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1. Bevezetés

A demencia a korabban megszerzett kognitiv képességek fokozatos hanyatlasaval jaro korkép,
amely negativan befolyasolja a beteg munkavégzd képességét és szocialis kapcsolatait
egyarant. A két leggyakoribb neurodegenerativ demencia az Alzheimer-kor (AD) és a Lewy-
testes demencia (DLB), tobb milli6 beteget érint vilagszerte. Az AD patogenezisében kitiintetett
szerepe van az extracelluléaris, nagy mennyiségii amiloid-B (AP) peptidet tartalmazo szenilis
plakkoknak ¢€s az intracellularisan lerakodd, foként hiperfoszforilalt-tau-t halmozo
neurofibrillaris kotegeknek (NFT). Ez utdbbi patoldgias elvaltozas miatt soroljuk, az AD-t a
tauopatiak k6zé. Ezzel szemben a DLB az a-synucleinopatiakhoz tartozik, mivel a legfontosabb
szOvettani eltérés a nagy mennyiségii a-synuclein aggregatumokat koncentralo intracellularis
Lewy-testek megjelenése a neuronokban. Noha, a két betegség klinikai megnyilvanulasaban
szamos eltérés van, mégis a DLB neuropatologiai vizsgalatakor kifejezetten gyakori az AD-re
jellemzé tarspatologia, mig a tiszta ,,pure” DLB viszonylag ritka. Feltehetéleg a korképek
komplex patomechanizmusénak egyik sarkalatos pontja az intracellularis fehérjék termelésében
és eltavolitasaban részt vevo folyamatok egyensulyanak felbomlasa. Sajnos a tobb évtizednyi
megfeszitett kutatomunka ellenére sem sikeriilt a neurodegeneracio kialakulasdban szerepet
jatszo valamennyi mechanizmust feltarni, igy a mai napig nem all rendelkezésre olyan modszer,
amivel gyogyitani lehetne a betegségeket, csupan tiineti terapia lehetséges. Egyre siirgetobb
feladat a korképek patomechanizmusanak feltérképezése, ezaltal 1j potencialis terapias

célpontok azonositasa.

A lemur tirozin-kinaz 2-t (LMTK2) 2002-ben azonositottak el6szor. Ez a specialis szerkezetii
membran-kapcsolt protein-kinaz szamos fiziologias (neuron differenciacio, intracellularis
vezikulak forgalma, axonalis transzport, spermatogenezis) és patologias (prosztata carcinoma,
tiidorak, cisztas fibrozis) folyamatban részt vesz. A LMTK?2 interakcios partnerei k6zott olyan
alapvetd sejtfunkciokat szabalyozo proteineket talalunk, mint a ciklin-dependens kinaz 5
(CDK5)/p35, a protein-foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1C), cisztas fibrozis konduktancia
regulator (CFTR), vagy az egyik f6 molekularis motorprotein a Kinezin-1. Az LMTK2-t
korabban els6sorban malignus tumorokban, féleg prosztata adenocarcinomaban vizsgaltak.
Kozel két évtizeddel az enzim felfedezését kovetden 2018-ban sziiletett meg az elsd
tudomanyos kozlemény, amelyben felvetettik az LMTK2 szerepét neurodegenerativ

folyamatokban.



Sejtbiologiai- ¢és allatkisérletes tanulmanyok, valamint az LMTK2 interaktom ¢és jelatvitel
alapjan harom mechanizmust azonositottunk, melyek zavara hozzajarulhat a neurodegenerativ
folyamatokhoz: 1) tau-foszforilacid, 2) apoptozis, 3) axonalis transzport. Az LMTK2-t
szabalyozo CDKS, valamint az LMTK?2 4&ltal indirekten (PP1-en keresztiil) regulalt glikogén-
szintaz-kinaz-3-B (GSK3p), jol ismert tau-kinazok, fokozott aktivitasuk hozzajarul az AD-re
patognomikus tau-hiperfoszforilaciohoz. A  neurodegenerativ  korképekben  lathato
neuronvesztés egyik fontos mechanizmusa az apoptozis. Az LMTK2-medialt gatlas csokkenése
a PPl-en ¢és kozvetetten a GSK3B-n pro-apoptotikus folyamatokat indukal. Az axonalis
transzport zavara az egyik feltételezett ok az intracellularis fehérje aggregatumok
felhalmozodéasanak hatterében. Az LMTK2 aktivitas csokkenése GSK3P dezinhibicidhoz

vezet, ami a motorproteinek foszforildlasdval megzavarhatja az axonalis transzportot.

Az LMTK2 és neurodegeneracio kapcsolatat vizsgald human kutatasok szdma meglehetdsen
limitalt, ezért elméletiink igazolasahoz dokumentalt huméan AD és DLB mintdkat véalasztottunk
melyeket azonos atlagéletkorti nem-demens kontroll csoporttal hasonlitottunk 6ssze. Tovabba,
az AD-ben patognomikus NFT-k kozponti idegrendszeren beliili lokalizacidja és az LMTK2
expresszio kozti Osszefiiggés tisztdzasa érdekében kiillonb6zd AD neuropatoldgiai (Braak)

stadiumu beteganyagok kiértékelését is elvégeztiik.

Bizva abban, hogy az LMTK2 egy olyan biomarker/terapias célpont, aminek gyors, megbizhat6
és konnyen reprodukalhatd kimutatdsa fontos klinikai szempont lehet a jovOben, a
konvencionalis immunhisztokémia eszkdztarat hasznaltuk munkénk soran. Ugyanakkor, az
adatok kielemzéséhez a legmodernebb digitalis képanalitikai megoldasokat is bevetettiik, annak
érdekében, hogy nagyobb mennyiségli informaciot dolgozhassunk fel. Amellett, hogy egyre
nagyobb klinikai igény mutatkozik a neurodegenerativ betegségekre specifikus biomarkerek
azonositasara, az értekezésben bemutatott munka tudomanyos jelentdségét indokolja az a tény
(is), hogy az LMTK2 neurodegeneracioban betoltott szerepét human mintakon korabban nem

vizsgaltak, igy a kozolt eredmények elsd szakirodalmi leirasnak tekinthetdk.



2. Célkituzések

A neurodegenerativ demencidk stlyos, jelen tudasunk szerint gyogyithatatlan korképek. A
betegségek patomechanizmusanak feltarasa, ezaltal Uj potencialis
biomarkerek/gyogyszercélpontok azonositdsa esszencidlis feladat diagnosztikus és terdpids

szempontbol egyarant.

