku athelyezédése és
korai aggregacidja egyfajta magot (kristdlyosodasi pontot) jelent és a vad tipusu
(normdlis) TDP-43 gyors és irreverzibilis felhalmozéddsat okozza ezen
aggregatumokban, ami a betegségfolyamat rapid lefolydsat indokolja. Hasonld
jelenséget taldltunk FUS proteinopatiakban a stressz-granulumok vonatkozasaban

(Vance és mtsai, 2009)

Noha a TDP-43 gén (TARDBP) mutacié okozta ALS-sel ritka, az allatmodelliinkben
megmutatkozé mechanizmus a sporadikus ALS vonatkozasaban is relevansnak latszik.
A TDP-43 aggregacio gatlasa, valamint a misz-lokalizacié megakadalyozasa az ALS-ben
(és egyéb TDP-43 proteinopatidban, ugymint FTLD-TDP) fontos terdpias célpont lehet
és a betegség gyodgyitasanak Uj atjait nyithatja meg. Ezen modellekben kilonb6z6
gyogyszer-targetek vizsgalhatdék, melyek a preklinikai gydgyszerkiprobaldasokhoz

kivaléan megfelelnek.

A TDP-43 ko-lokalizacidjanak vizsgalata az ubikvitinilalt zarvanyokban,
kiilonb6z6 ALS tipusokban és egyéb neurodegenerativ kdrképekben

A TDP-43 az ALS és az ALS-hez kapcsolédé egyéb TDP-43 proteinopatidk (pl. FTLD-TDP)
jellegzetes inkluzid (zarvany)-képz6 fehérjéje. Ennek jelentésége a TDP-43 gén
(TARDBP) mutacidja és az ALS kozotti kapcesolat igazoldsa utan kiemelt fontossaguva

valt.
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11. dbra ALS-TDP. Ubikvitin (fels6 kép) p62
(kbzépen) illetve TDP-43 immunhisztokémiai
detektdldsa a gerincvel6i motoneuronokban.

62

Ebben a tanulmanyban (Maekawa és
mtsai, 2009), mely a mutacid és a
betegség kapcsolatat igazolo,
szintén 2009-ben megjelent
kozlemény utdn nem sokkal jelent
meg, kiilonb6zé ALS tipusokban és
egyéb neurodegenerativ
korképekben vizsgaltuk a TDP-43 és
az ubikvitinilalt zarvanyok
egyuttallasat (ko-lokalizaciojat).
Ennek azért (is) van jelent&sége,
mert a zarvanyok vonatkozdsaban
fontos  kérdés, hogy milyen
fehérjékbdl 3allnak. Ennek egyik
relative egyszerd vizsgdlati mddszere
az immunhisztokémia, kett6s
jeloléses modszerekkel, ill. egymast
kovetd szovettani metszeteken (un.
konszekutiv metszeteken)(11-12.
abrak). A vizsgalathoz a betegségben
érintett relevans agyi, ill. gerincvel6i
terlleteket  vizsgaltunk.  Szdmos
antitestet analizdltunk, a vizsgalat
fonos rész volt ezek tesztelése, az
optimalis immunhisztokémiai
metodika  beadllitdsa. A  munka
érdekessége, hogy egy ritka ALS tipus
(az an. Guam-szigetcsoportra

jellemz6é familidris ALS) eseteit is
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bevontuk a tanulmanyba, melyhez John Steele, a Csendes-6cedni szigetcsoporton
dolgozd neuropatolégus egylittmikodését is meg tudtuk nyerni. Ez utébbi esetek
begyljtése azért is fontos volt, mert az egyik Guam esetben a TDP-43
immunoreaktivitds a koros (hiperfoszforildlt) tau-val ko-lokalizalt. Azéta egyre tobb
tanulmany igazolja, hogy a tau-patoldgia a TDP-43 proteinopdatidkban is fontos
szerepet jatszik (Michael Strong és munkacsoportja London, Ontario, Kanada,
egyetemérdl végez kiemelkeddé munkat e teriileten; Behrouzi és mtsai, 2016; Woolley
és Strong, 2015; Tibshirani és mtsai, 2015; Campos-Melo és mtsai, 2014; Campos-Melo
és mtsai, 2013).

A vizsgalat tovabbi fontos eredménye volt, hogy (noha csak egyetlen esetben) a SOD-
1 mutdcidé kapcsan kialakuld familidris ALS (FALS) esetében, melyben a mutacié miatt
kialakuld His-48-Gln aminosav csere okozta betegséget, sikerllt olyan neuront talalni,
ahol a TDP-43 immunoreaktiv az inklUzidban. Ez azért jelent8s, mert azt igazolja, hogy
a SOD-1 mutans FALS nem mindig TDP-43 negativ. Ez azonban nem valtoztat azon a
tényen, hogy az esetek dont§ tobbsége valéban a SOD-1 FALS nem TDP-43
proteinopdtia. Az egyéb ALS tipusokban a TDP-43 az esetek dont6 tobbségében (de
nem mindig) szabdlyos ko-lokalizaciot mutatott az ubikvitinilalt illetve p62 pozitiv

inkluzidk (zarvanyok)kal.

12. dbra. Sorozatmetszeteken az ubikvitin (A), p62 (B) és TDP-43 immunhisztokémia, mely
nerurondlis citoplazmatikus kolokalizdciot is igazol. (Strong, Hortobdgyi és mtsai, 2011)

Az eredmények tehat megerdsitették a feltevést és hipotézist, hogy a TDP-43 az
ubikvitinilalt inklUzidk (zarvanyok) része a TDP-43-proteinopdatia csoportba tartozé ALS

esetén. Ezen azonban nem kizardlagos, miként azt a munkankban igazolt kivételek is
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igazoljadk. A neuroldgiai illetve pszichidtriai szempontbdl normalis (egészséges)
kontrollok esetében TDP-43 immunoreaktiv zarvanyok nem igazolddtak és ezen esetek
negativak voltak p62, ubikvitin, hiperfoszforildlt tau, pan-neurofilament, alfa-
szinuklein, cystatin-C vonatkozasaban (azaz egyéb neurodegenerativ proteinopatiara

utalé jeleket sem mutattak).

A VAPB transzgenikus mutans egérben TDP-43 proteinopatia alakul ki ALS
jellegzetes neuropatoldgiai elvaltozasaival

A VAPB, fiziologias kortlmények kozott, az endoplazmatikus retikulumra lokalizalt
fehérje (Anagnostou és mtsai), melynek egyre tébb adat szerint a mikrotubulusokkal is
kapcsolata van. Noha funkciéja nem ismert pontosan, szerepe lehet az
endoplazmatikus retikulum és a Golgi kozotti fehérje transzportban, az
endoplazmatikus retikulum stressz allapotaiban, valamint az un. ‘'unfolded protein
response’ (UPR)-ben (Bernales és mtsai, 2006). A VAPB az efrin receptorok ligandjaként
is ismert (Tsuda és mtsai, 2008). Az azonban nm vildgos, hogy a VAPB nem megfelel6
m(ikodése illetve strukturaja miképp jarul hozzd a motoneuron betegség
kialakulasahoz. A sejten bellli eloszlasa, megvaltozott aggregdacid képessége hozhat
létre olyan fehérje zarvanyokat, melyek egyrészt a normalis mikodést nem teszik
lehet6vé, mdsrészt e zarvanyokba bevont fehérjék funkcidja is elveszhet (Suzuki és
mtsai, 2009). Tovabba (miként ez neurodegenerativ betegségekben &ltaldban
feltételezett), toxikus funkcidja is lehet e kéros fehérje zarvanyoknak (Bruijn és mtsai,
1997). Az eddigi, els6sorban sejtbioldgiai, kisérletek alapjan azonban ugy tlinik, hogy a
VAPB-nek a jellegzetes mutdcidja (P56S) ugynevezett funkcidvesztéses ('loss of
function’) mutdcio (Teuling és mtsai, 2007). A P56S mutdcié (Kanekura és mtsai, 2006)
azért is kiemelkedd jelent6ségli, mert egy ritka ALS formaban, mely ALS-8-nak is
neveznek, a betegség és motoneuron pusztulas okozdja lehet (Suzuki és mtsai, 2009).
Ez a betegség néhany brazil, illetve onnan kivandorolt csaladban figyelhet6 meg

(Eurépaban elsGsorban a Benelux Allamokban és a kézeli német teriileteken). Erdekes
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maodon ez az ALS forma nagyon lassan progredial, az egyik legenyhébb fenotipusu ALS.
Sokaig nem is vélték motoneuron betegségnek, de mind klinikai, mind neuropatoldgiai

szempontbdl ma mar annak tarthaté (Kanekura és mtsai, 2006).

Az, hogy a mutans VAPB miként okoz motoneuron pusztuldst, kevéssé ismert. A TDP-
43 proteinopatia csoport felfedezését, leirasat kovetSen (illetve azzal parhuzamosan)
indultak azok a kisérletsorozatok a King’s College Londonban, melynek neuropatolégus
résztvevdje voltam (Tudor és mtsai, 2010). Elsé |épésként egy VAPB mutans transzgén
egértorzs létrehozdsa tortént meg genetikusok, sejtbiologusok kozremikodésével. A
munka tovabbirészében ezen egerek neuropatoldgiai karakterizalasat iranyitottam. Az
egértorzsben érdekes moédon (de tobbé-kevésbé egybecsengéen a human klinikai
tapasztalattal) sulyos ALS fenotipus nem alakult ki (a motoros funkcid lényegében
épnek volt tarthaté). Ugyanakkor neuropatoldgiai vizsgalattal 18 hdnapos korban
kezd6d6éen TDP-43 patoldgia igazolddott a mutans egerekben. Ennek fenotipusa
nagyban hasonlitott a human neuropatoldgiai gyakorlatban a TDP-43 proteinopatias
ALS-es esetekben észleltekhez. A TDP-43 protein inkluzidk (zarvanyok) VAPB-t
tartalmaztak, ubikvitinildltak voltak, p63-hoz kotdédtek. A ko-lokalizacié vizsgalatara
konfokalis elektronmikroszkdpiat, kvantitativ kép analizist, sejtszamoldst végeztink,
melyek pontos és statisztikailag jol 6sszehasonlithatd adatokat adtak. A VAPB illetve

TDP-43 szintjét Western blot vizsgalatokkal analizaltuk.

Az eredmények igazoltak, hogy az ALS-8 human betegség allatmodell-megfelel§je is
TDP-43 proteinopatia. Arra is ravilagitottunk, hogy e fehérje (mely az endoplazmatikus
retikulum-Golgi-transzportban) vesz részt, lehetséges, hogy ezen mechanizmusok
karosodasa révén jarul hozza az ALS kialakulasahoz. Ez azért is érdekes, mert hasonlé
feltételezett mechanizmus all az optineurin mutacié illetve diszfunkcidé és az ALS
kialakuldsa hatterében (mint azt 2011-ben megjelent kézleményemben is diszkutalom

(Hortobagyi és mtsai, 2011)).

Ezen vizsgalatokban tovabbi érdekes szempont, hogy kés6i, 18 hdnapos korban

jelentkeztek az allatokban ezek az eltérések. A kisérlet szempontjabdl ez azért jelentett
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nehézséget, mert az allatokat sokdig kellett fenntartani, ami a kisérletsorozat
elhizdédasat eredményezte. Ez ravilagit arra, hogy a neurodegenerativ betegségek
kutatasaban a kisérletek sokszor elhizddnak. Ennek kapcsan jegyezzilk meg, hogy
kiemelten fontosak azon allatmodellek, ahol a késGi életkorban kialakuld
neurodegenerativ elvdltozasok vizsgalhatdésagdhoz nem kell olyan sokat varni. Erre

gyakran szolgdl megfelel6 kisérleti egyednek a Drosophila melanogaster légy species.

CI9ALS/FTD

A C9ALS/FTD neuropatoldgiai és klinikopatoldgiai karakterizalasa

A neuronalis és (kisebb szamban glidlis) citoplazmatikus (néha nuklearis) inkluzidk
(zarvanyok), melyek hiperfoszforilalt (kéros) TDP-43-at tartalmaznak az ALS-TDP és a
FTLD-TDP f6 patoldgiai jellemzbje (Arai és mtsai, 2006). A nukledris citoplazmatikus
inkluziok (zarvanyok) (NCI) tobbsége ubikvitin és p62 pozitivitdst egyarant mutat
(Jackson és mtsai, 1996) az esetek tobbségében (King és mtsai, 2011). Ezzel ellentétben
ismeretesek olyan esetek, ahol nagy mennyiségben taldlunk p62 és kisebb részben
ubikvitin pozitiv, de TDP-43 negativ inklUzidk (zarvanyok)at a cerebellumban, illetve a
hippokampuszban. Munkacsoportunk kordbban ismertetett ilyen eseteket, melyek az
évszazad els6 évtizedében mas szerz6ktdl is, mint sporadikus eset ismertetések
publikalasra keriiltek A C9ORF72 mutacié és az ennek kapcsan kialakulo ALS és FTLD
2011-es leirasa (Renton és mtsai, 2011; Delesus-Hernandez és mtsai, 2011) utan
munkacsoportunk arra volt kivancsi, hogy ezen ,furcsa” esetek a C90RF72
hexanukleotid repeat expanziés mutdcidjat tartalmazzak-e vagy sem (Al-Sarraj és
mtsai, 2011). Ehhez PCR és immunbhisztokémiai vizsgalatok torténtek 36 ALS, FTLD-ALS
és FTLD-TDP esetben, valamint négy neuroldgiai betegségben nem szenvedd kontroll
beteg mintajan. 36 eset kozil 14-ben igazolédott a C9ORF72 mutdcid (‘repeat’
expanzid). Valamennyi ilyen esetben nagyszdmu globularis illetve csillag alaku p62

pozitiv neuronalis citoplazmatikus inkldziét (NCI) taldltunk a hippokampusz piramis
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sejtrétegében. Erdekes médon, ezek donté tobbsége a TDP-43 antitesttel (mely a TDP-
43 kéros, hiperfoszforildlt formajat specifikusan detektalja) negativnak bizonyult. Ezen
p62 pozitiv NCI-k szintén nagy szamban latszottak a cerebellum granuldris és
molekuldris sejtrétegében, valamennyi esetben, és a 14-bél 12 esetben a Purkinje
sejtekben is detektdlhatdk voltak. Neuronalis intranuklearis inklGzié (NIl) a 14-bdl 12
esetben igazolddott a hippokampusz piramis sejtrétegében és az esetek kozil 6-ban a
cerebellum granularis sejtrétegében. Mindezek alapjan megallapithatd, hogy ez a
szokatlan immunhisztokémiai expresszios mintazat patognomonikus a C9ORF72
repeat expanzid mutacié szempontjabdl pozitiv ALS és FTLD-TDP-43 esetekre.
Vizsgalataink arra utalnak, hogy e jellegzetes immunhisztokémiai mintazatot mutatd
esetek a TDP-43 proteinopatidk Uj csoportjat képezik, melyek élesen kilénboznek
jellemzéikben az egyéb TDP-43 proteinopatiaktdl. Eredményeink tovabba azt is
igazoljak, hogy a p62 nemcsak a TDP-43-hoz, hanem egyéb fehérjékhez is kétédhet
(amelyek a kozlemény idején még nem voltak ismeretesek) a mutacié kdvetkeztében,
ami a neurodegenerativ folyamat vonatkozdsaban patomechanisztikus szerepet

jatszhat.

Az ALS és FTLD esetek immunhisztokémiai illetve tagabb értelemben vett
neuropatoldgiai karakterizadldsa hosszu multra tekint vissza (Pikkarainen és mtsai,
2008). Azonban Charcot XIX. szdzadi betegségleirasat (1865) kbvetéen, mely szovettani
rajzokat is tartalmazott, mintegy 100 évig érdemi attorés nem tortént a betegség
jellemzdinek, természetének pontosabb megismerésében (legaldbbis neuropatoldgiai
szemszOgbdl). Charcot posztuldlta, hogy a motoneuronok pusztulasa fehérje
inklazidkkal, (zarvanyok)kal hozhatd kapcsolatba. Ez sokakat arra inditott, hogy
keressenek olyan fehérjéket, amelyek ezen inklusidkban reprezentaltak. Az
immunhisztokémia az 1980-as évektdl torténd altalanos elterjedése erre egyre jobb
lehetbséget biztositott (Shi és mtsai, 2001). Szamos fehérjét probaltak igazolni ezen
inklaziék (zarvanyok)ban, melyek azonban &atité eredményt, definitiv fehérje
azonositasat nem eredményezték. Ez az ubikvitin volt (Leigh és mtsai, 1988). Jim Lowe

Notthigham és Nigel Leigh a londoni Institute of Psychiatry professzorai egymastol
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flggetlenil igazoltak az ubikvitin jelenlétét szdlcsas, ill. granuldris-globularis inklGzidk
(zarvanyok)ban, neuronok citoplazmajaban, doéntéen motoneuronokban, mind a
gerincvel6ben, mind a primer motoros kéregben (Lowe és mtsai, 1988; Jackson és
mtsai, 1996). Az ubikvitin azonban, mint neve is mutatja, ubikviter fehérje — és, mint
azt ma mar részletében is meglehetdsen joél ismerjiik — meglehet6sen nem specifikus,
ami az ubikvitin-proteoszéma rendszer (UPS) aktivalédasa kapcsan mutathatd ki
nagyobb mennyiségben (Sampathu és mtsai, 2006). Tehat a kérdés tovabbra is nyitva

allt, milyen ubikvitinilalt fehérjék jatszhatnak szerepet a motoneuron betegség (ALS)

patogenezisében, a morfoldgiai elvaltozasok létrejottében.

13. dbra. CO9FTD/ALS. Csillag alaku citoplazmatikus p62-pozitiv zdrvdnyok a frontdlis
kortexben.

Ezen ut egyik attorése volt a TDP-43 felismerése Manuela Neumann Science

folydiratban kozolt 2006-os publikacidja és Arai parhuzamos kozleménye (Neumann és

68



dc_1235 16

mtsai, 2006b; Arai és mtsai, 2006). Ezt kovet6en a TDP-43 proteinopatidk definicidja is

megtortént.

Az ALS genetikai feltérképezése is nagy litemben haladt az elmult, mintegy 10 évben.
Az elsG6 gén, a szuperoxid dizmutaz (SOD), 1992-es felfedezése utan meglehetdségen
sok id6 telt el, mig a TDP-43 génje (TARDBP) a FUS, OPTN, VCP, UBQLN2 ill. a
frontotempordlis demencia eseteket érint6 progranulin (GRN) gének szerepe
felismerésre kerilt. Ezek
utan tovabbi ALS-gének is
meghatdrozasra kerultek
(Iasd Hortobagyi és Cairns,
2015). Az ALS
legfontosobb  genetikai
mutdacidja a C90ORF72
felfedezése azonban

2011-ig varatott magdra

' c""ﬂ— , :
- (Renton és mtsai, 2011;

14. dbra. C9FTD/ALS. P62-poz:tlv zarvanyok a cerebellum )
granuldris sejtjeiben. (Hortobdgyi és Cairns, 2015) Delesus-Hernandez es

mtsai, 2011). Enne oka,

hogy ez egy intronikus hexanukleotid 'repeat’, amely hagyomanyos médszerekkel nem
volt detektalhatd. Mindez a 9-es kromoszéman helyezkedik el, amit Vance és
munkatarsai egy holland betegcsoporton (csaladi halmozéddast mutatd ALS) mar 2006-
ban igazoltak (Vance és mtsai, 2006). Mutdciot 5 éven at sok kutatécsoport kereste,
miként a King’s College London ALS munkacsoportja is, melynek neuropatolégusként
tagja voltam. Ma mar torténeti adat, hogy mutacié felfedezése az amerikai
munkacsoportok nevéhez flizédik. Erdekességként megjegyzem, hogy valdszinileg
csak hetekkel maradt le a londoni munkacsoport a mutacio felfedezésérél, mivel ekkor
mar minddssze harom kandiddns gén maradt, melyek mutacié analizise zajlott. Ami
tehat a munkacsoportnak a TDP-43 illetve a FUS kédold génje vonatkozasaban sikertdilt,

(azaz els6ként sikerilt mutaciot igazolni), az a C90RF72 vonatkozasaban ,nem jott
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0ssze”.A gén pontos meghatdrozdsa azonban, mint fentebb jeleztlik, 2011-ig varatott
magdra — ekkor Delesus-Hernandez és Murray munkacsoportjai egymassal
parhuzamosan irtak ezt le (Delesus-Hernandez és mtsai, 2011; Murray és mtsai, 2011).
A felfedezés utan igyekeztiink azon eseteket karakterizalni, melyekben a C9ORF72 ALS-
re jellemzé szokatlan fenotipus mutatkozott: p62 pozitiv, dontéen TDP-43 negativ
inklaziék (zarvanyok), melyek gyakran csillag alakuak, az agykéregben, a
hippokampuszban és a cerebellumban (Al-Sarraj és mtsai, 2011)(13. és 14 abra).
Sejthet6 volt, hogy ezen esetek egy Uj alcsoportot képeznek és mar kezdettdl fogva
valdszinUsithet6 (mivel az esetek jelent8s része csaladi halmozddast mutatott), hogy
egy Uj mutacié all a hattérben. Az Uj betegségcsoport a C9ALS/FTD nevet kapta (ugyanis
frontotempordlis demencidk jelentds részében is ez a mutacidé igazolhatd). Pontos
megismerése jelenleg is folyik és a tudomanyteriilet kutatasainak egyik kiemelt
terlilete. Ehhez kapcsolddott vizsgalatunk, amikor a ,,szokatlanul” kevés TDP-43-at és
sok p62-t mutaté eseteket (ahol rdadasul szintén szokatlannak nevezhetd cerebelldris
lokalizacid is igazolddott) analizdltunk C9ORF72 mutacié vonatkozdsaban is (King és

mtsai, 2011).

Egy részletes kliniko-patoldgiai tanulmany eredményeként, melyet genetikai
vizsgalatok is alatamasztottak, igazoltuk, hogy ezen esetek hatterében a fent emlitett
mutacid all. Eredményeinket parhuzamosan kozoltik egy amerikai munkacsoporttal
(Murray és mtsai, 2011), mindossze néhany héttel a mutacié megjelentetése utan.
Egyfajta tudomanytorténeti érdekességként emlitem, hogy neuropatoldgiai
karakterizdlds nagyon kompetitiv feladat volt. Ennek tudatdban voltunk, hiszen
informalis beszélgetéseken nyilvanvalova valt, hogy a témaban vezetd
kutatécsoportok hasonlé feladatokon dolgoznak (ez egyébként a mutdcidé keresésére,
felfedezésére is igaz volt). Munkahelyem, a King’s College London, ebben a versenyben
valdszinlleg csak hetekkel maradt le a mutacié felismerésében, akkor ugyanis, amikor
a C90RF72 mutacidt leird kozlemény megjelent, csupan harom kandidans gén maradt
a 9-es kromoszdman, mely okozhatta a mutaciot: ezek egyike volt a C9ORF72. Végiilis,

az Acta Neuropathologica 2011 decemberi szamaban, parhuzamosan sikerilt
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megjelentetni azzal az amerikai kutatdocsoporttal (Murray és mtsai, 2011) a
neuropatoldgiai karakterizalast, akik a mutdcié leirdsaban is szerepet jatszottak (Al-

Sarraj és mtsai, 2011). Ez a kozlemény azdta tobb, mint 200 citacidt vonzott.

A p62 és a TDP-43 Gsszességében ritka ko-lokalizaciéjat immunfluroescens kettds
jeloléssel isigazoltuk. Ezen vizsgalati mddszer azt is igazolta, illetve megerdsitette, hogy
a zarvanyok tobbsége p62 pozitiv és TDP-43 fehérjét nem tartalmaz (legalabbis ezzel a

modszerrel vizsgalva).

Ezen vizsgalatnak fontos megallapitasa volt, hogy a cerebellum a C9ORF72 mutacid
kapcsan gyakran érintett. Ez azért is érdekes, mert ez az anatémiai régidé korabban
gyakran kontroll szovetként szerepelt vizsgalatokhoz, mivel az volt az elgondolds, hogy
a szokvanyos neurodegenerativ proteinopatidkban (az ALS és FTD kilonb6z6
csoportjait is beleértve) a cerebellum valamilyen médon relative védettséget élvez.
Ezen vizsgalataink igazoltak, hogy ez nem igy van. Ezzel a cerebellum és a

neurodegeneracid Uj aspektusa kerilt napvilagra, illetve Uj megvilagitasba.

