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Az amyotrophids lateralsclerosist (ALS), a leggyakoribb
motoneuron-betegséget a hardntcsikolt izmok fokozatos
gyengulése, sorvaddsa, majd teljes bénuldsa jellemzi,
melyek oka az agyban és a gerincvel8ben taldlhaté moto-
neuronok progressziv pusztuldsa. Mai ismereteink szerint
azonban az ALS &sszetett klinikai tinetegyttes, ami aifedést
mutathat kognitiv deficittel jaré kérképekkel is. Ennek meg-
felelGen egy-egy eset olyan klinikopatolégiai spekirumon
értelmezhet8, amelynek két végpontja a klasszikus, kizéré-
lag a mozgaténeuronokat érint8 ALS, illetve a frontotempo-
ralis dementia. A betegség lefolydsa azonban ugyanazon a
komplex mechanizmusokon alapul, amelyek a felsé és alsé
mozgatdidegsejtek degenerdciédjat okozzdk. Az ALS-ben a
mozgatdidegseijtek pusztuldsdnak szamos részfolyamata
ismert. Ezek k&zil is kiemelhetS az oxidativ stressz, az exci-
totoxicitds, az immun-/gyulladdsos folyamatok szerepe és a
mitochondriumok kérosodésa. Ezek a mechanizmusok a
betegség progresszidja alatt szimultén figyelhet6k meg,

s6t, képesek egymds hatdsét felerésiteni. Feltételezhetd,
hogy a kalciumionoknak jelent8s katalizétor szerepik van,
mivel e folyamatok mindegyike erés, pozitiv el&jell és recip-
rok kalciumfiggést mutat. Vagyis kdzéttik olyan kalcium-
figgé8 kapcsolat alakulhat ki, ami idében és térben egysé-
gesitheti és feler8sitheti az egyedi folyamatok degenerativ
hatdsat. Ezen 8sszefoglald kdzlemény 6 célia az ALS-ben
megfigyelheté diszkrét neurodegenerativ folyamatok kézétti
kalciummedidlt reciprok kapcsolatok éttekintése.

Kulesszavak: ALS, motoneuron, kalcium, excitotoxicitds,
oxidativ stressz, immun-/gyulladdsos folyamatok
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CALCIUM ION IS A COMMON DENOMINATOR IN
THE PATHOPHYSIOLOGICAL PROCESSES OF
AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS

Patai R; Nogradi B; Meszlényi V; Obdl |, MD, PhD;
Engelhardt JI, MD, PhD, DSc; Siklés L, PhD, DSc
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), the most frequent motor
neuron disease is characterized by progressive muscle
weakness caused by the degeneration of the motor neurons
in the spinal cord and motor cortex. However, according to
the recent observations, ALS is a rather complex syndrome
which frequently involves symptoms of cognitive impair-
ment. Therefore, ALS cases can be interpreted in a clinico-
pathological spectrum spanning from the classical ALS
involving only the motor system to the fronto-temporal
dementia. The progression of the disease, however, mani-
fested in the degeneration of the upper and lower motor
neurons, is based on the same complex pathobiology. The
main elements of the pathomechanism, such as oxidative
stress, excitotoxicity, immune/inflammatory processes and
mitochondrial dysfunction are well described already, which
operate in orchestrated way and amplify the deleterious
effect of each other. It is assumed that calcium ions act as a
catalyst in this inferaction, hence each of the individual
mechanisms has strong, positive and reciprocal calcium
dependence thus may combine the individual pathological
processes into a unified escalating mechanism of neuronal
destruction. This review provides an overview of the role of
calcium in connecting and amplifying the major mecha-
nisms which lead to degeneration of the motor neurons in
ALS.
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Jean Martin Charcot francia neurolégus és kor-
élettan-professzor volt az els6, aki mdig helytal-
16an definidlta gy az amyotrophids lateralsclerosist
(ALS:; ,.la sclérose latérale amiotrophique”), mint
ami az anterolateralis fasciculus patolgias hegese-
désével és az ezzel Osszefliggd izomsorvadassal
jar'. Jelenlegi nézetiink szerint a motoneuron-beteg-
ségek koziil a leggyakrabban el6fordulé ALS
olyan, ma még gydgyithatatlan betegség, ami a
motoros agykéreg és az agytorzs, valamint a gerinc-
vel6 mozgatdidegsejtjeinek progressziv pusztuldsa
kovetkeztében a betegekben fokozddo, és egyre
tobb izomcsoportot érintd gyengeségként, majd tel-
jes bénuldsként manifesztalodik. A haldl rendsze-
rint a diagndzis felallitdsat kovetd 3—5 éven beliil
1égzési elégtelenség kovetkeztében all be?. Az ALS
diagnosztikai kritériumait ,,El Escorial” kritériu-
mok néven szoktdk emlegetni®, melyek az eredeti
megfogalmazdst kovetéen tobbszords revizidon
estek at*>. Ez a kritériumrendszer 6sszetett klinikai
és laboratoriumi vizsgélatoknak, igy elektromiogra-
fids és elektroneurografids méréseknek, képalkotd
eljarasoknak, a liquor jellemzésének és izombiop-
szids mintdk patoldgiai vizsgalatdnak elvégzését
irja el6 a minden mds hasonl6 tiinetekkel jaré
betegség kizardsa érdekében, és alapvetd célja nem
a klinikai dontéshozatal el6segitése, hanem az ALS
fenotipusos variabilitdsdnak sziikitése a klinikai
gyogyszertesztekbe bevonni kivant betegek kiva-
lasztdsa soran®’. El6fordulésat tekintve (koriilbeliil
ot 4j beteg 100 000 lakosra vetitve évente) a kiilon-
bz etnikumok kozott nincs kiilonbség, ellenben a
betegség szexudlis dimorfizmust mutat, ugyanis a
65 év alatti férfiakban gyakoribb az el6fordulés,
mint az azonos kortd nékben, bar ez a kiilonbség 65
éves kor folott kiegyenlitédik. Tovabbi epidemiold-
giai adatokat tekintve a klasszikus csoportositas
alapja a csalddi halmozottsdg megléte, mely esetén
familidris formardl (az esetek 5—-10%-a), mig csala-
di el6fordulds hidnydban idiopathids, sporadikus
formardl beszEliink’. Familidris esetekben a kivalto
ok tobbnyire genetikai eredetli, melyet koriilbeliil
20 gén kiilonb6zE mutdciéi okozhatnak®. Ezekben
az esetekben lehet6ség van vérbdl, illetve szovetbdl
torténd genetikai vizsgalatokra. Idedlis esetben tel-
jes genomszekvendlds javasolt, &m a gyakori
mutacidk célzott sziirése is megfeleld és gyorsabb
alternativa lehet®. Az utébbi évek egyik iranyadé
genetikai felfedezése a 9p21 locuson taldlhat6é
C9orf72 génben megjelend intronikus hexanukleo-
tid-szekvencia ismétl6dése a familidris és kevésbé a
sporadikus formdban. Ez a GGGGCC ismétlédés
gyengitette az ALS familidris/sporadikus osztalyo-
zésanak alapjat, illetve ugyanennek a szekvencii-
nak a megjelenése mas neurodegenerativ kérképek-
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1. abra. A mozgatdrendszert érinté és kognitiv korképek
dtfedése ALS-ben. Az ALS betegség megfigyelhetd feno-
tipusa a kizdrolag a motoneuronalis elemeket érintd
klasszikus ALS és a frontotemporalis dementia kozotti
folyamatos spektrumon helyezkedik el

ALS kog/mag: enyhe kognitiv vagy viselkedésbeli tiinetekkel jelentke-

z6 ALS, FTD: frontotemporalis dementia, MND: motoneuron-beteg-
ség.

