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PET Positron emission tomography

PKC Protein-kinaz C
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2. 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 tizmilli6 beteget érint vilagszerte. Ennek ellenére a mai napig nem
all rendelkezésre olyan moddszer, amivel gydgyitani lehetne a betegségeket, csupan tlinetei
terapia lehetséges. Egyre silirgetobb feladat a korképek patomechanizmusanak feltérképezése,

ezaltal j potencidlis terapids célpontok azonositasa.

A lemur tirozin-kinaz 2-t (LMTK2) 2002-ben azonositottak el6szor. Ez a specialis szerkezetli
membran-kapcsolt protein-kinaz szamos fiziologias és patologias folyamatban részt vesz.
2018-ban sziiletett meg az elsé tudomanyos kdzlemény, amelyben munkacsoportunk korabbi
sejtbiologiai és allatkisérletes adatok alapjan felvetette az LMTK?2 szerepét neurodegenerativ

folyamatokban.

Elméletiink igazolasdhoz dokumentélt human AD és DLB mintékat valasztottunk, melyeket
azonos atlagéletkoru nem-demens kontroll csoporttal hasonlitottunk 6ssze. Tovabba az AD-ben
patognomikus neurofibrillaris kdtegek (NFT) kézponti idegrendszeren beliili lokalizacidja és
az LMTK?2 expresszio kozotti feltételezett Gsszefiiggés tisztdzasara eltérd neuropatoldgiai

(Braak) stadiumt AD beteganyag kiértékelését is elveégeztiik.

Bizva abban, hogy az LMTK2 egy olyan biomarker/terapias célpont, aminek gyors, megbizhat6
¢s konnyen reprodukalhaté kimutatisa fontos klinikai szempont lehet a jovOben, a
konvencionalis immunhisztokémia eszkoztarat hasznaltuk munkank soran. Ugyanakkor az
adatok kielemzéséhez a legmodernebb digitalis képanalitikai megoldéasokat 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 tudoményos jelentdségét indokolja az a tény
(is), hogy az LMTK2 neurodegeneracioban betdltott szerepét human mintdkon korabban nem

vizsgaltak, igy a kozolt eredmények elsd szakirodalmi leirasnak tekinthetdk.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1 Demencia

A demencia nem-specifikus klinikai tiinetegyiittes, melyben a korabban megszerzett kognitiv
képességek progressziv hanyatldsa figyelhetdé meg, amihez gyakran tarsul a memoria-,
viselkedés-, beszéd- és motoros készségek zavara. A jelenleg hasznalt diagnosztikus
kritériumrendszer (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5™ edition — DSM-
5), alapjan ezen tiinetek stilyossaga befolyasolja a beteg mindennapi életvitelét, munkavégzését
és szocialis kapcsolatait!. Fontos hangstlyozni, hogy a szellemi hanyatlas egy korabban elért
szinthez képest romlik, igy velesziiletett-, illetve a kognitiv fejlédés korai stadiumaban
jelentkezd korképek nem sorolhatdk ide. Noha elsdsorban az iddsebb korosztalyt érinti, ki kell
emelniink, hogy a demencia nem része a fiziologias 6regedésnek. Az 1j kritériumrendszer a
DSM-4-t6l eltérden elhagyta a pejorativ, stigmatizald demencia megnevezést és bevezette a
neurokognitiv zavar kategodriat. A tiinetek sulyossaga alapjan tovabbi két alkategoria az enyhe
¢s stlyos neurokognitiv zavar kiilonithetd el. EIobbi esetén a mindennapi életvitelhez sziikséges

képességek megtartottak.

A demenciakat csoportosithatjuk a folyamat kiindulasa alapjan?

. Elsédleges demencidk kozé
tartoznak az idegsejtek progressziv, irreversibilis, funkcionalis és morfologia elvaltozasaval,
pusztuldsaval jar6 betegségek, ahol a demencia a vezetd tiinet, aminek kialakuldsa nem
magyardzhaté mas cerebralis (pl. tumor), vagy extracerebralis korfolyamattal. Ezzel szemben
masodlagos demencidk kapcsan egy jol definidlhato, gyakran a kdzponti idegrendszertdl tavol
esd szervben kialakul6 korkép okoz demenciat. Attol fiiggden, hogy a KIR mely része érintett
beszélhetiink corticalis, subcorticalis €s kevert demencidkrol. A demenciat okozo korkép
lefolyasa szerint reverzibilis és irreverzibilis formakat kiilonithetiink el. Az alapjan, hogy a
tiinetek mely életkorban jelentkeznek, lehet preszenilis (65 év alatt) és szenilis (65 év felett)

demencia. Ennek tiikrében a neurodegenerativ korképek az elsédleges, irreverzibilis demenciak

kozé tartoznak.

3.2 Alzheimer-kor

3.2.1 Torténeti attekintés

Az els6é dokumentalt eset Alois Alzheimer német pszichiatertdl szarmazik, aki Auguste D-n tett
megfigyeléseit a 37. Délnyugat-Német Pszichiater Talalkozon ismertette Tubingenben 1906-
ban3. Aguste D 50 éves volt mikor a férje paranoid tiineteket vett észre az asszonyon. A tiinetek
gyors romlasa mellett alvas-és memoriazavar, agresszivitas, érzelmi labilitds és progressziv

zavartsag jelentkezett, igy keriilt a frankfurti kdzkorhazba, ahol 1906-ig, 55 éves koraban
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bekovetkezett halalaig kezelték. Ekkor Alzheimer a miincheni korhdz hisztopatoldgiai
laboratoriumat vezette, ahol elvégezte a né agyanak mikroszkopos vizsgalatat. Az Gjonnan
kidolgozott Nissl-festéssel azonositotta a korképre jellemzd amiloid plakkok és NFT-k
jelenlétét a mintdkban. Noha a tubingeni konferencidn nem oOvezte nagy érdeklddés, a kor
meghataroz6 pszichiatere és Alzheimer fonoke Kraepelin 1910-ben az altala szerkesztett
pszichiatria kézikonyvben Alzheimer-korként kozolte Auguste D esetét. Alzheimer 1911-ben
publikalta Josef F esettanulmanyat. A férfi a klinikai tlinetek alapjan AD-ben szenvedett,
azonban a szdvettani vizsgalat soran csak amiloid plakkokat talalt NFT nélkiil, igy tévesen
,plaque only” alcsoportként azonositotta. Az eredeti mintakon végzett modernkori
immunhisztokémiai analizis azonban megerésitette, hogy egyazon korkép eltérd stadiumairol
van sz6”*. Sokdig csak a 65 éves kor alatt jelentkezd preszenilis eseteket hivtak AD-nek, mig az
idésebb korban kialakulod betegségre szenilis demenciaként hivatkoztak. A nevezéktan mai

forméja 1976 utan Robart Katzman javaslatara terjedt el®.

3.2.2 Epidemiologia

A legutolso ,,World Alzheimer Report” alapjan 2015-ben megkdzelitdleg 46,8 millid6 ember
szenvedett demenciaban vilagszerte®. Egyes becslések szerint ez a szam 20 évente
megduplazodik, azaz 2030-ra 74,7; mig 2050-re 131,5 milli6 embert fog érinteni a betegség.
Napjainkban a legtobb demens beteg a fejlodé orszagokban él. A demencia kontinensek kozti
megoszlasat az 1. abra mutatja be. Az ,,Alzheimer Europe” szervezet becslése alapjan 148 927
demens beteg élt Magyarorszdgon 2013-ban’. Az AD a leggyakoribb demenciat okozo korkép,
ami megkozelitleg az esetek 50-75%-ért felel6s®. Az életkor szerinti megoszlast tekintve az
esetek 6-7% jelentkezik 65 éves kor eldtt, ezt kdvetden 5 évenként megduplazodik a
prevalencia®. Az AD esetek megkozelitdleg 75%-a sporadikus, a fennmaradé familiaris esetek
dont6 tobbsége nem koveti a Mendel-i 6roklésmenetet, csupan kevesebb, mint 5%-uk 6roklédik
autoszomalis dominans modon®. Noha, a betegség kialakuldsa valdsziniileg multifaktorialis
eredetli az alabbi tényezOk novelhetik a kockéazatot: n61 nem, alacsony iskolazottsag, csdkkent
szellemi és fizikai aktivitas kozép-€s idéskorban, korabban elszenvedett fejsériilés, vaszkularis

rizikotényezok?10,
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1. abra A demencidban szenvedd betegek kontinensek kozti megoszlasa a 2015-6s ,,World

Alzheimer Report” alapjan®.

3.2.3 Genetikai hattér

A familiaris AD tiinetei fiatalabb (<60 €v) ¢letkorban jelentkeznek. Dominansan 6roklédnek a
Presenilin-1 és Presenilin-2 gént érinté mutaciok'’. Az amiloid prekurzor protein-t (APP)
érintd mutacidja. Megjegyzendd, hogy Down-szindromaban a 21-es triszomia kovetkeztében
fokozott amiloid-béta (AP) termelés detektalhatod, ami felhalmozodik a szenilis plakkokban, igy
ezekben a betegekben egy bizonyos életkor utdn az AD megjelenésével kell szamolnill. Az
apoliporotein E (APOE) gén &4 all¢l polimorfizmus az egyik legjelentdsebb rizikdfaktornak
szamit. Heterozigotak esetén haromszorosara mig homozigotakban tobb mint tizszeresére nd

az AD kialakulasnak kockéazatal?.

3.2.4 Patofiziologia

Az AD kialakuldsanak hatterében all6 komplex patoldgias folyamatok a mai napig nem
ismertek teljes részletességgel. Az évek soran szdmos hipotézis latott napvilagot, azonban
egyértelmii bizonyitékkal egyik sem tud szolgalni. Feltételezheté, hogy a korkép

kialakulasahoz tobb koros tényezo egyiittes jelenléte sziikséges (multifaktorialis eredet).
3.2.4.1 Kolinerg hipotézis

Ez volt az elsd hipotézis, ami molekularis szintli valtozasokra vezette vissza az AD

kialakulasat. A hippocampus, frontalis lebeny, amygdala, nucleus basalis és medialis
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septum régiokban a szelektiv kolinerg neuronpusztulds kovetkeztében zavart szenved a
figyelem, tanulasi képesség és memoria®. A kolinerg markerek mint kolin-acetil-
transzferdz és acetilkolin-észterdz szintjének csokkenése Osszefliggést mutat a kognitiv
zavar megjelenésével’®. A kozelmultban kideriilt, hogy a megvaltozott kolinerg
transzmisszo hozzajarulhat az AD-ben megfigyelt koros mértékii N-metil-d-aszparaginat
(NMDA) receptor aktivaciohoz!®. Ez a hipotézis adta az alapjat az AD kezelésében
hasznalt gydgyszerek (pl. acetilkolin-észteraz géatlok, NMDA-receptor antagonistak)

kifejlesztésének.
3.2.4.2 Amiloid-kaszkad hipotézis

A hipotézis az AP termelés és clearance kozti egyensuly felbomlasara vezeti vissza az
AD-ben kialakulé tiineteket'®>. Az APP egy transzmembran fehérje, melynek
(ADAM) csaladba tartozd a-szekretdz hasitja. Ezéltal keletkezik egy szolubilis APPa
protein, valamint a membranhoz kotott 83 aminosav hosszi karboxi-terminalis régiobol
(C83) a y-szekretaz egy tovabbi p3 nevii peptidet hasit le'®. AD-ben ez a mechanizmus
megvaltozik, az APP-t az a- helyett B-szekretdz bontja egy rovidebb szolubilis APP,
valamint egy hosszabb membrankotott (C99) régidra. Utdbbibdl vagja le a y-szekretaz az
AB peptidet’™®. Az alacsony szolubilitisii és proteolitikus degradacioval szemben
kifejezetten rezisztens AP leggyakrabban 40, illetve 42 aminosav hosszusagu formakban
keletkezik®. Az APa-t, a leginkdbb hidrofob izoformat tartjak a legtoxikusabbnak!®.
Ezeknek a peptideknek fokozott az aggregacidés hajlamuk, igy lerakdédnak az
extracellularis szenilis plakkokban oldhatatlan AP fibrillumok formdajaban (2. é&bra).
Ugyanakkor a legiijabb kutatasi eredmények alapjan, az eredeti hipotézissel ellentétben,
az ugynevezett szolubilis AP oligomereknek van kiemelt szerepe az AD-ben
megfigyelhetd neurotoxicitasért!’. Kisérletes koriilmények kozott bizonyitottdk, hogy az
AP oligomerek zavart okoznak a neurotranszmisszidban, karositjdk a szinaptikus

8  Tovabba, a szolibulis

funkciokat és hozzdjarulnak a neuronok pusztulasahoz!
oligomerek szintje jobban korreldl az AD tiinetek sulyossagaval mint a fibrillaris
aggregatumok mennyisége'®. Mindazonaltal ez a hipotézis sem tud egyértelmi

magyarazattal szolgalni az AD-ben megfigyelheté komplex patoldgias folyamatokra.
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2. abra Az amiloid prekurzor protein (APP) proteolitikus hasitasa egészséges agyban (kék) és Alzheimer-

koérban (piros)!®. Fiziologias koriilmények kozott az APP-t az a-szekretiz hasitja szolubilis APPa
(sAPPa) és karboxi-terminalis 68 aminosav hossz (C68) régidkra. Utobbibol a y-szekretaz egy tovabbi
p3 peptidet tavolit el. Alzheimer-korban az APP-t a B-szekretaz bontja szolubilis APPB (SAPPB) és
karboxi-terminalis 99 aminosav hossz (C99) régiokra. A C99-b6l a y-szekretaz hasitja le az amiloid-
(AB) peptidet. Az AB fokozott aggregacios készsége okan oligomereket képez, valamint oldhatatlan

fibrillumok forméjaban lerakodik a szenilis pakkokban.

3.2.4.3 Tau fehérje

A tau egy mikrotubulus-asszocialt fehérje, ami szamos esszencialis sejtbiologiai
folyamatban vesz részt: mikrotubulus stabilizacid, axondlis transzport, szinaptikus
transzmisszi6?® 22,  AD-ben a fehérje koros poszt-transzlacios modifikacion
(hiperfoszforilacio, acetilacio, trunkacid) megy keresztiil és nd az aggregacios hajlama,
Kiemelt jelentdsége a tau-hiperfoszforilacio; eddig kozel 100 foszforilacios helyet és 38
tau-kinazt azonositottak?, koziiliik kiilon emlitést érdemel a ciklin-dependens-kinaz

(CDKS5) ¢és a glikogén-szintaz-kinaz-3-p (GSK3p). A két major tau-kinaz
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patomechanizmusban betoltott szerepét nagyszamu tudomanyos kozlemény tamasztja
ala®*?". AD-ben a tau fehérjén 1év6 foszfitcsoportok mennyisége 3-4-szerese a normal
agyban mért értéknek?®. A hiperfoszforilalt-taunak fokozott az aggregacios készsége,
valamint neurotoxikus tulajdonsaggal is rendelkezik azaltal, hogy hozzajarul a normal tau
¢s egyéb mikrotubulus-asszociadlt fehérjék szekvesztracidjadhoz, végsé soron a
mikrotubulusok szétesésé¢hez?®. Ezen feliil az aggregalodott hiperfoszforilalt-tau a 6
Osszetevije az AD-re patognomikus intracellularis NFT-knek. A kutatok egyetértenek
abban, hogy a tau fehérjét és AP oligomereket érintd valtozasok meghatarozok a
patogenezisben. Kisérletes adatok bizonyitjdk, hogy az AP peptid hozzdjarul a tau
hiperfoszforilaciohoz, valamint a fehérje citoplazmatikus és  dendritikus

16jahoz3%3, ezzel is timogatva az AD multifaktorilis eredetét.

