Immun tényezok, parvalbumin és PARP aktivacio jelentdsége neurodegenerativ

korkepekben

A neurodegenerativ betegségekben vizsgaltuk, hogy a szelektiv neurondlis karosodasban

milyen mechanizmusok jatszanak szerepet.

A parvalbumin és a calcium haztartas szerepe neurodegeneracioban

A motoros neuron (MN)degeneratiojanak legelfogadottabb, mar jol ismert
pathomechanizmusl modelljeiben (szabad gyokok okozta, excitotoxicus, immun-medialt) a
neuron ké&rosodéas kozos tényezoje az intracellularis calcium szint emelkedése (1). A sejtek az
egyik calcium-koto fehérje, a parvalbumin mennyiségének a ndvelesevel probaljak
kompenzalni a calcium szint emelkedést. A kiilsé6 szemmozgato agyidegek motoros
magjaiban a kompenzacio sikeres, megvédi a sejteket a pusztulastol, mind az ALS
transgenikus egér (SOD-G93A) modelljében (2), mind az axotomiaval eléidézett
neuronkarositasban. Az oculomotorius agyideg MN-jai az axotomia okozta stresst az
immunohisztokémiai modszerekkel is kimutathato parvalbumin tartalmuk fokozasaval
kompenzaljak. Az elektronmikroszkopos hisztokémiai reakcidval kimutathaté intracellularis
calcium tartalmuk nem Iényegesen emelkedik. Az oculomotoros ideg neuronjai a huméan
ALS-ben sem kéarosodnak. Ugyanakkor a vulnerébilis hypoglossus ideg neuronjainak az
axotomiara létrejovoé intracellularis calcium emelkedése tartos, bennik nem detektalhatd
parvalbumin névekedés (3). Hasonl6an vulnerabilisak a spindlis MN-ok is az acut calcium
stressre, melyet anti-MN IgG intraperitonedlis adasaval hoztunk Iétre. Anti-MN IgG-t ALS
betegek szérumabdl ill. szarvasmarha gerincvel6i mellsé szarv homogenizatummal
immunizalt kecskék szérumabdl izolaltuk. Az utébbibol 10 mg ip. injectalasa Balb/c egerekbe
1-3 nap alatt lethalis MN karosodast okoz. Ezt az acut modellt hasznalva kimutattuk, hogy az

intracellularis calcium emelkedés ismert szerrekkel fékezhet6 (NMDA receptor antagonista



MK-801, calcium csatorna gatlo dilthiazem), s az allatok megmenthetok.
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1. &bra. A jobb oldali egér megbénult 10 mg anti-MN IgG adéséat kdvetoen. A bal oldali egér
nem mutat gyengeséget, bar ugyannyi anti-MN 1gG-t kapott, de NMDA receptor antagonista

vagy calcium csatorna gatloval egyiitt.

Az intracelluléris toxicus calcium emelkedeés kivédhet6 a spinalis MN-ok parvalbumin
tartalmanak emelésevel is (parvalbumin gén therapia, D3 vitamin adasa) (1).

Az oxidativ stress okozta (4-hydroxynonenal intrathecalis adasa), és az anti-MN IgG
hosszan tartd, de kis adagu (1 mg) adésénak hatéasat a spinalis motoneuronok a calcium
szintjuk alacsonyan tartasaval tudjak ellenstlyozni Ugy, hogy parvalbumin szintjuk emelkedik
(4, 5).

Immunhisztokémiai vizsgalattal kimutatott parvalbumin emelkedes tapasztalhato a

Parkinson kdros betegek épen maradt dopaminerg sejtjeinek cytoplasméajaban is (6).

A PARP expressio valtozasainak a szerepe a nheurodegeneracioban.