C90RF72 mutacido ALS fenotipussal, nagyfoku agyi extramotor patoldégiaval —
kognitiv deficitet nem okozva

Ez a klinikopatoldégiai tanulmany (is) parhuzamosan folyt a C90ORF72 mutdcio
karakterizdlasat végz6 vizsgalatokkal, melynek atfogd munkdjat az Acta
Neuropatologica-ban 2011 decemberében hoztuk nyilvanossagra (Al-Sarraj és mtsai,
2011). Amikor a munkat végeztiik, még nem volt ismeretes a C9ORF72 mutdcié, mely
2011 szeptemberében két fliggetlen kutatdcsoport altal kertlt publikaldsra (Delesus-

Hernandez és mtsai, 2011; Renton és mtsai, 2011)(lasd fentebb).

A most referdlt munka (Troakes és mtsai, 2012) részletesen analizalt négy olyan esetet,
melyeknél a C90ORF72 fenotipikus jellemzdi jelen voltak. A munkacsoportnak ez volt az
elsé atfogd tanulmanya, ahol a neuropatoldgiai jellemz6k részletes analizise tortént,
nagyszamu immunhisztokémiai reakcio kiértékelésével is. A munka erényének

tarthatd, hogy elektronmikroszkdpos vizsgalat is tortént a jellegzetes inkluziok
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(zarvanyok) vonatkozdsaban. Siklés Laszlé professzor, a Szegedi Bioldgiai Kozpont
(MTA) Biofizikai Intézetének igazgatdhelyettese volt az, akihez Szegedre utaztam, és az
elektonmikroszkdops vizsgalatok altala ott torténtek. Ez az elsé kozolt
elektronmikroszkdépos adata a C90RF72 mutacidhoz kapcsolddd esetekrél. A
kozlemény metodikai erlssége az, hogy nemcsak immunhisztokémiai,
elektronmikroszkdpos vizsgdlat, hanem Western blot analizis, tovabba az esetekbdl
mutacid analizis is tortént, amely megerdsitette, hogy ezen esetek C9ORF72 mutaciot
tartalmaznak. lgazdbdl mar kész volt a kézirat, mikor a mutacié eredménye (mint
fentebb emlitettiik, 2011 szeptemberében) publikdlasra kerilt; ezek utan az egyik elsé
esetek kozott szerepeltek ezek, melyek analizisét Londonban elvégeztiik és a mutaciot
igazoltuk. A lehetséges ALS-t okozd egyéb mutacidkat is kizartuk (ezt természetesen
akkor tettiik meg, amikor még nem értesultiink a C9ORF72 mutacio felfedezésérdl; a

mutacid ismeretében erre ugyanis mar nem lett volna sziikség).

A négy kivalasztott beteg azért is alkotott egy vizsgalati csoportot, mert noha sulyos és
jellegzetes neuropatoldgiai eltérések voltak (ami nemcsak a motor, hanem az
extramotor terileteket is érintette), ennek ellenére demencia illetve kognitiv deficit
nem mutatkozott. Azaz nem FTLD-MND, csupdn ALS (MND) fenotipus volt. Ilyen sulyos
foku patologia ismeretében ez szokatlan és igazolja, hogy a C9ORF72 mutdcié az
el6rehaladott patoldgia ellenére sem foltétlenil és mindig jar egyutt demenciaval
illetve észlelhet6é kongnitiv deficittel. Megjegyezziik, hogy e betegek az Institute of
Psychiatry (King’s Collage London)-ban részletes és ismétl6d6é neurokognitiv
tesztelésen mentek at, a haldlt nem sokkal megel6z6en is, mely (a fenndlld
motoneuron betegség miatt) kiemelten tekintettel volt az ALS (MND)-hez gyakran

tarsulé demencia formak detektalasara. Azaz erds és alapos vizsgalati adatok szdlnak

amellett, hogy ezen esetekben valéban nem mutatkozott kognitiv defitic.
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A C90RF72 mutacio eredetének, gyakorisaganak, stabilitdsanak vizsgalata —
multicentrikus genetikai tanulmany

Ehhez a munkdhoz (Smith és mtsai, 2013) neuropatolégusként nem jarultam hozza
jelentés mértékben. Amiért értekezésemben szerepeltetem, annak els6dleges oka,
hogy az eredmények fontos kiegészitései a témaban ismertetett és diszkutalt egyéb
kozleményeimnek és fontossaguk mellett érdekesek és gondolatébreszt6ek. Genetikus
kollégakkal (King’s College London) szoros egyluttm(ikddés, rendszeres megbeszélések,
diszkusszidk, kolcsondsen megtermékenyité egyeztetések révén ennek a
kozleménynek is részese lehettem. Tovabba, a genetikai vizsgalatok egy része olyan
human agyszoveten tortént, melyek neuropatoldgiai karakterizaldasaban, a mutacié

morfoldgiai jellemzbinek igazolasaban fontos szerepet jatszottam.

A szamos eurdpai génbank (ALS vonatkozasl anyagokat feldolgozdé kozpontok)
egylUttmUkodésének eredménye ez a munka. Bioinformatikai és genetikai analizissel
igazolta a tanulmany, hogy a C9ORF72 expanzié mutacié Eurdpdban a leggyakoribb oka
a familidris és sporadikus ALS-nek, tovabbd ezt mintegy 6500 évvel ezel6tt egy
egyedben bekovetkez6 mutdacidra lehet visszavezetni. A mutacid stabil az azdéta eltelt
sok szdz generdciod soran. Ez azért is érdekes, mert a C9ORF72 mutdcidé Japanban
példaul extrém ritka, ami indirekt modon szintén alatamasztja azt, hogy ez egy eurdpai

eredetd mutdcio, ami aztdn ,szérédott” a vilagban (Smith és mtsai, 2013).

Gamma-szinuklein patologia ALS-ben

Az ALS-ben a motoneuronokban (és kisebb szdmban a glidlis sejtekben) kimutatott
zarvanyok fehérje 6sszetétele az elmult évtized kutatdsainak eredményeként egyre
ismertebb (Hortobagyi és Cairns, 2015). Ujabb és Gjabb komponensek jelenléte
igazolédott motoneuron betegség valamennyi, illetve szelektiv csoportjaiban.
Kollaborativ tanulmdnyban (Peters és mtsai, 2015) a gamma-szinuklein lehetséges

megjelenését vizsgaltuk. Azért kerult figyelmiink k6zéppontjaba a gamma-szinuklein,
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mert egyrészt rokon vegyilete, az alfa-szinuklein szamos neurodegenerativ korképben
ismert, masrészt a motoneuronok magas gamma-szinuklein expresszidja (mely
elsésorban az axonokban van jelen nagy mennyiségben) a kordbbi vizsgdlatok alapjan
is ismeretes volt (Ninkina és mtsai, 2009). Az axonalis patoldgia, az axonalis transzport
zavara a motoneuron betegség egyik fontos patomechanisztikus, patogenetikai
jellemz6je (Galvin és mtsai, 1999; Galvin és mtsai, 2000). A transzgenikus
egérkisérletek eredményei is arra utaltak, hogy a gamma-szinuklein lehetséges fehérje
az inklazidk (zarvdnyok)ban (Peters és mtsai, 2012). Vizsgdlatainkban motoneuron
betegek kilonb6z6 csoportjaiban (beleértve a C9ALS/FTD-t is) és kontroll egyedek
mintain vizsgaltuk a gamma-szinuklein expressziét, immunhisztokémiai és biokémiai
modszerekkel (Peters és mtsai, 2015). A gamma-szinuklein jelenléte a dorzolateralis
gerincvel6i fehérdllomanyi traktusokban igazolddott axonalisan az ALS-es betegek
tobbségében. Feltehet6éen a degenerdldodé axonokban mutathaté ki nagyobb
mennyisében. Ezen gamma-szinuklein-pozitiv strukturak negativak voltak az egyéb,
motoneuronban gyakran vizsgalt protein markerekkel. A gamma-szinuklein lehetséges
szerepe az axondlis degeneraciéban és a motoneuron betegség kialakuldsaban
tovabbra is részletesebb megismerésre var. Mind familidris, mind sporadikus ALS
esetekben sikerllt gamma-szinukleint igazolni (az esetek 9/31 ill. 8/23 részében). Az
axonalis patoldgia mellett a sejttestekben is igazoltunk tobb motoneuronban gamma-
szinuklein pozitiv inklizidk (zarvanyok)at (noha csupan az esetek 4/58 hanyadaban). A
familiaris esetek koziil mind a SOD1, mind a COALS esetekben (azok egy részében)
igazolédott gamma-szinuklein inkldzid. A fehérje kimutatasi egyéb mddszerek
(Western blot, immunoblot) detergens-inszolubilis gamma-szinuklein protein
specieseket mutatott ki, mely megerdsitette az immunhisztokémiai vizsgalatok

eredményeit.
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Aramiités és amiotréfias lateralis szklerozis

Az ALS oka és patomechanizmusa jelentds részben tisztazatlan (lasd fentebb; Strong és
Rosenfeld, 2003). Szdmos (lehetséges, ill. bizonyitott pl. genetikai) ok mellett felmerdlt
az aramités (‘electrical injury’) lehet6sége,, mint a motoneuron betegség ill. ALS
kérfolyamatanak elinditdja, triggere (Greenway és mtsai, 2006; Langworthy, 1930;
Macmahon, 1929; Panse, 1975; Jafari és mtsai, 2001). Ennek lehetfsége mellett
sz6lnak olyan epidemiolégiai vizsgalatok, melyek szerint villanyszerel6k illetve
elektromagneses mez6kben dolgozdoknal a motoneuron betegség gyakoribb lenne
(Ahlbom, 2001; Brooks és mtsai, 2000). Kérdés megvdlaszolasara illetve pontosabb
vizsgalatdra retrospektiv irodalmi analizist végeztiink, az esetek klinikai osztalyozasaval
és a patoldgiai eredmények értékelésével (Abhinav és mtsai, 2007). Osszesen 31
kozleményt talalunk 1906 és 2002 k6zo6tti id6szakban, melyekben 6sszesen 96 betegrdl
szamoltak be. Ezek kozul 44-nél lehet (kiilonb6z6 valdszinliséggel) ALS a diagndzis, 44
un. nem progressziv szindromat mutatott, 7 progressziv alsé motoneuron szindromat,
1 progressziv fels6 motoneuron szindrdmaval jelentkezett. A betegek kozott 89 férfi
(93%) és 7 n6 (7%) volt. A betegeket az dramiités erdssége (Voltban kifejezve) az
elektromos aramiités és a betegség kezdete kdzott eltelt id6szakot figyelembe véve, a
klinikai tlinetek és a betegség lefolyas elemzésével végeztik. A vizsgalat részletes
eredményei, a kozlemények adatai, a publikdcidonkban szerepelnek (Abhinav és mtsai,
2007). Osszességében megallapithatd, hogy eredményeink nem tdmogatjdk azt a
feltételezést, hogy az aramutés az ALS kialakuldasaban koroki szerepet jatszik. Tovabbi,

prospektiv vizsgalatokat javasoltunk e kérdésben.
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ALZHEIMER-KOR

A neuronalis sejtciklus regulacié zavara, mint lehetséges neurodegenerativ
mechanizmus

A Preszenilin-1 (PS-1) a béta-katenin degraddciéjdban szerepet jatszik, a béta-katenin
pedig a sejtciklus regulacié egyik fontos eleme (Koo és Kopan, 2004; Kang és mtsai,
1999; Saura és mtsai, 2004). Tovabbi fontos és relevans adat, hogy a PS-1 mutdcio
familidris Alzheimer-kor (FAD) kialakuldsat eredményezi a Preszenilin funkcidévesztése
miatt (loss of function; Lippa és mtsai, 2000). Non-neurondlis sejtekben régebb 6ta
ismert, hogy ez a Ciklin-D1 felszaporodasat eredményezi, aberrans sejtciklus
aktivacioval és hiperproliferaciéval (Tetsu és McCormick, 1999). Az volt a korabbi
hipotézis, hogy a poszt-mitotikus neuronokban a sejtciklus aktivacido egy abortiv
folyamat, mely apoptdzist indukal és igy hozzajarul az Alzheimer-kér patogeneziséhez
(Baldin és mtsai, 1993; Knudsen és mtsai, 2006). Vizsgdlatainkban ezt céloztuk meg
igazolni, illetve tesztelni: a PS-1 mutdcié okoz-e Ciklin-D1 akkumulaciét és
kovetkezményes abortiv sejtciklus aktivacidt apoptdzissal. A PS-1 Alzheimer-kdrban is
ismeretes mutacidjat (M146W) expresszald transzgenikus egerekben valdban a Ciklin-
D1 fokozott expresszidja igazolddott, melyet apoptdzis kisért. Hogyha siRNS-sel a
Ciklin-D1 aktivaciot gatoltuk, akkor ezt sikeriilt megakaddlyozni. Hasonlé hatdsu volt a
sejtciklus inhibitor Kvercetin alkalmazasa is. Azt is igazoltuk, hogy a béta-katenin
(melynek lebontdsdban a preszenilin fontos szerepet jatszik) felhalmozddik a mutdns
egerek hippokampuszaban, ami az aberrans sejtciklus és az apoptdzis kezdeti
stadiumanak morfoldgiai jele lehet (Malik és mtsai, 2008a). Human familiaris (PS-1
mutdns) Alzheimer-kéros betegek hippokampuszdban is sikerilt igazolni a Ciklin-D1
fokozott neuronalis expresszidjat, ami arra utal, hogy a human Alzheimer-koérban is
hasonlo folyamatok jatszédhatnak le. Ez azért is jelent8s, mert a PS-1 mutacid kapcsan
eddig a gamma-szekretaz aktivitas diszregulacidjat tartottak a f6 mechanizmusnak a
neurodegeneracid vonatkozasaban. Tanulmanyunk azt igazolja, hogy egy masik

folyamat, azaz a sejtciklus diszregulacid, is szerepet jatszhat a sejtpusztuldsban és a
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betegség kialakulasaban — lehet, hogy nemcsak a PS-1 mutacioval jaré esetekben,
hanem sporadikus Alzheimer-kérban is. Erre utal, hogy sporadikus Alzheimer-kor
eseteiben is igazolédott Ciklin-D1 akkumuldcié (igaz, hogy f6leg - de nem kizarélagosan
- glidlis karakter(l sejtekben): kisebb szamban neuronalis karakterl sejtekben is
igazoltuk ezt (Malik és mtsai, 2008a). A kisérletsorozatban a transzgenikus egerekbdl
szdrmazo primer neuronalis tenyészeteken is igazoltuk az apoptotikus sejtpusztulast az
aberrans sejtciklusba Iépett sejteken. Human vonatkozasu kisérletek kivitelezésében
és értelmezésében, valamint a sejtbioldgiai, biokémiai vizsgalatok tervezésében és
fellgyeletében vettem részt. Antonio Currais PhD hallgatdm a cikk masodik szerzéje,
akinek kozleményének utolsé szerzbi (Salvador Soriano és én) voltunk a témavezetdi.
Noha a sejtciklus regulacid terdpias targetként is szerepelhet, ez meglehet6sen tavoli
remény, mellékhatdssal jarhat. A szelektiv tau-foszforilacié gatlas (Hu és mtsai, 2008)

hamarabb lehet igéretes klinikai terapias maddszer.

A CDK5 aktivator p35-p25 a memaria képzés kapcsan keletkezik és Alzheimer-
kor korai stadiumaban valamint skizofréniaban expresszioja csokken.

Alzheimer-koér

A CDK5 aktivator p35 fehérje poszt-transzlacios modifikacidja kapcsan alakul ki a p25.
A korabbi vizsgalatok is utaltak arra, hogy a p25-nek szerepe lehet az Alzheimer-kér
kapcsan kialakuld neurodegenerativ folyamatokban (Tseng és mtsai, 2002).
Ugyanakkor kismérték(l p25 expresszié fokozédas egerekben javitotta az emlékezetet
és az emlékezést (Bian és mtsai, 2002; Peleg és mtsai, 2010; Van Den Haute és mtsai,
2001). Ezen és egyéb adatok alapjan feltételezhetS, hogy a p25 képzés és szerep az
Alzheimer-kor korai stadiumaban egyfajta kompenzatdrikus mechanizmus, mely a
szinaptikus plaszticitds csokkenését igyekszik ellensulyozni. Ez a hipotézis szerint az
Alzheimer-kor késébbi stadiumaiban a p25 képzés mar a neurodegeneracidohoz jarul
hozzd, azaz nem kedvezd hatdsu (Tandon és mtsai, 2003; Giese és mtsai, 2005;
Taniguchi mtsai, 2001). Vizsgalatunkban ezt a korai kompenzacios hipotézist teszteltiik.
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Posztmortem Alzheimer-kéros agyszévetekben a p25 és annak a prekurzoranak, a p35-
nek a szintjét vizsgaltuk kilonbozd agyi régiokban, az Alzheimer-kér patologia
(els6sorban a foszfo-tau patoldgiat figyelembe véve) kilonb6z6 stadiumaiban
kiilonb6z6 sulyossagu Alzheimer-kéros betegek agyait vizsgaltuk és életkorban
megfelel§ kontroll csoportokbdl szarmazéd, mintakat is analizdltunk. Vizsgalataink
igazoltdk, hogy p25 valdban képzddik a térbeli memoaria kialakuldsa, ill. |étrejotte
kapcsan (ezek egér kisérletek voltak, munkatarsaim végezték). Igazoltuk tovabba, hogy
a p25 fokozott expresszidja olyan fehérjének a képzédését is fokozza, melyek
dendritikus tuskék, sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakulasaban fontosak (a szeptin 7 és
az ’optic atrophy 1’, OPA1l). Ezen vadltozasok, melyek feltételezhetéen a
kompenzatérikus mechanizmus részei és a memodria meglbrzését szolgdljdk, a
sulyosabb Alzheimer-kdrban mar nem miikod6képesek (eredményeinek legalabbis ezt
a feltételezést tamasztjak ald). Eredményeink részletesebben a csatolt kdzleményben
szerepelnek (Engmann és mtsai, 2011b). A p25-6t nagyobb mértékben expresszald
transzgenikus egereken végeztik a magatartdsi vizsgalatokat, melyek a klasszikus un.
"Morris water maze’ vizsgalat volt, ami a térbeli memoria értékelésére szolgdl standard
modszerként. Az egyik dllatcsoportot rendszeresen gyakoroltattuk, hogy az
emlékezetikbe vésédjon, hogy hol talaljak meg a vizben azt a kis , padot”, ahol
megpihenhetnek (azaz nem kell folyamatosan Uszniuk; az allatok rajonnek, hogy igy
konnyebb az életiik és ennek a megtaladldsara irdnyulnak eré6feszitéseik). Az ilyen
maodon edzett allatokat kés6bb az etikai szabvanyoknak megfelel6 médon ledltik és
hippokampuszukban vizsgdltuk a relevans fehérjék expresszid szintjének valtozasat. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok a p25, p35 analizise mellett az Alzheimer-kor
diagnosztikus patoldgiai jellemz&jének a p-tau proteinnek a kimutatasat is szolgalta.
Elektronmikroszképos vizsgalatainkkal pedig (melyek a posztmortem elvaltozdsok
miatt egérben lehetségesek megfelel6 mindségben, human anyagon csdkkent
értékliek, igy nem alkalmaztuk) igazoltuk a preszinaptikus vezikuldk és a dentritikus
tuskék szamanak kedvezd valtozasat. Eredményeinek igazoltak, hogy a p25 a

hippokampalis emlékezetképzésben valdban kdzponti fontossagu fehérje és ez a
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mechanizmus az Alzheimer-kér korai stadiumaiban is mar kdrosodik (Engmann és

mtsai, 2011b). Eredményeink a korabban leirt kompenzacids hipotézis ellen szélnak.
Skizofrénia

Parhuzamosan az Alzheimer-kéros, mintakon végzett vizsgalatainkkal egy masik,
kognitiv funkcid karosodassal jard és nem ritka betegségben a skizofrénidban vizsgaltuk
a CDK5 aktivator p35/p25 szerepét (Engmann és mtsai, 2011a). Vizsgalatainkat
egyrészt p35 heterozigdta egereken (Ohshima és mtsai, 2005; Rojas és mtsai, 2007;
Chae mtsai, 1997) végeztik (mivel a homozigéta egerek nem életképesek), masrészt
skizofrén betegek agymintain végeztiik. A p35 csokkent expresszidja (melyet biokémiai
és immunhisztokémiai mddszerekkel egyarant igazoltunk) korrelalt hiszton deacetilaz
(HDAC) medidlta folyamatok csdkkenésével. Ez utdbbiak helyredllitasa a HDAC
inhibitor MS-275 vegyllettel (Simonini és mtsai, 2006) a p35 Tg egerekben a kognitiv
funkcidk javulasat és a skizofrénia molekularis endofenotipusdnak kedvezd irdnyu
valtozasat eredményezte. Eredményeink tehat a HDAC1 inhibicié (Kim és mtsai, 2008)
lehetséges terapids célpontként vald azonositasat is jelenti ebben a sulyos, nem ritka,
nehezen uralhatdé pszichiatriai  korképben. A  vizsgalatsorozat részeként
megallapitottuk, hogy a Szeptin7 és OPA1 fehérjék, melyek expresszidja figg a p35
normalis mikodésétsl (Xie és mtsai, 2007; Tada és mtsai, 2007), szintén csokkent
szintet mutat a skizofrénidaban. Ez igazolja, hogy a p35 utvonal karosoddsa az un.
downstream folyamatok elégtelen miikddése kapcsan is kifejti patogenetikus hatasat,
melyek egyik f6 célpontja a szinaptikus regulacid. Tovabb4d, skizofréniaban (csakugy,
mint Alzheimer-kérban) a szinaptikus regulacidnak ilyen tipusu zavara figyelhet6 meg,

miként erre utal az OPA1, Szeptin7 szint csokkenése is.

A CSP-alfa kdzponti szerepe a szinaptikus degeneracidban Alzheimer-korban

A szinapszis vesztés Alzheimer-kdrban és szdmos mas neurodegenerativ korképben

joval megel6zi a neuronvesztést és a memoriadeficittel is jobban korrelal, mint a
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neuronpusztulds mértéke (Sze és mtsai, 1997). A szinaptikus degenerdcio
patomechanizmusa, kilonos tekintettel az Alzheimer-kérban megvaldsuld
folyamatokra, nem ismert a kivanatos mértékben. Ezért eredményes terapias,
betegség-modulalé beavatkozdsok sem lehetségesek (Heinonen és mtsai, 1995). Az
egyetlen mechanizmus, amit a betegség progresszidjanak lassitasara is haszndltak és a
szinaptikus funkcidval kapcsolatos, az a kolinészterdz gdatlas, melynek révén az
acetilkolin a szinaptikus résben lassabban bomlik le, tovabb van ez altal jelen, és igy
kompenzalja bizonyos ideig és bizonyos mértékig a neuronpusztulast és
kovetkezményes szinapszis vesztést. A neuronpusztuldst megel6z6en korai

szinapszisvesztésre vonatkozdéan szamos adat van az irodalomban (Giese, 2014;

Engmann és mtsai, 2011; Rozzini és mtsai, 2007; Vemuganti, 2005).

