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A PÁLYÁZATBAN MEGFOGALMAZOTT MUNKATERVI PONTOK ÉS A 
KAPCSOLÓDÓ EREDMÉNYEK: 
I. Az idegsejtek szelektív károsodásának belső, „sejt-autonóm” tulajdonságoktól történő 
függése. A különbözően érzékeny mozgató idegsejtek kalcium- és kalcium-kötő fehérje 
szintjének követése axon-átvágás után megnövelt parvalbumin szintű egerekben 
elektronmikroszkópos hisztokémiával, illetve fénymikroszkópos immuncitokémiával. Az 
eredmények vad-típusú állatok hasonló kísérleteihez való hasonlítása. Lehetőség szerint 
axon-átvágásra kevésbé érzékeny (slow Wallerian degeneration) transzgenikus állatok 
hasonló jellemzése. 

Munkahipotézisünk szerint a motoneuronok sérülésének sejt-autonóm 
komponensében az intracelluláris kalcium-szint változásai központi jelentőségűek. A 
problémakör kísérletes vizsgálatára akut léziós (axotómiás), illetve target deprivációs modellt 
állítottunk be. Vad típusú (Balb/c) egereken a hypoglossus és az oculomotorius magokban a 
léziót követően a parvalbumin, a kalbindin-D28k és az intracelluláris kalcium szint 
változásait jellemeztük. Eredményeink igazolták, hogy a magasabb parvalbumin tartalmú 
oculomotorius idegsejtekben – sérülést követően – az intracelluláris kalcium szint kevésbé 
emelkedik a hypoglossus mag motoneuronjaihoz viszonyítva [12, 19, 22, 23]. Ebben a 
modellben a neuronális sérülés mértékének jellemzésére NeuN festést végeztünk, melyről 
kimutatták, hogy sérülés hatására az idegsejtekben az expressziója lecsökken. A kalcium-
szint sejttípushoz köthető differenciált növekedésével összhangban az oculomotorius magban 
a NeuN festés változását nem tudtuk kimutatni, míg a hypoglossus magban a NeuN 
pozitivitás jelentősen lecsökkent [12] – tehát a magasabb kalcium-kötő fehérje szint (jelen 
esetben parvalbumin) ténylegesen protektív lehet a vizsgált mozgató idegsejtek esetében. 

A fenti eredmények alapján felvetődik a kérdés, hogy a kimutatott protektív hatás 
mennyire köthető ténylegesen a magasabb parvalbumin szinthez, illetve tulajdonítható-e a III. 
és a XII. magok mozgató idegsejtjeinek eltérő neuronális hálózatba szerveződésének? A 
kérdés vizsgálatára – nemzetközi együttműködésben (CaMII promótert alkalmazva) – olyan 
homozigóta egértörzset fejlesztettünk ki, melyek idegsejtjeiben megnövelt parvalbumin 
szintet tartalmaznak (PV+/+). Így, a két motoros magban a mozgató idegsejteket eredeti 
környezetükben, ugyanabban a kísérleti modellben, de megváltozott parvalbumin szint 
mellett vizsgálhattuk. A mozgató idegsejtek kalcium szintjének változásait az idegátvágást 
(XII. mag) illetve az enukleációt (III. mag) követő 1, 4, 7, 14 és 21. napokon követtük 
(elektronmikroszkóposan), amit a korábbi kísérletekhez igazodóan a műtetlen oldalra 
vonatkoztatott arányban fejeztünk ki. Kontrollként – a törzs-specifikus tulajdonságokból 
eredő különbségek kiküszöbölésére – B6/SJL egereken (melyek a PV+/+ transzgenikus 
egerek kiinduló állatai) is elvégeztük a kísérleteket. A vad típusú állatok XII. magi mozgató 
idegsejtjeiben maximálisan 1.7-szeres kalcium szint növekedést mutattunk ki (az operációt 
követő 7. napon), ami a 3. hét végére tért vissza az alapszintre [14]. A PV+/+ állatok 
motoneuronjaiban, sem a III. magban, sem a XII. magban kalcium szint növekedést nem 
találtunk, vagyis az eredményeink alapján úgy tűnik, hogy – legalább is akut sérülések során 
– a megemelkedett PV szint a kalcium által indukált degeneratív folyamatokkal szemben a 
vizsgált mozgató idegsejteket ellenállóbbá teszi [14]. 



