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A ,,Sejt-autondm és nem sejt-autondém tényezok tanulmanyozasa a motoros idegsejtek
degeneracidja soran” cimi palyazat zard szakmai osszefoglaldja.
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A PALYAZATBAN MEGFOGALMAZOTT MUNKATERVI PONTOK ES A
KAPCSOLODO EREDMENYEK:

I. Az idegsejtek szelektiv karosodasanak belsd, ..sejt-autondém” tulajdonsagoktél térténd
flggese. A kiilonbozéen érzékeny mozgatd idegsejtek kalcium- és kalcium-koto fehérje
szintjének kovetése axon-atvadgds utan megnovelt parvalbumin szintii egerekben
elektronmikroszkdpos hisztokemiaval, illetve fénymikroszkdpos immuncitokémiaval. Az
eredmények vad-tipust allatok hasonld kisérleteihez vald hasonlitasa. Lehetdség szerint
axon-atvagasra kevésbé érzékeny (slow Wallerian degeneration) transzgenikus Aallatok
hasonl6 jellemzése.

Munkahipotézisiink ~ szerint ~a  motoneuronok  sérulésének  sejt-autonom
komponensében az intracellularis kalcium-szint valtozasai kozponti jelent6ségiiek. A
problémakor Kisérletes vizsgalatara akut 1€zios (axotomias), illetve target deprivacios modellt
allitottunk be. Vad tipusu (Balb/c) egereken a hypoglossus és az oculomotorius magokban a
1ézi6t kovet6en a parvalbumin, a kalbindin-D28k és az intracellularis kalcium szint
valtozésait jellemeztik. Eredményeink igazoltadk, hogy a magasabb parvalbumin tartalmd
oculomotorius idegsejtekben — sériilést kovetden — az intracellularis kalcium szint kevéshé
emelkedik a hypoglossus mag motoneuronjaihoz viszonyitva [12, 19, 22, 23]. Ebben a
modellben a neurondlis sérillés mértékének jellemzésére NeuN festést végeztiink, melyr6l
kimutattak, hogy sériilés hatdsara az idegsejtekben az expresszidja lecsokken. A kalcium-
szint sejttipushoz kothetd differencialt novekedésével dsszhangban az oculomotorius magban
a NeuN festés valtozasat nem tudtuk kimutatni, mig a hypoglossus magban a NeuN
pozitivitas jelent6sen lecsokkent [12] — tehat a magasabb kalcium-koté fehérje szint (jelen
esetben parvalbumin) ténylegesen protektiv lehet a vizsgalt mozgat6 idegsejtek esetében.

A fenti eredmények alapjan felvet6dik a kérdés, hogy a kimutatott protektiv hatas
mennyire kothetd ténylegesen a magasabb parvalbumin szinthez, illetve tulajdonithato-e a Ill.
¢s a XII. magok mozgatd idegsejtjeinek eltérd neurondlis héalozatba szervezddésének? A
kérdés vizsgalatara — nemzetko6zi egyiittmiikodésben (CaMIl promdtert alkalmazva) — olyan
homozigota egértorzset fejlesztettink ki, melyek idegsejtjeiben megndvelt parvalbumin
szintet tartalmaznak (PV+/+). Igy, a két motoros maghan a mozgaté idegsejteket eredeti
kdrnyezetiikben, ugyanabban a kisérleti modellben, de megvaltozott parvalbumin szint
mellett vizsgalhattuk. A mozgat6 idegsejtek kalcium szintjének valtozésait az idegatvagast
(XII. mag) illetve az enukledciot (I11. mag) koveté 1, 4, 7, 14 és 21. napokon kdvettlik
(elektronmikroszkoposan), amit a korabbi kisérletekhez igazodoan a miitetlen oldalra
vonatkoztatott ardnyban fejeztink ki. Kontrollként — a torzs-specifikus tulajdonsédgokbol
eredd kiilonbségek kikiiszobolésére — B6/SIL egereken (melyek a PV+/+ transzgenikus
egerek kiindulé allatai) is elvégeztik a Kisérleteket. A vad tipusu allatok XII. magi mozgatd
idegsejtjeiben maximalisan 1.7-szeres kalcium szint ndvekedést mutattunk ki (az operéciot
kovetd 7. napon), ami a 3. hét végére tért vissza az alapszintre [14]. A PV+/+ &llatok
motoneuronjaiban, sem a Ill. magban, sem a XII. magban kalcium szint ndvekedést nem
talaltunk, vagyis az eredményeink alapjan gy tiinik, hogy — legaldbb is akut sériilések soran
— a megemelkedett PV szint a kalcium altal indukalt degenerativ folyamatokkal szemben a
vizsgalt mozgatd idegsejteket ellenallébbé teszi [14].
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A ,slow-Wallerian-degeneration (WId)” egerek felfedezése egy j utat nyitott a
neuroprotekcids stratégiak kidolgozasaban, miutan kimutattak, hogy a *Wid gén bevitele akut
és kronikus stressz-helyzetekben is protektiv hatasu, melynek mechanizmusa viszont
tobbnyire tisztazatlan. A jelenség a mozgatd idegsejtek degenerécidja szempontjabol azert
keriilt az érdeklddés kozéppontjaba, mert gy tlinik, hogy a motoneuronalis degeneracio
sordn az axonok sériilése igen korai (taldn kiindul6?) jelenség. Kisérleteink soran azt
vizsgaltuk, hogy ez az SWId mutaci6tol fiiggs védekezd mechanizmus Osszefliggésbe
hozhaté-e a mutans axonok egy megvaltozott intracellularis kalcium héztartasaval.
Kisérleteinket az ischiadicus ideg roncsoldsan alapulé modellen végeztiik, melyben
irodalmilag ismert, hogy a sérlléshez kozeli Schmidt-Lanterman befliz6dések alatt a
fiziologias korulmények sorén tapasztalhatd kalcium gradiens az 1ézié hatasara eltiinik. Az
irodalmi adatokat csak statisztikai sokasagu populdcion tudtuk igazolni: a vad tipusd
allatokban a serulés hatdsara az idegrostok 22%-ban figyelhet6 meg a kalcium gradiens
eltiinése. Az "WId allatokon, ezzel szemben, az akut stressz nem okozott valtozést az
ellenoldali (miitetlen) rostokhoz viszonyitva [11].