Az LMTK2 megfelelhet ezeknek a kritériumoknak, azonban a neurodegenerativ korképekben
betoltott szerepérdl rendelkezésre allo tanulmanyok szdma erdsen limitalt. Elsddleges célom és
f6 motivaciom a kutatomunka soran a szakirodalmi hianyossagok potlasaval hozzajarulni az
LMTK2 komplex patofiziolégiai  funkcidinak feltérképezéséhez a  leggyakoribb
neurodegenerativ eredetli demencidkban. Megjegyzendd, hogy a DLB klinikai diagnozis
hasznélata szovetmintdkra helytelen, igy a korképre a neuropatoldgiai terminoldgidnak
megfeleléen neocorticalis Lewy-testes betegségként (LBD) hivatkozunk. A kutatdémunka

megvaldsitasa soran az alabbi konkrét feladatokat tliztiik ki célul:

I) Az LMTK2 hisztopatologiai jellemzése humén neurodegenerativ demenciaban szenvedd

betegek post-mortem szovetmintain.

1) Az LMTK?2 fehérje mennyiségi valtozasanak vizsgalata az immunreakcio intenzitasa alapjan
a két leggyakoribb neurodegenerativ demenciaban, Alzheimer-korban és neocorticalis Lewy-

testes betegségben azonos atlagéletkorti nem-demens kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

IIT) Az 6sszefoglalo kdzleménylinkben kordbban valosziniisitett LMTK?2 és tau-patologia kozti
kapcsolat tisztazdsa Alzheimer-korban eltérd agyi régidkban és AD neuropatologiai (Braak)

stadiumokban.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Az LMTK2 neuropatologiai karakterizalasa AD-ben és neocorticalis LBD-ben
3.1.1 Betegek és mintak

A kutatashoz harom kisérleti csoportot hoztunk létre: azonos atlagéletkori nem-demens
kontroll (CNT), AD és DLB. A demens csoportokban 6-6 sulyos neurodegenerativ
elvaltozasokat mutaté AD (Braak VI. stadium) és neocorticalis LBD (diffuz neocorticalis
stadium) esetet valasztottunk ki. A demencia diagndzisa a klinikai kép alapjan még a betegek
¢letében felallitdsra keriilt, melyet a post-mortem neuropatoldgiai vizsgalat igazolt. A CNT
csoportba valasztott 6 betegben szignifikdns neurodegenerativ valtozas nem volt kimutathato,
halaluk extraneuralis okok miatt kovetkezett be. A vizsgalt agyi régio a gyrus frontalis medius
(MFQG), mivel ez a teriilet mindkét korkép késdi staddiuméban jelentdsen érintett. A kisérleti
csoportokban dsszesen 11 n6 és 7 férfi post-mortem formalin-fixalt paraffinba-agyazott (FFPE)
mintait értékeltiik. Minden péciens iddsebb volt 60 évnél, az atlagos post-mortem id6 (a halal
ideje és a minta feldolgozasa kozott eltelt id6) 38 ora (= 11,8 SEM) az AD; 47,1 ora (£ 8,6
SEM) a CNT és 43,3 (= 7,8 SEM) a neocorticalis LBD csoportokban.

A vizsgalat az ,Institutional Ethics Committee of the MRC London Neurodegenerative
Diseases Brain Bank (18/WA/0206) at the Institute of Psychiatry Psychology and
Neuroscience, King's College London” és a ,,Brains for Dementia Research (BDR) Project
(08/H0704/128+5)” etikai engedélyével zajlott. A paciensek a boncolashoz, neuropatologiai
vizsgalathoz és kutatasi célu felhaszndlashoz hozzjarultak, a betegadatok anonimizaltak. A
mintak feldolgozdsa €s neuropatoldgiai vizsgalata a standard kritériumokkal 6sszhangban

tortént.
3.1.2 Kromogénes immunhisztokémiai (CHR-IHC) jelélés

A 7um vastag FFPE metszeteket ,,leszallo” alkoholsorban deparaffinaltuk. Endogén peroxidaz
enzimaktivitas gatlasa 3% (v/v) H202-t tartalmaz6 metanolban 30 percig. A h6-indukalt epitop
feltarashoz (HIER) Trisz-(hidroximetil)-amino-metan - Etilén-diamin-tetraecetsav (TRIS-
EDTA; 10 mMol TRIS bazis, 1 mMol EDTA, pH 9,0) antigén-feltar6 oldatot €s mikrohullamu
stitét hasznaltunk (5 perc 800 watt, 2x5 perc 250 watt). A nem-specifikus antigén kotéhelyeket
a masodlagos antitest ,,gazdaallatanak” (kecske) 10%-0s (v/v) normal szérumat tartalmazo
TRIS pufferes sooldattal (TBS; Sigma-Adrich, TRIS-buffered saline 20x solution, 20mMol
TRIS, pH 7,4) blokkoltuk 1 6ran 4t szobahdmérsékleten. A primer LMTK2 antitesttel (KPI-2,
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clone H-9, SantaCruz Biotechnology) egy éjszakan keresztiil (overnight) 4°C-on inkubaltuk a
metszeteket. A kdvetkezd napon, szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil inkubaltuk a mintakat
kecske anti-egér biotinilalt masodlagos antitesttel (Agilent/Dako). Az IHC reakciod
detektalasdhoz VECTASTAIN® Elite® ABC HRP Kit-et (Vector Laboratories) hasznaltunk.
A 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogént (Sigma-Aldrich 10 mg tabletta) 4 percig
alkalmaztuk a metszeteken. A magfestés Harris-féle hematoxilin-oldattal késziilt. A mintdkat
»felszallo” alkoholsorban dehidrataltuk. A feddlemezek felhelyezését automata végezte
(ClearVue™ Coverslipper, Thermo Fisher Scientific). Az elsddleges antitestet 1:50, a
masodlagost 1:200 aranyban higitottuk TBS oldatban. Az immunreakcio validitasanak

biztositasara, a primer antitestet kihagyva IHC negativ metszetek is késziiltek.
3.1.3 Fluoreszcens immunhisztokémiai (IF-IHC) jelélés

Szamos 1épés megegyezik a fentebb ismertetett CHR-IHC protokollal (deparaffindlas, antigén
feltaras, elsddleges antitest), mig masok sziikségtelenek az IF-IHC esetén (endogén peroxidaz
gatlas, biotinilalt masodlagos antitest, kromogén). Az fluoreszcens jel6lés modszertana az

alabbiakban tér el a kromogénestol:

A munkaoldat foszfat pufferes sooldat (PBS; Biocare Medical, PBS Plus 10x solution, pH 7,3)
volt. A metszeteket 1 0ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk a fluorofor-konjugalt méasodlagos
antitesttel (Goat Anti-Mouse 1gG H&L — Alexa Fluor® 594, Abcam). A masodlagos antitestet
1:200 aranyban higitottuk PBS-ben. Az autofluoreszcencia kikiiszobolésére Vector®
TrueVIEW™  Autofluorescence Quenching Kit-et (Vector Laboratories) hasznaltunk. A
fed6lemezek felhelyezése manualisan tortént a sejtmagokat is megfesté 4',6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) tartalmu fedéanyaggal (Vectashield® Antifade Mounting Medium with
DAPI; Vector Laboratories).

