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Roviditésjegyzék

ALS: amiotrofias lateralszkler6zis

ALSFRS-R: revised ALS functional rating scale

AMN: als6é motoneuron

BSA: marha szérum albumin, bovine serum albumin

BTX: alfa-bungarotoxin

C90orf72: 9-es kromoszdéma 72-es nyitott leolvasasi keret, chromose 9 open reading frame 72
EAAT?2: excitatory amino acid transporter 2

FALS: familiaris ALS

FMN: felsé motoneuron

FUS: fused in sarcoma

GY-ALS: gyors progresszioju ALS

IgG: immunoglobulin G

IZ: innervacids zona

IZK: innervécids zonan kiviil

L-ALS: lasst progresszioju ALS

n.sz.: nem szignifikans

NMJ: neuromuszkularis junkcid

PBS: foszfat pufferelt sooldat, phosphate buffer saline

PFA: paraformaldehid

ROS: reaktiv oxigéngyokok, reactive oxygen species

SALS: sporadikus ALS

SOD1: Cu-Zn szuperoxid dizmutaz 1

SOL: m. soleus

TA: m. tibialis anterior

TARDP: TAR DNA-kot6 fehérje, TAR DNA-binding protein
TDP-43: TAR DNA-k6t6 fehérje 43, TAR DNA-binding protein 43

TPBS: PBS Triton X-szel
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1. Bevezetd
1.1. Az amiotrofias lateralszklerozis dttekintése

Az amiotrofias lateralszkler6zis (ALS) a kortikalis Betz-féle idegsejteket és a gerincveldi
motoneuronokat érintd progressziv, haldlos kimenetelli neurodegenerativ betegség. A beteg
tiineteit a fokoz6do izomgyengeség jellemzi: az els6 panaszok kozott gyakran {ligyetlenség,
bukdacsolas szerepel, majd a betegség eldrehaladasaval a gyengeség folyamatosan
sulyosbodik, és a legtobb esetben jelentds mértékben korlatozza a beteget mozgasaban és
mindennapi teenddinek ellatasaban. Az ALS-es betegek egy csoportjaban jellemzo a verbalis
elsd tiinetek megjelenésétdl szamitott 2-5 éven beliil, a 1égzdizmok gyengesége miatt kialakulo

1égzési elégtelenség miatt kovetkezik be a haldl (Masrori és Van Damme, 2020).

A neurologiai betegségek koziil az ALS viszonylag ritka betegségnek szamit (Huang és mtsai.,
2023), azonban, ha pusztan a motoneuron megbetegedésekre sziikitjiik a kort, ezen csoportban
a leggyakoribb betegségként szerepel (Riancho és mtsai., 2019). Tovabba, az elérejelzések
alapjan a jovében szdmottevd ugras lesz megfigyelhetd a betegség prevalencidjaban: Tryanor
¢s munkatarsainak kozleménye alapjan 2040-re az ALS-es betegek szama 69%-kal fog
emelkedni (Arthur és mtsai., 2016). A betegség incidencidja 100 000 emberbdl 2 fdre, mig
prevalenciaja 100 000 emberbdl 6-9 f6re tehetd, az €lettartam prevalenciaja pedig 1/350 (Mead
és mtsai., 2023). A betegség leggyakrabban 58 és 65 éves kor kozott jelentkezik, valamint nemi
dimorfizmust mutat, a betegek megkozelitéleg 40%-a nd és 60%-a férfi (Ingre és mtsai., 2015).
Ennek egyik feltételezett oka a néi nemi hormon — az dsztrogén — neuroprotektiv hatasa lehet

(Raymond és mtsai., 2021).

1.2. Az ALS csoportositdasa és genetikai hattere

A betegség klinikai szempontbdl jelentds heterogenitdst mutat, ezért szamos csoportositasi
modszert alkalmaznak. Ezek egyike a betegség csaladi oroklésmenetének felmérése, mely
alapjan két csoportba sorolhatjuk az érintetteket. Az egyik csoport a familiaris (FALS) csoport,
melybe azon betegek tartoznak, akiknek a csaladjukban mar eléfordult a betegség, illetve a
sporadikus csoport (SALS), mely esetben csalddi oroklédésmenet nem ismert. Az esetek
megkozelitdleg 10%-a familiaris, mig a maradék koriilbeliil 90%-a sporadikus (Amin és mtsai.,
2020). Az FALS csoportndl minden esetben genetikai elvaltozast sejtiink a hattérben, 4m a
pontos mutacid csak az FALS betegek 60-70%-ban mutathat6 ki, az SALS csoport esetében ez
kortlbeliil 10% (Mejzini és mtsai., 2019). Az ALS kialakuldséval kapcsolatba hozhatd gének



szama jelenleg 40 felett van és folyamatosan novekszik (Mejzini és mtsai., 2019), azonban ezen
mutaciok koziil a legtobb csupan az esetek igen kis szazalékaban van jelen. A legismertebb ¢és

legnagyobb szazalékban eléforduld génmutaciok a SODI (Cu-Zn szuperoxid dizmutéz),

C90rf72 (9-es kromoszoma 72-es nyitott leolvasasi keret), TARDBP (TAR DNS-kot6 fehérje
43, TDP-43) és FUS (Fused in Sarcoma) géneket érintik. A heterogenitast tovabb noveli, hogy
a génmutaciok egymashoz viszonyitott aranya foldrajzi teriiletenként eltér. Eurdépaban a
leggyakoribb ismert génmutacié a C9orf72 (az 6sszes mutacidval azonositott beteg 33,7%-a)
gént érinti, majd ezt koveti a SODI (14,8%), TDP-43 (4,2%) és végiil a FUS (2,8%). Ezzel
szemben Azsiaban a leggyakoribb a SODI (30%) mutacidja, majd ezt koveti a FUS (6,4%),
C9orf72 (2,3%) és TDP-43 (1,5%). Ez az egymashoz viszonyitott ardny az ismert genetikai
eredetli sporadikus eseteknél is hasonld képen oszlik el (Zou és mtsai., 2017; Mejzini és mtsai.,

2019).

Egy masik — f6leg klinikusok altal hasznalt — csoportositasi lehetdség a klinikai tiinetek és azok
megjelenésén alapul. A spindlis vagy ,.klasszikus” ALS esetén a betegnél a tlinetek els6ként a
végtagokon jelentkeznek, fajdalom nélkiili izomgyengeség formdajaban. Ezzel szemben a
ritkabb, bulbaris korforma esetén a klinikai képet az agyidegek karosodasa okozta panaszok
uraljadk. Az ALS-es esetek koriilbeliil 30%-a bulbaris kezdetii (Stegmann és mtsai., 2020),
azonban minél idésebb korban jelenik meg a betegség, annal nagyobb a valdsziniisége, hogy a
betegség bulbaris dominanciat fog mutatni (Forbes és mtsai., 2004). Legtobb esetben a bulbaris
ALS-el diagnosztizalt betegek kevesebb, mint 2 évig élnek a tiinetek kezdetétdl szamitva
(Stegmann és mtsai., 2020), igy meglehetdsen agressziv korformarol beszéliink. Az ebbe a
csoportba tartozd betegeknél a legyakrabban megfigyelhetd tiinetek a beszédmozgasok
kivitelezésének nehézsége, az artikulaci6 romlésa, nyelési zavarok, a nyelv rendellenes,

kényszeres mozgasa (Swinnen €s Robberecht, 2014).

Klinikailag a spinalis és bulbaris ALS megkiilonbdztetésén til a ,,felsé motoneuronalis” (FMN)
¢és az ,,als6 motoneuronalis” (AMN) tiineteket is szétvalasztjuk. Az FMN tiinetek — melyek a
motoros kortexben taldlhatd Betz-féle orias pyramis sejtek sériilésére utalnak — jellemzden a
hiperreflexia, az izomtonus koros fokozodésa (spaszticitds) és koros reflexek (pl. Babinski
reflex) megjelenése. Ezzel szemben az AMN tiinetek — melyek a gerincvel6i mozgato6 idegse;jt
karosodasara utalnak — az izomsorvadast, a hiporeflexiat és az izom fasciculatiot foglaljak
magukba (Swinnen és Robberecht, 2014). Fontos, hogy mind a spinalis, mind a bulbaris

fenotipus esetén klinikailag AMN és FMN ¢érintettséget is észleliink, azonban egymdashoz



viszonyitott aranyuk, dominancidjuk eltéré lehet. Ez alapjan egyes betegeket AMN-dominans,
illetve FMN-dominans csoportokba sorolhatunk. Amennyiben csak AMN, vagy FMN tiineteket
latunk kizarolagosan, ugy nagy valdsziniiséggel mas motoneuron betegséggel allunk szemben

(Swinnen és Robberecht, 2014).

Hagyomanyosan a fentebb emlitett csoportositasi modszereket alkalmaztak az ALS-es betegek
vizsgalatakor, am az elmult idészakban egy ) megkozelités keriilt elotérbe, ami a betegek
tiineteinek elérehaladasat, illetve annak iitemét veszi alapul. Egyes betegeknél a betegség
gyorsabb lefolydsu, mig masoknal lassabb, ezért klinikai és tudoményos szempontbdl is fontos
lehet, hogy a két csoportot elkiilonitsiik egymastol. A legfrissebb irdnyelvek alapjan az ALS-es
betegek bevonasdval torténd klinikai vizsgalatoknal a betegek progresszid szerint
alcsoportokba soroldsa javasolt (Van Den Berg és mtsai., 2019). A betegség progresszidjanak
titeme rdadésul korrelaciot mutat mas faktorokkal is, mint példaul a fiatal kor, FMN-dominans
tiinettan €s spinalis ALS fenotipus jellemzden a lassu progresszidju ALS-hez kotodik, mig a
bulbaris ALS fenotipus gyors progressziot eredményez (Witzel és mtsai., 2022). Arrdl azonban,
hogy a klinikailag észlelt progresszid iiteme hogyan fiigg Ossze a betegség kialakuldsaban
szerepet jatszo patomechanikai folyamatokkal, korlatozott ismeretekkel rendelkeziink. A
progresszid €s a patomechanizmus kapcsolatrendszerének pontosabb megértése jelentOs

elérelépést hozhat a betegség €s a terapias lehetdségek feltérképezésében is.