3.2.4.4 Oxidativ stressz

A szabad oxigéngyokok felhalmozodasa, valamint az ezt ellenstlyozni hivatott
antioxidans enzimek (pl. szuperoxid-dizmutdz) aktivitidsdban és expresszidjaban
bekdvetkezé valtozasok ismertek AD-ben®?. Az AP képes elSsegiteni a reaktiv
oxigéngyokok képzddését egy az NMDA-receptorok aktivalasat magaban foglald
mechanizmus révén®. Ugyanakkor maguk a reaktiv oxigéngyokok is fokozzik az AP
termelést és aggregaciot, valamint a tau-hiperfoszforilacidt, ezaltal egy o6rdogi kort
hoznak 1étre**. Tovébba a neuronokban nagy szdmban eléforduld mitokondriumok
kiilondsen érzékenyek az oxidativ stresszre, ami az organellumok funkciézavarahoz €s

tovabbi reaktiv oxigéngyodk termeléshez, végezetiil kaszpaz-medialt sejthalalhoz vezet®.
3.2.4.5 Neuroinflammacid

Folyamatosan né azon kdzlemények szama, melyek kdzponti szerepet tulajdonitanak a
neuroinflammacionak és mikroglia funkcid zavaranak AD-ben. A mikroglidk
neuroprotektiv szerepet toltenek be azaltal, hogy lebontjak az AB-t*. A clearance a ,,toll-
like receptor” (TLR)4-en keresztiil torténik®’. A nagy mennyiségli Ap-aggregatum
kronikus ingert jelent a receptorra, igy a TLR-jelatvitel zavaradt és gyulladasos

138, Az AP tovabbi mikroglia receptorokkal is kapcsolatba 1ép, mint

folyamatokat induka
a CD36; feltételezhetd, hogy ez az interakcid kozvetlen hatassal van a ,,nod-like receptor
family pyrin domain containing 3” (NLRP3) inflamoszéma aktivitasara®®. A mikrogliak
részt vesznek a tau fagocitozisban is*®. Amellett, hogy aktivalt mikroglidk gyakran

asszocialnak az NFT-khez, ugy tinik az AD-ben megfigyelt mikroglia-medialt
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extracellularis tau clearance zavara még hozza is jarul a patologias tau fehérje KIR-i

terjedéséhez*

. AD-ben a tau diszfunkci6 kovetkeztében megvaltozik tobb olyan
neurondlis fehérje (pl. fractalkine) szekrécioja, melyek mikroglia receptorukhoz torténd
kotédése elengedhetetlen ezen sejtek ,,nyugalmi allapotanak™ fenntartdsahoz, ami

kovetkezésképpen gyulladdsos folyamatokat indithat el

. Ugyanakkor extraneuralis
tényezok is hozzajarulhatnak a neuroinflammacié kivaltasahoz AD-ben. Az egyik ilyen
teoria a gasztrointesztinalis rendszer és a KIR kozti kommunikacid, miszerint a bélben
€16 baktériumok altal termelt faktorok a vér-agy gaton atjutva interakcioba Iéphetnek a

mikroglidkkal és befolyasolhatjak azok miikodését*?,
3.2.4.6 Extracelluléris matrix (ECM)

A legtjabb kutatasok alapjan az ECM osszetételében (pl. IV-es tipusu kollagén, perlekan,
fibronektin) szignifikans valtozasok figyelhetéek meg, mar az AD korai, klinikai
tiinetekkel nem jaré stadiumaban®®. A perineuronalis halé (PNN) egy specialis ECM
struktlira, mely els@sorban a parvalbumin-pozitiv neuronok koriil taldlhaté meg. Fontos
szerepe van a Szinaptogenezis gatlasaban, az oxidativ stressz elleni védelemben, tovabba
kation pufferként szolgal a sejtek szamara*. Tobb tanulminy beszamol a PNN

neuroprotektiv szerepérél AD-ben*>46

, mig a PNN-el nem rendelkezé neuronok sokkal
érzékenyebbek az AP-plakkok és NFT-k citotoxikus hatdsédval szemben*’. AD-ben
kulcsszerepet tulajdonitanak a kéros matrix metalloproteinaz (MMP) aktivitasnak*®, A
idegsejtek vulnerabilitasat. Az ECM neuroprotektiv szerepének ellentmond az a tény,
hogy tobb komponense (pl. heparan-szulfat proteoglikanok, kondroitin-szulfat
proteoglikanok) részt vesz az AP fibrillumok stabilizalasaban, kimutathato a szenilis
plakkokban, illetve befolyasolja a tau clearance-t*°. Feltételezhetd, hogy AD-ben a MMP-
ok és inhibitoraik kozti egyensuly megbomlasa ECM degradacidhoz vezet, emiatt
egyfajta kompenzatorikus valaszként megemelkedik az ECM komponensek szintézise,
azonban a folyamat zavart szenved és a neuroprotektiv hatas helyett a talzott mértéki
ECM termelés hozzajarul az AD patoldgia progressziojahoz. Ezt az elképzelést
megerdsiti az a megfigyelés is, hogy a hippocampusban a szenilis plakkok és NFT-t
hordoz6é dendritek kozelében nagy mennyiségben talalhatdé a funkciondlisan ép,
individualis szinapszisokat koriilvevd és megveédo specialis ECM struktira az Gn. ,,axonal

coat™*®
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3.2.5 Makroszkopos patologia
Makroszkoposan kifejezett atrofia lathatd a tau patologiaval érintett terlileteken, mint az
entorhinalis cortex, hippocampus és amygdala. A verrucae area entorhinalis az AD korai

szakaszaban elsimul, 6sszhangban az NFT-k terjedésével és a neuronpusztulassal®

Stulyosan
érintett a gyrus temporalis inferior, valamint gyri temporales medius et superior, mig a gyrus
frontalis inferior megkimélt. Az atrofia hatterében a sziirkedllomany vastagsdganak ¢&s
hosszénak csokkenése all. Ez utdbbi a felszinre merdleges kolumnaris struktarak
rendezettségének felbomlasaval magyarazhato®l. Fontos hangsulyozni, hogy az atrofia mértéke
az NFT-vel ellentétben nem korrelal az AP felhalmozodassal'l. A féltekék fehérallomanyéaban
futnak a koros neuronok axonjai, igy nem meglepd hogy a sziirke- és fehérallomanyt érintd
atrofia korrelal egymassal. Ezzel szemben, a corpus callosum sorvadasa enyhébb foku és
elsésorban a spleniumot, valamint a genut érinti®2, Magneses rezonancia képalkotassal (MRI)

kimutathato, hogy a fornix atr6fia mar a betegség korai stadiumaban jelen van®®,

3.2.6 Mikroszkdpos patologia

Mikroszkoposan megkiilonboztetiink pozitiv és negativ 1ézidkat. Elobbihez tartoznak a
szOvettanilag konnyen azonosithatd elvaltozasok (pl. szenilis plakkok, NFT-k), mig utobbi
csoportba soroljuk a neuronok és szinapszisok pusztuldsat, melyek vizualizdldsa gyakran
nehézkesebb feladat. AD-ben patognomikus az extracellularis szenilis plakkok és intracellularis

NFT-k felhalmozodasa.
3.2.6.1 AP depozitumok

A klasszikus szenilis plakkok kozponti magja nagy mennyiségli AP depozitumot
tartalmaz (3. abra). A koriilotte 1évé AP-negativ neuritikus komponenst koronanak
hivjuk. A mag Kongo6-vorossel pozitiv és polarizalt fényben metakroméziat mutat, azaz
amiloid tulajdonsagokkal rendelkezik. AP immunisztokémiaval (IHC) egyértelmii, hogy
a peptidek nem csak B-redds konformécidoban, hanem ennél joval valtozatosabb formaban
vannak jelen a KIR-ben!. A molekuldris neuropatologia szemszogébdl a szenilis plakk
nem megfeleld elnevezés, mivel az AP depozitumok kiilonféle morfologiaval (fokalis,
diffz, csillag) a parenchymaban és erek falaban egyarant kimutathatok>*. Leggyakrabban
a kevésbé immunreaktiv, elmosott sz¢&li és nagyobb kiterjedésti diffuz AP depozitumok
fordulnak eld, ugyanakkor ezek az elvéltozasok nagy szdmban taldlhatok mentalisan
egészséges személyekben is, igy valdsziniileg nem rendelkeznek kozvetlen neurotoxikus

hatassal*!. A fokalis AP depozitumok denz, szférikus, eozinofil, amiloid megjelenésii
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elvaltozasok, melyek jol lathatok hematoxilin-eozin (HE) festett metszeteken, azaz ezek
a depozitumok adjak a klasszikus szenilis plakokk magjat, melynek f6 komponense az
APs2. A magot vildgos halo veszi koriil, melyben gyakran talalhatok mikroglidk. A
koronat neuritek és asztrocita eredetli elemek alkotjak. Elsdsorban a lipofuszcint, szétesé
mitokondriumokat és NFT-ket tartalmazo degenerativ neuritek fordulnak eld. Kisebb
szamban lathatok a nagy, gdémbszeri, APPP-pozitiv disztrofids neuritek>. Az erek
falaban lerakdddé AP depozitumokra cerebralis amiloid angiopatiaként (CAA)
hivatkozunk. Az artériak, hajszalerek és vénak egyarant érintettek. A CAA az erek
elagazddasatol indul ki, eldészor a membrana basalist érinti, innen terjed a tunica
mediara®. Elérehaladott esetben fibrinoid (media) nekrozis és kovetkezményes cerebralis
vérzések alakulnak ki. Ezek foként a lebenyekre lokalizalodnak, szemben a hipertenzid
okozta basalis ganglionokat érintd agyvérzéssel®’. Az AP depozitumok KIR-i
lokalizacidjanak és sulyossagénak neuropatologiai osztalyozdsa a Thal és mtsai. altal

2002-ben felallitott kritériumrendszer alapjan torténik®e,
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3. abra Szenilis plakkok rutin hematoxilin-eozin (HE) festéssel (A panel) és amiloid-B (AP)

immunhisztokémiaval (IHC) (B panel). A HE képen a szenilis plakkok extracellularisan
elhelyezkedd, homogén, eozinofil aggregatumokként abrazolodnak (csillag). IHC-val jol
vizualizalhat6 a plakkokban nagy mennyiségben jelenlévé AB aggregatumok (nyil). (Az IHC képen
a fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna) vizualizaltuk, a magfestés

hematoxilin. Skala: SO0um)

3.2.6.2 Neurofibrillaris kotegek

Az NFT-k Bielschowsky-féle eziistozéssel jol vizualizalhatd intracellularis eredetii
zarvanyok. Az eredeti eljarast mara felvaltotta a foszfo-tau IHC (4 abra). Leggyakrabban
langnyelv formaban lathatok a kozepes méretli piramissejtekben, ugyanakkor egyes
multipolaris idegsejtekben (pl. nucleus basalis Meynert neuronjai) gyakran gémbdlyded
megjelenésiiek. A ,,ghost tangle” az érintett neuron pusztulasat kovetden is detektalhato,

extracellularis lokalizacioji NFT!, Feltételezhetd, hogy a
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4. abra Neurofibrillaris kétegek (NFT) rutin hematoxilin-eozin (HE) festéssel (A panel) és foszfo-
tau immunhisztokémiaval (IHC) (B panel). A HE képen az NFT-k eozinofil intracellularis
kotegekként abrazolodnak melyek diszlokaljak a sejtmagot (fekete nyil). A kotegek a neuron
pusztuldsa utan is megtartjak annak alakjat, ezek az un. ,,ghost-tangle”-ok (csillag). Az IHC képen
jol lathaté az NFT-k {6 komponense a hiperfoszforilalt-tau (fehér nyil) intracellularis
felhalmozddasa, valamint a neuronpusztulas utan visszamaradt ,,ghost-tangle”-6k (fehér nyilhegy).
(Az THC képen a fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna) vizualizaltuk, a

magfestés hematoxilin. Skala: 50pm).
protein aggregatumok jelenléte sziikséges, de nem elégséges feltétele az idegsejtek
elhalasanak,mivel NFT-k jelenléte megfigyelhetd, egészséges, kognitiv zavarban nem
szenvedd személyekben is®. Az NFT-k szerkezetileg paros-helikalis filamentumokbdl
épiilnek fel. A f6 6sszetevdjiik a hiperfoszforilalt-tau. A kotegek egy része ubikvitinalt és
pozitiv reakciot ad p62 THC-val. Miutan az NFT-k megjelentek a KIR-ben egy specifikus
terjedési mintazatot kovetnek az AD progresszio soran. Kutatasok igazoltak, hogy az
NFT-k terjedése sokkal szorosabb Osszefliggést mutat az egyes anatomiai régiok kozotti
projekciokkal, mint az AP depozitumok esetén®®®!. Ezzel magyardzhaté a tau patologia
hierarchikus terjedése, ami a Braak és Braak altal felallitott neuropatoldgiai
klasszifikacio alapja®?. A vizsgalathoz az alabbi négy régiobol sziikséges mintat venni:

(1) hippocampus anterior régidja (aHPC), ami tartalmazza a szomszédos entorhinalis és
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transentorhinalis cortexet, (2) posterior hippocampus a corpus geniculatum laterale
szintjében €s a szomszédos occipitotemporalis cortex, (3) gyrus temporalis medius és
részben a gyrus temporalis superior, (4) primer latokéreg kozpontban a fissura
calcarinaval. Formalin-fixalt paraffinba agyazott (FFPE) mintakon kell elvégezni a
foszfo-tau IHC-t, majd meghatarozni az NFT-k regionalis Kkiterjedését, amire
szakirodalmi adatok alapjan az ATS klon a legalkalmasabb®®. A Braak tau stadiumokat
az NFT-patologiaval érintett agyi régiok alapjan az 5. abra mutatja. A felsorolt
neuropatolégiai osztalyozasok mellett hasznaljak még az un. ,,ABC score”-t®, ami
egyesiti a legelterjedtebb kritériumrendszereket: ,,A” az amiloidra (Thal és mtsai.)*®, , B”
a Braak (tau) stadiumokra (Braak és mtsai.)®? a ,,C” pedig a neuritikus plakkokat értékeld
,consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease” (CERAD) beosztasra
(Mirra és mtsai.)®® vonatkozik.

Transentorhinalis Limbicus stadiumok Isocorticalis
stadiumok (I-11) (1m-1v) stadiumok (V-VI)

5. abra Braak tau stadiumok a neurofibrillaris kétegek (NFT-k) kozponti idegrendszeren beliili

lokalizacioja alapjan. Korai stadiumban (I-1I) a patologia a transentorhinalis és entorhinalis régiokra
(fekete) korlatozodik. A progresszid soran a limbicus rendszerre (III-IV stadium) (s6tét sziirke),
végiil a teljes isocortexre (V-VI stadium) (vilagos sziirke) kiterjednek. (Forras: Braak és mtsai.,
2011.%5)

3.2.7 Klinikai tiinetek

Az AD-re jellemzd patologias elvaltozadsok akar évtizedekkel a klinikai tlinetek el6tt
megjelenhetnek a KIR-ben. A fizioldgias oregedéssel jard6 memoriazavar és az AD demencia
kozott megkiilonboztetiink egy allapotot az enyhe kognitiv zavart (MCI). Az MCI 4ltalaban 40-
50 éves korban kezdddik, azaz kb. 2-3 évtizeddel megel6zi az AD-t. Elsésorban a rovidtava
memoria érintett. A betegek feledékenyek lesznek, elhagynak dolgokat, nehezebben talaljak a
szavakat, a tiinetek gyakran nem is az érintettnek, hanem a hozzatartozoinak tiinnek fel el6szor?.
Noha az MCI tekinthet6 egyfajta pre-klinikus stadiumnak, fontos hangstlyozni, hogy nem

minden MClI-ben szenvedd betegben alakul ki az AD-re jellemzd klinikai kép®’.

Az AD két 6 klinikai megjelenési formaja az amnesztikus és nem-amnesztikus varians. Az

esetek tobbségében amnesztikus AD-r6l van sz, ahol dominans a memoriazavar, a beteg szinte
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képtelen 1j dolgokat megtanulni, vagy az Gijonnan elsajatitott tudast felidézni, ezzel szemben a
tobbi kognitiv domén kevésbé érintett®®. A nem-amnesztikus tipusban megkiilonbdztetiink
corticobasalis-szindromat (CBS), primer progressziv afaziat (PPA), posterior corticalis atrofiat
(PCA) és frontalis demenciat®. CBS-ben a basalis ganglionok, frontalis- és parietalis lebenyek
érintettek. Megfigyelhetd apraxia, agnosia, akinesia, aszimmetrikus rigiditds, myoclonus ¢&s

idegenkéz-szindroma, emellett kognitiv zavar is eléfordulhat’

. A PPA logopénias forméaban
jelentkezik, azaz a beteg lassabban beszél, nehezebben taldlja a szavakat, nem tudja
megismételni a mondatokat, mig az egyszerli szavak visszamondasa hibatlan. Ez utobbit a
beérkezd verbalis informaciok munkamemoriaba torténd tarolasi zavaranak tulajdonitjak™. A
PCA gyakran fiatalabb korban jelentkezik és a progressziv visuospatialis zavar mellett a tobbi
kognitiv domén (pl. memoria) viszonylag megtartott. Attél fiiggden, hogy a dorsalis
occipitoparietalis vagy a ventralis occipitotemporalis régio érintett el6fordulhat
simultanagnosia, acalculia, 61tozkodési apraxia, Gerstmann-szindroma, apperceptiv vizudlis
agnosia, prosopagnosia, alexia’®. A frontilis demencia AD-ben nem kiilonitheté el teljes
biztonsaggal a frontotemporalis lobaris degeneracioban (FTLD) lathat6 viselkedési tiinetektdl.
Dominans az exekutiv funkci6, a figyelem, odafigyelés és viselkedészavar (pl. impulzivitas,
dezinhibici6)®®. Az AD progresszié soran az egyre tobb régiot érintd neuronpusztulds és
funkciozavar kovetkeztében pszichés zavarok (depresszid, téveszmék, hallucinacio),
extrapyramidalis tiinetek (parkinsonismus, inkontinencia) is megjelennek. Végiil a paciens
teljesen agyhoz kototté valik és ebbdl kifejlodé masodlagos koérképben hal meg (pl.

tiidégyulladas)?.