3.1.4 CHR-IHC értékelese

Metszeteinket Virtual Slide Microscope VS120-al (Olympus Corp.), azonos megvilagitasi
intenzitasokat, expozicios idoket és kamera beallitasokat alkalmazva digitalizaltuk. Az LMTK2
sejt-specificitasat, subcellularis lokalizaciojat, illetve a betegség-specifikus patologias
elvaltozasokkal (AP plakkok és NFT-k) valé kapcsolatat neuropatologus (HT) segitségével

vizsgaltuk.

3.1.5 IF-IHC digitalis képanalizise



Az fluoreszcens mikroszkopidhoz 20x/0,5 420350-9900 Ec Plan-Neofluar objektivvel,
Coolcube Im S/N: 003274. 60N-C 1” 1,0x. 426114 kameraval ¢s a gyartd altal javasolt
filterekkel szerelt Axio Imager Z2 (Carl Zeiss AG) mikroszkopot hasznéltunk. A digitalis képek
elkészitése Isis fluorescence imaging platformmal (MetaSystem Hard & Software GmbH)
tortént. Esetenként 5-5 reprezentativ fotdt készitettiink kozepes nagyitassal (200x), azonos
megvilagitasi intenzitassal, expozicids idovel és kamera bedllitasokkal. A digitalis adatok
kiértékeléséhez Imagel szoftvert hasznaltunk. Az elkésziilt képeket (90 db) egyszerre egy
»stack”-ben nyitottuk meg. A detektéalas kiiszobértéket a sziirkeskalanak megfeleléen 1-255
kozé allitottuk, majd az ,.erode” funkciot alkalmaztuk a kétkomponensi képeken, hogy
kiszlrjiikk a neuronok széli részeit. Az ,,Analyse particles” modullal megmértiikk az atlagos
sziirkeskala intenzitasat az azonositott sejteknek. Annak érdekében, hogy biztositsuk minden
egyes vizsgalt objektum valoban neuron az aldbbi sziirdket alkalmaztuk: 1) automata szelekcio
méret alapjan; 2) ezt kdvetd manudlis szelekcid, amivel kiszlrtiik a szoftver altal tévesen
neuronnak azonositott objektumokat (pl. erek). Az individudlis sejtek intenzitasanak
Osszegzésével meghataroztuk az atlagos sziirkeskala intenzitdst minden beteg esetén, majd az
adatok alapjan a harom kisérleti csoportra (CNT, AD, neocorticalis LBD) vonatkozo atlagos

intenzitasértékeket is megadtuk.
3.1.6 Statisztikai analizis

A fluoreszcens IHC szignal atlagos sziirkeskdla intenzitasértékek statisztikai analizisét
SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc.) szoftverrel végeztik. Az adatok egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA), majd paronként Holm-Sidak teszttel értékeltiik. Tovabba,
kovariancia-analizist (ANCOVA) is futtattunk, hogy meghatarozzuk a betegek életkora, illetve
a post-mortem id6 befolyasolta-e az eredményeinket. Ehhez SPSS 25 szoftvert (IBM Corp.)
hasznaltunk, ahol a fliggdvaltozok az IF-IHC eredmények, a rogzitett faktorok a betegcsoportok

¢€s a nem, a kovariansok pedig az €letkor és a post-mortem 1d6 voltak.
3.2 Az LMTK2 és tau-patologia kapcsolatanak vizsgalata AD-ben

3.2.1 Betegek és mintak

A beteganyag szelekcidja az AD Braak tau neuropatologiai diagnézis alapjan tortént.
Kutatasunkban 5-5 korai (Braak I-1I1.) és kés6i (Braak V1.) stadiumu patologiai elvaltozasokat
mutatd beteg Osszesen 10-10 FFPE mintajat vizsgaltuk. A korai neuropatologiai Braak
stadiumu betegek tobbségének enyhe demencidja volt, mig a késéi neuropatoldgiai stadiumu

paciensek mindannyian sulyos demencidban szenvedtek. Az NFT patoldgia terjedési mintazata
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alapjan két agyi régiot valasztottunk ki: 1) aHPC - mar korai stddiumban is kimutathat6 az NFT
patolégia; 2) MFG - jelentds patoldgia elvaltozasok csak késoi stadiumban detektalhatok.
Ezaltal 4 kisérleti csoportot allitottunk fel, amibdl az MFG régié korai stadiumban endogén
kontrollnak tekinthet6, mivel megkimélt az NFT patologiatol, mig a masik harom csoport

(MFG kés6i stadiumban és aHPC mindkét stadiumban) stilyosan érintett.

A paciensek a boncolashoz, neuropatologiai vizsgalathoz ¢és kutatasi célu felhasznalashoz
hozz4jarultak, a betegadatok anonimizaltak. A szovetmintakat és klinikai adatokat a Centre for
Age-Related Medicine, SESAM, Stavanger University Hospital, Stavanger, Norvégia
biztositotta szamunkra. A kutatds a Nyugat-Norvégiai Teriileti Orvos-és Egészségtudomanyi
Kutatasetikai Bizottsag (REK 2010/633), a magyar Egészségiigyi Tudoményos Tandcs,
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (19312/2016/EKU), valamint az ,,Institutional Ethics
Committee of the MRC London Neurodegenerative Diseases Brain Bank (18/WA/0206) at the
Institute of Psychiatry Psychology and Neuroscience, King's College London” jovahagyasaval
zajlott.

3.2.2 CHR-IHC jelolés

A 7 pm vastag FFPE metszetek kromogénes immunhisztokémiai jelolésének modszertana, a
hasznalt reagensek, inkubacids idok megegyeztek a kordbban az 3.1.2 alfejezetben részletesen
targyalttal. Egyetlen eltérés, hogy a primer LMTK2 antitestet 1:100 koncentracidban
hasznaltuk az optimalis eredmény érdekében. Ennek oka feltételezhetden a kismértékben eltérd
angol és norvég pre-analitikai szOvetminta feldolgozas (utobbi esetben réz-szulfatot is

hasznélnak).
3.2.3 Fluoreszcens kettds-jelolt immunhisztokémia (FDL-1HC)

A mintdk deparaffinaldsa, antigén feltaras, nem-specifikus kotéhelyek blokkolédsa, a primer
LMTK?2 antitest elokészitése, az autofluoreszcencia blokkolasa és a metszetek lefedése
megegyezett a korabban 3.1.2 és 3.1.3 alfejezetekben leirtakkal. Az LMTK2-t 1:100, a masik
primer antitestet a foszfo-tau-t (Ser202, Thr205; clone AT8, Thermo Fisher) 1:500 aranyban
higitottuk PBS-ben. Fluorofor-konjugalt ,,fragment antigen-binding” (FAB) (FabuLight™,
Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.) masodlagos antitesteket hasznaltunk. Az LMTK2-t
piros fényt emittald (Alexa Fluor® 594 — AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Mouse 1gG), a
foszfo-tau-t zold fényt emittald (Alexa Fluor® 488 — AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-
Mouse IgG) masodlagos antitestekkel jeldltiik, majd az igy kapott ,,szendvicsekkel” 4°C-on egy