A „slow-Wallerian-degeneration (SWld)” egerek felfedezése egy új utat nyitott a 
neuroprotekciós stratégiák kidolgozásában, miután kimutatták, hogy a SWld gén bevitele akut 
és krónikus stressz-helyzetekben is protektív hatású, melynek mechanizmusa viszont 
többnyire tisztázatlan. A jelenség a mozgató idegsejtek degenerációja szempontjából azért 
került az érdeklődés középpontjába, mert úgy tűnik, hogy a motoneuronális degeneráció 
során az axonok sérülése igen korai (talán kiinduló?) jelenség. Kísérleteink során azt 
vizsgáltuk, hogy ez az SWld mutációtól függő védekező mechanizmus összefüggésbe 
hozható-e a mutáns axonok egy megváltozott intracelluláris kalcium háztartásával. 
Kísérleteinket az ischiadicus ideg roncsolásán alapuló modellen végeztük, melyben 
irodalmilag ismert, hogy a sérüléshez közeli Schmidt-Lanterman befűződések alatt a 
fiziológiás körülmények során tapasztalható kalcium gradiens az lézió hatására eltűnik. Az 
irodalmi adatokat csak statisztikai sokaságú populáción tudtuk igazolni: a vad típusú 
állatokban a sérülés hatására az idegrostok 22%-ban figyelhető meg a kalcium gradiens 
eltűnése. Az SWld állatokon, ezzel szemben, az akut stressz nem okozott változást az 
ellenoldali (műtetlen) rostokhoz viszonyítva [11]. 

II. Az idegsejtek károsodásának „nem sejt-autonóm” sajátságoktól történő függése. A 
különbözően ellenálló motoros magvakban (hypoglossus, oculomotorius) tapasztalható 
mikroglia és citokin reakció immuncitokémiai jellemzése krónikus stressz során (SOD1 
transzgenikus állatban) és akut stresszben (anti-motoneuronális IgG injektálása után). 

A motoneuronok sérülésében a környező (glia) sejtek és az ezekkel asszociálható 
citokin reakciók lehetséges szerepének tanulmányozására, krónikus stressz során, a 
motoneuron betegség SOD1(G93A) transzgenikus modelljét használtuk. Próbakísérleteink 
után, a III. mag (glia) sejtes reakciói kvantifikálhatóságának (méret miatti) nehézkessége 
miatt, valamint a XII. mag és a gerincvelői IX. lamina hasonló reakciója miatt vizsgálatainkat 
a gerincvelőre korlátoztuk. Az egerekben a betegség tünetei lassan fejlődnek ki, a 
motoneuronok pusztulása ezzel arányosan lassan megy végbe, így a gliareakció ezekhez 
viszonyított időzítése jól meghatározható. Az általunk vizsgált G98A mutációval rendelkező 
törzsben a klinikai tünetek 90-95 napos kor körül kezdődnek. A klinikai tünetek kialakulása 
előtt 15, 39 és 80 napos korban, valamint a tünetek kialakulása után 110 és 140 napos korban 
követtük – többek között – a CD11b (mikroglia marker), CD68 (makrofág marker) és az 
MCP1 (monocita kemotaktikus protein) expresszióját és megoszlását RT-PCR és 
immuncitokémiai módszerekkel [10]. Mindhárom marker szignifikáns, életkorfüggő 
emelkedést mutatott a klinikai tünetek kialakulását követően, a betegség progressziójával 
arányosan, ami megerősíti, hogy az immun/gyulladásos folyamatok a motoneuron betegség 
patomechanizmusának szerves részét képezik. További eredményünk, hogy emelkedett 
MCP1 reakció már 15 napos korban, CD68 reakció leghamarabb 39 napos korban, és 
szignifikáns CD11b reakció 80 napos korban már kimutatható, amikor nemcsak a klinikai 
tünetek hiányzanak, hanem számottevő sejtpusztulás sem detektálható [10]. Ez felveti, hogy 
ez a korai immunreakció a későbbi sejtpusztulás látensen működő kiváltó oka lehet. 

