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A DOLGOZATBAN HASZNALT GYAKORIBB ROVIDITESEK JEGYZEKE

19S5 RC ATPaz A proteaszoma 198 regulator komplexének ATPaz aktivitdasu alegysége

AK Alzheimer-kor (Alzheimer’s disease)

ApoE Apolipoprotein-E

APP Amyloid Prekurzor Protein

APsouo €S APz A p-amyloid 39/40, illetve 42/43 aminosavnyi valtozata

BSE Szarvasmarha szivacsos agysorvadas (Bovin Spongiform Enchephalopathy)

CA(1-4) Hippocampus Ammon-szarv (Cornu Ammonis 1-4 régio)

CJB, CJ betegség Creutzfeldt-Jakob betegség

KO Kontroll (eset)

DUB Deubiquitinilalo enzim

El Ubiquitin aktivalo enzim

E2 Ubiquitin-konjugalo enzim

E3 Ubiquitin-ligaz

ERAD-mechanizmus  Endoplazmatikus retikulum asszocialt (protein)degradacios mechanizmus

HRP Tormaperoxidaz (Horse Radish Peroxidase)

HSP Hésokk-fehérje (Heat Shock Protein)

NFT Neurofibrillaris kéteg (Neurofibrillary Tangle)

nvCJB Uj-varidns Creutzfeldt-Jakob betegség

PA700 700 kDa-os Proteaszoma-aktivator (19S)

PHF Paros helikalis filament

PrP Prionfeherje

PrPP7 A koros prionfehérje protedazemésztett formaja

PrP* Normal prionfehérje (c = cellularis)

PrP’® PrP“® prp* Koros prionfehérje (res = protedzrezisztens;, CJB = Creutzfeldt-Jakob betegség, sc =
scrapie)

PrP*(33-35) Koros prionfehérje protedzemésztés nélkiili formdja

PS Proteaszoma

ROS Reaktiv Oxidativ Gyok (Reactive Oxidative Species)

SEM Standard hiba (Standard error of mean)

sCJB Sporadikus Creutzfeldt-Jakob betegség

TE-(feltirds) Tris-EDTA héindukalta epitopfeltarasi modszer

TUNEL TdT dUTP nick endlabelling

UPR Ubiquitin-proteaszoma rendszer



1. BEVEZETES

A fejlett orszdgokban az atlagos életkor kitolodasaval, a tarsadalom fokozatos
eloregedésével parhuzamosan egyre nagyobb egészségligyi, szocialis, sOt gazdasagi
problémat jelent a kozponti idegrendszer sulyos karosodasaval jaré neurodegeneracios
megbetegedések (példaul az Alzheimer- illetve Parkinson-kor) névekvo szama. Az intenziv €s
nagyfoku szelektivitdst mutaté neuronpusztulas mellett, e betegségek tobbségére a fehérje-
fehérjeforma kialakulasa, és intra- vagy extracellularis fehérje-zarvanyok formajaban torténd
felhalmozodasa a jellemz6. Nem véletlen tehat, hogy e korképeket egyre gyakrabban illetik a
konformacids betegségek (conformational diseases / folding diseases / foldopathies), vagy
ujabban az ubiquitin lebontési rendellenességek (ubiquitin catabolic disorders) gytjtonévvel,
melyek pathogenezisében mind a molekularis chaperonok, mind az ubiquitin-proteaszéma
rendszer (UPR) fontos szerepet jatszhatnak (Barral és mtsai., 2004; Carrell és Lomas, 1997;
de Pril és mtsai., 2006; Layfield és mtsai., 2001; Lindsten és Dantuma, 2003).

A molekularis chaperonok alapvetdéen olyan fehérjék, amelyek maés fehérjékhez
kotddve stabilizaljak azok konformacidjat, segitik a nativ konformdacié ki- vagy
visszaalakulasat. A proteaszoma egy multikatalitikus protedz-komplex, amely a Kkis
molekulasulyt ubiquitin nevii fehérjével kovalensen megjelolt, rosszul feltekeredett, sériilt,
vagy életidejét betdltott fehérjéket oligopeptidekké bontja. Mind a molekuldris chaperonok,
mind az UPR a sejtek protein-homeosztazisanak alapvetd Orei, bar a miikodésiik ellentétes
irany: mig a molekuléris chaperonok a fehérjék funkcioképességének megdrzését segitik,
addig az UPR lebontja a végzetesen sériilt, vagy aktudlisan sziikségtelen proteineket. A két
rendszer miikodése azonban egy célt szolgal: fenntartani a sejt protein-homeosztazisat. Jol
jelzi ezt a két rendszer kozti szoros egylittmiikodés is: amennyiben a molekularis chaperonok
nem tudjak egy sériilt fehérje nativ térszerkezetét visszaallitani, “atadjak™ a sériilt fehérjét a
proteaszomanak.

Erdekes médon - annak ellenére, hogy mind a molekularis chaperonok, mind az UPR
ma a molekularis sejtbiologiai kutatdsok érdekldédésének kozéppontjdban allnak - sem az
UPR egyes komponenseinek, sem a Hsp72 molekularis chaperonnak in vivo sejtszinti és
regiondlis eloszladsardl atfogd tanulmany eddig sem egészséges kontroll, sem
neurodegenerativ agyszovet esetén nem késziilt. A doktori értekezésem alapjaul szolgald
kutatomunka soran ezért arra torekedtlink, hogy az UPR szdmos komponensének ¢és a Hsp72-

nek a fény- és elektronmikroszkopos immunhisztokémiai lokalizacidjaval hozzajaruljunk e



hiany részbeni potlasdhoz. Vizsgalati objektumként perfuzidsan fixalt patkdny agyszovetet,
valamint egészséges ¢és a konformdcids neurodegenerativ betegségek két tipikus formajabol
(Alzheimer-kor ¢és  Creutzfeldt-Jakob  betegség) szdrmazd post mortem human
agyszovetmintat hasznaltunk. Az Alzheimer-kor a leggyakoribb neurodegenerativ korkép,
mig a Creutzfeldt-Jakob betegség a prionbetegségek korébe tartozik, amelyek egyediek az
atolthatosag miatt, etiologidjuk és molekuldris pathomechanizmusuk pedig alapkutatéasi

szempontbol is rendkiviil érdekes.



2. IRODALMI BEVEZETES

2.1. A neurodegenerativ betegségek

2.1.1. Prionbetegségek

2.1.1.1. Bevezetés és csoportositas

A prionbetegségek hosszu lappangasi idejli, szelektiv neuronpusztuldssal jaro
neurodegenerativ korképek, melyeknek emberi és allati formaik egyarant ismertek. Bar a
prionbetegségek - legalabbis a human valtozatok - nagyon ritkak, kivétel nélkiil fatalisak. A
betegségcsoport mai elnevezése (prionbetegségek) csak a nyolcvanas évek elején terjedt el
Prusiner nyoman, azonban az ide tartoz6 allati vagy emberi betegségekrdl szolo hiradasok
mar a XVIIL szazad elején megjelentek (Prusiner, 1998). A kiilonbdzd prionbetegségeket,
ezek nevének e dolgozatban is szerepld angol roviditéseit, és a gazdaszervezeteket az 1.

tablazat foglalja 6ssze (Kovacs és Laszlo, 1998).

Prionbetegség és roviditése Gazdaszervezet

Kuru Ember (papua-uj-guineai bennsziil6tt fore térzs)
Sproradikus Creutzfeldt-Jakob betegség (sCJB) Ember

Uj-varians Creutzfeld-Jakob betegség (nvCIB) Ember

Orokldé Creutzfeldt-Jakob betegség Ember

Iatrogén Creutzfeldt-Jakob betegség Ember
Gerstmann-Straussler-Scheinker-betegség (GSS) Ember

Orokl6dé halalos almatlansag (FFI) Ember

Surlokor (Scrapie) Birka

Szarvasmarhak szivacsos agysorvadasa (BSE) Szarvasmarha

Nyércek atolthatd szivacsos agysorvadasa (MSE) Nyérc

Macskak szivacsos agysorvadasa (FSE) Hazimacska

Kronikus sorvaszto betegség (CWD) Javorszarvas, 6szvér
Egzotikus patasok szivacsos agysorvadasa Kuduantilop, nyala, oryx

1. tablazat A human és éllati prionbetegségek, és gazdaszervezeteik



2.1.1.2. A human prionbetegségek klinikai tiinetei

A leggyakoribb emberi prionbetegség, a sCJB ,klasszikus” lefolydsa mentalis
tiinetekkel (viselkedésvaltozas, motivacid-hidny, emodcionalis valtozasok, kognitiv zavarok)
kezdddik, majd gyorsan eldrehaladd (progrediald) demencidban folytatédik. A motoros
zavarok kiterjedt myoclonusokkal kezddédnek, majd ataxia, végiil akinetikus mutismus alakul
ki. Bizonyos véltozatokban szenzoros tlinetek (pl.: latorendszer zavara) is megfigyelhetd. A
betegség klinikai lefolyasi ideje az els6 tlinetek észlelésétdl kb. 3-9 hoénap, de ritkdn joval
tovabb is huzodhat. Ekkor a beteg teljes vegetativ szintre siillyed. Az 6rokl6d6é CJIB lefolyasa
lassabb, de tlineteiben hasonlé a sporadikus valtozathoz. A iatrogén CJB tiinetei az inokulacio
tipusatol fiiggnek. Periféridlis inokuldcio esetén inkabb cerebellaris motoros tlinetek, centralis
inokulécié esetén demencia a dominans (Kovacs €s Laszlo, 1998). A nvCJB Aaltalaban
tragikusan fiatal korban (16-20 év) jelentkezik, elsdsorban szenzoros €s pszichés tiinetekkel.
A motoros tiinetek és a demencia késébb jelentkeznek (Ironside, 1996).

A GSS-re a myoclonusok nem jellemzdk, dominans tiinetei az ataxia ¢s a demencia
(Bell, 1999).

Az FFl-re jellemzd a rendkiviil sulyos alvaszavar, amely teljes alvasképtelenségig
fokozodik (Bell, 1999). Ehhez sulyos vegetativ tiinetek (Iégzés, vérnyomasproblémak,
hormonalis zavarok) jarulnak.

Mivel a fenti tlinetek koziil kiilon-kiilon nincs olyan, amely csak a prionbetegségekre
lenne jellemzd, a betegség gyanujat tobb, progressziven eléforduld tiinet alapjan lehet
felvetni. Onmagéaban a klinikai tiinetek azonban még igy sem képezhetik a prionbetegség

egyértelmi (definitiv) diagnosztizalasanak alapjat (Kovacs és Laszlo, 1998).

2.1.1.3. A human prionbetegségek neuropathologiaja

Minden prionbetegségre jellemzdek az alabbiak:

- Szelektiv, kiilonb6z6 mértékli neuronpusztulds a kozponti idegrendszerben, amely
bizonyos esetekben az agyveld fokalis helyeinek elszivacsosodasat, spongiform 1ézidk
tomegének kialakulasat eredményezi.

- Az ¢rintett agyteriileteken nagyfoku reaktiv asztrogliozis (Eng €s Ghirnikar, 1994).

- Szintén az érintett agyteriileteken egy jellegzetes fehérje, az tigynevezett prionfehérje
koros izoforméjanak kiilonb6z6 mintazata felhalmozddasa. Megkiilonboztetiink plakk-

szerii lerakodast (morfoldgiaja alapjan kuru-plakk, florid-plakk, multicentrikus-plakk,
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linedris-plakk), diffaz-szinaptikus, perineuronalis, perivacuoléris, és intraneuronalis
mintazatokat (Kovacs és Laszlo, 1998; Kovacs €és mtsai., 2002).
- A fenti ,klasszikus” neuropathologiai kép mellett leirtak immunhisztologiailag
jellemezheté mikroglia-aktivaciot is (Giese és mtsai., 1998a).
Mindezen jellemzok mennyiségi €s mindségi variancidja nagyon nagy. Filigg a betegség
tipusatol, adott betegségen Dbeliil a prionfehérje génjének mutacioitol, illetve
polimorfizmusaitol, a kialakult betegség etiologidjatol, és valosziniileg még mas tényezoktol

1S.

2.1.1.4. A human prionbetegségek diagnozisa

A Dbiokémiai laborvizsgalatok soran a liquorbol a CJ betegek jelentds részénél
kimutathatd néhany, az idegszovetre jellemz6 fehérje, mint példaul a fehérjefoszforilacioban
részt vevo 14-3-3 protein (Beaudry és mtsai., 1999; Kovacs és Laszlo, 1998; Satoh és mitsai.,
1999), a neuronspecifikus enolaz (Kovacs ¢és Laszlo, 1998; Kropp és mtsai., 1999), illetve
egy, az asztrocitakban eléforduld Ca™ -kotd fehérje, az S-100 (Beaudry és mtsai., 1999). Bér a
fenti fehérjék egyike sem tekinthetd a prionbetegségek specifikus markerének, a liquorbdl
torténd kimutatdsuk ¢és koncentraciojuk meghatarozasa, a neurologiai és pszichiatriai
tiinetekkel egyiitt, nagymértékben segiti a megfeleld klinikai diagnézis felallitasat.

Ma a prionbetegségek egyértelmii diagndzisat csak biopszids vagy post mortem
anyagon végzett prionfehérje-immunhisztokémia illetve Western-blotting erdsitheti meg,
amely kimutatja a prionfehérje koros valtozatanak felhalmozodasat a kozponti
idegrendszerben. Bizonyos esetekben leirtak a tonsilla, ill. a 1ép germindlis centrumanak

pozitivitasat is a fenti fehérjére (Aguzzi, 2000).

2.1.1.5. A prionbetegségek molekularis pathogenezise
2.1.1.5.1. Hipotézisek a korokozorol

Mint mar a bevezetében emlitettiik (2.1.1.1. fejezet), a ma prionbetegségnek nevezett
allati és emberi korképek régota ismertek. Etiologidjukra talan az elsé magyarazat Bjorn
Sigurdssontol 1957-bdl szdrmazik, aki szerint a surlokort valamiféle ,lassu virus” okozza
(Sigurdsson és mtsai., 1957). Ezek utan hamarosan felismerték a hasonldsagot a kuru és a

surlokor, majd a tobbi, ma prionbetegségnek nevezett korkép kozott is. Gajdusek és mtsai.
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kuruban meghalt emberek agykivonatdval hosszi inkubacios idével ugyan, de betegséget
valtottak ki intracerebralisan inokulalt csimpanzokban (Asher és mtsai., 1993). Hamarosan ez
a CJB-vel is lehetségessé valt. (Prusiner, 1998). A lehetséges virus utan a kutatds intenziven
folyt, de mar koran nyilvanvalova valt a korokozd szokatlan természete. Stamp és mtsai.
1959-ben kimutattak, hogy a ,,fert6z6 esszencia” hé és egyéb durva kémiai beavatkozasoknak
ellenall, ezért a korokozd fehérje-nukleinsav komplex voltat megkérddjelezték (Stamp és
mtsai., 1959). Alper és mtsai. vizsgélatai szerint a feldusitott extraktum nagy dozisa UV-
sugarzas hatdsidra is megdrzi fertézOképességét (Alper és mtsai.,, 1967). A korokozo
természetére tobbféle elképzelés is sziiletett: replikalédd poliszacharid, virino, egysejti
parazita (6sszefoglalva lasd: (DeArmond és Prusiner, 1995)).

Prusiner 1982-ben leirta, hogy a surlokor dgense {scrapie-agent} valdsziniileg nem
tartalmaz jelentés mennyiségii nukleinsavat, viszont minden esetben tartalmaz egy 50 kDa-nal
kisebb molekulatomegii fehérjét. A surlokor koérokozojanak elnevezésére ezért javasolta a
PRION mozaikszot, amelyet a fehérjetermészetii fertozo részecske (proteinaceous infectious
particle) kifejezésbol alkotott (Prusiner, 1982).

Prusiner ¢és munkacsoportja hamarosan azonositotta a prionban legnagyobb
mennyiségben megtaldlhaté komponenst, az Ggynevezett prion-fehérjét (Bolton és mtsai.,
1982), és azonositottak a fehérje génjét is, amelyr6l rovidesen az is kideriilt, hogy bar
egyetlen kromoszomalis gén kodolja, két konformacios allapotban is el6fordulhat (Basler és
mtsai., 1986; Meyer és mtsai., 1986). Az tigynevezett normal konformacios allapott fehérje
minden sejtben jelen van, a koéros forma viszont csak a betegek agyszOvetében. (Azota
bizonyos limforetikularis szovetekben €s periférialis idegi elemekben is kimutattak (Aguzzi,
2000)). Prusiner szerint, ha a kéros prionfehérje kontaktusba keriil a normal forméaval, ,,sajat
képére formalva” azt, koros izoforméjuva alakitja (Cohen és mtsai., 1994; Prusiner, 1998). Ez
az ugynevezett prion-hipotézis lényege, amelyet a kovetkezd fejezetben részletesen

targyalunk.

2.1.1.5.2. A prionfehérje és lehetséges funkcioi

A prionfehérjét eldszor surlokoros birka-agykivonattal fertdzott horcsdogok agyszovetébol
izolaltak. A fehérje SDS PAGE-n 33-35 kDa molekulatomegli formak elegyét mutatta (Bolton
¢s mtsai.,, 1982). Ha a fehérjét radioaktiv izotoppal jelolték, a fertdzoképesség egyenes
aranyban allt a fehérje mennyiségére utald jel erdsségével, és protedzzal valdo emésztés nem

csOkkentette az infektivitast. (Bessen, 1996; McKinley és mtsai., 1983; Meyer és mtsai.,
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1. abra A prionfehérje génjének szerkezete, és a gén ismert mutéciéi, polimorfizmusai

Az abran a leggyakoribb pontmutaciokat, polimorfizmusokat (bekeretezve: M129V és E219K), és inzerciokat (kékkel; 24,
48, 96, 120, 144, 168, 192 vagy 216 bazisparnyi inzercio lehetséges, ez 1-8 plussz oktapeptid inzertalddasat jelenti) lathatjuk.

Forras: Dr. Kovacs Géabor sajat abraja (a Szerzo engedélyével).

1986). (A fertézoképesség mértékére az inkubéacios id6 hosszabol kovetkeztettek.) Kideriilt
azonban, hogy a proteinaz-K emésztés hatasara a fehérje limitalt proteolizisen megy keresztiil,
¢s igy a denaturdld gélen molekulatomege 27-30 kDa kozottinek mutatkozott. (Meyer és
mtsai., 1986). A fehérje egészséges horcsogagybdl is izolalhato volt, ahol szintén 33-35 kDa
molekulatdmeget mutatott, de ebben az esetben a proteinaz-K a fehérjét teljesen lebontotta.
Leirtdk, hogy a proteint legnagyobb mennyiségben a membranfrakcio tartalmazza, és hogy
detergenssel torténd oldas utdn a fehérje egy része a koros agybdl szdrmazo frakcidoban
amiloid-rudakkd {prion-rods} polimerizalddik, jelezvén a fehérje amfipatikus voltat (Prusiner
¢s mtsai., 1983). Ugyanez egészséges agy esetén nem figyelheté meg. Megallapithatd volt
tehat, hogy a prionfehérje (PrP) két allapotban 1étezik, egy, a koros allapotban jelen 1€vo,
részben protedzrezisztens ¢és nemionos detergensek hatdsara oldhatatlan, aggregéciora
hajlamos (PrP™, PrP?°, PrP“® PrP*) és egy, mind a koros, mind az egészséges agyban
jelen levd proteazszenzitiv és szolubilis valtozatban (PrP*", PrP¢, ahol a c cellularist jelent).
Megjegyzendd, hogy proteazkezelés nélkiil a koros forma is 33-35 kDa, ezt PrP*(33-35)-nek
nevezziik. 1985-86-ban publikaltak in situ hibridizacios vizsgélatok alapjan, hogy a teljes PrP
szekvencidjanak megfeleld mRNS jelen van mind a kéros, mind az egészséges szdvetben
(Basler és mtsai., 1986; Chesebro ¢és mtsai., 1985), és hogy a fehérje génje - amelyrdl mind a
koros, mind a normal valtozat esetén az mRNS atirodik — ember esetében a 20. kromoszoma
kis karjan talalhatdo (20 pl2—pter) (Sparkes és mtsai., 1986). A fehérjét egyetlen exon

kodolja, igy a két fehérjeforma (PrP°-PrP*) kozotti kiilonbség magyarazatara - kizarva az
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alternativ splicing lehet0ségét - csak a poszttranszlacios modositds tlint ésszertinek.
(DeArmond és Prusiner, 1995; Prusiner, 1998).

A prionfehérje egészséges forméja immuncitokémiai vizsgalatok alapjan minden eddig
vizsgalt emlds sejtben jelen van, bar in situ hibridizacios vizsgalatok szerint, legnagyobb
mennyiségben a neuronok expresszaljak, kiilondsen nagy mennyiségben fordul el a
szinapszisokban (Prusiner, 1998). A prionfehérjének a korfolyamatokban betoltott

kulcsszerepére utal, hogy prion protein deficiens knock-out egerekben (PrP”°

) semmi médon
nem valthatd ki fertdzés. A prionfehérje overexpresszidja viszont lerdviditi a prion
inokulacidja, és a betegség klinikai tiinetek formdjaban torténd megjelenése kozott eltelt
inkubacios 1d6t (Prusiner, 1998). Knock-out egér agyaba iiltetett fertézott agyszovetdarab
esetén (graft) a betegségre jellemzd hisztopathologia csak a graft teriiletére korlatozodik
(Aguzzi és mtsai., 1997).

A humdn prionfehérje génjének - 1986-ban tortént azonositdsa Ota - szamos
génjének mutacioi, illetve polimorfizmusai és egy adott eset fenotipusa (klinikai tiinetek,
pathologiai kép) kozott tobbnyire jol jellemezhetd, konzekvens 0sszefliggések mutathatok ki
(Kovacs és Laszlo, 1998; Prusiner, 1998; Wadsworth és mtsai., 1999).

A humén prionfehérje primer transzkriptuma 254 aminosavbol all, melybdl
poszttranszlaciés modositasok sordn az N-termindlison taldlhato 22, és a C-terminalison 1évo
23 aminosavnyi szignal-szekvencidk lehasadnak, igy az ¢érett fehérje 209 aminosav
hosszusagu. Raft-asszocidlt sejtfelszini membranfehérje, a membranhoz GPI-horgonnyal
rogziil, amely a 231. szerinhez kapcsolddik (GPI = glikozil-foszfatidil-inozitol). A 181. és a
197. aszparaginhoz szialsavat tartalmazo cukoroldallancok kapcsolodhatnak, igy
megkiilonboztetiink di-, mono-, és aglikozilalt valtozatot. A 179. és a 214. cisztein kozott
diszulfidhid talalhato (2. abra). A PrP¢(33-35) és a PrP*(33-35) kozott a primer szerkezetben
semmiféle ismert kiilonbség nincsen. A PrP*(33-35) a proteinaz-K hatasara limitalt
proteolizisen esik at az N terminalis 73-90. aminosavai kozott (valtozo, hogy hol), melynek
hataséra a fehérjérél 50-63 aminosavnyi peptid lehasad, igy keletkezik a PrP?’>" (Edenhofer
¢és mtsai., 1997).

Szerkezetvizsgalati modszerek alapjan a cellularis prionfehérje (PrP®) 42%-ban tartalmaz o-
hélixeket (3 ilyen régié van, HI-3 a megnevezésiik), és csak 3%-ban PB-reddket. A koros
forma viszont 30% o-hélixet, és 45% [-reddt tartalmaz. A koros forma masodlagos

szerkezetére vonatkozoan tobb valdszintsitett modell 1étezik (Edenhofer és mtsai., 1997,
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Lysek és mitsai., 2005). A két izoforma kozott tehat a madasodlagos szerkezetben van
kiilonbség. A 2. abra a cellularis prionfehérje valosziniisitett modelljét mutatja be.

Korabbi vizsgalatok sordan kimutattdk, hogy a koéros prionfehérje, vagy annak kis
darabja (PrP{106-126}) in vitro toxikus (Forloni és mtsai., 1993). Salmona és mtsai.
kimérték, hogy az emlitett PrP(106-126) fragmens mesterséges membrankonstrukciokban
(liposzomékban) ¢és tenyészeteken is ndveli a sejtmembran mikroviszkozitasat (Salmona és
mtsai., 1997). Maés vizsgélatok szerint szintén az in vitro adagolt PrP(106-126) ismeretlen
modon fokozza a mikroglia oxidativ-szabadgyok-kibocsatasat, és ez lehet a tenyészetben
tapasztalhato neuronpusztulas oka, bar figyelemremélto, hogy PrP”° tipust sejteket tartalmazd
kultrdkban nem mutathatok ki ilyen korfolyamatok (Brown és mtsai., 1994; Estibeiro, 1996).

A funkcié utdni kutatdsok fontos forduldpontja volt a knock-out egérmodellek
kidolgozasa. Az ezekkel kapott eredményeket Estiberio dssszefoglaloja alapjan mutatom be

(Estibeiro, 1996). Az elsé kozlemények szerint a priongén kilitése nem jar semmiféle

2. abra A celluléris prionfehérje NMR-vizsgalatok alapjan rekonstrudlt szerkezete

Kiilonboz6 domének felelnek a réz-kotésért, az STI1 fehérje kotéséért (mellyel a prionfehérje részt vesz a PKA-szignalizacio
szabalyozasaban), valamint a Bax-okozta toxicitas gatlasaért (utdbbi funkciokkal a prionfehérje részt vesz az apoptozis

szabalyozasaban). A részleteket lasd a szovegben. (Lysek D, 2005) nyoman.

detektalhaté funkcidzavarral, vagy hisztopatholdgiai elvaltozdssal. Kés6ébb azonban tdobb,
kiilonb6z6 egértdrzson mas-mas stratégiaval kidolgozott knock-out modelleken tobb élettani
¢s morfologiai elvaltozast is tapasztaltak. Egy vizsgéalatban napszakos ritmuszavart,
alvaszavarokat mutattak ki, amelyek hasonloak voltak az FFI eset¢ben mar korabban

megfigyeltekhez. Collinge és mtsai. hippocampusban a GABAja-receptor mediélta gyors
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inhibicio csokkenését tapasztaltdk. A circadian ritmusok kialakitdsaért felelosnek tartott
hipothalamicus suprachiasmaticus mag sejtjeiben a GABA-receptorok expresszidja korabban
leirt modon magas. Elképzelhetd tehat, hogy az immunlokalizicios vizsgalatok szerint a
szinapszisok membranjaban nagy mennyiségben eléforduldé normal prionfehérje (egyik)
funkcidja e fenti receptor valamilyenszintii regulacioja.

Ujabb komplex vizsgalatok feltartdk, hogy a prionfehérje elsésorban az 51-81.
aminosavak kozotti oktarepeat-szakaszon, de nem kizarolagosan ott, Cu' -t képes kotni.
Fertdzott allatokbol preparalt membran-extraktumok Cu' -koncentrcidja csokken, mig a
Fe''-, vagy Zn'-koncentracidja valtozatlan marad. Szintén PrP-hidnyos egerekben a Zn-Cu-
szuperoxid-diszmutdz-enzim aktivitasat alacsonyabbnak talaltdk a kontrolléndl. Egy csoport
szerint pedig Cu' -kelator (cuprozin) adagoldsa spongiform-neurodegeneraciot idéz eld
egészséges egerekben (Wadsworth és mtsai., 1999). Tekintve ezen eredményeket, valoszinti,
hogy a normal prionfehérje a Cu' -homeosztazis kialakitasaban (is) részt vesz (Prusiner,
1998; Varela-Nallar és mtsai., 2006; Wadsworth és mtsai., 1999).

A Prp”° genotipusu tenyészetek szérummegvondsra apoptdzissal reagalnak, mig a
cellularis prionfehérjét normal szinten expresszalé neurontenyészet szérummegvonassal
szembeni tolerancidja magasabb (Kuwahara ¢és mtsai., 1999). Az anizomicin-indukalta

apoptozisra a prp”?

genotipusu egerekbdl szarmazo neuronok in vitro sokkal érzékenyebbek.
Ennek oka az lehet, hogy a cellularis prionfehérje egy STI1 nevl fehérjével kdlcsonhatasba
1épve befolyasolja a cAMP-fiiggd protein-kindz A és az extracellularis szignal-regulalt kindz
(ERK) jelatviteli utvonalak miikddését, melyek koziil az elébbi serkenti, utdbbi gatolja az
anizomicin-indukalta apoptézist. A szerzok feltételezik, hogy a cellularis prionfehérje
szabalyozd tényezdje lehet egyes pro- €s antiapoptotikus szignalizacios utvonalaknak, igy
funkcigjanak kiesése a neuronokat érzékenyebbé teszi kiilonbozo stresszhatdsokkal szemben
(Lopes és mtsai., 2005; Sakudo és mtsai., 2005; Zanata ¢és mtsai., 2002). Szintén ismeriink
adatokat arra nézve, hogy a prionfehérje gatolja a Bax-medialta pro-apoptotikus
mechanizmusokat (Hetz és mtsai., 2003; Zanata és mtsai., 2002)

Az UPR szerepe a prionbetegségek pathognezisében, sok mas egyéb mellett, pontosan

nem tisztazott. PrP”°

genotipusu egerekben, érdekes modon, fokozodik a proteaszoma (PS)
aktivitasa, és mintegy haromszorosara nd az ubiquitinilacid6 mértéke (Hetz és mtsai., 2003).
Mindezt a PrP”° egerekben megfigyelhetd fokozodd lipid- €s protein-oxidacioval hoztak
osszefliggésbe, amely a PrP° antioxidans szerepére utal. A szintézis utan hibasan tekeredett
prionfehérjéket, hasonléan mas fehérjékhez, az UPR bontja le az ERAD-mechanizmus soran

(ERAD = endoplazmatikus retikulum asszocialt proteindegradacio, részletesen lasd: 6.1.2.
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fejezet). Egyes vizsgalatok szerint, ha a cellularis prionfehérje proteaszoma-medialta
lebontisa zavart szenved, a citoplazmaban felhalmoz6do tulzott mennyiségli PrP¢ is
neurotoxikus, ennek mechanizmusa azonban nem ismert. Ezek a szerzOk hangstlyozzék az
UPR-medialta degradacio defektusdnak szerepét a korfolyamatban (Fornai és mtsai., 2006;
Grenier és mtsai., 2006; Hetz és mtsai., 2003; Yedidia és mtsai., 2001).