¢jszakan at (overnight) inkubaltuk a metszeteket.
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3.2.4 Szemikvantitativ CHR-IHC analizis

Metszeteinket Panoramic MIDI II (3DHISTECH Ltd.) szkennerrel digitalizaltuk. A Panoramic
Viewer (3DHISTECH Ltd.) programmal esetenként 10-10 nagy nagyitasu (400x) reprezentativ
fotot készitettink. Az NFT patologia regiondlis megoszlasanak megfelelden az aHPC
mintdkban a transentorhinalis régiora, mig az MFG mintdkban a neocortexre fokuszaltunk. A
szemikvantitativ intenzitas értékelését (scoring) Imagel] szoftver hasznalataval végeztiik. A
,Cell Counter” modullal megjeloltiik és megszamoltuk egy négyfokozatu skéla alapjan (0, 1+,
2+, 3+) a kiilonboz6 intenzitasti immunreakciot mutato sejteket. Meghataroztuk az atlagos IHC
intenzitas ,Score”-t minden egyes mintdra, majd ezeket Osszesitve kiszamoltuk az

atlagértékeket az aHPC és MFG régiokra korai és késoi stddiumokban egyarant.
3.2.5 FDL-IHC digitalis képanalizis

A fluoreszcens mikroszképia az 3.1.5 alfejezetben leirt mddon és bedllitasokkal tortént.
Esetenként 5-5 kozepes nagyitast (200x) fotot készitettiink. A foszfo-tau (zold) és LMTK2
(piros) fluoreszcens szignalok digitalis analizisét ImagelJ szoftverrel az aldbbi metodika szerint
végeztik: a) Az egy esethez tartoz6 piros és zold csatornak egymasra helyezésével kapott
képeket egy ,,stack”-be rendeztiik. Ezt kovetden az RGB ,,stack” képeket atkonvertaltuk 8-bites
szlirkeskéalaba, de az eredeti piros és z6ld csatorna adatokat megtartottuk, annak érdekében,
hogy a mért sziirkeskala értékeket visszahelyettesithessiik, ezaltal elvégezhessiik a két protein
kvantitativ analizisét. b) A kiiszobértékek meghatdrozasa manuélisan tortént. c) A méret szerinti
szelekciot kovetden, a 400 pixelnél nagyobb objektumokat értékeltiik. Az emlitett
visszahelyettesitéses modszerrel megkaptuk az adott ,;region of interest” (ROI) teriiletére
vonatkoz6 piros €s zold csatorna nyers integralt denzitds adatoszlopait. A megfigyelt foszfo-
tau/LMTK2 relaci6 alapjan azt volt a feltevésiink, hogy a proteineknek megfeleld fluoreszcens
szignalok Osszege valtozatlannak tekinthetd az egyes képeken. Minden esetnél meghatarozésra
keriilt, hogy a piros és zold szigndlok milyen ardnyban jarulnak hozzd a képek
Osszintenzitasahoz, azaz megadtuk az egyes fehérjék szazalékos megoszlasat. Végil a

csoportokra vonatkozo értékeket is kiszamoltuk a piros és zold csatorna adatok aldbbi

crer

R-G/R+G =X 1)

ahol R a mért piros szignal (LMTK?2) szazalékos értéke, G a mért zold (foszfo-tau) szignal
szazalékos értéke és X (-1) és (+1) kozotti értéket vehet fel. Ha X= (+1) akkor 100% piros és
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0% zold szignalt, mig, ha X= (-1) akkor 100% zdld és 0% piros szignalt mértiink az adott

csoportban.

Fontos hangsulyozni a két metodika kozti alapvetd kiilonbséget: a CHR-IHC az atlagos LMTK2
intenzitas ,,Score”-t hasonlitja Ossze a csoportok kozott, az FDL-IHC pedig a foszfo-

tau/LMTK2 szignalok szdzalékos megoszlasat méri egy adott csoporton beliil.
3.2.6 Statisztikai analizis

Az egyes csoportokra vonatkozo atlagos CHR-IHC intenzités ,,score” értékek normal eloszlast
kovettek (Shapiro-Wilk teszt), igy az adatokat t-teszttel hasonlitottuk 6ssze paronként. Annak
érdekében, hogy tisztazzuk az életkor, mini-mental teszt (MMSE) értékek, valamint az
apolipoprotein E (APOE) génpolimorfizmus hatasat az CHR-IHC eredményekre ANCOVA
tesztet is futtattunk. Az FDL-IHC adatok nem kovettek normal eloszlast, ezért a kisérleti
csoportokon beliil a foszfo-tau és LMTK?2 fluoreszcens szignalok kozti 6sszefliggést Spearman

korrelacidval vizsgaltuk.
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4, Eredmények

4.1 Az LMTK2 neuropatologiai karakterizalasa AD-ben €s neocorticalis LBD-ben
4.1.1 CHR-IHC eredmények

Az LMTK2 IHC erds neuron-specifikus citoplazmatikus reakciot mutatott; a glia sejtek és az
idegsejtek magjai negativak. AD-ben az extracellularis AP plakkok IHC negativak. Az atlagos
citoplazmatikus LMTK2 immunpozitivitas alacsony az NFT-t hordozé Un. ,tangle-bearing”
neruonokban és a morfoldgiailag normal sejtekben egyarant. Szabad szemmel is jol lathato,
hogy az egyes kisérleti csoportok kozott jelentds eltérések vannak az immunreakcid
intenzitdsaban. Alapvetéen azt mondhatjuk, hogy az LMTK?2 immunpozitivitas gyengébb AD-
ben, mint a CNT és neocorticalis LBD csoportokban, ami az MFG agykéreg mind a hat
rétegében megfigyelhetd.