A poly(ADP-ribose) polymerase DNS javito nucleéris enzym. A DNS szal torésekor, vagy az
intracellularis calcium emelkedésekor aktivalodik. A tulzott aktivacidja korosan csokkenti a
sejt energia készletét, s apoptosissal, vagy teljes energiahiany esetén necrosissal a sejt
elpusztulasahoz vezet. Western blot analysissel ALS betegekbél szarmazé gerincvel6i
szOvetben hadromszoros mennyiségét mutattuk ki a PARP fehérjének, a nem neurologiai
betegségekben elhunytakhoz viszonyitva. Immunohisztokémiai vizsgalattal azonban a

fokozott PARP mennyiség nem a spinalis MN-okban volt lokalizalhatd, hanem microglia,



astroglia sejtekben, macrophagokban. A spinalis MN-ok PARP fehérje mennyisége csokkent
(7). Szemben ezzel, az ALS-ben elhunytak cortexében az immunoblot technikaval
meghatérozott PARP fehérje mennyiségének ndvekedése immunohisztokémiai modszerrel a
motoros kéreg pyramidalis sejtjeiben volt elsésorban kimutathatd. Emellett a cortexben, a
subcorticalis allomanyban az astrocytak, a microglia-macrophag sejtek PARP expressioja is
nétt (8, 9). Ennek alapjan a PARP fokozott miikddése feltételezhet6 a corticalis
motoneuronokban ALS-ben, mely hozzajarul azok pusztulasahoz. A spinalis
motoneuronokban a PARP alulmiikddik, ami a DNS elégtelen kijavitasaval okozhat sejthalalt.
Az astrocytak fokozott PARP tartalma tiikrzheti a sejtek normalistdl eltéré miikddését, mely
a glutamat transzport zavaraval jarul hozza a MN-ok degenerécidjdhoz. A microglia sejtek és
a macrophagok intenziv PARP tartalma azok aktivacidjanak a jele, mely szintén karositja a
MN-okat (10, 11, 12).
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2. abra. ALS autopsiés anyag. Bal oldalon a spinalis MN-okban nincs PARP
immunoreaktivitas a magban. A sejtek nem tudjak kijavitani a szabad gyokok altal okozott
DNS kérosodast. Jobb oldalon a corticalis MN-okban fokozott PARP immunoreaktivitas
latszik a magban. A PARP talaktivalodasa elfogyasztja a sejt energiajat. Mindkét folyamat
sejthalalhoz vezethet.

Az eredmények alapjan vérhatd, hogy PARP gatlok adasaval a complex koros
folyamat kezelhetd. A fels6 MN-ok energia deficitje nem jon létre, mérséklédik az astrocytak
anyagcsere zavara €s a microglia aktivacio, igy a kiséré gyulladasos reakcio is csokken. Az
anti-MN 1gG egérbe térténd intraperitonealis oltasaval létrehozott acut MN betegséget a

PARP gatl6 adésa kedvezoéen befolyasolja.



The effect of PARP inhibitors on the survival in PT-MN disease model

minutes
a-MN A-MN serum +
control serum PARP inhibitor
TNF-ou 27141 —p<005— 642%+44 —p<0000] = 302+27
IL-6 4.7+08 «—p<0001— 193+4.7 —p<0001 — 122+10
IL-10 6141153 —p<00005—= 23691600 ns— 20361139

3. abra. A z06ld gorbe mutatja az anti-MN IgG-vel ip. oltott egerek talélési idejét. PARP gatlo
adasa meghosszabbitja az allatok talélését (piros gorbe), s 40%-uk tuléli az anti-MN 1gG
adasat. A tablazatban az latszik, hogy az anti-MN IgG adasa utan a felaldozott egerek
gerincveljében megné a gyulladast serkenté TNF-a és IL-6, valamint a gyulladast csokkenté
IL-10 mennyisége. A PARP gatlo szimultan adasaval csak az IL-10 mennyisége né meg

szignifikansan.