Mindent 6sszevetve, mindezek utan is nyitott a kérdés, hogy:

. a koros prionfehérje Onmagaban toxikus-e a sejtnek (gain of function-
hipotézis),
. a koros forma 4altal eldidézett konverzid a celluldris prionfehérje-szint

csokkenését idézi eld, ¢és a cellularis forma (funkcid)kiesése okozza-e a
betegséget (loss of function-hipotézis),
o vagy a celluldris forma tulzott mértékii felhalmozodasa okoz-e toxicitast.

lattuk, a dont6en a-helikalis PrP° dont6en B-red6zott masodlagos szerkezetet vesz fel (PrP™,
PrP*). Ujabb eredmények szerint a savas pH és a redukél6 kozeg kedvez az atalakulasnak, ez
a konverzi6 kompartmentalizaciojara is kovetkeztetni enged (lasd késébb) (Ng és Doing,
1997). A mai altalanosan elfogadott vélemény szerint a prionfehérje szerkezete alapvetden a
normal konformécio, de bizonyos statisztikus valosziniiséggel felvehet méas konformécios
allapotokat is, szélsdséges esetben igen kis valoszinliséggel a koros szerkezetet is. Ha ez
bekovetkezik, spontan modon egy rezisztens, aggregalodo fehérjegoe alakul ki, amely immar
a kornyezo cellularis formakat, mint szubsztratot felhasznalva autokatalitikusan novekszik,
majd kisebb gocokra szétesve ujabb ,atalakuldsi centrumokat” generdl (polimerizacids
modell). Mas elképzelés szerint egy kialakult és stabilizalodott koros izoforma atalakitva egy
normal molekulat két kiilon koros alakka esik szét, majd az autokatalitikus folyamatok soran
képzo6dott sok koros fehérje aggregalodik (heterodimer modell). A koros valtozat
energiatartalma kisebb, a fehérje, vagy fehérjegoc igy stabilisabb, am a konverzio széles korii
kialakuldsat a folyamat nagy aktivalasi energia-szintje korlatozhatja (DeArmond és Prusiner,
1995; Edenhofer és mtsai., 1997; Gajdusek, 1986; Kovacs és Laszlo, 1998; Laszlo, 1998; Ng

¢s Doing, 1997; Prusiner, 1998; Wadsworth és mtsai., 1999).
A PrP°—PrP* spontan konverzié valosziniisége a fehérje génjében tortént valtozas
(mutéacio, vagy bizonyos polimorfizmus-variaciok) kovetkeztében nagyban nd (Prusiner,
1998). Ez az oka a genetikai alapti megbetegedéseknek. A 1ényegesen gyakoribb sporadikus

CJ betegség kialakulasa koriil azonban még szdmtalan kérdés tisztdzatlan. E betegségek
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hatterében, a még bizonyitatlan ¢€s igen csekély valdszinliségii spontdn konverzié mellett,
eddig még fel nem tart genetikai valtozasok is allhatnak. A kiilsd koros-prionterhelés szintén
fontos tényezd lehet, amely kovetkezményei adott genotipikus prediszpozicidé utdn nagyobb
valdsziniiséggel jelentkeznek el6bb szubklinikai elvéaltozasokkal, majd klinikai tiinetekkel,
kialakult betegséggel (Gajdusek, 1986; Prusiner, 1998). Néhany éve (2005. aprilis) a Cell c.
folyoiratban publikaltdk, hogy sziriai aranyhorcség cellularis prionfehérjéibdl in vitro
eldallitott és PMCA-technikaval sokszorozott koros prionfehérjével intracerebralisan
inokulalva egészséges horcsogoket, sikeriilt fertdzést kivaltani (bar ez nem zarja ki azt, hogy
az eredeti PrP° preparatum tartalmazott mas, nem azonositott agenst is) (Castilla és mtsai.,
2005a). Ezt a vizsgélatot sokan a prionhipotézis eddigi legjelentdsebb bizonyitékanak
tekintik, a Cell a ,,The final proof of the prion hypothesis” cimmel k6zdl recenziot Castilla
eredeti kdzleményérdl (Zou és Gambetti, 2005).

Az, hogy pontosan hol torténik a PrP°—PrP* 4talakulas a sejten beliil, még nem
tisztazott. Ultrastrukturdlis vizsgdlatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a koros
prionfehérjék endocitdzissal az endoszoma-lizoszoma rendszerbe keriilnek (Laszlo és mtsai.,
1992). Prionnal infektalt egerek agyszovetében jellegzetesen megsokasodnak az ugynevezett
multivezikularis és tubulovezikularis testek, amelyek egyarant mutatnak immunjeldlést koros
prionfehérjére valamint endoszémalis/lizoszomalis fehérjemarkerekre is (Arnold és mtsai.,
1995; Laszlo és mtsai., 1992). Ezen morfologiai képletek megjelenése az endoszoma-
lizoszOma rendszer tultelitettségére utalnak, jelezvén, hogy a koéros prionfehérjék
megjelenésére a neuronok fokozott endocitozissal reagalnak. Ez azonban a koros fehérjék
proteaz-rezisztencidja miatt valosziniileg csak a sejt pusztulasahoz visz kozelebb. Ujabb
vizsgalatok szerint a prionok a multivezikularis testekbdl exocitozissal iiriild ugynevezett
exoszomak révén juthatnak az extracelluldris térbe, és ezen kompartimentumok szolgalhatnak
a konverzié szinhelyéiil is (Fevrier és mtsai., 2005).

Prusiner ¢és munkacsoportja rekombinans prionfehérjét hordozo egereken végzett
kisérletek alapjan arra kovetkeztet, hogy a hatékony konverziohoz sziikséges egy eddig még
nem azonositott endogén komponens, az tigynevezett X-faktor {protein-X} is (Prusiner, 1998;
Telling és mtsai., 1995). Szdmos kisérleti adat alapjan elképzelhetd, hogy a hipotetikus X-
faktor molekularis chaperon, de erre direkt bizonyitékot nem ismeriink (DebBurman ¢és mtsai.,

1997; Prusiner, 1998).
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2.1.1.6. Exogen fertozeés: perifériatol az agyig

Olyan PrP-hidanyos egerekben, amelyek agyszovetébe a fehérjét talexpresszald
szovetdarabot {iltettek, nem lehetett periféridlis inokuldcidval betegséget kivaltani még a
graftban sem. Ez arra utal, hogy a fehérje kozponti idegrendszerbe vald eljutasahoz sziikség
van a normal prionfehérje expresszidjara extracerebralisan is (Aguzzi, 2000; Aguzzi és mtsai.,
1997).

Kisérletes koriilmények kozott fertézott allatokon végzett kisérletek szerint a
periférialis (leggyakrabban intraperitonedlis) inokulacié utdn a lappangasi iddszak elsd
fazisaban a koros prionfehérjék eldszor periférialis immunszervekben jelennek meg, 1épben,
nyirokcsomok germinalis centrumdban, tonsilldkban, appendixben. A koéros fehérjét jelzd
immunpozitivitds emberen ezen szervekben csak nvCJB esetében mutathatod ki, sCIB-ben
nem. Mivel az egész testet ért, a proliferdld sejteket elpusztitod y-sugarzas nem befolyasolja a
betegség kialakuldsat, nem proliferald6 immunsejtekre, mint koros prionfehérje raktarakra
{pools} terel6dott a gyanu. Ezen sejtek koziil a follikularis dendritikus sejtekben (FDC)
jelentds a PrP* immunpozitivitds. B-limfocita-deficiens 4allatokban nem lehetett ip.
inokulécioval fert6zést kivaltani, tehat valamilyen modon ezen sejteknek is szerepe van a
fertdzésben. Feltételezhetd, hogy ezek a sejtek juttatjadk el a koros fehérjéket a periférialis
idegi elemekhez. Azt azonban, hogy a B-limfocitdk ténylegesen részt vesznek-e ebben a
folyamatban, vagy limfotoxinok termelésével csak az FDC stimulalasaban jatszanak szerepet,
nem tudjuk (Aguzzi, 2000).

Bar 2005. augusztusdban a Nature Medicine-ben publikaltdk, hogy az ugynevezett
PMCA {protein misfolding cyclic amplification} technikaval sikeriilt PrP*-t kimutatni
scrapie-vel fertdzott sziriai aranyhorcsog veérébol (Castilla €s mtsai., 2005b), ennek ellenére,
vértranszfuzioval torténd fertdzésrél eziddig még nem szadmoltak be. Ezért tovébbra is
helytallo az a feltevés, hogy a prionbetegségeket a ,.fert6zd” jelzd helyett helyesebb az
»atvihetd” jelzével illetni (hasonloan, mint Semmelweis a gyermekagyi lazat), ugyanis bar
bizonyos moddokon atolthatd a betegség, nem a ,,hagyomanyos” fert6z6 betegségek modjan
terjed (Aguzzi, 2000).

Intraokularisan inokulalt egerekben az inokuladcido utdn nem sokkal atipikus T-
limfocita, és mikroglia-aktivaciot is leirtak. (Giese és mtsai., 1998a; Giese és mtsai., 1998b;
Russelakis-Carneiro és mtsai., 1999). Mint mar korabban emlitettiik, az aktivalt mikroglia a
human post mortem anyagokban is megfigyelhetd, szerepe azonban nem tisztazott (Giese €s

mtsai., 1998a).
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Az elobb emlitett eredmények arra utalnak, hogy - béar hosszu ideig semmiféle
immunvalasz nyomdt nem talaltak a prionfertézés sordn - valamiféle ,,atipikus” reakcio
mégis megindul, amely késébb azonban megakad (Prusiner, 1998). Az immunrendszer tehat
nem tud megfeleld valaszt adni e sajatos fertdzésre, viszont feltételezhetden immunsejtek
juttatjak el a fertézé agenst a periférialis idegi elemekhez. Igy az immunrendszer szerepe a
védekezés helyett inkabb a ,,trdjai faldhoz” hasonlithaté (Aucouturier és mtsai., 1999).

Feltételezhetd, hogy a nyiroksejtektdl a kozponti idegrendszerig a periféridlis
idegrendszer kozvetiti a fertézést. Kiilonbozo allatkisérletekben oralis vagy intraperitonealis
exogén prionterhelés esetén taldltak PrP> immunpozitivitast a Meissner és az Auerbach-féle
plexusokban (enteralis idegrendszer) (van Keulen és mtsai., 1999), a vagus egyes axonjai
mentén (McBride és Beekes, 1999), és kiilonbozé vegetativ dicokban (pl. a gl. coeliaca,
mesenterica), és a ganglion spinalékban (McBride ¢és Beekes, 1999). Kisérleti allatokban és
humén post mortem mintdkon PrP*° pozitivitast mutattak ki tovabba a gerinveld
sziirkedllomanyaban, a dorséalis szarvban (kiilonosen a subst. gelatinosa Rolandi-ban),
valamint a Clark-féle oszlopban (Goodbrand ¢és mtsai., 1995). Elképzelhetd tehat, hogy a
gerincveldi idegeken keresztiil a gerincveld hatso szarvaba jut a fert6zés. A koros prionfehérje

axonikus transzportja még nem tisztazott (Aguzzi, 2000).

2.1.1.7. A fajspecifikus barrier kérdése
2.1.1.7.1. Az atvitel lehetosegei és korlatai

Két kiillonboz6 faj egyedei kozotti atoltasos kisérletek vegyes sikertiek: valahol nem
lehetséges, valahol viszont rovidebb-hosszabb inkubacios idével kivalthatdo a fertézés mas
fajbol szarmazd prion-inokulatummal. Ennek okai valoszinilleg a kiilonb6zd fajokban
talalhato prionfehérje szekvencidjaban 1évo kiilonbségeknek és mas faktoroknak (pl. protein-
X) tulajdonithatok (Prusiner, 1998). Az, hogy a prionfehérjék kozti szekvencia-kiilonbség ¢s
az inkubacios 1d6 hossza korreldl-e, még nem bizonyitott (Edenhofer és mtsai., 1997).

A prionfertdzések végsd eredete kérdéses. Valoszinii, hogy a priongén mutacioi,
illetve a ritka spontdn konverzié kovetkeztében kialakulnak betegségek, melyek aztin
kiilonb6z6 mddon terjedhetnek:

e A kuru Papua-Uj Guinedban kannibalizmussal.
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Az allatok kozott talan a placenta felfalasaval, elhalt allat tetemének elfogyasztasaval,
vagy valamilyen eddig még nem azonositott horizontalis terjedést lehetéveé tevo vektor
(gyanithatoan atkak) segitségével (Wisniewski és mtsai., 1996).

A BSE jarvany esetében ¢és a human iatrogén CJB esetekben — ahogy Gajdusek
mondja- ,,modern technikai kannibalizmussal” (Gajdusek, 1986). Az elsé esetben
ugyanis az elhullott marhakbol késziilt tappal etették a tobbi allatot, a masodik esetben
pedig pl. elhunyt emberek hipofizisébdl késziilt hormonkivonatot adtak
hormonhidnyos betegeknek. (iatrogén atvitelt ezen tul még cornea-transzplantacio,

dura-atiiltetés és beiiltetett mély elektrodak esetén irtak le (Kovacs és Laszlo, 1998))

Az atolthatosag miatt a prionbetegségeket szokas Osszefoglald néven angolul TSE,

»transmissible spongiform encephalopathies” néven is emliteni.

2.1.1.7.2. A nvCJB és a BSE

Az 0 varians” CJB-t (nvCJB) 1996-ban irtdk le el@szor Nagy-Britannidban. A

sporadikustol kiilonb6z6 klinikai és pathologiai jellemzdirdl mar szoéltunk. 1997 oktoberében

publikalta Collinge és csoportja annak a hosszi kisérletsorozatnak az eredményét, mely

alapjan valdsziniisitik, hogy az 0j varians CJB ¢és a BSE kozott ok-okozati 6sszefliggés van

(Hill és mtsai., 1997). Ezt bizonyitja, hogy:

1.

BSE inokuldtummal ¢és nvCJB human agykoncentratummal fert6zott egerek hasonld

inkubéacios id6 utan betegednek meg, hasonl6 klinikai és patholdgiai képet mutatnak.

Human priongént tartalmazéd transzgénikus egerek BSE prionnal fertdzve szintén a

fentihez hasonl6 jellemzdéket mutatnak.

Western-blottingon a BSE ¢és a nvCJB prionfehérje-mintazata igen hasonld, és eltér

minden mas human prionbetegségtdl, mind a harom glikoforma ardnyat, mind a limitalt

proteolizis utani elektroforetikus mobilitast tekintve.

A nvCJB tehat valészinlileg a BSE huméan forméjanak tekinthetd, és a fertézés a

taplalkozas révén jutott at az emberre. A fenti kisérletek indirekt bizonyitékat adjdk annak,

hogy a fajspecifikus barrier ember esetén sem abszolutizalhato.

21



2.1.2. Az Alzheimer-kor (AK)

2.1.2.1.  Bevezetés

Az Alzheimer-kor a kozponti idegrendszer olyan progressziv mentalis hanyatlassal
jaro betegségformaja, amelyet a korszovettanilag koros amyloidot tartalmazo extracellularis
plakkoknak ¢és az idegsejtnyilvanyok sajatos Osszecsapzodasdnak (neurofibrillaris
degeneracio) egyiittes eldforduldsa jellemez (Tariska, 2000). A frontotemporalis demencia
mellett az gynevezett primer kortikalis degenerativ demencidk f8 tipusa. Ot fajtaja ismert:

1./ Késoi kialakuldsu (65 év felett) sporadikus valtozat (a leggyakoribb).

2./ Kés6i kialakulast csaladi halmozddasu valtozat.

3./ Korai kialakulasu csaladi halmozodasu valtozat.

4./ Down-szindrémaval tarsult Alzheimer-kor.

5./ Mas neurodegenerativ betegségekkel kevert Alzheimer-kor (Love, 2000).

A 2-3. csoportba az 6sszes AK eset mindegy 10%-a tartozik.

Az Alzheimer-kort Alois Alzheimer ideggydgydsz irta le eldszor 1907-ben
(Alzheimer, 1907). A betegséget sokaig ritka korképnek tartottak, a legtobb demencia mogott
vaszkularis hatteret sejtettek. A joléti tarsadalmakban azonban az atlagéletkor gyors
novekedése a demens betegek szaméanak megsokszorozddasaval jart egyiitt, amely a
demencidk differencidl-diagnosztikdjanak és kutatasanak gyors fejlodését eredményezte. A 65
évesek kozott a demencia gyakorisaga 1%, és ez az ardny a kor eldrehaladtaval 5 évente
nagyjabol duplazédik, a 90 évesek kb. 40%-a demens (Love, 2000). Europai és amerikai
epidemiologiai vizsgélatok szerint az dsszes demencia kb. 60-70%-a Alzheimer-kor, vagyis a

betegség sokmillio embert érint a fejlett orszagokban (Tariska, 2000).

2.1.2.2.  Klinikai tiinetek, korlefolyds

A betegségnek — attol kezdédden, hogy észlelhetd tiineteket okoz — négy fazisat
kiilonitik el:
1. Presymptomatikus demencia. A kornyezet altal is észlelheté emlékezetkihagyasok
jelentkeznek, a térbeli és iddbeli orientacid zavara figyelhetd meg. Megvaltozik a szocialis
viselkedés: visszahizodas, ¢érdektelenség jelentkezik, ami a kreativitdis nagyfoka

csokkenésével parosul.

22



2. Incipens demencia. Allandésulnak az emlékezetzavarok, jellemzé a koncentracid és a
térbeli orientacid zavara kiilonosen idegen helyen, beszédben gyakori a szokeresés. Az
oltozkodés elhanyagolt, faradékonysag, depressziv tiinetek jelentkezhetnek. Jellemzd az
empatia csokkenése, ami sokszor tapintatlan, antiszocialis viselkedéssel parosul. Mar ebben a
fazisban el6fordulhatnak delirans-konfuzus allapotok és személycsere-téveszmék.
3. Kozépsulyos demencia. Sulyos feledékenység jellemzd, a beteg mar az ismerdsoket is
nehezen ismeri fel. Zavar tdmad a mindennapi teenddk -ellatasaban, beszédértési ¢&s
szOtévesztési zavarok allandosulnak, gyakoriak a gondolatismétlések. A szamolasi, logikai és
absztrakcios képesség minimalisra csokken. Gyakran jelentkezik szorongas, félelem az egyre
ismeretlenebb és bonyolultabb vilagtél, valamint extrapiramidalis tlinetek, parkinsonizmus és
myoclonusok.
4. Sulyos demencia. A beteg a milt kodében ¢él. Nem tud tajékozddni sem térben, sem id6ben.
Senkit nem ismer fel, 1-2 szdt tud, vegetativ mitkodéseit nem kontrollalja. Mindenben jelentds
kiils6 segitségre szorul, agyhoz kotott. Gyakori a jelent6s testsulycsokkenés (Tariska, 2000).

A tlineti dominanciaktél fliggéen az AK-nak tobb klinikai altipusat kiilonitik el, pl.
van, ahol a kognitiv hanyatlas mellett domindns tiinet a jardszavar, van ahol a paranoia
(Adams, 1997).

A betegség korlefolyasa progressziv, de nem sziikségszertien linearis. Iddtartama a
betegség felismerésétol a halalig atlag 7-10 év, de a gondos apolés ezt jelentdsen elnyujthatja.
A korlefolyas gyakori jellemzdje, hogy platdszerli stagnalasok utédn igen gyors, 1-2 honap

alatt lezajlo er6s romlasok kovetkeznek be (Tariska, 2000).
2.1.2.3. A betegség neuropathologidja
2.1.2.3.1. Szovettani eltérések
A betegség sordn szamos hisztologiai eltérés mutathatd ki, azonban egyikiik sem
kizarolagos markere az Alzheimer-kérnak. Sok koziilik a fiziologids Oregedés soran is

el6fordul, am sokkal kisebb gyakorisaggal.

1./ Szenilis plakkok nagyszamu jelenléte. Szférikus, 4-200 pum atmérdji komplex

extracellularis fehérjezarvanyok, f6 dsszetevdjiik az amyloid prekurzor protein (APP) koros
processzingje soran képzddé P-amyloid (AB) (Graham és Lantos, 2002). Tébb tipusuk
figyelhetd meg. Az ugynevezett neuritikus plakk esetén az amyloid-mag koriil tobbnyire

orsoszeri disztrofias neuritek csoportosulnak, amelyek immunoreaktivak pl. PHF-taura
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(Joachim és mtsai., 1987; Wood ¢és mtsai., 1986), APP-re (Cole és mtsai., 1991; Cras ¢s
mtsai., 1991) és ubiquitinre (Perry ¢és mtsai., 1987). A szenilis plakkok mennyisége és
eloszlasa nem korrelal egyértelmiien a klinikai kép sulyossagaval (Graham és Lantos, 2002).
Bar a szenilis plakk extracelluléris, B-amyloidot gyakran lehet kimutatni a neuronok felszinén
(Roher ¢s mtsai., 1988), és az endoszoma-lizoszéma rendszer kiilonb6zé vezikulumaiban
(Mirra és Austin, 1985; Nixon, 2004).

2./ Neurofibrillaris kotegek {neurofibrillary tangles, NFTs}. Sejttipustol fiiggéen globdzus

vagy lang alaka intracelluldris fehérjezarvanyok, melyek f0 Osszetevdje a mikrotubulus-
asszocialt tau protein hiperfoszforilalt formdja (pl. az Ammon-szarvban a lang alakd, a
Meynert-magban vagy a locus coeruleusban inkabb a globozus valtozat figyelhetd meg)
(Graham ¢s Lantos, 2002). Az érett NFT a taun kiviil immunoreaktiv egyes proteaszoma-
komponensekre, Hsp70 hd-sokk fehérjére (lasd: Megvitatas, 6.2.4 fejezet) és ubiquitinre is
(Perry és mtsai., 1987). A hiperfoszforilalt tau ultrastruktaralisan jellegzetes paros helikalis
filamenteket (PHF-tau) képez. A kettds hélixet képezd dupla filament atméréje kb. 20 nm,
amely 80 nm-enkét, ahol a két filament csavart képez, 10 nm-re sziikiil. Egy filament négy
darab kb. 3 nm atmérdji protofilamentumbdl épiil fel (Terry, 1963; Wisniewski és mtsai.,
1984; Wisniewski és mtsai., 1976). Az NFT-k szama szoros korrelaciot mutat a demencia
progressziojaval, szamuk és eloszlasuk igen fontos diagnosztikai marker (Anonymus, 1997).

3./ Neuropil fonalak {neuropil threds}. Rovid, gyakran csavart alaka argentophil rostok a

neuropilben (McKee ¢és mtsai.,, 1991; Perry és mtsai., 1991a). Tobbnyire dendritek, de
eléfordul koztik axon is (Schmidt és mtsai.,, 1993). Ultrastruktiralisan PHF-tau-t
tartalmaznak, = PHF-taura,  neurofilamentre,  ubiquitinre =~ és  acetilkolinészterazra
immunoreaktivak (del Ser és mtsai., 1990; Gomez-Ramos és mtsai., 1992; Yamaguchi ¢és
mtsai., 1990). Gyakorisdguk korrelal a demencia sulyossagaval és a neurofibrillaris kotegek
szamaval (McKee és mtsai., 1991). Vita targya, hogy a degenerativ folyamatok, vagy aberrans
neuritndvekedés kovetkezményei-e.

4./ Cerebralis amyloid angiopatia. f-amyloid felhalmozddas az artéridk és arterioldk faldban a

szubarachnoidedlis térben, valamint az agyszovetben. A bazédlis membranon és a
kapillarisfalakon at torténhet B-amyloid infiltracio az agyszovetbe. Gyakorisaga nem korreldl
a szenilis plakkokkal €s a neurofibrillaris degeneracioval (Graham és Lantos, 2002).

5./ Hirano-testek. Elsdsorban a hippocampus CA1 régidja piramissejtjeinek citoplazmajaban
eléforduld palcika vagy gOomb alakdl proteinkristalyok (Graham ¢és Lantos, 2002).

Immunoreaktivak aktinra (Goldman, 1983), aktinkotd fehérjékre (Maciver és Harrington,
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1995), taura (Perry és mtsai., 1991b), neurofilamentre (Schmidt és mtsai., 1989), az APP C-
terimalis fragmensére (Munoz és mtsai., 1993) és indukalhatdé NOS-ra (Lee és mtsai., 1999).

Jelenlétiik az intracellularis fehérjedegradacié zavarara utalhat (Rossiter és mtsai., 2000).

6./ Granulovakuolaris degeneracid. Elsésorban a hippocampus CAl régi6 piramissejtjeinek
citoplazmajaban eléfordulé 3-4 pm-es vakudlumok egyiittese (Simchowitz, 1911).
Ultrastrukturalisan membranhataroltak, a vakuola belsejében az elektrondenz mag kortil
elektronlucens ,matrix” helyezkedik el (Hirano ¢és mtsai, 1968). Immunoreaktivak
foszforilalt neurofilamentre (Kahn és mtsai., 1985), tubulinra (Price és mtsai., 1986), taura
(Bondareff és mtsai., 1991) és ubiquitinre (Lowe és mtsai., 1988). Hipotézisek szerint autofag
vakuolumok, amelyek a fokozott mértékben karosodott citoszkeletalis elemeket degradaljak
(Graham ¢és Lantos, 2002).

7./ Corpora amilacea (ubiquitin-pozitiv, a fiziologias Oregedés soran is megfigyelhetd

szférikus, extracelluléris fehérjegdcok) nagyobb szamu jelenléte (Love, 2000).

8./ Lipofuscin felhalmozddas fokozodasa (Love, 2000).

9./ Reaktiv mikro- és asztroglidzis, kiilondsen nagyfokl sejtvesztés, status spongiosus esetén,

¢és végstadiumu amyloid plakkok koriil (Graham ¢és Lantos, 2002).

10./ Szinapszisok szdmanak nagyfoku csékkenése, és késébb neuronpusztulas. A szinapszisok

denzitasanak csokkenése kiilondsen jelentds a prefrontalis kéregben. Mértéke erdsen korrelal
a kognitiv hanyatlassal (DeKosky és Scheff, 1990; Samuel és mtsai., 1994a; Samuel és mtsai.,
1994b). Szamos szinaptikus protein (pl. szinaptophysin, szinaptotagmin, rab3a, GAP43,
neurogranin, stb.) mennyiségének csokkenése mutathato ki morfologiai és biokémiai
modszerekkel, amely a prefrontalis kéregben pl. altalanosan 27-42%-o0s szinapszisszam-
csOkkenést feltételez (Davidsson és Blennow, 1998). A betegség késoi fazisaban kiilondsen a
hippocampus CA1 régidban, a transzentorhinalis- és entorhinalis kéregben, a subiculumban ¢és
szamos izokortikélis régidban jelentds mértékii a neuronvesztés. Ennek mechanizmusa aktiv
sejthaldl, biopszids mintdkon végzett ultrastruktaralis vizsgalatok szerint jellemz6 morfologiai
kép a kondenzalt kromatin, az elektrondenz, zsugorodott citoplazma ¢és a sériilt
mitokondriumok. Ez a sejtpusztulas azonban kiilonbozik a tenyészetekben megfigyelhetd
»Klasszikus” apoptdzistdl, idétartama hosszabb, a mechanizmus elnyujtott, és a molekularis
részletek sem tisztazottak még (Cotman, 1998; Jellinger ¢s Stadelmann, 2000).

11./ Az agykéreg vertikalis mikrokolumnaris szerkezetének felbomlésa, amely Nissl-festéssel

jol lathaté (Graham és Lantos, 2002).

12./ Olykor status spongiosus kialakuldsa. A gyors és nagyfoku sejtvesztés eredményeképpen

kialakul6 szivacsos 1éziok megjelenése sokkal kevésbé gyakori, mint a prionbetegségekben,
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¢s els6sorban a temporalis, entorhinalis, inzularis kérgeket ¢s az amygdalat érinti (Graham és

Lantos, 2002).

2.1.2.3.2. Neurokémiai pathologia

Alzheimer-koros betegek agyat vizsgalva szadmos neurotranszmitter-rendszer
defektusat mutattdk ki, amelyek gyakran kapcsolodnak Ossze az adott neurotranszmittert
termeld sejtpopuldciok kiillonbdzd mértéki pusztulasaval.

1./ A nucleus basalis Meynerti-ben, amely a kéreg legfobb kolinerg bemenetét
szolgaltatja, a kolinerg sejtek nagyaranyu pusztuldsa mutathatd ki. Ennek kovetkeztében az
agyi acetilkolin mérhetd mennyisége is jelentdsen csokken (Whitehouse és mtsai., 1982).
Mindezen tul kimutattdk az agyi kolin-acetiltranszferaz enzim aktivitdsanak csokkenését is
(Bowen és mtsai., 1976; Davies és Maloney, 1976), a szenilis plakkokban pedig jelentds
mennyiségl kolinészteraz figyelheté meg (Friede, 1965).

2./ Szintén csokken az agykéreg szerotonerg bemeneteinek mennyisége, €s az agyi
szerotonin, valamint a szerotonin—metabolit 5-hidroxiindolecetsav szintje (Graham és Lantos,
2002). A dorzalis raphe magban gyakoriak az NFT-k és a sejtvesztés (German és mtsai.,
1987; Halliday és mtsai., 1992).

3./ Csokken az agyi noradrenalinnak, és szintetizdlo enzimének, a dopamin-
B—hidroxildznak a mennyisége is, amely a locus coeruleus noradrenerg sejtjeinek valtozo
mértékill pusztulasaval hozhatd dsszefliggésbe (Hoogendijk és mtsai., 1999; Raskind és mtsai.,
1999).

4./ Egyes tanulmanyok szerint jelentdésen csokken az agyi NGF {nerve growth
factor}és dopamin (Graham és Lantos, 2002), a szomatosztatin (Roberts és mtsai., 1985), a
kortikotropin (Bissette és mtsai., 1985) és a GABA szintje is az életkori kontroll esetekhez
viszonyitva. A gatlas aldl felszabaduld glutamaterg principalis sejtek tulmiikddése pedig,

egyéb tényezok mellett, excitotoxicitdshoz vezethet (Graham és Lantos, 2002).

2.1.2.4.  Diagnozis és terapias lehetoségek

Az Alzheimer-kornak, a jelenlegi szakmai protokoll szerint, harom diagnosztikai
formaja ismert (McKhann €s mtsai., 1984):
1./ Biztos diagndzis, amelynek megbizhatésaga 100%. Ma ezt csak biopszids mintdn vagy

post mortem anyagon elvégzett neuropatholdgiai vizsgéalat tudja biztositani. A
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legelfogadottabb  neuropatholdgiai  kritériumrendszer ma az tGgynevezett CERAD
{Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) altal ajanlott. Ebben a szenilis
plakkok és a neurofibrillaris kdtegek gyakorisagét szemikvantitativ modszerrel (négyfokozatt
skalan) hatarozzak meg tobb neocortikalis teriileten, a hippocampusban, az entorhinalis
kéregben, és az amygdalaban. Az igy kapott értékeket a beteg életkoraval és szamos klinikai
adattal stilyozzdk (Anonymus, 1997). Mindezen tul, népszerii Braak és Braak beosztasa, akik
felismerték, hogy a neurofibrillaris degeneracié progresszidja egy elére megjosolhatod
mintazatot kdvet. A neurofibrillaris kotegek elhelyezkedése és gyakorisaga alapjan az AK-t
hat stadiumra osztottadk. Braak&Braak I-II: az aszimptomatikus klinikai stadiumra jellemzd,
Braak&Braak III-IV: a kezdeti klinikai staddiumra jellemz6, Braak&Braak V-VI: a
szimptomatikus (kifejezett) klinikai stadiumra jellemzd (Braak és Braak, 1991).