1.3. Az ALS patomechanizmusanak dattekintése

Az ALS-ben szdmos patofizioldgiai tényez0 jelenlétét mutattak ki az elmult évtizedek soran,
melyek szerepe a betegségben eltérd mértékiinek bizonyult. Ezek koziil tobb degenerativ
folyamat is Osszefiigghet egymassal, igy azok egy komplex degenerativ kaszkadot indukalva
vezetnek a motoneuronok pusztuldsahoz (Mead és mtsai., 2023). Ebbdl a heterogenitasbol
fakadéan az ok-okozati Osszefliggések nehezen allapithatéak meg és tovabb neheziti a
vizsgalatokat, hogy a betegség elérehaladasaval parhuzamosan egyes patofiziologiai elemek
jellege is valtozhat (Ehrhart és mtsai.,, 2015). A kovetkezd bekezdésekben részletesebben
attekintjiik azokat a folyamatokat, melyek jelen tudasunk szerint jelentés mértékben

hozzajarulnak az ALS-ben megfigyelhetd motoneuron degeneracidhoz.

1.3.1. Mitokondrialis diszfunkcid és oxidativ stressz

A mitokondrium az energiatermelés kdzponti organelluma, ezen feliil fontos funkciot tolt be a

kalcium homeosztazisban, sejtlégzésben, reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species; ROS)



képzésében és az apoptdzisban is. Mindezen fontos funkciok miatt sériilése és funkciojanak
elvesztése hozzajarul a mozgato idegsejtek karosodadsdhoz ALS-ben (Zhao és mtsai., 2022). A
mitokondriumok karosodasa soran jellegzetes strukturalis valtozasokat ¢észleliink: a
mitokondrium felpuffad és a rendezett crista szerkezete pedig integritasat veszti (Boillée és
mtsai., 2006). Az organellum diszfunkcidja jol vizsgalhato a SOD1 egérmodellben, ami az
ALS-ben elsdként azonositott génmutacion alapul (Bonafede és Mariotti, 2017; Rosen ¢€s
mtsai., 1993). A SOD1 mutécid hatasara eltérések kovetkeznek be az ATP és ROS termelésében,
az energia ¢s kalcium homeosztazis felborul €s a mitokondrium altal bet6ltott egyéb funkciok
karosodasat is megfigyelték. Ezen tulmenden reaktiv oxigéngyokok felszabaduldsa miatt
oxidativ stressz is megfigyelhetd, mely egy 6nallo patofiziologiai tényezd. Oxidativ stresszrol
akkor beszélhetiink, ha a ROS mennyisége meghaladja az azt eltavolitani képes sejtek
teljesitményét. Az igy felgyiilemlé ROS karositja a sejt szerkezetét, illetve a fehérjéket, DNS-t
¢s RNS-t is. A mitokondriumok axonalis transzportja is kdrosodik a mutécio hatasara, igy pedig
nehezebben tudnak eljutni az energiat nagyobb mennyiségben felhasznal¢ teriiletekre, példaul

a terminalis szinapszisokhoz.

1.3.2. Glutamat excitotoxicitas €s asztroglia diszfunkcio

A glutamat a kozponti idegrendszer elsddleges serkentd neurotranszmittere, mely a
preszinaptikus neuronbol a szinaptikus résbe {iriil, ahol posztszinaptikus receptorokat aktival.
A normadlis neuronalis tlizelési mintdzat és szinapszismiikodés fenntartdsdnak feltétele, hogy a
felszabadul6 glutamat kitiriiljon a szinaptikus résbdl. Ezt a folyamatot féként az asztroglia végzi
a serkentd aminosav transzporter 2 (excitatory amino acid transporter 2; EAAT2), melynek
szintjében csokkenést észleltek kiilonbozé ALS-es modellekben (Rosenblum & Trotti, 2017).
ennek révén a betegség kialakuldsat is, de az élettartamot nem novelte meg. Ez alapjan az
feltételezhetd, hogy az EAAT?2 receptorok szamanak cs6kkenése hozzajarul az ALS-ben latott
motoneuron degeneracidhoz, azonban nem ez vezet elsddlegesen a mozgatd idegsejtek

pusztuldsdhoz (Guo és mtsai., 2003; King és mtsai., 2016).

1.3.3. Fehérje aggregacio

A neurodegenerativ betegségek kozos patologiai jellemzdje a koros fehérje aggregatumok
felgyiilemlése az idegsejtekben, mely folyamat az ALS esetében is megfigyelhetd (Blokhuis és

crer

eléforduld és leginkabb ALS-specifikusnak tartott fehérje a TDP-43 (TAR DNS-k6t6 fehérje



43). A TDP-43 egy DNS ¢és RNS koté molekula, amelynek elsésorban a nuklearis RNS
metabolizmusban és génexpresszid szabalyozasaban van szerepe (Prasad és mtsai., 2019).
Fiziologias esetben a fehérje a sejtmagban taldlhatd, azonban patoldgids elvaltozas esetén a
citoplazmaba transzlokalodik, mellyel parhuzamosan sejtmagi expresszidja csokken. Az ALS-
ben citoplazmikus TDP-43 aggregatumok talalhatok a gerincveldi motoneuronokban, a kortex
egyes teriiletein és gliasejtekben egyarant, mind a sporadikus, mind a familidris betegekben. A
TDP-43 akkumulécioja az ALS-es betegek kozel 95%-ban megfigyelhetd, de érdekes modon a
SOD1 mutacioval rendelkez6 betegeknél nem jelentkezik. A TDP-43-at kodolo TARDBP gén
mutacidja a FALS és SALS esetek 1-2%-ban megfigyelheto €s a neurodegenerativ betegségek
koziil csak az ALS-ben és a frontotemporalis demencidban van koroki szerepe a mutacionak.
Egérmodellekben a TDP-43 taltermeltetése motoneuron pusztuldst és kovetkezményes izomerd
csOkkenést indukal. Mindezen ismeretek mellett tovabbi patologids szerepe €s jelentdsége

egyelére nem tisztazott (Blokhuis és mtsai., 2013).

crer

jelentdséget ALS-ben. A FUS egy sejtmagi RNS kotd fehérje, melynek aggregatumait tobb
neurodegenerativ betegségnél is megfigyelték mar, igy nem tekintjilk ALS-specifikus
markernek (Blokhuis ¢és mtsai.,, 2013). A CYorf72-es génen megjelend hexanukleotid
ismétlddés boviilés a leggyakrabban el6forduld mutacié az ALS-es betegek korében. A mutécid
miatt felszaporodo dipeptidek akar kis mennyiségben is karosak lehetnek az idegsejtekre (Malik
& Wiedau, 2020). Ujabb kutatasok azt is kimutattak, hogy kapcsolat lehet a C9orf72 dipeptid
1ismétlodései és a TDP-43 aggregalodasa kozott, azaltal, hogy az ismétlddésekrdl atirddo

fehérjék eldmozditjak az aggregaciot (Cook és mtsai., 2020).

1.3.4. Neuroinflammacios folyamatok szerepe ALS-ben

Az ALS-ben az immunfolyamatok és azokhoz kapcsolddo eltérések lokalizacid alapjan két
részre bonthatoak: a kdzponti idegrendszerre lokalizalodd folyamatok esetében dsszefoglalod
néven neuroinflammaciordl beszEliink, azonban ezen tulmenden, szisztémdsan megjelend
immunfolyamatok is ismertek. A neuroinflammacids reakcié részeként megfigyelhetd a
mikroglia sejtek és asztrocitdk aktivacidja, immunsejtek infiltracioja, valamint gyulladésos

citokinek tultermelése (Liu & Wang, 2017).

A mikroglia sejtek a kdzponti idegrendszer rezidens immunsejtjei. A legtobb idegrendszeri
sejttel ellentétben rendkiviil mobilisek, igy a stressz jelzésre gyorsan és lokalisan tudnak

reagalni (Carata ¢és mtsai.,, 2023). A neurodegenerativ betegség soran képzddd neurondlis



fehérje aggregdtumok tobb parhuzamos receptor-medidlt utvonalon keresztiil mikroglia
aktivaciot képesek indukalni, melyet ALS-ben is igazoltak (Liu & Wang, 2017). A gyulladasos
folyamatokban intenziven résztvevd mikroglia sejteket a klasszikus felfogas szerint az in. M1-
es ,citotoxikus” és M2-es ,anti-inflammatorikus” fenotipusba soroljak. A ,citotoxikus”
fenotipus reaktiv oxigéngyokoket, illetve kiilonbozé gyulladdsos citokineket bocsajt ki,
hozzajarulva a sejtek pusztuldsahoz. Az ,anti-inflammatorikus™ fenotipus ezzel szemben a
tamogatni az idegsejtek tulélését (Bonafede & Mariotti, 2017). Megjegyzendod, hogy a jelenlegi
nézépont szerint a mikroglia sejtek egy ennél sokkal komplexebb rendszerben miikodnek
(Paolicelli és mtsai., 2022), igy ezen két véglet kozott akar szamos mas mikroglia fenotipus is

lehet, amely masképp befolyasolja a patologiat.

1.3.5. Szisztémas immunfolyamatok ALS-ben

crer

A gyulladasos folyamatok diszregulacidjanak részeként szisztémas eltéréseket is
dokumentaltak, melyeknek alapvetden harom parhuzamos jellemzdje van: autoimmunitas,
egyes gyulladadsos folyamatok tulzott mértékli aktivacidja (hyperinflammacid) és sériilt
immunvalasz. Ezen — latszolag ellentétes — folyamatok Osszetett képet mutatnak, melyet az
ALS-es betegekben latott heterogenitds csak tovabb fokoz. Az ismert, szisztémas
immunfolyamatok k6z¢ sorolhatd a neutrofil granulocitdk szaméanak emelkedése (Murdock és
mtsai., 2017), egyes pro-inflammatorikus citokinek szintjének novekedése (Olesen és mtsai.,
2020; Tortelli és mtsai., 2020), illetve a reguldtoros T-sejtek szdmanak csokkenése (Mantovani
¢és mtsai., 2009) ¢és ezen sejtek diszfunkcidja (Beers €s mtsai., 2017). Ezen feliil az ALS-es
betegek vérszérumaban kimutathatd motoneuron-ellenes antitestek jelenléte is (Wang és mtsai.,

2021).