Vizsgalatainkban, melynek tars-témavezetett PhD hallgatdm, Sachin Tiwari az elsé
szerzGje, a preszinaptikus vezikularis protein CSP-alfa szerepét vizsgaltuk a szinaptikus
degeneratidban Alzheimer-kérban (Tiwari és mtsai, 2015). Osszehasonlitasul kontroll
betegeket hasznaltunk. A projekt fontos aspektusa volt, hogy a cerebellum mintait is
vizsgaltuk, itt ugyanis (rita kivételektdl eltekintve) neurodegenerativ korképekben nem
torténik érdemi sejtpusztulds, ez a terilet bizonyos szempontbdl védettnek latszik a
kdrfolyamat vonatkozasaban (Alzheimer-kor esetén ez dltalanossagban mindenképpen
kijelenthetd). Korabbi vizsgalataink (Engmann és mtsai, 2011) a CDK5 aktivator p25
vonatkozasdban mar igazoltdk olyan patomechanizmus meglétét Alzheimer-kérban
(fontos kiemelnlink, hogy mar a betegség korai stddiumaban), mely kapcsolhaté a
szinaptogenezis, a memoria, szinaptikus fehérjék szintéziséhez. E mechanizmust Karl
Peter Giese Osszefoglald kdzleménye fejti ki részleteiben (Giese, 2014). Vizsgalataink
igazoltak, hogy a p25 csokkent szintje, nem megfelel6 képz&dése, korai szinaptikus
diszfunkciét eredményez Alzheimer-kdrban. Azt is igazoltuk, hogy a p53 reguldlja a
szinaptikus chaperon fehérje CSP-alfa képzddését és mikodését (Engmann és mtsai,
2011b). Ezen vizsgdlati eredményeinkre és kordbbi kozleményeinkre épitve
hipotézisiink az volt, hogy a CSP-alfa expresszido Alzheimer-kérban megvaltozik. Ezt

posztmortem agyszoveten vizsgalatuk. lgazoltuk, hogy a CSP-alfa mind a korai, mind a
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kés&i Alzheimer-kdrban szignifikdnsan csokkent a vizsgalt eléagyi régidkban. Erdekes
modon, a CSP-alfa expresszid mar azel6tt csokken, miel6tt a szinaptikus marker
szinaptofizin szintje csokken, ami arra utal, hogy a CSP-alfa valtozasa a szinaptikus
degeneratié legkorabbi fazisaban torténik. Erdekes médon, a CSP-alfa expresszidja
Alzheimer-koéros betegek esetében a cerebellumban nagy fokban emelkedett. Annak
ismeretében, hogy a cerebellum Alzheimer-kérban valamilyen okbdél védett a
szinaptikus degeneracidval szemben, adataink kilondsen érdekesek. Arra utalhat,
hogy a CSP-alfanak neuroprotektiv szerepe lehet. Annak vizsgalatara, hogy a CSP-alfa
fokozott expresszid (‘upreguldcid’) neuroprotektiv lehet, human tau-t expresszald
transzgenikus egereket hasznaltunk. Ez az egértorzs a teljes vad tipusd human tau gént
tartalmazza, ennek megfelel6en a fehérjét expresszalja és egér tau gént és fehérjét
nem tartalmaz. Ezen egértorzsben a CSP-alfa expresszié és a neuronvesztés forditott
aranyt mutat; azaz, a CSP-alfa expresszid fokozott, amikor a neuronvesztés nem

szamottevé mértékd.

Ezen adatok bizonyitékul szolgalnak, hogy a preszinaptikus vezikularis protein CSP-alfa
kulcsszerepet jatszik a szinaptikus degenerdcidban és protektiv szerepe lehet
Alzheimer-kdrban. Jelentésnek tartjuk, hogy a CSP-alfa valtozasai (csokkenése) korai
Alzheimer-kdrban a szinaptikus degeneracié nagyon korai stadiumaval hozhatd
kapcsolatba. A CSP-alfa szint csokkenésének megakadalyozasa, lassitasa, illetve olyan
terdpias beavatkozasok, melyek a CSP-alfa szintet emelik, potencialisan

neuroprotektivak lehetnek Alzheimer-kdérban.

Miként lehetséges, hogy a CSP-alfa ’upreguldcié’ protektiv a szinapszisok
vonatkozasdban (miként erre utalnak az Alzheimer-kéros cerebellumban végzett
vizsgalataink, legaldbbis indirekt médon)? Taldn az is szerepet jatszhat ebben, hogy —
tobbek kozott a toxikus béta-amiloid oligomerek hatasara — a szinaptikus vezikularis
transzport és ’recikling’ (Ujrahasznositas) karosodott, ennek fontos Iépése a
preszinaptikus endocitézis zavara (Park és mtsai, 2013). Transzgenikus egérkisérletek
is arra utalnak, hogy a preszinaptikus degeneracio kdzponti szerepet jatszik Alzheimer-

kérban (Zhang és mtsai, 2012). Mivel a CSP-alfa az endocitézisban és a szinaptikus
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vezikula Ujrahasznositasaban (recikling) fontos szerepet jatszik, feltételezhetd, hogy a
cerebellaris CSP-alfa upregulacié egy olyan kompenzatorikus mechanizmus, ami a
szinaptikus vezikula Ujrahasznositas (recikling) zavarat tudja kivédeni, megel&zni.
Tovabbi vizsgdlatok lennének érdekesek a CSP-alfa knock-out, illetve a CSP-alfat

nagyobb mértékben expresszald egértorzsekben.

Avizsgalatokhoz Western blot, immunohisztokémia volt a két f6 alkalmazott metodika.
Az els@szerz6s PhD hallgatod tars-témavezetbjeként jelentds feladatom volt a projekt
fellgyeletében, az eredmények értékelésében. Ennek megfelel6en, masodik szenior

szerz6ként szerepelek a kozleményben.

Human tau fragmens overexpresszio egérben az emberi sporadikus tauopatia
jellegzetességeit mutatja

A human tauopatidk korabbio transzgenikus egér modelljei mutdns tau expresszid
révén okoztak az emberi megbetegedéshez sokban hasonlitdé neuropatoldgiai és egyéb
elvaltozasokat. Az emberi tauopatiak, melyek koéziil gyakorisagaban és jelentéségében
kiemelkedik az Alzheimer kér, az esetek toébb, mint 90%-dban nem tau gén (MAPT)
mutacid kapcsan alakulnak ki. Mivel motoneuron betegség egér és cellularis
modelljeiben a vad tipusu fehérje overexpresszidjanak koéroki szerepe szamos
modellben igazolddott (Iésd Mitchell és mtsai 2013, Mitchell és mtsai, 2015), genetikus
kollégaimmal célunk olyan egér modell |étrehozasa és neuropatoldgiai karakterizalasa
volt, ami hasonlé paradigman alapul: azaz a vad tipusu fehérje overexpresszion.
Modelliink (Bondulich és mtsai, 2016) a human agyi tau 35 kDalton méret( fragmensét
(melynek expresszidjat a tau promodter szabalyozza) az endogén egér tau szinthez
képest csupan mintegy 10%-ban overexpresszalta. Mégis, tauopatia jellegzetes
neuropatoldgiai, kognitiv, viselkedési és sejtbioldgiai jellemz6i alakultak ki, tobbek
kozott szinapszis vesztéssel, neurofibrillaris elvaltozasokkal. Ez a modell, irodalmi
adatokkal alatamasztott véleménylink szerint, a human sporadikus tauopatiakhoz
leginkabb hasonldé allatmodell. A betegellatdsban engedélyezett vegyllet, a
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fenilbutatrat, nagy mértékben visszaforditotta (!) a kialakult eltéréseket, ami munkdank

betegellatas iramyaba mutatdé transzlacids jelentéségét igazolja.

A klaszterin jelent8sége Alzheimer-kdrban

A klaszterin multifunkcionadlis glikoprotein, melyet apolipoprotein-J-nek is neveznek.
Genome-Wide Association Study (GWAS) segitségével igazoltak a klaszterin és
Alzheimer-kor kapcsolatat (Harold mtsai, 2009; Lambert és mtsai, 2009). Az is ismert,
hogy a klaszterin magasabb szintje az Alzheimer-kér gyors klinikai progresszidjaval fligg
0ssze. Pozitron emisszidos tomografias (PET) vizsgalatok kimutattak, hogy azon
betegeknél, akiknek a temporalis lebenyikben magasabb fibrillaris béta-amiloid
protein szint igazolddott, azok (és csak azok) esetén a 10 évvel kordbban vett plazma
mintdban magasabb volt a klaszterin szint. igy tehat a klaszterin egyfajta
biomarkerként is alkalmazhatd Alzheimer-kdr magas rizikdjanak megallapitasara, még
a klinikai tlinetek megjelenése el6tt. Ennek igen nagy jelent6sége van: mint azt az
értekezés kordbbi részében kifejtettem, az Alzheimer-kér és a legtdbb
neurodegenerativ betegség eredményes kezelése csak akkor lenne (lesz) eredményes,
ha a terdpias (els6sorban gydgyszeres) beavatkozdsok mar a klinikai tinetek
jelentkezése el6tt megkezdddnének a preklinikai betegségfazisban [évé betegeknél. A
biomarker kutatasnak ez fontos aspektusa és a klaszterin felfedezése e téren fontos

mérfoldké az Alzheimer-kor korai diagnosztikdjaban (Lovestone és mtsai, 2007).

A klaszterin jelent&ségét az is mutatja, hogy a transzgenikus egérkisérletek (Howlett és
mtsai, 2008) a klaszterin felhalmozdddsat igazoltak az amiloid béta plakkokban. A
plakk-klaszterin asszociacié azonban nem ismert pontos részleteiben, miként a plazma
klaszterin és agyi klaszterin illetve amiloid béta depozicié viszonya sem, noha a fenti

eredmények igen fontos informacidk a tovabbi kutatasokhoz.

Ezen eredményeken kiindulva vizsgalataink igazoltdk, hogy Alzheimer-kdros betegek

agyadban (Osszehasonlitva hasonlé életkoru, demencia tlineteit nem mutaté és
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Alzheimer-kdr neuropatoldgiai jellegzetességeit sem tartalmazd kontroll egyedek
agyaval) a klaszterin fehérje specifikus (azaz kizarélagos) kotédést mutat az amiloid
béta fehérje 40 aminosav hosszUsagu altipusahoz, mig a 42 aminosav hosszusagu béta
amiloidhoz nem. Ezen felismeréseknek alapveté jelent6ségik lehet a betegség

patogenezis pontosabb megértésében.

Az immunhisztokémiai vizsgdlatok, kulonos tekintettel a kett6s jel6léses
immunfluoreszcens analizisre, igazoltak, hogy az Alzheimer-kor tipusu un. neurites
plakkokban az amiloid béta-40 (azaz a 40 aminosav hosszUsagu amiloid béta altipus)-
hez kotédott a klaszterin, és hasonld, mintazat igazolddott az agyi erek cerebralis
amiloid angiopatia (CAA) altal érintett részleteiben (Howlett és mtsai, 2013). Ismerve,
hogy az amiloid béta-42 az er6sebb neurotoxicitdsi amiloid béta altipus,
eredményeink alapjan ehhez az is hozzdjarulhat, hogy a klaszterin (szdmos mas

modellben ismert) véd6, ‘chaperon’ jellege a kot6dés hianya miatt nem érvényesiil.

Erdekes eredményekkel szolgéltak az idés, nem Alzheimer-kéros (kontroll) egyedek
agyanak vizsgalatai. Kisszamu un. diffaz (nem Alzheimer tipusu) plakk igazolddott (a
varakozdsnak megfelel6en) ezen egyénekben, melyek amiloid béta-42 és kisebb
mértékben amiloid béta-40 pozitivak voltak — de ezekhez a plakkhoz klaszterin nem
asszocialodott. Kis szamban olyan plakkok is igazolddtak, mely amiloid béta-42 és
klaszterin ko-expressziét mutattak, és ezekben a plakkokban amiloid béta nem
igazolodott. Osszességében, az Alzheimer-kérosokhoz képest sokkal kisebb amiloid
béta depozicid igazolddott és ez is dont6en amiloid béta-42-nek bizonyult a plakkok
vonatkozasdban. Ezzel ellentétben, a cerebrovaszkuldris amiloid néhdny id6s6dé
kontroll eset agyaban dontéen amiloid béta-40 jel6l6dést mutatott, érdemi klaszterin
ko-lokalizacié nélkil. Néhany agyban, a kontroll csoportban, csupan klaszterin
jelolédés igazolodott amiloid béta jel6l6dés nem. Vizsgalatainkhoz fiatal kontroll
csoportot is valasztottunk, melyben amiloid béta illetve klaszterin depozicié a
cerebrovaszkulaturaban nem igazoldédott, miként az agyi parenchimaban sem. Ez a
fiatal kontroll csoport 25-35 éves egyedek agyat jelentette, akik nem neurolégiai

betegség kapcsan haltak meg.
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A klaszterint eredetileg a herébdl izolaltak és, mint sejtadhéziés tulajdonsagokkal
rendelkezd fehérjét irtdk le (Fritz és mtsai, 1983). A kordbbi kutatdsok Alzheimer-
mtsai, 2014), de a patoldgiai illetve patogenetikai szempontbdl jelent6s béta amiloid
altipushoz vald kapcsolatat, az erekben illetve az agyallomanyban torténé depozicid
mértékét és amiloid bétdval valé asszociacidja kiilonbségét mi irtuk le els6ként. A
korabbi tanulmanyok pontszerl jelol6dést igazoltak a piramis sejtekben, melyet
megerd@sitettiink sajat munkankban is. Noha (mint fentebb emlitettiik) a kordbbi
tanulmanyok (McGeer és mtsai, 1992) a neurofibrillaris kotegek (melyek tau pozitivak)
és a klaszterin ko-lokalizacidjat irtak le, sajat tanulmanyunkban, melyek masok
eredményeivel is 6sszhangban vannak (Giannakopoulos és mtsai, 1998), ezt nem
igazoltuk sem a neurofibrillaris kotegek, sem a disztréfias neuritek (melyek a masik igen
fontos tau pozitiv struktira Alzheimer-kérban és egyéb tauopatidkban)
vonatkozasaban. A kiilonb6z6 tanulmanyok kdzotti ellentétes eredmény lehet, hogy a
kiilonb6z6 antitestek, eltéré immunhisztokémiai protokollok, valamint az agyszévet
tdrolasdval, posztmortem idejével kapcsolatos kiilonbségekre vezethetdk vissza —
ezeket sajat tanulmanyunkban is elemeztik és masok is leirtak (Oda és mtsai, 1994).
Ezen megjegyzésiink egy masik, posztmortem agyakon végzett vizsgalatok kapcsan
gyakran felmeril6 problémadra iranyitja a figyelmet: a posztmortem id6, valamint
egyéb szoveti faktorok, ugymint (pH), a beteg agonalis allapota (pl. az, hogy szeptikus
volt-e vagy sem, jelent8s hipoxia el6zte-e meg kozvetlenll a halalt vagy sem) szintén
befolydsoljdk a szoveti integritast és az eredményeket, a vizsgdlatok kimenetelét.
Tovabbi fontos marker a széveti integritas vonatkozasdban az an. RIN (RNA Intergrity
Number), melynek 6.5 feletti értéke esetén varhaté jél reprodukdlhaté és
tudomdnyosan robusztus eredmény. Ezért erre tanulmanyainkban (féleg a legutébbi

évek kozleményeiben) kiemelt figyelmet forditottunk.

Eredményeink magyarazatahoz, értékeléséhez fontos annak ismerete és
hangsulyozasa, hogy az Alzheimer-korral jellemz6 neurites plakkok, illetve a cerebralis

amiloid angiopatia (CAA)(mely szintén Alzhemier-kdrra jellemz6, de arra nem
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kizdrélagosan) esetén mas-mds amiloid béta tipus depozicidja igazolhatdé. Mig az
agyallomanyban, a neurites plakkokban dont6en az amiloid béta-42, addig a CAA-ban
az amiloid béta-40 (Shibata és mtsai, 2000). Ezt vizsgdlataink is meger@sitették. A
cerebrovaszkularis amiloid eredete nem teljesen tisztazott. Roy Weller, Southampton-
i neuropatoldégus egyre tobb irodalmi adattal megerésitett hipotézise alapjan a béta
amiloid az agybdl (mintegy védekez6 mechanizmusként) transzportalddik az erek,
illetve a liquor tér felé, és ennek a folyamatnak kévetkezménye, gyakori velejardja az
érfalban torténé depozicid a CAA kialakuldsa (Weller és mtsai, 1998; Nicoll és mtsai,
2004). Ezen hipotézis szerint a CAA tulajdonképp egyfajta protektiv mechanizmusnak
a velejardja. Tobb kisérlet, beleértve allatkisérleteket is, kimutattak, hogy az
agydllomanyban tortén6é koros amiloid depozicid és az érfalban torténé amiloid
depozicié inverz kapcsolatot mutat (Mann és mtsai, 1996). Ugyanakkor szdmos
eredmény és vizsgalat ezt nem tudta ilyen pontosan megerdsiteni. Az s
hangsulyozandd, hogy az Alzheimer-kér végallapotaban, mikor a védekez6 és protektiv
mechanizmusok teljes kimerililése, az agyi homeosztazis integritdsanak teljes
O0sszeomldsa alakul ki, mind az érben, mind az agyallomdnyban mar extrém
mennyiségl koros fehérje depondlddik, tehat az ilyen végstadiumu agy a fenti hipotézis

(és oly sok mas patomechanisztikus tényezd) vizsgalatara nem alkalmas.

A klaszterin jelent6sége az Alzheimer-kér kialakulasaban tovabbra is igen vitatott.
Noha un. chaperon azaz védéfehérjeként is jellemezhetd, egyértelmlen pozitiv és
protektiv jellege, legalabb is az Alzheimer-kér vonatkozasaban, nagyon is kérdéses.
Killick és munkatdrsai (Killick és mtsai, 2014) allatkisérletes vizsgalatai amellett sz616
érveket sorakoztatnak, hogy a klaszterin fokozott expresszidja (‘upregulacid’-ja)
el@segiti és sulyosbitja a béta amiloid neurotoxicitast és a tau hiperfoszforilaciéhoz is
hozzajarul; ennek igazoldsara intracellularis szigndl transzdukcids (jelatviteli) utvonalak
aktivalédasat is sikertlt kimutatniuk. Mindezek is aldhuzzak annak jelentéségét, hogy
a béta amiloid és klaszterin viszonyat az Alzheimer-kdrban, humdn, posztmortem
vizsgalatokban ko-lokalizacids analizissel is elemezni kell, és munkank ehhez tett hozza

szamottevd Uj adatokat.
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Az immunbhisztokémiai vizsgalatokhoz kordbban formalin (formic acid) el6kezelést
alkalmaztak, mely nem specifikus jel6l6dést nagyobb mértékben eredményezett
(Kitamoto és mtsai, 1987; Miller és mtsai, 2011). Vizsgdlatainkban ezen el6kezelést
mell6ztiik, helyette a mar standardnak mondhaté citratos el6kezelést és mikrohullamu
utokezelést alkalmaztuk. A kordbbi eredményekhez képest részben eltérd
eredményeink a kordbbinal alkalmazottnal ma mar korszer(ibb, specifikusabb, anti-
amiloid béta, illetve anti-klaszterin antitestek alkalmazasdval is magyarazhato (az els6
vizsgalatok még a 90-es években, az immunhisztokémiai vizsgalatok korai id6szakaban

torténtek; Giannakopoulos és mtsai, 1998).

LEWY TESTES DEMENCIA ES PARKINSON-KORHOZ TARSULO DEMENCIA

Regionadlis multiplex patologia ’score’ és progredialé kognitiv deficit
Osszefiiggése Lewy testes demenciakban

A Lewy testes demencidk két f6 csoportja a demencia Lewy testekkel (DLB) és a
Parkinson-kérhoz tarsuld demencia (PDD; Kbvari és mtsai, 2009; McKeith és mtsai,
2003; Compta és mtsai, 2011). Mindkett§ alfa szinukleopatiaként szerepel a betegség
csoportositasban (Irwin és mtsai, 2013; Halliday és mtsai, 2011). Végstadiumaban e két
betegség sem klinikailag, sem neuropatoldiailag nem kilonboztethetd meg. A
diagnosztikus kritérium (leegyszerUsitve) alapvetéen az, hogy amennyiben a mozgasi
tlinetek és a demencia kozel egy id6ben kezd6dtek (1 éven belili) DLB a diagndzis,
amennyiben pedig a demencia csak a mozgdaszavart kdvetéen tobb évvel jelentkezett,
PDD-rél van sz6 (Kalaitzakis és mtsai, 2011). Ezen kdrképek tovabbi fontos és
tudomdnyos szempontbdl igen érdekes jellemzG6je, hogy a domindns alfa szinuklein
patoldgia mellett gyakori az Alzheimer-kér patoldgia jelenléte (azaz hiperfoszforilalt
tau és béta amiloid depozicié is jelentkezik (Clinton és mtsai, 2010). A teljesség
kedvéért megemlitjik, hogy (miként gyakorlatilag valamennyi neurodegenerativ
demencidban, kivéve a fiatal életkorban jelentkezé, altalaban genetikailag determinalt
kisszdamu esetet) vaszkularis eltérések is tarsulnak a proteinopatiakhoz, dontéen
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szubkortikdlis vaszkuldris demencia morfolégiai szubsztratjai képében. Korabbi
tanulmany és jelent8s részben ,altalanos vélekedés” szerint az alfa szinuklein patoldgia
sulyosboddsa a demencia szinte kizarélagos oka és annak mértékével jél korrelal
(Horvath és mtsai, 2013; Schneider és mtsai, 2012). Mas tanulmanyok (Compta és
mtsai, 2011; Irwin és mtsai, 2013) ugyanakkor a neokortikalis amiloid béta és p-tau
patoldgia fontossdgat vetették fel (noha ez a tanulmany csak PDD-s eseteket
tartalmazott, DLB-s eseteket nem). Tudomanytorténeti érdekességként megjegyzem,
hogy Lewy testes demencidk korabban mint az Alzheimer-kor Lewy testes variansa
szerepeltek a neurodegenerativ betegségek osztalyozasaban (Di Patre és mtsai, 1999).
Pletykaszintl informacid, hogy ezen nomenklatura fenntartasa mellett még akkor is
sokan érveltek, amikor tudomdnyos vizsgalatok mar egyértelmden bizonyitottdk, hogy
az Alzheimer-kortél jol elkiloniild, sajat betegség(ek)rél van szé. Az egyik f6 érv az volt,
hogy az Alzheimer-kérral kapcsolatos kutatasokra mindig is sokkal b6ségesebben alltak
rendelkezésre forrasok, mint egyéb, demenciat okozd kérfolyamatokra. Kiléndsen
fennallt annak ,veszélye”, hogy egy 6nalldsuld nozoldgiai betegség entitds esetén az
ez iranyu kutatasok lendilete megtorik, hogyha azt elvdlasztjdk a kordbban

,anyabetegség”-nek vélt Alzheimer-koérrol.

Tobbek kozott a fent leirtak alapjan vizsgadlataink f6 célja az volt, hogy a két
legfontosabb Lewy testes demencidaban, négy relevans agyi régiéban (ezen régiokat
aszerint valasztottuk, hogy szinukleinopatidakban, Alzheimer-kdrban, mindkettében
vagy egyikben sem gyakran érintett), az alfa szinuklein p-tau és béta-amiloid patoldgia
sulyossdgat vizsgdljuk (Howlett és mtsai, 2015). A vizsgdlatok f6 irdnya a
neuropatoldgiai értékelésen alapult, szemikvantitativ (0-3-ig terjed6) mddon. A
szinukleinopatidk esetében a Lewy testeket, disztréfids Lewy neuriteket, Alzheimer-
kér esetében a tau pozitiv kotegeket és neurofibrillaris fonatokat, szalcsakat, béta
amiloid esetében pedig az Alzheimer-kor tipusu plakkokat értékeltiik. Azokat az
antitesteket hasznaltunk, melyek a rutin patoldgiai diagnosztikdban ajanlottak és
szamos mas tanulmany alapjan is legmegfelel6bbek e patoldgiak értékelésére, mind

diagnosztikus, mind tudomanyos szempontbdl. Emellett immunoesszé vizsgalatokat is
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végeztink amiloid béta 42, ill. 40 aminosav hosszusagu varians, a foszfo-tau (p-tau) és
total tau irdnyaban. A statisztikai vizsgalatokat non-parametrikus korrelativ tesztek és
regresszios analizisek alapjan végeztik, miként az kdzleményilinkben részletesebben is
szerepel (Howlett és mtsai, 2015). A klinikai adatok alapjan a demencia teszt (MMSE)
haldl el6tti eredményét, valamint a tobb éves utdnkovetés soran észlelt MMSE
értékromlas progresszidjanak mértékét is korreldltattuk a morfolégiai és immunoesszé
eredményekkel. Eredményeink igazoltak egyrészt a korabban mar ismert tényt, hogy
az alfa szinuklein patoldgia sulyossaga Osszefliggést mutat a kognitiv képességek
csokkenésével, a demencia sulyossagaval. Ennél fontosabb eredményilink, hogy
igazoltuk, hogy mindkét Lewy testes demencidaban (azaz a PDD-ben és a DLB-ben
egyarant) az Alzheimer-kor tipusu tau és béta amiloid patoldgia egylttes fennallta az
alfa szinuklein patoldgiaval nagyobb foku kognitiv deficitet, gyorsabb allapotromlast
eredményez (természetesen neuropatoldgiai vizsgalattal csak a végallapot
értékelhetd; de azokban az esetekben, ahol a posztmortem vizsgalat sulyos ko-
morbiditast igazolt, a premortem kongitiv allapotromldas mértéke is szignifikdnsan

magasabbnak bizonyult).