2./ Valészinli diagnozis, amelynek megbizhatdsaga 85-90%. Ennek elemei (1.) az ugynevezett
progressziv demencia szindroma megallapitdsa pszichologiai és pszichiatriai modszerekkel,
(2.) CT vagy MRI vizsgalatokkal a gocos agybantalmak (agyvérzés) kisziirése, valamint (3.)
egy¢b relevans betegségek kizarasa.

3./ Lehetséges diagnozis, amelynek megbizhatosdga 70-75%. Ennek sordn a progressziv
demencia szindroma megallapitasra keriil, de fennall olyan extracerebralis vagy agyi

betegség, amely potencialisan okozhat demenciat.

2.1.2.5. A betegség etiopathogenezise

2.1.2.5.1. Koros fehérjegocok képzidése

Evtizedes vita, hogy melyik elvaltozas jatszik nagyobb szerepet a betegség
neurofibrillaris degeneracid (Heese €s Akatsu, 2006; Selkoe, 2001). A legijabban megjelend
Osszefoglalok az tugynevezett amyloid-kaszkad elsddleges szerepét hangsulyozzak, és
mindezen tul, egyre tobben vannak a ,,protistak”, akik szerint az UPR defektusa kulcsszerepet
jatszik a neurodegenerativ betegségek, igy az AK pathogenezisében is (de Pril és mtsai.,
2006; Layfield és mtsai., 2001).

A B-amyloid az amyloid prekurzor protein (APP) koros processzingje sordn képzddik.
Az APP egy transzmembran glikoprotein egy kis intracellularis és egy Oriasi extracellularis
doménnel (3A dabra). Funkcidja ismeretlen, de feltételezhetéen a sejt-sejt €s sejt-matrix

kolcsonhatasban lehet szerepe (Selkoe, 2001). Génje a 21. kromo6szoman taldlhato, harom,
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egyenként 695, 751, és 770 aminosavnyi alternativ splicevariansa ismert. Fizioldgids esetben
az APP processzingjének elsé 1épése (3B abra) az ugynevezett a-szekretaz enzimek utjan
torténik, amelyek a fehérje extracellularis szegmensét hasitjak le (Selkoe, 2001). a-szekretaz
valésziniileg az ADAM metalloproteaz csalddba tartoz6 TACE-protedz és az ADAM-10,
(Buxbaum ¢és mtsai., 1998; Lammich és mtsai., 1999; Skovronsky és mtsai., 2000), bar mas
jelolteket is leirtak (Koike és mtsai.,, 1999) (ADAM: a disintegrin and metalloprotease
domain; TACE: TNFa-converting enzyme). A B-amyloid két tipusa az AB3o0 €és az APaza3.
Az elébbi egy szolubilisabb valtozat, egészséges emberek liquordban is jelen van, és az
artéridk és arteriolak faldban felhalmozodo B-amyloid 6 alkotdja (Cerebralis amyloid
angiopathia) (Graham és Lantos, 2002). Az AP4ys3 a y-szekretdz és az Ugynevezett -
szekretdz segitségével keletkezik az APP-bdl gy, hogy 15 aminosavnyi rész a fehérje TM-
doménjébdl, 28 aminosavnyi pedig az extracellularis (N-termindlis) részébdl hasitodik ki. A
B-szekretdz, vagy mas néven BACE {f-site APP-cleaving enzyme} egy ugynevezett
transzmembran aszpartil-proteaz, amelyet a neuronok nagy mennyiségben expresszalnak
(Hussain és mtsai., 1999; Sinha és mtsai., 1999; Vassar ¢és mtsai., 1999). A BACE hianyos
egerek sokkal kisebb mennyiségii AB-t termelnek (Cash és mtsai., 1987; Luo és mtsai., 2001).
A részleteiben még nem pontosan azonositott y-szekretdz-komplexnek pedig valdsziniileg
része a preszenilin-1 nevi fehérje oldhatd formaja (Wolfe és mtsai., 1999). A képzodott Ap-t
mas, nem specifikus proteazok (pl. inzulin-degradald enzim, neutralis endopeptidaz) tovabb
metabolizalhatjak (Iwata és mtsai., 2000; McDermott és Gibson, 1997; Qiu €s mtsai., 1998).
Az APa4ya3 erésen hidrofob, aggregaciora hajlamos szerkezetli proteinfragmens (Graham és
Lantos, 2002). A vy-szekretdz altali hasitds, mivel az APP transzmembran doménjének
kozepén torténik, feltételezhetéen az endoszoma-lizoszéma rendszerben kovetkezik be. igy a
B-amyloid mindkét valtozata feltételezhetdleg itt képzddik, és ujabb adatok szerint, a koros
prionfehérjéhez hasonldan, a multivezikuldris testekbdl exocitozissal {iriilé exoszomak révén
juthatnak az extracellularis térbe (Nixon, 2004; Pasternak és mtsai., 2004; Rajendran ¢és
mtsai., 2006). A B-amyloid hidrofobabb valtozata (AP4r43) igy extracelluldrisan aggregéalodik
szenilis plakkokka (Love, 2000).
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3. abra Az amyloid precursor protein doménszerkezete (A), és processzingjének tipusai

vazlatosan (B)
Forras: (Love, 2000) (A); (Chirag, 2003) (B). A magyarazatot lasd a szovegben.

A neurofibrillaris kotegek f6 alkotoja a hiperfoszforilalt tau. A tau egy mikrotubulus
asszocialt protein (MAP), génje a 17. kromoszoman talalhaté (Love, 2000). Hat, 352-441
aminosavbol felépiild izoforméja Iétezik, amelyek alternativ splicevaridnsok. A fehérje
jellegzetessége a C-terminalison taldlhato 3, illetve 4 darab (izoformanként valtozik) pozitiv
toltésti kotddomén, amelyekkel a negativ toltésti mikrotubulusokhoz csatlakozik, és ezzel (sok
mas MAP fehérje mellett) stabilizalja a mikrotubulusok szerkezetét. A tau elsdsorban a
neuronok axonjaiban fordul eld. A mikrotubulushoz valo affinitasat a fehérje foszforilaltsagi
foka hatarozza meg, amelyet els6sorban szerin-treonin-kindzok és foszfatazok egyenstlya

szabalyoz. A hiperfoszforilalt, igy negativabb toltésti tau levalik a mikrotubulusrol, és

aggregaciora fokozottan hajlamos (Selkoe, 2001).
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A koéros fehérjegocok képzodésében kozponti szerepe van az intracellularis protein

degradacioért felelos UPR-nek, errdl részletesen a 2.3.6. fejezetben szolunk.

2.1.2.5.2. A betegség genetikai hattere — ismert mutdciok, és az ApoE

polimorfizmus szerepe az etiopathogenezisben

Az Alzheimer-koros esetek kb. 90%-a sporadikus, kevesebb, mint 10%-a viszont

csaladi halmozodast mutat (familiaris AK) (Graham és Lantos, 2002; Tariska, 2000). A

familiaris esetek java része korai kezdeti (65 év alatt jelentkeznek az els6 tlinetek), mig a

korai kezdeti esetek kozel fele csaladi halmozddasu. A familiaris esetek hatterében tobb

autoszomalis dominans génmutéciot irtak le, 100%-os penetranciaval:

APP mutaciok. Nagyon ritkék, az dsszes AK-esetnek mintegy 0.1%-at teszik
ki, tobbségiik pontmutacio (6sszefoglalva lasd: (Love, 2000)).

Preszenilin-1 (PS1) mutaciok. Az Osszes AK eset kb. 2%-at teszik ki, a
leggyakoribb AK-mutdciok. Eddig kb. negyvenet irtak le (Love, 2000;
Scheuner ¢és mtsai., 1996). A PS1 génje a 14. kromoszéman talalhatd. A PS1
(és homoldgja a PS2 is) a Golgi-késziilék és az ER membranjaban
lokalizalodik, 6-9 TM domént tartalmazé fehérjék, amelyek kozelebbrol még
nem azonositott ,,preszenildzok” 4ltal hasitodnak, és keletkezd fragmenseik
oldhatoak. A PSI1 szolubilis form4jat a y-szekretdz protedzkomplex részeként
azonositottak (Lee és mtsai., 1999; Wolfe ¢s mtsai., 1999). A PS1 mutaciok
megvaltoztatjak az APP processzingjét, és fokozzdk az ABaus képzOdését. A
PS1 k.o. egerek nem termelnek B-amyloidot (De Strooper és mtsai., 1998).
Preszenilin-2 (PS2) mutaciok. A nagyon ritka, késdi kialakulast familiaris
esetekben jellemzd. A PS2 génje az 1. kromoszoman talalhato, a protein 448
aminosavnyi, mutacioi fokozott APays; produkcidt eredményeznek (Levy-
Lahad ¢és mtsai., 1995; Rogaev és mtsai., 1995). Egyes tanulmanyok szerint a

PS2 mutéci6 serkenti az apoptozist (Graham és Lantos, 2002).

A mutacidkon tul, a betegség molekularis pathogenezisében egyre nagyobb szerepet

tulajdonitanak az apolipoprotein-E (ApoE) polimorfizmusanak, amelyet kordbban inkabb

hajlamositd genetikai tényezOnek tekintettek (Graham és Lantos, 2002; Mahley és mtsai.,

2006; Offe és mtsai., 2006). Az ApoE a kozponti idegrendszerben az egyik legnagyobb

mennyiségben expresszalodo lipoprotein. Fontos szerepet jatszik a lipoidmetabolizmusban,
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szerepe van a veldshiivelyek helyes képzddésében és a szinapto-dendritikus kapcsolatok
folytonos 1jjaépiilésében, a neuronalis plaszticitasban. Hatasait az ugynevezett LDL-
receptorokon keresztiil fejti ki (low-density lipoprotein receptor). Feltételezhetdleg a
neuronok membranjainak foszfolipid- ¢és koleszterin-tartalmat szabalyozd, az LDL-
receptorokon keresztiil ezen lipidek membranban torténd szortirozasat segitd faktor (Love,
2000; Tariska, 2000). Az ApoE &4 allél jelenléte erdteljesen fokozza az AK-ra valé hajlamot,
(Corder és mtsai., 1993), az e4/e4 homozigdtdk korében 19-szer gyakoribb az AK, mint az
€3/e3 homozigotak esetén. A kockdzat €2<e3<<e4 sor szerint nd, am pl. az &2/e4
heterozigdtak korében alig kevesebb az AK, mint az €4/e4 homozigotak korében, tehat az €4
allél szerepe Kkitlintetett; az Alzheimer betegek 40-80%-a legalabb egy €4 allélt hordoz
(Gearing és mtsai., 1996; Ishii és mtsai., 1997; Tariska, 2000). Az ApoE protein megtalalhato
a szenilis plakkokban és a vaszkularis amyloidban. In vitro adatok alapjan az ApoE erdsen
kotédik az AB-hoz és fokozza a polimerizaciot, kiilondsen az €4 izoforma (Rebeck ¢és mtsai.,
1993; Schmechel és mtsai., 1993).

Az ApoE fehérje két struktaralis domént tartalmaz: egy 22 kDa-os N-terminalis
domént, amely az LDL-receptorokat koti, és egy 10 kDa-os C-terminalis domént, amely a

legfébb lipidk6td hely a molekuldban. Az ApoE €4 allél génterméke (ApoE4) azonban

crer

cre

izoforma szerkezetileg csak részlegesen feltekeredett, instabil, ugynevezett olvadt gomboc
{molten globe} 4&llapotban van. Ennek tulajdonitjdk, hogy az ApoE4 a tobbi ApoE
izoforméhoz képest sokkal erdteljesebben kotddik a membranokhoz, és ezzel kérositja is
azokat. Hajlamos tovabba a membran-transzlokaciora és a fokozott degradaciora is. Ujabb
eredmények szerint az ApoE4 az AB-val egyiitt és attol fiiggetleniil is az AK fontos
etiopathogenetikus tényezdje. Egyrészt, in vitro adatok szerint, a savas pH-ju késoi
endoszomak/lizoszomak belsejében a torzult térszerkezetli ApoE fokozza az AB-produkciot és
destabilizdlja a membranokat, melyek kovetkeztében a késéi endoszomak/lizoszomak
beltartalma szivarogni kezd {lysosomal leakage}, amely apoptozishoz vezethet. Masrészt, az
ApoE4-bdl proteolitikus hasitassal képzddd neurotoxikus C-termindlis fragmens karositja a
mitokondrialis membranokat is, amely szabadgyok-képzoséhez, energiahianyhoz, illetve
citokrom-C kidramlason keresztiil szintén apoptdzishoz vezethet. Karosodnak a sejtvaz

komponensei, melynek kdvetkeztében a mitokondriumok sejten beliili eloszlasa megvaltozik,
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amely lokalis intracellularis energiahidnyt és Ca' -homeosztazis zavart okozhat. Utobbi
kovetkeztében pedig a tau hiperfoszforildciojan keresztill NFT-képzOddés indulhat el.
(Megjegyzendd, hogy az ApoE4 C-termindlis fragmense dnmagéban is tau hiperfoszforilaciot
idéz elé in vitro.) Erdekes adatok, hogy ApoE e4/e4 homozigotakban mar fiatal korban is
glukoz-utilizacio csokkenést mutattak ki. ApoE €4/e4 transzgén egerekben pedig koran NFT-
szerli fehérjeaggregatumok képzddnek. Ez figyelemreméltdo azért is, mert az APP-mutans
,»VT17F APP” konstrukcioja egértdrzs egyedeinek agykérgében koruk elérehaladtaval erds [3-
amyloid lerakddasokat és gliozist is ki tudtak kimutatni, &m neurofibrillaris degeneraciot csak
nagyon kis mértékben (Games és mtsai., 1995; Mahley és mtsai., 2006; Offe és mtsai., 2006).
Az ApoE4-nek az AK etiopathogenetisében betdltott lehetséges szerepét a 4B abra foglalja
0ssze.

Megemlitjiik, hogy a Down-korosok jo része életkoruk elérehaladtdval nagyon koran
Alzheimer-jellegli neuropatholdgiai elvaltozdsokat mutat, amely feltételezhetéen azzal van
Osszefiiggésben, hogy az APP génje a 21. kromoszéman talalhato (A Down-kor a 21.
kromoszoma triszomiaja). Egyes Down-kéros betegek agyaban mar 30 éves korukban

neuritikus plakkokat, NFT-ket, reaktiv mikro- és asztrogliozist és neuronpusztuldst mutattak

ki (Graham és Lantos, 2002).

2.1.2.5.3. Neurotoxikus komponensek

Az Alzheimer-korban a betegség altal érintett teriileteken fokozott a neurotoxikus
reaktiv oxidativ szabadgyokok (ROS) jelenléte (Nunomura és mtsai., 2006). Ennek oka lehet
a B-amyloid extracellularis akkumulécioja, ApoE-okozta mitokondrialis membran-karosodas,
mikroglia-tulmiikodés, glutamat okozta excitotoxicitas, esetleg fémionok fokozott jelenléte
(Markesbery és Carney, 1999; Nunomura ¢s mtsai., 2001; Perry €s mtsai., 2000; Smith és
mtsai., 2000). Megjegyzendd, hogy a ROS okozta toxicitds az agyszOvetben a kor
elérehaladtaval, fiziologias Oregedés soran is fokozodik az agy magas oxigénigénye és
lipidkoncentracioja, valamint az ehhez képest relative alacsony endogén antioxidans-tartalma
miatt (Tariska, 2000). Ehhez jarul még az a tényezd, hogy a neuronok terminalisan
differencidlt sejtek, és a kor eldrehaladtaval elpusztult neuronok helyét pedig nem (vagy nem
szamottevd mértékben) potoljadk erre a célra szolgdld Ossejtpopulaciok. A fentieket
figyelembe véve egyes szerzok az Alzheimer-kort (és altaldban a neurodegenerativ

betegségeket) korosan felgyorsult 6regedésnek tekintik. (Tariska, 2000).
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Alzheimer-korban leirtdk szamos nyomelem egyensulyzavarat is (aluminium,
kadmium, réz, vas, stb.)(Tariska, 2000). Ezek koziil az érdeklodés kozéppontjaban az
aluminium &ll (Klatzo és mtsai., 1965). A mai allaspont szerint azonban az Alzheimer-kor
kialakuldsdban az aluminiumnak nincs elsddleges jelentdsége, fokozott jelenléte azonban

gyorsithatja a degenerativ folymatot (Markesbery és Ehmann, 1994).

2.1.2.5.4. Immunologiai komponensek

Szamos adat bizonyitja, hogy az Alzheimer-kérban szenveddk agyaban kronikus
gyulladas van jelen (Graham és Lantos, 2002; McGeer és Rogers, 1992; McGreer, 1984).

e Felszaporodnak az aktivalt mikrogliasejtek, kiilondsen a szenilis plakkok
kordl.

e Szdmos akut fazis-valaszfehérje mennyisége emelkedik meg az agyban (al-
kimotripszin, a2-makroglobulin, stb.), amelyek alkotorészei a szenilis
plakkoknak is.

o Leirtak a klasszikus uton torténd komplement-kaszkad aktivalodasat is. Az
aktivacié valamennyi terméke megtalalhat6 a szenilis plakkok koriil, beleértve
a membran-karositd komplexet is.

A mikroglia-tulmiikodés kozismerten Janus-arcu, szerepét szdmos neurodegenerativ
betegség korokanak egyik komponenseként tartjdk szamon (pl. a prionbetegségeknél is). A
sejttormelékek  fagocitdozisa kozben a reaktiv  mikrogliasejtek ugyanis  oxidativ
szabadgyokoket termelnek, amelyek talzott jelenléte toxikus a kornyezd sejtekre (Schubert és
mtsai., 1998).

Mindezeken tal, az Alzheimer-betegségben (és kisebb mértékben a fiziologias
oregedés soran is) a hypothalamus-hypophysis-rendszer miikodése csokken, aminek
kovetkeztében  csokken a  szervezet alkalmazkodoképessége a  gyulladashoz,
autoimmunitashoz, tumorokhoz, és tobbek kozott ez is oka lehet a demenciakhoz tarsulo

affektiv zavaroknak (Tariska, 2000).

2.1.2.5.5. Vaszkularis komponensek

Az agyi vérkeringés strukturalis és funkcionalis zavarai nagyban hozzajarulhatnak az

Alzheimer-kor pathogeneziséhez. A sclerotizalt erekbdl eleve kevesebb glukoz és oxigén
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juthat el az agyi parenchimaba. Mindezen tal, Alzheimer-korban az agyi erek falaban koros
amyloid rakodik le, koros eltérések figyelhetok meg az endothélben, a membrana basalisban,
a vér-agy gat szerkezetében, ¢és az agyi glukézanyageserében alapvetden fontos
inzulin/inzulin-receptor jelatvitel is zavart szenved. Mindezek erdményeképpen csokken az
agyi regionalis glukéz-anyagcesere, glucopaenia alakul ki. Az oxigénellatds csokkenése
hypoxias kondiciot eredményezhet, amely fokozza az oxidativ szabadgyokok képzodését. A
glucopaenia ¢és a hypoxia demielinizdciot, késébb sejtkdrosodast ¢€s -pusztulast
eredményezhet, az érfalak karosodas miatt pedig koros fehérje-extravazacioé indul meg, amely

fokozhatja az amyloid-kaszkadot (Graham ¢s Lantos, 2002; Tariska, 2000) .

2.1.2.5.6. Lehetséges integrativ modell — illetve annak hianya

(genetikai tényezdk, rizikéfaklorok &5 egyéb inicialé tenyezok ) Az egyes etiopathogenetikus

_.',> amyloid kaszkad I::) kéros amyloid l::> senilis plague komponensek atteklntese utan
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4. abra Az Alzheimer-kér etiopathogenezisének
lehetséges integrativ modellje (A), az ApoEd inicidtorai rendkiviil komplex genetikai

szerepe az etiopathogenezisben (B). tényezOk (mutaciok, polimorfizmusok)

A magyarazatot lasd a szovegben. Forréas: (Tariska, 2000) (A);  és rizikofaktorok (fiziologias
(Mahley, 2006) (B). oregedéssel jard degenerativ folymatok,
folyamatos stressz, szellemi inaktivitas, taplalkozasi tényezok, stb.) (Graham és Lantos, 2002;

Tariska, 2000). Mindezek az tigynevezett amyloid kaszkadon, az ApoE4 okozta membran-
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karosodasokon és az elégtelen agyi vérellatason keresztiil lassan progredidlo folyamat soran
vezetnek el a végkifejletig. A tapasztalt neuronpusztulas végsé okai pedig a reaktiv
szabadgyokok, a mitokondriumokbdl kiszabaduld citokrom-C, a gyulladasos mediatorok, és
az erdsen lecsokkend proteaszomalis aktivitdsbol adédd anyageserezavar. Hangstlyozando,
hogy mindezen mechanizmusok csak a legvégén valnak gyorssa, az els6 1épések évtizedekig
tartanak, a folyamat a ,,lasst viz partot mos” elvén teljesedik ki. Részletesebben:

e A fent emlitett inicidtorok eredményeképpen a y-szekretaz aktivitas fokozodik,
¢s az endoszoéma-lizoszéma rendszerben folyamatosan nagyobb mennyiségi [3-
amyloid képzddik, amely az extracellularis térbe iiriilve oldhatatlan
proteinaggregdtumokat képez, amelybe szdmos fehérje belekristalyosodik.
Kés6bb ezen aggregatumok szenilis plakkokké alakulnak (Graham és Lantos,
2002; Love, 2000).

e Az extracellularis amyloid gyulladdsos folyamatokat indit el (mikroglia,
mediatorok, komplement), a reaktiv mikroglia tovabbi ROS-t termel (McGreer,
1984).

e ApoE4 az endoszoma lizoszoma rendszerben fokozza az A-képzddést,
tovabba lizoszomalis €s mitokondridlis membrankarosodast okoz (Mahley és
mtsai., 2006; Offe és mtsai., 2006).

e A neuronok felszinén lerak6d6 amyloid megzavarja a normal jelatvitelt,
excitotoxicitast eredményez, amely ROS-képzddéshez vezet. Szdmos
neurotranszmitter termelddése csokken, a szinaptikus jelatvitel megzavarodik
(Graham ¢és Lantos, 2002; Selkoe, 2001).

e Zavart szenved a jelatviteli-rendszer, né az intracellularis Ca" -koncentracio, a
kinaz-proteaz egyensuly megbomlasa miatt PHF-tau, és késébb NFT képzddés
indul be (Graham ¢és Lantos, 2002).

o Az ¢érelmeszesedés okozta hypoxia és glucopaenia sulyosbitja a fentieket, a
ROS fokozott jelenléte tovabb roncsolja az ereket (Graham és Lantos, 2002;
Tariska, 2000).

e Az intracellularis neurofibrillaris degeneracié ¢s a ROS jelenléte blokkolja az
UPR miik3dését, amelyet UPR-mutaciok is stlyosbithatnak (UBB'"). Mindez
az intracellularis protein-homeosztazis generalis zavarahoz vezet (Layfield és

mtsai., 2001; Song és Jung, 2004).
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e Mindezen folyamatok végkifejleteként a

neuronpusztulas

azonban  szelektiv,

neuronok elpusztulnak. A

figg példaul az adott sejt

neurotranszmitterének tipusatol, kapcsolatrendszerétdl, és a rendelkezésre alld

celluléris biokémiai protektiv mechanizmusok kapacitasatol (Cotman, 1998).

2.1.3. Kozos pontok a neurodegenerdacioban — konformdcios neurodegenerativ

betegségek

A prionbetegségek és az Alzheimer-kor mind biokémidjukat, mind patholdgiajukat

tekintve sok hasonlosagot mutatnak mas, a human populaciéban eléforduld neurodegenerativ

korképekkel.

a./ Mas neurodegenerativ betegségekben is megfigyelheték az idegszovetben felhalmozodo

fehérjeaggregatumok. A 2. tablazat ezeket foglalja Ossze néhany kozismert példan

keresztiil.

b./ A pathologids kép is mutat kozds vonasokat, pl. a szelektiv neuronpusztulast vagy a

reaktiv asztrocitdzist. A neuronpusztulas szelektivitasa az adott korképre jellemzo

mintazata (pl.: Parkinson-kor esetén a substantia nigra sejteit €s a nigrostriatalis palyat

érinti).

c./ A sejtpusztulas mechanizmusa is mutat hasonlosagokat, pl. a Ca’ -homeosztazis zavarit,

vagy az aktiv sejthalal szerepét tobb esetben is felvetik (Schulz és Dichgans, 1999).

d./ Szintén k6z0s sajatossag az ubiquitin-proteaszoma rendszer diszfunkcioja, amelyrdl a

2.3.6. fejezetben részletesen szolunk.

Betegségcsoport neve

Az aggregdlodo fehérje

Betegségek

Prionbetegségek

Prionfehérje

Lasd: 1. Tablazat

Tauopadtiak

T nevll mikortubulus asszocialt protein

Alzheimer-kor (itt az Un amiloid
precursor proteinb6él {APP} koros
processzing soran kihasad6é B-amyloid
akkumulacio is jellemz6), Down-kor,
Motoneuron betegség (amyotrophic

lateral sclerosis {ALS})

a-synucleinopatiak

a-synuclein

Parkinson-kor, Diffaz Lewy-test
betegség (DLBD), Multiszisztémas
atrofia (MSA)

Poliglutamin-betegségek

Poliglutamin  tartalmt  fehérje (az

aggregaciora valo hajlam a

poliglutamin-repeat hosszaval aranyos)

Hungtinton-kor (hungtintin nevii fehérje
aggregal),  Spinocerebellaris  ataxia

(SCA).

2. Tablazat Koros fehérjeaggregatumok néhany jellegzetes neurodegenerativ kérképben
(Schulz és Dichgans, 1999) nyoman.
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2.2. A molekularis chaperonok

2.2.1. A molekularis chaperonok dltalanos jellemzése

A molekularis chaperonok - eredeti definici6 szerint - olyan fehérjék, amelyek segitik
mas polipeptidek helyes feltekeredését, fehérjék Osszerakodéasat tigy, hogy onmaguk nem
alkotjak részét az igy kialakult komplexeknek; eldsegitik tovabba bizonyos fehérjék
transzportjat adott szubcellularis kompartmentekbe, és indokolt esetben kdzremitkddnek sériilt
gyakran hasznaljak a stresszfehérje, illetve a hd-sokk fehérje (heat stress protein, HSP)
fogalmakat, &m a harom elnevezés nem teljesen azonos (Csermely, 2001). A stresszfehérjék
kiilonboz6 stresszhatasokra, a hd-sokk fehérjék kiemelten ho-stresszre reagédlnak fokozott
expresszioval. A harom csoportot helyesen harom, nagy ko6zOs metszetli halmaznak
tekinthetjiik, amelyeknek azonban sajat résziik is van (pl. az ubiquitint stresszfehérjének
tekintik, de nem molekularis chaperon, ugyanakkor a 19S RC ATPézokat sokan specialis
molekularis chaperonoknak {unfoldase-oknak, reverz chaperonoknak} tekintik (Muller és
mtsai., 2006), am stresszhatdsokra nem indukalhat6ak). A molekularis chaperonok a szervezet
minden sejtjében eléforduld, erdsen konzervalt 6si fehérjék, amelyek az egész élet soran
nélkiilozhetetlenek (Csermely, 2001). Csaladjaikat a molekulatdmegiik alapjan kiilonitik el. A
fobb eukariota chaperon-csaladok a kovetkezok: kis molekulatomegli hé-sokk fehérjék
(Ohtsuka és Hata, 2000). Az idegrendszerben a két f6 indukalhatdé molekuléris chaperon a
Hsp27 és a Hsp72 (Akbar és mtsai., 2001).

2.2.2. A 70 kDa-os molekularis chaperonok

A Hsp70 (70 kDa molekulatomeg koriiliek) molekularis chaperon-csalad homolégjai
baktériumokban (DnaK), ¢élesztében (pl.: SSA1-4, SSB1-2, SSC1, Kar2) és magasabbrendii
eukariotakban is megtalalhatok. Utobbi csoportban a Hsp72 és a Hsp73 a citoplazmatikus
matrixban, a mHsp70 a mitokondriumban, a Bip nevii homolog pedig az endoplazmatikus
retikulum lumenében taldlhat6. A Hsp73 (Hsc70, konstitutiv forma) a citoplazmaban
allandéan jelen van, mig a Hsp72 (indukédlhatdé forma) expresszidja kiilonbozd
stresszhatdsokra indukalodik. A Hsp70 csalad tagjai erésen konzervalt, ATPaz aktivitassal

rendelkez6 fehérjék, amelyek altalanosan kiilonb6z6 fehérjék hidrofob régidihoz kotnek, bar a
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kiilonb6zé kompartmentek homologjai mas €s mas aminosav-mintazatot ismernek fel.
Felépitésiiket tekintve az N-terminalison egy 45kDa-os ATPaz-domén talalhato, ezutan egy
kb. 18kDa-os peptidkotd régiod, majd a C-termindlison egy 10kDa-os Uigynevezett variabilis
domén kovetkezik. Funkcidjukat altalaban kochaperonok (pl.: Dnal) segitségével toltik be
(Hartl, 1996).

A kiilonboz6 valtozatok (kiilondsen a két citoszolikus forma) funkcioi kozott sok
atfedés van, sok az ellentmondasos eredmény is. Altalanossagban a Hsc70 (konstitutiv forma)
a kovetkezd sejtbiologiai folyamatokban jatszik fontos szerepet:

e az ujonnan szintetizalt peptidekhez kapcsoldodva védi azokat a proteolitikus enzimektdl
(Hartl, 1996),

e a rosszul feltekeredett {misfolded} peptideket prezentdlja a proteolitikus degradacios
rendszernek (Hartl, 1996),

e részt vesz a klatrin-burkolt endocitotikus vezikuldk klatrinburkanak eltavolitdsaban (Hartl,
1996),

o cldsegiti  kiilonbozé fehérjekomplexek disszocidcidjat, altaldban véd a fehéje-
aggregaciotol (Koroshetz és Bonventre, 1994),

e specidlis szignallal (KFERQ) rendelkezd citoszolikus fehérjék lizoszomakba torténd
transzportjat segiti (Dice, 1990; Massey és mtsai., 2000),

e részt vesz a nucleocitoplazmatikus transzportban (Kurucz és mtsai., 1999),

e ecrésen konzervalt kalmodulin-ko6t6 domént tartalmaz, ezért felvetik szerepét Ca-
kalmodulin-fiiggd enzimek inaktivalasaban (Koroshetz és Bonventre, 1994).