1.4. Terapias lehetéségek attekintése

Ahogy azt a patomechanizmus attekintése is mutatja, az ALS-ben szdmos, parhuzamosan futé
degenerativ folyamat van jelen, melyek egyértelmii ok-okozati rendszere nem ismert. Ez
alapvetden meghatarozza a kezelési lehetdségeket is, melyeknél a szdmos potencialis terapias
tamadaspont ellenére kevés klinikailag is hatékony gyogyszerrel rendelkeziink. Az ALS nem
gyogyithatd betegség €s a jelenleg alkalmazott kezelések is pusztan néhany honappal nyujtjak

meg a varhat6 élettartamot (Tzeplaeft €s mtsai., 2023).



Alegels6 ALS kezelésére alkalmazott gydgyszer a riluzole volt, mely a glutamat excitotoxicités
mérséklésén keresztiil fejti ki  neuroprotektiv hatdsat (Fang ¢és mtsai.,, 2018).
Hatdsmechanizmusa sordan gatolja a fesziiltségfiiggd natriumcsatornak miikddését a
preszinaptikus neuronon, mely folyamat csokkenti a szinaptikus résbe kijuttatott glutamat
mennyiségét (Mead és mtsai.,, 2023). A natriumcsatorndkon tul a gyogyszer képes mas
ioncsatorndkhoz is ko6tddni (bar valtozo affinitassal), igy hatasmechanizmus szempontjabol
feltehetden tobb degenerativ folyamatot is képes kedvezden befolyasolni (Doble, 1996). Az
elmult két évtizedben szamos klinikai vizsgélat zajlott kiilonb6z0 terapids hatdanyagok
tesztelése céljabol, melyek rendre sikerteleniil zarultak (Petrov és mtsai., 2017). Jelenleg az
egyik legigéretesebb gydgyszerjelolt molekula a tofersen, egy antiszensz oligonukleotid, mely
a SOD1 mRNS-re specifikus. A mutans SOD1 génrdl képz6dé mRNS-hez kotddve annak RNaz
H-dependens lebontasat inicidlja, igy csokkentve a mutans fehérjének képzodését. A gydgyszer
jellegébol kovetkezik, hogy csupan a SOD1 mutacidval rendelkezd betegeknél alkalmazhato,
igy a teljes ALS-es betegpopulacio kb. 2-3%-nal nyujt 0j terapias lehetoséget. A gyogyszer a
phase 3 kisérletek soran is sikeresen csokkentette a SOD1 fehérje mennyiségét a paciensekben,
azonban klinikailag nem egyértelmii, hogy milyen mértékben képes lassitani a betegség

eldrehaladéasanak titemét (Miller és mtsai., 2022).

Lathatjuk, hogy a jelenleg alkalmazott terapiak csupan korlatozott mértékben képesek novelni
betegek tulélését és szamos 1) gyodgyszerjeldlt molekula klinikai vizsgalata sikerteleniil zarult.
A legtobb gyogyszerjelolt molekula ezen feliil csak egy-egy patomechanizmust céloz, mig az
ALS-es betegeknél rendkiviil 6sszetett kapcsolatrendszert mutatnak ezek a folyamatok. Ahhoz,
hogy uj, atfogobb és hatékonyabb kezeléseket tudjunk azonositani, arra van sziikség, hogy

minél jobb, a betegség heterogenitasat minél inkabb tiikr6z6 modelleket alkossunk.

1.5. Kiserleti modellek az ALS kutatasaban

Az ALS kutatisban a leggyakrabban hasznalt modellrendszer transzgenikus
ragcsalomodelleken alapul, ezeken feliil még szdmos egyéb in vivo (pl. ecetmuslica) és in vitro
modellt alkalmaznak (Bonifacino €s mtsai., 2021). A ragcsalé modellek eldnye, hogy a legtobb
modellszervezethez viszonyitva hosszu életidejiik van, valamint genomjuk teljesen mértékben
szekvenalt és ismert, illetve a humdn genommal jelentds homologiat mutatnak. Az ALS
kutatasban jelentds eldrelépést hozott az elso transzgenikus egérmodell megalkotasa, melyben
a SODI1 fehérje 93. pozicioban egy glicin alaninra (G93A) cserélésével hoztak létre

pontmutaciot. A SOD19%4 egérmodell a mai napig a legmeghatarozobb és leggyakrabban
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hasznalt modellrendszer, azonban az elmult harom évtized alatt szamos kérdés meriilt fel a
modell pontossdgaval és a patomechanizmus komponenseivel kapcsolatban. Az egyik ilyen
tényezd, hogy spontan és progressziven vesznek el a mutacid masolatai a 21-es kromoszoémarol
¢és ez befolyasolhatja a betegség sulyossagat. Tovabba megfigyelték, hogy a valasztott torzs

szarmazasi hattere is befolyasolhatja az észlelt fenotipust (Bonifacino és mtsai., 2021).

Az ALS genetikai hatterének feltérképezésével az elmult években ujabb transzgenikus
egérmodelleket hoztak 1étre, melyek a TDP-43, FUS ¢és C9orf72 mutéacidokon alapulnak. Bar
jelentds eréfeszitések vannak az ezen mutaciokra alapuld tovabbi modellek megalkotasara, a
jelenleg elérhetd TDP-43, FUS és C9orf72 modelleknek kiilonb6zd hatranyai és hidnyossagai
korlatozzak hasznosithatosagukat. Ezek koz¢é tartoznak a nem-motoros tiinetek tulsulya, a
motoros tiinetek hidnya, a fenotipus jelentds variabilitdisa ¢és az ALS-specifikus
neuropathologiai folyamatok hidnya. A transzgenikus egérmodellek egyéni hidnyossagain feliil
kozos hatranyuk, hogy csak egy-egy mutéaciot hivatottak modellezni, igy csupan a
betegpopulacid kis hanyadat reprezentaljak (Bonifacino és mtsai., 2021; Morrice és mtsai.,

2018).

Erre alapozva, alternativ megkozelitésként alkottdk meg a passziv transzfer modellt, ami a
betegekbdl szarmazo bioldgiai minta egérbe injektalasan alapul. Korabban bizonyitottak, hogy
ALS-es betegek vérébdl izolalt immunoglobulin G (IgG) intraperitonedlis injektalasaval
indukalhat6 az ALS-es tiineteket visszaadd motoneuron patologia egérben (Engelhardt és
mtsai., 1995). Késobbi kisérletek sordn mar a betegek teljes vérszérumat injektaltak, hogy egy
komplexebb biologiai reakciot valtsanak ki, mely még jobban tiikrozi a betegekben lezajlo
folyamatokat (Polgar és mtsai., 2021). A mddszer egyik feltételezett miikodési elve, hogy az
akkumulaléddo IgG  motoneuron-specifikus epitopokhoz  kotédik, karositva egyes
organellumokat, igy akadalyozva normadl sejtmiikddést, mely sejthalalhoz vezethet. Bar a
passziv szérum transzfer pontos hatdsmechanizmusa nem tisztazott, valdszinii, hogy elsésorban
pro-inflammatorikus folyamatok indukaljak a motoneuron sériilést (Obal és mtsai., 2016).
Mivel a passziv szérum transzfer soran a mutacioktol fiiggetlen modon, akar beteg-specifikusan
tudunk egerekben motoneuron betegséget eldidézni, igy lehetdségiink van atfogobb, vagy akar

célzott betegpopulacid vizsgalatara is.
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2. Célkitiizés

Az ALS egy rendkiviil heterogén betegség, komplex patomechanikai komponensekkel és
kapcsolatrendszerrel. Ahhoz, hogy hatékonyabb kezeléseket tudjunk fejleszteni,
elengedhetetlen a betegséget okozo patologias folyamatok pontosabb megértése. A jelenleg
alkalmazott transzgenikus allatmodellek csupan a betegek kis hanyadat reprezentaljak, igy
kiemelt jelentdsége van olyan 1j allatmodellek megalkotasanak, melyek a betegek nagyobb
hanyadat reprezentaljak. Ennek egyik lehetséges modja a passziv szérum transzfer modell,
melynek soran ALS-el diagnosztizalt betegek vérszérumat injektaljuk egérbe, motoneuron-
specifikus karosodast indukalva. Kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a
passziv szérum transzfer segitségével 1étre tudunk-e hozni két kiilonb6zd (lassu és gyors)
progresszioju ALS-es egérmodellt. Ehhez az ALS-es betegeket klinikai paraméterek alapjan
lassu és gyors progresszioju csoportba soroltuk, majd az egereket ez alapjan, csoport-
specifikusan kezeltilk a betegek vérszérumaval 4 héten keresztiil. Az egerekben indukalt
patoldgiai eltérések karakterizalasdra immunjeldléses eljarast végeztiink izomszovetbol és

gerincveldi mintabol.

3. Anyagok és méodszerek
3.1. Etikai engedélyek

A betegektdl torténd vérminta gytiijtés és tarolas az SZTE SZAKK Intézményi Kutatdsetikai
Bizottsaganak engedélyével tortént (engedélyszam: #2557/2009), dnkéntes jelleggel, anonim
modon, elézetes tajékoztatast és irdsos beleegyezést kovetden. Az Osszes allatkisérlet az
Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai Tanacs engedélyével keriilt elvégzésre a Szegedi Biologiai
Kutatokozpontban (engedélyszdm: XVI1./2733/2022), mely Osszhangban van a magyar
(XXVIIL, I'V. bekezdés, 31. paragrafus) és a nemzetkozi (EEC Tanécs 86/609, OJ L 358, 1987)
allatvédelmi torvényekkel és szabalyokkal. Minden kisérletnél torekedtiink az allatok

szenvedésének minimalizalasara.