Tovabbi érdekes eredmény, hogy a memdriadeficitet tiikroz6 MMSE teszt értékének
csokkenése pontosabb jelz6je volt az ezzel egyltt jard patoldgia sulyossaganak
(posztmortem vizsgdlatkor), mint a halal el6tti legutols6 MMSE vizsgalat (teszt)
eredménye. Az immunoesszé eredmények egyes régidokban (pl. a BA9 frontalis agyi
régidoban és a BA21 temporalis agyi régidban) szoros, szignifikans korrelaciéot mutattak
az amiloid béta 40 és 42 koncentracidjaval, ill. a neuropatoldgiai vizsgalattal
értékelhetd un. plakk score-ral. Tau esetében a korrelacid kevésbé volt egyértelm(. Az
amiloid béta 42 csak a DLB (és nem a PDD) csoportban mutatott sziginfikans korrelaciot
a kognitiv hanyatldssal (azaz az MMSE értékcsokkenése mértékével). Nagyszamu
valtozd és neuroanatomiai régid, valamint betegcsoport kozotti Osszefliggések
statisztikai analizise, azok eredményei, kozleményilinkben szerepelnek részletesen
(Howlett és mtsai, 2015). Az eredmények Osszességében igazoljdk, hogy a

proteinopatia-jellegl patoldégia 0sszegzett értéke (azaz a 6, alfa szinuklein patoldgia
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mellett a jarulékos béta amiloid, ill. tau patoldgia figyelembevétele is) pontosabban
korreldl a kognitiv képességek hanyatlasanak mértékével, és logikus kovetkeztetés,
hogy ezek a koérfolyamatban is szinergisztikus moddon vesznek részt. Klinikai
vonatkozasa vizsgalatainknak, hogy ezek alapjan joggal felmeril, hogy Lewy testes
demencia valamelyik formdjaban szenveddknél, amennyiben Alzheimer-kér tipusu
patolégia valamilyen moddon igazolhatd (pl. specialis PET vizsgalatokkal), anti-
Alzheimer-kor terdpia is indokolt. Kérdéses, hogy ex juvantibus kezelés adhaté-e a

Lewy testes demencia betegségcsoporthoz tartozé érintetteknek.

Eredményeink tovabb erdsitik azt az ismeretet (melynek jelentésége még sem a
kutatasban, sem a klinikai gyakorlatban nem eléggé keril figyelembe vételre), hogy
neurodegenerativ betegségek nagyon gyakran kevert proteinopatiak 6sszességei, ahol
az egyik, dominans proteinopatia mellett egyéb kéros fehérjék is megjelenhetnek

(melyek egyébként mas kdrképekre jellemzék domindnsan).

Lewy testes demenciaban a kognitiv hanyatlas gyorsabb, mint Alzheimer-
korban

A harmadik munka egy otéves prospektiv vizsgalat, mely az eddigi legnagyobb DLB
betegcsoporton, az eddigi leghosszabb utdnkovetéses tanulmany (Rongve és mtsai,
2016). Itt is a boncoladsra keriil6 eseteknél a neuropatolégiai diagndzis
megallapitasaban, az eltérések neuroanatomiai eloszlasanak jellemzésében, a kliniko-
patoldgiai korrelacidban, a kozlemény elkészitésében vettem részt. DLB mellett, mint
neurodegenerativ kontrolcsoport, Alzheimer-kérban szenvedd betegek is részt vettek
a tanulmdnyban. A kordbbiakhoz hasonldan, ennek a tanulmdanynak is eréssége és
kiilonlegessége, hogy enyhe kognitiv zavarral kizdé betegeknél kezdddott az
utankovetés, azaz a kérkép klinikailag potencidlisan (jobban) befolyasolhaté fazisdban
analizaltuk a betegeket. A vizsgdlat legfontosabb eredménye, hogy igazolta (részletes
statisztikai analizissel megerdsitve), hogy a DLB betegek esetében a kognitiv hanyatlas
gyorsabb, mint Alzheimer-kéros betegeknél. Ennek jelent6sége van a kezelés
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megtervezése, a beteg illetve a csalad részérdl a varhatd kimenetelre és tiinetekre valé
megfelel§ felkészilés vonatkozasaban. Mindennek természetesen egészséglgyi-
o6kondmiai szempontjai, konkluzidi is vannak. Ezen tul a klinikai vizsgdlatok (’trials’)
tervezésénél is figyelembe veendé ez a kiilonbség, azaz az Alzheimer-kéros és DLB-s
betegeket nem helyes, ha homogén ,,demencia” csoportot képeznek (Ferman és mtsai,
2004). Tovabbi neuropatoldgiailag relevans eredménye ennek a vizsgalatnak, hogy
megerQlsitette azt a kordabban is mar tobbszor leszogezett tényt, hogy a
neurodengerativ demencidk biztos diagndzisa csak a neuropatoldgiai vizsgalattal
lehetséges (ritka kivételektdl eltekintve). A legalaposabb klinikai vizsgalat is eltéréseket
mutat a klinikai, illetve a neuropatoldgiai diagndzis 6sszevetése vonatkozdsaban. Ez
aldhuzza annak jelent6ségét, hogy demens betegeknél lehetbleg keriljon sor alapos
(standardoknak megfelels, részletes) neuropatoldgiai analizisre. Ennek pénzigyi
vonatkozasai (azaz a neuropatolégiai vizsgdlat koltségei) azonban Magyarorszagon
nem allnak rendelkezésre. Ha figyelembe vessziik, hogy a betegség kezelése (az adott
beteg vonatkozasdban) sokszorosa, mint a végleges és biztos diagndzist ado vizsgalat
koltsége, akkor mindenképpen érdemes lenne erre egészségpénztdri vagy mas
forrasbdl finanszirozasi keretet biztositani. Ebben a vizsgalatban a betegcsoport
tovabbi kdvetése folyamatban van és a hosszabb utankovetési id6é utan ujabb hasonld
tanulmanyok varhatéak, immar nagyobb neuropatolégiailag igazolt esetszammal,

feltehet6en a mostani publikaciondl magasabb impakt faktoru folydiratban.

Depressziv tiinetek demenciaban: kliniko-patoldgiai tanulmanyok Lewy-testes
demencia (DLB) és Parkinson betegséghez tarsuld6 demencia (PDD)
korképekben

A depresszié sokszor korai, néha elsé tiinete a neurodegenerativ kérképeknek. Ezért
ennek korai felismerése, kezelése kiemelt fontossagl — nemcsak a beteg, hanem csaldd
és a gondozok szempontjabdl is. A Lewy-testes demencia (DLB) és depresszid

kapcsolata sokkal kevésbé ismert, mint Alzheimer-kér esetében. Tobbek koz6tt emiatt
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a depresszid gyakorisaganak, jellemzGinek és a diagnodzissal, a rizikd faktorok kozil az
APOE genotipussal, klinikai tliinetekkel valé ¢sszefliggését két klinikai tanulmanyban
elemezte Frederike Fritze a Stavangeri Egyetem doktorandusza, Dag Aarsland
professzor munkacsoportjabol. Ezen munkakban illetve e kozlemények kialakulasahoz
nem jarultam hozzad olyan nagymértékben, mint a munkacsoporttal k6zos mas
tanulmdanyokhoz. A kézirat elkészitésében kozremikodéssel és konzultativ munkaval
tettem meg azt a hozzajaruldst, amivel a nem szembet(inen sok szerzds (5 illetve 8)
kozleményekben tarsszerz6ként szerepelhetek. Hasonlo jelleg(, klinikai munka Auning
els6szerz8s kdzleménye, mely szintén az Aarsland vezette munkacsoporttal valdsult
meg. Kozrem(kodésem ebben is hasonld, mint a fent jelzett két munkaban. A
vizsgdlatok a depresszié gyakorisdgat igazoltdk a DLB betegek esetén, mint gyakori
kezdeti illetve korai tlinet. Szamos, klinikai szempontbdl kiemelten fontos kiilonbség
mutatkozott a tunetlista vonatkozasaban Alzheimer-kér és DLB 6sszehasonlitasakor.
Ezen megfigyelések a jelenleg is folyd klinikopatoldgiai tanulmanyaink egyik f6
terlletét képezik. Az aldbbiakban harom utankovetett betegcsoport ("kohort’) kliniko-
patoldgiai vizsgalati eredményeit 6sszegzem roviden. Ehhez a munkahoz az id6kdzben
meghaltak neuropatoldgiai vizsgdlati eredményeivel jarultam hozza, valamint a

kozlemény elkészitésében vettem részt.

Az els6 tanulmany (Fritze és mtsai, 2011a) Lewy-testes demencia és Alzheimer-
kdr vonatkozdsaban a depressziv tlinetek gyakorisagat elemezte. Ehhez a munkdhoz az
id6kozben meghaltak neuropatoldgiai vizsgalati eredményeivel jarultam hozz3,
valamint a kozlemény elkészitésében vettem részt. Az eredmények kozil kiemelendd,
hogy mindkét demencia tipus esetében a kognitiv hanyatlas a depresszids tinetek
sulyosboddsaval 0Osszefliggést mutat. Tovabba, hogy az utankovetés kezdetén
depresszids betegek tobbsége az utankovetés idészak végére is depresszids volt, a
pszichiatriai kezelési protokollok ellenére. Fontos kiemelni, hogy noha a vizsgalatban
els6sorban enyhe demenciaban szenvedd betegek szerepeltek, kozottik is gyakori volt
a depresszio. Ezt azért Iényeges hangsulyozni, mert szamos korabbi tanulmany mar

igazolta, hogy sulyos demenciaban jelent6s depressziv komponens mutatkozik a
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betegek szamottevd részében (Stetler és Miller, 2011; Fritze és mtsai, 2010; Korczyn és
Halperin, 2009; Montgomery és Asberg, 1979), (Weintraub és mtsai, 2010a).
Eredményeinek alapjan hipotetizalhatd, hogy a kognitiv hanyatlast csokkentd

gyogyszerek a depressziv szimptdmakra is kedvezd hatdssal lehetnek.

A kovetkezd tanulmany (Fritze és mtsai, 2011b) szintén az enyhe demencidban
jelentkez6 depresszidt vizsgalta, kiilonos tekintettel a klinikai tlinetek, diagndzis, és az
Apolipoprotein E (Apo E) genotipus Osszefliggéseire (Delano-Wood és mtsai, 2008;
Jiang és mtsai, 2008; Slifer és mtsai, 2009). E munkaban is a boncolasra keril6 esetek
neuropatoldgiai feldolgozdsaval, klinikopatoldgiai korrelaciéval, a kozlemény
elkészitésében vald kozremilkodéssel vettem részt. Eredményként megallapithatd,
hogy (mint azt kordbbi vizsgalataink is igazoltdk) mar enyhe demenciaban is viszonylag
gyakori a depresszid. Tovabba, hogy ez gyakoribb és sulyosabb DLB esetén, mint
Alzheimer-kérban. Az Apo E genotipus korreldcids vizsgalatok (melyekben nem vettem
részt) igazoltdk, hogy az Apo E4 szignifikdns Osszefliggést mutat a depresszid

gyakorisagaval.

A depresszio és a szinaptikus cink ion szabdalyozasa Alzheimer-kdrban, Lewy-
testes demenciaban és Parkinson-kor demenciaban (DLB ill. PDD)

Amint korabbi tanulmanyainkban is igazoltuk, a depresszié gyakori demenciaban: kb.
20% Alzheimer-kérban és 30% folotti DLB ill. PDD esetén (Fritze és mtsai, 2011a; Fritze
és mtsai, 2011b). Ennek igen nagy jelent6sge van, mivel kognitiv zavar melletti
hangulati eltérések nemcsak a beteg, hanem a hozzatartozd, gondozd illetve
Osszességében az egész egészségligyi elldtdrendszer szamara jelentds tovabbi terheket
jelentenek, beleértve a jelentGs pénzligyi kiaddsokat is (Byers és Yaffe, 2011). Tovdbba
a depresszid, mint a demencia fontos és kiemelt rizikéfaktora is ismeretes (Gracia-
Garcia és mtsai, 2015; Kohler és mtsai, 2011). Tovabbi probléma, hogy a jelenleg
klinikailag alkalmazott antidepresszansok, melyek a nem demens populacié estében
gyakran igen hatasosak, az AD ill. PD beteg populdcidban nem tlinnek effektivnek
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(Munro és mtsai, 2012; Bains és mtsai, 2002; Weintraub és mtsai, 2010b; Banerjee és
mtsai, 2011; Banerjee és mtsai, 2013). Mindezek alapjan felmeril annak lehet6sége,
hogy a demens betegek esetében a depresszié mas molekularis mechanizmussal alakul
ki, mint a nem demens populacidéban. E kérdés megvalaszolasa kiemelt jelent&ségd,
hogy mihamarabb eredményesebb terdpias beavatkozasok, kezelések legyenek
lehetségesek. gy keriilt figyelmiink elSterébe a cink homeosztazis és a szinaptikus
diszfunkcié problematikdja a depresszié vonatkozasaban. A szinaptikus és (neuronalis)
cink szintet a kiilonb6z6 cink transzporterek (ZnTs) szabdlyozzdk. Ezek cinkszallitd
fehérjék., a cink ionokat kivonjak a citoszolbdl, és a megfelel6 orgenellumokhoz
szallitjak, ahol funcidjukat kifejtik; adott esetben ez nem egy organellum, hanem egy
neuroanatomiai egység, ugymint a szinapszis. EgyszerUsitve ugy is fogalmazhatunk,
hogy valamennyi organellum ill. neuroanatémia egység sajat cink transzporterrel
rendelkezik. A szinaptikus jelatvitelben fontos cink transzporter a ZnT3, ami a cink
ionokat a glutamaterg vezikuldkba szekvesztralja, még miel6tt a glutamat azokbdl
felszabadul és ezaltal a szinaptikus jelatvitel egyik fontos moduldtora is (Palmiter és
mtsai, 1996; Linkous és mtsai, 2008; Cole és mtsai, 1999; Gundelfinger és mtsai, 2006).
Indirekt mdédon erre utal, hogy a cink megvondsa a taplalékbdl ragcsdldokban a
szinaptikus cink szint jelent6s csokkenését eredményezi és az allatok depresszié-szer(
tineteket mutatnak. Ha pedig antidepresszans jellegii molekulakat adunk, akkor e
depresszid-szerld tlunetek csokkennek és a szerz6k ugy gondoljak, ennek a
hatdsmechanizmusa a cink koncentracié kedvezd valtozdsaban rejlik (Swardfager és
mtsai, 2013; Nowak és Schlegel-Zawadzka, 1999; Takeda és mtsai, 2012). Egy masik,
eltér6 mechanizmusu, mddszer az elektrokonvulziv terdpia, melyet (f6leg kordbban)
szintén alkalmaztak a sulyos depresszio kezelésére. Egyes adatok szerint ez szintén
noveli a szinaptikus cink ion szintet (Nowak és Schlegel-Zawadzka, 1999). Szamos
tanulmany utal arra, hogy a csdkkent szérum cink koncentracié és a depresszid kdzott
kapcsolat van; tobbségében a szérum cink szintjének a csokkenése (Swardfager és
mtsai, 2013). Klinikai tanulmanyok (noha nem nagyszdmu betegcsoporton) szintén azt

igazoljak, hogy cink szupplementacido kedvez6 hatasu lehet depresszid
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vonatkozasdban, akar jarulékos antidepressziv kezelés nélkil vagy azzal egyiitt (Lai és

mtsai, 2012).

Tanulmanyunkban a ZnT-3 szintjét vizsgaltuk Alzheimer-koéros, DLB-s valamint PDD-s
betegekben és a cink szint és a depresszid (a klinikai betegadatokbdl ismert)
sulyossagat hasonlitottuk 6ssze (Whitfield és mtsai, 2015a). A 9-es Brodmann areat
(BA9) valasztottuk, mivel ezen dorzolateralis/frontaliskortikdlis régié a frontalis-
szubkortikalis neuronalis haldzatok révén a depresszid neuroanatdomidjaban ismert és
fontos szerepet jatszik. Tovabbda, e régid mind térfogataban, mind metabolikus
aktivitdsaban érintett lehet depresszidban (mindkett6ben csokkent) és a DLB
tineteinek és patoldgajanak is egyik fontos neuronatémiai szubsztratja (McKeith és
mtsai, 2005; Khundakar és mtsai, 2009; Khundakar és Thomas, 2009). A masik két régid,
melyet 6sszehasonlitasul valasztottunk, a kovetkez6k voltak: a gyrus cinguli elilsé
része (BA24), valamint a parietdlis lebeny alsé lobulusa (BA40). Alaphipotézisiink a
kovetkez6 volt: a ZnT-3 szintje a prefrontalis kortexben csokkent, ez a szinaptikus cink

reguldcio zavarat eredményezi, ami depresszidval tarsulhat a vizsgalt demencidkban.

Vizsgdlatot nagyszdmu beteganyagon végeztiik, megfelel6é kontroll csoporttal egyiitt.
A ZnT-3 szintjét Western blot mddszerrel vizsgaltuk, melyhez mintegy fél gramm
fagyasztott agyszovetet izoldltam, amit aztan homogenizaltunk és a fehérjeszint
meghatdrozasra kerilt. Ehhez gélelektroforézissel (10%-os SDS-PAGE) megtortént a
fehérje szeperacid, nitrocellul6z membranra a transzfer és anti-ZnT-3 antitesttel
detektaltuk a fehérjét. Kontrollként anti-béta 3 tubulin reakcié tortént, ennek szintjére
normalizdltuk a ZnT-3 szintet. A kvantifikdlasa az un. Odyssey fluoreszcens szkennelés
modszerrel tortént. Patkany agykéregbdl vett mintak szintjét tekintettlk alapértéknek,
ehhez viszonyitottunk. Azért dontottiink a patkany agykéregszint alapértékének
tekintése mellett, mert a béta-3 tubulin szintje a régidktdl fliggben jelentbsen
valtozott. Protein kémikus munkatarsaimmal tortént konzultacié alapjan hoztuk meg

ezt a dontést.
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A statisztikai analizist egyrészt regresszié analizissel, masrészt Mann-Whitney teszttel
végeztik a fehérjék vonatkozasaban. ANOVA ill. Bonferroni teszteket is végeztlink

("post-hoc’) a depressziod és a fehérjeszint 6sszehasonlitasara.

Eredmények: miutdn dsszesen 95 beteg illetve kontroll 3 régidjat megvizsgdltuk a BA9-
es régidban a ZnT-3 szintjének csokkenése és a depresszid kdozott magasan szignifikans
Osszefliggést talaltunk, mely a kiilonb6z6 demencia tipusok vonatkozasdban egyarant
fennallt. Férfi-n6 kiilonbség nem igazolddott. Ezt a kérdést azért is vizsgaltuk alaposan,
mert ismeretes, hogy egyes demencidk, mint példaul az Alzheimer-kér, nékben
gyakoribbak (Barnes és mtsai, 2005; Rocca és mtsai, 1991; Fratiglioni és mtsai, 1997).
Eredményeink arra utalnak, hogy a cink szint modulaciéjara iranyuld terapias
probdlkozasok kedvezdek lehetnek a vizsgdlt demencidkban gyakori depresszid

kezelésében is.

A szinaptikus fehérje ZnT-3 és PSD-95 vizsgalata DLB, PDD és Alzheimer-kor
vonatkozasaban

Korabbi vizsgdlatainkban (lasd feljebb) a ZnT-3 és a depresszid kapcsolatat igazoltuk a
harom jelent6s demencia csoportban. Ezen, kdvetkez6 munkdnkban a vizsgalatokat
kiegészitettliik a posztszinaptikus denzitds protein 95 (PSD-95) vizsgdlatdval, valamint
ezen munkaban immunhisztokémiai korreldcid is tortént az alfa-szinuklein, béta-
amiloid, tau patoldgia mértéke és a ZnT-3 ill. PSD-95 immunhisztokémia illetve fehérje
expresszid vontakozasaban (Whitfield és mtsai, 2014). Valamennyi eredménylinket
korreldltattuk a kognitiv hanyatldas mértékével. Fontos vizsgdlati részként,
osszehasonlitottuk a Lewy-testes demencidk két f6 tipusat, az DLB-t és PDD-t. Ismét
ugyanazt a harom régidt vizsgaltuk (BA9, BA40, BA24), mint a kordbbi
tanulmanyunkban. A PSD-95 vizsgalata mellett azért dontottliink, mert egyrészt ezt DLB
és PDD esetében még nem vizsgaltak, masrészt egy postszinaptikus fehérjét is
szerettlink volna részletesen analizdlni, és a PSD-95 szintjét Alzheimer-kdrban
kordbban mar igazoltak (Love és mtsai, 2006; Gylys és mtsai, 2004). Tovabba, a PSD-95
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a transzgenikus egér kisérletekben tapasztaltak alapjan a tanulds és a memaria deficit
vonatkozasdban is valdszinlleg szerepet jatszik (Migaud és mtsai, 1998; Adlard és
mtsai, 2010; Adlard és mtsai, 2008). A neuropatoldgiai értékelés standard guideline-ok
és kritériumok szerint tortént a diagnosztika vonatkozasaban, mig az
immunhisztokémiai és Western blot, valamint a demencia klinikai score-ok
osszehasonlitdsdhoz szemikvantitativ vizsgalatokat és megfelel6 statisztikai teszteket
alkalmaztuk. Ezek szintén szamos korabbi, részben munkacsoportunk altal végzett
munkakra, kozleményekre is alapultak. Eredményeink kozil a kovetkez6ket emeljiik ki:
a ZnT-3 és a PSD-95 szintjének csokkenése és a kognitiv hanyatlas k6z6tt minden
betegségcsoportban szignifikans 6sszefliggés igazolddott. Ennek mértéke azonban a
kiilonb6z6 agyi régidkban valtozd volt, a legkifejezettebb a prefrontdlis kortexben
(BA9)-ben volt, ami ezen régié kongnitiv funkcdban jatszott fontos szerepének
ismeretében nem meglepd. A szinaptikus fehérjék szintje és a neurodegenerativ koros
proteinek (béta-amiloid, tau, alfa-szinuklein) kdzo6tt is szamos szignifikdns korreldcié
igazolédott. Amifontos, meglepd és érdekes lelet volt, hogy a két alfa-szinukleinopatia,
melyek a Lewy-testes betegségek csoportjanak f6 reprezentdnsai, a DLB a PDD kozott
a PSD-95 vonatkozdsdban jelent8s, szignifikdns kiilonbséget taldltunk. Ez azért is
érdekes, mert a kérdés tovabbra is nyitott, hogy a PDD és a DLB egyazon betegség
kiilonb6z6 megjelenési formaja, vagy pedig két kiilon entitas. Eredményeink az utdbbi
mellett szélnak. Erdekes médon a PSD-95 és ZnT-3 az afa-szinukleinopétidkban (DLB és
PDD) szignifikdnsan csokkent, mig Alzheimer és kontroll egyedekben nem figyelhet6
meg valtozds. Ezek alapjan folmerul annak lehet6sége, hogy ezeket a markereket
biomarkerként is alkalmazzuk DLB, PDD elkilonitésére egyéb korképektdl. Jelenleg
folyamatban vannak nemzetkdzi munkacsoportunk részérél a cerebrospinalis folyadék

(liquor) vizsgdlatok e fehérjék vonatkozasaban, biomarker analizis részeként.
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Dinamin-1, VAMP2, Rab3A, SNAP25, és neurogranin (szinaptikus fehérjék) és a
kognitiv hanyatlas dsszefliggése Lewy-testes korképekben

A korabbi vizsgalatokkal (részben) parhuzamosan illetve azok folytatasaként két masik
szinaptikus vonatkozasu fehérjét vizsgaltunk Lewy-testes kérképekben (DLB és PDD)
valamint Alzheimer-kdrban és (miként korabbi vizsgalatainkban is) hasonlé koru
kontroll betegcsoportban (akik nem szenvedtek neurolégiai kérképekben és nem
mutattak neurokognitiv deficit jeleit). A Dinamin-1-nek az endocitézisban, a
neurotranszmitter Ujrafelvételben, a receptor internalizaciéban van szerepe és igy a
szinaptikus transmisszié egyik kevésbé ismert, de bizonydra fontos komponense (Torre
és mtsai, 1994). A szinaptikus vezikuldk endocitézisaban jatszott szerepét gén 'knock-
out’ (KO) egérkisérletek is igazoltdk (Raimondi és mtsai, 2011). Emellett fontos szerepet
jatszik a neuron szerkezeti stabilitdsaban, erre utal, hogy a neurit képz&dés
stadiumaban kifejezett 'upregulacid’-ja ismert (Torre és mtsai, 1994), mig a neurit
retrakcid kapcsan alul reguldlt (Hinshaw, 2000; Clayton és Cousin, 2009; Macia és
mtsai, 2006). Tovabbi részletes adatok kézleményiinkben is szerepelnek (Vallortigara
és mtsai, 2014). Noha a Dinamin-1 szint a kiilonb6z6 demencia tipusokban nem
mutatott kilonbséget és nem eltéré a kontroll csoport részletétél sem, azonban ha a
Dinamin-1 szintet a kognitiv hanyatlas mértékével azonositjuk, akkor pozitiv korrelacid
igazolédott. Ez az eltérés a prefrontdlis kortex (BA9) vonatkozasaban igazolddott.
Erdekes médon a Dinamin-1 neuropatoldgiai jellemz&kkel (plakk score alfa-szinuklein

pozitivitads gyakorisaga, tau denzitds) sem mutatott szignifikdns dsszefliggést.