A mitokondrialis homoldg (mHsp70) segiti a magban kodolt mitokondridlis fehérjék
transzportjat az organellumba, és részt vesz ezen proteineknek a mitokondridlis matrixban
torténd feltekerésében (Koroshetz és Bonventre, 1994).

A Hsp72 (indukalhaté forma) expresszidja stresszhatasokra (szubletélis hé-sokk, Ca™ -
koncentracio-emelkedés, kiilonb6z6 drogok adagolasa, pH-valtozas, csokkend glukdz-
koncentracio, hypoxia, oxidativ-szabadgyok-terhelés) fokozodik, és védi a fehérjék nativ
(Koroshetz és Bonventre, 1994).

Kérgi neurontenyészetben hé-sokk utan a total fehérjeszintézis csokken, de a Hsp72
mRNS-mennyisége megndvekedik (Koroshetz és Bonventre, 1994). Hippocampus-szeleten

vizsgalva szubletélis hd-sokk mind glidban, mind a neuronokban ndveli a termotoleranciat. 24
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oraval a stressz utdn a Hsp72 magi lokalizaciét mutat, majd tovabbi 48 6ra mulva a stressz-
valasz kiterjed az egész citoplazmara (Stacchiotti és mtsai., 1997).

Nyul kisagyat vizsgalva Manzerra ¢és mtsai. azt tapasztaltdk, hogy a kontroll
csoportokban a Hsc70 mRNS mennyisége magas a Purkinje-sejtekben és a mély kisagyi
magvak sejteiben. HO-sokk utan a hasonléan magas Hsc70 mRNS-szint mellett a Hsp72
mRNS szintje is megemelkedik, ez a hatds azonban 24 o6ra alatt megsziinik. A beavatkozas
utani elsé Hsp72 mRNS-valaszt gliasejtek produkaljak, majd ezek valasza gyorsan lecseng
(Manzerra €s mtsai., 1993).

Ultrastrukturalis vizsgalatok soran a ho-sokknak alavetett (nem idegi eredetil)
sejtvonalakon a Hsp72-t a mag heterochromatikus régidiban, a citoplazméban a durvafelszin(i
endoplazmatikus retikulum ciszternai koriil, a nuklearis membran poruskomplexei koriil, az
endoszomalis-lizoszomalis rendszer vezikulumaiban, és a sejt felszinén is kimutattak (Kurucz

¢és mtsai., 1999).

2.2.3. A Hsp72 és 73 lehetséges szerepe a Alzheimer-korban és prionbetegségekben

Human post mortem anyagon tortént vizsgalatok a Hsp72 NFT-ben torténd
lokalizaciojat mar koran kimutattak (Hamos és mitsai., 1991). In vitro kisérletek szerint, a
Hsp70 és Hsp90 overexpresszido noveli a tau szolubilitasat és a mikrotubulusokhoz vald
affinitasat (Dou és mtsai., 2003). A CHIP-Hsp70 komplex eldsegiti a foszforilalt tau
ubiquitinilacigjat, és ez noveli a sejtek talélési esélyét (Shimura és mtsai., 2004). Ugyanakkor,
szintén in vitro adatok szerint, az AP-overexpresszio a Hsp70 gyors indukciojahoz vezet, a
Hsp70 overexpresszid pedig megnoveli az AP-t overexpresszald sejtek talélési esélyét
(Magrane ¢s mtsai., 2004). A Hsp70, Hsp40 ¢és Hsp90 pedig szintén in vitro gatolja a [3-
amyloid aggregaciot (Evans és mtsai., 2006).

Kiilonboz6 prion-torzsekkel fert6zott egerek agyat Northern-blottal vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy a fert6zés elején a Hsp70 mRNS mennyisége kissé emelkedik, a terminéalis
szakaszban viszont erdsen nd a génexpresszio . Laszld €s mtsai. ultrastruktaralis vizsgalatai
szerint a prionnal fertézott egerek agyszovetében a Hsp70 endoszéma-lizoszéma eredetii
struktarakban, lizoszomékban kolokalizal a B—glukoroniddaz nevii lizoszomalis markerrel, a
poliubiquitinnel €és a koros prionfehérjével (Laszlo és mitsai., 1992). A fentiek alapjan

elmondhat6, hogy a Hsp70 expesszidja és sejten belilli eloszldsa mutat valtozdsokat a
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prionfertdzés soran, de a folyamatok pontos leirasa, és kiilonosen a folyamatok okai még nem

tisztazottak.

2.3. Az ubiquitin-proteaszoma rendszer

2.3.1. Bevezetés

Kulcsfontossagt,, hogy a kiilonb6z6 funkcidju fehérjék (struktarproteinek, enzimek,
jelatviteli molekulak, stb.) a sejten beliil a megfeleld helyen, megfelelé idében és modon
tudjak betdlteni funkciojukat. Nem kevésbé fontos azonban, hogy ugyanezen fehérjék
feladatuk  végeztével inaktivalodjanak, vagy szabalyozott korilmények  kozott
degradalodjanak. A fehérjék pillanatnyi mennyiségét a folytonosan zajlo szintézis €és a
degradédcio iiteme, egymashoz viszonyitott ardnya hatdrozza meg. A sejten beliil
megkiilonboztetjiik az endoszémalis-lizoszomalis proteolitikus rendszert, valamint a nem-
lizoszomalis proteolitikus rendszereket. Az utdbbiak alatt elsésorban az ubiquitin-
proteaszoma rendszert, valamint a kalcium-fiiggd citoszolikus proteazokat (kalpainokat)
értjiik (Pillay és mtsai.,, 2002; Suzuki és mtsai., 2004; Wolf, 2004). Az endoszémalis-
lizoszomalis rendszer bontja le a sejt kornyezetébdl endocitdzissal felvett anyagokat, koztiik
fehérjéket is, ugyanakkor makro- vagy mikroautofagiaval, vagy chaperon-medialt
autofagidval szamos intracellularis protein finoman szabalyozott lebontasa is lizoszémalis
uton torténik (Cuervo, 2004).

Az UPR miikodésének lényege, hogy a lebontand6 fehérjéhez ATP-fiiggd modon egy
ubiquitin nevli kis molekulatomegli fehérjébdl felépiild, ugynevezett poliubiquitin-lanc
kapcsolodik. Ezt a proteaszoma nevii multikatalitikus protedzkomplex regulacios alegysége
felismeri, majd a katalitikus alegysége a lebontand6 fehérjét rovid oligopeptidekre hasogatja.
A szubsztrat ubiquitinilacidja, az ubiquitinilalt fehérjék felismerése és végiil degradacioja
rendkiviil bonyolult médon szabalyozott (Glickman és Ciechanover, 2002).

Az UPR célfehehérjéi rendkiviil heterogén csoportot alkotnak; az UPR mintegy
nvirtudlis polipként” millio karjaval gyakorlatilag az egész intracellularis protein-
homeosztazist képes finoman regulalni. Altaldban UPR-medialta uton bomlanak le a ho- vagy
oxidativ stressz hatasara rosszul felgombolyodott, és a molekularis chaperonok altal mar
menthetetlennek itélt fehérjék, valamint a defektiv riboszémalis produktum selejtes fehérjéi
éppugy, mint szamtalan szabalyozd fehérje (sejtciklus-szabalyozd, jelatviteli molekula,

transzkripcids faktor, tumor-szupresszor, protoonkogén stb.)(Glickman és Ciechanover,
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2002). Az UPR részt vesz az egyedfejlodés soran sziikségtelenné valo fehérjék lebontasaban,
molekularis szintli atszervezésében {remodeling} is (Glickman és Ciechanover, 2002;
Wojcik, 2002). Az UPR szamos komponense azonban nem-proteolitikus folyamatokban is
szerepet jatszhat, példaul a proteaszéma szabalyoz6 alegység egyes fehérjéi transzkripciod
regulatorok (Gonzalez ¢és mtsai.,, 2002; Muratani ¢és Tansey, 2003). Az ugynevezett
monoubiquitinilacid, mint poszttranszlaciés modositds pedig fehérjéket aktivalhat, illetve
inaktivalhat (Conaway ¢és mtsai., 2002). Az ugynevezett ubiquitin-szerti fehérjéknek pedig
egész csaladjai ismertek ma mar, amelyek altalaban heterogén funkcidji szabalyoz6 fehérjék
(Kroetz, 2005).

A UPR ¢és az endoszomadlis-lizoszomalis rendszer kozott tobb struktaralis- illetve
funkcionalis kapcsolat is ismert. A monoubiquitinilacid szdmos sejtfelszini molekula esetében
endoszomalis-lizoszomalis lebontasi szignal (Wolf, 2004), a proteaszoma katalitikus
alegységének fehérjéi pedig chaperon-medialta autofagiaval bomlanak le (Cuervo, 2004).
Ugyanakkor, az endoszomalis-lizoszomalis rendszer ¢és az UPR szervezddése kozott elvi
parhuzam is vonhat6. A fehérjedegradécio egyik alapvetd elve a kompartmentalizacio, azaz a
lebontand6 fehérjéknek, és az azokat bontd enzimeknek a citoplazmatikus matrixtdl, illetve
egyéb organellumoktdl valo fizikai elkiilonitése. Ez az endoszoma-lizoszéma rendszer esetén
specidlisan magas cukortartalmi fehérjéket tartalmazd6 membrannal torténik (késoi
endoszomak, lizoszomak). Az UPR esetén a proteolizis a proteaszoma csdalakt katalitikus
alegységének belsd liregében, a citoplazmatikus matrixtdl teljesen izolaltan valésul meg mar a
prokaridtakban is (auto-kompartmentalizacid) (Groll és Clausen, 2003).

Az ubiquitinnek a fehérjedegradacioban jatszott szerepét retikulocitadkbdl szdrmazo
sejtmentes rendszeren irtdk le Avram Hershko és munkatirsai 1978-ban, miutdn kordbban
Goldberg ¢és Etlinger kimutatta, hogy a retikulocita-lizitumban az ATP serkenti a
fehérjebontast (Ciechanover és mitsai., 1978; Etlinger és Goldberg, 1977). Az ,,ubiquitin-
medialta protein degradacidé mechanizmusanak felderitéséért” a magyarorszagi sziiletésu
Avram Hershko, és munkatarsai, Aaron Ciechanover és Irwin Rose 2004-ben megosztott
kémiai Nobel-dijat kaptak. A proteaszoma bonyolult struktirdjanak és mitkodésének részletes
felfedezése az ubiquitinilacid leirasahoz képest joval késobb, az 1990-es években kezddodott,
bar mar évekkel kordbban tobb kutatdocsoport leirta a ,.citoplazmatikus multikatalitikus
proteazt”, amelyet sokdig MCP-nek (multycatalytic protease), vagy ,,ingenzin’-nek neveztek.

(Dahlmann és mtsai., 1985; Ishiura és mtsai., 1985).
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2.3.2. Az ubiquitin és az ubiquitin-szerii fehérjék

Az ubiquitin 76 aminosavbdl allo, 8565
Da molekulatomegii kis fehérje, amely minden
sejttipusban  nagy mennyiségben eléfordul
(ubique latinul a.m.: mindeniitt) (5. &bra).
Konzervativ fehérje: az emberi ubiquitin
aminosav-szekvencidja az ¢éleszt6jétdl harom
helyen tér el, a C. elegans-étol pedig minddssze

egy helyen. Az ubiquitin tomor, gombolyag

alaku térszerkezete egy kisebb és egy nagyobb

5. abra Az ubiquitin NMR-vizsgélatok

a-helixet, és 4 B-red6t tartalmaz. Az ubiquitin

alapjan valoszinliisitett szerkezeti
rekonstrukcija térszerkezetének harom eltérd sajatossag
(Forras: www.biochem.ucl.ac.uk/pictures/ubq) oldala van: egy savas, egy bdazikus, és egy

hidrofob. A globuléris molekuldn beliili kiterjedt H-hid rendszer jol magyardzza az ubiquitin
jelentds hostabilitdsat és széles pH-toleranciajat. Az ubiquitin-protein konjugacioban az
ubiquitin-molekula globularis magjabol kilégd C-termindlis glicin vesz rész ugy, hogy a
modositando fehérje egy lizin oldallancanak e-helyzetli aminocsoportjaval izopeptid kotést

1étesit (Glickman és Ciechanover, 2002; Léw, 1999; Vijay-Kumar és mtsai., 1987).

2.3.3. Az ubiquitinilacio és reguldcioja

Az ubiquitin konjugacio tobblépcsds folyamat (Glickman és Ciechanover, 2002; Low,
1999; Low, 2000) (6. abra).

1./ A kezdeti 1épésben ATP felhasznalasaval tioészter kotés alakul ki az ubiquitin C-
terminalis glicinjének karboxilcsoportja és az ugynevezett ubiquitin-aktivalé enzim (E1)
lanckdzi ciszteinjének szulfhidrilcsoportja kozott. A reakcid soran eldszor ubiquitin adenilat
koztestermék alakul ki inorganikus pirofoszfat felszabaduldsdval, majd az ubiquitin az El
cisztein oldallancahoz kotddik, és AMP szabadul fel.

2./ Az aktivalodott ubiquitin ezutdn az ugynevezett ubiquitin-konjugalé enzim (E2,
ubiquitin hordozé fehérje / ubiquitin carrier protein) specifikus ciszteinjére keriil at.

3./ A kovetkezd 1épésben két lehetdség van: eléfordul, hogy az ubiquitin az E2 enzimrdl

levélva Gjabb transztiolacid soran atkeril egy ubiquitin ligdz (E3) enzim aktiv
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6. abra Az ubiquitinildcié leegyszeriisitett sémdja és a 26S proteaszéma alapveté szerkezete.

A magyarazatot 1asd a szovegben. Forras: (Burger és Seth, 2004)

cisztein oldallancara, és ez az E3-ubiquitin a donor a célfehérjével torténd amidkdotés
kialakitadsaban. A masik lehetdség, hogy az ubiquitin az E2 enzimrdl keriil a célfehérjére, de
ehhez sziikség van arra, hogy az E2-héz kotott ubiquitin adapter fehérjén keresztiil egy
ubiquitin ligdzhoz is atmenetileg hozzakapcsolodjon.

Az E1 enzim kb. 1000 aminosavbol all és 115-125 kDa molekulatomegii. Fajonként
csak egy tipusa ismert (VanDemark és Hill, 2005). Az E2 enzimekbdl tobbféle 1étezik egy
fajon beliil is, jellemzé motivumuk az ugynevezett UBC domén. Az E2 enzimeknek 4
csaladjat ismerjiik: az egyik csak az UBC domént, a méasodik ezen kiviil egy savas karakterti
C-terminalis hosszabbitast, a harmadik egy N-terminalis kiegészitést tartalmaz, mig a
negyedikben mind a kettd megtalalhaté (6sszefoglalva lasd: (Léw, 1999)). Az E3 enzimeknek
rendkiviil sok fajtdja ismert, egy sejten beliil akar tobbszaz E3 miikddik. Javarészt ezek a
fehérjék felelosek az ubiquitin-célfehérje kapcsolodas, végsésoron az UPR-medialta
fehérjedegradécio specifikussagaért. Két alapvetd tipusuk a HECT-doménnel rendelkezé E3
enzimek, ahol az ubiquitin és az E3 kozott tioészter kotés alakul ki, illetve a Ring-finger-
tipusu E3, amely csak adapter fehérjéken keresztiil kapcsolodik az E2-h6z kovalansen k&tddo
ubiquitinhez (Ardley és Robinson, 2005). Az utébbi években ujabb és tjabb E3 fehérjéket
irnak le, és szamos mar ismert fehérje E3 aktivitasara deriil fény. Az E1-E2-E3 enzimek,
valosziniileg az ubiquitinilacié hatékonysaganak fokozasa érdekében, tranziens multiprotein
komplexeket képezhetnek az ubiquitinilaci6 soran (Ardley és Robinson, 2005).

Az ubiquitinilacionak két alapvetd tipusa a mono- és a poliubiquitinilacio. Utdbbi

esetben egy, a célfehérjére mar kovalensen kapcsolodd ubiquitin molekula 6-os, 11-es, 48-as,
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vagy 63-as pozicioban 1évd lizinjének e-aminocsoportjahoz egy ijabb ubiquitin kapcsolddhat
izopeptid kotéssel a C-terminalis glicinjén keresztiil. Ez az ubiquitin is ubiquitinilalodhat, és
igy minimum 5, de jellemzdéen 10-47 tagh poliubiquitin lanc alakul ki. A 48-as pozicioju lizin
oldallancokon kiépiild poliubiquitinilacié jellemzdéen proteolitikus degradacios szignal
poliubiquitinilacid, valamint a monoubiquitinilacié azonban altalaban a célfehérje funkciojat
megvaltoztatd poszttranszlacidos modositas, amely szamos funkcidt tolthet be.

1./ A magasabbrendii eukariotdk sejtmagjaban a nukleoszémalis hisztonok (H2A,
H2B) nagy része monoubiquitiniladlt formaban fordul el6 (uH2A, uH2B) (itt koétédik az
intracelluldris ubiquitin 10%-a); ez szerepet jatszik a kromatin szerkezetének a
stabilizalasdban. Az ubiquitinilacié ezen tul nem proteolitikus mddon is szabalyozhatja a
transzkripcidt (Conaway és mtsai., 2002; Gonzalez és mtsai., 2002; Kaiser és mtsai., 2000;
Muratani és Tansey, 2003).

2./ Az ubiquitin riboszomalis fehérjékhez vald kotddése eldsegiti a riboszémak
Osszeszerel6dését, valoszinileg a szubsztratfehérjék atmeneti stabilizalasa altal (Finley és
mtsai., 1989).

3./ Az ubiquitin kotédik egyes sejtfelszini receptorokhoz (pl. limfocita homing
receptor), €s kisérletek arra utalnak, hogy részt vesz a sejt-sejt kolcsonhatasok, a sejtadhézid
szabalyozasaban (Rechsteiner, 1987).

4./ A sejtmembran fehérjéinek monoubiquitinilacidja ugyanakkor egyes esetekben
szigndl lehet az igy megjelolt fehérje endoszomalis-lizoszémalis utvonalon torténd

5./ Drosophila-ban az ubiquitin kotédhet az aktinhoz ¢és kiillonb6z6é integrans
membranfehérjékhez. A repiil6izomzat vékony filamentumaiban az ubiquitinilaci6 periodikus,
minden hetedik aktin molekuldhoz kapcsolddik egy ubiquitin. Ez az ubiquitin strukturalis
¢és/vagy az izommiikodést befolydsolod szerepére utalhat (Low, 1999).

Az  ubiquitin-konjugacié  reverzibilis:  deubiquitinildld  enzimek (DUB-ok)
eltavolithatjdk a monoubiquitint, vagy lebonthatjak a mar felépiilt poliubiquitin lacokat a
célfehérjékrdl. A deubiquitinilacid6 mind az UPR-mediélta proteolizis, mind metabolikusan
stabil ubiquitin-konjugatumok esetén fontos szabalyozo6 tényez6. A DUB-oknak két csaladjat
ismerjiik: az ubiquitin C-terminalis hidrolazokat (UCH-k), és az UBP fehérjéket (ubiquitin
specific processing enzymes) (Amerik és Hochstrasser, 2004).

crer

tartalmazzon olyan N-termindlis aminosavavat, amelyet az E3 enzimek felismernek, illetve
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rendelkezzen konnyen hozzaférhetd lizin oldallanccal. Egy citoszolikus fehérje életidejét
nagymértékben az N-termindlis aminosava hatarozza meg (,,N-end rule”). Ismeriink
stabilizadl6 aminosavakat, melyek esetén az adott fehérje féléletideje akar 20 ora is lehet
(metionin, szerin), mig N-termindlis aszparaginsav vagy arginin esetén csak 2 perc
(utobbiakat hivjuk destabilizalé aminosavaknak). A stabilizal6 és destabilizal6 aminosavak az
¢leszt6tol az emberig hasonloak, utalvan a mechanizmus 06si és evoluciosan konzervalt voltara
(Varshavsky, 1992). Mindezen tal leirtak, hogy a “PEST”-szekvenciat tartalmazo fehérjék
rovid féléletidejlick, mert ez az aminosav motivum UPR-medialta gyors degradaciora
hajlamosit (Dice, 1987). A sériilt térszerkezetli, vagy eleve rosszul tekeredett fehérjéket a
molekuléris chaperonok, ha nem tudjak a hibédkat kijavitani, E3 enzimek felé, tehat az UPR-

mediélta lebontas felé irdnyitjak (Luders és mtsai., 2000).

2.3.4. A proteaszoma

Az eml6s proteaszoma (26S PS) egy 2 MDa molekulatomegli, atlagosan mintegy 70
fehérjébol felépiild, multikatalitikus proteazaktivitdssal rendelkezd szupramolekularis
komplex ( 8. abra), (Glickman és Ciechanover, 2002; Low, 2000). Az emldssejt dsszfehérje-
tartalmanak mintegy 1%-at proteaszémalis proteinek teszik ki (Léw, 2000). Alapvetden két
tipusu alegységbdl all, a szedimentacidja alapjan elnevezett 20S katalitikus alegységbdl, és
altalaban két 19S regulator alegységbdl. (Elektronmikroszkopos felvételeken lathatok
regulator alegység nélkiili 20S proteaszomak, valamint csak egyik, vagy mindkét végiikon
19S ,,sapkat” viseld proteaszomak is.) Proteaszomak az élesztétél az emberig minden
eukariotaban el6fordulnak, és a proteaszoma-gének sériilése altalaban letalis (Glickman és
Ciechanover, 2002). Ugyanakkor, felépitésében egyszeriibb, de szerkezetében hasonld
fehérjebontd komplexek megtalalhatok az Arche- és Eubaktériumokban is (Akopian és mtsai.,

1997; Bogyo és mtsai., 1997).

45



2.3.4.1. A 20S proteaszoma

Az eml6s 208 proteaszoma egy Osszesen 28 alegységbdl felépiild, 15 nm magas és 12

nm széles henger alaku iireges testecske, melynek kozepén egy csatorna huzéodik végig (7.

abra) (Baumeister és mtsai., 1998; Glickman és Ciechanover, 2002; Léw, 2000). A csatorna

also-felsé nyilasa 1.3 nm, a 20S proteaszoma belsejében négy sziikiilet harom tagulatot

valaszt el. Megkiilonboztetiink két, egyenként kb. 59 nm® térfogatt elékamrat, és egy kb. 84

nm’ térfogati kozponti kamrat. A 20S proteaszéma falat o— és B-tipusu alegységek alkotjak.

Az alegységek négy, egyenként héttagi gyuriibe rendezddnek tigy, hogy a két kiilsé gytirtit

198 REGULATORY
A COMPLEX
LID BASE

]

20S PROTEASOME
: B B

6 ATPases Peptidases

Binding of polyUb
and its removal

Unfolding
Translocation

Proteolysis

——— N-termini of
T a-subunits

opened channel

7. abra A 26S proteaszéma térbeli

rekonstrukcioja (A), és a 20S proteaszéma
katalitikus helyeinek lokalizaciéja (B).

A magyarazatot lasd a szovegben. Forras: (Baumeister és

mtsai., 1998)

csak o-alegységek (o;7), a két egymads
melletti belsé gyurlt csak [B-alegységek
(B1-7) alkotjdk. A kozponti iireget a két
egymas melletti B-gylr, mig a két
elékamrat egy a— és egy P—gylirli kozosen

alkotja. Az a- és a B—gytirtik kozti hataron

kis ablakocskdk vannak, amelyeken
feltételezhetéen a kozponti kamraban
lebontott fehérjékbol szarmazo

oligopeptidek tavozhatnak (6sszefoglalva
lasd:  (Low, 2000)). Az a-tipust
alegységeknek egy erdsen konzervalt N-
terminalis kiterjesztése van, melynek egy
része o-hélixet alkot a kozponti B-réteg
tetején. A konzervalt  N-terminalis
szubsztratoknak a 20S

felé

kiterjesztés a

proteaszOma  belseje torténd
tovabbitasaban, vagy a 20S és a 19S
alegységek kozotti kapesolat kialakitasaban
jatszhat szerepet. A 20S PS-nak az a-

alegységek N-terminalis kiterjesztései altal

elzart nyilasat (nyilasait) a 19S RC ATPazok és az a-alegységek ATP-dependens interakcidja

nyitja meg az érkezd legombolyodott fehérjék szdmara (Baumeister és mtsai., 1998). A
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fehérjék lebontdsa a kozponti kamraban torténik, a sziik elokamrak, és a kozbiilsé sziikiiletek
feladata valoészintleg a fehérjék visszacsavarodasanak megakadalyozasa. A kozponti
kamraban egyszerre egy fehérje lebontasa torténik, és amig ez teljesen be nem fejezddik, uj
fehérje bontasa nem kezdddik meg (Baumeister és mtsai., 1998). A katalitikus centrumok a
kozponti {ireg falat alkotd egyes B-alegységek N-terminalis treonin-oldalldncai. Osszesen hat
(3x2) katalitikus helyet kiilonitiink el (7B abra). A két B; alegység a kimotripszin-szer,
hidrofob aminosavak mellett hasito aktivitasért, a két B,-alegység a tripszin-szerii, bazikus
oldallancok mellett hasitd aktivitasért, a két Bs alegység pedig a savas oldallancok mellett
hasité peptidil-glutamil-peptid (kaszpaz-szerii) aktivitasért felelds. A katalitikus B-alegységek
aktiv centruma egy proszekvencia autokatalitikus hasitasaval valik szabadda. A katalitikus [3-
alegységek  N-terminalis  treonin-oldallancai  katalitikus  (aktiv) nukleofilok ¢és
protonakceptorok is egyben, igy a régen szerin-protedzok kozé sorolt 20S PS-t biokémiai
szempontbol ma az ,,N-termindlis nukleofil hidroldzok™ prototipusaként tartjadk szdmon. Az
emlds 20S proteaszoma esetén elkiilonithetd még egy eldgazd oldallancok mellett, és egy kis
semleges aminosavak mellett hasitd enzimaktivitas is (0sszefoglalva lasd: (Léw, 2000)). A
20S PS miikodésének végtermékei atlagosan 7-9 aminosavnyi oligopeptidek, amelyek az a-
¢s a P—gylrik kozti hatdron elhelyezkedd, mar koradbban emlitett kis ablakocskakon
tavozhatnak. A végtermékek hosszat kordbban a katalitikus helyek egymastol vald
tavolsagadval magyardztdk, de mivel a végtermék oligopeptidek hossza erdsen valtozod
(4tlagosan cask 7-9 aminosavnyi!) ez a pusztan sztérikus okokra hivatkozé magyarazat
feltételezhetdleg nem elégséges (Baumeister és mtsai., 1998). A 20S PS-bdl kijutott
oligopeptideket a citoplazmatikus matrixban elhelyezkedd exopeptiddzok bontjak tovabb

aminosavakig (Léw, 2000).

2.3.4.2. AI9SRC

Az eukariota 20S PS-hoz kapcsolddo 19S regulator alegység egy 700 kDa-os, kb. 20-
féle fehérjébdl felépiild bonyolult komplex (700 kDa-os proteaszoma-aktivator, PA700, a
Drosophilaban p-részecskének nevezik) (Glickman és mtsai., 1999). Egy 20S alegységhez
egy vagy két 19S RC kapcsolodik, de a 20S szabadon is eldfordul. A 19S RC prokaridtdkban
nem talalhaté meg, bar Goldberg és munkatarsai leirtak egy Archebakteridlis proteaszoma
regulatort is, amely azonban jelentdsen kiilonbozik az eukariota 19S-t61 (Benaroudj és

Goldberg, 2000).
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A 19S RC két 6 részbdl all: egy alapkomplexbdl (base) és egy fedokomplexbdl (lid).
Az alapkomplex hat, ATPaz aktivitasu fehérjét (Rptl1-6), és két nem ATPaz aktivitast fehérjét
(Rpnl-2) tartalmaz. A feddkomplex 13 nem ATP4z aktivitast fehérjébdl épiil fel (Rpn3-13)
(Glickman és mtsai., 1998; Glickman és mtsai., 1999).

A regulacios ATPazokat sok esetben eredetileg nem a proteaszoma részeként irtak le,
ezért tobbféle elnevezéssel is illetik Oket. Elesztémodellen leginkabb a mar emlitett
»~Regulation protein ATPase” {Rpt}, illetve a ,Regulation protein non-ATPase” {Rpn}
elnevezések haszndlatosak (Glickman ¢és mtsai., 1998). Magasabbrendii eukaridtdkban
azonban ma mar elsdsorban a leirdja utan elnevezett Dubiel-féle nomenklatarat hasznaljak,
amely a szedimentacio alapjan sorolja be a 19S komplex fehérjéit, igy a hat regulacios

ATPazt S4, S6a, S6b, S7, S8 és S10b néven nevezi (Dubiel és mtsai., 1995; Gorbea és mtsai.,

Az “aktiv" 26S proteaszéma molekuldris szervezédése
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8. dbra A 26S proteaszéma részletes alegységszerkezete, és az egyes alegységek funkcioi.

A részletes magyarazatot lasd a szovegben. Forras: www.rinshoken.or.jp/MO/fw/pa700.gif (Prof. Dr. Keiji Tanaka abraja,

modositotta: Dr. Low Péter).
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1999); a tovabbiakban mi is ezeket az elnevezéseket hasznaljuk.

A 19S RC ATPazok az ugynevezett AAA-ATPéaz csalddba sorolhatok (ATPases
associated with various cellular activity). Ezen fehérjék struktaralisan k6zos sajatossaga, hogy
egy rendkiviil konzervativ ATPaz doménnel rendelkeznek, valamint tartalmaznak egy
elérejelezhetd, kb. 200 aminosavbol allo, kétszeresen feltekeredett, a csalddon beliil nagy
homologiat mutaté szekvenciaszakaszt az N-terminalis kozelében. Az AAA-ATPazok
funkcionalisan azonban rendkiviil heterogének; eddigi ismereteink szerint: proteaszomalis
mitokondriumokba térténd iranyitdsaban, és a transzkripcid szabalyozasaban. Kozos
sajatossaguk még, hogy rendszerint gylrti alaku oligomereket képeznek, és gyakran
katalizaljak protein-komplexek szétesését. Utobbi alapjan ,reverz chaperonoknak”, vagy
,unfoldase”-oknak is nevezik dket (Ogura és Wilkinson, 2001).