Il. Az idegsejtek karosodasanak ,nem sejt-autondém” sajatsagoktol torténd fliggése. A
kiilonboz6en ellenalldo motoros magvakban (hypoglossus, oculomotorius) tapasztalhatd
mikroglia és citokin reakcié immuncitokémiai jellemzése kronikus stressz soran (SOD1
transzgenikus allatban) és akut stresszben (anti-motoneuronalis 1gG injektalasa utan).

A motoneuronok sériilésében a kornyez6 (glia) sejtek és az ezekkel asszocialhatd
citokin reakciok lehetséges szerepének tanulmanyozésara, krénikus stressz soran, a
motoneuron betegség SOD1(G93A) transzgenikus modelljét hasznaltuk. Probakisérleteink
utdn, a Ill. mag (glia) sejtes reakcioi kvantifikilhatosdganak (méret miatti) nehézkessege
miatt, valamint a XIl. mag és a gerincvel6i IX. lamina hasonl6 reakcioja miatt vizsgélatainkat
a gerincvelore korlatoztuk. Az egerekben a betegség tiinetei lassan fejlodnek ki, a
motoneuronok pusztuldsa ezzel aranyosan lassan megy végbe, igy a gliareakcio ezekhez
viszonyitott idézitése jol meghatdrozhatd. Az 4ltalunk vizsgalt G98A mutacioval rendelkezd
torzsben a klinikai tiinetek 90-95 napos kor koriil kezdddnek. A klinikai tiinetek kialakulasa
elott 15, 39 és 80 napos korban, valamint a tiinetek kialakuldsa utan 110 és 140 napos korban
kovettik — tobbek kozdtt — a CD11b (mikroglia marker), CD68 (makrofag marker) és az
MCP1 (monocita kemotaktikus protein) expressziojat és megoszlasdt RT-PCR és
immuncitokémiai mddszerekkel [10]. Mindhdrom marker szignifikans, életkorfliggd
emelkedést mutatott a klinikai tiinetek kialakulasat kovetéen, a betegség progressziojaval
aranyosan, ami megerositi, hogy az immun/gyulladésos folyamatok a motoneuron betegség
patomechanizmusanak szerves részét kepezik. Tovabbi eredményink, hogy emelkedett
MCP1 reakci6 mar 15 napos korban, CD68 reakcié leghamarabb 39 napos korban, és
szignifikans CD11b reakci6 80 napos korban méar kimutathatd, amikor nemcsak a klinikai
tiinetek hidnyzanak, hanem szamottevo sejtpusztulas sem detektalhato [10]. Ez felveti, hogy
ez a korai immunreakcio a késébbi sejtpusztulas latensen mitkodo kivalto oka Iehet.