Megemlitettiik, hogy az NFT patologia KIR-1 kiterjedése (Braak tau stddiumok) szoros
Osszefiiggést mutat a kognitiv tiinetekkel, mig az AP esetén ez kevésbé szignifikins’s, A
legiijabb eredmények kimutattak, hogy a szinaptikus proteinek szintjén detektalhat6 valtozasok
elore jelezhetik a kognitiv hanyatlas mértékét?"*" Tovabba, AD-ben a CAA- és vaszkularis

patologia dsszefiigg a pszichotikus tiinetek sulyossagaval’®.

3.2.8 Diagnosztika

A diagnosztika magéaban foglalja a neuropszicholdgiai tesztek, neurologiai-, belgyogyaszati- és
radiologiai vizsgalatok elvégzését. Az autoanamnézis mellett a hetero-anamnézis felvétele is
fontos, hiszen sokszor csak a paciens kornyezetében él6 személyek vesznek észre olyan
tiineteket, amik maganak a betegnek fel sem tiinnek, vagy nem tulajdonit nekik nagyobb
jelentdséget. Kognitiv tesztek koziil a legelterjedtebb a mini-mental teszt (MMSE), ugyanakkor
az ADAS-Cog (Alzheimer’s disease Assessement Scale- Cognitive Subscale), Hachinski-skala,
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orarajzolasi teszt és a lebenyfunkcidkat specifikusan vizsgald tesztek is hasznosak lehetnek. A
neuroldgiai és belgyogyaszati kivizsgalas a masodlagos demenciak, mint térfoglal6 folyamatok,
metabolikus zavarok, infekciok kizarasat szolgaljak®. A klinikai tiineteken alapulé széles-
korben elterjedt ,National Institute on Aging and Alzheimer’s Association” (NIA-AA)

kritériumrendszert az 1. tablazat mutatja be.

Képalkoto vizsgalatok koziil az MRI-nek van kitlintetett szerepe. A hippocampus, entorhinalis
cortex ¢s a kornyez6 sziirkedllomany aranytalan atrofiat mutat, ezzel egyiitt megfigyelhet6 az
oldalkamrak als6 szarvanak kompenzatorikus tagulata. Az atréfia kiterjedése €s progresszioja
a Braak tau stddiumoknak megfeleld. A hippocampus térfogataban bekdvetkezo valtozasok mar
a kognitiv tiinetek megjelenése el6tt detektalhatok. Noha funkcionalis MRI-t ritkan hasznalnak
a klinikai diagnosztikaban, a véraramlas alapjan mért aktivitascsokkenés mintazata tovabbi
értékes informaciokkal szolgalhat’”. | Positron emission tomography” (PET)-el lehetdség nyilik
in vivo detektalni a KIR-ben lerakodott AP fibrillumokat. T6bb nyomjelzé anyag is 1étezik (pl.
BE-flutematamol, 8F-florbetapir, stb.), melyek hasznalhatdsagat az adott anyag felezési ideje
mellett, 4ra, hozzaférhetdsége és a PET-centrum izotop eldallitasi kapacitasa is limitalja’®.
Abban az esetben, ha egyaltaldn nem, vagy csak minimalis AB-t mutat a ,,scan”, a kognitiv
zavart valosziniileg nem AD okozza. Mindazonaltal a kdzepes-, illetve magas amiloid
terheltség sem egyértelmii bizonyiték AD-re, hiszen mas tipusti demencidkban, s6t mentalisan
egészséges személyekben is eléfordulhat’®. A ®Fluorodeoxiglikéz (FDG)-PET a gliikoz
metabolizmus révén nyujt informéciot a szinaptikus aktivitds és regiondlis diszfunkcid
mértékeérdl még a klinikai tiinetek megjelenése eldtt. A hipometabolizmus a precuneus, a gyrus
cinguli posterior része €s a parieto-temporalis teriileteken kezdddik, majd a progresszio soran

az egész agyra kiterjed™.

Rohamosan né a liqour biomarkerekkel foglakoz6 tanulményok szdma, melyek vizsgalata
egyre inkabb szerves részét képezi a diagnosztikus folyamatnak. A patofizioldgiai valtozasok
alapjan két csoportba oszthatjuk a biomarkereket. Az egyik résziik a KIR-i lerakodas
kovetkeztében alacsonyabb mennyiségben taldlthato a liqourban (pl. AB), mig a masik csoport
az idegsejt pusztulas kovetkeztében magasabb liquor szintet mutat (pl. tau). Figyelembe véve,
hogy APa2 csokkenés €s total-tau novekedés eléfordulhat mas tipusu demenciakban is, ezek
nem elég specifikusak AD-re. Ennél megbizhatobb a hiperfoszforilalt-tau, a magasabb liquor
szint fontos segitség az AD és mas demenciat okozé korképek elkiilonitésében™. A felsorolt

biomarkerek kombinalt mérése a megfeleld klinikai képpel parosulva magas szenzitivitasu és
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specificitasi modszer az AD diagnosztikaban. Ugyanakkor definitiv diagndzis a mai napig csak

a neuropatologiai vizsgalattal allithato fel.
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Valoszinii AD demencia

1. Teljesiil a demencia kritériuma
2. Lassu, fokozatos betegségkezdet (honapok, évek)
3. Egyértelmii (dokumentalt) romlas a kognitiv képességekben

4. A kezdeti domindns tiinetek az alabbi csoportok egyikébe tartoznak:
a) Amnesztikus
b) Nem-amnesztikus
e Beszédzavar
e Vizuospatialis diszfunkcio

e Exekutiv funkcidézavar

5. Egyéb kognitiv karosodast okozo korképek (pl. vaszkularis demencia, DLB, FTLD) teljes

biztonsaggal kizarhatok

Lehetséges AD demencia

1. Teljesiil a demencia kritériuma
2. Atipusos kezdet (hirtelen kognitiv romlds, bizonytalan kortorténet)

3. Kevert etiologia:
a) Cerebrovaszkularis tarsbetegség (pl. stroke az anamnézisben)
b) DLB-re jellegzetes tiinetek megléte
C) Tarsbetegség vagy gyogyszeres kezelés, ami koOzvetlen hatassal van a kognitiv

képességekre

Valoszinii AD demencia patofiziologiai bizonyitékkal

1. Teljesiil a valoszinii AD demencia klinikai kritériuma

2. Kimutathato AD specifikus biomarkerek:
a) Alacsony liquor AB42 szint és amiloid pozitivitas PET-el
b) Emelkedett liquor tau szint (total-tau és foszfo-tau)
c) Csokkent temporo-parietalis FDG felvétel PET-en

d) A temporalis €s medialis parietalis lebeny aranytalan atréfiaja strukturalis MRI-vel

1. tablazat A ,National Institute on Aging and Alzheimer’s Association” (NIA-AA) Klinikai
tiineteken alapuld diagnosztikus kritériumrendszere Alzheimer-korban (AD)®. (Lewy-testes
demencia — DLB, Frontotemporalis lobaris dengeneracio — FTLD, Amiloid-béta — AP, Positron

emission tomography— PET, ¥®Fluorodeoxigliikoz — FDG, Magneses rezonancia képalkotas — MRI).
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3.2.9 Terapia

Az AD jelen tudésunk szerint gydgyithatatlan korkép, igy a terdpia a beteg tiineteinek
enyhitésére és életmindségének javitadsara iranyul. Megkiilonboztethetiink gydgyszeres és nem-
gyogyszeres kezelési modokat®®. Utobbihoz tartozik az étrend megvaltoztatasa, az antioxidans
bevitel novelése, mozgasterapia a koordinacidé javitas érdekében, a lehetdségekhez mérten
szellemi aktivitdas fokozéasa, pszichoterapia (pl. kognitiv-viselkedésterapia). Ki kell
valtozésokra, hiszen az AD nem csupan az érintett személyre, hanem a vele egylitt €16

emberekre is hatassal van.

A gybgyszeres kezelés lehetdségei kifejezetten korlatozottak, igy egyre nagyobb nyomas
nehezedik a kutatdkra, hogy a patomechanizmus részletes feltérképezésével effektiv terdpias
opciokat nyujtsanak a klinikusoknak. A korabban emlitett kolinerg-hipotézis szolgalt alapul a
jelenleg hasznalt acetilkolin-észteraz gatlok és NMDA-receptor blokkolok kifejlesztéséhez.
El6bbi csoportba a rivastigmin, donepezil, tacrin, galantamin tartoznak, melyek a kolinerg
neuronok pusztulasa miatt kialakult acetilkolin transzmisszi6 zavarat hivatottak ellenstlyozni.
Elsdsorban kozepesen stlyos demenciaban alkalmazzak, azonban a kezdeti pozitiv hatas 1-2 év
utan csdkken, a progresszio folytatédik?. Az NMDA-receptor blokkolok, elsésorban a nem-
kompetitiv antagonista memantin az AD-ben megfigyelhetd glutamaterg excitotoxicitast védi
ki, de nem karositja pl. a tanulési folyamtokhoz sziikséges fiziologias glutamat transzmissziot.
Enyhe és stlyos foku demencidban egyarant adhatd, azonban a pozitiv hatds id6tartama itt is
limitalt?, A kezelést a beteg tiineteinek fiiggvényében ki kell egésziteniink tovabbi

gyogyszerekkel (pl. antipszichotikumok, antidepresszansok, stb.).

Jol lathato, hogy az AD kezelése egy komplex feladat, melyben az egészségiigyi €s szocialis
ellatorendszer mellett a csalddtagok is komoly szerepet vallalnak. 2010-es adatok alapjan
hazankban egy demens beteg kezelési koltsége évi 1 997 457 Ft otthoni és 1 884 417 Ft idések
otthonaban torténd gondozas esetén. A demencia becsiilt prevalenciaja alapjan ez 6sszesen tobb

mint 262 milliard forintnyi kdltséget jelentett az adott évben®L,

3.3 Lewy-testes demencia

3.3.1. Torténeti dttekintés

A Lewy-testes demencia torténete szorosan Osszefligg az AD-vel, mivel Friedrich Heinrich
Lewy 1912-ben az Alois Alzheimer altal vezetett miincheni pszichiatriai klinika

neuropatoldgiai laboratériumdban a Parkinson-kér tanulmanyozéasa kozben irta le eldszor az
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eozinofil intraneuronalis inkliziokat®?. A Lewy-test (LB) megnevezés 1919-bl Konstantin
Tretyakov orosz neuropatologustol ered®. Okazaki és mtsai. 1961-ben hozték dsszefiiggésbe a
corticalis LB-k jelenlétét egy parkinsonismussal tarsuld atipusos demenciaval®*. Késébb, John
Woodward 27 neuropszichiatriai tiinetekkel és kognitiv zavarral kiizdé beteg autopszias
mintajaban igazolta az LB-ket, ugyanakkor csak egy résziiknek volt parkinsonismusa®. Kosaka
és mtsai. javaslatra 1984-t6] tekintjiik a Lewy-testes betegséget (LBD) kiilonallé entitasként®®.
A nevezéktan alapjan az LBD csoportba 3 korkép tartozik, a Parkinson-kor (PD), a Parkinson-
korhoz tarsulé demencia (PDD) és a Lewy-testes demencia (DLB). 1990-ben fedezték fel, hogy
az LB-k f6 komponense a patologiasan aggregalodott a-synuclein (aSyn) fehérje®®. 1995-ben
szliletett meg az elsé (és azota tobbszor atdolgozott) nemzetkodzi egylittmiikddésen alapulod
diagnosztikus DLB kritériumrendszer, amit a vezetd kutatd utan gyakran McKeith

kritériumként emlitenek®’.

3.3.2 Epidemiologia

A DLB az AD utan a masodik leggyakoribb neurodegenerativ demencia , ami demens betegek
kozel 25-30%-4t érinti®®. A DLB prevalenciaja a 65 évesnél idésebb emberek kozott kb. 5%°%°.
Ez az adat az életkor elérehaladtaval n6, gyakrabban fordul el férfiakban, mint n6kben, nemek

szerinti megoszlasa 4:1%

. A LB neuropatologiai el6fordulasat figyelembe véve, azok
gyakrabban fordulnak elé az afroamerikai és kaukdzusi populacioban®’. A DLB
megjelenésének kockazata nagyobb, ha a betegnek korabban depresszidja, szorongasos zavara,

stroke-ja volt, illetve APOE gén polimorfizmus vagy PD elfordult a csaladi anamnézisben®,

3.3.3 Genetikai hattér

A DLB esetek dontd tobbsége sporadikus, a familiaris 6roklédés kifejezetten ritkdnak szamit.
A vizsgalt csaladokban PD és DLB fenotipus egyarant el6fordul. A betegség akar mar tizenéves
korban elkezdddhet, hatterében az a-Syn gén (SNCA) szekvencidban és génkopia szdmban
bekovetkezo eltéréseket talaltak®®. Egy tanulmany a 2-es kromoszéma hosszu karjan a 35-36-
os l16kuszt azonositotta a csaladi 6roklédés egyik lehetséges genetikai okaként, azonban konkrét
gént nem sikeriilt leirniuk®. A sporadikus esetekben 3 gént irtak le, melyek genetikai varidnsai
egyértelmli rizik6faktornak szamitanak DLB-ben, ezek a SNCA, az APOE ¢és a
gliikocerebrozidaz (GBA)*,

3.3.4 Patofiziologia
A DLB-ben karakterisztikus LB-k és Lewy-neuritek (LN) f6 komponense a korosan

aggregalodott a-Syn filamentumok. A synuclein proteincsaladba az a-, f- és y- synuclein
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tartozik®. Pontos sejtbioldgiai funkcidjuk nem ismert, azonban lokalizaciojuk alapjan a
szinaptikus transzmisszioban lehet meghatarozo szerepilk. Noha a B- és y- synuclein is
megjelenhet neurodegenerativ betegségekben® a leggyakrabban a-Syn akkumulaci6 fordul eld.
Ezt a betegségcsoportot dsszefoglaldéan a-synucleinopatidknak nevezziik, ide tartozik az LBD
¢és a multiszisztémas atrofia (MSA). Utobbi esetén az a-Syn nem LB-k, hanem a magyar
szarmazasu patologusokrdl elnevezett Papp-Lantos testek formajaban detektalhatok®. Az a-
Syn aggregécio oka nem tisztazott, bizonyos patologias allapotok (pl. oxidativ stressz) fokozzak
az oligomerizaciot és fibrillum képz6dést®®, masfeldl a sejtek clearance mechanizmusai, mint

101

)% rendszer is

selejtfehérje vélasz (,,unfolded protein response”)®, autofagia'®, aggreoszéma
zavart szenvednek. Feltételezhetd, hogy az a-Syn patoldgia prion-szeri terjedést mutat a KIR-
ben, azaz ,,megfertdzik” az egészséges sejteket. Ezt tdimasztja ala, hogy koradbban transzplantalt

embrionélis substantia nigra sejtekben is idével megjelennek az LB-k'%?, valamint, hogy ,,vad
SN t103-

A dopaminerg neuronok fizioldgias miikodésében jelentds szerepe van a-Syn-nek, igy ezek a

sejtek kiilonosen érzékenyek az LB patologiara®

. A fehérje szabélyozza a dopamin szintézis
egyik kulcsenzimének a tirozin-hidroxilaznak a miikodését!?®, tovabba hatassal van a dopamin
transzporterre (DAT) is, csokkenti a neurotranszmitter visszavételét'®, AD-ben tapasztalthoz
képest, sulyosabb foku kiterjedt kolinerg sejtpusztulds és a kolin-acetiltranszferdz csokkenés
detektdlhato DLB-ben!?’. A karosodds mértéke Osszhangban van a kognitiv deficittel és
magyarazhatja a kolin-észterdz gatlokra adott kedvezd terapias valaszt'%. Tovabba, egy
kozelmultban megjelent tanulmany kimutatta, hogy a kognitiv hanyatlds gyorsabban progredial

DLB-ben mint AD-ben%,

Jelentds valtozasok mutathatok ki a szinaptikus jelatvitelben. A SNARE-komplex elemeinek,
mint synaptophysin, synapsin, synaptotagmin, SNAP25, VAMP?2 szintje jelentésen csokken!?,
ezaltal, a pre-szinaptikus neurotranszmitter felszabadulas hianyaban, a poszt-szinaptikus sejtek
elvesztik bemeneteiket, ami komoly funkcidzavarhoz vezet. A szinaptikus vezikuldk

redukcié mérhet6, ami korrelal a kognitiv deficittel* 13,

3.3.5 Makroszkopos patologia

A DLB makroszkopos patologiai megjelenése hasonlé a PD-ben lathatohoz®

. Az agy
Ossztomege a normal tartomanyon beliill mozog, enyhe corticalis atrofia a frontalis lebeny

teriiletén el6fordulhat. A neuromelanin vesztés miatt a substantia nigra és a locus coeroleus
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kifejezetten sapadt szinii. Ha a DLB-hez jelentdés mértékii AD patologia tarsul, sulyos foku
hippocampus, amygdala és temporo-occipitalis atrofia is megfigyelheté!4. Ugyanakkor, tiszta

(,,pure”) DLB-ben az agyi atrofia mértéke kevésbé prominens, mint AD-ben.