Munkahipotézisünk tesztelésére, hogy közvetlen összefüggés állapítható-e meg a 
mozgató idegsejtek kalcium-kötő fehérje tartalmával jellemzett „sejt-autonóm” tulajdonsága 
és a környéki immunreakció mértékével jelzett „nem sejt-autonóm” sajátságok között, PV+/+ 
és vad típusú állatokat alkalmaztunk. Kísérletesen, az ischiadicus ideg átvágásával indukált 
sérülés motoneuronális és környéki változásait vizsgáltuk. A műtétet követően a sérülés 
környékén indukált lokális immunreakciót (CD11b-vel mért mikroglia aktivációt) vizsgálva 
megállapítottuk, hogy a reakció mértéke igen nagy heterogenitást mutat úgy az egyes állatok 
tekintetében, mint a mintavétel helyét illetően. Ezért, egy olyan időpontot kiválasztva, amikor 
már intenzív gyulladásos reakció volt kimutatható (4. nap), egy olyan automatizált módszert 



fejlesztettünk ki, amivel az immuncitokémiai módszerekkel kimutatható immunreakció 
mértéke reprodukálhatóan kvantifikálható volt [16, 17, 18, 19, 20]. Ebben a műtét utáni 
időpontban megállapítottuk, hogy a két állattörzsben a mikroglia reakció mértéke nem 
különbözik. A kidolgozott módszerrel a CD11b reakció, és a motoneuronális MCP1 reakció 
mértékét a két törzsben az idő függvényében, az operációt követő 1, 4, 7, 14 és 21. napokon 
vizsgáltuk meg, és kimutattuk, hogy a CD11b reakció mértéke a PV+/+ állatokban 
szignifikánsan hamarabb csökken, mint a vad típusú állatokban. Továbbá, az MCP1 reakció 
erősségének csökkenése még a CD11b jel erősségének csökkenését is megelőzi. 
Elektronmikroszkópos morfológiai és kalcium hisztokémiai vizsgálatokkal igazoltuk 
ugyanakkor, hogy a PV+/+ állatok sérült motoros idegsejtjeiben a léziót követő 7. napon 
(amikor a gyulladásos reakció maximumot mutatott) nem detektálható szignifikáns kalcium 
szint emelkedés – szemben a vad típusú állatokkal, melyek spinális motoneuronjaiban 
ugyanekkor, közel 2x-es szint emelkedés volt mérhető [15]. Jelen adataink összhangban 
vannak korábbi kísérleteinkkel, és kiegészítő magyarázattal szolgálnak azokhoz, melyekben 
kimutattuk, hogy a SOD1 transzgenikus állatokban a PV overexpresszió csak mérsékelten 
sikeres védekezést eredményez, vagyis a megnövelt PV szint ténylegesen „csak” pufferként 
hat. Így ha a stressz tartós, és/vagy a környéki immunreakció irányultsága károsító, ez még a 
kalcium-indukált destruktív folyamatokkal szemben megnövelt ellenálló-képességű sejtek 
pusztulását is eredményezheti. Ugyanakkor az eredmények ráirányítják a figyelmet arra a 
lehetőségre, hogy a motoneuron betegségben (vagy modelljeiben) a motoneuronok védelmére 
a környező gliasejteket is „kezelni” kell. 

A mikroglia sejtek aktív szerepének és „kezelhetőségének” vizsgálatára a modellezett 
motoneuron betegség lefolyása során célzott kísérletet végeztünk, melyhez a SOD1(G93A) és 
a PU.1 knockout (PU.1-/-) egereket használtuk. A PU.1-/- egerek nem képesek myeloid és 
lymphoid sejtek kialakítására, születésükkor nem tartalmaznak makrofág, neutrophil, T és B 
sejteket, mikroglia sejteket sem, és csak úgy maradnak életben, ha a születést követően 
néhány napon belül egy donor állatoktól csontvelőt kapnak. Első kísérletükben, a PU.1-/- 
egereknek SOD mutáns csontvelő adásával megmutattuk, hogy a SOD1(G93A) eredetű 
mikroglia sejtek önmagukban nem képesek degenerációt indukálni, mivel a transzplantált 
egerek normálisan fejlődtek, és nem mutattak ALS-jellegű betegségtünetet sem. A 
SOD1(G93A) x PU.1-/- egerekben viszont, a mutáns SOD egerekhez hasonlóan, azokéhoz 
hasonló ütemben fejlődtek ki a betegség tünetei, amennyiben SOD1(G93A) eredetű 
csontvelőt kaptak. Ezekhez az állatokhoz viszonyítva, ha a SOD1(G93A) x PU.1-/- 
keresztezett egerek a születést követően vad típusú donortól kaptak csontvelőt a modell-
betegség progressziója szignifikánsan lelassult. Ezek az eredmények azt bizonyítják, hogy a 
neuronális degeneráció során a mikroglia sejtek terápiás beavatkozások reális célpontjai 
lehetnek [2]. 