Munkahipotézisiink tesztelésére, hogy kozvetlen 6sszefliggés allapithaté-e meg a
mozgato idegsejtek kalcium-koto fehérje tartalmaval jellemzett ,,sejt-autondm” tulajdonsaga
és a kornyéki immunreakcié mértékével jelzett ,,nem sejt-autondm” sajatsdgok kozott, PV+/+
és vad tipusu allatokat alkalmaztunk. Kisérletesen, az ischiadicus ideg atvagasaval indukalt
sériilés motoneuronalis és kornyéki valtozasait vizsgaltuk. A miitétet kovetéen a sériulés
kdrnyéken indukalt lokalis immunreakciot (CD11b-vel mért mikroglia aktivaciot) vizsgalva
megallapitottuk, hogy a reakci6 mértéke igen nagy heterogenitast mutat ugy az egyes allatok
tekintetében, mint a mintavétel helyét illetéen. Ezért, egy olyan idépontot kivalasztva, amikor
mar intenziv gyulladasos reakci6 volt kimutathato (4. nap), egy olyan automatizalt mdédszert



fejlesztettiink ki, amivel az immuncitokémiai maodszerekkel kimutathatd immunreakcio
mértéke reprodukalhatéan kvantifikalhaté volt [16, 17, 18, 19, 20]. Ebben a miitét utani
idépontban megéllapitottuk, hogy a két allattérzsben a mikroglia reakci6 mértéke nem
kulonbozik. A kidolgozott modszerrel a CD11b reakcio, es a motoneuronalis MCP1 reakcio
mértékét a két torzshben az id6 figgvényében, az operaciét kdvet6 1, 4, 7, 14 és 21. napokon
vizsgéltuk meg, és kimutattuk, hogy a CD11b reakcid6 mértéke a PV+/+ allatokban
szignifikansan hamarabb csokken, mint a vad tipusd allatokban. Tovabba, az MCP1 reakcid
erdsségének csokkenése még a CDI11b jel erdsségének csokkenését is megeldzi.
Elektronmikroszképos morfologiai és kalcium hisztokémiai vizsgalatokkal igazoltuk
ugyanakkor, hogy a PV+/+ &llatok sériilt motoros idegsejtjeiben a 1éziot koveté 7. napon
(amikor a gyulladasos reakcid6 maximumot mutatott) nem detektalhaté szignifikans kalcium
szint emelkedés — szemben a vad tipusu Aallatokkal, melyek spinalis motoneuronjaiban
ugyanekkor, kozel 2x-es szint emelkedés volt mérheté [15]. Jelen adataink Gsszhangban
vannak korabbi kisérleteinkkel, és kiegészité magyarazattal szolgalnak azokhoz, melyekben
kimutattuk, hogy a SOD1 transzgenikus allatokban a PV overexpresszié csak mérsékelten
sikeres védekezést eredmeényez, vagyis a megnovelt PV szint ténylegesen ,,csak” pufferként
hat. Igy ha a stressz tartds, és/vagy a kérnyéki immunreakcié iranyultsaga karosito, ez még a
kalcium-indukalt destruktiv folyamatokkal szemben megndvelt ellenallo-képességii sejtek
pusztulasat is eredmeényezheti. Ugyanakkor az eredmények rairanyitjak a figyelmet arra a
lehetéségre, hogy a motoneuron betegseégben (vagy modelljeiben) a motoneuronok védelmére
a kornyezo gliasejteket is ,.kezelni” kell.

A mikroglia sejtek aktiv szerepének és ,kezelhetéségének™ vizsgalatara a modellezett
motoneuron betegség lefolyasa soran célzott kisérletet végeztlink, melyhez a SOD1(G93A) és
a PU.1 knockout (PU.1-/-) egereket hasznaltuk. A PU.1-/- egerek nem képesek myeloid és
lymphoid sejtek kialakitasara, szlletésikkor nem tartalmaznak makrofag, neutrophil, T és B
sejteket, mikroglia sejteket sem, és csak Ugy maradnak életben, ha a sziletést kovetéen
nehany napon belill egy donor allatoktol csontvel6t kapnak. Els6 kisérletiikben, a PU.1-/-
egereknek SOD mutans csontvelé adasadval megmutattuk, hogy a SOD1(G93A) eredetii
mikroglia sejtek dnmagukban nem képesek degeneréciot indukalni, mivel a transzplantalt
egerek normalisan fejlodtek, és nem mutattak ALS-jellegli betegségtiinetet sem. A
SOD1(G93A) x PU.1-/- egerekben viszont, a mutdns SOD egerekhez hasonléan, azokéhoz
hasonlo iitemben fejlédtek ki a betegség tiinetei, amennyiben SODI1(G93A) eredetii
csontvel6t kaptak. Ezekhez az allatokhoz viszonyitva, ha a SOD1(G93A) x PU.1-/-
keresztezett egerek a sziiletést kovetden vad tipusu donort6l kaptak csontveldt a modell-
betegség progresszidja szignifikansan lelassult. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a
neuronalis degeneracié soran a mikroglia sejtek terapids beavatkozasok reélis célpontjai
lehetnek [2].