3.3.6 Mikroszkopos patologia

Az LB-k mikroszképos megjelenésében eltérések mutatkoznak attol fiiggéen, hogy melyik
KIR-i régiora lokalizalodnak®. A | klasszikus” agytorzsi LB-k HE festéssel, egy kdzponti
kerek, vagy ovalis eozinofil magbdl és az azt koriilvevo vildgos halo-bol allo intracellularis
zarvanyok (6. abra, A és C panel). Ezzel szemben a corticalis LB-k szabalytalan alaktak, az
irregularis mag koriil gyakran hianyzik a halo. A kdzponti mag f6 komponense a koérosan
aggregalodott a-Syn fibrillumok, melyek az axonokban is lerakédnak LN formaban. A
patologids elvaltozasok kitlinben vizualizdlhatok o-Syn IHC-vel (6. abra, B és D panel).
Komoly diagnosztikus kihivast jelenthet a neuropatologus szamara a DLB-ben gyakran
megfigyelheté AD patologia, azaz AP plakkok és NFT-k, mig a tiszta DLB viszonylag ritka.
Altaldnos elvként azt lehet mondani, hogy kifejezett LB terheltség esetén a korkép inkabb DLB,
mig jelentds mértékili AD tarspatoldgia detektalasakor megfontoland6 a kevert AD és DLB
diagnozis (2. tablazat)®®. A két betegségre jellegzetes patologias elvaltozasok kozott
szinergizmus 4ll fenn, ami fenotipusosan sulyosabb kognitiv deficittel péarosul®®.
Mindazonaltal, az LB valoszinlileg sziikséges, de nem elégséges feltétele a DLB
kialakulasanak, mivel mentalisan egészséges személyek agydbdl is kimutathato. Ezt az
allapotot incidentalis DLB-nek hivjdk és a betegség pre-klinikai stadiumanak tartjak®®.

Feltételezhetd, hogy a szimptomas demencia kialakuldsa multifaktorialis hattert.
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uritek (LN-k) hematoxilin-eozin (HE) festéssel (A és C) és
a-synuclein (aSyn) immunhisztokémiaval (IHC) (B és D). A HE képen kozepes nagyitassal (A)

6. 4bra Lewy-testek (LB-k) & Lewy-ne

egyértelmii a stlyos foku idegsejt pusztulds és neuromelanin vesztés; nagy nagyitassal (C) egy
klasszikus” LB lathat6 (fehér nyil). aSyn IHC-val kis nagyitassal (B) is jol detektalhato az LB-k
kozponti magjat alkotd aSyn zarvanyok (fekete nyilak); kdzepes nagyitassal (D) az LB-k mellett
(fekete nyil) LN-k is (fekete nyilhegy) is megfigyelhet6k. (Immunhisztokémiai reakcid a-Syn

ellenes primer antitesttel, barna 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel ).

ALZHEIMER PATOLOGIA NIA-AA/BRAAK STADIUMOK

Nincs, Alacsony/ Kézepes/ Magas/
LB PATOLOGIA Braak 0-11 Braak IlI-IV. Braak V-VI.
Agytérzs-predomindns Magas Magas Kozepes
Limbicus (transitionalis) Magas Kozepes Alacsony
Diffuz neocorticalis Alacsony Alacsony Alacsony
Amygdala-predomindns Alacsony Alacsony Alacsony
Bul I ius-

ulbus olfactorius-ra Alacsony Alacsony Alacsony

lokalizalt

2. tablazat A Lewy-testes demencia (DLB) klinikai szindroma valdszintisége a korszovettani kép
alapjan®. (LB: Lewy-test; AD: Alzheimer-kor NIA-AA: National Institute on Aging and

Alzheimer’s Association).
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Az els6é neuropatologiai osztalyozas Kosaka ¢s mtsai. (1984) nevéhez fiizédik akik az LB-k
KIR-i lokalizacidja alapjan 3 csoportot allitottak fel: (1) agytorzs-predominans, (2) limbicus
(transitionalis), (3) diffiz neocorticalis®®. Az LB-k terjedése valosziniileg hierarchikus

mintazatot kovet, ezen alapul a Braak (PD) stadiumrendszer®

. Az eredeti tanulmany
megjelenése ota kideriilt, hogy az LB-k nem a Braak altal feltételezett nucleus dorsalis nervi
vagi ¢és nucleus olfactorius anterior teriiletérdl indulnak ki, hanem mar korabban kimutathatok
az enteralis idegrendszerben, amit az LBD prodromalis szakaszdnak vélnek'’. A McKeith
kritériumrendszer szerint az aSyn IHC szemi-kvantitativ értékelését az alabbi 10 régidban kell
elvégezni: IX-X. agyideg magvak, locus coeruleus, substantia nigra, nucleus basalis Meynert,
amygdala, gyri transentorhinalis et cinguli, gyrus temporalis medius, gyrus frontalis medius és
lobulus parietalis inferior. Az eredményeket az aktualis (2017-es) osztalyozas 6t csoportba

sorolja.

A Kosaka altal eredetileg javasolt harom kategéria mellett, megkiilonboztetiink amygdala-
predominans és bulbus olfactoriusra lokalizalt tipusokat (2. tablazat)®®. Fontos megjegyezni,
hogy ezek neuropatologiai diagndzisok, mig a DLB klinikai diagnézis, igy szovettani mintara

val6 alkalmazasa helytelen.

3.3.7 Klinikai tiinetek

A DLB-ben corticalis és subcorticalis demencia jellegzetességei egyarant eléfordulnak. A
heterogén tiinetek miatt nehéz meghatarozni a DLB kezdeti jeleit. Mindazonaltal, az LBD
csoportban specifikusnak mondhat6 a ,,rapid eye movement” (REM) alvaszavar és autonoém
diszfunkciok (pl. ortosztatikus hipotenzi6)®. Diagnosztikus értelemben kiilonbséget tesziink
DLB ¢és PDD kozott. A kutatdsok eddig nem tartak fel kardindlis eltéréseket a két betegség
alapul. Abban az esetben, ha a mozgasszervi tiinetek (pl. parkinsonsimus) tobb mint egy évvel
megeldzik a demencidt a diagnézis PDD; ha kognitiv zavarral indul a korkép, vagy a

mozgasszervi tiineteket egy éven beliil kdveti, a diagnozis DLB%,

DLB-ben dominans a kognitiv fluktuacid, a figyelem-, térbeli orientaciod- €s exekutiv funkciok

zavara, mig a memoria relative megorzott az AD-hez képest®

. A kognitiv képességek perceken,
akar napokon keresztlil fluktudlnak. A betegek visszatérd és igen részletes vizualis
hallucinaciokrél szamolnak be''®. Az LBD csoportban Karakterisztikus a REM alvaszavar,
¢lénk, ijesztd rémalmokkal, gyakran motoros tiinetekkel kisérve. A paciens ilyenkor akar

sériilést is okozhat a kdrnyezetében lévOknek. A substantia nigra érintettsége magyarazza a
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spontan parkinsonismust. Az AD-hez képest gyakoribb a vegetativ idegrendszer diszfunkcioja,
mint ortosztatikus hipotenzio, inkontinencia, sinus caroticus hiperaestesia'?’. DLB-ben tilos a
tipusos neuroleptikumok alkalmazasa, mivel jelentésen novelik a neuroleptikus malignus
szindroma kockazatat és az extrapyramidalis tiineteket is negativan befolyasoljak®.
Emocionalis zavarok koziil gyakran fordul elé depresszid, ami a legjabb kutatdsok szerint

osszefiigghet a cink metabolizmus zavaraval .

3.3.8 Diagnosztika

A diagnozis felallitdsahoz, az AD-nal leirtaknak megfelelden teljes korti kivizsgalas sziikséges.
A neuropszichiatriai tiinetek mintazata karakterisztikus lehet az egyes demencia tipusokra, igy
ezen tesztek elvégzése rendkivill értékes informacioval szolgalhat (pl. élénk, vizualis
hallucinaciok esetén valdsziniisitheté a DLB)®. Mindazonaltal a betegség klinikai
diagndzisaban jelentds pontatlansdgok vannak. Egy korabbi felmérés szerint a betegek legalabb
négy orvost keresnek fel panaszaikkal, ennek ellenére kozel egyharmadukndl még két év utan
sincs helyes diagnézis'®!. Az orvosok elsésorban PD-nek, AD-nek vagy mas pszichiatriai

korképnek tulajdonitjak a tiineteket!??,

Strukturalis MRI-vel a globalis agyi atrofia, temporalis lebeny és hippocampus sorvadasa
enyhébb fokii, mint AD-ben!?. A kolinerg-rendszer sulyos karosoddsival &sszhangban a
nucleus basalis Meynert jelentés destrukciét mutat 124, Egy tanulmany a PDD-hez viszonyitva
jelentdsebb temporo-parieto-occipitalis atrofiat irt le DLB-ben!?. A dopamin rendszer
funkcionalis integritasa megitélhetd ,,single photon emission computed tomography” (SPECT)-
el. A striatumban kifejezetett dopamin transzporter (DAT) redukcid lathatod, ami 6sszhangban
van az extrapyramidalis tiinetekkel’?®®, Meta-jodo-benzil-guanidin (MIBG) szcintigrafiaval
PET-el a latokéregben nagyfoku hipometabolizmus detektalhat, ami magyarazhatja a gyakran
tarsuld vizuospatialis zavar és vizudlis hallucinaciok jelenlétét'?®. Tovabba, DLB-ben
szignifikans kolin-acetiltranszferdz aktivitascsokkenés lathaté a medialis occipitalis cortex
teriiletén AD-hez képest'?®. EEG-vel a posterior régioban mérhetd lassuhullam tevékenység,

periodikus fluktuaciokkal®®

. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a funkcionalis képalkotd
vizsgélatok komoly segitséget jelenthetnek a DLB differencialdiagnosztikdjaban, ugyanakkor

ezen modalitasok széles korii klinikai alkalmazésa még varat magara.

DLB-specifikus liquor, vér vagy szoveti biomarkerek azonositasa kiilonésen nehéz, hiszen a

tiszta DLB patoldgia viszonylag ritka a kevert AD-DLB-hez képest, igy nem meglepd hogy az
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A4z liquor szintje DLB-ben is csokkent'®. Magasabb liquor tau mérhetd DLB-ben, mint PD-
ben vagy PDD-ben3!. Az aSyn-t vizsgald tanulmanyok nem egységesek, egy résziik csokkent
értéket mért a liquorban®®2, mig méasok emelkedést!®. Ennek oka feltételezhetéen az, hogy az
aSyn négy izoformaban expresszalodik, igy olyan antitestek hasznalata indokolt amelyek

t134. A legnjabb kutatasok kozéppontjaba az

specifikusan mutatjak a total synuclein mennyisége
aSyn oligomerek kertiltek. Az liquor aSyn oligomer/total aSyn hanyados képes biztonsaggal
differencidlni a DLB-t az AD-t6l. Mindezek ellenére DLB-re egyértelmiien specifikus
biomarkerek nem allnak rendelkezésre®®. Definitiv diagnézis DLB-ben is csak részletes

neuropatolégiai vizsgalattal allithat6 fel'*®.

A klinikai tiineteken, radioldgia elvaltozasokon €s potencialis biomarkereken alapulé aktualis

McKeith kritériumrendszert a 7. abra mutatja be.

Esszencialis tiinetek Diagnozist tamogato tiinetek Indikativ biomarkerek
* Demencia ¢ Neuroleptikus hiperszenzitivitas | * VDAT felvétel basalis ganglionok
= I\{Iemorlazavar : 5 e alE Al + VMIBG scyntlg”ra‘phla myocardium
* Figyelem, exekutiv ISmétlSda elesések * PSG-vel megerdsitett RBD
o ., |+ Ismétl6dé elesések, syncope
funkciok, térbeli orientacio . o . > Diagndzist tamogaté biomarkerek
Core” tiinetek Autonom diszfunkciok ———
” 2 — Hiperszomnia, hipozmia « Med. tem!:). Ifebeny megdrzottsege
* Kognitiv fluktuacié o L. » Gen. perfuzié/metab. ¥ SPECT/PET
L . * Nem vizualis hallucinaciok 2 L gy
* Vizualis hallucinaciok ; . és \voccipitalis aktivitas
» Spontan parkinsonizmus * Rendszerezett téveszmék * Post. lassuhulldm tevékenység EEG-n
* REM alvaszavar * Apatia, depresszio periodikus fluktuacidval

Valészinii DLB:
* 2 vagy tobb ,core” tiinet £ indikativ biomarker vagy
¢ 1,core” tinet + 1 vagy tobb indikativ biomarker
Lehetséges DLB:
e 1 ,core” tiinet indikativ biomarker nélkil vagy
* 1 vagy tobb indikativ biomarker ,core” klinikai tiinet nélkdil

7. abra A Lewy-testes demencia (DLB) diagnosztikus kritériumrendszere®®. Az esszencialis tiinetek
hianyaban nem allithato fel DLB diagnozis. (REM: ,rapid eye movement”; DAT: dopamin
transzporter; MIBG: meta-jodo-benzil-guanidin; PSG: polysomnografia; RBD: REM alvaszavar;
SPECT: ,,single photon emission computed tomography”; PET: ,,positron emission tomography”;
EEG: elektroenkefalografia, med. temp: medialis temporalis; gen.: generalizalt; metab.:

metabolikus; post.: posterior; V: csokkenés; +: megléte vagy hianya).
3.3.9 Terapia
A DLB az AD-hez hasonléan gyogyithatatlan betegség. A terdpia alapjaiban megegyezik az
AD-nél leirtakkal, ugyanakkor van néhany DLB-specifikus kiilonbség. A kolinerg rendszer
kiterjedt zavara miatt a betegek kedvezébben reagalnak az acetilkolin-észteraz gatlokral®®, A

memantin jol toleralhatd, de kevésbé effektiv a neuropszichiétriai-, kognitiv- és motoros
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tiinetek tekintetében*®. Parkinsonismus esetén dopaminerg gyogyszerek rendelhetdk, amik
fokozhatjdk a pszichotikus tiineteket, igy a megfelelé dozirozas kiemelt jelentdségiil®’. A
neuroleptikus hiperszenzitivitas miatt a tipusos szerek adasa keriilendé DLB-ben, ugyanakkor
ez a mellékhatas ritkabb PD-ben és PDD-ben!®. REM alvaszavar kapcsan fontos a beteg
védelme a szoba megfeleld berendezésével, gydgyszeres kezelésre a clonazepam és melatonin

javasolhato'®,

3.4 Lemur tirozin-kinaz 2

3.4.1 Az LMTK? jellemzése és élettani szerepe

A fehérjét a 2000-es évek elején irta le parhuzamosan, de egymastdl fliggetleniil harom
kutatocsoport élesztd két-hibrid rendszerekben és adatbazis kutatas altal'*1%2, Az LMTK2 gén
a 7-es kromoszoma rovid karjan a 21.3-as lokuszon helyezkedik el és egy 250 kDa
molekulatdmegii fehérjét kodol'*3. A strukturalisan egyedi membran-asszocialt lemur tirozin-
kinaz proteincsaladnak 4 tagja van: LMTK1A, LMTKIB, LMTK?2 ¢s LMTK3. A parhuzamos
felfedezések kovetkeztében az LMTK2 tobb megnevezése ismert, mint kinaz-foszfataz-
inhibitor-2 (KPI2), apoptodzis-asszocialt tirozin-kinaz 2 (AATYK2), CDK5/p35-regulalt kinaz
(CPRK), ,,brain-enriched kinase” (BREK) és KIAA1079140-142144.145 A leggyakrabban hasznalt
lemur tirozin-kinaz 2 elnevezést a protein hossz(i karboxi-terminalis ,,farki” régidja és a
Madagaszkaron 6shonos gytiriisfarki maki (vagy lemur) hosszi farka kozti hasonldsag
inspiraltal®®. Noha a kinaz domén szerkezete alapjan tirozin- és szerin-treonin- kettds
specificitast kinaznak tlinhet, kutatasok bizonyitottak, hogy valdjaban egy szerin-treonin-

kinazrél van szo, igy a lemur tirozin-kiniz megnevezés helytelen!41142.146,

Az LMTK2 aktivitasat in vitro kinaz esszével és peptid ,,microarray” -el vizsgaltak. A kisérleti
elrendezésben rekombinans nagy tisztasagh LMTK?2 fehérjét hasznaltak (azaz mas tipust kinaz
nem vett részt a reakcidban), ami a detektalt autofoszforilacio €s cél-fehérje foszforilacid
alapjan valosziniileg egy konstitutivan aktiv kinaz*411%, A fehérje az amino-termindlis tandem
transzmembran doménjével ,,horgonyoz” a membranhoz, tigy, hogy az amino- és karboxi-

)147

terminalis vége egyarant a citoplazmaba lokalizalodik (8. abra)™*’. A transzmembran domént

az amino-terminalis kinaz domén majd a hosszu karboxi-terminalis ,,farok” koveti.
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8. abra A lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) sematikus abrazoldsa'*®. A fehérje két transzmembran
régioval ,horgonyoz” a plazmamembranhoz. Az amino-terminalis (N) és karboxi-terminalis (C)

régiok egyarant a citoplazmaba lokalizalodnak.