3.2. ALS-es betegek és szérummintak attekintése

Kisérleteinket 15 ALS-el diagnosztizalt beteg bevonasaval végeztiik. A betegektdl torténd
vérszérum mintavétel és ezen mintdk tarolasa a Szegedi Tudomanyegyetem, Neurologiai
Klinikdjan tortént. A vizsgéalatba bevont beteget kivalasztasa az ,,El Escorial revised”
kritériumrendszer alapjan tortént. A betegek mindegyike megfelelt ezen kritériumrendszer

»probable” és ,definite” kritériumédnak, azaz minden esetben klinikailag alsé és felsd
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motoneuron karosodésra utald tiinetekkel rendelkeztek, melyek koziil az als6 motoneuron
tiinetek legalabb két régidban jelentkeztek (Brooks és mtsai., 2000). Tekintettel a kisérlet
jellegére, kizaro feltétel volt, hogyha a betegeknek autoimmun tarsbetegsége volt. Kisérleti
munkaterviink alapvetd eleme volt a betegek csoportositasa olyan klinika paraméterek alapjan,
melybdl a betegség eldrehaladasanak iitemére tudtunk kdvetkeztetni. A lasst (L-ALS) és gyors
(GY-ALS) betegségprogresszidju fenotipusok megkiilonboztetésére jelenleg nem 1étezik
hivatalos kritériumrendszer, azonban a szakirodalomban alkalmazott ,,Revised ALS Functional
Rating Scale” (ALSFRS-R) egy pontos mddja annak, hogy a betegek motoros funkcigjat és a
hétkoznapi feladatok ellatdsaban valo korlatozottsagat egy adott idopillanatban felmérjiik. Az
ALSFRS-R pontszam tobbszori meghatarozasa esetén fel tudjuk mérni annak romlasanak
litemét, ami Gsszefiiggést mutat a betegség progresszidjaval és a tulélés idétartamaval (Kollewe
¢s mtsai., 2008). Ennek alapfeltétele, hogy ismerjiik a paciensek teljes koreldzményét, tovabba
fontos volt, hogy a kutatasba valasztott egyének rendszeresen eljarjanak az ellenérzésekre, hogy
a betegség elérehaladésa pontosan nyomon kdvethetd legyen. Az ALSFRS-R ratat a kovetkezo
egyenlettel adjuk meg: (ALSFRS-R pont az elsd tiinetek megjelenésekor — ALSFRS-R pont a
legutobbi megjelenés alkalmaval) / az elsd tiinetek és legutobbi latogatas kozt eltelt idé * 12
(honapok szama). Mandrioli és munkatéarsai altal végzett epidemiologiai vizsgalatban azt
talaltdk, hogy az ALSFRS-R atlagosan 7,2 ponttal csokkent a tiinetek megjelenésétdl szamitott
elsd évben, mig a masodik évtdl atlagosan 4,08 ponttal csokkent évente (Mandrioli és mtsai.,
2015). Erre alapozva hataroztuk meg a gyors és lassu progresszioji csoportok elvalasztasara
szolgalo kritériumainkat, melyek a kovetkezoképpen alakultak: azokat a betegeket, akiknél az
ALSFRS-R pontszam csokkenésének iiteme nagyobb volt, mint 8 pont/év, a GY-ALS
csoportba, mig azokat a pacienseket, akiknél kisebb volt a romldas {iteme, mint 3 pont/év, az L-
ALS csoportba soroltuk. Az atlagos ALSFRS-R 12,51 + 3,38 pont/év (4tlag + s.d.; minimum:
8,72, maximum: 19,33) volt a GY-ALS csoportnal és 1,49 £ 0,66 pont/év (atlag + s.d.;
minimum: 0,55, maximum: 2,7) az L-ALS csoport esetén. A betegség fennallasanak idétartama,
az elsd tiinetek megjelenésétdl szamitva a kutatas kezdetekor 1,78 + 0,31 év (atlag + s.d.;
minimum: 1,25, maximum: 2,16) volt a GY-ALS csoportnal és 12,38 + 4,71 év (atlag + s.d.;
minimum: 6,5, maximum: 19) az L-ALS csoport esetén. A kor és nemek eloszlasa egyenletes
volt a két csoport kozott: az atlagéletkor az ALS diagnosztizalasdnak idépontjaban 60,75 +
¢év (atlag £ s.d.; minimum: 47, maximum: 73) a lasstl progresszidji csoport esetén. A nemek

megoszlasa 1:1,66 (férfi/nd) a GY-ALS csoportnal és 1:1,33 (férfi/nd) az L-ALS csoportnal.
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Mintavételt kdvetéen a vérmintakat centrifugaltuk és a szérumokat -80 °C-on taroltuk a

felhasznalasig.

3.3. Kisérleti allatok és a passziv szérum transzfer

Az allatkisérletekhez 8-12 hetes Balb/c egereket hasznaltunk, melyek atlag testtomege 22 + 3
gramm volt. Az egerek a HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kozpontban voltak gondozva és
kezelve. Az allatok maximum 5-6s csoportokban, miianyag ketrecekben keriiltek elhelyezésre,
semleges homérsékleti tartomanyban (21 + 3 °C), 12 6ras fény/sotét ciklusban, allandd
hozzaféréssel ivovizhez és ragesald eledelhez. Osszesen 20 egeret hasznaltunk a kisérlethez: 4
az intakt csoportban, 6 az L-ALS és 10 a GY-ALS csoportban. A kisérleti elrendezés alapjan
mind a gyors, mind a lassu progresszidju csoport 0,3 ml ALS szérumot kapott intraperitoneélis
injekcio formajaban minden masodik napon, négy héten keresztiil (azaz Osszesen 14
alkalommal allatonként). Az alkalmazott szérum mennyiség €s idétartam meghatarozasanak
tekintetében a korabban kozolt eredményeinket vettiik alapul (Obal és mtsai., 2019) (1. abra).
A két ALS-es csoportban a kisérleti egerek csak a csoportnak megfeleld paciensektol kaptak
szérumot, azaz csak L-ALS, vagy csak GY-ALS betegekét. Egy oltasi alkalommal egy allat egy
adott betegtdl kapott szérumot, de a teljes kezelési intervallum sordn minden allat tobb ALS-es
betegtdl is kapott szérumot, igy egyenletesebb bioldgiai hatdst érhettiink el a kezelés alatt. A
kisérletet megel6zden tobb alkalommal is igazoltuk, hogy az egészséges egyénektdl szarmazo
szérum intraperitonealis injektalasa sem hosszu (Obal és mtsai., 2019), sem rovid tdvon (Polgar
¢s mtsai., 2021) nem befolyésolja a gerincveléi motoneuronok tulélését (Polgar és mtsai.,
2021), az NMJ-k ultrastruktarajat (Meszlényi és mtsai., 2020), a mikroglia aktivaciot a
gerincveldben (Obal €és mtsai., 2019) vagy az allatok izomerejét (Obal és mtsai., 2019). Ezen
megfigyelések mentén kisérleti elrendezésiinkben nem hasznaltunk egészséges betegektdl
szarmaz6 vérszérummal kezelt csoportot, allatjoléti és etikai megfontolasokra alapozva. Az
abszolut kontroll (intakt) csoport kezelésben nem részesiilt. A négy hetes kezelés végén, a 28.
napon az allatokat feldldoztuk és transzkardialis perfuziot végeztiink (1. abra). Ezt 10 mM-os,
7,4-es pH értékt foszfat pufterelt sooldattal (PBS) kezdtiik, melyet 4% -os paraformaldehiddel
(PFA, Kat.szam: 818715, Merck-Sigma, St. Louis, MN, USA) torténd fixalds kovetett.
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[ Lassu progresszisjii ALS csoport (L-ALS):
* 0.3 mL szérum / injekcio
¢ avérszérum olyan ALS-es betegektdl szarmazik, akiknek llapotromlasa
ALSFRS-R = 3.0/ év pontszammal jellemezhetd

ip. injekcid
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Gyors progresszi6ju ALS csoport (GY-ALS):
* 0.3 mL szérum / injekcio
» avérszérum olyan ALS-es betegektdl szarmazik, akiknek éllapotromlasa

ALSFRS-R 2 8.0/ év pontszammal jellemezhetd
ip. injekcio

1. abra. A passziv szérum transzfer kezelés folyamata L-ALS és GY-ALS csoportok esetén.

3.4. Immunhisztokémiai festések

A perfuziot kovetéen a gerincveldt, soleus (SOL) és tibialis anterior (TA) izmokat
eltavolitottuk, majd 4% PFA-ban fixaltuk egy ¢éjszakan at, 4 °C-on. Masnap a mintakat 10 mM-
os PBS-ben feloldott, 30%-o0s szachar6zoldatba (Kat.szam: 02200-203-190, Molar Chemicals,
Halasztelek, Magyarorszag) helyeztiik legaldbb egy napra 4°C-on. Ezt kovetden az
1izommintakat beagyaztuk €s fagyasztva metsz0 késziilékkel (Reichert-Jung, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszdg) 30 mikrométeres metszeteket készitettiink. A készitett metszeteket
felhasznalasig 0,05%-os (Kat.szam: S2002, Meck-Sigma) natrium-azidot tartalmazé 10mM-os
PBS oldatban taroltuk. Az ugyanezen modszerrel metszett gerincveld mintdkat {iveg
targylemezre helyeztilk €s azokat -20 °C-on taroltuk felhasznalasig. A festési eljarads soran
elséként 3 kérben mostuk 10mM-os PBS-ben a mintakat, majd 10 mM-os PBS-ben oldott 3%-
os marha szérum albuminbdl (BSA, Kat.szam:97061422, VWR International, Radnor, PA,
USA) és 0,2%-o0s Triton X-100-b6l (Kat.szdm: T9284, Merck-Sigma) (TPBS) allo blokkold
oldatban 1 orat alltak a mintak a nemspecifikus kotohelyek gatldsa és permeabilizalas céljabol.
Ezt kdvetden az 1. tdbladzatban lathatd primer antitestet az el6zéekben leirt blokkold oldattal
elokészitettiik és a mintakat egy éjszakan at, 60-as percenkénti fordulatszamon korkoros
razaton, 4°C-on inkubaltuk. Az immunhisztokémia mésodik napjan ismételten hdrom kdrben
mostuk a mintdkat 10 mM PBS-ben, melyet egy oran at tartd szobahOmérsékleten torténd
inkubaci6 kovetett az 1. tdblazatnak megfelelé masodlagos antitesttel, amelyet az el6zéekben
leirt blokkolo6 oldatban oldottunk fel. Az inkubacids 1d6 leteltével két korben mostuk a mintakat

10 mM PBS-el. Az izom mintdk esetén ezt kovette egy 30 perces inkubacid alpha-
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bungarotoxinnal (BTX, Alexa Fluor 488-konjugélt, B13422, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), melyhez 1:750 aranyban oldottuk be a BTX-t 10mM-os PBS-
ben. Végezetiil mosast kovetden Hoeschst 33342 (Kat.szam: B2261, Merck-Sigma) jelolést
végeztiink a mintdkon (Ipg/ml, 10mM PBS), a sejtmag vizualizaldsa céljabol. A mintakat
targylemezre helyeztikk, majd Fluoromount-G (Kat.szdm: 0100-01, Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA) feddmédiummal fedtiink.