A fenti kísérleteink eredményei, melyet a (moto)neuronális degeneráció akut léziós és 
transzgenikus egér (krónikus stressz) modelljein végezve kaptunk, mind arra utaltak, hogy a 
mozgató idegsejtek sérülése, és – megfelelően súlyos inzultus esetén – a pusztulása egy olyan 
folyamat, melynek végső kimenetelét a sérült idegsejtek belső tulajdonságai mellett a 
környező, immunfeladatokat is ellátó (glia) sejtek határozzák meg. A motoneuron betegség 
SOD1 modelljében igazoltnak láttuk, hogy a sérült mozgató idegsejtek környező (mikro)glia 
sejtjeinek vad típusú idegsejtekre történő cseréje a sejtpusztulási folyamatot lelassítja, és az 
állatok élettartamát megnöveli. Ezen állatkísérlettel analóg beavatkozást terveztünk, illetve 
végeztünk motoneuron betegségben (ALS-ben) szenvedő betegeken, melytől a betegség 
progressziójának lassulását vártuk. A 6 betegen elvégzett komplikált, az ikertestvér 
donoroktól nyert csontvelő átültetésen alapuló eljárás azonban nem váltotta be a hozzáfűzött 
reményeket: a csontvelő átültetett ALS betegek esetében a betegség lefolyásának üteme 



(csoport átlag szinten) nem különbözött szignifikánsan a megfelelően választott (nem 
csontvelő transzplantált ALS) kontroll populáció alapján számítottól [1]. A negatív eredmény 
számos, egyelőre nem meghatározható okra vezethető vissza, melyek egyike – feltehetően – 
olyan releváns ismeretbeli hiányosság, ami további alapkutatási irányultságú kutatásokat 
kényszerít ki. Ugyanakkor, a kutatást lezáró kórbonctani és genetikai vizsgálatok egyik 
pozitív eredményeként kimutattuk, hogy a donor eredetű, elsősorban CD68 pozitív sejtek a 
primer gerincvelői sérülés helyén dúsulnak fel. Ez a felismerés – természetesen további 
részletesebb vizsgálatok után – alkalmat adhat ebben a betegségben egy új típusú terápiás 
beavatkozásra, mely során a donor sejteket szállítóeszközként használva megfelelő trofikus 
faktorokat juttathatunk közvetlenül a sérülés helyére [1, 22, 23, 24, 25]. 

III. A különböző fenotípust mutató modellekben, vagy fajokban az eltérő rezisztencia 
lehetséges okainak keresése. A különbözően ellenálló motoros idegsejtek serkentő/gátló 
beidegzési arányának és/vagy kalcium-kötő fehérje tartalmának és/vagy kalcium 
pumpa/csatorna összetételének, vagy még nem definiálható, lényegbevágó tulajdonságainak 
jellemzése különböző fenotípust mutató egér-, vagy különböző állatfajon alapuló 
transzgenikus modellen és kontroll állatokon, illetve az eredmények lehetőség szerinti 
összevetése hasonlóan jellemzett humán kórbonctani mintákéval. 

Kísérleteinket a motoneuron betegség legelterjedtebben használt, a SOD1(G93A) 
mutáción alapuló egér- és patkány állatmodelljein végeztük. Még ezen két igen közeli törzs 
esetén is az azonos mutáció eltérő fenotípust mutatott: míg az egérben a betegség első tünetei 
invariábilisan a hátsó végtagokon jelentek meg, addig patkányban – az emberi betegséget 
jobban megközelítően - a tünetek az első vagy a hátsó végtagokban is elkezdődhettek. 
Minthogy korábbi kísérleteink során igazoltnak láttuk a mikroglia aktiváció (CD11b) és az 
MCP1 expresszió szerepét a betegség patogenezisében, vizsgálatainkat e két markernek a 
betegség előrehaladásával arányos időbeli változása analízisére fókuszáltuk (18, 40, 80, 
100 napos kor, illetve végstádium). 