Az LMTK2 els6sorban, de nem kizarolag az agyban expresszalodik, nagy mennyiségben
kimutathaté a hippocampusban és a neocortexben. Az idegsejteken beliill megtalalhato a
somaban, axonokban és a novekedési kupokbanl401421441%5 Qupcellularisan elsésorban a

Golgi-apparatusban és a korai endoszémakban koncentralodik140-1491%0,

Az LMTK?2 feltételezhetden szerepet jatszik a post-natalis neuronfejlédésben, mivel nagy
mennyiségben kezd expresszalodni a sziiletést kovetd 2-3. héten. Kisérletes koriilmények
kozott PC12 sejtvonalban neuronalis novekedési faktor (NGF) hatdsira az LMTK2 gyors
protein-kinaz C (PKC)-fliggé foszforilacion megy keresztiil, ugyanakkor direkt PKC-LMTK2
kolcsonhatast nem sikeriilt kimutatni*2, Az NGF jelatvitel csokkenti az LMTK?2 aktvitasat,
ezzel hozzajarul a neuritek ndovekedéséhez, tehat az LMTK?2 feltehetdleg negativ regulatora a

neuronalis differenciacionak*?.

Az LMTK2 a karboxi-terminalis ,,farki” részen hét prolin-(aminosav)-(aminosav)-prolin
(PxxP) motivumot tartalmaz!4?2. A PxxP motivum gyakran direkt interakcioba 1ép az Src
homolég 3 (SH3) doménnel®™ ™2 Szamos kindzon van SH3 domén, vagy SH3 domént
tartalmazo allvanyfehérjével 1ép kapcsolatba a célfehérjékkel®™®31%*. Ez alapjan elképzelhetd,
hogy az LMTK2 szabalyozasaban SH3 doménnel rendelkezd kinazok is részt vesznek, azonban

eddig nem sikeriilt ilyen interakcids partnert azonositani.

A fehérje élettani szerepét vizsgald allatmodellek szama erdsen limitalt. LMTK?2 , knockout”

egerek életképesnek bizonyultak, ugyanakkor a himeknél azoospermiat és ebbdl addéddan
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infertilitast detektaltak'®®. Az eltérést a csirasejtek kiérési defektusara vezették vissza, ami

alapjan az LMTK2 kitiintetett szerepet tolt be a fiziologias spermatogenezisben.

3.4.2 Az LMTK? interakcios partnerei
A teljes LMTK2 interaktom jelenleg nem ismert, azonban szdmos fehérje-fehérje kolcsonhatast
¢s jelatviteli utvonalat leirtak, ami alapjan feltételezhetd, hogy az LMTK?2 fontos szerepet tolt

be tobb esszencialis cellularis mechanizmusban.
3.4.2.1 CDK5/p35

A CDK-k szerin-treonin specifikus protein- kinazok, melyek részt vesznek a sejtciklus
és transzkripcié szabalyozasaban, a neuronalis morfogenezisben és differenciacioban?®®.
Az CDKS az aktivator alegység p35-on keresztiil kot az LMTK2-hz1%%%, Az LMTK2-
n a kindz domén kozelében elhelyezkedd aminosav (391-632) szekvenciaval jon 1étre a
kapcsolat, azonban az, hogy a p35 mely régioja vesz ebben részt, valamint magat az
interakciot szabalyozé mechanizmusok nem ismertek*’. A CDK5 a CDK fehérje csalad
egyedi tagja, abban az értelemben, hogy nem igényel aktivalo foszforilaciot, helyette a
p35 vagy p39 aktivator fehérjék kotésére van sziikség!®. Az enzim esszencialis az
exocitozisahoz*®. A CDK5/p35 komplex a szerin-1418 helyen foszforilalja az LMTK2-
t, ezaltal fokozza az enzim kindz aktivitasat és stimulélja a ,,downstream” fehérjék (pl. a
protein-foszfataz 1 Kkatalitikus alegysége — PP1C) foszforilalasat’>. A CDK5
funkciondlisan inaktiv az extraneuralis szOvetekben, mert a p35 csak az idegsejtekben
expresszalodik®™®" 1%, Mindazonaltal szerin-1418 pozicioban foszforilalt LMTK2 kis
mennyiségben extraneuralisan is kimutathatd, igy valoszinlisithetd hogy a fehérje

k1. Megjegyzendd, hogy a CDKS és a
mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) nagyon hasonld konszenzus szekvencian (a
szerin/treonin utan kozvetleniil prolin van) foszforilalja a célfehérjét'®. gy elképzelhetd,
hogy a MAPK a CDK5-hoz hasonldan szabalyozza az LMTK2 aktivitasat. Kisérletes
adatok alapjan az NGF ¢és PKC kezelés fokozta a CDK/MAPK-medialt LMTK2
foszforilaciot PC12 sejtvonalban, ugyanakkor hogy ez a hatas kézvetleniill a MAPK vagy

a CDKS5 eredménye, nem ismert42.
3.4.2.2 PP1C

A PP1 szerin-treonin protein-foszfataz szamos alapvetd sejtbiologiai funkcidhoz

nélkiilozhetetlen. A katalitikus alegység szerepet jatszik a sejtciklus, apoptozis, glikogén
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homeosztazis, RNS processzalds, fehérje szintézis, izomaktivitas ¢és idegsejtek
miikddésébent®l1%2 A PP1C arginin-valin-(aminosav)-fenilalanin (RVxF) motivummal
1ép interakcioban!®®. Az LMTK2 valin-treonin-fenilalanin (VTF) motivummal kot a
PP1C-hez és foszforilalja azt a treonin-320 helyen, ami csokkenti az enzim foszfataz
aktivitasat™" 1% Ezt a folyamatot facilitalja a CDK5/p35, ezaltal egy kozos CDK5/p35-
LMTK2-PP1C jelatviteli tvonalat alkotva. A gatld foszforilacion tal az LMTK2
kozvetleniil kotédik a PP1C reguldtor alegységéhez az inhibitor-2-hoz, igy két

mechanizmussal is gatolja a foszfataz mitkodését 4L,
3.4.2.3 Kinesin-1

A neuronok polarizalt sejtek, a legtobb fehérje a sejttestben termelddik, innen a jol
szervezett intracellularis transzport utjan jutnak el rendeltetési helyiikre. Ehhez 4
szerepldre van sziikség: mikrotubulusok, molekularis motorproteinek, szallitmanyok

165, A Kinesin-1 egy fontos motorprotein, ami részt

(cargo), és energia ATP formajaban
vesz szamos esszencialis ,,cargo” axonalis transzportjaban, mint mitokondriumok, APP,
vagy szinaptikus vezikula prekurzorok!®®. Funkcionalisan aktiv formaban a kinezin-1
hetero-tetramer két nehézlancbol és két konnytilancbol (KLC) all. Elébbiek mozognak a
mikrotubulusok mentén, mig utobbiak kotik meg a ,cargo”-t'%. Egy kézelmultban
megjelent tanulmany alapjan az LMTK?2 a karboxi-terminalison elhelyezkedd triptofan-
aszpartat (WD) motivummal kdzvetleniil kotédik a KLC , tetratricopeptied repeat” (TPR)
régidhoz, ami eldsegiti az LMTK?2 axonalis transzportjat'®’. Tovabba, hogy az LMTK?2
medialja a KLC1-LMTK2-p35 komplex kialakulast, ami elengedhetetlen a p35
intracellularis szallitisaban. Az LMTK2 géncsendesités (SIRNS-alapti fehérje szintézis

gatlds) hatdsara nem csak a p35, hanem a CDKS5 axonalis transzportja is zavart szenved,

ami degenerativ elvaltozasokat indukalhat a neuronokban®®’.
3.4.2.4 Miozin-VI

A miozin-VI egy aktin-figgé molekularis motorprotein, részt vesz az endo- és
exocitotikus membranok retrograd transzportjdban. Két kutatdcsoport egymassal
parhuzamosan azonositotta az LMTK?2 és miozin-VI kdzti interakciot®1%8, Az LMTK?2
triptofan-tirozin (WWY) motivumhoz. A motorprotein ugyanezzel a motivummal k&ti az
endocitotikus adapter fehérjéket'*®. Az LMTK2 a kinaz régio kozelében elhelyezkedd

aminosav (567-773) szekvenciaval kapcsolodik a miozin-VI WWY motivumhoz, ami
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részben atfed a p35-hoz kotédé szakasszal (391-632)140168 A szekvencidk kozti atfedés
felveti a lehetdségét, hogy a miozin-VI és p35 verseng az LMTK2 kotéhelyért, azonban
ezt kutatdsi adatok eddig nem tdmasztottdk ald. LMTK2 és miozin-VI kolokalizaci
megfigyelhetd6 az  endocitotikus és a  visszavételre  keriild  vezikulak
kompartmentumaiban. A mozin-VI kotésen keresztiil az LMTK2 kulcsszerepet jatszik a

transzferrin-receptor endocitotikus transzportjaban>0168,

3.4.2.5 Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR)

A CFTR egy ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) aktivalt klorid-ioncsatorna,
melynek muticidja és funkcidzavara jol ismert cisztas fibrozisban'®®. Az LMTK2 direkt
interakcioba 1ép a CFTR-el, valamint foszforildlja azt a szerin-737 pozicioban'4170,
Ennek eredményeként fokozodik a CFTR endocitdzis és csokken a sejtfelszinen 1évo
transzporterek szama, igy az LMTK2 negativan befolyasolja a csatornan atfoly6 klorid-
ion transzportot!4®17° Ezt megerdsiti az a megfigyelés is, hogy az LMTK2 deplécio

fokozta a CFTR-t célzé cisztas fibrozisban alkalmazott gyogyszerek hatékonysagat!’®.

3.4.3 LMTK2 malignus tumorokban
Szamos tanulméany vizsgalta az LMTK proteincsalad szerepét a leggyakoribb human

daganatokban'’. Az LMTK2 elsésorban prosztata adenocarcinoméban keriilt a kutatasok

crer

sarcomatoid carcinomaban is'’?173,

Teljes genom asszociacidés vizsgalattal egypontos
nukleotid-polimorfizmust (SNP) mutattak ki az LMTK2 gén 9-es intron rs6465657 pozicidban
prosztata rakban'’®. Harries és mtsai. késébb ezt az SNP-t funkcidvesztd variansként
azonositottdk, ami hozzajarul az LMTK2 féléletidejének csokkenéséhez!™. Tovabba,
alacsonyabb LMTK2 expressziot detektaltak prosztata carcinomaban benignus prosztata

175

hiperplaziaval Osszehasonlitva ™. Megjegyzendd, hogy az LMTK?2 interakcids partnere a

miozin-VI ,,overexpresszio” fokozza a prosztata specifikus antigén (PSA) és a vaszkularis
progresszioban'’®. A kézelmultban kideriilt, hogy az LMTK?2 negativ szabalyozdja az androgén
receptornak (AR). Az enzim deplécidja prosztata adenocarcinomaban magasabb AR aktivitast

eredményez, ami ndveli a malignus sejtek osztodasi képességét!’”.

3.4.4 LMTK?2 neurodegenerdcioban
Kutatdcsoportunk publikalta az elsé 6sszefoglalo kdzleményt a szakirodalomban, ami felvetette

az LMTK2 szerepét neurodegeneracioban®®. Sejtbiolégiai- és allatkisérletes tanulmanyok,
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valamint az LMTK2 interaktom ¢és jelatvitel alapjan harom mechanizmust azonositottunk,
melyek zavara hozzajarulhat a neurodegenerativ folyamatokhoz: 1) tau-foszforilacio, 2)
apoptodzis, 3) axondlis transzport. Az LMTK2-t szabalyoz6 CDKS, valamint az LMTK2 altal
indirekten (PP1-en keresztiil) regulalt GSK3, jol ismert tau-kinazok, fokozott aktivitasuk az
AD-re patognomikus tau-hiperfoszforilaciohoz vezet’*?’. A neurodegenerativ korképekben
lathatd neuronvesztés egyik fontos mechanizmusa az apoptézis. Az LMTK2-medialt gatlas
csokkenése a PP1-en és kdzvetetten a GSK3B-n pro-apoptotikus folyamatokat indukal'’®. Az
axonalis transzport zavara az egyik feltételezett ok az intracellularis fehérje aggregatumok
felhalmozodasanak hatterében. Az emlitett LMTK2 aktivitds csokkenése GSK3[
dezinhibiciohoz vezet, ami a motorproteinek foszforildlasaval megzavarhatja az axonalis

transzportot!®4. Ezen mechanizmusokat részletesen targyaljuk a Megbeszélés fejezetben.

A 3. tablazat tartalmazza az ismert fiziologias és patologids folyamatokat, amelyekben az

LMTK?2 részt vesz.

FIZIOLOGIAS FOLYAMATOK KOROS ALLAPOTOK
Neuron differencidcio*? Prosztata carcinomal’#17>177.179.180
Intracellularis vezikuldk forgalma®>° Tidérakt 2173

I"[164 168,170

Axonalis transzpo Cisztas fibrozis

Spermatogenezis**® Neurodegeneracio'43167181

3. tablazat Fiziologias és patologias folyamatok, melyekben kimutathaté a lemur tirozin-kinaz 2

(LMTK?2) szerepe 8
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4. Ceélkituzeések

A neurodegenerativ demencidk sulyos, jelen tudasunk szerint gyodgyithatatlan koérképek. A
betegségek patomechanizmusanak feltarasa, ezaltal Uj potencialis
biomarkerek/gyogyszercélpontok azonositdsa esszencialis feladat diagnosztikus és terapias

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 kutatdmunka soran a szakirodalmi hianyossagok potlasaval hozzajarulni az
LMTK2 komplex patofiziologiai funkcidjanak feltérképezéséhez a leggyakoribb
neurodegenerativ eredetli demencidkban. Megjegyzendd, hogy a DLB klinikai diagnézis
hasznélata szovetmintdkra helytelen, igy a korképre a neuropatoldgiai terminoldgidnak
megfelelden neocorticalis Lewy-testes betegségként (LBD) hivatkozunk. A kutatomunka

megvaldsitasa soran az alabbi konkrét feladatokat tiiztiik ki célul:

I) Az LMTK2 hisztopatologiai jellemzése huméan neurodegenerativ demencidban szenvedd

betegek post-mortem szovetmintain.

IT) Az LMTK2 fehérje mennyiségi valtozasanak vizsgalata az immunreakcid intenzitasa alapjan
a két leggyakoribb neurodegenerativ demenciaban, Alzheimer-kérban és neocorticalis Lewy-

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

1) Az dsszefoglald kdzleményiinkben kordbban valosziniisitett'*® LMTK2 és tau-patolégia
kozti kapcsolat tisztazdsa Alzheimer-korban eltérd agyi régidkban és AD neuropatoldgiai

(Braak) stadiumokban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Az LMTK2 neuropatoldgiai karakterizalasa AD-ben és neocorticalis LBD-ben
A kutatomunka e fazisdban az LMTK2 hisztopatologiai karakterizalast kromogénes
immunhisztokémiai, valamint az enzim mennyiségi  valtozdsdt  fluoreszcens
immunhisztokémiai és digitalis képanalitikai méodszerekkel vizsgéltuk a két leggyakoribb
neurodegenerativ. demenciaban azonos atlagéletkora nem-demens kontroll csoporttal

Osszehasonlitva.