Ezzel szemben a kalcium /kalmodulin-dependens protein kinaz Il alfa (CaMK 1) szintje
szignifikans kulonbséget mutatott valamennyi demencia tipusban a kontroll
csoporthoz képest. A precentralis gyrusban (BA24) a CaMK Il a szinaptikus
plaszicitasban és a kognitiv funkcidkban ismeretes szerepet jatszik (Wang és Kelly,
1995; Wang és mtsai, 2005; Giese és mtsai, 1998; Kelly és mtsai, 2005; Kelly és Ferreira,
2006). Vizsgalati eredményeink ezeket lényegében megerésitik (Vallortigara és mtsai,
2015). Ezen munka eredményei tovabbi vizsgdlatok szlikségességére és fontossagara
irdnyitjak a figyelmet, valamint arra, hogy a kalcium diszregulacio egyes agyi régidkban
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fontos lehet, melyek a CaMK-lIl és Dinamin-1 fliggé molekularis jelatviteli
mechanizmusokat is befolyasolhatjdk és ezaltal a kognitiv hanyatlashoz

hozzajarulhatnak.

Ezek utan tovabbi szinaptikus fehérjék (Dinamin-1, VAMP2, Rab3A, SNAP25, és
neurogranin9 osszefliggését igazoltuk a kognitiv hanyatlas mértékével (Vallortrigara és

mtsai, 2015; Bereczki és mtsai, 2016).

Az 'unfolded protein response’ (UPR) aktivacidja Lewy-testes demenciakban

Az UPR olyan intracellularis, sejt-tulélést segit6 védekezé mechanizmus, mely a sokféle
okbdl kialakuld endoplazmatikus retikulum stressz kapcsan alakul ki. Az utébbi id6ben
az UPR szdmos neurodegenerativ kdrképben vizsgdlt, mint lehetséges terapids célpont
(Niblock & Gallo, 2012; Hortobagyi és mtsai, 2011; Uchikado és mtsai, 2006).
Ugyanakkor alfa-szinuklein rendellenességekben (szinukleinopatidkban) szerepét nem
vizsgaltak. Az UPR utvonal fontos mediatora a gliikdz-regulalt protein 78 (GRP-78)
melyet 'binding immunoglobulin protein’ (BiP) néven is ismernek. Ezen fehérje szintjét
vizsgaltuk posztmortem agyszovetben, Parkinson-kér demencia (PDD), Lewy-testes
demencia (DLB) és 0Osszehasonlitdsul Alzheimer-kér betegi esetében, valamint a
betegségekhez tartozé esetekkel egyeztetett koru kontroll egyedekben (Baek és mtsai,
2015). Western blot és immunhisztokémiai vizsgdlatokat végeztiink. Eredményeink azt
igazoltdk, hogy a GRP-78 fehérje szintje a DLB-s és PDD-s betegekben nagyobb
mértékben emelkedett, mint az Alzheimer-kdros illetve kontroll esetekben, a vizsgalt
régiok kozil a gyrus cinguliban és a parietalis agykéreg részletben. Ugyanakkor nem
volt érdemi (szignifikdns) eltérés a prefrontdlis és a temporalis kortikalis terileteken.
Az alfa-szinuklein és a GRP-78 szintje k6z6tt pozitiv korrelacié igazolddott a gyrus
cinguliban, mig az Alzheimer-kér tipusu patoldgia inverz 6sszefliggést mutatott a
parietdlis lebeny vonatkozdsaban. A tobbi vizsgalt eltérés nem volt szignifikans.

Eredményeink azt igazoljdk, hogy az UPR fontos szerepet jatszik Lewy-testes
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demenciakban; s6t, az UPR aktivacio ezen koérképekben nagyobb mértékd, mint
Alzheimer-korban. Ennek oka lehet, hogy az endoplazmatikus retikulum stressz
mértéke szinukleinopatiakban eltéré Alzheimer-kérhoz képest. Ez Ujabb kilonbséget
mutat e betegségcsoportok kozott. Eredményeink tovabba megerésitik, hogy az UPR-t
mint terapids célpontot érdemes az alfa-szinukleinopdatidk vonatkozdsaban is

részletesebben vizsgalni.

Az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz gyakori eltérés neurodegenerativ
korképekben (Amarilio és mtsai, 2005). Mivel az ER fontos szerepet jatszik a sejt
homeosztazisanak fenntartasaban, a celluldris folyamatok szabalyozasaban illetve
kontrollalasaban, a nem megfelel6 mdédon strukturalt fehérjék ("unfolded proteins’) és
a kdlcium homeosztazis zavara az endoplazmatikus retikulumban un. ER sresszt okoz
(De Brito & Scorrano, 2008). Erre az ER stresszre a sejt védekez6 valasza az UPR. Az UPR
aktivalodas megnoveli a sejt proteinfeldolgozé kapacitdsat (‘protein folding capacity’)
tovabba az un. mindségellenbrzés és a protein degradacid6 mechanizmusai is
kedvezben valtoznak. Noha az emberi testben a rosszul strukturdlt (‘misfolded’)
fehérjék akkumulacidja legtobbszor kezelhet6é probléma, tobbek kozott az
sejtujdonképz6dés révén, a poszt-mitotikus neuronokban ez a lehet6ség nem all fenn

és a neuronok tulélése igen nagy mértékben az UPR-t6l fligg (Bernales és mtsai, 2006).

Munkdank az elsé igazolasa az UPR aktivacidonak nemcsak a Lewy-testes korképekben,
de az alfa-szinukleinopatiak tagabb betegségcsoportjaban is. Az eredmények azt is
igazoljak, hogy amennyiben a Lewy-testes korképekhez jarulékos Alzheimer-kor tipusu
patoldégia tarsul (ami igen gyakran el6fordul) az az UPR tovabbi aktivalédasat

eredményezi.
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NEUROPATOLOGIAI KONSZENZUS NEURODEGENERATIV KORKEPEKBEN

1

A béta-amiloid lerakddas neurodegenerativ korképekben és az id6s6d6 agyban
- neuropatologiai konszenzus kidolgozasa

Noha az Alzheimer-kér f6 neuropatoldgiai jellemzgjét Alois Alzheimer tébb, mint 100
éve (1912-ben) leirta, a béta-amiloid, mint egyik f6 kérjelz6 és koéroki fehérje
purifikdlasa és karakterizdlasa csak 1984-ben tortént meg (Glenner és Wong, 1984a;
Glenner és Wong, 1984b; Braak és mtsai, 2003). Tovabbi 5 év mulva igazoldédott, hogy
a béta-amiloid az APP prekurzor fehérje kéros lebomlasdanak eredménye (Selkoe,
1989). Ezen felismerést kovetéen az amiloid depozicié neuropatoldgiai vizsgalata
kiemelt fontossaguva valt és része a rutin neuropatoldgiai feldolgozasnak. Ugyanakkor
atfogd, konszenzus vizsgdlat mindez ideig nem tortént a béta-amiloid depozicid
neuropatoldgiai értékelésére vonatkozdan. Ennek kapcsan jegyezziik meg, hogy a béta-
amiloid egyrészt az agy allomanyaban egyrészt difflz masrészt Alzheimer-korra
specifikus neurites plakkok formajaban, tovabba amiloid angiopatiaként
manifesztalodik (Aho és mtsai, 2006; Thal és mtsai, 2002). Noha mindketté jél ismert
és a neuropatolégiai leletben elengedhetetlen része az Alzheimer-kéros agy
jellemzésének, a leiras sokszor nem elég alapos és a szemikvantitativ becslés jelent6s
eltéréseket mutat neuropatoldgusok ill. neuropatoldgiai centrumok kozott. Ennek
ismeretében és kikliszobolésére, kilondsen fontos egységes allaspont kialakitasa,
melyet a BNE részletes vizsgalata tett lehet6vé (Alafuzoff és mtsai, 2009). Osszesen 26
neuropatoldgus elemezte a nagyszamu agyat, annak 6 olyan régiojat, mely része a rutin
neuropatoldgiai feldolgozasnak. Ot amiloid depozicids fazist hatdroztunk meg, és
ennek meghatarozasaban 81%-os egyetértés igazolddott. Az amiloid angiopatia (CAA)
és annak tipusa vonatkozasaban 93 ill. 74%-os volt az egyetértés. Ezen eredmények
(attdl fugg, milyen szemszogbél nézzik) kedvezének, de akar kedvezétlennek is
tarthatok. Tovabbi vizsgalatok alapultak erre (és hasonlé munkdkra). Ma mar az

Alzheimer-kor diagnosztikus kritériumai kozott (Montine és mtsai, 2012) egy
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meglehet6sen egységesnek mondhatd béta-amiloid depozicié vizsgalat, gradalas is

szerepel.

Frontotemporalis lobalis degeneracié TDP-43-pozitiv inkluzidk (zarvanyok)kal
(FTLD-TDP) - neuropatoldgiai konszenzus kidolgozasa

A 31 neuropatoldgus részvételével tortént analizis az ubikvitin, p62, illetve TDP-43
ellenes kilonbozé antitestek megbizhatdsagat, a kiértékelés reprodukdlhatdsagat
vizsgdlta (Alafuzoff és mtsai, 2015). A projekt els6, metodoldgiai részletében a p62
immunhisztokémiai jel6l6dés adta a legegységesebb (legmagasabb konszenzus értéku)
eredményt. Ugyanakkor a diagnosztikailag leghasznosabb az anti-TDP-43 antitestek
hasznalata volt, melyek kozil kiemelkedik a patolégias TDP-43-at specifikusan
felismerd, un. foszfo-specificus antitestek hasznalata. Ez nem meglepé annak
ismeretében, hogy mind az ubikvitin, mind a p62 nemcsak a TDP-43-at, hanem
gyakorlatilag valamennyi neurodegenerativ proteinopatia-fehérjét (azaz a tau-t, béta-
amiloidot, alfa-szinukleint, FUS-t, prion proteint, huntingtint stb.) jeloli (Pikkarainen és
mtsai, 2010). Ugyanis e markerek, marmint a p62 és az ubikvitin az ubikvitin-
proteaszdma szisztéma (UPS) felé degradalas céljabdl eljuttatott fehérjék

meglehetésen univerzalisnak tarthaté markere.

A foszfo-TDP-43 ellenes antitestek el6nye, hogy csak a kéros (hiperfoszforildlt) TDP-43
fehérjét jeloli (McNicol és Richmond, 1998; Hasegawa és mtsai, 2008). Ezzel szemben
az altalanos TDP-43 ellenes antitestek gyakorlatilag valamennyi sejtben nuklearis
(fiziologids) jelolédést adnak, mely a kéros (dontéen intracitoplazmaticus, illetve
disztréfias neuritek képében megjelend) eltérések felismerését megnehezitik.
Id&igényes, jelentEsebb hibaszazalékkal jard vizsgalatot tesznek sziikségessé, nagyobb
mikroszképos nagyitdst sziikségessé téve (D’Amico és mtsai, 2009; Shi és mtsai, 2001).

A vizsgalat javaslatot is tett a legmegfelel6bbnek latszé antitestekre.
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A projekt masodik részletében az FTLD-TDP szubtipusok konszenzusként elfogadott
klasszifikacidja szerint A, B, C altipusként jelzett osztalyozast teszteltiik. Ez a Mackenzie
és munkatdrsai altal 2011-es kidolgozott klasszifikacido (Mackenzie és mtsai, 2006;
Mackenzie és mtsai, 2011). A vizsgdlat eredményeként a C altipus diagnosztizalasa
esetén volt a legjobb az értékel6 neuropatolégusok kozotti konszenzus, mig az A és a
B tipusok kozotti differenciacid Iényegesen alacsonyabb konszenzussal jellemezhet6. A
kevert tipusok (AB, AC vagy BC), nem meglep6 mddon, szintén alacsony konszenzus
jellemz6k mellett kerlltek diagnosztizdlasra. A munka eredményeként, a
legfontosabbakat kiemelve, megallapitast nyert, hogy a TDP-43-proteinopatidval jard
demencia (FTLD-TDP) megbizhatdéan diagnosztizalhatdé neuropatolégus szakorvosok
altal (fuggetlen attdl, hogy frontotempordlis demencia diagnosztikdban mennyire
jartasak; ennek kapcsan megjegyezziik, hogy a neuropatolégusok szamottevd része a
szakvizsga minimum kovetelményeken tulmenéen nem tapasztalt illetve tajékozott
ezen specidlis, dinamikusan valtozd neuropatoldgiai részterileten. Vizsgalataink
jelent6ségét is alahuzta, hogy a metodoldgiai fejlesztések, beleértve az egyre
specifikusabb és szenzitivebb antitestek kidolgozasat, a kéros proteinopatia-fehérjék

vonatkozasdban kiemelt jelentdségliek.

Ez a vizsgalat abbdl a szempontbdl is jelentds, hogy a neuropatoldgusok kozotti
kapcsolat erdsitését szolgalja és a megjelent publikacidval jelzi a neuropatoldgiai
diagnosztika fontossagat a neurodegenerativ kérképekben altaldban, valamint az Ujnak

tekinthetd betegség tipusok (mint az FTLD-TDP) vonatkozasaban.

A munkdhoz széveti microarray (Tissue MicroArray, TMA) blokkokat hasznaltunk, ami
a munka és a tanulmany egyik limitacidja is, ugyanis a neurodegenerativ betegségek
napi és rutin diagnosztikajaban nem néhany mm atmérdjld szévetdarabokat, hanem
jelentds kiterjedési (gyakran makroblokk) kimetszéseket hasznalunk (Kauppinen és
mtsai, 2006; Karlsson és Karlsson, 2011). Ez a mdédszer ugyanakkor (mas szemszogbdl
vizsgdlva) pozitiv eredményként is folfoghatd, hiszen igazolja azt, hogy megfelel6

szaktudassal rendelkez6 orvosok (azaz neuropatoldgus szakorvosok) akar ilyen kicsiny,
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mintarészleteken is elfogadhaténak tarthato (helyenként kivalé) konszenzust érhetnek

el a diagndzis és az elvaltozasok természetének megitélése vonatkozasaban.

Egy ilyen vizsgalatnak (tovabb)képzési, edukacids jellege is van, kilonosen azon
neuropatoldgusok vonatkozasaban, akik ritkabban latnak neurodegenerativ eseteket,
illetve egyediil dolgozdé szakemberként napi szintl kontzultaciéra nincs lehet6ségik
(sajnos ez a legtobb eurdpai orszagban dolgozé neuropatolégusra igaz, beleértve

Magyarorszagot is).

FTLD-tau Pick testekkel a hippokampuszban - neuropatoldgiai konszenzus
kidolgozasa

A frontotempordlis demencia (FTLD) klasszikus tipusa a Pick betegség (korabban
valamennyi frontotemporalis demenciat Pick betegségnek hivtak; Bergeron és mtsai,
2003), melynek tipikus jellemz6je az un. tau pozitiv Pick testek jelenléte a
hippokampuszban és az agykéregben, neuronok citoplazmajiban (Dickson, 1998; Arai
és mtsai, 2001; Dalfé és mtsai, 2006). BNE altal koordinalt munkaban, melynek vezetéje
Kovacs Gabor bécsi neuropatolégus volt, nagyszamu Pick betegség eset
hippokampuszanak neuropatoldgiai vizsgalatat végeztiik el (Kovacs és mtsai, 2013). A
részletes vizsgalat soran kiilonbozd tau ellenes antitestek (melyek kozil az Un. harom
ill. négy ‘repeat’ (3R, 4R) ellenes antitestek és az altaldnos diagnosztikaban hasznalt
AT8 antitest szerepelt), alfa-szinuklein, TDP43, p62, valamint ubikvitin antitestek
analizise tortént. A vizsgdlat Pick betegségben meglehet6sen egységes patholdgiat
igazolt és ritkan volt ko-existald egyéb proteinopatia. Az esetek nagy tébbsége az un.
3R pozitiv tau zarvdnyokat tartalmazott (azaz negativ volt a 4R pozitiv inkluzidk
(zarvanyok) ellen végzett immunhisztokémiai vizsgdlattal). Ugyanakkor 66 eset kozul 6
un. nem osztalyozhatd (‘unclassifiable’)-nek bizonyult a jelenlegi tauopatia osztalyozas
alapjan, melyek esetében felmerilt Uj entitasok lehetdsége (pl. globularis glidlis
tauopatia; (Kovacs és mtsai, 2008)). A 3R és 4R tipusu tau patoldgiai korai leirdsa és
jellemzése de Silva és munkatdrsai munkajaban szerepel (de Silva és mtsai, 2006)
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Az id6s6d6 agy vaszkularis eltérései - neuropatoldgiai konszenzus kidolgozasa

Az id6s6d6 agyban, illetve a demencidban szenved6 betegek cerebrumaban a
neurodegenerativ proteinopatidk értékelésére évtizedek ota kialakultak a
standardizalt kritériumok, melyek rendszeresen (a kor kovetelménynek és a tudomany
fejl6édésének megfelel6en kb. 10 évente) megujitdsra kerilnek (The National Institute
on Aging, and Reagan Institute Working Group on Diagnostic Criteria for the
Neuropatological Assessment of Alzheimer’s Disease, 1997; Pantoni és mtsai, 2006;
Fischer és mtsai, 1991). Ez sajnos nem jelenthet6 ki a vaszkularis eltérésekre, melynek
értékelése és megitélése meglehetésen szubjektiv, centrumonként, illetve
neropatoldgusonként jelentés vdltozatossagot mutat és standardizalt kritériumok,
stadium beosztds, gradalds gyakorlatilag nem létezik (Nagata és mtsai, 2007;
Scheinberg, 1988; Montine és mtsai, 2012). Ennek sziikségessége pedig egyértelm(],
hiszen a vaszkuldris eltérések szerepe a demencidban egyre inkdbb felismert (Gorelick
és mtsai, 2011). Torténelmileg megemlitendd, érdekes és fontos jelenség, hogy Alois
Alzheimer és kortdarsai neuropatoldgiai demencia kutatasa eredményeként tobb, mint
100 éve meghatarozasra keriltek a ma ,neurodegenerativ proteinopdatiak”-nak
nevezett betegségcsoport legfébb jellemzGinek f6 jegyei (Stefanits és mtsai, 2012).
Azonban az & leirasuk és tulajdonképpen a nerodegenerativ proteinopatiaknak
alapjainak lerakdsa nem forradalmasitotta a kor szemléletét és hosszu évtizedekig
(tulajdonképpen a 70-80-as évekig) az a koncepcié uralkodott, hogy a demencia
dontéen egy vaszkularis probléma (Scheinberg, 1988). A molekuldris bioldgia,
proteomika, patolédgia (beleértve az immunhisztokémiai mddszereket is) fejlédésével
a 80-as évektdl kerultek felismerésre és részletesebb leirasra a neurodegenerativ
proteinopatiak. Ekkor az inga atlendiilt a masik, demencia=neurodegeneracio végletbe
(Grinberg és Heinsen, 2010). Ez szamos kdovetkezménnyel jart; tobbek kozott a nagy
gyogyszercégek oridsi 0Osszegeket fektettek a neurodegenerativ folyamatok

kutatasaba, melyek azonban (sajnos) gyakorlatilag mind kudarcot vallottak. Az eimult
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10 évben az el6bb jelképesen emlitett inga, mely a vaszkularis és a neurodegenerativ
demencia-mechanizmusok koz6tt ingadozott az elmult, mintegy 100 évben, kezd
beallni a kdzépvonalba: azaz annak felismerése zajlik ugyanis napjainkban, hogy a
demencia vaszkularis és neurodegenerativ folyamatok egyilittes kovetkezménye
(Gorelick és mtsai, 2011). S6t ennél is tobb: a demencia ezen folyamatok jelenleg ma
még kevésbé ismert kdlcsonhatdsanak az eredménye (az esetek tobbségében). Ezen is
indokolja annak fontossagat, hogy a vaszkularis eltérések neuropatoldgiai jellemzését
kozelitsiik ahhoz az alapossaghoz, mely a neurodegenerativ proteinopatiakra jellemzé
(Behrouzi és mtsai, 2016). Ehhez egy fontosnak tarthaté Iépcsé volt a BNE vaszkularis
eltéréseket egységesiteni szandékozdé neuropatoldgiai munkdja. 32 neuropatolégus
vett részt ebben, 22 centrumbdl (a debreceni neuropatoldgia egyetlen magyar
résztvevd intézetként szerepel)(Alafuzoff és mtsai, 2012). A vizsgalat soran mind a
szabad szemmel lathaté (makroszképos) eltéréseket, mind a mikroszképos eltéréseket
igyekeztiink 6sszehasonlitani. Konkluzidként az allapithaté meg, hogy (miként ez a
kiindulasi hipotézisben is szerepelt) az értékelés meglehetésen heterogén, szubjektiv

és tovabbi vizsgalatok szikségesek e téren.