ben elhalvanyitotta a klinikai hatarvonalat bizonyos
neurodegenerativ betegségek kozott is (1. abra)°.
Mivel az ALS-re jellemz6 korkép kialakuldsa tobb
sejttipus (astrocytdk, microglidk, infiltrdlé immun-
sejtek) egyidejli kozremiikodését, tovabba genetikai
faktorok és patofizioldgiai folyamatok (oxidativ
stressz, excitotoxicitds, immun-/gyulladdsos folya-
matok, mitochondrium karosoddsa) molekularis
mechanizmusai komplex interakciéjat igényli, igy
az ALS-t nem sejtautoném'®, multifaktoridlis enti-
tasként értelmezik'!. A C9orf72 gén mellett djab-
ban azonositott, familiaris és sporadikus betegek
szubpopuldcidiban egyarant kimutathat6 TDP-43-
és FUS DNS/RNS-szabdlyoz6 génmutéciok, és az
ezzel Osszefliggé TDP-43- és FUS-tartamd cito-
plazmikus inkliziok'? az RNS-metabolizmus koéros
elvaltozasanak ALS-ben betoltott kitiintetett szere-
pére utalnak. Mindezeket a mechanizmusokat sza-
mos atfogd publikéacié ismerteti” *''. Ebben az
osszefoglalé kozleményben a kalciumion kdzponti
szerepére helyezziik a hangsilyt, illetve arra, hogy
a primer sériilés lokalizacidjatdl és tipusatdl fiigget-
leniil hogyan képes a kalciumion a kiilonb6z6 toxi-
kus folyamatokat egyesiteni és egyetlen ongerjesz-
t6 degenerativ mechanizmussa o0tvozni. Ebbdl a
szempontbdl attekintjiik tovabbd, hogy a mozgaté-
idegsejtek néhany meghataroz6 tulajdonsaga, ugy-
mint az alacsony kalcium-pufferkapacitds vagy a
glutamatreceptorok specidlis, kalciumpermedbilis
konformadci6ja hogyan teszi sériilékennyé vagy épp
ellendllobba ezen sejtek egyes szubpopuldcidit a
kalcium 4ltal kozvetitett degeneracioval szemben.
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Az egyes patolégiai folyamatok
az intracelluldris kalciumszint
emelkedését idézik elé

EXCITOTOXICITAS

A glutamat mint serkentd hatdsu idegi jelatviteli
molekula szamos élettani folyamatban nélkiilozhe-
tetlen, melyek koziil a legjelentGsebbek a kognitiv
funkcidk, a memoria és a tanulds. Ezek alapjan a glu-
tamat-egyensuly felboruldsa szdmos idegrendszert
érint6 betegség patofizioldgiai alapja lehet, mely a
szakirodalmi adatok alapjan a krénikus elvaltozaso-
kon kiviil (ALS"3, Alzheimer-kér'4, Parkinson-kor',
sclerosis multiplex!¢, autizmus'’), akut esetekben,
példaul traumds agyi sériilés esetében is megfigyel-
het6'8. Mivel a glutamdt az egyik leggyakoribb mole-
kula az agyban, ezért patolégids szerepét mar koran
felismerték. Olney az 1960-as években végzett tto-
6 kisérleteiben retinasejteken mutatta ki a glutamat
altal kivaltott toxikus hatdsokat, melyre 6sszefoglald
néven az azéta is hasznalt excitotoxicitdsként utalt'.
Az excitotoxicitds ALS-ben betoltott szerepét a bete-
gek vérplazmdjdban mért, a normalistdl kétszer
magasabb mennyiségl glutamét jelenlétével bizo-
nyitottdk, bar diagnosztikai célra a gerincvel6i folya-
dék magas glutamat- és aszparaginsav-szintje is utal-
hat. Ezeket az adatokat aldtimasztotta az a megfigye-
Iés is, ami a serkentd aminosav-transzporter 2
(EAAT?2) gerincveldi és corticalis mennyiségének a
csokkenését irja le, mivel a glutamat gyors metaboli-
zalodasaért az EAAT1 és EAAT2 transzporterek
felelGsek®. Ezzel egy id6ben ALS-betegekben a 2-
amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propdnsav
(AMPA) tipusu glutamatreceptorok patoldgias kon-
formacidvaltozasat is leirtdk. Fiziol6gids koriilmé-
nyek kozott az AMPA-receptorok nem atjarhatok a
kalciumionok szdmdra, 4m a 2-es tipusu glutamatre-
ceptor-alegység (GluR2) konformécidjanak megval-
tozdsa vagy teljes hidnya kalciumionokra atjarhatova
alakitja a receptort’'. Az idegsejtek kozotti impul-
zuséttev6dés sordn ez a térszerkezeti modosulds
nagymértékli kalciumbedramldst eredményez a
posztszinaptikus mozgatdidegsejtben, ami karosito
hatast valt ki. A GluR2 alegység fehérjéjének és
mRNS-ének csokkent expresszidja, mely az ALS-
betegekben megfigyelhets, megfelel6 molekuldris
alapot biztosit a magasabb glutamatszinttel kivaltott
fokozott kalciumbedramlds, igy a megnovekedett
intracelluldris kalciumszint kialakuldsahoz?2.