5.1.1 Betegek és mintak

A kutatashoz harom kisérleti csoportot hoztunk létre: azonos atlagéletkora nem-demens
kontroll (CNT), AD és DLB. A demens csoportokban 6-6 sulyos neurodegenerativ
elvaltozasokat mutat6 AD (Braak VI. stadium) és neocorticalis LBD (diffiz neocorticalis
stadium) esetet valasztottunk ki. A demencia diagndzisa a klinikai kép alapjan még a betegek
¢letében felallitasra keriilt, melyet a post-mortem neuropatoldgiai vizsgéalat igazolt. A CNT
csoportba valasztott 6 betegben szignifikdns neurodegenerativ valtozas nem volt kimutathat6,
halaluk extraneuralis okok miatt kovetkezett be. A vizsgalt agyi régio a gyrus frontalis medius
(MFQG), mivel ez a teriilet mindkét korkép késéi stadiumaban jelentdsen érintett. A kisérleti
csoportokban dsszesen 11 n6 és 7 férfi post-mortem formalin-fixalt paraffinba-agyazott (FFPE)
mintait értékeltiik. Minden paciens idésebb volt 60 évnél, az atlagos post-mortem id6 (a halél
ideje €s a minta feldolgozasa kozott eltelt 1d6) 38 ora (= 11,8 SEM) az AD; 47,1 6ra (= 8,6
SEM) a CNT ¢és 43,3 (= 7,8 SEM) a neocorticalis LBD csoportokban (4. tablazat).

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 hozzéjarultak, a betegadatok anonimizéltak. A
mintak feldolgozasa és neuropatologiai vizsgalata a standard kritériumokkal Gsszhangban

tortént'3,
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Neuropatologiai

Patologiai Kor PMD Agytomeg

azonositd ¢ (&) (6ra)  (gramm) SIS
& stadiumok
A007/15 N 74 66 1191 6,53 II. stadium
A158/14 N 73 73 1095 6,4 II. stadium
o
"q',; A319/14 N 90 44 1150 5,79 II. stadium
7
(<))
- A002/13 F 90 45 1252 6,9 MAC
2
(®)
A261/12 F 63 23 1464 - MAC
A308/14 N 66 78 1414 5,93 MAC
A062/16 F 86 29 1234 - -
=
-8 A274/16 N 83 52 1164 - -
()]
8 . stddium
o) A341/15 F 79 48 1519 6,77
) (tarspatoldgia)
-l
7)) [Il. stadium
—_ A276/14 N 90 67 979 6,75
i (tarspatoldgia)
P o
S ll. stadium
o A304/06 N 92 55 1244 6,59
o (tarspatoldgia)
()
2 Il. stadium
A040/10 N 87 9 1060 6,13
(tarspatoldgia)
A092/15 N 86 13 1056 6,68 VI. stadium
A192/13 F 77 71 1325 6,86 VI. stddium
= o
O A277/12 F 79 20 1270 6,88 VI. stadium
9
v A308/13 N 74 20 1053 - VI. stadium
()]
<
A355/13 F 73 26 1239 5,75 VI. stddium
A377/14 N 85 79 1135 - VI. stddium

4. tablazat Neuropatologiai mintak: patologiai azonositd, nem, életkor, post-mortem id6é (PMD),
agytdmeg, agy pH, neuropatolégiai Braak tau stidiumok®®!. (F:férfi, N: né, MAC: minimalis

oregkori patologia elvaltozasok — Braak tau +, de nem éri el az . stadiumot).
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5.1.2 Kromogénes immunhisztokemiai (CHR-IHC) jelolés

Eredményeink validitasa érdekében a felhasznalt reagensek, antitest koncentraciok, inkubacios
1d6k neuropatologus (HT) részvételével keriiltek optimalizalasra, az alabbiak szerint:

A 7um vastag FFPE metszeteket ,,leszall6” alkoholsorban (2x5 perc xilol, 5 perc abszolut
alkohol, 5 perc 96% (v/v) alkohol, 5 perc 80% (v/v) alkohol, 5 perc 70% (v/v) alkohol)
deparaftfinaltuk. A reakcid vizualizalasa peroxidaz-fiiggd reakcioval torténik, igy sziikséges az
endogén peroxidaz enzimaktivitas gatlasa 3% (v/v) H20.-t tartalmaz6 metanolban 30 percig. A
hé-indukalt epitop feltarashoz (HIER) Trisz-(hidroximetil)-amino-metan - Etilén-diamin-
tetraecetsav (TRIS-EDTA; 10 mMol TRIS bazis, 1 mMol EDTA, pH 9,0) antigén-feltaro
oldatot és mikrohulldmu siitét 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 tartalmazé TRIS pufferes sooldattal (TBS; Sigma-Adrich, TRIS-buffered
saline 20x solution, 20mMol TRIS, pH 7,4) blokkoltuk 1 6ran at szobahdmérsékleten. A primer
LMTK2 antitesttel (KPI-2, clone H-9, SantaCruz Biotechnology) egy éjszakan keresztiil
(overnight) 4°C-on inkubaltuk a metszeteket. A kdvetkez napon szobahdmérsékleten 1 6ran
keresztiil inkubaltuk a mintdkat kecske anti-egér biotinildlt mdasodlagos antitesttel
(Agilent/Dako). Az IHC reakcio detektalasthoz 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 (30 masodperc) késziilt. A mintakat ,,felszallo” alkoholsorban (5 perc 70% (v/v)
alkohol, 5 perc 80% (v/v) alkohol, 5 perc 96% (v/v) alkohol, 5 perc abszolut alkohol, 5 perc
xilol) dehidrataltuk. A feddlemezek felhelyezését automata végezte (ClearVue™ Coverslipper,
Thermo Fisher Scientific). Az elsddleges antitestet 1:50, a masodlagost 1:200 aranyban
higitottuk TBS oldatban. A mintadkat munkaoldattal (TBS, 2x5 perc) Oblitettiik az antigén
feltaras, masodlagos antitest és ABC Kit alkalmazasat kovetden. Az immunreakcid

validitasanak biztositasara a primer antitestet kihagyva IHC negativ metszetek is késziiltek.

5.1.3 Fluoreszcens immunhisztokémiai (IF-IHC) jeldlés

Szamos 1épés megegyezik a fentebb ismertetett CHR-IHC protokollal (deparaffinalas, antigén
feltaras, elsddleges antitest), mig masok sziikségtelenek az IF-IHC esetén (endogén peroxidaz
gatlds, biotinilalt masodlagos antitest, kromogén). Az fluoreszcens jelolés modszertana az
alabbiakban tér el a kromogénestol:

A munkaoldat foszfat pufferes s6oldat (PBS; Biocare Medical, PBS Plus 10x solution, pH 7,3)

volt. A metszeteket 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk a fluorofoér-konjugalt masodlagos
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antitesttel (Goat Anti-Mouse IgG 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
fedélemezek felhelyezése manualisan tortént a sejtmagokat is megfesté 4',6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) tartalma fedéanyaggal (Vectashield® Antifade Mounting Medium with
DAPI; Vector Laboratories).

5.1.4 CHR-IHC értékelése

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

vizsgaltuk.

5.1.5 IF-THC digitalis képanalizise

Az fluoreszcens mikroszkopidhoz 20x/0,5 420350-9900 Ec Plan-Neofluar objektivvel,
Coolcube 1Im S/N: 003274. 60N-C 1” 1,0x. 426114 kameraval és a gyarté 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 reprezentativ fotot készitettiink kozepes nagyitassal (200x), azonos
megvilagitasi intenzitassal, expozicids iddvel és kamera beallitasokkal. A digitalis adatok

kiértékeléséhez egy kordbban leirt Image] szoftveren alapuldé metodikat'®2

adaptaltunk,
minimalis méodositasokkal. Az elkésziilt képeket (90 db) egyszerre egy ,,stack”-ben nyitottuk
meg, annak érdekében, hogy garantdljuk minden modositas, minden egyes képen, azonos
iddben ¢és beallitasokkal fusson le. A detektalas kiiszobértéket a sziirkeskalanak megfelelden 1-
255 kozé allitottuk, majd az ,,erode” funkcidt alkalmaztuk a kétkomponensii képeken, hogy
kisziirjiik a neuronok széli részeit. Az ,,Analyse particles” modullal megmértiik az atlagos
szlirkeskala intenzitasat az azonositott sejteknek. Annak érdekében, hogy biztositsuk minden
egyes vizsgalt objektum valdban neuron az alabbi szliréket alkalmaztuk: 1) automata szelekcid
méret alapjan; 2) ezt kdvetd manudlis szelekcid, amivel kiszlirtiik a szoftver altal tévesen
neuronnak azonositott objektumokat (pl. erek). Az individualis sejtek intenzitdsanak
Osszegzésével meghataroztuk az atlagos sziirkeskala intenzitdst minden beteg esetén, majd az

adatok alapjan a harom kisérleti csoportra (CNT, AD, neocorticalis LBD) vonatkozo6 éatlagos

intenzitasértékeket is megadtuk.
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5.1.6 Statisztikai analizis

A fluoreszcens IHC szignal atlagos sziirkeskala intenzitasértékek statisztikai analizisét
SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc.) szoftverrel végeztilk. Az adatok normal eloszlast
kovettek (Shapiro-Wilk teszt) és megegyezett a variancidjuk (equal variance test), igy azokat
egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA), majd paronként Holm-Sidak teszttel
értékeltiik. Tovabba, kovariancia-analizist (ANCOVA) is futtattunk, hogy meghatarozzuk a
betegek ¢letkora, illetve a post-mortem id6 befolyésolta-e az eredményeinket. Ehhez SPSS 25
szoftvert (IBM Corp.) hasznaltunk, ahol a fiiggévaltozok az IF-IHC eredmények, a rogzitett

faktorok a betegcsoportok és a nem, a kovariansok pedig az életkor €s a post-mortem 1d6 voltak.

5.2 Az LMTK?2 és tau-patologia kapcsolatanak vizsgalata AD-ben

Szakirodalmi adatok ¢és sajat eredményeink alapjan az LMTK2 expresszi6é és a tau/NFT-
patoldgia kiterjedése 0sszefliggést mutat AD-ben. Hipotézisiink igazolasara két agyi régiora és
neuropatoldgiai (Braak) stddiumra terjesztettiik ki vizsgalatainkat, illetve a korabbi metodikak
(LMTK2 CHR-IHC) mellett foszfo-tau/LMTK2 fluoreszcens kettés-jelolt THC-t

optimalizaltunk.

5.2.1 Betegek és mintak

A beteganyag szelekcidja az AD Braak tau neuropatolégia diagndzis alapjan tortént.
Kutatasunkban 5-5 korai (Braak I-111.) és kés6i (Braak VI.) stadiumu patoldgiai elvaltozasokat
mutato beteg 6sszesen 10-10 FFPE mintéjat vizsgaltuk (5. tablazat). A korai neuropatoldgiai
Braak stadiumt betegek tobbségének enyhe demencidja volt, mig a késdi neuropatologiai
stadiumu paciensek mindannyian stlyos demencidban szenvedtek. Az NFT patologia terjedési
mintdzata alapjan két agyi régiot valasztottunk ki: 1) aHPC - mar korai stddiumban is
kimutathaté az NFT patoldgia; 2) MFG - jelentds patologia elvaltozasok csak késoi stadiumban
detektalhatok. Ezaltal 4 kisérleti csoportot allitottunk fel, amibdl az MFG régid korai
stadiumban endogén kontrollnak tekinthetd, mivel megkimélt az NFT patologiatol, mig a masik

harom csoport (MFG késdi stddiumban és aHPC mindkét stadiumban) sulyosan érintett.

A péaciensek a boncolashoz, neuropatologiai vizsgalathoz és kutatdsi célu felhasznaldshoz
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 Egészségligyi Tudomanyos Tanacs,
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (19312/2016/EKU), valamint az ,,Institutional Ethics
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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.
Kutatasi Kor MMSE Braak tau APOE
[ Nem C . < 1e . . .
azonosito (diagnoziskor) (utols6) stadiumok  génpolimorfizmus
HT-05-13 F 70 25 I €3-€3
HT-09-13 F 77 22 I €3-€3
HT-11-13 N 55 23 I €3-g4
HT-20-13 F 64 26 I -
HT-03-14 F 72 16 I €3-€3
HT-13-13 N 80 13 VI €3-g4
HT-14-13 N 84 13 VI €3-€3
HT-06-14 F 77 6 VI €3-€4
HT-10-14 E 68 7 VI €4-€4
HT-14-14 F 55 0 VI €3-€3

5. tablazat Human post-mortem szovetmintak: kutatdsi azonositd, nem, kor (a diagnézis
felallitasakor), MMSE (halal el6tti utolso), neuropatolégiai Braak tau stadiumok?®®. (F:férfi; N:né;
MMSE: Mini-mental teszt; APOE: Apolipoprotein E)

5.2.2 CHR-IHC jelélés

A 7 um vastag FFPE metszetek kromogénes immunhisztokémiai jelolésének modszertana, a
hasznalt reagensek, inkubacids idok megegyeztek a korabban az 5.1.2 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

hasznalnak).

5.2.3 Fluoreszcens kettds-jelolt immunhisztokémia (FDL-1HC)

A mintak deparaffindlasa, antigén feltaras, nem-specifikus kotohelyek blokkolasa, a primer
LMTK?2 antitest elokészitése, az autofluoreszcencia blokkolasa és a metszetek lefedése
megegyezett a kordbban 5.1.2 és 5.1.3 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. Mindkét antitest ,,gazdaallata” egér, igy a kettds jelolés kivitelezéséhez a
hagyomanyos masodlagos antitestek helyett fluorofér konjugalt ,.fragment antigen-binding”

(FAB)-régiot (FabuLight™, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.) hasznaltunk. Ezek a

crer

crcr

jelolhettiik a primer antitesteket, megel6zve az esetleges keresztreakciot. Az LMTK2-t piros
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fényt emittalo (Alexa Fluor® 594 — AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Mouse IgG), a foszfo-
tau-t zold fényt emittalo (Alexa Fluor® 488 — AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Mouse 1gG)
masodlagos antitestekkel jeloltiik, majd az igy kapott ,,szendvicsekkel” 4°C-on egy ¢éjszakan at

(overnight) inkubaltuk a metszeteket.

5.2.4 Szemikvantitativ CHR-IHC analizis

Metszeteinket Panoramic MIDI 1T (3DHISTECH Ltd.) szkennerrel digitalizaltuk. A Panoramic
Viewer (3DHISTECH Ltd.) programmal esetenként 10-10 nagy nagyitasu (400x) reprezentativ
fotot készitettiink. Az NFT patologia regiondlis megoszlasdnak megfeleléen az aHPC
mintdkban a transentorhinalis régiora, mig az MFG mintdkban a neocortexre fokuszaltunk. A
szemikvantitativ intenzitas értékelését (scoring) Image] szoftver hasznalataval végeztik. A
,,Cell Counter” modullal megjeldltiik és megszamoltuk egy négyfokozata skéla alapjan (0, 1+,
2+, 3+) a kiilonbozd intenzitasti immunreakciot mutatd sejteket (9. dbra). Meghataroztuk az
atlagos IHC intenzitas ,,score”-t minden egyes mintara, majd ezeket dsszesitve kiszamoltuk az

atlagértékeket az aHPC és MFG régiokra korai és késoi stddiumokban egyarant.

~
"-m
A — B T
-
|
<50
g .

C I——iDr -t

9. abra Az abra a neuronalis lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) immunreakci6 intenzitasokat mutatja

be: (A) er6s pozitivitas (3+), (B) kdzepes pozitivitas (2+), (C) gyenge pozitivitas (1+), (D) negativ
reakcio'®. (A fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna) vizualizaltuk, a magfestés

hematoxilin (kék). Skala: 10 um.)
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5.2.5 FDL-IHC digitalis képanalizis

A fluoreszcens mikroszképia az 5.1.5 alfejezetben leirt mddon és bedllitasokkal tortént.
Esetenként 5-5 kozepes nagyitasu (200x) fotot készitettiink. A foszfo-tau (zold) és LMTK2
(piros) fluoreszcens szignalok digitalis analizisét ImagelJ szoftverrel az aldbbi metodika szerint
végeztikk: a) Az egy esethez tartozo piros és zold csatornak egymadsra helyezésével kapott
képeket egy ,,stack”-be rendeztiik. Ezt kovetéen az RGB ,,stack” képeket atkonvertaltuk 8-bites
szlirkeskalaba, 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 meghatarozasa manualisan tortént. c) A méret szerinti
szelekciot kovetéen, a 400 pixelnél nagyobb objektumokat értékeltiik. Az emlitett
visszahelyettesitéses moddszerrel megkaptuk az adott ,region of interest” (ROI) teriiletére
vonatkozo piros és zold csatorna nyers integralt denzitas adatoszlopait. A megfigyelt foszfo-
tau/LMTK2 reldcio alapjan azt volt a feltevésiink, hogy a proteineknek megfeleld fluoreszcens
szignalok Osszege valtozatlannak tekinthetd az egyes képeken. Minden esetnél meghatarozasra
kertilt, 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 alabbi

crer

R-G/R+G =X 1)

ahol R a mért piros szignal (LMTK2) szazalékos érteke, G a mért zold (foszfo-tau) szignal
szdzalékos értéke €s X (-1) és (+1) kozotti értéket vehet fel. Ha X= (+1) akkor 100% piros €s
0% zo6ld szignalt, mig, ha X= (-1) akkor 100% zold 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 6ssze a csoportok kozott, az FDL-IHC pedig a foszfo-tau/LMTK2

szignalok szézalékos megoszlasat méri egy adott csoporton beliil.