Az id6s kori tau asztrogliopatia (Aging-related tau astrogliopathy; ARTAG)
neuropatologiai értékelése

A mikrotubulus asszocidlt fehérje tau (MAPT) a tubulinhoz koét6édve annak
polimerizaciéjat és stabilizacidjat, mikrotubulussa formalddasat segiti (Goedert és
mtsai, 1989). Amennyiben a tau hiperfoszforiladlt vagy mutalt (illetve mds, még kevéssé
tisztdzott eltéréseket mutat), ezt a funkciét nem tudja elldtni, a citoszkeleton
stabilitdsa megbomlik. Ez fontos aspektusa a neurodegeneraciénak (Dickson és mtsai,
2011; Kovacs, 2015; Murray és mtsai, 2014), amint ezt részletesen kifejtettiik az
értekezés bevezet6jében is. Ezen konszenzus kozlemény kapcsan azt szeretném
kiemelni, hogy a tau patolégia nemcsak a neuronokban, hanem a glialis sejtekben is

igen kifejezett lehet (lkeda és mtsai, 1998; Wakabayashi és mtsai, 2000). A
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jellegzetesen neuronalis tau patoldgiaval jaré korképek, ugymint az Alzheimer-kor, a
frontotempordlis lobalis degeneracié tau patoldgidval (FTLD-tau), valamint a Pick-
betegség dontéen neuronalis elvaltozasokkal jar a tau patoldgia vonatkozasaban is
(Beach és mtsai, 2003). Vannak tovabba olyan korképek, melyeknél a neuronalis
patoldgia mellett, s6t azt meghaladé mértékben, glialis patoldgia alakul ki. Illyen a
progressziv szupranukledris bénulds (PSP), a kortikobazalis degenerdcié (CBD), az
argirofil szemcse (grain) betegség (AGD), a neurofibrillaris koteg dominans szenilis
demencia, melyet korabban ’tangle-only’ (azaz csak kotegeket tartalmazd)
demencidnak ismertek (Goedert és mtsai, 1989) és ma a primer életkorral kapcsolatos
tauopatia (Primary age-related taupathy; PART) kategodridjaba tartozik (Crary és mtsai,
2014). A legutolséként emlitett ‘tangle-only’ demencia és PART igen kifejezett
neuronalis patoldgiat is mutat, azaz elkllonitend6 a korabban emlitett tauopatiaktol.
Mindezen ismert kdrképekben, melyek meglehet6sen jol (de természetesen messze
nem eléggé) karakterizdltak, a tau patoldgia gyakran asztrocitakat is érint, sokféle
formaban. A jelen konszenzus tanulmany, mely a témdban ismert és elismert
patolégusokat sorakoztatja fel a vildg minden részérél, ezt a heterogén
betegségcsoportot vizsgdlja neuropatoldgiai szempontbdl és hatdrozza meg a
neuropatoldgiai értékelés konszenzuson alapuld stratégiai alapelveit (Kovacs és mtsai,
2016). Az ARTAG esetén megjelené tau eltérések kilonboznek a kordbban mar jol
meghatdrozott asztrociter tau patolégiaktol (Ugy, mint a bolyhos asztrocita, asztrocita
plakk, eldgazddd asztrocita vagy a globularis asztrogialis inklUzidk (zarvanyok)). Ezen
eltérések az id6skori agyban észlelheték, jelol6dnek a foszforildcio-specifikus un. 4R
tau ellenes antitestekkel (a tauopathidk az alternativ splicing-ra visszavezethet6
izoformak megléte illetve hidanya alapjan 3R illetve 4R tauopatiakként

csoportosithaték).
Az értékelésnek négy Iépcsdjét hataroztak meg a tanulmanyban résztvevék:

1. Ot alaptipusnak az elkiilénitése, attdl fiiggéen, hogy hol helyezkedik el az ARTAG-
jellegl tau patoldgia (szubpialis, szubependimalis, perivaszkularis, fehérdllomanyi,

szirkeallomanyi); 2. A nagyobb neuroanatémiai régié vonatkozasdban dokumentalni a
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regiondlis érintettséget: medidlis tempordlis lebeny, valamelyik lebeny (frontdlis,
parietalis, occipitalis, laterdlis, temporalis), szubkortikalis, agytorzsi; 3. A tau
asztrogliopatia sulyossaganak szemikvantitativ dokumentadlasa; 4. a szubregionalis

érintettség pontos meghatdrozasa.

Ezen Uj betegség entitds (ARTAG) klinikai relevanciaja ma még ismeretlen. Lehet, hogy
Osszefligg neuroldgiai illetve pszichiatria tinetekkel, de erre vonatkozéan meggy6z6
adatok még nincsenek; ezek tovabbi vizsgdlatokat igényelnek, klinikopatoldgiai
korrelacioval. A tanulmany a kiilonb6z6 tau patoldgiakat, melyek asztrocitakban
el6fordulnak, tipusos képeken mutatta be, mely szintén része a konszenzusnak és a
tovabbi vizsgalatok kiindulasi pontjaul szolgdlhat. Noha mindez alapvetésnek tlinhet,
mégis kiemelt fontossagu: ugyanis gyakran még a tapasztalt neuropatolégusok kozott
sem elégséges a konszenzus illetve meglehet6sen individualis a megkozelitése annak,
hogy a sok szempontbdl hasonlé elvaltozasokat minek nevezik. Gyakran attdl flgg,
hogy melyik ,iskoldba” jart a neuropatolégus, a vezet§ intézetek picit mas és mas
maodon értékelik esetenként ezeket a morfoldgiailag sok hasonldsagot (is) mutatd tau

patoldgiai eltéréseket.

A tanulmdny kovetkez6 fazisdban, mely folyamatban van, digitdlis neuropatoldgiai
modszerrel, nagyobb szamu kutaté bevondsaval torténik meg a most javasolt
konszenzuson alapulé értékelési mddszer validalasa. Az ezt kovetd fazis lehet a
klinopatoldgiai korrelacié, morfoldgiai jellegli biomarkerek azonositdsa, illetve a
képalkotdval (els6sorban MRI) [atottakkal valé 6sszevetés. Ezt kbvetheti aztan esetleg

terdpias relevancidk, kezelési modok, klinikai kiprobalasok (trial) kezdeményezése.

Fontos észlelet volt, hogy a kiilonb6z6 ARTAG tipusok gyakran kombinaltan jelennek
meg. A tanulmany fontos aspektusa, hogy a neuropatolégusok k6z6tti kommunikaciot,
konszenzus keresést er@sitette. A terminoldgia Ujra attekintése és standardizalasa igen
fontos, melyet egy-két évtizedente meg kell tenni (marcsak a szovettani,
immunhisztokémiai technikak fejlédése miatt is, pl. a konfokalis vagy fluoreszcens

mikroszképos vizsgalatok ujabb eredményeinek figyelembe vételével). A kiilonboz6
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ARTAG altipusok differencialasa segit megérteni, hogy az ARTAG miként kapcsolddik
egyéb tauopatiakhoz. Kozlemény 4-es dbrdja az ARTAG koncepcid attekinthet6 sémajat
adja, mely a mindennapi gyakorlatban differencidl diagnosztikai problémak
megoldasahoz is segitséget jelenthet, nemcsak a témaval szorosan és specializaltan

foglalkoz6 neuropatolégusok szamara.

CEREBROVASZKULARIS KORKEPEK

Vezikularis glutamat transzporter-1 (VGLUT-1) és kognitiv funkcio 6sszefiiggése
Alzheimer kérban, vaszkularis és kevert demencidban

A vaszkularis demencia (egyes epidemoldgiai adatok szerint) a neurodegenerativ
demencidk utan kovetkez6 masodik leggyakoribb oka a kognitiv hanyatldsnak és
demencidnak (Areosa és mtsai, 2005). Fontossdga ellenére joval kevesebbet tudunk
azokrodl a molekularis mechanizmusokrol, melyek a vaszkuldris demencia hatterében

allnak.

A glutamat ismert, mint kdzponti idegrendszer legfontosabb excitatorikus aminosav
neurotranszmittere, ami a magasabb mentalis funkcidkban is fontos szerepet jatszik
(Danbolt, 2001). A vezikularis glutamat transzportereknek szdmos csoportja van, ezek
kozlil a VGLUT-1 mutat a szinapszisokkal szoros kapcsolatot, szerepe van a LTP (Long
Term Potentiation)-ben és a memdaridban egyarant (Varoqui és mtsai, 2002). A VGLUT-
1 ugyanakkor Alzheimer-tipusu demencidban is szerepet jatszhat (Kirvell és mtsai,
2006). Klinikopatoldgiai tanulmanyunkban azt vizsgdltuk, hogy iszkémias stroke-ot
szenvedett betegeknél van-e kilonbség a vezikularis glutamat transzporter 1-es
tipusanak expresszidjaban a kognitiv hanyatlast mutatd, illetve nem kognitive hanyatlé
betegek kozott (Kirvell és mtsai, 2010). Retrospektiv betegadat analizist végeztink,
melynek része volt a kognitiv tesztek analizise is. Két olyan neokortikalis agyi régiot
valasztottunk, (BA-9 és BA-20) melyekrdl mar alltak rendelkezésre adatok Alzheimer-

kor tipusi demencia vonatkozdsaban, es melyek részei a rutin neuropatoldgiai
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feldolgozasnak tovabba funkcionalis és szinaptikus kapcsolataik révén vaszkularis
demencidban is érintettek lehetnek. A fehérjeszintet Western blot vizsgalattal mértuk,
az eredményeket korreldltattuk a neuropatoldgiai eltérésekkel (Ugymint cerebralis
amiloid angiopatia és egyéb jellemzék). Altaldnos szinaptikus markerként szinaptofizint
alkalmaztunk — ez valamennyi vizsgdlt betegcsoportban (vaszkuldris demecia, kevert
Alzheimer és vaszkuldris demencia, Alzheimer-kér, ’stroke without demencia’)
esetében a kontrollhoz képest szignifikans, a csoportok k6zott viszont nem szignifikans
kildnbséget mutatott. A VGLUT-1 szintje a demenciat nem szenvedd stroke-os betegek
esetében magasan szignifikdnsan emelkedettebb volt, mint valamennyi mas demencia
csoportban (vaszkularis demencia, kevert demencia, Alzheimer demencia). Lényeges
(szignifikdns) kulonbségeket taldltunk a frontalis illetve a tempordlis lebenybdl
szdrmazod kimetszések (BA-9 illetve BA-20 régidk) osszehasonlitasdval. Ez arra utal,
hogy a frontalis lebenyben a kognitiv deficitet nem mutaté betegek esetében sokkal
jobb meg6rzottséget mutat a VGLUT-1. Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy a
glutamaterg szinapszisok relativ prezervacidja (mely a frontdlis kortexben sokkal
kifejezettebb, mint a tempordlis kortexben) fontos a kognitiv képességek minél jobb
megdbrzésében és a stroke-ot koveté demencia elleni védelemben. A VGLUT-1 fontos
szerepet jatszhat az iszkémias karosodast kovet6en a neuronalis haldézatok késéi,
hosszabb tavu rekonstrukcidjaban, a kognitiv funkcid minél jobb megbrzésében.
Mindennek terdpias implikacidi is vannak, melyek tovabbi vizsgalatat javasoljuk (Kirvell

és mtsai, 2010).

Kolinacetil transzferaz aktivitas valtozasa vaszkularis demenciaban és stroke-
ban

A kolinerg deficit az Alzheimer-kér jellemzéje és ennek megfelel6en a kolinészteraz
inhibitorok a klinikai tlinetek (elsésorban a memadriazavar) sulyosbodasat jelentés ideig
késleltetni képesek (Keverne és mtsai, 2007). Az acetilkolin fontos neurotranszmitter a

szinapszisokban és a kolinacetil transzferazaktivitas csdkkenése a neuronalis
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diszfunkcid, szinaptikus zavar révén jelent6sen hozzajarul a kognitiv deficithez
(Dekosky és mtsai, 2002). Ez els6sorban a neokortex, még pontosabban a frontalis és
temporalis lebenyek teriiletén jelentkez6 zavar. Korai tanulmanyok (Gottfries és mtsai,
1994) vaszkularis demencidban jelentds kognitiv deficitet irtak le a 90-es évek kdzepén,
mig tobb, mint egy évtizeddel kés6bb egy részletesebb tanulmany csak a vaszkularis
demencia Alzheimer-kérral szov6dott eseteiben irta ezt le (Perry és mtsai, 2005). Mas
vaszkularis kérképekben, igymint a CADASIL esetén is kognitiv deficitrél szamoltak be
kutaték (Caeiro és Ferro, 2006). A vaszkuldris kognitiv deficithez vezeté kérképek,
illetve ko-existdld patoldgidk részletesebb, szisztematikus analizise azonban
tanulmanyunkig nem jelent meg. Tanulmanyunkban, mely neurokémiai,
neuropatoldgiai vonatkozdsokat egyarant tartalmaz, az addig ko6zolt legnagyobb
betegcsoport posztmortem anyagan végeztik vizsgalatainkat (Sharp és mtsai, 2009).
Az életkorban megfeleltetett kontroll csoportok mellett (multi) infarktus demencia,
szubkortikalis iszkémias elvdltozas kapcsan kialakulé vaszkuldris demencia (SIVD),
Alzheimer-kér és vaszkuldris demencia keveredése, tiszta Alzheimer-kér, valamint
stroke-ot szenvedd betegek (klinikailag detektdlhaté demencia nélkil) csoportjait
hasonlitottuk 0Ossze. A posztmortem id6, a szoveti pH, férfi-n6 arany, életkor
vonatkozasdban a csoportok (egyetlen valtozé és egyetlen csoport kivételével)
homogénnek bizonyultak, statisztikai szempontbdl is (az egyetlen kivétel az Alzheimer-
kor és vaszkuldris demencia egylttes el6forduldasa esetén az életkor volt a kontroll
csoporthoz (és csak ehhez a csoporthoz) viszonyitva). A vizsgalat soran a kolinacetil
transzferazaktivitast vizsgaltuk két olyan neuroanatdmiai régidban (frontalis lebeny
BA9), valamint temporalis lebeny (BA20-21), melyek mind a vaszkuldris, mind a
neurodegenerativ folyamatokban érintettek lehetnek (noha valtozé mértékben).
Valamennyi eset standard diagnosztikus kritériumok alapjan neuropatoldgiailag
karakterizdlva volt (harom diagnosztikus centrum, 06sszesen hdarom konzultdns
neuropatolégusa részér6l, melyek kozil az egyik én voltam). A neurokémiai
vizsgdlatokhoz az agykéreg mikrodisszekcidja tortént (amit én végeztem). A kolinacetil

transzferdz aktivitds mérése enzim esszé révén tortént (Davies, 1979; Fonnum, 1975).
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Meghatarozott protein mennyiségre normalizaltuk az eredményeket. Részletes, tébb
tesztet magaba foglalé statisztikai analizis tortént parametrikus illetve non-

parametrikus relevans statisztikai médszerekkel.

Az eredmények a kolinacetil transzferdz aktivitas szignifikans csokkenését igazoltdk a
vaszkularis demencia + Alzheimer-kér (azaz kevert demencia) betegségcsoportban.
Infarktus demencia (poszt-stroke demencia) csoport esetén jelentls, 27%-os
kolinacetil transzferdz aktivitdas emelkedést észleltiink a frontdlis lebenyben (a

temporalis lebenyben nem) a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva).

Eredményeink egy része azt igazolja, hogy a vaszkularis illetve kevert demenciak
kiilonb6z6 tipusainak analizise, 0sszehasonlitdsa fontos, ugyanis ez messze nem
homogén betegségcsoport. A vaszkularis és Alzheimer-kér tarsulasaval jaré kevert
demencia esetén észlelt szignifikdns kolinacetil transzferaz aktivitas csdokkenés is
aldahuzza annak jelent8ségét, hogy a neurovaszkularis egység karosodasa ilyen esetben
lehet a legsulyosabb, kdvetkezményes jelent8s kognitiv deficittel. Ez alahuzza annak
jelentéségét, amit értekezésiinkben tébb helyen is hangsulyoztunk, hogy mind a
vaszkularis, mind a neurondlis komponensét a demencia kialakuldsdnak fontos
tanulmanyozni, terdpidsan kezelni és ez differencialt szemléletet igényel. A poszt-
stroke demenciaban észlelt kolinacetil transzferaz aktivitas emelkedés egyfajta
regenerativ aktivitas (sprouting?) kdvetkezménye is lehet, mint azt kdzleménylinkben

részletesen diszkutdljuk (Sharp és mtsai, 2009).

Szerotonin receptor kotédés valtozasa vaszkularis és kevert demenciaban

E tanulmdanyban (Elliott és mtsai, 2009) kilénboz6 vaszkularis demencia altipusok
(ugymint multi-infarktus demencia, szubkortikalis fehéradllomany kdarosodassal
kapcsolatos vaszkuldris demencia, és kevert Alzheimer+vaszkuldris demencia)
agymintaibdl radioligand kotédéses vizsgalatok torténtek a kordbban leirt metodikak

(Moretti és mtsai, 2008; Perry és mtsai, 2005) szerint. A tanulmanyhoz klinikopatoldgiai
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analizissel, az esetek neuropatoldgiai karakterizalasaval és a fagyasztott agyszovet
mikrodisszekcidjaval jarultam hozza. A vizsgalat fontos része volt az eredmények
korrelalasa kiilonb6z6 kognitiv funkciot jelzé tesztek eredményeivel, melyeket nem
sokkal a haldl el6tt végeztek el a betegeken. Két fontos agyi régid, a prefrontalis kortex
(BA9) és a kozépsd temporalis gyrus (BA20-21) vizsgalata tortént, mivel e terliletek
érintettsége a kognitiv funkciéval 0Osszefliggést mutat nemcsak vaszkuldris, de
neurodegenerativ (pl. Alzheimer-kdr tipusu) demencidkban is. Eredményeink, melyek
részletesen a Brain folydiratban jelentek meg 2009-ben (lasd kdzlemények jegyzéke),
a kilénbo6z6 vaszkularis demencia tipusok kozotti kiilonbségekre hivjak fel a figyelmet
neurokémiai szinten és a szerotonin receptor fontossagat igazoljak a kognitiv
funkcidkban vaszkularis illetve kevert demencidkban. A munka jelentdsége, hogy Uj

farmakoldgiai kezelési lehet&ségekre iranyitja a figyelmet.

Gyulladasos mediatorok szerepe kevert és vaszkularis demencidban

Ez az el6bb részletezetthez hasonléan dontéen neurokémiai vizsgalat, melyhez
neuropatoldgiai analizissel, korreldcidval és a szbvetminta pontos neuroanatémiai
lokalizacidé szerinti izoldlasdval jarultam hozza. Emellett a kézirat elkészitésében, a
munkaterv konceptualizdlasdban is részt vettem. A prefrontdlis kortex (BA9) kortikalis
és szubkortikalis fehérallomanyi terileteiben szamos gyulladasos mediator és kemokin
kimutatasat végeztik (részleteket lasd kozleménylinkben (Mulugeta és mtsai, 2008).
Kontrollként megfelel6 életkord, demencidaban illetve egyéb neuroldgiai-
neuropszichidtriai koérképben nem szenvedd betegek mintait haszndltuk. ELISA
modszerrel tortént a gyulladdasos mediatorok kvantitativ kimutatasa. A monocita
kemoattraktans protein (MCP1) drasztikus csokkenése a vaszkularis és kevert
vaszkuldris+Alzheimer-kér demencidban volt a legjelent6sebb lelet. Emellett az
Interleukin-6 (IL-6) szintén szignifikdns csokkenést mutatott e korképekben. A neuro-
inflammatorikus valaszreakcié vaszkuldris és kevert (vaszkuldris + Alzheimer-kor

tipusli) demencia kés6i fazisdban meérsékeltebb, mint Alzheimer kdrban. Ezen
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eredmények kilonbdznek a korabbi, csak Alzheimer-kéros betegek mintdin nyert
eredményekt6l, ami a neurodegenativ és vaszkularis (ill. kevert) demencidk kozott
Ujabb kilonbséget igazol, ami a terapias megkozelités személyre szabottabb jellegét

indokolja.

TRAUMAS AGYKAROSODAS

Amiloid prekurzor protein (APP) — az axonalis karosodas fontos markere

Az amiloid kaszkad lényeges korai folyamata az inszolubilis, potencialisan neurotoxikus
béta-amiloid képz6dése az amiloid prekurzor fehérjébdl (APP). Az APP a kdzponti
idegrendszerben bdéségesen el6forduld (ubikviter) fehérje, mely a sejtmembrdan
glikoproteinjeként fontos szerepet jatszik a sejtadhézidban, neuroprotektiv hatasu és
axonalis transzport révén a szinapszisba jutva ott is Iényeges moduldtor szerepet
jatszik. A neuroprotektiv hatdsa a szekretalt, és a sejt kornyezetébe bocsatott N-
termindlis fehérje fragmensek révén valdsul meg leginkabb. A fehérje a 21-es
kromoszéman kédolt és alternativ fehérje hasitds (splicing) és proteolitikus
processzalds utan 3 f6 altipusa ismeretes. Az axondlis transzport jellegzetesen gyors
anterograd mozgdsat (pontosabban aktiv transzportjat) jelenti a fehérjének. Ez
magyarazza, hogy axonalis karosodas esetén a karosodastodl proximalisan a fehérje
felhalmozddik. Ez az alapja annak, hogy az axonalis karosodas immunhisztokémiai
detektalasara alkalmas. Az APP koéros lebomldsa az un. amiloidogén protelolitikus
utvonal révén az Alzheimer-kdrra jellegzetes béta-amiloidot eredményezi, mely
plakkokban lerakddva az Alzheimer-kér talan legjellegzetesebb morfoldgiai
szubsztratuma. Fiziolégias korilmények kozo6tt az axonokban élettanilag
transzportalédd APP mennyisége olyan csekély, hogy immunhisztokémiailag nem
detektalhatd. Axondlis karosodas kapcsan azonban (mint fentebb irtuk) folhalmozaodik.
Noha ez a fbolhalmozédas nem specifikus az axonalis karosodds etioldgidjara

vonatkozdéan, a traumds agykarosodas kapcsan kialakulé APP felhalmozddas,

114



dc_1235 16

mintazata jellegzetesen elkilontl a példaul iszkémias behatas kapcsan kialakuld

axonalis karosodas mintazatatol.

Az APP (tobbek kozott) a neurodegenerativ korképek kialakuldsdban jatszott szerepe
miatt kerilt érdekl6désiink el6terébe az elmult évtized masodik felében. Ekkor
jelent6s szamu forenzikus neuropatoldgiai esetet is [dttam neuropatoldgusként, ahol
gyakran felmerilt a kérdés, az elhunyt szenvedett-e trauma kapcsan vagy esetleg attol
fuggetlenil kialakuld axonalis karosodast, és ha igen, ennek mértéke alapjan lehet-e
kovetkeztetni arra, hogy a trauma és a halal ok-okozati kapcsolatban allt; ha igen, akkor
ez milyen mértékd (azaz a trauma kozvetlen és egyedili halaloknak tarthaté-e). A
tobbségében fiatal elhunytakat verekedés, autébaleset, magasbdl leesés vagy egyéb
okbdl szenvedtek sérlilést és kés6bb meghaltak. A birdsdg szamara mindig fontos
kérdés, hogy a vallomasok illetve videofelvételek alapjan bekovetkezett trauma
okozta-e a sulyos foku agysériilést vagy az egy esetleg korabban bekdvetkez6 trauma
kés6i kovetkezménye (ennek lehet&ségét altaldban a védelem kéri tisztazni birdsagi

ugyekben).