A 19S RC alapvetd feladatai: a szubsztrat-ubiquitin konjugatum felismerése,
megkotése, az ubiquitin levalasztasa — deubiquitinilalé enzimek megkotése (a megkotott
szubsztratr6l ~ felszabaditott  ubiquitin-molekuldk  jabb  lebontandé  fehérjékhez
kapcsolodhatnak), a szubsztrat legombolyitdsa, a 20S PS also-felsé nyilasdnak megnyitasa,
illetve zarasa, ¢és a legombolyitott szubsztrat transzlokacidja a 20S PS katalitikus kamréjaba
(Liu és mtsai.,, 2002). Mindezekért els6sorban az alapkomplex ATPazai felelosek, az
evolucidsan fiatalabb nem ATPaz molekulak feladata valdsziniileg az alapkomplex
szerkezetének stabilizadlasa. Néhanyuk (S1-2) koti a deubiquitinilalé enzimeket és a
poliubiquitin lancot, illetve maga is rendelkezik deubiquitinilalo aktivitassal (S13-14) (Ferrell
¢s mtsai., 2000; Gorbea és mtsai., 1999; Liu és mtsai., 2002). A legtjabb eredmények szerint,
a 19S RC- poliubiquitinilalt fehérje kapcsolat 1étrejottéhez, a 20S PS kapunyitasdhoz, €és a
szubsztrat transzlokacigjahoz elegendd a 19S RC ATPazok ATP kotése, mig az ATP
hidrolizise csak a szubsztrat kihajtogatasahoz sziikséges (Liu és mtsai., 2002). gy, béar az
amidkotések hidrolizise exoterm folyamat, az UPR-medidlta fehérjedegradacié mégis
energiaigényes, egyrészt a kapcsolodo ubiquitin aktivacidja (E1+ubiquitin), masrészt az imént

emlitett szubsztrat-unfolding energiaigénye miatt.

2.3.5. Az UPR szubcellularis lokalizacidja

Az UPR kiilonb6z6 komponenseinek intracellularis lokalizaciojat elsésorban

sejttenyészeteken ¢és élesztdmodellen vizsgaltdk részletesen. A proteaszoma a sejtben
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mindeniitt el6fordul, mind a citoplazméban, mind a magban, szubcellularis eloszlasa viszont
nem egyenletes (Gordon, 2002; Rivett, 1998; Wojcik é¢s DeMartino, 2003).

Az UPR komponensei mitotikus sejtekben gyakran mutatnak prominens magi
lokalizaciot, amely profazisban perikromoszomalis, anafazisban pedig elsdsorban a
magors6fonalakkal asszocialodik (Amsterdam és mtsai., 1993), utalvan arra, hogy az UPR
intenziven részt vesz a sejtciklus kivitelezésében, szabalyozasaban (Brooks és mtsai., 2000).
A proteaszéma egyes a-alegységei magi lokalizacios szignalt tartalmaznak, és megfigyelték,
hogy a proteaszoma képes gyors mozgasra a magi ¢és citoplazmatikus kompartment kozott
(Reits és mtsai., 1997). Ujabban sejttenyészeteken leirtak olyan magi testeket, igynevezett
klasztoszomadkat, amelyek immunpozitivak az UPR szamos komponensére (E1, 20S, 198,
ubiquitin), tovabba ho-sokk fehérjékre (Hsp70), és egyes transzkripciot szabalyozo
proteinekre (c-fos, c-jun). Hasonld magi testeket talaltak in vivo patkany agy hipothalamikus
neuroszekrécids sejtjeiben is, és megfigyelték, hogy hipertonias NaCl injekcié hatdsara
szamuk fokozddik, mig proteaszoma-gatlas hatasara eltiinnek (Lafarga és mtsai., 2002).

A citoplazmaban a proteaszéma asszocialodhat intermedier filamentumokkal, illetve
nagy mennyiségben talalhaté meg az ER-membranja mentén sejttenyészetekben (Enenkel és
mtsai., 1998; Gordon, 2002). Elesztében GFP-fiizionalt 20S és 19S alegységek szintén a
perinukleéris endoplazmatikus retikulum mentén lokalizaltak nagy mennyiségben. Ennek oka
feltételezhetden a riboszémakon képzddo hibas fehérjék lebontasa, az UPR intenziv szerepe a
fehérje mindségi kontrollban {protein quality control}(Enenkel és mtsai., 1998).

Szintén élesztOkon és egyéb sejtvonalakon figyelték meg, hogy a proteaszéma gyakori
¢s DeMartino, 2003). A MTOR-t ezért gyakran nevezik citoplazmatikus proteolitikus
centrumnak is. Ennek feltételezhetd oka az, hogy itt bomlanak le a mikrotubulusok altal
szallitott defektiv fehérjék. Elméleti, és nem eldontott kérdés, hogy azért szallitjdk oda a
mikrotubulusok a hibas fehérjéket, mert ott lokalizdlodnak nagyobb szdmban proteaszomak,
vagy azért gylilnek a MTOR koré a proteaszomak, mert oda szallitodnak a defektiv fehérjék a
mikrotubularis retrograd transzport segitésével; tobben az utdbbi verzidt tartjak valdsziniinek
(Bence ¢és mtsai., 2001). Proteaszoma-inhibitorok (pl. laktacisztin) adagolasa esetén a MTOR-
proteolitikus centrumban atmeneti fehérjeaggregatumok alakulnak ki (aggreszomak),
ugyanakkor mikrotubulus depolimerizaciét segité mérgek (pl. kolhicin) hatdsa csokkenti az
aggreszomak képzodését (McNaught és mtsai., 2002). Az aggreszomak nagyszamu képzdodése

fokozza a makroautofagiat, és egyes vélemények szerint az aggreszomak az egyes
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neurodegenerativ betegségekben megfigyelhetd Lewy-testek eldalakjai lehetnek (McNaught
¢s mtsai., 2002).

Patkany hepatocitakban kvantitativ immunogold elektronmikroszkdpos vizsgélatok
szerint a 20S PS-t reprezentalé aranyszemcsék 16%-a magban lokalizalt, 14%-a az ER-
membranjaval asszocialodott, és 70%-a diffizan helyezkedett el a citoplazmatikus matrixban
(Rivett és mtsai., 1992). Emberi méjszoveten a hepatocitak 60-70%-ban elsésorban magi, mig
a fennmaradd részben elsdsorban citoplazmatikus immunlokalizaciét mutattak (Tanaka és
mtsai., 1989). Patkdny agyban korai vizsgéalatok diffiz magi és citolpazmatikus 20S PS festést
talaltak mind a neuronokban, mind a gliasejtekben (Kamakura és mtsai., 1988; Mengual ¢s
mtsai., 1996).

Emberi agyban jol ismert szdmos neurodegenerativ betegségben megtaldlhatod
fehérjezarvany ubiquitin-immunreaktivitasa, amely diagnosztikus marker is egyben (Alves-
Rodrigues és mtsai., 1998). Néhany tanulméany szerint egyes pathologids fehérjezarvanyok
20S PS-ra is immunpozitivak Alzheimer-kérban, illetve diffuz Lewy-test betegségben
(neurofibrillaris gocok {NFTs}, Lewy-testek, kortikalis Lewy-testek) (Ii és mtsai., 1997;
Kwak ¢és mtsai., 1991). Ezekben a betegségekben az S6a 19S RC ATPaz-ra szintén
immunpozitivnak bizonyultak a NFT-k és a Lewy-testek (Fergusson és mtsai., 1996). A
spinocerebellaris ataxidban (SCA-3) megfigyelhetd intranuklearis aggregatumok pozitivak
20S PS-ra, és szamos 19S RC komponensre (Schmidt és mtsai., 2002). E helyen emlitjiik
meg, hogy a NFT-k Alzheimer-kérban, a Lewy-testek Parkinson-betegségben, illetve a
kortikalis Lewy-testek diffuz Lewy-test betegségben szintén immunpozitivnak bizonyultak a

Hsp70 molekularis chaperonra (Hamos és mtsai., 1991; McNaught és mtsai., 2002).

2.3.6. Az UPR szerepe a neurodegenerdacioban

A UPR neurodegeneracids betegségekben betdltott szerepe igen sokrétli lehet. Szamos
neurodegenerativ betegségben egyre tobb mutacidét ismeriink, amelyek az UPR egyes
komponenseit érintik, és ezek eredményeképpen csokken a proteaszémalis protein-degradacid
hatasfoka (pl. mutans ubiquitin {UBB*'} az Alzheimer-korban, mutans parkin {E3 aktivitasa
enzim}, vagy mutans PGP9.5/UCH-L1 {deubiquitiniladl6 enzim} a Parkinson-betegség egyes
termindlis 75. aminosavban egy dinukleotid deléci6é kovetkeztében a lanczard 76. aminosav
(glicin) egy 20 aminosavbdl 4llo, lanchosszabbitd nonszensz szekvenciaval helyettesitodik.

Az UBB"'-bé] felépiilé poliubiquitin lancot a deubiquitinilalé enzimek nehezen bontjék, igy
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az egész proteolizis megakad; az UBB™ a 26S PS kompetitiv inhibitoranak tekinthetd. Az
UBB™' in vitro fokozza a Hsp expressziét és az apoptozist. Az UBB™ nem csak az
Alzheimer-korban van jelen, bar ebben az esetben igen nagy mennyiségben fordul eld.
Mennyisége az oregedéssel fokozatosan ndvekszik nem-neurodegenerativ agyszovetben is,
so6t, eloforduldsa nem korlatozodik az agyra, a maj Mallory-testjeiben is kimutattdk (Ross és
Poirier, 2004; Song ¢és Jung, 2004).

Kimeérték, hogy a PS aktivitasa a Parkinson és Alzheimer betegségek érintett teriiletein
erdsen lecsokken (Keller és mtsai., 2000a; McNaught és mtsai., 2003). Ennek tobb, egymastol
sem fiiggetlen oka lehetséges. Egyrészt a mutaciok kovetkeztében kialakuld elégtelen
ubiquitinilacié (lasd fent). Masrészt a mutans, és/vagy az oxidativ stressz kovetkeztében
megnodvekedett hidrofob felszinnel rendelkezd, aggregdlodd sériilt fehérjék fizikailag
gatolhatjadk a PS miikodését (pl. hiperfoszforildlt tau, vagy B-amyloid Alzheimer-kérban,
PrP*° kiilonbozé eredetii és tipust prionbetegségekben, stb. (Bence és mtsai., 2001; Song és
Jung, 2004), lasd még: 2. tablazat. A P-amyloid in vitro komplexet képez a 20S
proteaszémaval, és gatolja annak kimotripszin-szerti aktivitdsat (Christie és mtsai., 1999).
Primer kortikalis neurontenyészetben az APay43-kezelés hatdsara az ubiquitin-konjugatumok
mennyisége ¢és az E1 enzim expresszidja nd, mig a 26S PS aktivitdsa csokken (Gregori és
mtsai.,, 1995). Az oxidativ stressz ugyanakkor a proteaszoma alegységeit is karosithatja.
Mindezek alapjan a konformacios neurodegenerativ betegségeket ijabban szokéas R.J. Mayer
terminoldgidja utdn ,,ubiquitin-lebontasi betegségeknek™ {ubiquitin catabolic disorders} is
nevezni (Layfield és mtsai., 2001).

Mindezeken til, a neurodegenerativ betegségekben megfigyelheté aktiv
sejtpusztuldsban szintén fontos szerepe lehet az UPR-nek. Mint mar korabban emlitettiik,
szamos pro- ¢s antiapoptotikus faktor az UPR kozremiikddése révén degradalodik (pl. pS3, I-
NFkB, a kaszpaz-inhibitor IAP-csalad tagjai). gy logikus, hogy a PS gatlasa in vitro pro-
vagy €éppen antiapoptotikus hatast, fliggden a vizsgalt sejt tipusatol, a sejtciklus pillanatnyi
allapotatdl, a PS inhibici6 iddébeli kinetikajatol és mértékétdl, valamint az inhibitor
mindségétél (Ding ¢és Keller, 2001; Wojcik, 2002). Az in vitro eredmények humén

crcr

Keller, 2001).
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3. CELKITUZESEK

Ahogy azt mar a bevezetésben is emlitettiik, bar mind a molekuldris chaperonok, mind
az ubiquitin-proteaszoma rendszer ma a molekularis bioldgiai kutatdsok érdekldédésének
kézéppontjaban allnak, sem a molekularis chaperonok sem az UPR egyes komponenseinek in
vivo sejtszintli €s regionalis eloszlasarol nem ismeriink atfogd munkat sem human egészséges
kontroll és neurodegenerativ agymintdkon, sem patkdny agyban. PhD munkdm alapvetd

céljaul a kovetkezdket tliztiik ki:

e Az antitestek specificitasanak tesztelését, és olyan epitdpfeltarasi moddszerek
kidolgozésat, amelyek segitségével az UPR szamos komponensét lokalizalhatjuk

patkany agyban, valamint kontroll és neurodegenerativ human agymintakon.

e Az ubiquitin, az UPR komponensei kozé tartozé6 19S5 RC APTazok és a 20S

proteaszoma immunlokalizaciojat egészséges human €s kontroll patkdny agyon.

e A Hsp72 és Hsp73 molekularis chaperonok, az ubiquitin, a 19S RC APTéazok és a
20S proteaszoma immunlokalizacigjat Alzheimer-koéros és CJ beteg human post
mortem agymintakon; a szubcellularis és regiondlis festési mintazatok Osszevetését a

vulnerabilis sejtek €s a betegség altal érintett neuronpopulaciok eloszlasaval.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Human esetek leirasa

A huméan post mortem anyagon végzett vizsgalatainkhoz hét neuropathologiailag
igazolt Creutzfeldt-Jakob beteg, 6t neuropathologiailag igazolt (CERAD-definitiv)
Alzheimer-koros ¢és tiz, nem neurodegenerativ életkori kontroll esetet hasznaltunk. A
szelektalt kontroll esetekben el6z6 vizsgalatok semmilyen neuropatholdgiai elvaltozast nem

mutattak ki. A betegek adatait az 3. tablazat tartalmazza.

Eset Eletkor Nem PMI Kozvetlen Megjegyzés
(év) (6ra) halalok

sCJB1 73 F <24 Tiidégyulladas 129MM
sCJB2 61 F <24 Tiidéembolia 129MM
sCJB3 69 M 23 Arrhytmia 129MM
sCJB4 56 F 6 Tiidégyulladas 129MM
sCJB5 72 F 14 Tiidégyulladas 129MM
sCJB6 61 F 6 Cachexia 129MM
sCJB7 71 F 15 Tiidégyulladas 129MM
AKl1 65 F <6 Tidoégyulladas Braak V.
AK2 70 M 15 Myocardialis inf. Braak VI.
AK3 79 F 6 Tidégyulladas Braak V-VI.
AK4 86 F 12 Tiidégyulladas Braak V-VIL
AKS 62 M <24 Tiidégyulladas Braak V.
KO1 35 M 21 Pitvarfibrillacio -
KO2 69 M 12 Szivelégtelenség -
KO3 76 F 45 Izomgyulladas -
KO4 77 F 11 Légzési elégtelenség -
KO5 71 F 16 Agyodéma -
KO6 65 M 11 Keringési-légzési

clégtelenség -
KO7 69 M 11 Légzési elégtelenés -
KO8 67 M 11 Tiidégyulladas -
KO9 74 M 11 Tiidégyulladas -
KO10 48 F 11 Légzési elégtelenség -

3. Tablazat A vizsgalt human esetek adatai
sCJB: sporadikus Creutzfeldt-Jakob betegség; AK: Alzheimer-kor (Braak ¢s Braak altal megallapitott stadiumban); KO:

kontroll eset ismert neurodegenerativ betegség nélkiil; PMI: post mortem 1d6; 129MM: metionin-metionin homozigoéta a

priongén 129 kodonjan
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4.2. A felhasznalt patkanvok (Dark Agouti)

Vizsgalatainkat 43-47 napos him Dark Agouti patkanyokon végeztiik (Az allatokat a
Charles Rivers Magyarorszag Kft. godolldi laboratoriumaban tenyésztették, 5 hetes korban
kertiltek 4t az Orszdgos Pszchiatriai és Neurologiai Intézet (OPNI) allathazdba. A Dark
Agouti torzs szarmazasa ¢és tenyé€sztési licensze: Harlan, Olac Ltd, Shaw’s Farm, Blackthorn,
Bicester, Oxon, UK.). A 4llatokat folyamatosan ellendrzott koriilmények kozott tartottuk
(21£1 oC homeérsékleten, 12 oras, reggel hat 6rakor kezd6do fény-sotétség ciklus szerint). Egy
ketrecben négy allatot tartottunk. Standard tap és ivoviz folyamatosan az allatok

rendelkezésére allt.

4.3. Western-blotting analizis

4.3.1.  Human agymintdk preparaldsa

A vizsgalatokat négy kontroll (nem neurodegenerativ betegségben elhunytakbodl
szarmazo) ¢és harom Alzheimer-kérban elhunytb6l szarmaz6 tempordlis kérgi mintan
végeztikk. Az agyszovetbdl eldzbleg citoszol-preparatumot készitettiink a kovetkez6 modon.
Kb. 1 gramm nativ agyszovetet homogenizaltunk husz {iitemmel Potter-Elvehjem
homogenizatorral 2 ml jéghideg, 0.3 M-os, protedz-inhibitor tartalmu szukrozoldatban. A
homogenatumot héaromszoros térfogatira higitottuk a homogenizalé oldattal, majd
centrifugéltuk (600 gmax, 10 perc). A feliiliszot ismét centrifugéltuk (5500 gmax, 10 perc), ezzel
megkaptuk a poszt-mitokondrialis feliilisz6t (PMS). A PMS ujabb centrifugalasaval
(140.000gmax, 10 perc) kapott feliiluszot hasznaltuk citoszolként. A citoszol-preparatumot
proteaz-inhibitor tartalmu lizispufferrel kevertiik (pH = 7.4) (Roche Diagnostics GmbH) 1:1
aranyban, fehérjetartalmat Bredford modszerével meghataroztuk, majd a mintakat -80°C-on

taroltuk.
4.3.2. Western-blotting protokoll
1./ Mintael6készités

o A gélre valo felvitel eldtt denaturalés (forralas 5 percig).

2./ Gélelektroforézis
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e Az SDS tartalmu, 7.5, 12, illetve 15%-0s poliacrilamid gélen minden zsebbe 15 pg
Laemmli-pufferben oldott fehérje keriilt, megfeleld molekulasuly-marker mellé (SIGMA).
Az elektroforézis 10, majd 20 mA konstans aramerdsség mellett kb. 100 perc volt.

3./ Blottolas

e Az clektroforézis utan a géleket PVDF-membranra blottoltuk (Hybond-P, Amersham
Biosciences) 100 V konstans fesziiltség mellett 1 6ran at Mini-PROTEAN II-tipust
késziilék (Biorad) segitségével.

4./ Immunreakcio

e Blokkolas (3% tejpor tartalmi PBS {SIGMA} oldatban) 1 6raig.

e Els6 ellenanyag mosopufferben egy ¢éjszaka. (Mosopuffer: 1,5% tejpor €s 0,1% Tween20
tablazatok tartalmazzak.)

e Mosas mosdpufferben 3X10 percig.

e Masodik ellenanyag (HRP-konjugalt anti-nyal IgG, 1:200 {EnVision'™, DAKO,
Glostrup, Déania} a nyul poliklonalis antitesteknél, HRP-konjugélt anti-egér IgG, 1:2000
{SIGMA} az anti-tubulin antitestnél) 60 percig.

e Mosas mosopufferben 3X20 percig.

5./ El6hivas

e A blottpapirt ECL (Amersham-Pharmacia) oldatban aztattuk 1 percig, majd KODAK

rontgenfilmre hivtuk eld.

4.4. Fénymikroszkopos immunhisztokémia

4.4.1. Human agyak immerzios fixalasa és bedagyazasa

A human agyakat 10%-o0s pufferolt (PBS-ben felvett) formalinban fixaltdk 3-4 hétig,
majd a kimetszett blokkokat csapvizes mosas ¢s dehidratdlas utdn paraffinba agyaztak.
Vizsgalatainkhoz hippocampus-temporalis kéreg, neocerebellum és nyultveld blokkokbol 5

pm vastag metszeteket készitettlink szilanizalt targylemezre.

4.4.2. Patkany agyak perfuzios fixalasa és beagyazasa

A patkanyokat 35 mg/kg i.p. nembutéllal elaltattuk, thorakotomizaltuk, majd
transzkardialisan perfundaltuk Zamboni-fixaloval (4% paraformaldehid (w/v%), 15% telitett
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pikrinsav (v/v%, 0.1 M-os PB-ben, pH = 7.4). A perfundalt allatok agyat kiboncoltuk, az
agyakat egy éjszakan at utofixaltuk Zamboni-fixaloban 4°C-on, dehidrataltuk, majd paraffinba
agyaztuk. A blokkokbol 5 um vastag metszeteket készitettiink szilanizalt targylemezre a
caudoputamen, a hippocampus, a dorsal-medial raphe és a cerebellum-nyultveld szintjén,

Paxinos és Watson atlasza alapjan (Paxinos G, 1986).

4.4.3. Epitopfeltarasi modszerek

Mind a humén, mind a patkdny agyakon az immunhisztokémiai festések elétt dontden
héindukata epitopfeltarasi modszereket (HIER) alkalmaztunk. Neurodegenerativ humén
agyakon, a fehérjezarvanyokban talalhato epitopok feltarasahoz tobb, komplex feltarasi
protokollt probaltunk ki €és hasonlitottunk 6ssze. A dolgozatban bemutatott festések eldtti

epitdpfeltardsi protokollokat a 4. tablazat részletezi és foglalja dssze.

Koéd J A feltarasi modszer leirasa

A Mikrohullamu kezelés (600 W) 0.01 M citratpufferben (pH = 6.00) 15 percig.

B Mikrohullamu kezelés (600 W) 0.05 M TBS-ben (pH = 8.00) 7 percig.
Mikrohullamu kezelés (600 W) TE-pufferben (Tris/EDTA: 10 mM / 1 mM, pH = 9.00) 15 percig.
Telitett pikrinsav 15 percig, autoklavozas 121 °C-on 10 percig, 96%-os hangyasav 10 percig, 4 M guanidium

D izotiocianat 4 °C-on 120 percig.

E 96%-0s hangyasav 5 percig, mikrohullamt kezelés 0.01 M citratpufferben (pH = 6.0) 10 percig.

F 96%-0s hangyasav 1 percig, mikrohullami kezelés 0.01 M PBS-ben (pH = 7.4) 10 percig.

G 80%-os hangyasav 1 percig, mikrohullamu kezelés 0.01 M PBS-ben (pH = 7.4) 10 percig.

H 80%-os hangyasav 1 percig, mikrohullamu kezelés 0.01 M citratpufferben (pH = 6.0) 10 percig.

I Proteinaz-K emésztés 5 percig.

J 85%-o0s hangyasav 1 percig, autoklavozas 100 °C-on 10 percig 0.01 M citratpufferben (pH = 6.00).

K Autoklavozas 100 °C-on 10 percig 0.01 M citratpufferben (pH = 6.00).

4. Tablazat A dolgozatban bemutatott fénymikroszképos immunhisztokémiai reakciékhoz

hasznalt epitopfeltarasi moédszerek leirdsa.

Azt, hogy az egyes antitestek esetén melyik epitopfeltarasi modszert (modszereket) alkalmaztuk, az 5-6. tablazatok mutatjak
be.

4.4.4. Az antitestek karakterizalasa és specificitasuk
Munkénkhoz szamos kereskedelmi, és kereskedelmi forgalomban nem kaphato, de
referalt antitestet hasznaltunk. Mindezen antitestek technikai adatait, referenciait, az

immunfestéshez alkalmazott epitdpfeltardsi modszereket, valamint az alkalmazott titereket a
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5-6. tablazatok foglaljak Ossze. A kereskedelmi forgalomban nem

Western-blotton teszteltiik (9, és 13F abrak).

kaphat6 antitesteket

Antitest Szdarmazds Tipus Higitas | Higitas | Higitds Epitop- Epitop-
humadn | patkany | kettds feltaras feltaras
agyon agyon fluoresz- human patkdany-

cens agyon agyon
jeloléshez

patkdny

agyon

20S proteaszoma, Affinity, U.K. pAb 1:100; 1:2.000 - A/C A/C

katalitikus mag 1:1000*

(a/p)

Zm'pyoteaszo'ma’ Afﬁmty, U.K. mAb, 1:50 1:500 1:10 A/C A/C

alegység clone

MCP257

20S proteaszoma, Affinity, U.K. mAb, 1:50 1:500 - A/C A/C

B3 IgG1, clone

alegyséa MCP102

19S RC S8 Affinity, U.K. mAb, 1:20 1:100 - A/C A/C

IgG2b,
clone P45-
110

Ubiquitin DAKO, Dania pAb 1:1.000; 1:2.000 1:200 A/C + A/C
1:50¢ E/F/G/H/P

Calmodulin SIGMA-Aldrich, mAb, - 1:50 - A

Magyarorszag IgGl, clone
2D1+6D4+
1F11
SH-PTP2 Santa Cruz pAb 1:50 - - A -
Biotechnology, USA
Citokrém-C SIGMA-Aldrich, pAb® 1:100 - - A -
Magyarorszag

Prion-protein Senetek, USA mADb, clone | 1:300 - - D -

(P,.PSC) 3F4

(Hiperfosz-forildlt) Pierce mAb, IgG1 1:200 - - K -

tau Biotechnology, USA | clone AT8

Bamyloid NovoCastra mAb, 1:100 - - J -

Laboratories, U.K. IgGl, clone
6F/3D
GFAP DAKO, Dénia pAb 1:5.000 - - A -

5. tablazat A felhasznalt kereskedelmi antitestek specifikdciéinak 6sszefoglalé tablézata

A bettikodokkal jelolt epitopfeltarasok leirdsai a 4. tadblazatban talalhatok. pAb: nyul poliklondlis antitest (kivétel a citokrém-C
antitest, lasd: ©); mAb: egér monoklonalis antitest; *: Western-blotting titer human eritrocita-eredetti 20S PD preparatumon; ©:
Immunogold elektronmikroszkopia titer human mintikon; °: Az E/F/G/H/I epitopfeltirisokat az adott antigén betegségspecifikus
fehérjezarvanyban val6 esetleges eléforduldsanak kimutataséra hasznaltuk; ®: a citokrom-C antitest kecskében termeltetett szérum. (A

fels6 indexszel nem jelolt titerek a fénymikroszkopos immunhisztokémiaban hasznalt higitasokat jelentik.)
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Antitest Szdrmazas | Referencia | Tipus | Higitds Higitas | Epitopfeltards Epitop-
humdn patkdny | humdn agyon feltarads
agyon agyon patkany agyon

208 C. Gorbea - pAb 1:100 1:500 A -

proteaszoma

— “A” antitest

208 C. Gorbea - pAb 1:100; 1:500 A/C + E/F/G/H/TE A/C

proteaszoma 1:1 .()COOA;
— “B” antitest 1:25
19S RCS7 RJ. Mayer (Low ¢és pAb 1:500; 1:10.000 | A/C + E/F/G/H/TF A/C
mtsai., 2000) 1:5.000*

198 RC S4 C. Gorbea (Matilla és pAb 1:1.000; 1:7.000; A/C +E/F/G/H/TE A/C
mtsai., 2001) 1:10.000%; | 1:100°

1:50¢

19S RC S6a RJ. Mayer (Low ¢és pAb 1:500; 1:3.000 A/C + E/F/G/H/TF A/C
mtsai., 2000) 1:5.000"

198 RC S6b RJ. Mayer (Fergusson és | pAb 1:500; 1:3.000 A/C + E/F/G/H/TF A/C
mtsai., 1996; 1:5.000%;
Low és 1:25¢
mtsai., 2000)

198 RC S10b | RJ. Mayer (Low ¢és pAb 1:50; 1.500 A/C A/C
mtsai., 2000) 1:500%

Hsp72 Kurucz 1. (Kovacs és pAb 1:500; 1:10.000 | B + E/F/G/H/TE B

mtsai., 2001) 1:5.000% ;

6. tablazat A felhasznélt, kereskedelmi forgalomban

osszefoglalé tablazata

nem kaphaté antitestek specifikdcioinak

A betiikodokkal jeldlt epitopfeltarasok leirasai a 4. tablazatban talalhatok. pAb: nyul poliklonalis antitest; *: Western-blotting titer

human agyhomogenatumon; ©: Immunogold elektronmikroszkopia titer human mintan;

P. immunogold elektronmikroszkopia titer

patkdny agy mintan; ®: A G/H/I/J/K epitop-feltarasokat az adott antigén betegségspecifikus fehérjezarvanyban vald esetleges

eléfordulasanak kimutatasara hasznaltuk. (A fels6 indexszel nem jeldlt titerek a fénymikroszkopos immunhisztokémiaban hasznalt

higitasokat jelentik.)

4.4.5. Fénymikroszkopos immunhisztokémiai protokoll

Fénymikroszképos immunhisztokémiai festéseink soran a kovetkezd protokollt

kovettiik:

e Deparaffinalas xylolban és leszallé alkoholsorban (2X20 perc xylol, abszolut, 96-90-

70-50%-o0s etanol 10-10- percig, majd 5 perc desztillalt viz).

e Epitopfeltarasi [épések (lasd: 4.4.3. fejezet).

e Az endogén peroxidaz aktivitas blokkolasa 0.03%-o0s hidrogén-peroxiddal (DAKO) 10

percig, majd 2X5 perc mosas PBS-ben.

e Nem specifikus fehérje-kotohelyek blokkolasa 3%-os tejporban (SIGMA) 30 percig

nedves kamraban szobahdmérsékleten.

e Primer antitest 1.5% tejport tartalmazd PBS-ben higitva 2 6raig, nedves kamraban,

szobahOn (a hasznalt antitesteket 1asd: 4.4.4. fejezet), majd 3X5 perc mosas PBS-ben.
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Masodlagos antitest (HRP-enzimekkel kovalensen kapcsolt polidextranszalhoz
konjugélt anti-egér/anti-nytl IgG keverékkel 30 percig, nedves kamréaban,
szobah8mérsékleten (EnVision™, DAKO), majd 3X5 perc mosas PBS-ben.

El6hivas HRP-szubsztrattal (DAB) (DAKO) 2-15 percig, fénymikroszkdpos kontroll
alatt, majd mosas desztillalt vizben.

Kontrasztfestés hematoxilinnal 3 percig .

Kékités 10 percig csapvizben, majd desztillalt vizes oblités.

Széritas, majd lefedés VectaMount' ™ szaraz lefedével (Vector Laboratories).