4.1.2 IF-IHC eredmények

1272 sejtet elemeztiink 6sszesen a fluoreszcens képeken. Noha, az egyes esetekhez tartozo

atlagos intenzitasértékek bizonyos ingadozast mutattak az adott kisérleti csoporton beliil (13,6-

kozel egyezd volt, ezzel megfeleld alapot szolgaltatva a statisztikai analizishez. Az
egyszempontos ANOVA statisztikailag szignifikdns kiilonbséget mutatott a harom kisérleti
csoport kozott (p<0,001) az IF-IHC mintdkon mért atlagos sziirkeskala intenzitdsokban. A
paronkénti 0sszehasonlitas alapjan a CNT vs. AD (p<0,001) és neocorticalis LBD vs. AD
(p=0,014) csoportok kozott szignifikdns, mig a CNT vs. neocorticalis LBD csoportok kozott
nem volt szignifikans Osszefiiggés. Az ANCOVA teszt sem az életkort (p=0,100) sem a post-
mortem 1d6t (p=0,718) nem taldlta jelentds befolyasold tényezonek az IF-IHC eredmények

viszonylataban.
4.2 Az LMTK2 és tau-patologia kapcsolatanak vizsgalata AD-ben
4.2.1 CHR-IHC eredmények

Osszesen 1215 sejt CHR-THC intenzitasat értékeltiik a 4 kisérleti csoportban (aHPC és MFG
régidk korai és kés6i AD neuropatologiai stadiumokban). Az NFT patoldgiaval érintett 3
csoportban (MFG késdi stadiumban, aHPC mindkét stadiumban) elsésorban az alacsonyabb
LMTK?2 intenzitasértékek (1+) dominaltak, mig a legerésebb (3+) immunreakcié csak az

endogén kontroll korai stadiumi MFG régioban fordult el6 Az egyes esetekre vonatkoztatott
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atlagos THC intenzitas ,,score” a kovetkezo variabilitast mutatta a csoportokon beliil: 2,13-2,92
MFG korai stadium, 1,07-1,70 aHPC korai stadium, 1,22-1,81 MFG kés6i stadium és 1,00-1,55
aHPC késo6i stadium. Mindazonaltal a standard deviacidk kozel azonosaka voltak, ezzel
megalapozva a statisztikai analizist. A csoportokra kiszamitott atlagos intenzitas értékek az
alabbiak szerint alakultak: 2,59 MFG korai stadium, 1,28 aHPC korai stadium, 1,43 MFG késoi
stddium, 1,24 aHPC kés6i stadium. Paronként Gsszehasonlitva a kisérleti csoportokat az
LMTK2 IHC intenzitas ,,score” szignifikansan (p<0,001) eltért az NFT-mentes endogén
kontroll (MFG korai stadiumban) és a harom NFT patologiaval sulyosan érintett csoportok
(MFG késé1 és aHPC mindkét stddiumban) kozott (15. é&bra). Utobbi harom régio
Osszehasonlitdsa nem adott statisztikailag szignifikans eredményt. Az LMTK2 CHR-IHC
intenzitasértékeket az életkor (p=0,137), MMSE értékek (p=0,132), illetve APOE

génpolimorfizmus (p=0,253) nem befolyésolta jelentdsen.
4.2.2 FDL-THC eredmények

A foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC az LMTK2 pre-dominanciajat mutatta az endogén kontroll
csoportban (MFG korai stadiumban), mig foszfo-tau talsuly és csokkent LMTK2
immunpozitivitas dbrazolodott az NFT-vel érintett (MFG kés6i ¢s aHPC mindkét stadiumban)
csoportokban. Az 1. abran lathatd az egyes esetekre meghatarozott foszfo-tau/LMTK2
szignalok szazalékos megoszlasi értéke. Ezen adatok alapjan a csoportszintli LMTK2 (piros) és
foszfo-tau (z6ld) fluoreszcens szignalok Osszehasonlitasat a 2. abra mutatja be. A piros
(LMTK2) é¢s zold (foszfo-tau) szignalok korrelacios statisztikai analizise erds negativ
Osszefliggést (Spearman Korrelacios Egyiitthatd = (-1)) mutatott minden egyes kisérleti

csoportban.
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Foszfo-tau/LMTK2 szignalok szazalékos megoszlasa
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1. abra Az abran az anterior hippocampus (aHPC) és gyrus frontalis medius (MFG) régidk korai és
késéi Alzheimer-kér neuropatologiai stadiumaba tartozd esetekre vonatkoztatott atlagos piros
(lemur tirozin-kindz 2 (LMTK2)) és zold (foszfo-tau) fluoreszcens szignalok szazalékos

megoszlasat tlintettiik fel.
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LMTK2 és foszfo-tau szignalok szazalékos megoszlasa
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2. abra Foszfo-tau és lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) fluoreszcens szignalok a gyrus frontalis
medius (MFG) és anterior hippocampus (aHPC) régiokbol korai €s késoi neuropatoldgiai stadiumu
Alzheimer-korban. A diagramok a kisérleti csoportokban mért piros (LMTK2) és zold (foszfo-tau)
fluoreszcens szignalok interquartilis tartomanyat abrazoljak egy (-1)-t6l (+1)-ig terjed6 skalan. (A

median értékek fekete vonallal vannak jelezve. A (+1) érték 100% LMTK2 szignal melletti 0%

Korai stadium Késoi stadium

100% piros szignal

100% zodld szignal

foszfo-taut jelent, mig a (-1) 100% foszfo-tau és 0% LMTK2 szignalokra vonatkozik).



5. Megbeszélés

A human protein atlasz adatbazisaval 6sszhangban, CHR-IHC metodikaval igazoltuk, hogy az
LMTK2 idegszovetben neurodegenerativ korképekben is a neuronok citoplazmajaban
expresszalodik, a sejtmagokban és glia sejtekben nem detektalhato. Az AD-specifikus
patologias elvaltozasok vonatkozasaban, az A plakkok negativak voltak LMTK?2 IHC-vel, ami
azt valosziniisiti, hogy a fehérje nem vesz részt ¢ protein aggregatumok képzésében. A ,.tangle-
bearing” és morfologiailag normal neuronok hasonléan gyenge atlagos citoplazmatikus

immunopozitivitast mutattak.

Az IF-IHC intenzitasadatok alapjan az LMTK2 fehérje mennyisége jelentdsen csokken AD-
ben a CNT-hez és neocorticalis LBD-hez képest. A statisztikai tesztek szignifikans eltérést
tartak fel az AD vs. CNT és AD vs. neocorticalis LBD viszonylatdban, mig a CNT vs.
neocorticalis LBD csoportok kézott minimalis, de statisztikailag nem szamottevo kiillonbséget
detektaltunk, mely adatokat sem a post-mortem id6, sem az életkor nem befolyasolta jelentdsen.
A neocorticalis LBD-ben mért kisfoki LMTK2 csokkenést a gyakran tarsleletként
megfigyelhetdé AD patologianak tulajdonitottuk, majd kisérletesen is igazoltuk, hogy az
LMTK2 alteracié AD/tauopatia-specifikus €és valdszinilileg nem kapcsolodik kozvetleniil az a-

synucleinopatidkhoz.