Festés tipusa Els6dleges antitest Masodlagos antitest
CD45 CD45 ellen termeltetett poliklonalis kecske | Alexa Fluor® 594 Plus Highly
(cluster of | antitest, 1:200 (Kat.szam: AF114, R&D | Cross-Adsorbed kecske ellen
differentiation 45) Systems, Minneapolis, MN, USA) termeltetett szamar I1gG (H+L),
1:500 (Kat.szam: A32758,
Thermo Fisher Scientific)
SV2A/NEFH SV2A ellen termeltetett poliklonalis nyul | Alexa Fluor® 594 Plus Highly
(Synaptic  vesicle | antitest, 1:100 (Kat.szam: HPA0O07863, Merck- | Cross-Adsorbed — nyul ellen
glycoprotein Sigma) + neurofilamentum nehéz lanc ellen | termeltetett szamar IgG (H+L),
2A4)/(Neurofilament, | termeltetett poliklonalis nyul antitest, 1:1000 | 1:500 (Cat# A32754, Thermo
heavy polypeptide) | (Kat.szam: ab8135, Abcam, Cambridge, UK) Fisher Scientific)
TDP-43 TDP-43/TARDP ellen termeltetett | Alexa Fluor® 594 Highly Cross-
monoklonalis egér antitest 1:600 (Kat.szam: | Adsorbed egér ellen termeltetett
MAB7778, R&D Systems) szamar IgG (H+L), 1:600
(Kat.szam: A21203, Thermo
Fisher Scientific)
VAChT VACKT ellen termeltetett poliklonalis nyul | Alexa Fluor® 488 Highly Cross-
(Vesicular antitest, 1:500 (Kat.szam: 139103, Synaptic | Adsorbed nyul ellen termeltetett
acetylcholine Systems, Goettingen, Németorszag) szamar [gG (H+L), 1:600 (Cat#
transporter) A21206, Thermo Fisher
Scientific)

1. tablazat. Az immunhisztokémiai festéshez hasznalt primer és szekunder antitestek dsszefoglalasa.

3.5. NMJ analizis

Mivel a TA és SOL izmokban az I. tipusu (lassu 0sszehtizodast) és II. tipust (gyors
0sszehtizodasu) izomrost tipusok aranya ellentétes — TA-ban jellemzden II. tipusta, SOL-ban 1.
tipusu rostok domindlnak (Larsson €s Edstrom, 1986) —, ezért ezt a két hatuls6 végtagi izmot
valasztva lehetdségilink volt arra is, hogy Osszehasonlitsuk a kiilonb6z6 izomtipusok
jelentéségét NMJ kérosodds esetén. Az izommintdkon a-BTX és SV2A/NEFH jelolést
végeztiink, az el6z6 bekezdésben leirt metodikaval, igy vizualizadlva az NMJ-k preszinaptikus

¢és posztszinaptikus strukturait. Mintanként legalabb 30 ,,en face” NMJ-t fotoztunk a VisiScope
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CSU-WI1 spinning disc konfokalis mikroszkoppal (Visitron Systems GmbH, Pulcheim,
Németorszag), mely egy PlanApo N 60x/1,42 olaj immerzios objektivvel (1024x1024 pixel
felbontas, 1 mikrométeres z-tavolsagokkal) volt felszerelve (Mikroszképos Sejtanalizis
Laboratorium, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Szeged, Magyarorszag). Az NMJ-k
vizsgalatat els6ként kvalitativ analizissel kezdtiink, azt vizsgalva, hogy a preszinaptikus
terminalis mennyire Orzi meg integritasat, milyen mértékben tolti ki a posztszinaptikus
struktarat. Ez alapjan harom csoportba soroltuk az NMJ-ket: teljesen innervalt, részlegesen
innervalt, teljesen denervalt (2. dbra), Alhindi és munkatarsai eredményeire alapozva (Alhindi
¢s mtsai., 2023). Részlegesen innervaltnak akkor tekinthetd egy NMJ, ha az idegterminalis
egyértelmiien hianyos (a preszinaptikus kompartment tobb, mint 20%-a hidnyzik), de nem
teljesen denervalt (a preszinaptikus kompartment a posztszinaptikus BTX jel6léssel Osszevetve
legalabb 20%-ban lathatd). Az NMJ analizis mésodik 1épcsdjét (kvantitativ értékelés) Minty és
munkatarsai NMJ-morfoldgiai képanalitikai protokollja (Minty és mitsai., 2020) alapjan
végeztik FIJI programmal (Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics,
Dresden, Germany). A struktirdk kompaktsagat a kovetkezd képlettel, szadzalékos formaban
adjuk meg: (Acetilkolin receptorok (AChR) 4ltal lefedett teriilet/Véglemez teriilet) * 100. A
posztszinaptikus terminalis fragmentaltsagat a kovetkezd képen szamitjuk ki: 1-(1/AChR

klaszterek szama). Minél nagyobb az AChR klaszterek szama, annél nagyobb a fragmentacio

értéke.

2. abra. Az NMJ denervacié kvalitativ analizisének alapjaul szolgalo stadiumok. Az dbran a-BTX festés
jeloli a posztszinaptikus denzitast, mig SV2A/NEFH kombinalt festéssel jeloltiik a preszinaptikus terminalist. A
folyamatos vonalu nyil a teljesen innervalt NMJ-t jeldli, a szaggatott vonalu nyil a részlegesen innervalt NMJ-t,

mig a nyilhegy a teljesen denervalt struktarat. Lépték: 20 pm.
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3.6. Motoneuron és leukocita sejtszam meghatarozdsa

A motoneuronok szamanak meghatdrozasat a lumbalis gerincveld L4-L5 szegmentumok
metszetein végeztiik (VACHT jelolés), mig a leukocita szam meghatirozasara a TA és SOL
1zmokbol késziilt metszeteken keriilt sor (CD45 jeldlés). Ezeken feliil az izommintakon a-BTX
festést is alkalmaztunk, melynek segitségével az izomban az innervacios zonat is lokalizalni
tudtuk. A sejtszamolasnal minden esetben csak akkor szamoltunk egy sejtet, ha annak sejtmagja
teljes mértékben lathatd volt. A gerincveléi L4-L5 szegmentum esetében husz egyenld
tavolsagban levett metszeten vizsgaltuk a motoneuronokat, melyek attekinté képet adtak az
adott gerincveldi szakaszok motoneuron szdmardl. Ezen metszetek esetében a festést Leica
Stellaris konfokalis mikroszkoppal (Leica Biosystems) rogzitettik. A CD45-jelolt
izommintakrél, a kordbban emlitett VisiScope CSU-WI1 spinning disc konfokalis
mikroszkdppal, 40-szeres nagyitast lencsével késziiltek képek. Izmonként 10-10 latdmezdt
fotéztunk az innervacids zonarol (I1Z) és az innervacids zonan kiviili teriiletrdl (IZK), melynek

meghatarozasa az a-BTX jelolés alapjan tortént.

3.7. Statisztikai analizis

A statisztika analizis elvégzéséhez a GraphPad Prism (8.0.1.244-es verzi6, GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) szoftvert hasznaltuk. Minden analizis esetén els6ként Shapiro-Wilk
normalitds tesztet végeztiink, majd ezt kdvette a megfeleld parametrikus/nonparametrikus teszt.
Az adott statisztikai teszt €s n értékek minden esetben feltiintetésre kertiltek az dbrafeliratokban.
Az elemszambecslést a G*Power (3.1.9.7-es verzio, Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf,
Diisseldorf, Germany) programmal végeztiik. Minden vizsgalatot vakon végeztiink. A
grafikonok és értékek minden esetben 4atlag + ,,az atlag standard hibdja” forméaban vannak

feltiintetve, kivétel, hogyha az ettdl valo eltérést a szovegben jeleztiik.

4. Eredmények
4.1. Motoneuron tulélés és TDP-43 patologia a gerincveloben

Az ALS-ben zajlo patologias folyamatok egyik kulcseleme a mozgatd idegsejtek pusztulasa,
emiatt vizsgalatunkat a motoneuron degeneracioé szamszeriisitésével kezdtiik. A szérumkezelés
motoneuronszam csdkkenést indukalt, ami az intakt csoportban mért sejtszamhoz viszonyitva
atlagosan 24,06%-o0s eltérést jelentett a lassti progresszidju csoportban, mig 17,16%-o0s
csokkenést a gyors progresszioju csoport esetén (3. abra). Az intakt csoporthoz viszonyitva

csupan a lassu progresszioji csoport motoneuron vesztesége bizonyult szignifikansnak (3. abra
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A, B, D). Mivel a gyors és lassu csoportok kozott nem volt szignifikans eltérés (3. abra D), azt
a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a szérum-indukalta patologia sulyossagaban felmeriild

kiilonbségekhez mas folyamatok nagyobb mértékben jarulhatnak hozza.

3. 4dbra. Motoneuron
szam valtozasa a passziv
szérum transzfert
kovetden. (A-C) A
képeken L4-L5

Intakt
L-ALS

gerincveldi
szegmentumok  ventralis
szarva lathatd az intakt
(A), L-ALS (B) és GY-
Motoneuron tilélés a gerincvel§L4- AT g (B) csoportok esetén.