Festéseink specificitasat a kovetkez6 kontrollokkal ellendriztiik:

“No first antibody kontroll”: a primer antitest helyett 1.5% tejport tartalmazd PBS-ben
inkubaltuk a metszeteket.

Pre-immun szérum kontrollok: a primer antitestek helyett az anti-20S-B, az anti-S6a,
€s az anti-S6b preimmun szérumaval, valamint még egy indifferens, normalizalt nyul-
preimmunnal (DAKO) inkubéltuk a kontroll metszeteket a felhasznalt nyul
poliklonalis antitestekkel megegyezd koncentracioban (a nyul poliklonélis szérumok
specificitasanak tesztelésé¢hez).

Az egér monoklonalis antitestek specificitasdnak teszteléséhez IgGl és IgG2b
izotipusu, anti-Aspergillus niger glukdz-oxiddz antitesteket hasznaltunk a felhasznalt
anti-egér monoklonalis antitestekkel megegyezd IgG-koncentracioban. (Az
Aspergillus niger glukéz-oxidaz nincs jelen az emlds szovetben, és nem is

indukalhato).

4.5. Fluoreszcens kettos jelolések és konfokalis mikroszkdopia

A dolgozatban bemutatott ubiquitin/20S PS o3 kettds jeloléseket 5 um vastag,

szilanizalt targylemezre huzott patkdny agy metszeteken végeztiik. A festési protokoll a nem

specifikus fehérje-kotohelyek blokkolasaig bezardlag hasonld volt a 4.4.5. fejezetben

leirtakkal. A metszeteket a primer antitest oldataban egy é&jszakat inkubaltuk 4 °C-on, nedves

kamraban. A kettds jelolésekhez hasznalt antitest-titereket lasd az 5. tdblazatban. A

masodlagos antitest az anti-ubiquitin esetén Alexa Fluor 488 fluoreszcens csoporttal jelolt

kecske anti-nyul IgG (1:200, Molecular Probes), az anti-20Sa3 esetén Alexa Fluor 546

kecske anti-egér IgG (1:200, Molecular Probes) voltak. A metszeteket 488 nm-es argon, és
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543 nm-es hélium/neon lézerrel vilagitottuk meg. A vizsgalatokhoz Zeiss LSM 510 lézer

konfokalis mikroszkopot hasznaltunk.

4.6. TUNEL-modszer (sejtpusztulas-detektalas)

Ahhoz, hogy egyes fehérjék citoprotektiv szerepét vizsgéalhassuk, sziikség van a
pusztuld sejtek detektalasara. Erre a TUNEL (TdT dUTP nick endlabelling) modszert
alkalmaztuk, amelynek soran a fragmentalodd DNS-végeket észleljiikk a pusztuld sejtek
magjaban. Az internukleoszomalis DNS fragmentaci6é az apoptotikus sejtpusztulas jellemzd
biokémiai markere, de a TUNEL-pozitivitdst ennek ellenére Ovatosan kell értékelni
(részletesen lasd.: Megvitatas, 6.2.3. alfejezet). A reakcid sordn a FITC-cel jeldlt szabad
DNS-végeket AP-konjugalt anti-FITC-cel kapcsoltuk, ez jelentds jelerdsitd. A reakciokat 5
pm vastag, szilanizalt targylemezre huzott metszeteken végeztiikk a kovetkezd protokoll

szerint:

e Deparaffinalas (lasd.: immunhisztokémiai protokoll).

e Mosas Tris-EDTA pufferben (TE-puffer készitése: 500 pl Tris HCI torzsoldat {2 M, pH =
8.0}+ 400 ul EDTA torzsoldat {0.25 M, pH = 8.0} Gsszedntve, és 100 ml-re kiegészitve
desztillalt vizzel) 2X10 percig.

¢ Enyhe proteindz-K emésztés a fixalas okozta keresztkotések fellazitasa érdekében (2 pg/ml,
20 percig szobahdmérsékleten), majd mosas TE-pufferben 2X10 percig.

¢ Inkubalas TUNEL-pufferben ( ,,A” és ,,B” oldatok egyenld térfogataranyt 0sszedntésébol)
10 percig; ,,A”-oldat: 50 mM Tris HCl, és 0.4 M kalium-kakodilat,{ pH = 6.6}; ,,B”-oldat: 5
mM CoCl,.

e Inkubalas TUNEL-reakcidelegyben 2 oraig 37 °C-os termosztatban, nedves kamraban. A
reakcioelegy Osszedllitasa az In situ Cell Death Detection Kit, AP {Cat. No. 1 684 809},
Boehringer-Mannheim protokoll alapjan: 1 térfogat ,,Enzim-oldat”, (TdT {terminalis
dezoxiribonucleotidil-transzferaz enzim} oldata), 9 térfogat ,,Jel6ld oldat”, (FITC-cel
konjugalt dUTP). A mddszer bedllitasakor alkalmazott kontrollokra a reakciokeverék
helyett csak TUNEL-puffer keriilt a hattérjeldlés megallapitasa céljabol.

e Mosas 2x SSC-pufferben (20x térzsoldat: 3 M NaCl, 0.3 M Na-citrat, pH = 7.0, ezt 10x-re
kell higitani desztillalt vizzel) 2X15 percig.

e Mosas TBS-ben (pH = 8.8, SIGMA) 15 percig.
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e Blokkolas TTBS+ 3%-o0s BSA oldatban 30 percig szobahdn (TTBS: 1000 ml TBS + 0.5 ml
Tween20 detergens).

e Inkubalas AP-konverter + TTBS 1:4 térfogatarany elegyében 4°C-on nedves kamraban egy
¢jszakan at (AP-konverter: alkalikus foszfatdz-konjugalt anti-FITC, a Boehringer kit része).
A modszer beallitasakor alkalmazott kontrollokra csak TTBS oldatot tettiink.

e Mosas TTBS-ben 2X10 percig, majd TBS-ben 5 percig.

e El6hivas Fast Red TR/Naphtol AS-MX Kittel (SIGMA) jelintenzitastol fiiggéen 15-45
percig, majd reakcio-ledllitds,  kontrasztfestés  hematoxilinnal, fedés, lasd:

immunhisztokémiai protokoll.

4.7. Posztembedding immun-elektronmikroszkopia

Vizsgalatainkat Alzheimer-korban szenvedd betegbdl szdrmazo biopszids mintdkon
(temporalis kortex), és Dark Agouti patkdny agyakon végeztiik. A biopszids mintakat
immerziosan fixaltuk egy éjszaka, a patkany agyakat perfuziosan fixaltuk. Mindkét esetben a
kovetkezd Osszetételli fixalot hasznaltuk: 3% paraformaldehid, 0.2% (v/v) glutaraldehid, 1%
(v/v) szukr6oz, 3 mM CaCl, 0.1 M-os natrium-kakodilatban felvéve. A perfundalt patkany
agyakbol hippocampus gyrus dentatus régiot vagtunk ki. A biopszids human mintékat,
valamint a kivagott patkdny agy régiokat (gyrus dentatus) egy éjszaka 0.1 M-os natrium-
kakodilatban mostuk 4 °C-on, majd 0.5% (w/v)-os OsOy4-dal utdfixaltuk, majd 2.5% (w/v)
uranil-acetattal blokkban kontrasztositottuk. A mintdkat ezutan aralditba &4gyaztuk a
kovetkezd protokoll szerint:

e Dehidratalas felszallo alkoholsorban (50, 70%-os etanol 15 percig 1X, majd 96%-o0s és
absz. etanol 15-15 percig 2X).

e Inkubdlés propilén-oxidban (epoxi-propan) 15 percig.

e Inkubdlés propilén-oxid-araldit 3:1, majd 1:3 ardnyu elegyében, majd tiszta aralditban.

e Kidntés blokkba, majd polimerizaltatas 2 napig 60 °C-os termosztatban.

A blokkok kifaragasa utan a metszés Reichert-Jung tipust ultramikrotdommal tortént.
A kb. 70 nm vastag metszeteket nikkel gridre gylijtottiik. Az immunreakciot 50 pl-es cseppek
tetején, harom 1épéses, “biotin-antibiotin-gold konjugdtum” modszerrel végeztiik a kovetkezd

protokoll szerint:

e Maratas 5%-os H,O, oldataban 5 percig szobahdmérsékleten, majd 3X5 perc mosas

nanotisztasagu vizben.
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e Mosas PBS-ben 5 percig.

e Mosas 1% BSA tartalmu PBS-ben 5 percig.

e Blokkolas 3% tejpor-tartalmti PBS oldataban 30 percig, szobahdmérsékleten.

e Elsddleges antitest 1.5% tejpor-tartalmia PBS oldatdban higitva, egy ¢€jszaka, nedves
az 5-6. tablazatok tartalmazzak.)

e Mosas 1% BSA tartalmu PBS-ben 3X5 percig.

e Masodlagos antitest (biotinilalt anti-nyul, 1:100; Vector Laboratories) 1 6raig, nedves
kamraban, szobahomérsékleten.

e Mosas 1% BSA tartalmu PBS-ben 2XS5 percig.

e Mosas 1% BSA tartalmia TBS-ben 2X5 percig.

e Mosas 1% BSA tartalmi TTBS-ben (0.1% Tween20) 5 percig.

e Harmadlagos antitest (anti-biotin-gold konjugatum 10, illetve 20 nm-es
aranykolloiddal) 1% BSA tartalmi TTBS-ben (0.05% Tween20) 5 oraig, nedves
kamraban, szobahomérsékleten.

e Mosas TBS-ben, 3X5 percig.

e Mosas nanotisztasagu vizben 3X5 percig.

Festéseink specificitasat a kovetkez6 kontrollokkal ellendriztiik:

e “No first antibody kontroll”: a primer antitest helyett 1.5% tejpor-tartalmii PBS
oldataban inkubaltuk a metszeteket.

e Pre-immun szérum kontrollok: a primer antitestek helyett az anti-20S-B preimmun
szérumaval, valamint még egy, normalizalt nyul-preimmunnal (DAKO) inkubaltuk a
kontroll metszeteket a felhasznalt nyul poliklonalis antitestekkel megegyezd

koncentracioban (a nyul poliklondlis szérumok specificitdsanak tesztelésé¢hez).

Az elkésziilt immunfestett metszeteket enyhe olom-citratos utokontrasztositds utan

Jeol 100 CX ¢és Hitachi 7100 elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.
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4.8. Morfometriai és statisztikai eljarasok

4.8.1. Western-blotting csikok denzitdas-mérése

A 20S-B, S4 ¢és S6b Western-blottokat digitalizaltuk, és Quantity One szoftver
segitségével meghataroztuk a specifikus csikok relativ optikai denzitasat. A kapott adatokat
Student’s T probaval értékeltiik (N = 5, P < 0.05). A statisztikai elemzésekhez itt is, és a

tovabbiakaban is a Statistica®6 szoftvert hasznaltuk.

4.8.2. Aranyszemcsék szamolasa elektronmikroszkopos felvételeken

Vizsgalatainkhoz a human mintakbdl morfologiailag ép és sériilt temporalis kérgi
neuronokat, a patkdny agy mintdkbol gyrus dentatus szemcsesejteket fotdztunk 4000x
nagyitassal. A fotonagyitassal egyiitt 12.000x nagyitast felvételeken 1500 ponti négyzethald
segitségével hataroztuk meg az egyes sejtekhez tartozo, a felvételen lathato citoplazma és mag
tertiletét, valamint a citoplazma és a mag teriiletén talalhatd aranyszemcsék szamat. A human
mintakon kb. 400, a patkany agy mintakon kb. 550 um’-nyi teriiletet szamoltunk végig. A
szamolds utdin meghatiroztuk az 1 pm’-nyi magra, illetve citoplazmara jutd atlagos

aranyszemcse szamot. A kapott adatokat Student’s T probaval értékeltiik (P < 0.05).

4.8.3. Szemikvantitativ értékelés fénymikroszkopos metszeteken

Humadén agy metszetein az ubiquitin, a Hsp72, a 20S-B, valamint az S4, S7, S6a, S6b
€s S10b 19S RC alegységek immunfestéseinek intenzitasat szemikvantitativ értékelés (score)
segitségével kvantifikaltuk négyfokozata skéalan: - (0): nincs reakcid, + (1): gyenge
festésintenzitas, ++ (2): kozéperds festésintenzitas, +++ (3): erds festésintenzitds. A CJB
esetekben, a kisagyban vizsgaltuk a Purkinje-sejtek Hsp72-immunreaktivitdsdnak intenzitasat
a kontroll esetekhez képest (CJB vs. kontroll). Ennél a vizsgalatnal otfokozati skalat

hasznaltunk (17.4abra). Az adatokat Student’s T prébaval értékeltiik (N =5, P < 0.05).
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5. EREDMENYEK

5.1. A felhasznalt antitestek és az immunreakciok specificitasa

5.1.1. Antitest-specificitas (Western-blotting)

A felhasznalt nem kereskedelmi antitestek (20S-A, 20S-B, S4, S7, S6a, S6b, S10b,
Hsp72) specificitasat kontroll humén temporalis kérgi mintdkbdl készitett citoszol
preparatumon immunoblott mddszerrel teszteltiik (9. dbra). A ,,20S-A”, ,,20S-B” és ,,20S o/p”
20S PS antiszérumokat tisztitott 20S PS preparatumon is teszteltiik (13F abra). A vizsgalt
antitestek specifikus voltdt bizonyitja, hogy csak a nekik megfeleld antigének
molekulatomegénél adtak csikot a blottmembranon (kivétel a 20S-B antitest, melyrdl

részletesen lasd a 9. dbra aldirasat).
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9. abra Az UPR komponensei és a Hsp72 kimutatasdra szolgadlé antitestek specificitasdanak ellenérzése

Western blotting kontroll human agybol szarmazoé citoszol preparatumon: anti-Hsp72 (A), anti-S4 19S RC ATPaz (B), anti-S7
19S RC ATPaz (C), anti-S6b 19S RC ATPaz (D), anti-S6a 19S RC ATPaz (E), anti-S10b 19S RC ATPaz (F), anti-20S PS, ,B”
antitest (K), a 20S ,,B” antitest preimmun széruma (L). Ponceau-festés human eritrocita-eredetii 19S PS preparadtumon (QG), és
20S PS preparatumon (H). Western-blotting 19S PS (I) és 20S PS (J) preparatumon anti-20S PS antitesttel (,,B’-antitest).
Immunhisztokémia kontroll hippocampus CA4 régiobdl anti-20S PS antitesttel (,,B”-antitest) (M), és ezen antitest preimmun
szérumaval (N).

Figyeljiik meg, hogy az anti-20S PS antitest erésen jeloli a human eritrocita-eredetii 20S PS preparatumot (J), de nem
keresztreagal a 19S PS preparatummal (I). Human citoszol preparatumon, a specifikus 22-32 kDa-os csikokon tul, az anti-20S
PS antitest ,,B”-valtozata felismer egy kb. 50 kDa-os fehérjét, amit az antitest preimmun széruma szintén jel6l (L). Ugyanakkor,
ellentétben a 20S-B antitesttel (M), a preimmun szérum nem mutat immunhisztokémiai festést (N) parhuzamos metszeteken.
MW: molekulastily-marker.
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5.1.2. Immunhisztokémiai reakciok specificitasa

Sem a human, sem a patkany agybol késziilt metszeteinken nem kaptunk immunfestést
akkor, ha az elsddleges ellenanyagok helyett 1.5%-0s tejpor oldatot, illetve preimmun
szérumokat hasznéltunk (9N, 13B, 25F abrdk). A 20S proteaszoOma kimutatdsidra hasznalt
kiilonb6z6 poliklondlis (20S-A, 20S-B, 20Sa/p) és monoklonalis (20Sa3, 20SB3) antitestek
hasonl6, dontden citoplazmatikus festést mutattak (13. abra). A 3F4 (koros prionfehérje), a 3-
amyloid, a hiperfoszforilalt tau, és a GFAP antitestek festési mintazatai - sszevetve azokat az

irodalomban fellelheté eredményekkel - megerdsitik az antitestek specificitasat.

5.2. Az ubiquitin-proteaszéma rendszer komponenseinek cellularis és szubcellularis
lokalizacioja egészséges emberi agvon és patkany agyon

5.2.1. Az ubiquitin és a 19S RC ATPazok lokalizacioja

A vizsgalt huméan agyi régiokban (hippocampus-temporalis kéreg, neocerebellum,
nyultveld-keresztmetszet) az ubiquitin, valamint az S4 és S7 19S RC ATPazok elsésorban
magi lokalizaciot mutattak, de gyengébb citoplazmatikus immunreakciot is megfigyeltiink
(10A-B, 10E-F, 10I-J, és 11. abrak). A sejtmagvacskak negativak voltak. Az S6a, S6b, S8 ¢és
S10b 19S RC ATPazok elsésorban diffiiz citoplazmatikus lokalizaciot mutattak, kifestve az
idegsejtek proximalis neuritjeit is (10M-N, 10Q, 10S, 10V-W abrak). Ezeket a szubcellularis
mintazatokat mindharom vizsgalt agyi régi6 minden idegsejttipusdban egyontetiien
megfigyeltiik.

Patkany agyon az ubiquitin, valamint az S4 és S7 19S RC ATPazok dontden magi
lokalizacioja, valamint az S6a, S6b ¢és S10b dontden citoplazmatikus immunreaktivitasa
megegyezett a human agyon kapott eredményekkel (10C-D, 10G-H, 10K-L, 10T és 11.
abrak). Patkany agyon azonban az S8 19S RC ATPaz, hasonloan az S4 és S7 alegységekhez,
magi lokalizaciot mutatott, ellentétben a human agyon tapasztalt, elsdsorban citoplazmatikus
immunreaktivitassal (100-P, és 11. abrak).

A Tris-EDTA (TE) (pH = 9.00) epitopfeltarasi modszer a patkany ¢és a human
mintdkon egyarant erdsebb festést adott, mint a citrat-pufferben torténd feltaras, azonban ez
sehol nem véltoztatta meg a szubcellularis lokalizaci6 jellegét (pl.: 10A vs. 10B, illetve 101
vs. 10J abrak).

Az elektronmikroszkdpos morfometriai vizsgalatok mind hippocampalis patkany,
mind temporalis kérgi humén mintdkon megerdsitették az S4 19S RC ATPaz szignifikans

magi lokalizaciojat (12A-B abrak).
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10. abra A 19S RC ATPazok és a 20S PS immunlokalizdciéja egészséges human és patkany

agyon

Ubiquitin (A-D), 19S RC ATPaz (S4: E-H, S7: I-L, S8: M-P, S6a: Q-R, S6b: S-T, S10b: V-W) ¢és 20S PS (X-Y) immunfestés
egészséges kontroll human (A-B, E-F, I-J, M-N, Q, S, V-W, X) ¢és kontroll patkany (C-D, G-H, K-L, O-P, R, T, Y) agyon
citratpufferes epitopfeltarast (citrate) (B, F, J, N, D, H, L, P, Q-R, S-T, V, X-Y), illetve Tris-EDTA epitopfeltarast (TE)
hasznalva (A, E, [, M, C, G, K, O, W).

Az ubiquitin, az S4 és S7 19S RC ATPazok eldsorban magi lokalizaciot mutatnak (A-D, E-H, I-L), mig az S6a, S6b, S10b 19S
RC ATPazok és a 20S PS elsdsorban citoplazmatikus eloszlastuak (Q-R, S-T, V-W, X-Y) mind humén (A-B, E-F, I-J, Q, S, V,
W, X), mind patkany agyon (C-D, G-H, K-L, O-P, R, T, Y). Az S8 19S RC ATPaz patkany agyon elsdsorban magi lokalizaciot
mutat (O-P), ellentétben a huméan agyon tapasztalt citoplazmatikus eloszlassal (M-N). A TE epitopfeltarasi modszer az ubiquitin
és a 19S RC ATPazok esetében gyakran felerdsiti az immunreakcio intenzitasat a citratpufferes feltarashoz képest, de annak
mintazatat nem valtoztatja meg (pl.: A vs. B, E vs. F, I vs. J). (Hippocampus CA3, eredeti nagyitasok: 400x; DAB-festés,

hematoxilin-magfestés.).
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Mintak eredete | 2 Human Patkany

Antitestek/ Epitop-feltarasok TE Citrat TE Citrat
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19S RC S4 ATPaz

% *

19S RC S7 ATPaz

19S RC S8 ATPaz

19S RC S6a ATPaz

19S RC S6b ATPaz

19S5 RC S10b ATPaz

11. @abra Osszefoglalé ébra az UPR vizsgélt komponenseinek szubcelluldris eloszldsarol

Fehér téglalap: elsGsorban citoplazmatikus immunfestés. Fekete téglalap: elsdsorban magi immunfestés. Sziirke téglalap: magi
¢és citoplazmatikus immunfestés koriilbeliil azonos intenzitassal. *: mindkét jelolt mintazat el6fordul. Figyeljik meg, hogy az
ubiquitin, az S4, S7 és — patkany agy esetén - az S8 19S RC ATPazok magi lokalizaciét mutatnak. A tapasztalt szubcellularis
lokalizaciés mintazatok minden vizsgalt agyteriileten minden sejtpopulacioban hasonldéak voltak (hippocampus-temporalis

kéreg, neocerebellum, nytltveld a human agyon; frontalis agykeresztmetszetek a striatum, hippocampus, dorsal-medial raphe és

a kisagy-nytltvel6 szintjén patkany agyon).
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19S RC S4 mag / citoplazma
immunogold denzitas
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12. abra Az S4 19S RC ATP&az immun-elektronmikroszképos lokalizdciéja és az

aranyszemcsék eloszlasanak mennyiségi analizise
Az aranyszemcsék denzitdsa szignifikdnsan magasabb a magban, mint a citoplazmdban, mind a patkany, mind a human
mintdkban (A). (Student’s T-teszt, P < 0.05. A diagrammokon (A) a standard hibat (+ SEM) tiintettiik fel). A B abra az S4

alegységet reprezentald aranyszemcsék dontéen magi eloszlasat mutatja egy patkany hippocampalis neuronbdl (B: 72.000x).
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13. abra A 20S proteaszéma immunlokalizéciéjéanak vizsgélata kiilénb6zé antitestekkel és

ezen antitestek specificitasanak tesztelése 20S proteaszéma preparatumon.

Eredeti nagyitasok: 400x (A-E); DAB-festés, hematoxilin-magfestés. Figyeljiik meg, hogy a 20S proteaszoma mind a négy
bemutatott antitesttel festve (20S-B, poliklonalis (A), 20S-A, poliklonalis (C), 20S, poliklonalis, Affinity (20So/B) (D), 20S
B3, monoklonalis (E)) citoplazmatikus immunreaktivitadst mutat. A 20S-B antitest preimmun szérumat hasznalva primer
antitest helyett, csak halvany hattérfestést tudunk kimutatni (B). Ha 20S proteaszéma preparatumon vizsgaljuk az antitestek
specificitasat, lathatjuk, hogy a 20S-A, 20S-B és 20S (Affinity) antitestek specifikusan felismerik a 20S proteaszoma
alegységeit a megfeleld, 28-32 kDa molekulatomeg kozott (F). Ugyanakkor, a 20S-B antitest preimmun széruma nem ismeri

fel a 20S proteaszoma egy alegységét sem (F).

5.2.2. 208 proteaszoma lokalizacioja

A 20S proteaszoma immunhisztokémiai lokalizacidjat tobb poliklonalis és
monoklondlis antitesttel is elvégeztik (13A-E 4abradk). Minden antitesttel hasonlo
immunlokalizaciés mintazatot kaptunk a humén és a patkdny mintdkon egyarant, mindkét

epitopfeltardsi modszerrel (TE, illetve citrat-puffer). A 20S proteaszoma elsdsorban
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citoplazmatikus lokalizacidju, beleértve a neuronok nyulvanyait is (10X-Y, 11., és 141-K
abrak). A mag koriil gyakran tapasztaltunk intenziv, gytriiszerti perinuklearis festést (141-J,
22B abrak). A neuronok magjaban elsOsorban az 5.2.3. fejezetben ismertetett magi testek
bizonyultak immunpozitivnak. A neuronok festésén tul, szamos gliasejt magja mutatott erds

diffaz festést 20S proteaszomara (14K abra).

5.2.3. Magi testek (nuclear bodies) immunpozitivitasa

Patkany agyon a sejtmagban taldlhato strukturdk, a magi testek koziil szdmos erdsen
immunreaktiv volt mind az 6t 20S proteaszoma antitestre, az S6a 19S RC ATPazra, és az
ubiquitinre (14A-E). Fluoreszcens kettds festések az ubiquitin és a 20S proteaszoma
kolokalizacidjat mutattak ezekben a struktirdkban, amelyek mind a neuronokban, mind a

gliasejtekben eléfordultak, kiilondsen nagy szamban a hippocampdlis gyrus dentatus

szemcsesejtjeiben (14F-H).

14. abra Az UPR komponenseinek szubcelluldris immunlokalizécioja

Patkany agyban egyes magi testek er6sen immunoreaktivak az UPR komponenseire (anti-20So/p: A; anti-20Sa3: B, anti-19S
RC Sé6a: C; anti-ubiquitin: D-E); A-E és [-K: DAB-festés, hematoxilin-magfestés.

20S proteaszoma és ubiquitin kolokalizacidja magi testekben (fluoreszens kettds jelolés: 20Sa3: F; ubiquitin: G; egyesitett kép:
H, nyilak: kettésen jel6lt magi testek). (A-H: patkany agy, hippocampus gyrus dentatus, granularis sejtek.). Intenziv gyiriszerii
perinuklearis festés (I-J) és glialis magi festés (K, nyilak) 20S PS-ra (human agy, temporalis kéreg). (Eredeti nagyitasok:
1000x).
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5.3. A Hsp72 molekularis chaperon és az ubiquitin-proteaszoma rendszer

komponenseinek lokalizacioja human neurodegenerativ agyszovetben

5.3.1. A CJB és Alzheimer-koros esetek neuropathologiai diagnozisa, és a sejtpusztulds

detektalasa TUNEL-reakcioval

A vizsgalt Alzheimer és CJ beteg esetekben a betegségek Osszes neuropathologiai
jellegzetességét bizonyitottuk (szelektiv neuronvesztés, reaktiv asztrogliozis, a betegségre
specifikus fehérjezarvanyok) (15. abra).

A human mintdkon torténd részletes vizsgalatainkat hippocampus-temporalis kéreg,
neocerebellum és nyultveld nyilt részének metszetein végeztiik.

A kontroll esetekben TUNEL-pozitiv neuronokat nem tudtunk kimutatni (18X 4bra).
A CJB esetekben azonban a subiculum, az entorhindlis és temporalis kéreg mélyebb
rétegeiben szamos TUNEL-pozitiv neuront figyeltiink meg (15B és 18Y ébrak). A koros
prionfehérje lerakddasok és a sejtvesztés eredményeképpen kialakuld szoveti vakuolizacio
korrelalt a TUNEL-pozitivitas eloszlasaval (18T vs. 18Y abrak). A kisagyi Purkinje-sejtek
kozott nem volt TUNEL-pozitivitds, de a granularis réteg szdmos pozitiv sejtmagot
tartalmazott (19F &bra). A molekularis réteg sejtmagjai kozott elvétve talaltunk TUNEL-
pozitivat. A dorzalis vagus mag neuronjai negativak voltak, ellentétben az oliva inferior
sejtjeivel (nem mutatjuk). Alzheimer-kéros esetekben a nyultveld és a kisagy sejtpopulécioi
nem mutattak TUNEL-pozitivitast. Ugyanakkor, a hippocampus CAl, a subiculum, az
entorhinalis és a temporalis kéreg neuronjai koziil szamosnak a sejtmagva TUNEL-pozitivnak

bizonyult a kérgi régiok teljes szélességében, nem mutatva réteg-specifikussagot (15F abra).

5.3.2. A Hsp72 lokalizacioja

A Hsp72 immunreaktivitds minden vizsgalt teriileten, kontrollban és neurodegenerativ
mintékon is citoplazmatikus volt, és elsdsorban a perikarionra korlatozddott. A neuritek ritkan
festédtek. A sejtmagok mindig teljesen negativnak mutatkoztak (16C-D abrak).

Mind a kontroll, mind a neurodegenerativ esetekben a hippocampalis CA4-3-2 piramis
sejtek, a kisagyi Purkinje-sejtek, és a dorzalis vagus mag neuronjai szignifikdnsan erdsebb
festést mutattak, mint az entorhindlis kortex, a cerebellaris granularis sejtek, vagy az oliva
inferior neuronjai (16C-D, 17A-B, és 20. abrak).

A vizsgalt régiok betegség altal érintett teriiletein a morfoldgiailag sériilt, vulnerabilis

neuronokban csak gyenge Hsp72 immunfestést tudtunk kimutatni. Ugyanezen érintett
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(AK) mintan entorhindlis kéregben.

Koéros-prionfehérje immunhisztokémia (3F4) (A), ubiquitin (C, G) GFAP (D), tau (E), f-amyloid (H) immunfestések és TUNEL-
reakcio (B, F) CJB (A-D) és AK (E-H) eseten. Eredeti nagyitasok: 400x. A szoveti 1éziok korili ,,foltszerti-perivakuolaris”
(patchy-perivacuolar) tipusQ kéros-prion lerakodasok (A) ubiquitin-immunreaktivitassal asszocialodnak (C). Az entorhinalis
kéregben reaktiv asztrogliozis (D), és sok TUNEL-pozitiv vulnerabilis neuron (B) figyelhetd meg. Tau és ubiquitin-immunoreaktiv
., neuropil szalak” (neuropil threds) (*) és meurofibrillaris kétegek (neurofibrillary tangles — NFTs) (**)(E, G, tau, illetve
ubiquitin.) A tau antitest {AT8} csak a tau hiperfoszforilalt formajara specifikus. Amyloid-plakkok kériili ubiquitin-immunoreaktiv
disztréfias neuritek (***) (G). B-amyloid immunoreaktiv amyloid-plakkok (H). TUNEL-pozitiv neuronok az Alzheimer-koros
esetben (F).
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16. abra Hsp72 immunfestés CJB és életkori kontroll eseten hippocampus CA3 regloban és
entorhinalis kéregben.

Hippocampus CA3 (A, C) és entorinalis kéreg (B, D) CIB (A-B) és életkori kontroll (C-D) esetben. Eredeti nagyitasok: 400x.
Figyeljiik meg, hogy a Hsp72 immunreaktivitas er6sebb a hippocampus CA3 piramissejtjeiben, mint az entorhinalis kéreg
neuronjaiban, mind a kontroll (C vs. D), mind a beteg esetekben (A vs. B). Figyeljiik meg tovabba azt, hogy a CJB eset
entorhindlis kérgében, a morfoldgiailag sériilt, vulnerabilis neuronok sem mutatnak erésebb immunreaktivitast. Ugyanitt,
szamos Hsp72-immunoreaktiv asztrocitat lathatunk (B-panel; *: ép sejt, **: Hsp72 immunoreaktiv asztrocita, ***:

morfologiailag sériilt, vulnerabilis sejtek). DAB-festés, hematoxilin-hattérfestés.

régiokban ugyanakkor szamos Hsp72-immunpozitiv reaktiv asztrocitat figyeltiink meg mind
Alzheimer-korban, mind CJ betegségben (16B ébra).