Az LMTK2 CHR-IHC és foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC vizsgalatok megerdsitettek, hogy az
LMTK2 szint csokkenése nem egy generalizalt véaltozas az AD betegek agyaban, hanem
szorosan Osszefligg az NFT patologia kiterjedésével. Egyazon korai AD neuropatologiai
stadiumu betegben (is) szignifikdnsan magasabb volt az LMTK?2 immunpozitivitas a megkimélt
MFG régioban, mint az NFT-vel sulyosan érintett aHPC-ben. Az életkor, MMSE értékek,
illetve APOE génpolimorizmus nem befolyasoltak szignifikdnsan az LMTK2 CHR-IHC
adatokat. A foszfo-tau/lLMTK2 FDL-IHC szignalok statisztikai analizise erls negativ
korrelaciot mutatott a két fehérje megoszlasaban minden kisérleti csoportban, azaz az LMTK?2

expresszio forditottan aranyos a foszfo-tau/NFT patologia kiterjedésével.

Eredményeinkkel 6sszhangban néhdny kordbbi kutatas is csokkent LMTK?2 szintet detektalt
AD-ben. Genomszinti génexpresszios vizsgalattal alacsonyabb LMTK2 expressziot mértek a
neocortex €s a hippocampus teriiletén tau transzgén (Tau P301L) egerekben, mig az AD
patologiatol megkimélt kisagyban nem volt eltérés. Morotz és mtsai. 2019-ben kozolték a mi

IHC eredményeinket kiegészité human western blot tanulmanyukat (részben az altalunk
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LMTK2 neuropatoldgiai karakterizalasara hasznalt AD és CNT mintakon). A Braak (tau)
neuropatoldgiai stadiumok alapjan harom kisérleti csoportot hataroztak meg: kontroll — Braak
I-11; enyhe demencia Braak IlI-IV; sulyos demencia Braak V-VI. A homloklebenyben az
LMTK?2 expresszi6 csokkent az NFT patoldgia progresszidjaval, de a kisagyban (hasonloan az
egérmodellhez) nem volt valtozas. Ugyanakkor, nem adtak meg pontosan hogy a homloklebeny
Osszehasonlitds nem lehetséges az altalunk végzett kutatassal. Mindazonaltal, az LMTK?2 szint
NFT patologia kiterjedésével Osszefliggd csokkenése, valamint az NFT-mentes Kisagyi
régidban mért valtozatlan értékek (amit a mi kisérleti elrendezésiinkben az endogén kontroll

MFG korai AD-ben reprezentalt) bizonyos mértékig validaljak a mi IHC eredményeinket.

Noha, az LMTK2 jelatviteli utvonal vizsgélata nem képezte részét a kutatadsunknak, a kordbbi
Osszefoglald kozleményiinkben felvetett, sejtbiologiai és allatkisérletes tanulmanyokon alapulo
adatok magyarazattal szolgalhatnak a csokkent LMTK?2 szint neurodegeneracioban betoltott
szerepére. A potencialis mechanizmusokat harom csoportba soroltuk: 1) axonalis transzport

zavara, 2) tau hiperfoszforilacio; 3) fokozott apoptozis.

A neuronalis homeosztazis fenntartdsdhoz elengedhetetlen a jol szervezett, preciz axonalis
transzport. Ha ez a komplex folyamat zavart szenved az a szallitott sejtorganellumok és
transzport defektusa korai esemény szdmos neurodegenerativ korkép patogenezisében.
Fiziologids koriilmények kozott az LMTK2 indirekt mddon részt vesz az axonalis
transzportfolyamatok szabalyozasdban. Egy kozelmultban megjelent tanulmany alapjan az
LMTK2 kozvetleniil kotddik az egyik f6 molekularis motorprotein a Kinezin-1
konnytilancaihoz (KLC 1/2). Az interakci6 facilitdlja az LMTK2 fehérje axonalis transzportjat,
valamint el6segiti a CDKS aktivator p35-6t is magaban foglalo KLC1-LMTK2-p35 komplex
kialakulasat. Az LMTK2 expresszio csokkenése (géncsendesités altal) komoly zavart okozott
nem csak a p35, de a CDKS transzportjaban is. Tekintve, hogy a CDKS esszencialis a neuronok
élettani milkodéséhez, az intracellularis transzport defektusa hozzéjarulhat a neurodegenerativ

folyamatokhoz.

Az LMTK?2 indirekt médon is részt vesz a Kinezin-1-fiiggd axonalis transzportfolyamatokban.
A KLC-k foszforilacidja fontos reguldciés mechanizmus a cargo megkotése és elengedése
szempontjabol, ennek egyik kulcs enzime a GSK3p. Mar 2004-ben leirtak, hogy a CDK5
kozvetetten szabalyozza a GSK3p aktivitidsat a PP1C-n keresztiil, azonban a kapcsolat
természetét (direkt vagy indirekt) nem sikeriilt feltdrni egészen 2012-ig. Manser €s mtsai. az
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LMTK2-t azonositottadk, mint a CDK5/p35, PPIC, GSK3B jelatviteli utvonal hidnyzo
lancszemét. A négy fehérje kozosen egy egységes foszforilaciés utvonalat alkot, amely
regulalja a Kinezin-1-fiiggd axonalis transzportot. A CDK5/p35 a szerin-1418-as helyen
foszforilalva aktivalja az LMTK2-t. A foszforilalt LMTK?2 gatolja a PP1C aktivitasat a treonin-
320 helyen torténd foszforilacioval. Ez a Iépés a csokkent PP1 foszfataz aktivitas kovetkeztében
ahhoz vezet, hogy az enzim nem tudja eltdvolitani az inhibitorikus foszfatcsoportot a GSK3f3
szerin-9 poziciobol. A gatolt GSK3p nem tudja foszforilalni a KLC2-t, ami elésegiti a cargok
(pl. mothers against decapentaplegic homolog 2 (Smad2)) megkdtését. Végeredményben azt
mondhatjuk, hogy az LMTK?2 negativ szabalyozoja a KLC2 foszforilacionak, azaz hozzajarul
a Smad2 Kinezin-1-fiiggé axonalis transzportjadhoz. A Smad2 transzkripcioés faktor a
nukleocitoplazmatikus Gtvonal révén a transzformald ndvekedési faktor-p (TGFP) jelatviteli
utvonal egyik kulcsfehérjéje. Az LMTK2 génexpresszio csokkenése (géncsendesités altal),
megzavarja a Smad2 kotddést a KLC2-hoz, ezaltal gatolja a TGFB receptor nuklearis
szignalizaciot. A TGFB/Smad2 jelatviteli utvonal zavarat megfigyelték tobb gyakori
neurodegenerativ korképben, beleértve az AD-t, ami megerdsiteni latszik az LMTK?2 valtozas

patomechanizmusban betoltott szerepét.