Vizsgdlatainkban arra kerestiink valaszt, hogy mi az a legkorabbi id6pont, amikor
traumas eredetl diffuz axonalis karosodas APP immunhisztokémidval kimutathaté
(Hortobdgyi és mtsai, 2007). A korabbi adatok két orat jeloltek meg (Blumbergs és
mtsai, 1995) de az APP transzportjanak sebességét és egyéb élettani, ill. kérélettani
szempontokat figyelembe véve feltételezhetének tartottuk, hogy ez mar korabbi
id6ben is kimutathatod lehet. Ezért traumas esetekbdl 3 csoportot hoztunk létre: 30
percnél rovidebb tulélés, 35-60 perc kozotti tulélés, valamint 45-109 perc kozotti
tulélés olyan traumas esetekben, ahol diffuz axonalis karosodas illetve trauma kapcsan
kialakulé haldl kizartnak tarthatd. Vizsgalataink soran fontos aspektus volt az
immunhisztokémiai maddszer optimalizalasa, az antigén el6hivd mddszerek

kiprobaldasa, az antitestek tesztelése. Eredményeinket, a mddszereket
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kozleményiinkben foglaltuk 6ssze (Hortobagyi és mtsai, 2007). Megallapitottuk, hogy
minimun 35 perces tulélés sziikséges (és elégséges) olyan mértékli APP
felhalmozdédasra a sérilt axonokban, ami rutin gyakorlatban is hasznalhaté
immunhisztokémiai moddszerekkel detektdlhatd (15. dbra). Kozleménylink fontos
hivatkozasi alap azdéta is birdsagi targyalasokon. Egy masik kozleménylinkben

(Hortobdgyi és mtsai, 2008) foglaltuk 0ssze a diffuz axonalis karosodas jelentségét
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15. dbra. Korai traumds axondlis kdrosodds kimutatdsa APP immunhisztokémidval. Nyil jeléli
az axonsériilés kapcsdan felhalmozdodo APP-t. (Részletes leirédst ldsd: Hortobdgyi és mtsai,
2007)

valamint azt, hogy hogyan lehet ezt diagnosztizalni, miként kell értékelni. Ezen
kozleménylinkben kitértliink az un. ,Shaken baby syndrome”-ra, mely terminoldgia

helyett ma mar ,,non-accidentalis karosodas” fogalmat hasznaljak.
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A poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) szerepe a neuronpusztulasban

A PARP (1C2.4.2.30) a sejtmagban aktiv enzim, mely szdmos szervben, koztik az
agyban is el6fordul (Ha és Snyder, 2000). A PARP a DNS lanc kdrosodott, feltéredezett
terlileteihez kot nagy affinitassal: a nyugalmi aktivitas 500 szorosat is képes elérni
(Berger, 1985; Wright és mtsai, 1996). Tovabbi kedvez6 tulajdonsaga, hogy egyéb DNS
reparald fehérjékhez is képes kétédni (de Murcia és de Murcia, 1994; Zhang és mtsai,
1994). Paradox maédon, a PARP nagyfoku aktivitdsa mégis a sejt pusztulasat
eredményezheti, apoptotikus mechanizmussal (Blrkle és mtsai, 1999). Ennek oka,
hogy a PARP m(ikodése nagy ATP igény( és ennek kapcsan a reperativ aktivitas mintegy
feléli a sejt energiatartalékait (mely altaldban a DNS kdrosodast okozé sejttrauma miatt
amugy is limitalt) és az apoptotikus kaszkad beinduldsat eredményezi (Muiras és
Blirkle, 2000). Ezért joggal feltételezhetd, hogy a PARP tulzott aktivitdsanak gdatlasa
PARP inhibitorokkal akdr kedvez6 hatdsu is lehet nagyfoku neuron pusztulassal jard
korképekben (Takahashi és mtsai, 1999; Gorlach és mtsai, 2000; Ciani és mtsai, 2001).
E hipotézis tesztelésére dllatkisérleteket végeztiink. Modellként a traumas
agykarosodas illetve fokalis agyi lézid elfogadott mddszerét az un. hideg lézidt
alkalmaztuk (Klatzo és mtsai, 1958). E |1ézié kapcsan egy centralis, nekrotikus teriletet
olyan zdna 6vez, melyben kifejezett apoptotikus aktivitas zajlik. Ez utébbi lehet tehat
az antiapoptotikus ill. egyéb neuroprotektiv beavatkozasok céltertilete, mely bizonyos
szempontbdl megfelel az iszkémias stroke-ot akut fazisban 6vez6 un. penumbra
zénanak. Kisérleteinkben a neurondlis NO szintetdz (nNOS) aktivalédas (ami fontos
DNS karositd6 mechanizmus) és a PARP aktivaldas kapcsolatat, a szelektiv illetve
kombinalt inhibicid lehet6&ségeit vizsgdltuk modellinkben. Eredményeinek, melyek
részletesen a kozleménylinkben szerepelnek (Hortobagyi és mtsai, 2003), igazoltak,
hogy a fokdlis agyi 1ézid kovet6 korai PARP aktivacié (legalabb is részben) az nNOS
indukcidval kapcsolatos. Mind az nNOS, mind a PARP aktivacio gatlasa az adekvat
farmakon bejutatasi modszer alkalmazasaval hatasosan csokkenti a 1€zid kiterjedését.
Kisérleteinkben tobb koncentraciét és bejuttatasi moddszert (intraperitonealis,

intracerebroventrikuldris) alkalmaztunk. A 1ézi6 kiterjedésének mérése mellett a PARP
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aktivacié kapcsan felszabadulé PAR expresszidjat illetve mennyiségét mértik

immunhisztokémiai illetve immunoblot mddszerekkel.

Egy masik, pdrhuzamosan végzett kisérlet sorozatban Lacza Zsomborral és
munkatarsaival a PARP gatlds mds vonatkozasu kedvez6 hatdsat igazoltuk agyi
traumaban, allatkisérletes modellen (Lacza és mtsai, 2003). A PARP gatlas a neuralis
Gssejt transzplantacid hatékonysagdt fokozta, melyet a tulélé sejtek szdma, a
funkcionalis vizsgdlati eredmények (neuroldgiai score) javuldsa is aldtdmasztott (Lacza
és mtsai, 2003). A PARP jelent6ségével munkacsoportom jelenleg is foglalkozik. Csonka
Tamds PhD hallgaté a PARP szerepét vizsgdlta meningeomaban, ennek a tumor
gradushoz és progresszidhoz valé kapcsolatat kiemelten elemezve (Csonka és mtsai,

2014).

MEGBESZELES ES OSSZEGZES

A neurodegenerativ korképek gyakorisaga a varhatd élettartam hosszabbodasaval
egyre n6. Ezen kérképek ma még nem gyodgyithatdk és a jelenleg alkalmazott
beavatkozasok is csak mérsékelt hatasuak. A korabban reményt kelt6 allatkisérletes
modellekben sikeres terdpias stratégiak eredményessége a human alkalmazaskor
elmaradt. Ennek jelent6s részben a patomechanizmus még nem megfelel§ ismerete az
oka. E hidnyossagok kikliszobolésében a 21. szazadi szemléletld neuropatoldgia sokat

tesz és tehet a jov6ben is. Munkaink ezen eréfeszitésekhez kapcsolddnak.

Az amiloid-kaszkad hipotézis vitatott volta miatt is mas lehetséges koroki folyamatokat
kezdtliink vizsgalni Alzheimer-kdrban: a sejtciklus-szabdlyozas és a gyulladasos
mediatorok szerepét; utdbbiakat az Alzheimer-kdrral gyakran tarsulé és ko-faktorként
hatd iszkémids mechanizmusu vaszkuldris demencidkban is vizsgdltuk. A beta
amiloidhoz k6t6d6 és feltételezhet6en protektiv szerep(i chaperon fehérje (klaszterin)
szerepét vizsgaltuk a kilonb6z6 hosszusagu és eloszlasu béta amiloid fehérjék
vonatkozasaban. A jelentds neuroanatdmiai kilonbségek leirasa, a kolokalizacios
vizsgdlatok és allatkisérletek eredményei nemcsak a klaszterin de mas chaperon
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fehérjék szerepét is segithetnek tisztazni és a sikeresebb terapidas megoldasok

tervezéséhez jarulhatnak hozza.

Az abortiv neuronalis sejtciklus, mint az Alzheimer-kér egyik lehetséges patogenetikai
tényezG6je fontos része vizsgdlatainknak. Az idegtudomanyok egyik alaptétele, hogy a
neuronok nem osztddnak. Ebbél az kdvetkezik (kovetkezne), hogy e sejtekben nincs
sejtciklus, tehat ennek I|épéseit regulaldé mechanizmus sem indokolt illetve
értelmezhetd. lgaz ugyan, hogy az idegrendszer néhany privilegizalt sejtfészkében
(‘niche’) neurogenezis torténhet, akar a feln6ttkorban is (periventrikularis terilet,
hippokampusz példaul), ez azonban nem mitotikus folyamat, hanem szunnyadd
Ossejtek aktivaldddsa és differencidldoddsa kapcsan johet Iétre (Andrews és Faller,
1991). Valéban, mitotikus neuront még senki sem latott, pedig bizonydra sokaknak
nem kerlilné el ez a figyelmét. De mi lehet annak az oka, hogy az idegsejtek nem
osztdédnak? Szamos hipotézis meril fol. Az egyik, hogy a neuronok (pontosabban ezek
egyik szubpopuldcidja) fontos szerepet jatszanak az emlékezetben, azok fehérjék, ill.
neuronalis halézatok formdjaban toérténd taroldsara (ami mind a mai napig
részleteiben nem tisztazott, igen fontos kérdés; Herrup és mtsai, 2004). Egy sejt
osztdédasa az az eredeti sejt elvesztése és igy az emlékezet nyomainak valtozasaval,
elvesztésével is jarhat. A masik lehetséges hipotézis, miszerint egy sejtosztddas annyira
,megrazza” a sejtet, az egész citoszkeletalis architecturajanak atalakulasaval, hogy ez
bizonyara a neuronalis konnektivitds, halézatképzés és memorian tul is fontos és igen
sérulékeny, finom rendszerét is oly mértékben megzavarhatnd, hogy a normalis
idegfunkcié kdrosodhat (Vincent és mtsai, 1996). Mar ezek alapjan is megérthetd és
elfogadhato, hogy a neuronok létrejottiik utan mar kivil allnak és hozzaférhetetlenek
a sejtosztddas kontroll-mechanizmusai szamara (Arendt és mtsai, 1996; Yang és mtsai,
2001). Ezt az elgondoldst azonban megkérdbjelezte néhany igen meglepd és varatlan
tudomdnyos felfedezés. Ezek kozé tartozik, hogy a kiilonb6z6 neurondlis stresszek
kovetkeztében indukalddd neuronalis apoptdzis kapcsan szdmos sejtciklus marker és
reguldtor fehérje (kilonos tekintettel a ciklinekre és a ciklin dependens kinazokra),

melyek a sejtciklus gépezet fontos komponensei, fokozott expresszidot mutatnak. llyen
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celluldris stressz az oxidativ karosodas, trofikus faktorok deprivacidja (Malik és mtsai,
2008; Engmann és mtsai, 2011b; Baldin és mtsai, 1993; Giacinti és Giordano, 2006,
Currais és mtsai, 2009). Mindezek és tovabbi vizsgalatok is arra utaltak, hogy a
neuronalis sejtciklus szunnyadé formaban |étezik, ha ez aktivalédik, akkor azonban ez
abortiv, Onpusztité folyamatokat eredményez, azaz apoptdzist indukal. Ezen
mechanizmus Alzheimer-kdr patogenezisében, az e kdrképben megvaldsuldé neuron-
vesztés kialakuldasaban is jelent6s szerepet jatszhat, melyet — legaldabbis részben - a
neurotoxikus amiloid béta 42 amindsav hosszusagu izoformdja indukalt (Malik és
mtsai, 200b). Az aberrdans sejtciklus szerepét sajat vizsgalataink (Malik és mtsai, 2008a)
is alatamasztjak és ezt a kérdést attekinté kdzleményben is taglaltuk (Currais és mtsai,
2009). Familidris Alzheimer-kéros esetekben, valamint sporadikus Alzheimer-kdros
agymintakon egyarant vizsgaltuk a sejtciklus regulator fehérjék expresszids valtozasat
mind biokémiai, mind szévettani mdédszerekkel. Az eredmények aldatamasztottak, hogy
a poszt-mitotikus neuronok (az Alzheimer-kdrban is igen nagymértékben jelentkez6)
exogén stresszek hatasara abortiv sejtciklust aktivaciot szenvednek el, melyek az
apoptotikus sejtpusztulds iranyaba irreverzibilisen mozditjak el a sejtet. Mindennek
természetesen potencialis terdpids jelentdsége is van. Az elmult 10 év azonban e téren
sem hozott attorést — de ez nem kérddjelezi meg alapjaiban az ez iranyud tovabbi

vizsgalatok és Ujabb megkdzelitések létjogosultsagat.

A WNT/beta katenin jelatviteli Gtvonal sejtciklus regulaciéban jatszott szerepére
szamos kdzlemény utal, mint azt korabban ismertetet kdzleménylinkben is diszkutaltuk
(Currais és munkatdrsai, 2009). Egy tovabbi és ehhez kapcsolhatd vizsgdlat (Halleskog
mtsai, 2011) Harkdny Tiborral kozosen témavezetett kutatdonk, Jan Mulder
masodszerzGségével készilt. A munka igazolta, hogy a WNT/béta-katenin
szignalizacids utvonal aktivalddik és pro-inflammatorikus Alzheimer-kérban A human
Alzheimer-koéros anyagon végzett vizsgalatok, a mintak karakterizalasa és kivalasztasa
révén jarultam hozza. Noha hozzajaruldsom nem volt kdzponti szerepl ebben a
munkdaban, értékezésemben azért szeretném szerepeltetni, mert igen fontos és (j

eredményekre vilagit ra. Igazolta ugyanis, hogy az Alzheimer-kér sulyosbodasaval
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(mely egyre magasabb Braak&Braak stddiumokban nyilvdnul meg, legalabbis a tau
patoldgiai vonatozasaban és neuropatoldgiai szempontbdl) a mikroglia morfolégiailag
valtozik és egyre inkabb pro-inflammatorikus fenotipust vesz fol. A WNT szignalizacids
utvonal aktivalédasa kapcsan a béta-katenin szint is emelkedik a mikroglidaban. A
kérdés folmerilt és a munka részleteiben vizsgalja (Halleskog és mtsai, 2011), hogy a
béta-katenin emelkedése mikroglidban az Alzheimer-kéros betegek esetében kezdvezé
vagy karos kimenetelli-e. Ez azt az alapkérdést érinti, hogy a mikroglia kilonboz6
neurodegenerativ folyamatokban milyen szerepet jatszik (Hanisch és Kettenmann,
2007; Weinstein és mtsai, 2010). Ennek igen nagy irodalma van és ezek alapjan
megallapithatd Osszefoglald jelleggel, hogy a mikroglia szerepe neurodegenerativ
korképekben kétélli: a kezdeti, pro-inflammatorikus fazis a betegség folyamat
progresszidja ellen szél, mig kérképek el6rehaladottabb stadiumaiban (erre mind
Alzheimer-kér, mind motoneuron betegség esetében nagyszdmu adat van) mar karos
és a betegség sulyosbodasat nagy fokban gyorsitja (Miller és Streit, 2007; Hanisch,
2002). A most hivatkozott kozleménylinkben eredményeinek arra utalnak, hogy a WNT
aktivacié és a kovetkezményes béta-katenin valtozas kedvezétlen jel, ami terdpias
célpont is lehet. Fontos aspektus, melyet a kozlemény részletesen diszkutal, hogy a
GSK3 inhibitor (mely a tau hiperfoszforilaciét gatolja) ezt a pro-inflammatorikus
mikroglia aktivalodast mellékhatasként elGsegiti. igy a GSK3 gatldk terapids

alkalmazasanal ezt a hatdst is figyelembe kell venni (Halleskog mtsai, 2011).

Tobb, az értekezésem alapjaul nem szolgaléd munkank (ezek az értekezés végén kilon
felsoroldsban szerepelnek) és is olyan kérdésekkel foglalkozik, melyek demencidval
jaro koérképekben is relevansak. llyenek a sejtciklus szabdlyozasaban és a genom
integritasaban fontos fehérjék, ugy, mint a p53, PARP, Ki-67 szerepét vizsgald
alapvet6en neuroonkolégiai targyd munkak. Mivel a sejtciklus szabalyozasa mind a
tumorokban (a kontrollalatlan sejtszaporodds miatt), mind a neurodegenerativ
koérképekben (az irreverzibilis és megdllithatatlan sejtpusztulds miatt) jelentGsek,
mindkét jellegli folyamat |ényegében ugyannak a kérdésnek aspektusait vizsgalja.

Ugyanis neurodegenerativ kérképekben aberrans, apoptdzist indukald sejtciklus
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indukalédik. A tumor és a neurodegeneracio kutatas, a neuroonkolégia és a demencia
témai és eredményei kozotti athajlasok az orvosi kutatasok egyik roppant érdekes,
kevésbé kiaknazott részét képezik. Szamos (de a téma jelentéségéhez képest mégis
elenyész6en kevés) kozlemény foglalkozik ezzel a témaval, melyek kozul kiemeljik
Michael Strong (London/Ontario, Kanada) professzor és munkacsoportja kozleményeit

(Behrouzi és mtsai, 2016; Campos-Melo és mtsai, 2013; Tibshirani és mtsai, 2015).

A szinaptikus diszfunkcio és neurodegeneracid kapcsolatanak kutatasa kiemelt tertilete
az elmudlt mintegy 5 évem kutatdmunkajanak, Alzheimer-kér és PDD, DLB
vonatkozasdban. Az eredmények igazoljak, hogy e folyamatok kotraiak a betegség
kialakulasakor, jelentés kompenzatorikus mechanizmusok vannak, és a szinaptikus
(els6sorban preszinaptikus) regulalé folyamatok lényeges és kevéssé ismert, Ujabb
aspektusat jelentik a szinaptikus patofizioldgianak. Az endokannabinoid rendszer
szerepe Alzheimer-kérban egyre inkdbb felismert és kollaborativ munkdaim miatt is
emlitést érdemel értekezésemben. Az endokannabinoid rendszert nemcsak a
kannabisz fogyasztds addiktiv és egyéb karos hatdsai miatt vizsgaljdk egyre
kiterjedtebben, hanem szdmos betegség, beleértve neurodegenerativ betegségeket is,
vonatkozasdban is egyre tobb adat szél amellett, hogy szerepe van a
patomechanizmusban. Tovabba az endokannabinoid szignalizaciés mechanizmusok
befolyasolasa potencidlis terapias lehet6ségeket rejt magaban. Ezen vizsgdlatokhoz
kapcsoldddan vettem részt abban a nemzetkdzi kutatasban, amelynek eredményeként
megjelent kozleményben (Mulder és mtsai, 2011) a brit Alzheimer alapitvany
tdmogatasaval tars-témavezetett poszt-doktor kutatd, Jan Mulder az elsé szerz6. A 2-
arachidonoil-glicerol (2-AG) a szinaptikus transzmisszié olyan modulatora, mely
postszinaptikusan termelddik, innen kerilt a szinaptikus résbe és a pre-szinaptikus
kannabinoid-1 (CB1) receptorok aktivaldsan keresztiil képes a neurotranszmissziot
befolyasolni. Alzheimer-kérban a szinaptikus transzmisszidé zavara kdzponti szerepet
jatszik a memoria deficitben és a kognitiv hanyatlas egyéb aspektusaiban, elsésorban
a hippokampadlis neuronalis hdlézatok karosodasa révén. Joggal feltételezhets (és mas

neurodegenerativ kdrképekben végezett vizgdlatok ereményei is erre utalnak), hogy
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ezen kannabinoid szignalizaciés mechanizmus zavara szerepet jatszik az Alzhemier-
kérban észlelt szinaptikus diszfunkcidban is. Protein meghatarozasos vizsgalatok és
kvantitativ morfometria igazolta, hogy noha a CB1 kannabinoid receptor proteinszint a
hippokampuszban mind Alzheimer-kérban, mind a kontroll betegekben azonos (azaz
valtozatlan) szintd, Alzheimer-kdérban a CB1-receptor-pozitiv preszinapszisok béta-
amiloidot tartalmazé szenilis plakkokat vesznek kordl és itt jelentés mikroglia
akkumulacid jon |étre. Ezen elvaltozasok korrelaciot mutattak az egyre sulyosabb Braak
stadiumu Alzheimer-kérral. A kannabinoid rendszer komponenseinek szintézisében
résztvevd enzimek szintje is jelent6s valtozdast mutatott Alzheimer-kérban. Az
eredmények, melyek részletesen a kdzleményben ismertetettek, azt igazoljak, hogy az
endokannabinoid szignalizacié kéros fokozédasa, elsésorban a szenilis plakkok kordil,
hozzajarul az Alzheimer-kérban kiemelten fontos szinaptikus diszfunkcié
kialakuldasahoz. A vizsgalatokban neuropatoldgiai korrelacidval, az Alzheimer és
kontroll esetek analizisével, szovetizolalassal és neuroanatémiai korrelaciéval, az
immunhisztokémiai eredmények értékelésével és a kézirat elkészitésében végzett
kozremUkodéssel vettem részt. Egy masik, korabbi kollaborativ munka a nukleusz
bazdlis Meynert (NBM) szerepét vizsgalta Alzheimer-kdrban. Itt mar korai staddiumban
is jelent6s neurodegenerativ tau patoldgia figyelhet6 meg a neuropatoldgiai
tapasztalat szerint is. A mag kolinerg projekciéjanak nagyfoku karosoddsa (csokkenése)
Alzheimer-korban az agykérgi kolinerg szinaptikus ,input” deficitjét eredményezi. Az
Alzheimer-kor un. kolinerg hipotézisének ez az egyik f6 jellemzéje, a Meynert magban
észlelt elvdltozasok ennek egyik alapjat képezik. Harkany Tibor, akivel PhD hallgatéként
a 90-es években (majd a kés6bbiekben is) egyiitt dolgozhattam, abban az id6ben egyik
f6 kutatasi terlletként foglalkozott az NBM és Alzheimer-kor kapcsolataval,
allatkisérletes modellekben. Ezen munkaba bekapcsolodva tobb kodzleményben
(Harkany és mtsai, 2002 ; Harkany és mtsai, 2001 ; Harkany és mtsai, 1999) tarsszerz6
vagyok. Ezeket nem szerepeltetem az MTA doktori értekezésem alapmdiveiként, de
ezen munkdk ahhoz (ha nem is szorosan) kapcsolhatdk. Egy jelentds terjedelm(i (t6bb,

mint 70 oldal) 6sszefoglald kozleményiinket, mely a Reviews in the Neurosciences-ben
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jelent meg 2002-ben (Hartig és mtsai, 2002) a neuropatoldgiai vizsgalatokra fokuszald
értekezésemben az értekezés alapjaul szolgalé munkak kozott szerepeltetem. Noha ez
a sokat idézett munka els6sorban Harkany Tibor érdeme, a szerz6csoport egyetlen

(neuro)patoldgus tagjaként vettem részt a kdzlemény elkészitésében.

Masik kiemelt kutatasi terliletem a motoneuron betegség és rokon kérfolyamatok,
ahol els6sorban a TDP-43 és FUS fehérjék és koroki szerepét kutattu, humdn
szoveteken (agy, gerincvel§, ideg, izom), allatkisérletes modelleken, sejttenyészeteken
végzett kisérletekkel. Ez a kapcsolodd jelatviteli dtvonalak, mechanizmusok
feltérképezését is jelentette. Eredményeink mas neurodegenerativ korképekben is
potencialisan jelentds és eddig részletesen nem kutatott patomechanizmusokra vetett
fényt. Kiemeljlik az RNS processzalds zavarat, a nukleusz és citoplazma kozotti fehérje
transzport rendellenességeit, a kéros fehérjék direkt toxicitasat, a zarvanyokba és
stressz granulumokba szekvesztralddd normalis és koros fehérjék koroki jelentdségét,
az ubikvitin-proteaszdma rendszer tulterheltségét, az autofagia mechanizmusok

zavarat, az endoplazmikus retikulum-Golgi transzport folyamatok rendellenességeit.

A ko-egzisztalé ‘multiplex’ patoldgidk megléte sokkal inkdabb szabdly, mint kivétel a
neurodegenerativ betegségben szenved6k agyanak neuropatoldgiai vizsgalatat végzék
szamara. Szisztematikus, részletes analizis azonban kevés van — igy munkank
hidnypotld, elsésorban a szinukleinipatidk (ezek kozil is a DLB és PDD) valamint a tau-

és béta amiloid patoldgiat egyarant mutato Alzheimer-kér vonatkozasaban.

A klinikopatoldgiai vizsgalatok kiilon csoportot alkotnak kdzleményeim kozott. Ezek is
hangsulyozzak eddigi tudomanyos, oktatd, diagnosztikus tevékenységem dontéen
klinikai jellegét. Ezen dolgozatok a morfolégiai (neuropatoldgiai) vizsgalattal
értékelhetd strukturalis elvaltozasok és a klinikai kép, beleértve a képalkotdn latott
eltérések korrelacidjat is tartalmazzak. A vizsgalatok jelent8s részben prospektiven

utankovetett betegcsoporton torténtek.

A neuropatoldgiai diagnosztikus kritériumok kidolgozdsa is fontos, tudomanyos

igényességli, nemzetkdzi kollaboracidéban végzett munka, mely szamos, demencidahoz
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vezet6 korkép esetében kozremikodésemmel tortént. Ezek értelemszerlien
‘sokszerz6s’ munkak, melyek azonban (bizakodom) az értekezésemet birdldk
szemében nem csokkentik az ebben vald részvétel jelentGségét. llyen munkak mas
témaban is sokszerz6sként jelennek meg és a szerz6i kozossége bekeriilés a szakmai

elismerés egyik objektiv jelének is tarthato.

Szamos attekinté kozleményben is vizsgdltuk azokat a mechanizmusokat, melyek a
sejtpusztulas kivaltd okai, illetve annak lezajlasa kozben torténnek. Kiemeljik az
apoptotikus sejtpusztulas mechanizmusat az iszkémias lézidk kornyezetében elemz6
kozleményeinket (Rakos és mtsai, 2007, Zador és mtsai, 2003 és 2004), a sejtciklus és
annak szabalyozdsi zavara szerepét taglalé munkdinkat a neurodegenerativ,
els6sorban az Alzheimer-kér tipusi demencidban (Malik és mtsai, 2008).
Megemlitend6ek a konyvfejezetek, melyek a frontotemporalis demencia és
motoneuron betegség neuropatoldgiai jellemzdjével foglalkozik és kiterjedten taglalja
a kialakulds mechanizmusait is (Strong, Hortobagyi és mtsai, 2011; Hortobdgyi és
Cairns, 2015). Ezen munkak az értekezést meghaladd terjedelemben és bdséges

referencia listdval szolgdlnak tovabbi informacidval, ill. informacié forrdsul.