A CJB esetekben a kisagyban vizsgaltuk a Purkinje-sejtek Hsp72-
immunreaktivitadsanak intenzitasat a kontroll esetekhez képest (CJB vs. kontroll). A CJB
esetekben a Purkinje-sejtekben a kontrollokhoz képest szignifikdnsan erdsebb

immunreaktivitas figyelhetd meg a szemikvantitativ értékelés (score) alapjan (17C abra).
5.3.3. Az ubiquitin-proteaszoma rendszer komponenseinek lokalizacidja

5.3.3.1. Az ubiquitin és a 19S RC ATPazok szelektiv regionalis eloszlasa
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17. abra A Hsp72 immunfestés

intenzitdasanak 6sszehasonlitdsa
kontroll és CJB esetekben.

Hsp72 immunfestés kisagyon életkori kontroll
esetb6l (A), CIB esetbdl (B), valamint a Hsp72
immunfestés-intenzitas szemikvantitativ
értékelésének (score) eredményei kisagyi Purkinje-
sejteken kontroll és CJ beteg esetekben (C).

A CJB esetben jol lathato a granularis réteg
elvékonyodasa (A vs. B). Figyeljiikk meg, hogy a

kisagyban mind a kontroll, mind a beteg esetben

“I
E H5p72 szemikvantitativ score csak a  Purkinje-sejtek  mutatnak  Hsp72
'g 5- immunreaktivitist (A, B). Ugyanakkor, a beteg
~§ esetben ez az immunreaktivitds szignifikdnsan
= 4+ erésebb (B vs. A, és C (N = 5, P < 0.05). A
g 3 * diagrammokon (C) a standard hibat (+ SEM)
4 _— tiintettiik fel.
£ Az S4 és S7 19S RC ATPazok mind
c 1=
g a kontroll, mind a neurodegenerativ
§ 0= : agyszovetben elsdsorban magi
0 . o, .,

PS-KO PS-CJB immunlokalizaciot mutattak (11., 10E-F,

101-J, és 18I-L abrak). Az S4 és S7 immunreaktivitds intenzitasa erésebb volt a hippocampalis
CA4-3-2 régidban ¢és a cerebellaris Purkinje-sejtekben, mint az entorhinalis kéregben, vagy a
kisagyi granularis sejtekben, mind a kontroll, mind a két neurodegenerativ csoportban (a
neurodegenerativ csoportokban taldlhatd egyes vulnerdbilis neuronok kivételével, lasd:
5.3.3.2. fejezet). A CJB esetekben az oliva inferior neuronjainak immunreaktivitasa gyengébb
volt, mint a dorzalis vagus-mag neuronjai¢ (20. abra).

Az S6a, S6b és S10b 19S RC ATPazok elsdsorban difftiz citoplazmatikus és neurit
immunlokalizaciét mutattak. Ez a szubcellularis mintdzat hasonldé volt a kontroll esetek
minden vizsgalt régidjaban és a neurodegenerativ esetek betegség altal nem érintett régidiban
(18M-O ébrak). CJB esetekben az Sé6a és S10b immunreaktivitds erdsebb volt a dorzalis
vagus magban, mint az oliva inferior neuronjaiban. A kontroll esetekben pedig a cerebelldris
Purkinje-sejtek S6b és S10b immunreaktivitdsa erésebb, mint a granularis sejteké (20. abra).

Az ubiquitin immunreaktivitds els6sorban magi eloszlasi minden vizsgalt
neuronpopulaciéban (11., 18A-D, és 19D-E abrak). A festés intenzitasanak regionalis
eloszlasa nagy hasonldsagot mutatott szamos 19S RC ATPéazéhoz mind a kontroll, mind a

neurodegenerativ esetekben: a hippocampalis CA4-3-2 piramis sejtek, a kisagyi Purkinje-
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18. abra Az ubiquitin, 19S RC ATPazok és a 20S PS immunlokalizécioja életkori kontroll és

CJB-ben elhunyt betegb6l szarmazé mintakon

Ubiquitin (A-D), 20S proteaszoma (“B” antitest) (E-H), S4, illetve S6b 19S RC ATPaz (I-L, illete M-P), és PrP* (Q-T)
immunlokalizacid, valamint TUNEL-reakci6é (V-Y) kontroll hippocampus CA2-3 agyteriileten (A, E, I, M, Q, V), beteg
(CJB) hippocampus CA2-3 régiobol (B, F, J, N, R, W), kontroll entorhinalis kéregben (C, G, K, O, S, X), és beteg (CIB)
entorhinalis kéregben (D, H, L, P, T, Y). Erdeti nagyitasok: 400x. Az ubiquitin és az S4 19S RC ATPaz dontéen magi
immunlokalizaciét mutat mind a kontroll (A, C, illetve I, K), mind a beteg (B, D, illetve J, L) esetekben. A 20S proteaszéma
¢és az S6b 19S RC ATPaz dontden citoplazmatikus immunlokalizaciot mutat mind a kontrol (E, G, illetve M, O), mind a
beteg esetek nem érintett régidiban (pl. hippocampus CA2-3) (F, N). Az ubiquitin és a vizsgalt 19S RC ATPazok
immunfestésének intenzitasa regionalis eloszlast mutat mind a kontroll, mind a beteg esetekben: az immunreaktivitas erGsebb
a hippocampalis CA2-3 régidban (ubiquitin: A, B; S4: I, J; S6b: M, N) és gyengébb a kontroll esetek entorhinalis kérgében
(C, K, O) és a beteg esetek entorhinalis kérgi morfoldgiailag nem sériilt neuronjaiban (D). A beteg esetek érintett régidiban
talalhat6 vulnerabilis sejtek erds magi immunreaktivitast mutatnak ubiquitinre (D), 20S proteaszomara (H), és a vizsgalt 19S
RC ATPazokra (L, P). Azok a sejtpopulaciok, amelyek az UPR vizsgalt komponenseire er6sebb immunreaktivitast mutatnak
mind a kontroll, mind a beteg esetekben, TUNEL-negativak (A/B vs. W; I/] vs. W; M/N vs. W). A TUNEL-pozitiv
vulnerabilis sejtek eloszlasa korrelal a PrP* fehérjezarvanyok, valamint az UPR kiilonboz6 vizsgalt komponenseire erds

magpozitivitast mutaté sejtek eloszlasaval a beteg esetekben (D/Y, H/Y, L/Y, P/Y, T/Y).
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19. abra 20S proteaszéma (,B” antitest) és ubiquitin immunhisztokémia kontroll és
prionbeteg (CJB) kisagyon.
208 proteaszéma (A-B), ubiquitin (D-E) és kéros-prionfehérje immunhisztokémia (C), valamint TUNEL-reakci6 (F) CIB
esetekbdl (B, C, E, F) és életkori kontroll (A, D) kisagykérgi metszeteken. A CJB esetben az érintett granularis sejtek
rétege szamos 208 proteaszomara (B) és ubiquitinre (E) er6sen magpozitiv neuront tartalmaz szemben a kontroll esetekkel
(A illetve D). A beteg esetekben ezen magpozitiv sejtek elhelyezkedése korreldl a szintén a granuldris rétegben nagy
szamban talalhaté diffaz-szinaptikus PrPS° lerakodasokkal (C) és a TUNEL-pozitiv sejtek eléfordulasaval (F).
sejtek, és a dorzalis vagus mag neuronjai szignifikansan erdsebb festést mutattak, mint az
entorhindlis kortex, a cerebellaris granuldris sejtek, vagy az oliva inferior neuronjai (20.
abra).

Osszehasonlitottuk a kontroll és a neurodegenerativ mintdk immunfestéseinek

jelintenzitasat is (kontoll vs. AK, kontroll vs. CJB), azonban sem az ubiquitinnél, sem a 19S

RC ATPézoknal nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket (nem mutatjuk). Ezt az eredményt

76



Alzheimer-koros és kontroll temporalis kérgi mintdkat vizsgalva Western-blotton is

megerdsitettiik 19S RC S4, S6b és 20S PS esetén (21. abra).

Osszehasonlitott teriiletek N. dors. n. X. vs.
> CA2-3 vs. EK OIF PSvs. GR
1 Eset rtok
AnmveStek o P L Ko | cIB | KO | KO | CIB | AK | KO | CIB | AK

20S (“B” antitest)

19S RC S4 ATPaz

19S RC S7 ATPaz

19S RC S6a ATPaz

19S RC S6b ATPaz

19S RC S10b ATPaz

Ubiquitin

Hsp72

20. abra Az UPR immunfestések intenzitisanak analizise szemikvantitativ értékelés (score)

alapjan human agyon.

Fekete négyzet: szignifikans jelintenzitas-kiilonbség szemikvantitativ = értékelés (score) alapjan a  vizsgalt

agyteriileten/sejtpopulacioban (az adott alegység kimutatasara szolgalo antitesttel festve) (P < 0.05)
Sziirke négyzet: erés trend a jelintenzitas-kiilonbségben a vizsgalt agyteriileten/sejtpopuldcioban (az adott alegység
kimutatdsara szolgalo antitesttel festve) (P <0.1).

Fehér négyzet: nincs szignifikans kiilonbség, sem trend.

EK: entorhinalis kérgi interneuronok; N. dors. n. X.: nucleus dorsalis nervi vagi; OIF: oliva inferior; PS: Purkinje-sejt; GR:

kisagyi granularis réteg sejtjei; KO: normal kontrol; CJB: sporadikus Creutzfeldt-Jakob betegség; AK: Alzheimer-kor.

5.3.3.2. Vulnerabilis sejtek magpozitivitasa

A kontrollokban ¢és a neurodegenerativ esetek nem érintett régidiban a 20S
proteaszoma elsOsorban citoplazmatikus immunreaktivitdst mutatott. A neurodegenerativ
esetek érintett terlileteinek vulnerdbilis, morfologiailag sériilt neuronjaiban azonban
jellegzetes, er6s magi 20S immunreaktivitast talaltunk (18H, 19B és 23B abrak). Ezek a sériilt
sejtek hasonléan erds magpozitivitdst mutatnak ubiquitinre, valamint S4, S7 és S6b 19S RC

ATPéazokra is (5. tablazat; 18D, 18L, és 18P, 19E abrak). Ugyanakkor, a mitokondrialis
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21. abra Az UPR  néhany

komponensének Western-blot analizise
human Alzheimer-kéros és kontroll
temporalis kérgi mintakon

A: Alzheimer-koros (1., 2., 3. csikok) és kontroll (4.,
5., 6. csikok) temporalis kérgi mintdk. MW:
molekulasuly-marker. B: A Western-blotting csikok
relativ optikai denzitasainak grafikus dbrazolasa. Az
UPR egyik vizsgdlt komponense esetén sincs
szignifikans kiilonbség a kontroll és az Alzheimer-
koros mintak fehérjemennyiségében. (AD:
Alzheimer-koros minta; CO: kontroll minta; N = 3;

statisztikai értékelés: Student’s T-teszt, P < 0.05).

citokrom-C, valamint a citoplazmatikus matrixban diffuzan lokalizal6 protein-tirozin-kinaz-2

(SH-PTP2) enzim immunreaktivitisa ezekben a sejtekben hasonlo intenzitdsi, mint a

betegség altal nem érintett agyi régidok ép sejtejeiben, és immunfestésiik a vulnerdbilis

sejtekben is citoplazmatikus (23A-D éabrak). A fent emlitett vulnerabilis sejtek sem a “no first

antibody”, sem a preimmun szérum kontrollokban

nem mutattak festést (nem mutatjuk).

Elektronmikroszkopos morfometriai vizsgalataink szerint az S4 19 RC ATPazt reprezentald

aranyszemcsék szdma szignifikdnsan magasabb a degenerdlodo sejtek magjaiban, mint a

morfolodgiailag ép sejtekében (24A-D).

Kontrol CIB Alzheimer-kor
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22. abra A 20S proteaszémdra

erésen magpozitiv. neuronok
szamanak mennyiségi
meghatdrozasa

Az Y tengelyen az erésen 20S magpozitiv
neuronok szazalékos aranyat tlintetjiik fel
az Osszes szamolt sejt (100%) aranyaban.
A: a CA2-3 és az entorhinalis kéreg (EC)
Osszehasonlitasa kontroll esetekben (N =
5), CJB esetekben (N = 5) és Alzheimer-
koros esetekben (N = 5); ANOVA-teszt,
Tukey poszt-hoc teszt, P < 0.05). B: 20-S
immunfestés  (,,B” antitest) életkori
kontroll eset entorhinalis kérgébdl. C: 20-S
immunfestés (,,B” antitest) CJB eset
entorhinalis kérgébol. Eredeti nagyitasok:

1000x (B, C).

78



23. abra Citokrom-C és protein-tirozin-kindz-2 (SH-PTK2) immunfestés CJB-eseten
hippocampus CA3 régiéban és entorhinalis kéregben.

Citokrom-C (A-B) és SH-PTK2 (C-D) immunfestés CA3 régioban (A, C) és entorhinalis kéregben (B, D). Eredeti
nagyitasok: 400x. Figyeljiik meg, hogy a mitokondrialis citokrom-C, valamint a citoplazmatikus matrixban diffizan
lokalizalddd protein-tirozin-kindz-2 (SH-PTK2) enzim immunreaktivitasa az entorhinalis kérgi, morfologiailag sériilt,
vulnerabilis sejtekben is hasonl intenzitasu, mint a betegség altal nem érintett hippocampus CA3 ép piramissejtjeiben (B

vs. A, és D vs. C). Mindkét immunfestés a vulnerabilis sejtekben is citoplazmatikus (B és D).

Antitest Az immunfestés jellege a vizsgalt Az immunfestés jellege a beteg
agyteriileteken/sejtpopulaci- esetek patholégiailag érintett
okban életkori kontroll teriileteinek vulnerabilis
esetekben* sejtjeiben*

20S proteaszéma Elsésorban citoplazmatikus Fokozott magi

S6b, S10b 19S RC ATPazok Elsésorban citoplazmatikus Fokozott magi

S4, S7 19S RC ATPazok Elsésorban magi Fokozott magi

Ubiquitin Els6sorban magi Fokozott magi

Hsp72 Els6sorban citoplazmatikus Gyenge citoplazmatikus

5. tablazat Az UPR vizsgélt komponenseinek redisztriblcioja a beteg esetek patholégiailag

érintett teriileteinek vulnerabilis sejtjeiben
*: entorhinalis kéreg neuronjai, n. oliva inferior neuronjai, kisagyi granularis sejtek CJB esetén; CA1-subiculum-entorhinalis

kéreg neuronjai AK esetén.

79



o - oo

e

8B 8 & 58 8 3 8

Aranyszemcse/um2

Relativ denzitas - m?ngv‘cltopluzma 1

(=]

2 1
degeneralodd ép degeneralodo
sejtek

B 2 1 T 4
A e
> > % e -

kvantifikalasa

A degeneralodo sejtek magja erésen heterokromatikus. A mag koriil vékony, elektrondenz citoplazma talalhato (A, 10.000x).

A degeneralodd sejtben az S4 19S RC ATPaz markans magi lokalizaciét mutat (B, 72.000x). Az S4 19S RC ATPaz-t
reprezental6 aranyszemcsék szama szignifikdnsan magasabb a magban, mint a citoplazmaban mind a morfologiailag ép, mind
a degeneralédo sejtekben (C). Ugyanakkor, az aranyszemcsék mag/citoplazma aranya szignifikansan nagyobb a
morfologiailag degeneracidt mutatd sejtekben (D) (Student’s T-teszt, P < 0.05). Az abra E paneljaban egy morfologiailag ép

sejtet lathatunk (E, 6000x, csillag: lipofuscin).
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5.3.3.3. Patholégias inkluziok immunpozitivitasa

A koros fehérjezarvanyok immunreaktivitasanak vizsgalatakor szdmos epitopfeltarasi
modszert kiprobaltunk (lasd 4. tablazat). A leghatékonyabbnak a tablazatban “H” koddal jelolt
protokoll bizonyult (80%-o0os hangyasav 1 percig, mikrohulldimu kezelés 0.01 M
citratpufferben (pH = 6.0) 10 percig), ezért a tovabbiakban ezt alkalmaztuk. Alzheimer-koros
mintakban a neurofibrillaris kotegek (NFT) és a disztrofids neuritek erds immunfestést
mutattak ubiquitinre és S6b alegységre, azonban nem mutattak festést az S7 és S4
alegységekre. A neurofibrillaris kotegek szintén immunpozitivnak bizonyultak 20S
proteaszomara, S6a alegységre ¢és Hsp72-re. A neurofibrillaris kotegek paros helikalis
filamentjeinek 20S ¢és S6b immunfestését immunogold elektronmikroszkopiaval is
megerdsitettilk Alzheimer-koros temporalis kérgi biopszids mintaban. A CJB esetekben, az

ubiquitin kivételével, egyik antitest sem immunreaktiv a kéros prionfehérje lerakddasokban

(25. abra).
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25. abra UPR és Hsp72 immunoreaktiv fehérjezarvanyok Alzheimer-kérban

Ubiquitin immunoreaktiv neurofibrillaris kotegek (NFT) és disztrofias neuritek (A); 20S proteaszéma (,,B” antitest)
immunoreaktiv neurofibrillaris kéteg (B); Hsp72 immunoreaktiv neurofibrillaris kéteg (C); S6b immunoreaktiv neurofibrillaris
kotegek és disztrofias neuritek (D); S6a immunoreaktiv neurofibrillaris koteg (E); a neurofibrillaris kétegek negativak S6a
preimmun szérumra (F). A neurofibrillaris kotegek paros helikalis filamentumai (I, nyilak) erésen pozitivak ubiquitinre (G,
24.000x), S6b 19S RC ATPazra (H, 32.000x), és 20S proteaszomara (I, 60.000x) - immunogold-elektronmikroszkopia. A
fénymikroszkopos képek eredeti nagyitasai: 400x (A, D), 1000x (B, C, E, F).
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6. FONTOSABB UJ EREDMENYEK

e Munkank soran olyan epitdpfeltarasi modszereket dolgoztunk ki, amelyek segitségével
az UPR szamos komponensét lokalizaltuk patkdny agyon, valamint kontroll és

neurodegenerativ human agymintakon.

e Részletes immunhisztokémiai vizsgalataink egyértelmiien bizonyitjak, hogy az UPR
19S RC ATPazai koziil az S4 és az S7 elsésorban a sejtmagban, mig az S6a, S6b és az
S10b dontéen a citoplazmaban lokalizalédik a human és patkany agymintakban
egyarant (az S6a alegységet ezen til még egyes magi testekben is kimutattuk, lasd 3.
pont). Egyediil az S8 alegység intracellularis eloszlasa tér el a kétféle mintaban,
nevezetesen: a patkany agyban dontden sejtmagi, az emberi agyban viszont foként

citoplazmatikus.

e Patkdny agyban mind a neuronok, mind a gliasejtek egyes magi testjeiben széles korti
immunreaktivitast tapasztaltunk ubiquitinre, 20S proteaszémara és az Sé6a 19S RC

ATPazra.

e Az ubiquitin, a vizsgalt proteaszOma alegységek, valamint a Hsp72
immunreaktivitdsanak intenzitasa human agyban anatomiai régionként valtozik mind a
kontroll, mind a beteg esetekben. Azok a régiok, amelyek mind a kontroll, mind a
beteg esetekben a gyengébb immunreaktivitdst mutatjdk, a Creutzfeld-Jakob
betegségben és az Alzheimer-korban a betegségekben neuropatholdgiailag érintett

teriiletek, mig az er6sebb immunreaktivitasutak megkiméltek.

e A kisagyi érintettségli CJB esetekben, a védett Purkinje-sejtekben a kontrollokhoz
képest szignifikdnsan erdsebb Hsp72 immunreaktivitas figyelhetd meg a
szemikvantitativ értékelés (score) alapjan, mig a vizsgélt proteaszoma alegységek

esetén ezt nem tapasztaltuk egy anatomiai régid, illetve sejttipus esetén sem.

¢ A neurodegenerativ mintdkban az ubiquitin, a 20S proteaszoma, valamint az S4, S7 és
az S6b 19S RC alegységek erds magi immunreaktivitadst mutatnak a patholdgiailag
érintett teriiletek morfologiailag sériilt és/vagy TUNEL-pozitiv vulnerabilis

neuronjaiban.
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7. MEGVITATAS

7.1. Az UPR cellularis és szubcellularis immunlokalizacioja egészséges human és

patkanv agyban

7.1.1. Az ubiquitin immunlokalizdcioja

Pathologiai anyagon az ubiquitin lokalizacidjat vizsgdlod tanulmanyok elsdsorban a
koéros fehérjezarvanyok ubiquitin-immunreaktivitasara koncentralnak, az ubiquitin cellularis
lokalizaciojat tobbnyire csak mellékesen emlitik (Kovacs és mtsai., 2003; Lowe és mtsai.,
1993; Stephens és mtsai., 2001). Munkank soran a citratpufferes és a Tris-EDTA hdindukalta
epitopfeltardsoknak olyan 10j véltozatait dolgoztuk ki, amelyek lehetdvé tették az ubiquitin ( és
egyéb UPR-komponensek) cellularis immunreaktivitidsanak alaposabb tanulméanyozasat.
Eredményeink szerint az ubiquitin immunoreaktivitds dontéen magi, de kevésbé a citoplazma
is pozitiv. Ez a szubcellularis mintazat széleskorii €s konzekvens az 0Osszes vizsgalt
neuronpopulécioban, mind a patkdny, mind a human szdveten.

Az altalunk tapasztalt prominens magi ubiquitin lokalizaci6 - azon tul, hogy az UPR a
sejtmagban is intenziven bontja a sériilt, vagy mar sziikségtelen proteineket (Glickman és
Ciechanover, 2002) - utalhat az ubiquitin fontos magi szerepére a hisztonok stabilizadlasaban
¢€s szdmos, proteaszoématol fliggd vagy attol fliggetlen transzkripcios folyamatban (Muratani

¢s Tansey, 2003) ( részletesen lasd: 7.1.3.).

7.1.2. A 208 proteaszoma immunlokalizacidja

Eredményiink, miszerint a 20S PS agyszdveten dontden citoplazmatikus lokalizacigj,
megerdsiti Kamakura korai megfigyeléseit (Kamakura és mtsai., 1988). A biokémiai
vizsgalatok, melyek szerint normal agyhomogenatumban a 20S PS-aktivitas dontden (85-
90%-ban) a citoplazmahoz kdthetd (Keller és mtsai., 2000a), szintén jo dsszehangban allnak
sajat megfigyeléseinkkel.

A vizsgalataink sordn gyakran észlelt intenziv, gytiriszerti perinukleéris 20S PS festés
morfologiai adatokkal tamasztja ala azokat a korabban éleszton leirt eredményeket, miszerint
a proteaszomanak fontos szerepe van a perinuklearis ER mentén a hibasan szintetizalodott
fehérjék eltavolitasaban (Enenkel és mtsai., 1998). Ugyanakkor, a gliasejtekben talalt gyakori

magi 20S PS immunlokalizaci6 ezen sejtek mitotikus aktivitasara utalhat, ugyanis a mitotikus
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sejtekben az UPR-nek kritikus szerepe van a sejtciklus szabalyozasaban (ellentétben a

posztmitotikus neuronokkal) (Ding és Keller, 2001).

7.1.3. A 195 RC alegységeinek immunlokalizacioja

Részletes immunhisztokémiai vizsgalataink bizonyitjak, hogy az UPR 19S RC
ATPazai koziil az S4 és az S7 els6sorban a sejtmagban, mig az S6a, S6b és az S10b dontden a
citoplazmaban lokalizalodik a humén és patkdny agymintdkban egyarant (az S6a alegységet
ezen tul még egyes magi testekben is kimutattuk, lasd: 7.1.4. fejezet). Egyediil az S8 alegység
intracellularis eloszlasa tér el a kétféle mintdban, nevezetesen: a patkany agyban dontden
sejtmagi, az emberi agyban viszont foként citoplazmatikus.

Elesztokon végzett genetikai tanulméanyok szerint a hat 19S RC ATPaz funkcionalisan
nem redundans (Glickman és mtsai., 1998). Ugyanakkor, Rivett kutatocsoportja patkany agy
frakciokat vizsgalva azt talalta, hogy a magi és a citoplazma frakci6 kozott szignifikans
kiilonbségek vannak kiilonb6zo 19S RC ATPazok és nem ATPazok mennyiségében, pl. az S8
mennyisége szignifikdnsan nagyobb a magi frakcidban, mint a citoplazmaban (Brooks ¢és
mtsai., 2000). Mindezidaig, az egyetlen altalunk ismert, a 19S RC ATPazok komparativ
immunlokalizacidjat vizsgaldé munka a dohanyszender (Manduca sexta) interszegmentalis
izmain készilt. Lé6w ¢és munkatarsai szerint az S6a és S10b alegységek elsdsorban magi, az
S6b elsdsorban citoplazmatikus immunlokalizaciét mutattak, mig az S7 alegység mindkét
kompartmentben hasonl6 intenzitassal fordult eld. Mindezek alapjan a szerzok felvetik annak
a lehet6ségét, hogy a 26S PS képes megvaltoztatni pontos alegységosszetételét (Low és
mtsai., 2000). Hasonlo jelenséget a 20S proteaszoma esetén mar leirtak: a Drosophila 20S PS
alegységosszetétele az egyedfejlodés sordn jelentdsen valtozik (Haass és Kloetzel, 1989).
IFN-y indukci6 hatdsara az emlds 20S PS Osszetétele szintén megvaltozik, harom alternativ
alegység épiilhet be a 1 B2 és B5 alegységek helyett: a B1; (LMP2) a B (MECLI), és a 51
(LMP7). Ezek a modosult alegységisszetételli proteaszomdk az ugynevezett
immunproteaszomak, amelyek feladata az intracellularis pathogénekbdl antigén prezentaciora
alkalmas peptidek készitése (Rivett, 1998).

Az egyik lehetséges magyardzat a 19S RC ATPéazok altalunk tapasztalt kiilonb6zo
lokalizacidos mintazataira az, hogy a 19S alkomplex a magi és a citoplazmatikus
kompartmentekben  kiilonboz6, de az adott kompartmentben relative allando
alegységosszetételll valtozatokban van jelen. Masrészt, az S4, S7 és patkanyban az S8

alegységek magi lokalizacidja egybevag azokkal a korabbi, tobb modellen is leirt kisérleti
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tapasztalatokkal, hogy a 19S RC ATPazok (asszocidlva a 20S PS-val, vagy attol fiiggetlenil
1s) transzkripcio regulatorok, vagy részt vesznek a DNS javito-mechanizmusokban (Muratani
¢s Tansey, 2003).

Az UPR ¢és kiilonosen egyes komponensei (ubiquitin, 19S RC ATPazok), valamint a
transzkripcidé és annak reguldcioja kozott szoros és sokrétli strukturalis és funkcionalis
kapcsolat van. Az UPR a kovetkezd elvi modokon jatszhat szerepet a transzkripcid
szabalyozasaban (Conaway €s mtsai., 2002; Muratani és Tansey, 2003):

1./ Szamos transzkripciot kivitelezd és azt regulald fehérje UPR-medialta mddon
bomlik le. Ezen folyamatok iddbeli és térbeli koordinalasa a transzkripcio-regulacio egyik
kulesmomentuma.

2./ Transzkripciot kivitelezd és azt reguldld fehérjék (mono)ubiquitinilacidja, mint
poszttranszlacios modositds megvaltoztatja ezen fehérjék aktivitasat, és mas fehérjékhez valod
affinitasat.

Régota ismert, hogy az ubiquitinilalt H2A ¢és H2B (uH2A, uH2B) a
transzkripcionalisan aktiv kromatin markere. A monoubiquitinilalt hisztonok eldsegitik a
transzkripciot, feltételezhetden lazitjdk a kromatin szerkezetét, illetve ndvelik a hiszton-
deacetildz kapcsolodasanak valésziniiségét (Muratani és Tansey, 2003). Elesztében, szamos
transzkripcids faktor (TF) transzkripcids aktivator domén (TAD)-fiiggd ubiquitinilacidja
sziikséges a transzkripcid aktivalasdhoz (Conaway €s mtsai., 2002). Ugyanakkor, a Met4 nevii
TF az ubiquitinilacio altal inaktivalodik anélkiil, hogy UPR-mediélt médon lebomlana (Kaiser
¢s mtsai., 2000). Ismert, hogy a proteaszémalis ATPazok gatlasa in vitro csokkenti a DNS-
reparacioé (nucelotide excision repair — NER) hatékonysagat, ugyanakkor a proteaszémalis
fehérje degradacio gatlasa nincs hatassal a NER-re (Russell és mtsai., 1999). Nemrégiben
Johntson és munkatarsai leirtak egy APIS-nak elnevezett molekularis komplexet {APIS:
AAA proteins indipendent of 20S}, amely a 19S RC ATPazaibol épiil fel, és szdmos altalanos
transzkripcidés faktorral (GTF) asszocialodik. Véleménylik szerint az APIS-komplex
nélkiil. Ugyanakkor, az APIS miikodési mechanizmusa még nem tisztazott, és az sem vilagos,
hogy a mechanizmus jelen van-e magasabbrendii eukariétdkban (Ferdous és mitsai., 2001;
Gonzalez és mtsai., 2002; Sun és mtsai., 2002).

3./ A 19S RC ATPazok egyiitt, vagy kiilon-kiilon transzkripciot kivitelezd és azt

crer

fehérjék funkcigjat.
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Az UPR erételjesen befolyasolja az RNS polimeraz II (Pol-II) miikodését. Ennek
hipotetikus modellje a kdvetkezd: a transzkripcid aktivatorok E3 enzimeket rekrutdlnak a
promoter-komplexbe, amelyek segitik az dket felismert aktivatorok, a Pol-II, egyes hisztonok,
¢s egyéb TF-ok poliubiquitinilacidjat. Ennek hatdsidra a 26S PS lebontja az aktivatorokat,
elkeriilendd a transzkripcid reiniciaciojat. A mar fent emlitett APIS komplex segiti a Pol-II-t
»elongacio-kompetens formaba” hozni, vagyis a Pol-II miikodéséhez, a transzkripcio
rekrutalt 26S proteaszoma egyiitt mozog a transzkripcids komplexszel, majd a folyamat végén
segiti a Pol-II felszabadulasat, illetve hiba esetén leallitja az elongacidt a transzkripcios
komplex egyes tagjainak lebontasa altal. Ez utobbi folyamatokat feltételezhetdleg a
transzkripciés komplex komponenseinek konformacid-véltozds miatt bekovetkezd
ubiquitinilaciodja, illetve foszforilacidja-defoszforilacidja indukalja (Conaway és mtsai., 2002;

Muratani és Tansey, 2003).