A transzgenikus patkányokban az MCP1 festés – mely a gerincvelőben csak a 
mozgató idegsejtekben volt detektálható – legkorábban 40 napos korban volt kimutatható, a 
festődés erőssége 70-80 napos korban érte el a maximumot, és közel 100 napos korra a 
festődés eltűnt (inverz U alakú időfüggés). A mikroglia aktivációt kvalitatíve a CD11b 
denzitás változása és morfológiai jelek alapján jellemeztük, mely 50-70 napos korban, az 
MCP1 festődés megjelenéséhez viszonyítva némi késéssel jelentkezett a patkányokban. A 
mikroglia proliferáció az MCP1 jel eltűnése után is, az állatok haláláig növekedett, bár 
mindvégig a ventro-laterálisan elhelyezkedő motoneuronok környékére korlátozódott [26]. A 
transzgenikus egerekben az MCP1 festés minden vizsgált időpontban kimutatható volt, és 
nem korlátozódott a mozgató idegsejtekre. A festés erőssége (kvalitatíve) a korai vizsgált 
időpontok (18 nap) magas értékéről lecsökkent egy minimális értékre az állatok 40-80 napos 
korára, majd újra emelkedni kezdett, mely az állatok elpusztulásáig tartott [26]. Ezt a nem 
várt U-alakú időfüggést RT-PCR mérésekkel is igazoltuk [10]. Az egerekben a szignifikáns 
mikroglia aktiváció az MCP1 expresszió minimális értéke körüli időpontban (80) volt 
először kimutatható, ami az állatok hátralevő élettartama alatt folyamatosan növekedett, és 
kiterjedt az egész gerincvelői szürke állományra. Az MCP1 reakció ellentétes kifejlődése 
ugyanazon mutáció hatására olyan közeli fajokban, mint a patkány és az egér, valamint az 
aktivált mikroglia eloszlás különbözősége, a motoneuron betegség transzlációs kutatása 
számára adhat használható információt. 

IV. A neurodegeneráció mechanizmusa általánosíthatósági szempontjai. (Kidolgozás alatt 
álló) kollaborációs lehetőségek függvényében további ALS- és nem-ALS neurodegenerációs 



transzgenikus modellek beszerzése, vagy beállítása és a megfelelő struktúrák I-II. 
szempontok szerinti jellemzése. 

A munkatervi ponthoz köthető vizsgálatainkat két irányban végeztük. 
Állatkísérleteket a Huntington betegség transzgenikus modelljén végeztünk: A HD R6/2 hím 
egereket (Jackson Laboratories) B6CBAF1/J nőstény állatokkal pároztatva a transzgenikus 
kolóniát helyileg, az SZTE Neurológiai Klinikájával kooperációban tenyésztettük. A 
vizsgálataink célja – a betegség egy korai stádiumában és végstádiumban – a striatum 
közepes méretű tüskés neuronjainak jellemzése az intracelluláris kalcium-eloszlás 
szempontjából az általunk rutinszerűen alkalmazott ultrastrukturális módszerekkel. Az eddig 
feldolgozott állatokban a kalcium szint tekintetében nagy heterogenitást tapasztaltunk, és nem 
kaptunk publikálható konzekvens eredményeket. 

További vizsgálatokat – szintén az SZTE Neurológiai Klinikájával együttműködve – 
Parkinson betegségben szenvedők substantia nigrájából (SN) származó posztmortem mintáin 
végeztünk. A motoneuron betegség és modelljeiben tapasztaltakhoz illeszkedően azt találtuk, 
hogy a parvalbumin tartalmú SN sejtek nem mutatnak sérülésre, apoptózisra utaló jeleket 
(PARP aktiváció, NF-B nukleáris transzlokáció), ennek megfelelően ellenállóbbak a 
betegséggel szemben [30]. 
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