Az iszkémia-indukalta apoptotikus sejtpusztulas jellemz6it és a neuroprotekcid
lehet6ségeit agyi iszkémiaban tobb kozleménylnkben vizsgaltuk. Az iszkémia a
sejtpusztulas fontos triggere, nemcsak cerebrovaszkularis betegségekben, hanem —
mint arra egyre tobb kisérletes és epidemioldgiai adat is utal — a neurodegenerativ
korképekben, s6t traumds agykarosodas kapcsan is. Tovabbi fontos aspektus, hogy az
apoptotikus sejtpusztulds egyfajta ,programozott” mechanizmussal valdésul meg,
melynek kezdeti fazisa farmakoldgiai médszerekkel, illetve az endogén neuroprotektiv
mechanizmusok serkentésével befolyasolhatdk lehetnek. Mint Cosntantiono ladecola
és kutatécsoportja erre tobb 6sszefoglalé tanulmdnydban ramutatott, (ladecola,
2010b), a neurodegenerativ és vaszkuldris folyamatok nagyon szoros kapcsolatban
allnak. Ennek egyik kozponti eleme a neurovaszkularis egység (‘unit’)(NVU)
karosodasa, mely vaszkularis illetve neuralis/neuronalis okbdl egyarant el6fordulhat.

Megjegyezziik, hogy ebben a glidlis sejteknek (elsésorban az asztrocitdknak) is fontos
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szereplk van, hiszen a glia-talpak a vér agy gat fontos komponensei. Tovabba, az
asztroglialis sejtek egyfajta puffer funkciét latnak el neurotoxikus folyamatokban, ami
neurodegeneracio illetve markans iszkémia esetén is elé6fordulhat. Az apoptotikus
mechanizmusokat 6sszefoglald elsé kdzleménylink 1997-ben jelent meg (Hortobagyi
és Nagy, 1997). A mdsodik 6sszefoglald kdzleményem (Zador és mtsai, 2003 ennek
frissitése és a molekularis mechanizmusok vonatkozdsaban az ott leirtak b&vebb
kifejtése. A munka, tudomasom szerint, azota is a legfrissebb, a témat atfogd magyar
nyelvi  folydirat kozlemény. A kozlemény elsé szerz6je, Zador Zsolt,
orvostanhallgatoként kapcsolddott be az irdsba; emlékezetes és 6romteli munka volt

els6 tudomanyos kozleményei megjelenéséhez hozzasegiteni 6t.

Az apoptodzis kozleménnyel kozel egy id6ben beadott, de (technikai okokbdl) egy évvel
kés6bb megjelent munka a neuroprotekcié lehet8ségeit, a kudarcok okait tekinti at
agyi iszkémidban (Zador és mtsai, 2004). Sajnos, azdéta sem jobb érdemileg a helyzet: a
neuroprotekcio terapiasan atité lehetdségeit azdta sem sikerdilt a klinikai gyakorlatban
kifejleszteni, meghonositani. Ennek kapcsan fontos és egyre tobbet diszkutalt kérdés,
hogy az Adllatmodelles kisérletekben elért kedvez6 eredmények miért nem
eredményesek (azaz vallanak rendre kudarcot) klinikai kiprébaldsok sordn. E kérdés
targyalasa meghaladja a jelen értekezés kereteit, ennek kapcsan a béséges irodalom
kozil néhany kozleményre utalunk (Fluri és mtsai, 2015; Chesselet és Carmichael,
2012) Az apoptdzis mechanizmusat illetve a neuroprotekcid lehetfségeit vizsgald
kozleményeink néhany aspektusat értekezésiinkben is szerepeltetjik. A tovabbi

adatok vonatkozdsaban utalunk a kdzleményekre.

Neurogenezis és neuronalis integritas vizsgalata human stroke-ban fontos ésa
klinikailag is kiemelten relevans kérdés. Huttner Hagen és munkatarsaival
kollaboraciéban torténtek azek a metodikailag és eredményeiben egyarant érdekes
vizsgdlatok (Hittner és mtsai, 2014), melyet nem szerepeltetek értekezésem alapjaul
szolgalé kozlemények kozott, de e fejezetben emlitést érdemel. A munkdhoz a
kiilonb6z6 idbsultségli stroke-os betegek agyszovet mintdinak biztositasaval, az izolalt

agyszovetek neuropatoldgiai analizisével, a kozlemény készitésekor folmerild
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neuropatoldgiai vonatkozasok, kérdések diszkutalasaval, megvalaszolasaval jarultam
hozza. A szerz6k kozott egyetlen neuropatoldgusként, ugy érzem, hozzajaruldsom a
kézleményhez szignifikansnak tarthatd. A kérdésfelvetés azon alapult, hogy egyre
jobban vizsgalt az a kérdés, hogy van-e érdemi neurogenezis stroke utan feln6ttekben
(Jin és mtsai, 2006). Ennek alapja az, hogy un. Gssejt fészkek (‘niche’-ek) vannak a
kozponti idegrendszerben, ugymint a hippokampusz granuldris sejtrétegében, a
periventricularis geminativ zonaban és nem kizart, hogy egyebiitt is (Ohira és mtsai,
2010). Az elképzelés, teoretikus feltevés, az, hogy ezen Gssejtek stroke utdn
hozzdjarulhatnak a neurogenezishez (Spalding és mtsai, 2013). Mivel a stroke
visszavonhatatlan idegsejt pusztulassal jar, mely tomeges, barmilyen lehetfség, ami az
elveszett neuronok pétlasdra szolgdl, nagy igéret. Noha az ujdonképzett neuronoknak
a maguk funkciondlis aktivitdsat, kapcsolatrendszerét is ki kell (kéne) alakitani, mely a
kérdést tovabb darnyalja (Benavides és mtsai, 2002). Ez utdbbi megjegyzéshez
kapcsolddva, hasonlé problematika merilt fel a korabban alkalmazott idegsejt
transzplantdcio vonatkozasaban is; ismeretes, hogy példaul Pakinson-kdros betegeknél
a szubsztancia nigraba vagy a stridtumba fecskendeztek dopaminerg sejteket
(Benavides és mtsai, 2002; Santos és mtsai, 2007). Noha ezek jelent6s része tulélt,
érdemi integracid, hosszu tavu haszon a beteg funkcionalis adllapota vonatkozasaban
nem volt. Visszatérve az alapkérdésre, a vizsgalatok a DNS integritds, neurogenezis
kérdését kutattak komplex metodoldgidaval, mely immunhisztokémia, transzkriptom
elemzés, genom vizsgalatot is magdaba foglalt. Talan legérdekesebb része a munkanak
a kornyezeti hattérsugarzads részeként jelenlevé szénizotdép koncentracidjanak
vizsgalata a neuronalis DNS-ben. Ez a hattérsugarzas jelentds részben az atombomba
kisérletekre vezethet6 vissza, ennek ingadozasa, geografikus jellemz6i jol ismertek és
pontosan meghatdrozottak. Ez alapjan lehet kovetkeztetni arra, hogy a stroke
kornyezetében vizsgalt neuronok a sziiletés ota jelenlevé sejtekkel vagy pedig
neurogenezis kapcsan jottek-e létre. A vizsgalat komplex, annak részletei a
kozleményben szerepelnek (Hlttner és mtsai, 2014). A vizsgalatok konkluzidjaként

kijelenthet6, hogy az idilt post stroke-os esetekben a kérnyez6 neuronok DNS
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integritast mutattak nagy fokban, neurogenezisre utalé jelek nem voltak sem a
vizsgdlat id6pontjaban, sem arra utald jelek, hogy ez a stroke-ot kovetéen
bekovetkezett volna. Ezzel szemben az akut stroke vonatkozasaban jelent6s DNS
fragmentacid és DNS repair mechanizmusok beinduldsa igazolddott. Osszegezve, ezen
eredmények azt igazoljak, hogy a neuronok tuléléséhez intakt (vagy csak kis mértékben
karosodott, azaz reparalhatd) genom sziikséges és a poszt-stroke neurogenezis

vonatkozasaban a tulzottnak tarthato elvarasok nem latszanak megalapozottnak.

Egy Uj modszer kidolgozasaban és validalasaban is részt vettem szegedi kutatdkkal
egylUttm(kodve, mely a perilézionalis sejtek gyors vizualizacidjat teszi lehet6vé (Rakos

és mtsai, 2007).

A vaszkularis eltérések az id6s kori agyban, kilonos tekintettel a neurodegenerativ
elvaltozasokkal is terhelt cerebrumra, napjainkban a neuropatolégiai értékelés és
diagnosztika aktiv teriilete (Selkoe, 1989; Alafuzoff és mtsai, 1999). A VCING
tanulmanya az Egyesilt Kiralysagban a legfontosabb vaszkularis eltérések konszenzus-
értékelését tlzte ki célul. Ennek kozlése az értekezés irasaval parhuzamos, azaz
varhatéan hamarosan publikdlasra kerl a kézirat. BrainNet Europe (BNE) konzorcium
is publikalt 2012-ben egy, a vaszkularis eltérések értékelésének problematikajat
felvetd, konszenzust keres6é kozleményt, melyben szintén részt vettem (Alafuzoff és
mtsai, 2012). Ez a vizsgdlat is aldtamasztotta és megerGsitette annak jelent6ségét és
szlikségességét, hogy a neuropatoldgusok mihamarabb konszenzusra jussanak az
elvaltozasok nomenklaturdja, sulyossaganak stadiumba soroldsa vonatkozasaban. A
neurodegenerativ elvaltozasok terén ez az elmult évtizedekben megtortént, letisztult,
jelenleg az Ujabb eredmények kapcsan a vizsgalati modszerek frissitése zajlik csupan a
neurodegenerativ proteinopatidk tertletén. A kovetkez6 években remélhetbleg
hasonldé szintre és mindségre jut a vaszkularis eltérések értékelése is. A Bristoli
Egyetem Neuropatoldgiai Intézeti altal kezdeményezett, Egyesiilt Kiralysagban zajlo
vizsgdlat mintegy tucatnyi neuropatoldgus részvételével, melyek kozott félig
kakukktojasként én is szerepelek, a résztvevékkel valé szoros szakmai kapcsolat okan.

Ez, a ’vascular cognitive impairement neuropathological grading’ (VCING) cimd
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egylttm(ikodés a vaszkularis eltérések posztmortem foldolgozasanak jelen allasat
dolgozza fel. A munka kézirata 2016. majusaban lett kozlésre bekiildve. Egy tovabbi
vaszkularis neuropatoldgiai egylttmikodésben nemcsak a neuropatoldgiai, hanem a
képalkotds (posztmortem MRI stb.) vizsgalatok is szerepelnek. Ezen munka az
értekezés készitésének id6pontjaban mar benyujtasra kerllt és elbirdlasra var, egy 7

impakt faktoros folydiratnal (BMC Medicine).

A cerebrovaszkularis kérképekben a kognitiv deficit és az iszkémias stroke
patogenezisében szerepet jatszd neurotranszmitterek, mediatorok szerepét,
kapcsolatat vizsgdltuk. A glutamat, kolinacetil transzferaz, szerotonin, gyulladasos
mediatorok menniségét, ezek id6beli alakulasat vizsgaltuk az iszkémias agykarosodas
és neurodegenerativ betegségek kiilonb6z6 (al)tipusaiban és ezek kombinaciéi (azaz
egylttes fenndllasa) esetén (Kirvell és mtsai, 2010 Sharp és mtsai, 2009 Elliott és mtsai,
2009 Mulugeta és mtsai, 2008). A megkodzelités fontos és a korabbiakban masok altal
publikaltakhoz képest eltérd jellemzéje az altipusok szerinti vizsgalat. Hangsulyoztuk,
hogy nemcsak a tudomanyos kutatds, hanem a klinikai kezelés eredményessége is az
iszkémias stroke alcsoportokra bontasasdval novelheté. A neuroprotektiv stratégiak
klinikai eredménytelensége is részben erre vezethet6 vissza, mint azt tobb 6sszefoglald
kozleményben is targyaltuk (Zador és mtsai, 2003 és 2004). Kordbban komoly
reményeket fliztek a stroke utdni (pontosabban a stroke indukalta) neurogenezis
terdpias kihasznaldsahoz. A vizsgdlataink e reményeket cafoltak, ugyanis a szamottevd
neurogenezis hidnyat igazoltak iszkémias stroke-ban (Hltther és mtsai, 2014). Az
id6skori agy vaszkuldris eltéréseinek neruropatoldgiai értékelése egységesebb és
konszenzusra alapuld szemléletet, megkdzelitést igényel. Ennek fontos |épése az az
eurdpai kollaboracié (Alafuzoff és mtsai, 2012), melynek résztvevéje voltam. Ennek

folytatasaként jelenleg (2016 junius) két hasonld kézirat van elbiralasi fazisban.

A traumas agykarosodas és a neurodegeneracid kozotti kapcsolat vizsgalata napjaink
kutatasainak egyik érdekes teriilete; egyre nyilvanvalébb a szoros 0Osszefliggés.
Vizsgalataimban a PARP szerepét és az inhibicié lehetséges neuroprotektiv szerepét

vizsgaltam allatkisérletes modellekben. E munkak megerdsitették a feltételezést, hogy

129



dc_1235 16

a PARP a trauma kapcsan is kialakulé DNS karosodas kovetkezményeként aktivaladik,
ez hozzajarul a sejt ATP hidnyahoz (ugyanis a PARP DNS hibajavité mikodése nagy ATP
igény() és ennek révén pusztulasdhoz. Megallapitottuk, hogy a PARP aktivacié a nNOS
indukcidval kapcsolatos és mindkét aktivalédé enzim gdatlasa csokkenti a [ézid
kiterjedését. Agy masik vizsgdlat a kisérletes Gssejt transzplantacié vonatkozasdban
igazolta a PARP-gatlds kedvez6 szerepét. Megjegyezziik, j6hogy a PARP jelenlegi
neuroonkoldégiai és stroke kutatasainkban is vizsgalt molekula 8e vizsgalatok azonban
nem részei az értekezésnek). A traumds agykdrosodas és az Alzheimer-koér érdekes
atfedése, hogy az axonadlisan gyorsan transzportadlddo amiloid prekurzor protein (APP),
ami a béta amiloid prekurzos fehérjéje, felhalmozddik a trauma miatt karosodd
axonokban és immunhisztokémiailag kimutathatd. Ez volt az alapja nvizsgalatainkban,
melyekben igazoltuk, hogy az APP kimutatasa meglehetfsen pontosan jelzi a korai
axonalis karosodast is (de a mintegy 30 percen belilit nem, azaz hirtelen haldlnal nem
mutathato ki). Eredményeik a forenzikus neuropatoldgiai gyakorlat részévé véltak és

birdsagi Ugyekben a szakért6i vélemények egyik alap irodalmi hivatkozasa.

A fenti felsorolds is jelzi, hogy a demencidak szdmos etioldgidbdl ered6en alakulhatnak
ki, miként azt az értekezés kordbbi részében is hangsulyoztuk és kodzismert tény.
Munkaink a demenciak komplex neuropatoldgiai hatterét vizsgalta tobbféle kialakulasi
mechanizmus, korkép analizisével, melyek soran a az egyitt el6forduld kiilonbozé
patomechanizmusok, patoldgidk értékelése, dsszevetése, a kozottik levé kapcsolat

értelmezése, diszkusszidja is szerepel.
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KOVETKEZTETESEK ES UJ MEGALLAPITASOK

Neurodegenerativ korképek

1.

10.

11.

A Fused in Sarcoma (FUS) gén mutdcioja jellegzetes neuropatoldgiai képpel
jard familidris amiotroéfias lateralis szklerdzist okoz

Az ALS-t okozé FUS mutacidk a fehérje nuklearis lokalizacidjat akadalyozzak
és el@segitik a vad tipusu FUS citoplazmatikus stressz granulumokba torténé
akkumulacidjat (szekvesztracio).

A Transzportin-1 (karioferin-béta2) vizsgalata ALS-FUS (FUS mutacié kapcsan
kialakuld ALS tipus) és FTLD-FUS-ban igazolta, hogy a két FUS-proteinopatia
patomechanizmusaban lényegesen kiilonbozik egymastal.

A human vad tipusu FUS gént ’overexpresszald’ transzgenikus egér a
motoneuron betegség szamos jellemz6jét mutatd betegségmodell.

A TDP-43 citoplazmatikus misz-lokalizaciéjanak hatterében a nukledris
import zavara (is) all.

A TDP-43 patoldgia és a tau hasitas zavarai (mis-splicing) nem mutatnak
Osszefliggést Alzheimer-korban.

Az optineurin fehérje a TDP-43 proteinopatidkban az esetek kis hanyadaban
mutathatod ki a koéros fehérje zarvanyokban és ritkan Alzheimer-kérban és
Huntington-kdrban is azonosithaté a kéros fehérje aggregatumokban.

A TDP-43 RNS kot6helyeinek meghatadrozdsa és az RNS hasitds (splicing)
szabdlyozasban jatszott szerepének igazolasa TDP-43 proteinopatidkban —
neuropatolégiai vonatkozasok.

Az alternativ RNS hasitas (splicing) jellemz8inek meghatarozasa az id6s6dé
agyban és neurodegenerativ korképekben — neuropatolégiai vonatkozasok.
A normalis (vad tipusu) human TDP-43 elGsegiti a mutans TDP-43 altal
kivaltott progressziv motor és kortikdlis neuronalis degeneraciét, ALS
patoldgia jellemzGivel tarsultan.

A TDP-43 atfogd neuropatoldgiai jellemzése az ubikvitinilalt zarvanyokban,
kiilonb6z8 ALS tipusokban és egyéb neurodegenerativ kérképekben.
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12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

A VAPB transzgenikus mutans egérben TDP-43 proteinopatia alakul ki
jellegzetes neuropatoldgiai elvaltozasokkal.

A C9ALS/FTD neuropatoldgiai és klinikopatoldgiai karakterizalasa.

A C90RF72 mutacio esetének leirdsa, mely ALS fenotipussal és nagyfoku agyi
extramotor patoldgidval jar, de kognitiv deficitet nem okoz.
Gamma-szinuklein patoldgia igazoldsa ALS-ben.

Az elektromos aramités valodszinlleg nem jatszik koroki szerepet
amiotrofias lateradlis szklerdzis kialakulasaban.

Az abortiv neuronadlis sejtciklus az Alzheimer-kér egyik lehetséges
patogenetikai tényezdje.

A neurondlis sejtciklus regulacié zavara lehetséges neurodegenerativ
mechanizmus (a presenilin-1 mutdcid kapcsan kialakult Alzheimer-kéros
betegek agyanak vizsgalata és sejtbioldgiai analizis alapjan).

A CDK5 aktivator p35-p25 a memodria képzés kapcsan keletkezik és
Alzheimer-kor korai stddiumdban valamint skizofrénidban expresszidja
csokken.

Az Alzheimer-kérban jelent8s szinaptikus degeneracié ellen véddé hatasu
fehérje (CSPalpha) szerepét és jelent6ségét igazoltuk allatkisérletes
modellekben és human agyszovet vizsgalataval.

A humadn tau fehérje fragmenst kis mértékben overexpresszald egértorzs
létrehozdsa, mely sporadikus human tauopatidk relevans allatmodellje. E
modellben a fenilbutarat terapids hatasa igazolédott.

A chaperon fehérje klaszterin specifikus (kizarélagos) kot6dést mutat az
amiloid béta fehérje 40 aminosav hosszusagu altipusahoz Alzheimer korban.
A regionadlis multiplex patoldgia 'score’ és a progredialé kognitiv deficit
Osszefligg Lewy testes demenciakban.

Az ’unfolded protein response’ (UPR) aktivalédik Lewy-testes

demenciakban.
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25.

26.

27.

28.

29.

Demencidban mar a korai stadiumban is viszonylag gyakori a depresszid, ami
gyakoribb és sulyosabb DLB esetén, mint Alzheimer-kérban -
klinikopatologiai igazolas.

Lewy testes demencidban a kognitiv hanyatlds gyorsabb, mint Alzheimer-
kdérban — klinikopatoldgiai igazolas.

A depresszid és a szinaptikus cink ion szabalyozdas eltérései 6sszefliggnek
Alzheimer-kdrban, Lewy-testes demenciaban és Parkinson-kér demenciaban
(DLB ill. PDD)

A ZnT-3 és a PSD-95 szinaptikus proteinek szintjének csokkenése és a
kognitiv hanyatlas kdzott 6sszefliggés van Alzheimer-kérban és Lewy testes
demencidkban. Ez neuroanatdmiai régidé fliggd és eltér6 DLB és PDD
vonatkozasaban.

A szinaptikus protein VAMP2, dynamin-1, Rab3A, SNAP25 és neurogranin
pozitiv korreldciét mutatnak a kognitiv hanyatlas mértékével Alzheimer

kdrban és Lewy testes demencidkban.

Neuropatoldgiai konszenzus kritériumok kidolgozasaban részvétel

30.

31.

32.

33.
34.

A béta-amiloid lerakddas neurodegenerativ kérképekben és az id6sodé
agyban

Frontotempordlis lobdlis degeneracié TDP-43-pozitiv zarvanyokkal (FTLD-
TDP)

FTLD-tau Pick testekkel a hippokampuszban

Az id6s6dd agy vaszkuldris eltérései

Az id6s kori tau asztrogliopatia (Aging-related tau astrogliopathy; ARTAG)

Cerebrovaszkularis korképek

35.

A glutamaterg szinapszisok relativ prezervacidja a frontalis kortexben sokkal
kifejezettebb, mint a temporalis kortexben fontos a kognitiv képességek

megdbrzésében és a stroke-ot koveté demencia elleni védelemben.
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36. Poszt-stroke demencidban kolinacetil transzferaz aktivitdas emelkedés van,
ami regenerativ aktivitas (sprouting?) kovetkezménye is lehet.

37.  Akolinacetil transzferaz aktivitas csokken vaszkularis demencia + Alzheimer-
kor (azaz kevert demencia) esetén.

38. A neuro-inflammatorikus valaszreakcid vaszkularis és kevert (vaszkularis +
Alzheimer-kér tipusd) demencia kés6i fazisdban mérsékeltebb, mint

Alzheimer kérban.

Agyi trauma

39. Az amiloid prekurzor protein (APP) immunhisztokémia a traumas axonalis
karosoddst minimum 35 perces tulélés utan mar képes kimutatni a
részleteiben meghatarozott antigén-el6hivasi mddszerek alkalmazasaval.

40. Az nNOS indukdlja a PARP aktivaciét agyi trauma modellben, ami
neuronpusztulast eredményez. Mind a nNOS, mind a PARP inhibicié

neuroprotektiv hatasu fokalis agyi trauma modellben.
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SZCIENTOMETRIA

Az MTA Doktori Tandcs Titkarsaga (DTT) részére a Magyar Tudomanyos Md(vek Tara
(MTMT) szolgdltatta az MTA doktori pdlyazat kovetelményeinek megfelel6en a
szcientometriai adatokat.

Az MTA-DTT részére készitett dsszesitésben nem szerepelnek a kézlésre elfogadott, de
még nem megjelent publikdcidk. Ezeket, és valamennyi lektordlt publikaciét (a
‘sokszerz6s’ cikkeket is) figyelembe véve:

Magyar nyelv(i kozlemények szama: 17
Angol illetve német nyelvl kozlemények szdma: 118

Elsé szerz6s (megosztott is): 16
Utolsé szerzés (megosztott is): 18

Kozleményeim Osszesitett impakt faktora: 480,239
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Az értekezés alapjdul szolgdld kozlemények impakt faktora: 262,353
Az értekezés témakorében megjelent tovabbi kézlemények IF-a: 63,879
Egyéb lektoralt kozlemények impakt faktora: 154,007

A részletes és frissitett publikacids lista a citacids adataimmal a Google Tudds
adatbazisban érhetdk el:
http://scholar.google.hu/citations?user=9GgiUFUAAAAJ&hl=hu&oi=ao

Az értekezés beaddsat megel6z6 allapotot az aldbbi adatok jellemzik:
(Google Scholar - 2016.06.13.)
Osszes | 2011 6ta
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h-index 29 26
i10-index |60 46
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