7.1.4. A magi testek immunpozitivak az UPR kiilonbozé komponenseire — klasztoszomak

Eredményeink szerint egyes magi testek (2-5db/mag) erdsen immunoreaktivak
ubiquitinre, 20S PS-ra és az S6 19S RC ATPézra. Ezek a magi testek mind a neuronokban,
mind a gliasejtekben megtaldlhatéak, minden vizsgalt agyteriileten, de csak patkany agyban.
Egy nemrégiben megjelent kdzleményben, Lafarga és munkatarsai. leirtdk az tgynevezett
klasztoszomékat. A klasztoszomak magi testek, amelyek erdsen immunreaktivnak
bizonyultak 19S és 20S PS-ra, ubiquitinre és néhany proteaszoma szubsztratra szamos
sejttipusban (neuronban és gliasejtekben, fibroblasztokban és HeLa sejtvonalakon) in vitro, és
patkany agyban a magnocellularis neuroszekrécios sejtekben in vivo. A klasztoszémakat
dinamikus strukturaknak talaltak: intraperitonedlisan adott hipertonias NaCl injekci6 hatasara
a fent emlitett hipothalamikus neuroszekrécidés neuronokban erdsen megndtt a szamuk. A
tanulmany szerzdi szerint a klasztoszomak magi proteolitikus centrumok, amelyek lebontand6
szubsztratokat Osszegylijtve ndvelik a magi proteolizis hatékonysagat (Lafarga és mtsai.,
2002). Az altalunk leirt magi testek erdsen emlékeztetnek a klasztoszomakra. A mi
eredményeink szerint azonban ezek a magi testek széleskorlien el6fordulnak a gliasejtekben
€s szamos neurontipusban patkdny agyban mindennemii el6kezelés nélkiili kontroll allatokban
is. Human agyban nem taldltunk ilyen testeket, amely felveti annak a lehetOségét, hogy
érzékenyek a fixalasra (immerzids fixalds a human agyakon vs. perfizid a patkany agyakon)

¢s a post mortem hatésokra.
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7.2. Molekularis chaperonok és az UPR lokalizaciéja human neurodegenerativ

agyszoveten

7.2.1. A szelektiv vulnerabilitas kérdése a neurodegenerativ betegségekben

A prionbetegségekben és az Alzheimer-koérban szelektiv neuronpusztulas figyelhetd
meg. A Creutzfeldt-Jakob betegségben, mig a hippocampus 4ltalaban védett régio, a
temporalis izokortex erdsen vulnerabilis, kiilondsen annak parvalbumin-pozitiv GABAerg
interneuronjai a [V. rétegben (Guentchev és mtsai., 1997). Szintén CJB eseteket vizsgalva azt
talaltak, hogy az oxidativ stresszmarker 8-hidroxiguanozin elsésorban a temporalis kérgi
neuronokban lokalizalt, a hippocampus neuronjaiban nem (Guentchev és mtsai., 2002).
Amennyiben a CJB-ben agytdrzsi és/vagy kisagyi pathologia is megfigyelhetd, a kisagyi
Purkinje-sejtek és a nyultveld dorzalis magesoportjai védettebbek, mint a kisagyi granularis
sejtek populacidja és az oliva inferior neuronjai (Kovacs és mtsai., 2001; Kretzschmar és
mtsai., 1997). Az Alzheimer-kor esetén, a temporalis izo- €s allokortex kiillondsen érintett, bar
a hippocampus egyes CA régidoi nem azonos mértékben. A neurofibrillaris pathologia, a
granulovakuolaris degeneracio, valamint a neuronvesztés sokkal stilyosabb a CA1 régidban,
mint a viszonylag rezisztens CA4-3 régiokban (Bobinski és mtsai., 1997; Xu és mtsai., 1992).
Ha kilonb6z6 stadiumt Alzheimer-koros eseteket hasonlitunk 0Ossze, a Braak I-II-1II.-
esetcsoportban a neuronvesztés az Ammonszarvon beliil a CA1 régiora korlatozodik. A Braak
IV-V-VI.-csoportban az egész Ammonszarv érintett, de a neuronvesztés szignifikansan kisebb

a hilusban (CA4), mint a CA1 régioban (Bobinski és mtsai., 1997).

7.2.2. A Hsp72 molekularis chaperon és az UPR-komponenseinek szelektiv regionalis

eloszldsa — neuroprotektiv szerep

Immunhisztokémiai vizsgalataink szerint az ubiquitin, szamos 19S RC ATPaz ¢és az
indukdlhaté Hsp72 immunfestésének intenzitdsdban markéns regiondlis kiilonbségek
tapasztalhatok az egészséges kontroll és a neurodegenerativ agymintdkon egyarant. Ezeket a
megfigyeléseket 0sszevetve a morfoldgiai vizsgalatok és a TUNEL-reakciok eredményeivel,
megallapithatd, hogy éppen azok a sejtpopulaciok védettebbek a neurodegeneracios
betegségekre jellemzd fokozott neuronpusztulassal szemben, amelyekben az immunfestés
intenzitasa a fenti fehérjékre nézve a legnagyobb mind a kontroll mind a beteg esetekben

(hippocampus CA4-3-2, kisagyi Purkinje-sejtek, dorzalis agytdrzsi magok). Ezzel ellentétben,
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azon neuronpopulaciok (pl. temporalis kérgi interneuronok, cerebellaris granularis sejtek, az
oliva inferior neuronjai), amelyekben a jelintenzitas altalanosan alacsonyabb mind a kontroll,
mind AK ¢és CJB esetekben (kivéve néhany erésen UPR-magpozitiv vulnerabilis sejtet a beteg
esetekben, 1asd késobb), a betegségek altal erdsen érintett sejtpopulaciok, amelyekben gyakori
a TUNEL-pozitivitas. Sajat eredményeink és az irodalmi adatok alapjan tehat jogosan vethetd
fel az a lehet6ség, hogy az indukalhaté Hsp72 molekularis chaperon mellett az UPR (vagy
egyes komponensei) is fontos szerepet jatszhatnak a neuroprotekcioban az AK és a CJB
esetén egyarant. Ugyanakkor, az immunhisztokémiai megkdzelités mellett tovabbi biokémiai
vizsgalatok sziikségesek a kérdéses neuronpopulaciok mRNS ¢és proteintartalmanak
elemzésére (pl. 1ézer-mikrodisszekcid utan PCR, illetve Western-blotting modszerekkel).

Tobb vizsgalat ismert, amelyek a Hsp72 anti-apoptotikus szerepére utalnak. Hsp72
deficiens sejtvonalon 30 perces 42°C-os hé-stressz morfologiailag és biokémiailag
megerdsithetd aktiv sejthalalt valt ki (Guzik és mtsai., 1999). Monocitdknal a Staphilococcus
aureus baktérium fagocitalisa apoptozist valt ki a sejtekben. 24 oraig tartd 41.5°C-os hé-
stressz, amely indukalta a Hsp72 szintézist, szignifikdnsan emelte az apoptozis-rezisztenciat.
Anti-sense oligonucleotiddal blokkolt Hsp72 expresszi6 ez utobbi esetben viszont ismét
beinditotta az apoptotikus folyamatokat (Buzzard és mtsai., 1998). A Hsp72 és az apoptdzis
kapcsolata molekuldris szinten rendkiviil Osszetett: a Fas-ligand nevii proapoptotikus faktor
gatolja a HSF-1 hiperfoszforilaciojat. A HSF-1 a Hsp72 transzkripcids faktora, amely
hiperfoszforilacioval aktivalodik. A Fas-ligand ezirdnyu hatdsat a kaszpaz-1 (ICE) inhibitor
gatolta (Schett és mtsai., 1999). Mindemellett, a Hsp72 gétolhatja a komplett apoptoszéma-
komplex kialakuldsat ugy, hogy egyrészt giatolja a citokrom-C kidramlasat a sériilt
mitokondriumokbol, masrészt az Apaf-1-hez koétddve megakadalyozza a prokaszpaz-9
kotddését és aktivalodasat (Beere és mtsai., 2000; Steel és mtsai., 2004). A Hsp72 éltalanos
citoprotektiv hatdsa ugyanakkor a chaperon-funkcioval is magyarazhat6. A Hsp72, mint
1996).

Az UPR, a Hsp70 ¢és a Hsp90 molekularis chaperonok kozott szoros az
egylttmiikddés, pl. az UPR gatlasa esetén hd-sokk faktorok (HSF-1 és HSF-2) atirédasa
indukaloédik. A molekuléris chaperonok a hibasan feltekeredett fehérjékkel asszocialédnak, és
a fehérjék refoldingjat katalizaljak. Ha ez sikertelen, a rosszul feltekeredett fehérjék
poliubiquitinilalédnak, és UPR-medialt aton lebomlanak. Ezt a folyamatot a Hsp70 és Hsp90

.....

képes kotddni a molekularis chaperonokhoz és a 19S RC-hez, egy tranziens komplexbe hozva
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a molekularis chaperonokat ¢s a 26S PS-t. A CHIP pedig egy E3 aktivitassal rendelkezd
adapter ligaz, ugynevezett mindségi kontroll ubiquitin-ligaz {quality control E3}, amely
képes ehhez a komplexhez kotddni. Amennyiben a Hsp fehérjék sikertelenek a rosszul
kézremiikddésével a molekularis chaperonok a menthetetlen fehérjéket ,,atadjak” az UPR-
nek. Ez a nemrégiben leirt folyamat, a fehérje mindség kontroll {protein quality control}
rendkiviil intenziven kutatott, és szdmos részlet var még tisztdzasra (Demand és mtsai., 2001;
Luders és mtsai., 2000; Murata és mtsai., 2001).

Az UPR-komponensek és a molekuldris chaperonok fokozottabb jelenléte egyes
sejtekben nagyobb kapacitasi protein mindség kontrollra utalhat. Ez egyrészt jelezheti azt,
hogy az adott sejtpopulacidban intenzivebb az altalanos fehérje-turnover. Ugyanakkor, a
magasabb immunfestés-intenzitasu sejtpopulaciok a vizsgalt neurodegenerativ betegségekben
egytél-egyig védettek, nem érintettek. Igy felvetddik annak lehetésége, hogy azon
sejtpopulaciokban, amelyekben a Hsp72 ¢s az UPR komponenseinek immunreaktivitasa
alapvetéen magasabb, a feltételezhetden nagyobb aktivitasi fehérje mindség kontroll a
neuroprotekcié egyik fontos tényezdje lehet. Masrészt, az altalanos nuklearis lokalizaciot
mutatd ubiquitin, valamint S4 és S7 19S RC ATPéazok, mint ezt mar kordbban emlitettiik,
repair}, akadr a 20S vagy 26S proteaszomatol fiiggetleniil is. Mivel ezen fehérjék
immunfestésének intenzitdsa kiilondsen erdsen mutatja a fent leirt regionalis kiilonbségeket,
felvethetd, hogy a fent emlitett transzkripcio-regulacidos és DNS-javitdé mechanizmusok
szintén részt vesznek a neuroprotekcioban.

Ismert, hogy biokémiailag, etioldgiailag kiilonb6zé eredetli neurodegenerativ
betegségekben sokszor ugyanazon sejtpopulaciok sebezhetdek, érintettek (pl.: hippocampus
CA1) (Graham és Lantos, 2002; Love, 2000). Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a Hsp72
molekularis chaperont és egyes UPR-komponenseket eleve kisebb mennyiségben tartalmazo
sejtpopulacidk az emberi agyban - mintegy “leggyengébb lancszemként” - hajlamosabbak a
vulnerabilitasra egyes neurodegenerativ megbetegedésekben (pl. AK, CJB). Ugyanakkor, a
neurondlis vulnerabilitasnak sok egyéb biokémiai oka lehet, pl. az adott sejtpopulacid
calcium-kotd fehérjéinek mennyisége, tipusai, vagy egyéb molekularis chaperonok (Damier
és mtsai., 1999). Azon tul azonban, hogy egyes sejttipusok milyen molekuldris védelmi
mechanizmusokkal vannak felvértezve, a vulnerabilitdisban mas tényezdk is szerepet

jatszhatnak, pl. az adott neuronpopuldcidé neurotranszmittere és projekcios kapcsolatai, a
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neuronok koriili perineurondlis extracellularis matrix {perineuronal net} biokémiai
Osszetétele, stb (Belichenko és mtsai., 1999; Love, 2000).

A 20S PS ¢s a vizsgalt 19S RC ATPazok immunfestésének intenzitasa alapvetden nem
mutat szignifikans kiilonbségeket a kontroll és a beteg csoportok kozott. Ezt Western-
blottinggal is megerésitettiik kontroll és Alzheimer-koros agyak temporalis kérgi mintdin.
Ezek az eredmények alatdmasztjak korabbi vizsgalatok eredményeit, melyek szerint - bar a
26S PS aktivitasa csokkent az Alzheimer-koros agyveld érintett teriiletein - a 20S PS egyes a
¢s P alegységeinek expressziojaban nincs kiilonbség. A kisebb PS aktivitas az UPR csokkent,
elégtelen mitkddésére utalhat (Keller és mtsai., 2000b). Ding €s munkatarsai felhivjak a
figyelmet arra, hogy ezeken a sériilt agyrészeken tapasztalhaté nagyfoku sejtpusztulas
onmagaban is okozhatja a szovetben mért redukalodott PS-aktivitast. Ugyanakkor tény, hogy
a PS-aktivitas csokkenését oxidativ stressz hatasanak kitett in vitro rendszerekben is kimérték
(Ding ¢s Keller, 2001). A vizsgalt UPR-komponensekkel ellentétben, a Hsp72 molekularis
chaperon immunfestésének intenzitdsa a CJB esetekben a védett Purkinje-sejtekben
szignifikansan erdsebb, a vulnerabilis oliva inferior sejteiben viszont gyengébb, mint a
kontroll esetekben. A védett Purkinje-sejtek tehat a koros prionfehérje okozta
korfolyamatokra erds stresszfehérje-indukcidval valaszolnak. A Hsp72 szintje a betegség
terminalis fazisdig magas marad, €s a pozitiv sejtek megkiméltek a sejtpusztulastol (TUNEL-

negativak). Mindez a Hsp72 citoprotektiv szerepét méginkabb hangsulyozza.

7.2.3. Az UPR-komponenseinek magi redisztribucioja

Az Alzheimer-koros és CJB esetekben a betegség altal érintett neuronpopulacidkban
gyakran taldltunk olyan diszkrét neuronokat, amelyek igen erds magpozitivitast mutatnak
ubiquitinre, 20S PS-ra, valamint az S4, S6b, S7 és S10b 19S RC ATPazokra. Megjegyzendo,
hogy a kontroll esetekben, ezekben a neuronpopulaciokban a 20S PS, valamint az S6b és
S10b 19S RC ATPéazok immunreaktivitisa dontéen citoplazmatikus, mig az ubiquitin,
valamint az S4 és S7 19S RC ATPazoké dontéen magi, de ez utdbbi magi immunfestésnek
minden sejtben nagyon alacsony az intenzitdsa. Mivel a ,,no first antibody kontroll” és a
megfeleld preimmun szérum kontrollok (pl. 20S-B preimmun) parhuzamos metszeteken nem
mutattak semmilyen festést, a kondenzalt magok téves pozitivitasa kizarhato. Az
asztrocitamarker GFAP kimutatdsdra hasznalt poliklondlis antitest csak az asztrocitakat
festette, a kondenzalt magokat nem. Mindezen tal, a mitokondridlis citokrom-C, valamint a

citoplazmatikus matrixban diffuzan lokalizdld protein-tirozin-kindz-2 (SH-PTP2) enzim
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immunreaktivitasa ezekben a sejtekben is hasonld intenzitdsi, mint a betegség altal nem
érintett agyi régiok ¢€p sejtejeiben, ¢és immunfestésiik a vulnerabilis sejtekben is
citoplazmatikus.

A CJB ¢és Alzheimer-koros esetek érintett teriiletein talalt, az UPR vizsgalt
komponenseire erésen magpozitiv neuronokban az erds magpozitivitast feltételezhetden az
UPR komponenseinek redisztribucioja és/vagy csokkent turnovere okozhatja. Az UPR
vizsgalt komponenseinek egyiittes nagy intenzitdsu eldforduldsa felveti annak lehetdségét,
hogy miikodé 26S proteaszomak taldlhatok ezekben a magokban. Ezen erdsen magpozitiv
sejtek kizardlag olyan sejtpopulacidkban fordulnak eld, ahol a Hsp72, az ubiquitin és a 19S
RC ATPazok immunfestésének intenzitdsa a kontrollokban is alapvetden alacsony, és
eléfordulasuk korrelal a TUNEL-pozitiv vulnerabilis sejtek eloszlasaval is.
tobb kisérletes stressz-modellen is leirtdk mar in vitro. Akut ischémids-hipoxias patkanybol
szarmazo6 hippocampus-eredetii tenyészeten a magi ubiquitin immmunreaktivitas fokozodasat
fény- ¢és elektronmikroszkopos szinten is megerdsitették (Risuleo és mtsai., 2003). Mind a
vastagbél-tumor, és A2780 petefészek-tumor eredetli sejtvonalakon (Ogiso és mtsai., 1999).
Szérum-megvonassal, valamint alacsonyabb do6zist y-sugarzassal indukalt apoptdzis soran
human 3T6 sejteken, illetve human interfazisos limfocitdkon szintén magi ubiquitin
akkumulaciot irtak le (Bresin és mtsai., 2001; Delic és mtsai., 1993).

A TUNEL-reakci6, amely in situ detektalja a fragmentalddott DNS-t, hasznos markere
a DNS-karosodasnak. Korabbi tanulmanyok a TUNEL-reakciot ,,apoptozis detektalasnak”
nevezték. Ugyanakkor, a nagyobb mennyiségii fragmentalodott DNS-t tartalmazo sejtmag
onmagaban még nem feltétleniil utal apoptozisra. Sokkal inkabb vulnerabilis sejteket jelol,
amelyekben az aktiv sejthaldl kezdeti 1épései mellett kelléen nem hatékony DNS-javitd
mechanizmus {repair} is jelen lehet (Ferrer, 1999; Jellinger és Stadelmann, 2000; Stadelmann
¢s mtsai., 1998). Egyes tanulmanyok szerint, ha a TUNEL-pozitiv sejtek a kronikus
neurodegenerativ mintakban egytdl-egyig apoptotikus sejteket jeldlnének, a sejtpusztulasnak
sokkal nagyobb mértékiinek kellene lenni a tapasztaltnal (Sikorska, 2004). Cotman és
munkatarsai szerint az Alzheimer-kor altal érintett neuronpopulécidkban a vulnerabilis sejtek
a tenyészetekben megfigyelhetd, néhany ora alatt lejatsz6do ,klasszikus” apoptozis helyett, a
halal és a védekezés kozotti egyfajta dinamikus és erdsen elnyujtott ,,dontési kaszkad”-

folyamaton mennek keresztiil (Cotman, 1998).
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Osszefoglalva, az UPR-komponenseire erds magi immunreaktivitast mutaté neuronok
feltételezhetéen vulnerdbilis sejtek, amelyekben az UPR komponenseinek erés magi
lokalizacioja az UPR-nek az aktiv sejthaldlban, és/vagy a magi (DNS) reparacios

mechanizmusokban vald részvételére utalhat.

7.2.4. Pathologias inkluziok immunpozitivitdisa UPR-komponensekre és Hsp72-re

A kiilonbozd protein-Osszetételli extra- vagy intracellularis protein inklaziok a
legkiilonbozobb neurodegenerativ betegségek fontos jellemzdi. Szamos szerzé egybehangzo
eredményei szerint az intracellularis protein inkluziok gatoljak a proteaszomak miikodését.
Ugyanakkor az, hogy a protein aggregatumok okai vagy kovetkezményei-e a proteaszoma-
gatlasnak, nem eldontott kérdés. Valdszinii, hogy az aggregadtumok a gatolt proteaszoma-
miikodés kovetkeztében fokozott mennyiségben képzddnek, és maguk is egyre nagyobb
mértékben gatoljak a PS miikodését, tehat egy Onerdsitd folyamatrol lehet sz6 (Bence ¢€s
mtsai., 2001).

Az UPR egyes komponenseinek celluldris lokalizacios mintazatai mellett vizsgaltuk az
Alzheimer-korban és CJB-ben el6forduld protein aggregatumok immunpozitivitdsat is,
szamos epitopfeltarasi modszert felhasznalva. A 20S-B, az anti-S6a ¢s az anti-S6b antitestek
preimmun szérumai egy epitopfeltaras esetén sem mutattak semmilyen immunreaktivitast a
vizsgalt fehérje inkluzidkra.

Szdmos inkluzié jol ismert, és diagnosztikus markerként is hasznélt ubiquitin-
immunreaktivitasan tul (Alves-Rodrigues és mitsai., 1998) kimutattuk a neurofibrillaris
kotegek immunreaktivitasat 20S PS-ra és Hsp72 hé-sokk fehérjére, valamint a szenilis
plakkok kortili disztrofias neuritek immunreaktivitasat S6b 19S RC alegységre. Mindezen
eredmények kiegészitik és megerdsitik a kordbban, mas kutatocsoportok altal leirtakat
(Hamos ¢s mtsai., 1991; Ii és mtsai., 1997; Kwak ¢és mtsai., 1991).

Neurodegenerativ betegségekben az agyban taldlhatd protein inkliziokban az UPR
mas komponenseinek, igy a karboxi-termindlis hidroldznak (deubiquitinilalé enzim, lasd
Irodalmi bevezetd, 2.3.3 fejezet) és az ubiquitin-aktivalo enzimnek (E1) jelenlétét is leirtak
(Kwak és mtsai., 1991; McNaught és mtsai., 2002). Mindezen eredményeket, beleértve a sajat
eredményeinket is, ugy interpretalhatjuk, hogy az oxidalt, sériilt és aggregacidra hajlamos
fehérjék feldolgozasa sordn az UPR kiilonb6z6 komponensei beépiilnek a képzddd fehérje
aggregatumokba. Ezen inkluzidk azonban nem minden UPR-komponensre immunpozitivak,

¢s egy adott tipusu aggregatum immunreaktivitasa is valtozik az epitopfeltaras fliggvényében.
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Mindez arra utal, hogy a kiilonb6zé érési stadiumban 1évo, alapvetden kristalyszerkezetii
protein aggreagatumokban a beépiilt UPR-komponensek epitdpjai korlatozottan elérhetdek, €s
kimutathatosaguk fokozott mértékben fiiggvénye a hasznalt antitestnek €s az epitopfeltarasi

modszernek.
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8. KOVETKEZTETESEK

Az ubiquitin, valamint az S4, S7 és S8 19S RC ATPazok dominans magi
lokalizacigjat kimutatd6 immuncitokémiai vizsgdlataink morfologiai adatokkal tdmasztjak ala
azt az - eddig jorészt biokémiai eredmények alapjan felvetett — elképzelést, miszerint az
ubiquitin-proteaszoma rendszer szdmos komponense minden bizonnyal részt vesz a

transzkripcid szabalyozasaban és a DNS- reparaciés mechanizmusokban is.

Kontroll patkany agyon végzett megfigyeléseink megerdsitik a magi testek
(klasztoszomak) létezését, sét tapasztalataink szerint eléfordulasuk az eddigi leirdsokhoz
képest 1ényegesen kiterjedtebb a glia- és az idegsejtekben egyarant. Miutan a klasztoszémak,
a mi mintainkban is, fokozottan immunpozitivak az UPR szamos elemére, jogos a feltételezés,
hogy ezek a strukturdk a sejtmagi fehérjék lebontasanak koncentralt szinterei. Ennek

bizonyitasa természetesen tovabbi molekularis sejtbiologiai vizsgalatokat igényel.

Az ubiquitin, a szdmos proteaszoma alegység és a Hsp72 immunfestésének intenzitasa
- a kontroll és a neurodgenerativ human agymintakban egyarant — konzekvens regionalis és
szelektiv eloszlast mutat. Az immunfestési mintdzat és a TUNEL-pozitiv sejtek eloszlasa
egyértelmiien a fenti fehérjék neuroprotektiv szerepére utal. A leggyengébb jelintenzitdst
ugyanis éppen azokban az anatomiai régiokban észleltiik, amelyek az Alzheimer és a
Creutzfeldt-Jakob betegségben a neuronpusztulds szempontjabdl a legérintettebbek.
Ugyanakkor a CJB esetében a kisagyi Purkinje-sejtekben intenziv, az egészséges kontrollnél
is szignifikdnsan erésebb Hsp72-pozitivitas figyelhetd meg, ami egyik magyarazata e sejtek
fokozott védettségének. Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az UPR egyes komponenseit és
a Hsp72-t eleve alacsonyabb szinten expresszaldé neuron populaciok az agyban -

»leggyengébb lancszemként” — a legsebezhetdbbek.

A neurodegenerativ mintdkban a pathologiailag leginkabb érintett régiok egyes

morfologiailag sériilt neuronjaiban az ubiquitin és szdmos proteaszoma alegység (20S, S4, S7,

crer

neurodegeneracio végso stadiumaban, az aktiv sejthalalban is fontos szerepe lehet.
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11. OSSZEFOGLALAS

A konformacids neurodegenerativ betegségek pathogenezisének hatterében a fehérje
kialakuldsa és intra- vagy extracellularis felhalmozddasa - 4ll. Nem véletlen tehat, hogy az
utobbi idében egyre tobb tanulmany veti fel az intracellularis fehérje homeosztazis két fontos
szabalyoz6d elemének, az ubiquitin-proteaszoma rendszernek (UPR) ¢és a molekuléris
chaperonoknak a neurodegeneracioban és a neuroprotekcidban betdltott szerepét. Ugyanakkor
az UPR egyes komponenseinek €s a Hsp72-nek sejtszintli €s regionalis eloszlasat feltaro
atfogd vizsgalat eddig nem késziilt sem egészséges kontroll, sem neurodegenerativ
agyszoveten. Kutatomunkank elsédleges célja ezért az volt, hogy az UPR komponenseinek és
a Hsp72-nek a fény- és elektronmikroszképos immunlokalizacidjaval morfologiai adatokat
szolgaltassunk a konformacios neurodegenerativ betegségekre jellemz6 regionalis €s szelektiv
neuronpusztulds okainak felderitéséhez. Vizsgalati objektumként perfuziosan fixalt patkény
agyszovetet, valamint egészséges és neurodegenerativ (Alzheimer és Creutzfeldt-Jakob kor)
post mortem human agyszdvetmintat hasznaltunk.

A 19S RC ATP-azok koziil az S6a, S6b ¢s az S10 dontéen citoplazmatikus, mig az
ubiquitin, valamint az S4 és az S7 dominansan sejtmagi lokalizaci6ju a kontroll human és
patkany agymintdkban egyarant. Eredményeink morfoldgiai adatokkal tdmasztjak alé, hogy az
UPR bizonyos komponensei — a citoplazmatikus és a sejtmagi fehérjék degradacioja mellett —
részt vehetnek a transzkripcié szabalyozasiban és a DNS-reparacioban is (Adori és mtsai,
2006. J Histochem Cytochem. 54: 263-267).

A kontroll és neurodegeneraciés szovetmintakon végzett 6sszehasonlitd vizsgalataink
azt bizonyitjak, hogy azok az anatémiai régiok és sejtpopulaciok a legsebezhetdbbek,
amelyekben az UPR komponenseinek és a Hsp72-nek az immunfestése - tigy a kontroll, mint
a neurodegenerativ mintdkban — a leggyengébb. Ugyanakkor feltlind, hogy - éppen ezekben, a
betegség soran pathologiailag leginkabb érintett régidkban - a morfologiailag sériilt, tobbnyire
TUNEL-pozitiv neuronok sejtmagjaban az UPR szdmos komponensének rendkiviil intenziv
immunlokalizacidja figyelheté meg. Megalapozott tehat az a kovetkeztetés, hogy: 1./ az UPR
¢s a Hsp72 jelentds citoprotektiv szerepet jatszhat bizonyos idegsejt populacidk esetében,
masrészt 2./ az UPR aktiv résztvevdje lehet a neuronpusztulds molekularis mechanizmusanak
18 (Adori és mtsai, 2005. Neurobiol Dis. 19: 427-435; Kovacs és mtsai, 2001. Neurobiol
Dis.8: 881-889).
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12. SUMMARY

A common hallmark of the conformational neurodegenerative diseases (CND) is a
special disturbance of protein metabolism resulting the production and intra- or extracellular
accumulation of pathologic conformational isoforms of one or more proteins. Therefore, it is
not a surprise, that more and more studies have been raised the potential role of the ubiquitin-
proteasome system (UPS) and the molecular chaperones, the two important regulating
members of the intracellular protein homeostasis, in the neurodegeneration and
neuroprotection. However, a comprehensive study on the cellular and regional distribution of
the UPS components and the Hsp72, in either healthy control or neurodegenerative brain
tissue, has not been published yet. This is the reason why the main aim of our investigations
was to find out causative factors of the regional and selective neuronal death by
immunolocalization of the UPS components and Hsp72. Perfusion fixed rat brain and post
mortem control and neurodegenerative (Alzheimer’s and Creutzfeldt-Jakob disease) human
brain samples were used in our studies.

The 19S ATP-ases, S6a, S6b and S10b show mainly cytoplasmic, whereas ubiquitin
and the ATP-ase subunits S4 and S7 exhibit prominent nuclear immunolocalization in both
control human and rat brain samples. Our results support the notion by morphological
evidences, that certain components of the UPS may take part in the transcription regulation
and DNA-repair, beside the degradation of the cytoplasmic and nuclear proteins (Adori et al,
2006. J Histochem Cytochem. 54: 263-267).

Our comparative studies on control and neurodegenerative human brain samples prove
that those anatomical regions and cell populations are most vulnerable, where the
immunostaining for the UPS components and the Hsp72 is the weakest in both the control and
the diseased brain. However, in neurodegenerative cases, a remarkable and intense
immunolocalization of almost all the UPR components can be observed in the TUNEL-
positive nuclei of morphologically damaged neurons within the affected brain areas. These
findings provide further evidences supporting the idea on the prominent cytoprotective
function of the UPS and the Hsp72 in certain neuronal populations. On the other hand, the
ubiquitin-proteasome system may finally play an active role in the molecular mechanism of
neuronal cell death (Adori et al, 2005. Neurobiol Dis. 19: 427-435; Kovacs et al, 2001.
Neurobiol Dis.8: 881-889).
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