Parkinson korban, diffus Lewy-test betegségben elhunytak substantia nigrajanak (SN)
dopaminerg sejtjeiben is megné az immunohisztokémiai vizsgalattal a magban kimutathato
PARP mennyisége a kontrollokhoz viszonyitva. Ugyanezen sejtekben a nuclear factor kB
magban torténo felszaporodésa is detektalhatd. A PARP tulaktivalodasa a dopaminerg
neuronokban is energia deficithez vezet (elfogyasztja a NAD-ot, igy az ATP-t), s mivel co-
aktivatora a transcriptios faktor NF-kB-nek, ami a nucleusba transzlokalodik és fokozza a p53
gén expressiojat, igy ezen az uton is apoptosist indukal.(13, 14, 15, 16). A PARP tulaktivacid
a trigeminus neuralgia ingerléses modelljeiben is kimutathat6 a Gasser duc idegsejtjeiben
17).
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4. dbra. A Parkinson kérban a dopaminerg sejtekben a PARP tulaktivalodasa energia deficitet
okoz, valamint az NF-xB nucleéris translokaciojahoz vezet, mely aktivélja a p53 gént.
Mindkét folyamat eredménye apoptosis.

Immun-gyulladasos folyamatok szerepe a neurodegeneracioban
Az ALS IgG jelentésége

Elektrophysioldgiai, immonoblot és ELISA modszereket hasznalva kimutattuk, hogy
az ALS IgG calcium csatornahoz kotodik. MN sejtkultirdhoz adva noveli az intracelluléris
calcium mennyiségét és cytotoxicus hatasa van.

A human ALS szdvetben, s a betegség immun-medialt modelljeiben (tengerimalacokat
immunizalva tisztitott MN-kal ill. gerincvel6i mellsé szarvi homogenizalt szovettel) a MN-ok
cytoplasmajaban IgG mutathatd ki immunohisztokémiai mddszerekkel. ALS 1gG-t
intraperitonealisan egerekbe oltva az 1gG felvevidik a MN-ok perikaryonjaba, mig a normal
human IgG-nek csak nyomait latni. Ez arra utal, hogy a calcium csatornan kivil mas relevans
antigen is lehet a MN-okban.

Ultrastruktdralis immunohisztokémiai modszerekkel igazoltuk, hogy egerekbe torténé
ip. oltas utan az ALS IgG a motoros axon terminalba vevédik fel a synapticus

vesiculumokhoz koétédve. A sejttestbe a mikrotubulusokhoz kapcsolddva szallitddik, majd



megjelenik az endoplasmas reticulumban. ALS betegek spinalis MN-jaiban is az 19G az
endoplasmas reticulumban és a microtubulusok kozelében talalhaté meg. Az endoplasmas
reticulumban az IgG interferalhat a fehérje szintézissel, a belsé raktarakbdl calciumot
szabadithat fel. A mikrotubulusokhoz k6t6d6 IgG alteralhatja a gyors axon transportot, s
mivel a neurofilamentumokkal hidak kotik ssze, a lassu transport is akadalyozott lehet. Az
ALS lgG-t detektalni tudtuk a kdzponti idegrendszer endothel sejtjeiben is, vagyis nemcsak az
axon terminalon érheti el a neuront, hanem az extracellularis tér feldl is. igy érthets, hogy
kimutathato a spinalis MN-okon végz6dé axon terminalokban, s megemeli ott is az

intraterminalis calciumot, s gyorsitja a glutamat felszabadulast. (18).
A microglia aktivacié jelentosége

1.) A spinalis MN-okba tortén6é ALS IgG, vagy anti-MN IgG felvétel eddig ismeretlen
mechanizmussal aktivalja a mells6 szarvban a microglia sejteket. (19) Azok
megnagyobbodnak, a motoneuronok koré csoportosulnak. Metabolikusan is aktivalédnak, s
szabad gyokoket, glutamatot, NO-t, a neuronok szdmara artalmas cytokineket secretalnak
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5. dbra. CD68 markerral jel616d6 aktivalt microglia sejtek veszik koril a bal oldali MN-t ALS

gerincveldben. A jobb oldali normal gerincvelében a MN koril nincs microglia reakcio. Real



time RT PCR igazolja, hogy szdvetben a fehérje expressiojanak a message is megnétt (piros
nyilak), a kontrollhoz viszonyitva (kék nyil). A jobb also sarokban az aktivalt mikroglia sejt
bioldgiailag hatékony anyagai vannak felsorolva.