5.2.6 Statisztikai analizis

Az egyes csoportokra vonatkoz6 atlagos CHR-IHC intenzités ,,score” értékek normal eloszlast
kovettek (Shapiro-Wilk teszt), igy az adatokat t-teszttel hasonlitottuk Ossze paronként a
kovetkez6 moddon: korai stddiumi MFG versus (vs.) korai stddiuma aHPC, korai stddiumu
MFG vs. késoi stadiumi MFG, korai stadiumi MFG vs. késoi stadiumt aHPC, késoi stadiumu

MFG vs. korai stadiuma aHPC, kés6i stadiumia MFG vs. kés6i stadiumu aHPC, korai stadiumu
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aHPC vs. késoi stddiumu aHPC. Annak érdekében, hogy tisztdzzuk az életkor, MMSE értékek,
valamint az 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 LMTK2 fluoreszcens szignalok kozti 6sszefiiggést Spearman korrelacidval

vizsgaltuk.
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6. Eredmények

6.1 Az LMTK?2 neuropatologiai karakterizalasa AD-ben és neocorticalis LBD-ben
6.1.1 CHR-IHC eredmények

Az LMTK2 THC erés neuron-specifikus citoplazmatikus reakciot mutatott; a glia sejtek €s az
idegsejtek magjai negativak (10. abra). AD-ben az extracellularis AP plakkok ITHC negativak
(11. &bra, A panel). Az atlagos citoplazmatikus LMTK2 immunpozitivitas alacsony az NFT-t
hordozé un. ,.tangle-bearing” neruonokban és a morfologiailag normal sejtekben egyarant (11.
abra, B panel). Szabad szemmel is jol lathato, hogy az egyes kisérleti csoportok kdzott jelentds
eltérések vannak az immunreakci6 intenzitdsaban (12. dbra). Alapvetden azt mondhatjuk, hogy

az LMTK2 immunpozitivitds gyengébb AD-ben, mint a CNT és neocorticalis LBD

csoportokban, ami az MFG agykéreg mind a hat rétegében megfigyelhetd (13. dbra).

10. abra A lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) sejt-specificitisa human agyszoveten'®!. Az dbran a
sziirke- (balra) és a fehérallomany (jobbra) hatara lathato (szaggatott vonal) a gyrus frontalis medius
régioban. A neuronok er6s citoplazmatikus immunreakciét mutatnak (A panel), mig a glia sejtek
negativak (B panel). (A fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna) vizualizaltuk, a
magfestés hematoxilin (kék). Skala: 100 pm.)
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11. abra Lemur tirozin-kinazz 2 (LMTK2) Alzheimer-kér (AD)-specifikus patologiai

elvaltozasokban a gyrus frontalis medius régioban'®’. Az amiloid-B (AB) plakkokban (csillag) nem
detektalhatd LMTK2 immunreakcid (A panel). Az NFT-t hordozo ,,tangle-bearing” neuron (balra)
és a morfologiailag egészséges idegsejt (jobbra) hasonléan gyenge atlagos citoplazmatikus LMTK2
immunpozitivitast mutat (B panel). (A fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna)

vizualizaltuk, a magfestés hematoxilin (kék). Skala: 20 pm.)
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12. abra A lemur tirozin-kindz 2 (LMTK2) immunreakcid intenzitasa Alzheimer-kérban (AD),
neocorticalis Lewy-testes betegségben (LBD), valamint azonos atlagéletkori nem-demens kontroll
(CNT) mintdkon a gyrus frontalis medius régioban'®’. A CNT és neocorticalis LBD csoportokban
az immunpozitivitds intenzivebb kromogénes (A és B panel) és fluoreszcens (E és F panel)
immunhisztokémiaval (IHC) egyarant AD-vel Gsszehasonlitva (C és G panel). A primer antitest
elhagyasaval késziilt IHC negativ metszeteket szintén bemutatjuk (D és H panel). (A fehérjét 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) kromogénnel (barna), valamint Alexa Fluor® 594 fluoreszcens festékkel
(piros) vizualizaltuk. A magfestés (egyarant kék) hematoxilin a koromogénes, mig 4',6-diamidino-

2-phenylindol (DAPI) a fluoreszcens mintakon. Skala: 50 um.)
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13. abra A lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK?2) immunreakcid az agykéreg kiilonboz6 rétegeiben, a

gyrus frontalis medius régidban Alzheimer-koérban (AD) és nem-demens azonos atlagéletkor(
kontroll csoportban (CNT)*!. Kromogénes immunhisztokémiaval AD-ben (A panel) az agykéreg
mind a hat rétege csokkent LMTK2 immunpozitivitast mutat a CNT-hez képest. (A szaggatott
vonalak az agykéreg rétegeinek hozzavetSleges hatarat jelzik — I: stratum moleculare; 1l: stratum
granulosum externum; Ill: stratum pyramidale externum; IV: stratum granulosum internum; V:
stratum pyramidale internum; VI: stratum multiforme. A fehérjét 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)

kromogénnel (barna) vizualizaltuk, a magfestés hematoxilin (kék). Skala: 100 um.)
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6.1.2 IF-THC eredmények

Osszesen 1272 sejtet elemeztiink a fluoreszcens képeken. A 14. dbra mutatja be a CNT, AD és
nocorticalis DLB csoportokra vonatkoztatott atlagos sziirkeskala intenzitasokat. Noha, az egyes
esetekhez tartozo atlagos intenzitasértékek bizonyos ingadozast mutattak az adott kisérleti
csoporton beliil (13,6-19 a CNT, 10,8-13,4 az AD ¢és 12,8-16,4 a neocorticalis LBD eseteknél)
analizishez. Az egyszempontos ANOVA statisztikailag szignifikdns kiilonbséget mutatott a
harom kisérleti csoport kozott (p<0,001) az IF-IHC mintdkon mért atlagos sziirkeskala
intenzitasokban. A paronkénti 6sszehasonlitas 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 (14. abra). Az ANCOVA teszt sem az
¢letkort (p=0,100) sem a post-mortem idot (p=0,718) nem talalta jelentds befolyasolo

tényezOének az IF-IHC eredmények viszonylataban.

Fluoreszcens IHC

18 - ‘
e 3k
E 16 - 7 *
12 1 %
. %
CNT AD LBD

14. abra Fluoreszcens lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) immunhisztokémia (IHC) intenzitasok
(szlirkeskalan kifejezve) Alzheimer-kérban (AD), neocorticalis Lewy-testes betegségben (LBD) és
azonos atlagéletkori nem-demens kontroll csoportban a gyrus frontalis medius régidban?®,
Statisztikailag szignifikans eredményt kaptunk a CNT vs. AD (p<0,001 (***)) és neocorticalis LBD
vs. AD (p<0,05 (*)) csoportok kozott, mig a CNT vs. neocorticalis LBD 6sszehasonlitas nem adott

szignifikans értéket.
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6.2 Az LMTK2 és tau-patologia kapcsolatanak vizsgalata AD-ben

6.2.1 CHR-IHC eredmények

Osszesen 1215 sejt CHR-IHC intenzitasat értékeltiik a 4 kisérleti csoportban (aHPC és MFG
régiok korai és késéi AD neuropatoldgiai stadiumokban). Az NFT patologiaval érintett 3
csoportban (MFG késoi stddiumban, aHPC mindkét stddiumban) elsésorban az alacsonyabb
LMTK?2 intenzitasértékek (1+) dominaltak, mig a legerésebb (3+) immunreakcio csak az
endogén kontroll korai stadiumia MFG régioban fordult el Az egyes esetekre vonatkoztatott
atlagos IHC intenzitas ,,score” a kovetkezd variabilitdst mutatta a csoportokon beliil: 2,13-2,92
MFG korai stadium, 1,07-1,70 aHPC korai stadium, 1,22-1,81 MFG késdi stadium és 1,00-1,55
aHPC késoi stadium. Mindazonaltal a standard deviaciok kozel azonosak 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
stadium, 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 csoport (MFG
kés6i és aHPC mindkét stadiumban) kozott (15. abra). Utobbi harom régié dsszehasonlitasa
nem adott statisztikailag szignifikans eredményt. Az LMTK2 CHR-IHC intenzitasértékeket az
¢letkor (p=0,137), MMSE értékek (p=0,132), illetve APOE génpolimorfizmus (p=0,253) nem

befolyasolta jelentdsen.
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15. abra Atlagos lemur tirozin-kindz 2 (LMTK2) IHC intenzitas ,,score” a gyrus frontalis medius
(MFG) és anterior hippocampus (aHPC) régiokban korai és kés6i neuropatologiai stadiumu
Alzheimer-kéros betegekben'®. A paronkénti Osszehasonlitds —statisztikailag szignifikans
(p<0,001(***)) kiillonbséget mutatott az atlagos LMTK2 intenzitas értékekben az NFT-t61
megkimélt endogén kontroll (MFG korai stadiumban) és az NFT-vel stlyosan érintett (MFG kés6i

stadium és aHPC mindkét stadium) csoportok kozott.

6.2.2 FDL-IHC eredmények

A foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC az LMTK2 pre-dominancidjat mutatta az endogén kontroll
csoportban (MFG korai stddiumban), mig foszfo-tau talsuly és csokkent LMTK2
immunpozitivitas abrazolodott az NFT-vel érintett (MFG késoi és aHPC mindkét stadiumban)
csoportokban (16. abra). A 17. abran lathatdo az egyes esetekre meghatarozott foszfo-
tau/LMTK?2 szignalok szazalékos megoszlasi értéke. Ezen adatok alapjan a csoportszintii

LMTK2 (piros) €s foszfo-tau (z6ld) fluoreszcens szigndlok dsszehasonlitasat a 18. dbra mutatja
be.
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16. abra Lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK?2) és foszfo-tau kett6s jelolt fluoreszcens immunhisztokémia
a gyrus frontalis medius (MFG) teriiletérdl korai (A, B, C panel) és késéi (D, E, F panel)
neuropatoldgiai stadiumt Alzheimer-koros betegek mintain'®®, Az LMTK2 immunreakcid (piros)
pre-dominans az NFT-t6] megkimélt korai stadiumban (A és C panel), mig egyértelmii foszfo-tau
tulsuly (E és F panel) és csokkent LMTK?2 szignal (D panel) lathaté a késdi stadiumban. (Az
LMTK2-t Alexa Fluor® 594, a foszfo-tau-t Alexa Fluor® 488 fluoreszcens festékekkel
vizualizaltuk. Skala: 50 um.)
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17. abra Az abran az anterior hippocampus (aHPC) és gyrus frontalis medius (MFG) régiok korai
¢és kés6i Alzheimer-kor neuropatologiai stddiumaba tartozo esetekre vonatkoztatott atlagos piros
(lemur tirozin-kindz 2 (LMTK2)) és zo6ld (foszfo-tau) fluoreszcens szignalok széazalékos

megoszlasat tiintettiik fel83,

56



LMTK2 és foszfo-tau szignalok szazalékos megoszlasa
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18. abra Foszfo-tau és lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) fluoreszcens szignalok a gyrus frontalis
medius (MFG) és anterior hippocampus (aHPC) régiokbdl korai és késdi neuropatologiai stadiumu
Alzheimer-kérban'®. A diagramok a kisérleti csoportokban mért piros (LMTK2) és z6ld (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%
foszfo-taut jelent, mig a (-1) 100% foszfo-tau és 0% LMTK2 szignalokra vonatkozik).

A piros (LMTK2) és zold (foszfo-tau) szignalok korrelacios statisztikai analizise erés negativ
Osszefliggést (Spearman Kkorrelacios koefficiens=(-1)) mutatott minden egyes kisérleti

csoportban (6. tdblazat).

Korai stadium Kés6i stadium
MFG aHPC MFG aHPC
Spearman ?(‘oreléciés q 1 1 1
Koefficines
P érték 0.0000002 0.0000002 0.0000002 0.0000002
Atlag (Piros; Zo1d) 0.946 0.054 | 0.349 0.651 | 0.273 0.727 1 0.215 0.785
Standard deviacio 0,087 0,233 0,237 0,159
Standard hiba 0,00175 0,00468 0,00349 0,00238
Vizsgalt parok szama 2464 2478 4609 4457

6. tablazat A lemur tirozin-kinaz 2 (LMTK2) (piros) és foszfo-tau (z6ld) fluoreszcens szignalok
kozti korrelacié a gyrus frontalis medius (MFG) és anterior hippocampus (aHPC) régidkban

Alzheimer-kor korai és kés6i neuropatologiai stadiumaiban®3,
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7. Megbeszélés

A humén protein atlasz'%*

adatbazisaval 6sszhangban, CHR-IHC metodikaval igazoltuk, hogy
az LMTK2 idegszovetben neurodegenerativ korképekben is a neuronok citoplazméjaban
expresszalodik, a sejtmagokban és glia sejtekben nem detektalhatd. Az AD-specifikus
patologias elvaltozasok vonatkozasaban, az A plakkok negativak voltak LMTK2 IHC-vel, ami
azt valosziniisiti, hogy a fehérje nem vesz részt e protein aggregatumok képzésében. A ,.tangle-
bearing” és morfoldgiailag normal neuronok hasonldoan gyenge atlagos citoplazmatikus

immunopozitivitast mutattak.

Az |IF-IHC intenzitdsadatok alapjan az LMTK2 fehérje mennyisége jelentésen 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
megfigyelheté AD patologidnak tulajdonitottuk, majd kisérletesen is igazoltuk, hogy az
LMTK2 alteracié AD/tauopatia-specifikus €és valdszinilileg nem kapcsolodik kozvetlentil az a-

synucleinopatidkhoz.

Az LMTK2 CHR-IHC és foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC vizsgalatok megerdsitettek, hogy az
LMTK?2 szint csokkenése nem egy generalizalt valtozds az AD betegek agydban, hanem
szorosan Osszefligg az NFT patologia kiterjedésével. Egyazon korai AD neuropatoldgiai
stadiumu betegben (is) szignifikdnsan magasabb volt az LMTK2 immunpozitivitas a megkimélt
MFG régioban, mint az NFT-vel stulyosan 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 erés negativ
korrelaciot mutatott a két fehérje megoszlasdban minden kisérleti csoportban, azaz az LMTK?2

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

Eredményeinkkel 6sszhangban néhdny korabbi kutatas is csokkent LMTK?2 szintet detektalt
AD-ben. Genomszintii génexpresszios vizsgalattal alacsonyabb LMTK2 expressziot mértek a
neocortex €s a hippocampus teriiletén tau transzgén (Tau P301L) egerekben, mig az AD

patologiatél mentes kisagyban nem volt eltérés!®®

. Morotz és mtsai. 2019-ben kozoltek egy, a
mi IHC eredményeinket kiegészité human western blot tanulmanyt (részben az altalunk

LMTK2 neuropatolégiai karakterizalasara hasznalt AD és CNT mintdkon)®’. A Braak (tau)
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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 expresszio csokkent az NFT patologia progresszidjaval, de a kisagyban (hasonl6éan az
egérmodellhez) nem volt valtozas. Ugyanakkor, nem adtdk meg, pontosan hogy a
direkt dsszehasonlitds nem lehetséges az altalunk végzett kutatassal. Mindazonaltal az LMTK?2
szint NFT patologia kiterjedésével Osszefiiggd 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 vizsgalata nem képezte részét a kutatasunknak, a korabbi
Osszefoglald kdzleménylinkben felvetett sejtbioldgiai és allatkisérletes tanulmanyokon alapuld
adatok magyarazattal szolgalhatnak a csokkent LMTK2 szint neurodegenerdcioban betdltott
szerepére. A potencialis mechanizmusokat harom csoportba soroltuk: 1) axonalis transzport

zavara; 2) tau hiperfoszforilacio; 3) fokozott apoptozis (19. abra.).