L5 régidjaban
30 - (D) A  motoneuronok

*

O

25 1 o NSE szamanak kvantitativ
20 |

analizise. *p <0,05;
15 A

GY-ALS

n.sz. = nem szignifikans
10 4

(Parametrikus

Motorneuronok szima/metszet

0 egyszempontos ANOVA a

Intakt L-ALS GY-ALS .
Fisher-féle LSD post-hoc

teszttel; * = intakt csoporthoz iszonyitva). Az abran lathat6 diagram (D) n=5 allatot szemléltet az intakt és L-ALS
csoportok esetén és n=7 egyedet a GY-ALS esetében és az egy metszeten azonosithatd atlagolt 6ssz motoneuron
szdmot mutatja. Lépték:200 um (A-C).

A kvantitativ motoneuronszam vizsgélaton feliil a TDP-43 eloszlasat is értékeltiik. Az intakt
allatok gerincveldjének ventralis szarvat vizsgalva a TDP-43 a sejtmagi lokalizaciot mutatott,
ahogyan az a fiziologias esetben varhat6 is. Ezzel szemben mind a két kezelt csoport esetén
citoplazmatikus lokalizaciot figyeltiink meg, amely arra utal, hogy a passziv szérumkezelés
lokalizacios TDP-43 patologiat valthat ki (4. dbra). Ugyan a TDP-43 transzlokalizaciot nem

szamszerlsitettiik, fontos megjegyezni, hogy a citoplazmatikus jelenléte csoportokon beliil is

nagy variabilitast mutatott.

4.2. Passziv szérum transzfer-indukalta NMJ denervacio a TA és SOL izmokban

Mivel a motoneuron szam tekintetében nem talaltunk eltérést a két ALS csoport kdzott, ezért
vizsgalataink fokuszat a motoneuron terminalis elemére, az NMJ-re forditottuk. A kvantitativ

¢és kvalitativ NMJ vizsgalatokat konfokalis mikroszkoppal végeztiik, a négy hetes passziv
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szérumtranszfer kezelést kovetden a TA és SOL izmokban. Analizisiinket a kvalitativ NMJ

vizsgalattal kezdtiik, ami attekintést nyujtott a denervacidé mértékének értékeléséhez.

Intakt

GY-ALS

4. abra. TDP-43 lokalizacioja az intakt és GY-ALS csoportokban. (A, B) TDP-43 jelolés az intakt (A) és a GY-
ALS (B) csoportokban, a gerincveld ventralis szarvaban talalhaté mozgato idegsejtekben (VACHT jelolés). Az
intakt csoport esetén a TDP-43 jel a motoneuronok sejtmagjaba lokalizalodik, mig a GY-ALS csoport esetén
kolokalizaciot mutat a VACHT jellel, mely a citoplazmatikus jelenlétére utal. Ehhez hasonlo elvaltozas volt
megfigyelhetd az L-ALS csoport esetén is. A TDP-43 transzlokalizacidja heterogén jelleggel volt megfigyelhetd.
Lépték: 50 um (A, B).

Az L-ALS csoport esetén mind a két izomban a posztszinaptikus kompartment megtartott
struktirat mutatott, mig a preszinaptikus termindlisok esetén mérsékelt degenerativ
elvaltozasokat észleltiink (1. melléklet). A teljes mértékii innervaciot mutatd, ,,intakt” NMJ-k
mennyisége az L-ALS csoportban a két izom esetén azonos volt (5. dbra A panel; L-ALS TA:
40,95 + 8,8%, L-ALS SOL: 41,5 + 15,08%), az intakt egerekhez viszonyitva azonban jelentds
csOkkenést figyeltiink meg (5. 4dbra A panel; intakt TA: 87,85+ 2,59%, intakt SOL.:
89,26 + 3,71%). Az intakt csoport esetén is észleltiink részlegesen innervalt NMJ-ket (relative
kis aranyban), ez a jelenség a motoros véglemezek megujulasabol adodik €s korabbi kutatasok
eredményeivel is egybecseng (Alhindi és mtsai., 2023). Az L-ALS csoport esetében a
részlegesen innervalt NMJ-k mennyisége 28,82% + 3,49% volt a TA-ban és 16,62 +4,57% a
SOL-ban, mig ugyan ennél a csoportnal 30,24 + 7,29% a teljesen denervalt NMJ-k mennyisége
a TA-ban ¢és 41,87 £ 12,5% a SOL-ban (5. dbra B panel).
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A GY-ALS csoport esetén is jol azonosithatd volt a posztszinaptikus denzitds, de
fragmentaltabb volt a megjelenése (1. melléklet) az intakt allatoknal latott NMJ-hez viszonyitva
(1. melléklet). A GY-ALS csoportban a preszinaptikus terminalis degeneracidja még sulyosabb
mértékl volt, mint ami az L-ALS csoport esetén volt megfigyelhetd. A terminalis idegrostok
sok esetben szétesd strukturdt mutattak, vagy teljesen hidnyoztak, mig a posztszinaptikus
terminalisok sok esetben teljesen iiresek voltak (1. melléklet). A GY-ALS csoportnal a teljesen
innervalt NMJ-k aranya 18,24 + 4,53% (TA) és 26,49 £ 10,77% (SOL) volt. Ez mindkét izom
esetében szignifikans csdokkenésnek bizonyult az intakt csoporthoz viszonyitva €s ezen feliil az
L-ALS csoporthoz képest is szignifikans volt a csokkenés mértéke a TA izomban (5. dbra A
panel). Ez a tendencia a SOL izomra is jellemz0 volt, azonban itt nem érte el a szignifikancia
szintjét. A részleges innervacid 26,41 + 4,26% volt a TA izomban és 10,54 + 2,23% a SOL-ban,
mig a teljesen denervalt NMJ-k mennyisége rendkiviil magas értékeket mutatott ezekben az

izmokban: 55,34 + 7,83% (TA), 62,95 + 9,57% (SOL) (5. abra B panel).

5. abra. NMJ-k innervacidjanak

>

_ NMJ innervicio csékkenése valtozasa az egyes kisérleti csoportok

£ 100 -

g kozott. (A) A diagrammon a teljesen

£ 80

E innervalt NMJ-k  mennyiségének

f 60 1 * % %k H

2 megoszlasa lathato a TA és SOL

Z 40 - u **

% 20 . *’i‘* izmokban, a kilonb6z6 csoportok

c cror

£ 5 kozott, kvalitativ. mérési eljarassal

Intakt  L-ALS  GY-ALS Intakt  L-ALS  GY-ALS o % L s )

TA TA TA soL soL soL vizsgalva. p <0.,05; p<0,01;

B *%%p < 0,001 (TA izmok esetén:
NMIJ innervacio eloszlasa

120 4 Kruskal-Wallis ANOVA  korrekcio

55-100 nélkiili Dunn-féle post-hoc teszttel;

> 80

‘E 60 : SOL izmok esetén: Parametrikus

-

g 40 - ' egyszempontos ANOVA a Fisher-féle
20 1 LSD post-hoc teszt; * = intakt
[V

Intakt TA L-ALS  GY-ALS Intakt  L-ALS  GY-ALS csoporthoz viszonyitva; #=L-ALS
TA TA soL soL soL . . )
csoporthoz viszonyitva). (B) A teljesen
m Teljesen innervalt  m Részlegesen innervalt Denervalt

innervalt, a részlegesen innervalt €s
denervalt NMJ-k eloszlasa csoportonként, a két vizsgalt izomban. (A, B) A diagramok n=4 allatot jel6Inek az intakt
csoport esetén és n=5 allatot a GY-ALS és L-ALS csoportok esetén.

4.3. Szérumtranszfer-indukalta NMJ patologia finom morfometriai analizise

A kvalitativ NMJ analizis alapjan latott patologia pontosabb vizsgalata céljabol kvantitativ NMJ
értékelést  végeztiink, ami részletesebb betekintést nyujtott a véglemezt érintd

subkompartmentélis degenerativ folyamatokba. A preszinaptikus termindlisba torkollo
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axonszakasz atmérdje szignifikdns csokkenést mutatott a GY-ALS csoportnal, mind az intakt
csoporthoz, mind az L-ALS csoporthoz viszonyitva (6. dbra A panel; intakt TA: 2,46 + 0,07 pm;
L-ALSTA:2,25+ 0,01 pm; GY-ALS TA: 1,78 £ 0,12 pum; intakt SOL: 2,31 + 0,07 pm; L-ALS
SOL: 2,37+ 0,08 um; GY-ALS SOL: 1,79+ 0,09 um). Az ideg terminalis keriiletének
valtozasa hasonld folyamatokat mutatott, a GY-ALS csoportndl szignifikans csokkenést
figyelhetiink meg mind a két vizsgalt izom esetén az intakt csoporthoz viszonyitva, mig az L-
ALS csoportnal nem volt valtozas (6. abra B panel; intakt TA: 382,22 + 36,39 um; L-ALS TA:

364,24 £ 56,81 um; GY-ALS TA:

A

Axondlis atméré véltozasa 235,37 +£31,36 um; intakt SOL:
3+
. 274,05+ 23,5 um; L-ALS SOL:
E # Hith
i, ] ** % 189,86 £ 31,21 pum; GY-ALS
5 I [
£ 151 SOL: 165,67 = 31,89 pm).
£ 1
< 05 4 6. abra. Preszinaptikus morfometriai
o paraméterek valtozasa. (A, B) Az
Intakt  L-ALS  GY-ALS Intakt  LALS  GY-ALS  NMJ-k preszinaptikus paramétereinek
TA TA TA SoL SOL SoL
kvantitativ analizise. (A) Axon terminalis
B Idegterminalis keriiletének valtozasa szegmens dtmérdjénck valtozésa. **p <
z 500 - 0,01; ***p < 0,001 (Parametrikus
? 400 - egyszempontos ANOVA Fisher-féle LSD
3
E 100 | . post-hoc teszttel; * = intakt csoporthoz
= 200 l * viszonyitva; # = L-ALS csoporthoz
£ ]
g ] viszonyitva). (B) Preszinaptikus
100 -
.Eo terminalis  keriiletének  elvaltozasai.
0

Hy < 1
Intakt L-ALS GY-ALS Intakt L-ALS GY-ALS P 0,05 (Parametrlkus egyszempontos

TA TA TA soL soL soL ANOVA Fisher-féle LSD  post-hoc
teszttel;, * = intakt csoporthoz
viszonyitva). (A,B) A diagramok n=4 allatot jelolnek az intakt csoport esetén és n=5 allatot a GY-ALS és L-ALS

csoportok esetén.