A fenti kisérleteink eredményei, melyet a (moto)neuronalis degeneracio akut 16zids és
transzgenikus egér (krénikus stressz) modelljein végezve kaptunk, mind arra utaltak, hogy a
mozgato idegsejtek sérlilése, és — megfeleléen sulyos inzultus esetén — a pusztuldsa egy olyan
folyamat, melynek végsé kimenetelét a sériilt idegsejtek belsd tulajdonsagai mellett a
kornyez6, immunfeladatokat is ellaté (glia) sejtek hatdrozzdk meg. A motoneuron betegség
SODI1 modelljében igazoltnak lattuk, hogy a sériilt mozgaté idegsejtek kornyezd (mikro)glia
sejtjeinek vad tipusu idegsejtekre torténd cseréje a sejtpusztuldsi folyamatot lelassitja, €s az
allatok élettartamat megndveli. Ezen &llatkisérlettel analég beavatkozést terveztlnk, illetve
végeztiink motoneuron betegségben (ALS-ben) szenvedd betegeken, melytél a betegség
progresszidjanak lassuldsat vartuk. A 6 betegen elvégzett komplikalt, az ikertestvér
donoroktdl nyert csontveld atiiltetésen alapuld eljaras azonban nem valtotta be a hozzafiizott
reményeket: a csontveld atiiltetett ALS betegek esetében a betegség lefolyasanak iiteme



(csoport atlag szinten) nem kiilonbozott szignifikdnsan a megfeleléen valasztott (nem
csontveld transzplantélt ALS) kontroll populacié alapjan szdmitottol [1]. A negativ eredmény
szamos, egyeldore nem meghatarozhatd okra vezethetd vissza, melyek egyike — feltehetden —
olyan relevans ismeretbeli hidnyossdg, ami tovabbi alapkutatasi irdnyultsagt kutatasokat
kényszerit ki. Ugyanakkor, a kutatést lezaré korbonctani és genetikai vizsgalatok egyik
pozitiv eredményeként kimutattuk, hogy a donor eredetii, elsésorban CD68 pozitiv sejtek a
primer gerincveldi sériilés helyén dusulnak fel. Ez a felismerés — természetesen tovabbi
részletesebb vizsgalatok utan — alkalmat adhat ebben a betegségben egy 0j tipusu terapias
beavatkozésra, mely soran a donor sejteket szallitoeszkozként hasznalva megfeleld trofikus
faktorokat juttathatunk kdzvetlenul a sériilés helyére [1, 22, 23, 24, 25].

III. A kiilonb6z6é fenotipust mutatdé modellekben, vagy fajokban az eltérd rezisztencia
lehetséges okainak Kkeresese. A kiilonbozéen ellenalld motoros idegsejtek serkent6/gatld
beidegzési ardnyanak és/vagy kalcium-kot6 fehérje tartalmanak és/vagy kalcium
pumpa/csatorna gsszetételének, vagy meg nem definialhatd, lényegbevag6 tulajdonsagainak
jellemzése kiilonb6zé fenotipust mutatd egér-, vagy kiilonboz6 allatfajon alapuld
transzgenikus modellen és kontroll allatokon, illetve az eredmények lehetdség szerinti
dsszevetése hasonldan jellemzett human kérbonctani mintakéval.