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!®41%’. Egy kozelmultban megjelent tanulmany alapjan
az LMTK2 kozvetleniil kotddik az egyik f6 molekularis motorprotein a Kinezin-1
konnytilancaihoz (KLC 1/2)*7. Az interakcio facilitilja az LMTK2 fehérje axonlis
transzportjat, valamint elésegiti 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 CDK5
esszencialis a neuronok ¢lettani miikodéséhez az intracelluldris transzport defektusa

hozz4jarulhat a neurodegenerativ folyamatokhoz.
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19. abra. Potencidlis LMTK2-kapcsolt jelatviteli zavar Alzheimer-korban (AD)¥S. AD-ben
neuronalis stressz (pl. amiloid-p, reaktiv oxigéngyokok (ROS)) hatdsira a calpain a ciklin-
dependens kinaz 5 (CDKS) aktivator p35-6t p25-re és plO-re hasitja. A p25 ndveli a CDKS
féléletidejét, valamint csokkent affinitassal kot az LMTK2-hoz. Ez, tovabba a neuronalis stressz
hatasara alacsonyabb LMTK?2 expresszio gatolja az LMTK?2-medialt foszforilacids utvonalat, ami
csokkent protein-foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1C) gatlashoz és kozvetetten glikogén-szintaz-
kinaz-3-p (GSK3p) dezinhibicidhoz vezet. (A) Tau-hiperfoszforilacio a fokozott GSK3f és
CDKS5/p25 aktvitas kovetkeztében, ami karositja a tau fiziologias funkcidit, mikrotubulus
defektushoz és neurofibrillaris kotegek (NFT) képzddéshez vezet. (B) A GSK3p gatlas hianyaban
az enzim foszforilalja a Kinesin-1 motorprotein 2-es konnytlancat (KLC2), ami a cargo elengedését
€s a Smad?2 transzport, illetve jelatvitel zavarat okozza (C) Az aktivalt GSK3p gatolja az anti-
apoptotikus Bcl-2 és serkenti a pro-apoptotikus Bim szinteket és jelatvitelt. Noha a PP1 gatolja a
Bim-et, ez nem tudja ellenstlyozni a GSK3B-medialt Bim aktivaciot és kovetkezményes apoptozist.
(Szinkdéd: A z6ld funkcionalisan aktiv, a piros inaktiv enzimek. A nyilak vastagsaga, valamit a
szinarnyalatok az aktivitasi szintet tiikrozik, vékony nyilak/halvany szinek alacsony aktivitas, vastag

nyilak/erds szinek magas aktivitas.)
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Az LMTK2 indirekt modon is részt vesz a Kinezin-1-fliggé axonalis transzportfolyamatokban.
A KLC-k foszforilacidja fontos regulacids mechanizmus a ,,cargo” megkotése és elengedése
szempontjabol, ennek egyik kulcsenzime a GSK3B. Mar 2004-ben leirtdk, hogy a CDKS5
kozvetetten szabalyozza a GSK3P aktivitdsat a PP1C-n keresztiil*®’, azonban a kapcsolat
természetét (direkt vagy indirekt) nem sikeriilt feltarni egészen 2012-ig. Manser €s mtsai. az
LMTK2-t azonositottdk, mint a CDKS5/p35, PP1C, GSK3p jelatviteli utvonal hianyzé
lancszemét!®. A négy fehérje kozosen egy egységes foszforilacios ttvonalat alkot, amely
regulalja a Kinezin-1-fiiggé 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 1épés a csokkent PP1 foszfataz aktivitas kovetkeztében
ahhoz vezet, hogy az enzim nem tudja eltavolitani az inhibitorikus foszfatcsoportot a GSK3p
szerin-9 poziciobol. A gatolt GSK3 nem tudja foszforilalni a KLC2-t, ami eldsegiti a cargok
(pl. mothers against decapentaplegic homolog 2 (Smad2)) megkdotését. Végeredményben azt
mondhatjuk, hogy az LMTK2 negativ szabalyozoja a KLC2 foszforilacionak, azaz hozzajarul
a Smad2 Kinezin-1-fiiggé axonalis transzportjahoz!®*18. A Smad2 transzkripcids faktor a
nukleocitoplazmatikus Gtvonal révén a transzformald novekedési faktor B (TGEp) jelatviteli

itvonal egyik kulcsfehérjéje'®

. Az LMTK2 génexpresszid csokkenése (géncsendesités altal)
megzavarja a Smad2 kotdédést a KLC2-hoz, ezaltal gatolja a TGFB receptor nuklearis
szignalizaciot'®. A TGFP/Smad2 jelatviteli ttvonal zavarat megfigyelték tobb gyakori
neurodegenerativ korképben, beleértve az AD-t1%191 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 GSK3p jol ismert major tau-kinazok, melyek részt
vesznek a tau hiperfoszforilacioban in vivo?*?’. Noha a CDKS, illetve GSK3B énmagaban is
elegendd lenne a tau hiperfoszforildcidhoz, meglepd moddon a két enzim kozott negativ
korrelaciot taldltak. A kordbban leirt utvonalon a CDKS5 kozvetetten gatolja a GSK3[
aktivitast!®/164187.192193 i ygy tiinik életkorfiiggd folyamat. Idés egerekben a GSK3p
aktvitas magasabb a fiatal példanyokhoz képest, ami tau hiperfoszforilaciohoz vezet!%1%, Az
¢életkor-fiiggden magasabb GSK3B miikddés pontos magyardzata nem ismert. Az egyik
lehetséges valasz, hogy az enzim aktivitasat fékez0 mechanizmusok (pl. LMTK?2 jelatvitel)
kéarosodnak. Fiziologias koriilmények kozott a CDK5/p35 komplex aktivalja az LMTK2-t140157,
AD-ben neuronalis stressz hatasara a calpainok fokozott miikodése nyoméan a p35 kofaktor p25-

re és pl0-re hasitodik!®2%. A CDK5/p25 komplex hosszabb féléletidejébol adodd elnyujtott
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kinaz aktivitasa révén hozzajarul a tau hiperfoszforilaciohoz'%19%-201 A p25 kisebb affinitassal
kot az LMTK2-héz mint a p352°, ami magyarazhatja az enzim csékkent funkciojat AD-ben.
Ez a valtozas PP1C dezinhibiciohoz és indirekt médon GSK3p talmiikodéshez, végsd soron tau

hiperfoszforilaciohoz vezet?#2>2’,

Egy kozelmultban megjelent tanulmany siRNS alapu nagy ateresztoképességii sziirési technikat
alkalmazva az LMTK2-t egy potencialis apoptdzis regulator fehérjeként azonositottal’®. 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 apoptoézist-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
hianyara vezettek vissza. AD betegek agydban magasabb Bim szint mérhetd, mig a Bcl-2
valésziniileg protektiv az AD-hez kapcsolodd sejtkarositd faktorokkal szemben?022%, Ez
alapjan az LMTK?2 fontos szerepet tolt be az apoptozis szabalyozasaban, csokkent aktivitasa

pedig hozzijarulhat a neurodegenerativ betegségekre jellemzd kifejezett apoptotikus

sejthalalhoz.

Jelenlegi tudasunk szerint a neuronok dontd tobbsége terminalisan differencialodott sejt?%,
Mindazonaltal bizonyos sejtkarositdé ingerek (pl. oxidativ stressz, AP peptidek,
hiperfoszforilalt-tau) képesek aberrans médon reaktivalni a sejtciklust!46156205-207 Tekintve,
hogy a neuronok elvesztették osztddasi képességiiket, a sejtciklusba torténd ismételt belépés
kiilonbdz6 szabalyozo mechanizmusok révén apoptdzishoz fog vezetni?®’ 2%, Egyre tobb kutato
vallja azt a teoriat, hogy a neurodegenerativ betegségek valdjaban a ,,neuronok malignus
daganatai”?®®21, Korantsem elképzelhetetlen, hogy bizonyos sejtkarosité faktorok, amelyek
kontrollalatlan sejtosztodast képesek okozni mas szovetekben kiterjedt degenerativ
elvaltozasokhoz ¢€s sejtpusztulashoz vezetnek az idegszévetben. Tobb tanulmany is csokkent

LMTK2 expressziorol szamolt be rosszindulati daganatokban'’>?12

, ami alapjan felmeriilhet,
hogy az LMTK2 a tumor-szupresszor fehérjékhez hasonld funkcidval bir. A neuronokban a
koros sejtciklus reaktivacid fokozza a ciklin D és a ciklin E expressziot, valamint a G1 és G2
fazis CDK-k aktivitasat?®*?18, A magasabb CDK aktivitdis a retinoblastoma protein
foszforilaciojahoz és egyidejiileg az E2F elengedéséhez vezet?>?18219 Az EJF gatolja az pro-
apoptotikus gének expresszidjat, tovabba transzaktival szamos ,,downstream” sejtciklus gént
ezzel serkentve az elérehaladdsat ennek a végeredményben haldlos ciklusnak?’. Ha az
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LMTK?2-t egyfajta sejtciklust fékezd/tumor-szupresszor fehérjének tekintjiik, elképzelhetd,
hogy az E2F csokkenti az enzim expresszidjat a transzkripcid gatlasaval. Mindazonaltal az E2F-

LMTK?2 interakciot eddig nem sikeriilt kisérletesen igazolni.
Roviden 6sszefoglalva:

e Az LMTK2 a neuronok citoplazméjara lokalizalodik CHR-IHC-val neurodegenerativ
korképekben (AD, neocorticalis LBD) és azonos atlagéletkori nem-demens kontroll

csoport post-mortem agymintain egyarant.

e Az AD-re patognomikus szovettani elvaltozasok koziil az Ap plakkok negativak, mig a
,tangle-bearing” neuronok a morfologiailag egészséges sejtekhez hasonldéan alacsony

atlagos citoplazmatikus LMTK2 immunpozitivitast mutattak.

e Jelentdsen csokkent az LMTK?2 immunreakcid intenzitdsa 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 megfigyelhetd.

e Az LMTK2 CHR-IHC intenzitas ,score” szignifikinsan alacsonyabb az NFT
patologiaval sulyosan érintett aHPC régidban korai neuropatologiai stadiumtt AD-ben
(Braak I-IIT), valamint az aHPC és MFG régidkban kés6i neuropatologiai stadiumt AD-
ben (Braak VI), mint az NFT-t6] megkimélt endogén kontroll korai stadiumu MFG

régioban.

e A foszfo-tau/LMTK2 FDL-IHC erds negativ korrelaciot mutat a két fehérje
megoszlasaban a vizsgalt korai és kés6é1 AD neuropatologiai stddiumu régiokban, azaz
az LMTK2 expresszio 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 dsszefiigg az NFT-K kiterjedésével.

Kutatomunkank eredményeként a szakirodalomban elsdként kozoltik az LMTK2
neuropatoldgiai karakterizalasat a leggyakoribb neurodegenerativ demencidkban. Igazoltuk,
hogy az LMTK2 szint valtozdsa AD/tauopatia-specifikus, illetve annak mértéke jelentdsen
Osszefligg az NFT-patologia kiterjedésével. Az LMTK?2 feltehetden fontos szerepet tolt be az
AD patomechanizmusaban, igy bizunk benne, hogy a kozeljovOben potencialis

biomarker/gyogyszercélpont lehet. Ebbe az irdnyba mutatnak a legtijabb kisérletes eredmények
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is, miszerint az LMTK2 ,,overexpresszid” neuroprotektiv hatast fejtett ki in vitro cerebralis
ischemia/reperfizios modellben??!. Jol ismert, hogy a vascularis tarspatolégia fokozza az AD
tiinetek sulyossagat??? 2?4 igy az LMTK2 szint farmakolégiai befolyasoldsa pozitiv terapias
hatast fejthet ki a betegségben. Erre valoszinilileg lesz lehetdség, mivel a kozelmultban
azonositottak egy 2-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) valaszrégiot az LMTK2 gén
promoter szakaszan. A szintetikus PKC aktivator TPA stimulus fokozta az LMTK2 gén
expressziojat?®.  Mindazondltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy részletesen
feltérképezzik az LMTK2 neurodegeneracioban betoltott szerepét, valamint a fehérje

farmakologial befolyasolasanak lehet6ségét.
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8. 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 tiineti terdpia lehetséges. Egyre nagyobb nyomds nehezedik a
kutatokra, hogy a patomechanizmus részletes feltérképezésével, 0j potencialis 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 szama erdsen limitalt.

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

kozti kapcesolat tisztazasat AD-ben.

Az LMTK2 neuropatoldgiai karakterizalasdit AD, DLB klinikai szindroméban szenvedd,
szovettanilag neocorticalis Lewy-testes betegséget (LBD) mutatd, valamint azonos
atlagéletkora nem-demens kontroll (CNT) paciensek post-mortem agymintain végeztiik.
Kromogénes (CHR) immunhisztokémiaval (IHC) a szdvettani morfologidt, mig fluoreszcens
IHC-vel az LMTK2 immunpozitivitds csoportonkénti Osszehasonlitasat vizsgaltuk. Az
LMTK2-tau kapcsolatot korai (Braak I-III.) és késéi (Braak VI.) AD neuropatologiai
stadiumokban az anterior hippocampus (aHPC) ¢és gyrus frontalis medius (MFG) régiokban
értékeltiik, LMTK2 CHR-IHC-vel, valamint foszfo-tau/LMTK?2 fluoreszcens kettds jelolt IHC-

vel.

Az LMTK?2 neuron-specifikus marker, a citoplazmara lokalizaloédik sulyos neurodegenerativ
korképekben ¢és nem-demens CNT csoportban egyarant. Az AD-specifikus patoldgiai
elvaltozasok koziil az amiloid-f plakkok negativak, a neurofibrillaris kotegekkel (NFT) terhelt
un. ,tangle-bearing” neronok a morfoldgiailag ép sejtekhez hasonléan gyenge atlagos
citoplazmatikus immunreakciot mutattak. AD-ben az MFG agykéreg minden rétegében
szignifikansan alacsonyabb az LMTK?2 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 valtozads a betegek agyaban, mértéke forditottan aranyos az NFT patologia
kiterjedésével. Bizunk benne, hogy kutatomunkank hozzgjarul az LMTK2
neurodegeneracioban betoltott szerepének megértéséhez, ezaltal a fehérje a kozeljovoben

potencialis biomarker/gyogyszerterapias célpont lehet AD-ben.
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9. Summary

Alzheimer’s disease (AD) and dementia with Lewy bodies (DLB) are the most common
neurodegenerative dementias affecting millions of people worldwide. According to our
knowledge the diseases are incurable, only supportive therapy available. Therefore, there is a
growing pressure on the scientists to provide novel therapeutic targets by mapping the
pathomechanism of the diseases. Lemur tyrosine kinase 2 has become to the centre of interest,
recently. Cell biological and animal model studies suggest that the enzyme is implicated in

neurodegeneration. However, the number of human-based investigations are very limited.

In our work we aimed the neuropathological characterization of LMTK2 in the two most
frequent neurodegenerative dementias, as well as the clarification of the proposed link between
LMTK?2 and tau pathology.

Neuropathological characterization of LMTK2 was carried out on post mortem brain samples
of AD, clinically DLB, histologically neocortical Lewy body disease (LBD) patients, compared
them to age-matched controls (CNTs) without dementia. For morphometric evaluation
chromogenic (CHR) immunohistochemistry (IHC) was used. Group-based comparison of
LMTK2 immunopositivity was performed with fluorescent IHC. LMTK2-tau correlation was
observed on early (Braak I-111.) and late (Braak VI.) AD neuropathological stage samples from
the region of anterior hippocampus (aHPC) and middle frontal gyrus (MFG) with LMTK2
CHR-IHC and phospho-tau/LMTK2 fluorescent double labelling IHC techniques.

LMTK2 is a neuron-specific marker. Immunolabelling localized to the cytoplasm on both
neurodegenerative and CNT samples. Regarding hallmark pathological features of AD,
amyloid-B plaques were negative, neurofibrillary tangle (NFT)-bearing neurons and
morphologically normal cells showed similarly weak average cytoplasmic immunoreaction. In
AD the LMTK2 immunopositivity was significantly decreased compared to neocortical LBD
and CNT group. This tendency was observed in every cortical layer. We detected a strong
negative correlation between phospho-tau and LMTK2 signals in different neuropathological
stages of AD.

According to our results decreased level of LMTK2 is specific to AD. The alteration is not a
general features of AD brains, because it is inversely proportionate to the extent of NFT
pathology. We believe that, our research can contribute to the understanding of LMTK2’s role
in neurodegeneration and the protein will be a potential biomarker/drug target in AD.
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