2.) Phagocyta tevékenységiik soran macrophagokka alakulnak, s antigént prezentalnak
a T lymphocyték szdméra

3.) Egy részilk dendritikus sejtekké alakul at, amelyek a leghatékonyabb antigén
presentalo sejtek. Valoszintleg itt lokalisan érzekenyitédnek a T helper sejtek, s az
idegrendszerbél kijutva serkentik anti-MN IgG termelédését a B sejtekben. (20). Hasonld

jelenségek megfigyelhet6k a familiaris ALS transgenikus allatmodelljében is (21)
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6. abra. Bal fels6é kép: CD68+ macrophag (zold nyillal jeldlt) interactidjanak a képe
lymphocytakkal (kek nyillal jeldlt). A két jobb felsé képen CD45+ markerrel jelolt T
lymphocytak (kék nyil) interakcidja latszik macrophagokkal (zold nyil). A jobb alsé képen
CD1 markerrel jel6lt dendritikus sejt (narancs nyil) interactioja latszik lymphocytaval (kék
nyil).

A locélis immun-gyulladasos folyamat részeként az astrocytdk macrophag
chemoattractant protein -1 et termelnek (MCP-1) (immunohisztokémiai és real time RT-
PCR), az endothel sejteken VCAM expressio, az interstitiumban pedig ICAM pozitiv
infiltrald sejtek jelennek meg, mutatva a vér-agy gat locélis alteraciojat.



Hasonlo6 dendritikus sejt megjelenés, T lymphocyta infiltracié mutathat6 ki Parkinson
betegeségben elhunytak substantia nigrajaban, az Alzheimer betegségben elhunytak cerebralis
cortexében, Pick atrophidban a frontéalis lebenyben, s Huntington betegségben a caudatusban
és a frontalis lebenyben. (22, 23, 24, 25, 26). Még a motoros axon atvagasat koveto spinalis

MN degeneratio is jar enyhe gyulladasos jelenségekkel (27).
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7. abra. Fels6 panel. CD1a markerii perivascularis dendritikus sejtek Alzheimer kérban
elhunytak agyaban (r6zsaszin nyil). Normal cerebral cortexben (nem neurologiai betegségben
elhunyt kontroll) nincsenek ezzel a markerrel kimutathat6 dendritikus sejtek. Also panel:
CD1a+ parenchymalis és perivascularis dendritikus sejtek a substantia nigra
szomszédsagaban Parkinson koros elhunyt agyéban.

Az adatok alapjan ekezdték a neurodegenerativ betegségekben a microglia aktivaciéjanak a
gatlasat minocyclinnel, ill. COX-2 gatlokkal. A kezdeti eredmények nem egységesek. Azon a
megfigyelésen alapulva, hogy csontvel6 transzplantacion atesett leukaemiasok
gerincvel6jében a microglia allomany 1/3 kicserélédik donor macrophagokkal méasfél évvel a
transplantécié utan, elindult az ALS betegek haematopoeticus 6ssejt transplantacios kezelése.
A kezelést illetéen az elvaras kettés: a transplantalt betegek (j immun rendszert kapnak, mely
kevésbé autoreaktiv a MN-ra, és a karosan aktivalddott microglia sejtek id6vel lecserélhetok a



donor sejtekkel. (28). Periphérias idegrendszeri autoimmun-gyulladasos betegsegben (CIDP)

a haematopoeticus 6ssejt transplantacié eredményes volt. (29)
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8. abra. Az immun-medialt MN karosodas 6sszefoglal6 folyamatabraja
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