Az NFT- k karakterisztikus patologiai elvaltozasok AD-ben. Az aggregatumok f6 komponense
a hiperfoszforilalt-tau fehérje. A CDKS ¢és a GSK3f jol ismert major tau-kinazok, melyek részt
vesznek a tau hiperfoszforilacioban in vivo. Noha a CDKS5, illetve GSK3p 6nmagaban is
elegendd lenne a tau hiperfoszforildcidhoz, meglepd modon a két enzim kozott negativ
korrelaciot talaltak. A korabban leirt uitvonalon a CDKS kozvetetten gatolja a GSK3p aktivitast,
ami ugy tlinik életkor-fliggd folyamat. Idds egerekben a GSK3[ aktvitas magasabb a fiatal
példanyokhoz képest, ami tau hiperfoszforilacidhoz vezet. Az életkor-fiiggéen magasabb
GSK3p miikodés pontos magyardzata nem ismert. Az egyik lehetséges valasz, hogy az enzim
aktivitasat fékezd mechanizmusok (pl. LMTK2 jelatvitel) karosodnak. Fizioldgias
kortilmények kozott a CDKS/p35 komplex aktivalja az LMTK2-t. AD-ben neurondlis stressz
hatéséra a calpainok fokozott miikodése nyomén a p35 kofaktor p25-re és p10-re hasitodik. A
CDKS5/p25 komplex hosszabb féléletidejébol adodo elnyujtott kinaz aktivitasa révén hozzajarul
a tau hiperfoszforilacidhoz. A p25 kisebb affinitassal kot az LMTK2-h6z mint a p35, ami
magyarazhatja az enzim csokkent funkciojat AD-ben. Ez a valtozads PP1C dezinhibiciohoz és

indirekt moédon GSK3p tulmitkddéshez, végsd soron tau hiperfoszforilacidhoz vezet.

Egy kozelmultban megjelent tanulmany, siRNS alaptu nagy ateresztoképességii szlirési

technikat alkalmazva az LMTK2-t egy potencialis apoptozis regulator fehérjeként azonositotta.
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A LMTK?2 génexpresszio gatlasa (géncsendesités altal) csokkentette az anti-apoptotikus ,,B-
cell lymphoma-2” (Bcl-2) és ,,B-cell lymphoma-extra-large” (Bcl-xL), valamint ndvelte a pro-
apoptotikus ,,Bcl-2-interacting mediator of cell death” (Bim) fehérjék szintjét. Ennek
kovetkeztében a sejtek érzékenyebbé valtak az apoptozist-indukald és egyéb citotoxikus
kemoterapias szerekre. A magasabb Bim és alacsonyabb Bcl-2, valamint Bcl-xL értékek
hatterében a fokozott PP1 és GSK3[ aktivitast talaltak, amit az LMTK2-medialt inhibicié
hidnyéra vezettek vissza. AD betegek agyaban magasabb Bim szint mérhetd, mig a Bcl-2
valoszintileg protektiv az AD-hez kapcsolodo sejtkarositd faktorokkal szemben. Ez alapjan az
LMTK2 fontos szerepet tolt be az apoptodzis szabalyozasaban, csokkent aktivitasa pedig

hozzajarulhat a neurodegenerativ betegségekre jellemzo6 kifejezett apoptotikus sejthalalhoz.

Jelenlegi tudasunk szerint a neuronok dontd tobbsége termindlisan differencidlodott sejt.
Mindazondltal, bizonyos sejtkarosito ingerek (pl. oxidativ stressz, AP peptidek,
hiperfoszforilalt-tau) képesek aberrans modon reaktivalni a sejtciklust. Tekintve, hogy a
neuronok elvesztették osztddasi képességiiket, a sejtciklusba torténd ismételt belépés
kiilonb6z6 szabalyozdé mechanizmusok révén apoptdzishoz fog vezetni. Egyre tobb kutatd
vallja azt a tedridt, hogy a neurodegenerativ betegségek valdjaban a ,,neronok malignus
daganatai”. Korantsem elképzelhetetlen, hogy bizonyos sejtkarosité faktorok, amelyek
kontrolalatlan sejtosztodast képesek okozni mas szovetekben kiterjed degenerativ
elvaltozasokhoz és sejtpusztuldshoz vezetnek az idegszdvetben. Tobb tanulmany is csokkent
LMTK?2 expressziorol szamolt be rosszindulatu daganatokban, ami alapjan felmeriilhet, hogy
az LMTK2 a tumor-szupresszor fehérjékhez hasonlo funkcidval bir. Az neuronokban a koros
sejtciklus reaktivacid fokozza a ciklin D és a ciklin E expressziot, valamint a G1 és G2 fazis
CDK-k aktivitasat. A magasabb CDK aktivitds a retinoblastoma protein foszforilacigjahoz és
egyidejlileg az E2F elengedéséhez vezet. Az E2F gitolja az pro-apoptotikus gének
expressziojat, tovabba transzaktival szamos ,,downstream” sejtciklus gént ezzel serkentve az
elérehaladasat ennek a végeredményben halalos ciklusnak. Ha az LMTK2-t egyfajta sejtciklust
fékezd/tumor-szupresszor fehérjének tekintjiik, elképzelhetd, hogy az E2F csokkenti az enzim
expressziojat a transzkripcio gatlasaval. Mindazonaltal, az E2F-LMTK2 interakciot eddig nem

sikertilt kisérletesen igazolni.

19



Roviden 6sszefoglalva:

. Az LMTK2 a neuronok citoplazmadjara lokalizalodik CHR-IHC-val neurodegenerativ
korképekben (AD, neocorticalis LBD) ¢s azonos atlagéletkort nem-demens kontroll csoport

post-mortem agymintain egyarant.

. Az AD-re patognomikus szovettani elvaltozasok koziil az AP plakkok negativak, mig a
»tangle-bearing” neuronok a morfologiailag egészséges sejtekhez hasonldan alacsony atlagos

citoplazmatikus LMTK?2 immunpozitivitast mutattak.

. Jelentésen csokkent az LMTK?2 immunreakcio intenzitasa sulyos (Braak VI. stadiumu)
AD-ben, a neocorticalis LBD és CNT csoportokhoz képest IF-IHC technikaval, ez a tendencia
a vizsgalt MFG régioban az agykéreg mind a hat rétegében megfigyelheto.

. Az LMTK2 CHR-IHC intenzitds ,score” szignifikdnsan alacsonyabb az NFT
patologiaval sulyosan érintett aHPC régioban korai neuropatologiai stadiumt AD-ben (Braak
I-1I1), valamint az aHPC és MFG régiokban kés6i neuropatologiai stadiumu AD-ben (Braak
V1), mint az NFT-t6] megkimélt endogén kontroll korai stadiumiu MFG régidban.

. A foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC er6s negativ korrelaciot mutat a két fehérje
megoszladsdban a vizsgalt korai és késdi AD neuropatoldgiai stddiumi régidkban, azaz az
LMTK2 expresszi6 mértéke forditottan aranyos a foszfo-tau/NFT patologia kiterjedésével.
Kovetkezésképpen az LMTK?2 szint csokkenése nem egy generalizalt valtozas az AD betegek

agyaban, hanem szorosan Osszefiigg az NFT-K kiterjedésével.