A posztszinaptikus paraméterek tekintetében nem észleltlink kiilonbséget a posztszinaptikus
kompartment kertiletét, sem pedig a kompaktsagat illetéen (7. abra A, B). Az egyetlen érintett
posztszinaptikus paraméter a fragmentaltsag mértéke volt, amely a GY-ALS csoportnal a TA
izomban szignifikansan magasabb volt, mint az intakt csoportban (7. abra C panel; intakt TA:
0,362 + 0,029; L-ALS TA: 0,507 + 0,051; GY-ALS TA: 0,574 + 0,056). Ezen feliil a SOL izom
esetében nagyobb foku fragmentaciot észleltiink a GY-ALS csoportnal, mint az L-ALS
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csoportndl (7. abra A panel; intakt SOL: 0,379 + 0,032; L-ALS SOL: 0,251 + 0,028; GY-ALS

SOL: 0,405 £ 0,054). A ndvekvd fragmentécios érték azt jelzi, hogy az acetilkolin receptorok

tobb klaszterbe rendezddnek. Ez egybecseng az 1. mellékleten lathatd, a posztszinaptikus

morfologiat illetd megfigyelésiinkkel. Az eredmények alapjan a két ALS csoport kozott is

jelentds eltérések figyelhetdek meg, tekintettel arra, hogy a gyors progresszidju csoportban 1€vo

allatok esetében sulyosabb preszinaptikus patologiat észleltiink.

A
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11!

60

40
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o o o
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400 -
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I
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n.sz.

L-ALS
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soL
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1

Intakt
TA
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L-ALS
TA

GY-ALS
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Intakt
SoL

4.4. Leukocita infiltracio a TA és SOL izmokban

SOL

Il

L-ALS

GY- ALS
soL

7. abra. Posztszinaptikus

morfometriai paraméterek
alakulasa a kiilonb6z6 izmokban és
kezelési csoportok kozott. (A-C) A
diagrammok az NMJ-k kvantitativ
mérésének posztszinaptikus
paramétereire  vonatkozo  értékeit
tartalmazzak. (A, B) A diagramok az

NMJ-k acetilkolin receptorainak

teriiletét (A), illetve a
posztszinaptikus terminalis
keriiletének valtozasat B)
szemléltetik. n.sz. =nem
szignifikans (Parametrikus

egyszempontos ANOVA a Fisher-féle
LSD post-hoc teszttel; az intakt
csoporthoz viszonyitva). (C) A
véglemez fragmentaltsdga, az AChR
klaszterek szama alapjan. *p < 0,05
(Parametrikus

ANOVA a Fisher-féle LSD post-hoc

egyszempontos

teszttel; * =az intakt csoporthoz
viszonyitva; #=L-ALS csoporthoz
viszonyitva). (A-C) A diagramok n=4
allatot jeldlnek az intakt csoport
esetén és n=5 allatot a GY-ALS és L-
ALS csoportok esetén.

Tekintve, hogy a degenerativ folyamatok elsdsorban az NMJ-t érintették, igy azt feltételeztiik,

hogy a szérum transzfer-indukalta gyulladasos folyamatok tekintetében is -eltéréseket
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¢észlelhetiink. Az immunfolyamatok mértékének meghatarozasa céljabol a CD45-pozitiv
fehérvérsejtek szamat vizsgaltuk meg a TA és SOL izmokban, az innervacids zénaban és azon
kiviil. Az intakt TA izomban, fizioldgids koriilmények kozott észlelt, viszonylag alacsony
szaml immunsejthez viszonyitva (2. melléklet A, D panel), a passziv transzfer hatasara mind a
két ALS csoport TA izmaiban megnétt a limfocita infiltrdcié mértéke az innervacios zonak
teriiletén (2. melléklet B, C panel; 8. 4bra; intakt TA.: 50,27 = 14,81 sejt/mm?; L-ALS TA:
107,86 + 22,36 sejt/mm?; GY-ALS TA: 121,18 + 28,71 sejt/mm?2). Az innervacids zénan kiviil
csak a gyors progresszioju csoport CD45 sejtszamaban figyelhettlink meg szignifikans
ndvekedést (2. melléklet E, F panel; 8. 4bra; intakt TA: 38,55 + 6,68 sejt/mm?, L-ALS TA:
72,73 £ 11,62 sejt/mm?, GY-ALS TA: 99,06 = 30,45 sejt/mm?). A SOL izmok esetén mas
tendenciat figyeltiink meg, az innervacios zonan beliil egyediil a gyors progresszidju csoport
mutatott szignifikdns sejtszambeli ndvekedést (8. dbra; intakt SOL: 56,58 £ 1,48 sejt/mm?; L-
ALS SOL: 76,78 £ 12,44 sejt/mm?;, GY-ALS SOL: 108,66 + 16,63 sejt/mm?), mig az
innervacids zénan kiviil egyik csoport esetében sem észleltiink leukocita infiltraciot (8. abra;
intakt SOL: 39,50 + 9,53 sejt/mm?, L-ALS SOL: 56,90 + 18,48 sejt/mm?; GY-ALS SOL:
51,85 £ 5,73 sejt/mm?).

Fehérvérsejt infiltracié a TA és SOL izmokban
160 - *

140 - * * -+
120
100
80
60
40

20

CDA45 sejtszam (sejtszam/mm2)

Intakt  L-ALS GY-ALS Intakt  L-ALS GY-ALS Intakt L-ALS GY-ALS Intakt  L-ALS GY-ALS

1z 1z 1Z 1ZK 1ZK 1ZK 1z 1z 1z 1ZK 1ZK 1ZK
Musculus tibialis anterior Musculus soleus

8. abra. A fehérvérsejt infiltracié mértékének valtozasa az L-ALS és GY-ALS csoportokban, a kiilonb6zo
izmok innervacios zénain beliil és kiviil. A CD45-pozitiv sejtszam szdmszertsitése a TA és SOL izmokban a
passziv szérum transzfer kezelés végeztével. *p < 0,05; **p < 0,01 (TA izmok esetén: Kruskal-Wallis ANOVA
korrekci6 nélkiili Dunn-féle post-hoc teszttel; SOL izmok esetén: Parametrikus egyszempontos ANOVA a Fisher-
féele LSD post-hoc teszttel; * = intakt csoporthoz viszonyitva; # = L-ALS csoporthoz viszonyitva). n =4

allat/csoport. IZ: innervacios zona; IZK: innervaciés zonan kiviil.

24



5. Diszkusszio

Az emberi szervezethez ¢és a klinikai megfigyelésekhez minél kozelebb allé modellek
megalkotasa fontos ahhoz, hogy a betegségek miitkodését jobban megértsiik €s hatékony modon
tudjunk terapias lehetOségeket azonositani. Jelenleg az ALS kutatasban a leggyakrabban
alkalmazott transzgenikus modellek csupan a betegek kis hanyadat reprezentaljak, ezért 1j
modellek alkotdsa kiemelt fontossdgu. Jelen kisérletiinkben két kiilonbozo sulyossagu
motoneuron degeneracidt mutaté egérmodellt alkottunk meg, klinikailag gyors és lassu

progresszidju ALS-es betegek vérszérumanak egérbe torténd injektalasaval.

crer

progresszioju csoport esetén bizonyult szignifikdns mértéklinek, az intakt csoport értékeihez
viszonyitva. A két ALS-es csoport kdzott nem lathatunk szignifikans valtozast, mely eredmény
azt sugallja, hogy a két csoport kdzott centralis patologiai komponens tekintetében nincs érdemi
kiilonbség. A motoneuron szamon til megvizsgaltuk a TDP-43 lokalizaciojat is a gerincveld
ventralis szarvaban, mivel a TDP-43 patoldgia az egyik legismertebb jellemz6 az ALS-ben (Jo
¢és mtsai., 2020). Az intakt csoport esetén a fiziologias sejtmagi lokalizaci6 volt megfigyelhetd,
ezzel szemben mind a két ALS-es csoport esetén jelen volt a TDP-43 citoplazmatikus
transzlokalizacioja. Ez el6jele lehet egy kibontakozdban 1€évé komolyabb patofiziologiai
folyamatnak, tekintettel a TDP-43 transzlokalizacio gyulladasban (Jo €s mtsai., 2020) betoltott

szerepeére.

Mivel a mozgat6 idegsejtek szamaban nem észleltiink érdemi kiilonbséget a két ALS-es csoport
kozott, igy a motoros egyseg periférids eleme, az NMJ is vizsgalatra kertilt. ALS-es betegekben
az NMJ-k denervacioja a kibontakoz6 patoldgia egy kdzponti €s meghatarozo eleme, hiszen ez
vezet kozvetleniil a betegek altal észlelt izomerd csdkkenéséhez (Cappello és Francolini, 2017).
Akvalitativ vizsgalatok alapjan a véglemez mind a két ALS-es csoportban €s mind a két vizsgalt
izomban szamottevé denervacidt mutatott az intakt csoporthoz viszonyitva. A denervacio
mértéke a GY-ALS csoport TA izmaban stlyosabb volt az L-ALS csoporthoz képest is, igy

alatdmasztja a két csoport kiilonb6zé mértékii patologias érintettségét.