Kisérleteinket a motoneuron betegseg legelterjedtebben hasznélt, a SOD1(G93A)
mutécion alapuld egér- és patkany allatmodelljein végeztiik. Még ezen keét igen kozeli torzs
esetén is az azonos mutacio eltérd fenotipust mutatott: mig az egérben a betegség elsé tiinetei
invaridbilisan a hatsé végtagokon jelentek meg, addig patkanyban — az emberi betegséget
jobban megkdzelitéen - a tiinetek az elsd vagy a hatso végtagokban is elkezdddhettek.
Minthogy korabbi kisérleteink soran igazoltnak lattuk a mikroglia aktivaciéo (CD11b) és az
MCP1 expresszi6 szerepét a betegség patogeneziseében, vizsgalatainkat e két markernek a
betegség elorehaladasaval aranyos idébeli valtozasa analizisére fokuszaltuk (=18, ~40, ~80,
~100 napos kor, illetve végstadium).

A transzgenikus patkanyokban az MCP1 festés — mely a gerincvel6ben csak a
mozgatd idegsejtekben volt detektalhaté — legkordbban 40 napos korban volt kimutathatd, a
festddés er6ssége 70-80 napos korban érte el a maximumot, és kozel 100 napos korra a
festddés eltiint (inverz U alaku id6fiiggés). A mikroglia aktivaciét kvalitative a CD11b
denzitas valtozasa és morfoldgiai jelek alapjan jellemeztiik, mely 50-70 napos korban, az
MCPI1 fest6dés megjelenéséhez viszonyitva némi késéssel jelentkezett a patkanyokban. A
mikroglia proliferaci6 az MCP1 jel eltiinése utan is, az allatok halalaig novekedett, bar
mindvégig a ventro-lateralisan elhelyezked6 motoneuronok kérnyékére korlatozodott [26]. A
transzgenikus egerekben az MCP1 festés minden vizsgalt idépontban kimutathatd volt, és
nem korlatozodott a mozgatd idegsejtekre. A festés erdssége (kvalitative) a korai vizsgalt
idopontok (=18 nap) magas értékérdl lecsokkent egy minimalis értékre az allatok 40-80 napos
koréra, majd Gjra emelkedni kezdett, mely az allatok elpusztulasaig tartott [26]. Ezt a nem
vart U-alaku id6fiiggést RT-PCR mérésekkel is igazoltuk [10]. Az egerekben a szignifikans
mikroglia aktivaci6 az MCP1 expresszi6 minimalis értéke korili iddpontban (=80) volt
elészor kimutathatd, ami az allatok hatralevo élettartama alatt folyamatosan novekedett, és
kiterjedt az egész gerincveldi sziirke allomanyra. Az MCP1 reakci6 ellentétes kifejlodése
ugyanazon mutacid hatasara olyan kozeli fajokban, mint a patkany és az egér, valamint az
aktivalt mikroglia eloszlas kiilonbozésége, a motoneuron betegség transzlacids kutatésa
szamara adhat hasznalhato informaciot.

IV. A neurodegeneracié mechanizmusa altalanosithatéségi szempontjai. (Kidolgozas alatt
allo) kollaboracios lehetéségek fliggvényében tovabbi ALS- €s nem-ALS neurodegeneracios




transzgenikus modellek beszerzése, vagy beallitasa és a megfeleld strukturak I-11.
szempontok szerinti jellemzése.

A munkatervi ponthoz kothetd vizsgalatainkat két iranyban  végeztik.
Allatkisérleteket a Huntington betegség transzgenikus modelljén végeztiink: A HD R6/2 him
egereket (Jackson Laboratories) B6CBAF1/J néstény allatokkal péroztatva a transzgenikus
koloniat helyileg, az SZTE Neuroldgiai Klinikdjaval kooperécioban tenyésztettik. A
vizsgalataink célja — a betegség egy korai stddiumaban és végstadiumban — a striatum
kozepes méretli tiiskés neuronjainak jellemzése az intracellularis kalcium-eloszlas
szempontjabol az altalunk rutinszertien alkalmazott ultrastrukturalis modszerekkel. Az eddig
feldolgozott allatokban a kalcium szint tekintetében nagy heterogenitést tapasztaltunk, és nem
kaptunk publikalhat6 konzekvens eredményeket.

Tovabbi vizsgalatokat — szintén az SZTE Neuroldgiai Klinikajaval egyiittmiikodve —
Parkinson betegségben szenveddk substantia nigrajabdl (SN) szarmazé posztmortem mintain
végeztiink. A motoneuron betegség és modelljeiben tapasztaltakhoz illeszkedGen azt talaltuk,
hogy a parvalbumin tartalmd SN sejtek nem mutatnak sériilésre, apoptozisra utald jeleket
(PARP aktivacid, NF-kB nuklearis transzlokacio), ennek megfelelden ellenallobbak a
betegséggel szemben [30].
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