Az LMTK2 feltehetden fontos szerepet tolt be az AD patomechanizmuséaban, igy bizunk benne,
hogy a kozeljovében potencialis biomarker/gydgyszercélpont lehet. Ebbe az irdnyba mutatnak
a legujabb kisérletes eredmények is, miszerint az LMTK2 ,,overexpresszid” neuroprotektiv
hatast fejtett ki in vitro cerebralis ischemia/reperfiizios modellben. JOl ismert, hogy a vascularis
tarspatologia fokozza az AD tiinetek stlyossagat, igy az LMTK2 szint farmakologiai
befolyésolasa pozitiv terapias hatas fejthet ki a betegségben. Erre valosziniileg lesz lehetdség,
mivel a kozelmultban azonositottak egy 2-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA)
vélaszrégiot az LMTK2 gén promoter szakaszan. A szintetikus Protein Kinaz C aktivator TPA
stimulus fokozta az LMTK2 gén expresszidjat. Mindazonaltal, tovabbi vizsgalatok
szlikségesek, hogy részletesen feltérképezzilk az LMTK2 neurodegeneracioban betoltott

szerepét, valamint a fehérje farmakoldgiai befolyasolasanak lehetségét.
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6. Osszefoglalas

Az Alzheimer-kor (AD) és a Lewy-testes demencia (DLB) a két leggyakoribb neurodegenerativ
eredetli demencia, tobb millid6 embert érintve vilagszerte. Jelen tudasunk szerint a betegségek
gyogyithatatlanok, csak tlineti terapia lehetséges. Egyre nagyobb nyomas nehezedik a
kutatokra, hogy a patomechanizmus részletes feltérképezésével, 1ij potencidlis terapias
célpontokat azonositsanak. A lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) az utdbbi években keriilt az
érdeklodés kozpontjaba. Sejtbiologiai és allatkisérletes adatok alapjan a fehérje érintett Iehet

neurodegeneracioban, azonban a human kisérletek szdma erdsen limitalt.

Kutatomunkank soran célul tiztik ki az LMTK2 neuropatologiai karakterizalasat a két
leggyakoribb neurodegenerativ demenciaban, valamint a feltételezett LMTK2 és tau-patologia

kozti kapcsolat tisztazasat AD-ben.

Az LMTK2 neuropatologiai karakterizalasait AD, DLB klinikai szindroméaban szenvedo,
szovettanilag neocorticalis Lewy-testes betegséget (LBD) mutatd, valamint azonos
atlagéletkora nem-demens kontroll (CNT) paciensek post-mortem agymintain végeztiik.
Kromogénes (CHR) immunhisztokémiaval (IHC) a szovettani morfologiat, mig fluoreszcens
IHC-vel az LMTK2 immunpozitivitas csoportonkénti 6sszehasonlitasat vizsgaltuk Az LMTK2-
tau kapcsolatot korai (Braak I-111.) és késéi (Braak VI.) AD neuropatologiai stadiumokban az
anterior hippocampus (aHPC) és gyrus frontalis medius (MFG) régiokban értékeltiik, LMTK?2
CHR-IHC-vel, valamint foszfo-taw/LMTK2 fluoreszcens kettds jelolt IHC-vel.

Az LMTK?2 neuron-specifikus marker, a citoplazmara lokalizalodik sulyos neurodegenerativ
korképekben és nem-demens CNT csoportban egyarant. Az AD-specifikus patologiai
elvaltozasok koziil az amiloid-f plakkok negativak, a neurofibrillaris kotegekkel (NFT) terhelt
un. ,tangle-bearing” neronok a morfoldgiailag ép sejtekhez hasonloan gyenge 4tlagos
citoplazmatikus immunreakciét mutattak. AD-ban az MFG agykéreg minden rétegében
szignifikansan alacsonyabb az LMTK2 immunpozitivitas, mint a neocorticalis LBD- és kontroll
csoportokban. Az LMTK?2 ¢és foszfo-tau szignalok kozott erds negativ korrelacio all fenn AD

kiillonbozo stadiumaiban.

Eredményeink alapjan az LMTK2 szint csokkenés specifikus AD-re, ami azonban nem egy
generalizalt valtozas a betegek agyaban, mértéke forditottan ardnyos az NFT patologia
Kiterjedésével.  Bizunk benne, hogy kutatomunkank hozzajarul az LMTK2
neurodegeneracioban betoltott szerepének megértéséhez, ezaltal a fehérje a kozeljovOben

potencialis biomarker/gyogyszerterapias célpont lehet AD-ben.
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/. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetéimnek Hortobagyi Tibor és Dag Aarsland
Professzoroknak, akik bevezettek a tudomany vildgaba, megismertették velem a kutatomunka

szépségeit, valamint tandcsaikkal, szakértelmiikkel segitették szakmai fejloddésemet.

Koszonettel tartozom Méhes Gabor Professzor Urnak a Pathologiai Intézet, valamint Csiba
Laszl6 Professzor Urnak az MTA-DE Cerebrovaszkularis és Neurodegenerativ Kutatocsoport
vezetdjének, hogy biztositottdk a kutatdmunkdm megvaldsitasdhoz sziikséges feltételeket és

tamogattak azt.

Kiilon koszonet a Neuropatologiai Laboratorium valamint a Pathologiai Intézeti Laboratorium
munkatarsainak, kivaltképp Nagy Katalinnak ¢és Kiss Henriettnek a kisérletek

kivitelezéséhez nytjtott segitségiikért.

Szeretném megkoszonni Szarka Maté ¢és a Vitrolink csapatanak felbecsiilhetetlen segitségét a

digitalis képanalizis, valamint adatelemzés kapcsan.

Ko6szonom Morotz Gabornak és Chris Miller Professzornak az LMTK2-vel kapcsolatos
értékes tanacsokat, Matolay Orsolyanak a metszetek digitalizacidjahoz, valamint a
fluoreszcens mikroszkopidhoz kapott segitséget, tovabba valamennyi szerzétarsamnak és

korabbi kolléganak, hogy hozzéjarultak a PhD munkamhoz.

8. Tamogatasok

A kutatas az Emberi Eréforrasok Minisztériuma Uj Nemzeti Kivalosagprogramjanak (UNKP-
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Kivalosagprogramjanak (UNKP-19-3), a Nemzeti Agykutatasi Program
(NAP_KTIA_13 _NAP-A-1I/7 és 2017-1.2.1-NKP-2017-00002), AGR_PIAC_13-1-2013-
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00009, MTA-DE Cerebrovaszkularis és Neurodegenerativ Kutatocsoport, valamint a DE AOK

Tudomanyfinanszirozas tdmogatasaval valosult meg.
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