A csoportok kozott észlelt kiilonbség miatt, az NMJ-k részletesebb, kvantitativ paramétereken
alapul6 vizsgalatat is elvégeztiik. Ennek soran az axonalis atmérdt, idegterminalis keriiletét,
AChR eloszlast a véglemezen, posztszinaptikus denzitas keriiletét és a véglemez
fragmentaltsagat szamszerusitettiik. A preszinaptikus paraméterek, azaz az axonok atmérdjének

csokkenése €s az ideg terminalis keriiletének csokkenése csak a GY-ALS csoportnal mutatott
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szignifikans eredményeket a két izomban, az intakt csoporthoz viszonyitva. Az axonalis &tmérd
valtozasa ezen feliil az L-ALS csoporthoz viszonyitva is szignifikdns mértékben csokkent. Ez
az eredmény az ideg terminalisok sorvadasara utalhat a gyors progresszidju csoportnal, mely
még inkabb alatdmasztja a két fenotipus kozti patofizioldgiai kiilonbségeket. A posztszinaptikus
paraméterek koziil csak a fragmentaltsag tekintetében észleltiink szignifikans eltérést és azon
belill is csak a GY-ALS csoportndl volt megfigyelhetd a fragmentacié mérsékelt novekedése.
Tekintve a passziv szérum transzfer hosszat (4 hét), elképzelhetd, hogy a kronikus denervacio
kovetkeztében kialakuld posztszinaptikus valtozasokat észleltiik, azonban az is lehetséges,
hogy valamely szérum komponens kozvetlen hatdsa allhat a posztszinaptikus struktiara
megbomlédsadhoz. A posztszinaptikus struktura fragmentacioja kissé megosztd szerepet tolt be
az ALS kutatasban, mivel a korai kisérletekben ezt a jelenséget nem figyelték meg (Bjornskov
¢és mtsai., 1982), azonban jabban tobb SOD1G93A egéren végzett kutatds is megerdsitette a
fragmentacio jelenlétét a betegség progresszidja soran még, ha sok esetben pusztdn csak

mérsékelt mértékben fordul is csak el (Tremblay és mtsai., 2017; McIntosh és mtsai., 2023).

Tekintve, hogy a passziv szérum transzfert kdvetden elsdésorban az NMJ strukturdjat érintd
valtozasokat észleltiink, igy a CD45+ fehérvérsejt infiltracié szamszertsitésével vizsgaltuk meg
az izomban zajlo gyulladdsos folyamatok mértekét. A TA izomban, az innervéacids zona
teriiletén mind a két ALS-es csoport esetében szignifikdnsan fehérvérsejt szam emelkedést
észleltiink, ezzel szemben az innervéaciés zonan kiviil csak a GY-ALS csoport mutatott
szignifikans novekedést. A SOL izomban mas tendenciat figyeltiink meg, itt ugyanis csak az
innervacios zonan beliil észleltiink fehérvérsejt szdm emelkedést, ezt is csupan a GY-ALS
csoportnal. Ezen adatok tdmogatjak azt a hipotézist, hogy elsddlegesen az NMJ-k kornyékére
lokalizalodik a passziv szérumtranszfer altal kivaltott immunvalasz. Hasonlo, az izomban
észlelt immunsejt infiltraciot kordbban mar megfigyeltek SOD1G93 A patkdnyokban (Van Dyke
¢és mtsai., 2016; Trias €s mtsai., 2018) és betegekbdl szarmazd izommintan is (Trias és mtsai.,
2018). Az emlitett kutatasokban a SOD1G93A patkanyok izmaiban neutrofil granulocita és

észlelték (Van Dyke és mtsai., 2016; Trias és mtsai., 2018).

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a passziv szérum transzfer modell mind a kdzponti
idegrendszerben, mind a periférian az ALS-re jellemzd eltéréseket valtott ki. Ezeknek az
elvaltozdsoknak mértéke azonban gradiens-szerlien jelentkezik: a gerincvelOben latott
mérsékelt fokti motoneuronszam csokkenéssel szemben sulyos foki NMJ denervaciot

észleltiink. A patologiai folyamatok lokalizaciojabol és sulyossaganak viszonyaibol jol latszik,
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hogy a passziv szérum transzfer indukélta degeneracid elsdsorban a mozgatd idegsejtek
terminalis struktirdit, azaz a véglemezt érintik. Ez a mechanizmus az un. ,,dying back”
folyamatra utal, és a korabbi kutatasok eredményeivel is mutat hasonldsagot (Tian és mtsai.,

2016; Genin és mtsai., 2019). Ebbdl eredéen a legjelentdsebb kiilonbség a lassu és gyors

crer

crer

teszteljiik ezen betegségmodellen.

Bar vizsgalatunkban szamszerusitettilk a legmeghatarozobb morfologiai paramétereket a
motoros egységre vonatkozéan (motoneuronszam, NMJ innervacid), betegségmodelliink
pontosabb karakterizaldsa szempontjabodl elengedhetetlen a jovOben funkcionalis lokomotoros
¢és izomerd vizsgalatok elvégzése is. Ezek elsdsorban azt hivatottak igazolni, hogy az éltalalunk
¢észlelt morfologiai elvaltozdsokat funkcionalis eltérések is kisérik, valamint tovabbi

Osszehasonlitési alapot adhat a gyors és lasst progresszidju csoportok tekintetében is.

6. Konkluzio

Eredményeink alapjan a passziv szérum transzfer modszer alkalmas két kiilonb6z6 morfologiai
fenotipust mutato ALS-es egérmodell 1étrehozasara, betegekbdl szadrmazd vérszérum
injektalasaval. Ezen egérmodellekben a gyors és lassu progresszidju csoportok patomechanikai
jellemzdiknek sulyossaga eltérd, igy valosaghtien tudtak modellezni a betegeknél latott klinikai
heterogenitast. Megfigyeltiik, hogy az NMJ morfologiat érintik a legerdteljesebb valtozasok és
a gyors progresszidju csoportndl sulyos mértekii denervacido van jelen, mig a gerincveldi
motoneuronszdm tekintetében nem volt kiilonbség a két ALS-es csoport kozott. Ezek az
eredmények a ,,dying back” hipotézist erdsitik, tovabba jo indikatorként szolgalnak késébbi
kutatasokban a lassu és gyors progresszidji csoportok kozti kiilonbségek vizsgalatara. Az igy
alkotott modellek 1) lehetdségeket tarnak fel az ALS-ben zajlo immunfolyamatok vizsgélatara,

valamint a terdpias eljarasok kifejlesztéseét célzo kutatasokban.
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9. Tételes hozzajarulasi nyilatkozat

A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
Alulirott Kadar Zalan nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benydijtott ,Eltérd progresszi6ju ALS-

es egérmodellek alkotdsa és karakterizdldsa betegek vérszérumanak felhasznalasaval” cimil

palyamunkdmban lefrtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatii skalan" jellemezve)
Mintagyiijtése a passziv szérum transzferkezelést kovetben |3
Mintdk feldolgozdsa, metszése 3
Immunhisztokémiai festés 3
Konfokdlis mikroszképia 3
Képanalizis 3
Adatelemzés statisztikai médszerekkel 1
Kelt: S,&@Qo(,/ JQLy ChL AS
Yy Zoals
Pélyamunkat benynijté hallgaté
alafrdsa
Kadar Zalan
A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:
)

/

'1 LB

& %eté alafrasa N &L.%'m -4
pof. Dr. Négradi Antal [
Szegedi Tudoményegyetem
Szent-Gyorgyi Albert Orvostudoményi Kar
Anatémiai, Szévet- és Fejlddéstani Intézet
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#Magyardzat:

A munkafolyamatokban valo részvétel mértékét otfokozatu skalan kerjiik ertékelni. A skala

egyes ertekeinek jelentése:

5 — Felkeészités utan a feladat teljes egészét onalloan végeztem a palyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

4 — Felkeszités utan a feladat tobb mint felét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.

3 — Felkeszités utan a részfeladat felét onalloan végeztem a palyamunkadhoz sziikséges

mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalloan végeztem a palyamunkdhoz

sziikséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.
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10. Mellékletek
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1. melléklet. NMJ innervacié valtozasa az intakt, L-ALS és GY-ALS csoportokban. Az dbran kis és nagy
nagyitasu képek lathatdak az intakt (A, B), L-ALS (C, D) és GY-ALS (E, F) csoportokban latott véglemezekrdl a
TA izmokban. Az alfa-BTX jeldlés a posztszinaptikus denzitast festi meg, mig az SV2A/NEFH kombinalt festés
a preszinaptikus terminalist reprezentalja. A posztszinaptikus oldalon nem lathaté jelentds valtozas, kivétel a GY-
ALS csoportnal, ahol egy mérsékelt fragmentaciot figyelhetiink meg (F). A preszinaptikus terminalisnal kiillonb6z6
denervaciés mintazatokat észleltiink: L-ALS csoport esetén jelen voltak a teljesen innervalt, részlegesen innervalt
(C) és denervalt NMIJ strukturak egyarant (C, D). (C) A nyilak a teljesen denervalt NMJ-t jelolik, mig a (D) panelen
lathatoak a részleges innervacidé helyét mutatjak. Az L-ALS csoporttal szemben a GY-ALS csoportnal majdnem
az 6sszes NMJ denervaltnak bizonyult (E, F), valamint az axonok terminalis része hidnyzott vagy elvékonyodott
(F). Az (E) panelokon 1év6 nyilak a denervalt véglemeztt jelolik, az (F) panelon pedig a sorvadd axonalis
szegmenseket. A méretskala a kis nagyitasu képeken (A, C, E) 50 pm-t jeldl, mig a nagyobb nagyitasuakon (B, D,
F) 10 pm-t.

Innervacios zéna Innervacios zénan kivul

Intakt

L-ALS

GY-ALS

2. melléklet. CD45-pozitiv sejtszam valtozasa az innervaciés zonan beliil és kiviil a kiillonb6zo kezelési
csoportok kozott. Reprezentativ képek a TA izomban innervacids zonabdl (A-C), valamint a zondn kiviilrdl (D-
F) az intakt (A, D), L-ALS (B, E) és GY-ALS (C, F) csoportban. A fehérvérsejtek és az NMJ-k CD45 és BTX
festéssel lettek jelolve. Az intakt mintan (A, D) viszonylag kevés, rendezetten elhelyezkedd immunsejt 1athato (A,
D). Ehhez viszonyitva az L-ALS csoport esetén az innervacios zéonaban (B) emelkedett szamt CD45-pozitiv
sejtszam lathato, melyek az NMJ-k koré iranyulnak. Az L-ALS csoportban, az innervacios zonan kiviil (E) nem

volt megfigyelhetd valtozas az immunsejtek szamaban. A legmagasabb CD45-pozitiv fehérvérsejt a GY-ALS
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csoport innervacios zonajaban (C) megfigyelhetd, még inkabb az NMJ-k koré rendezédve. Erdekes médon a GY-
ALS csoportnal az innervacios zénan kiviil (F) is lathatod fehérvérsejtszam novekedés. A méretskala minden kép

esetén 50 um-t jeldl (A-F).
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