OXIDATIV STRESSZ

Az oxidativ stressz ALS-ben betoltott szerepét évti-
zedekkel ezel6tt bizonyitottdk post mortem vizsga-

latokkal, melyek sordn megemelkedett mennyiségli
karbonilszarmazékot detektdltak a kozponti ideg-
rendszer kiilonb6z6 részeiben®, ami a lizin, a pro-
lin, az arginin és a treonin direkt oxiddcidjanak
toxikus termékei®*. Ezenfeliil jelentés mennyiségi
3-nitrotirozint is kimutattak, ami a peroxinitrit altal
okozott degenerdci6 ismert markere®. A post mor-
tem adatokon kiviil gerincvel6i folyadékbdl és vér-
bdl is kimutathatok oxidativ kdrosoddsra utal6 ter-
mékek, mint a 4-hidroxi-nonenal és a 8-hidroxi-2-
dezoxiguanin®. Az oxidativ stressz hatdsa azokat
az ioncsatorndkat, igy a kalciumcsatorndkat sem
kiméli, amik a sejtek homeosztizisahoz nélkiiloz-
hetetlen ionikus miliGt biztositjadk*. A plazma-
membranban végbemend lipidperoxidacié a fe-
sziiltségfiiggé kalciumcsatornak szenzitizacidjat®
vagy a P/Q tipusu kalciumcsatorndk aktivitdsanak
megemelkedését, igy az intracelluldris kalciumszint
emelkedését eredményezheti?’’. ALS-ben az oxida-
tiv kdrosodds egyik bizonyitott oka az antioxiddns
rendszer kisikldsaval hozhat6 6sszefiiggésbe. Mivel
bizonyos celluldris folyamataink folyamatosan ter-
melnek reaktiv oxigéngyokoket, ezért evolicidsan
tobb védelmi mechanizmus is kialakult. Ilyen a
Cu/Zn szuperoxid-dizmutdz enzim (SODI1) és a
glutation-peroxiddzok rendszere, aminek eredmé-
nyeképp a reaktiv oxigéngyokok vizre és oxigénre
bontva semlegesitédnek®. ALS-ben a SOD1 gén
mutdcidinak feltardsat® kovetGen kimutattdk, hogy
a mutdns SOD1 enzim kéros mikodése eredeti
funkcidjaval ellentétesen fokozott oxidativ kdroso-
dashoz vezet. Ugyan a felfedezés 6ta tobb mint két
évtized telt el, az antioxiddns-stratégidn alapuld
terdpidk sikertelenek maradtak. Igy, bar a reaktiv
oxigéngyokok altal kivaltott mechanizmusoknak az
ALS-ben betoltott szerepe nyilvanvald, de nem te-
kinthetSk primer patofizioldgiai eseménynek.

MITOCHONDRIALIS DISZFUNKCIOK

Az oxidativ kdrosoddshoz hasonléan, a gerincveldi
mozgatdidegsejtek sejttestjében kialakulé mito-
chondrialis elvaltozasokat is el6szor kérbonctani
vizsgélatok soran irtak le ALS-ben®. Ezeket a vizs-
gdlatokat kés6bb elektronmikroszképos morfold-
giai mddszerekkel is bizonyitottdk, ahol megfigyel-
hetévé vélt a mitochondriumok belsé membranjai
kozotti terek térfogat-novekedése, illetve a mito-
chondriumok ultrastruktirdjanak kiilonféle elvalto-
zasai*®. ALS-ben, a morfoldgiai megfigyeléseken
kiviil a mitochondriumok fiziolégiai tulajdonsagai-
nak megvaltozdsa, a citrat-szintdz és 1égzési lanc
komplexeinek csokkent aktivitdsdval jellemezhetd,
ami visszavezethet6 a mitochondrialis DNS-ben
megjelend mutdcidkra®'. ALS-ben szenved$ bete-
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gek izombiopszids mintdinak elektronmikroszko-
pos vizsgalata sordn mar a korai klinikai fazisban
detektdlhaté a mitochondriumok bels6 membran-
rendszere kozotti terek megduzzaddsa és a teljes
mitochondrialis térfogat megnovekedése®. Az ALS
SOD1-mutécidval rendelkezd transzgenikus éllat-
modelljének kifejlesztése lehet6séget adott az dlla-
tokban a mitochondriumok finomszerkezeti és funk-
ciondlis valtozdsainak kimutatdsara jéval a klinikai
tiinetek kialakuldsa el6tt, ami igazolta azt a feltétele-
z€st, hogy a mitochondrialis karosoddsok nem a
betegség patofiziologiai elvaltozasainak mellékter-
mékei, hanem annak aktiv résztvevdi®’. Koztudott,
hogy neuronokban az endoplazmatikus reticulum és
a mitochondrium a kalciumszint szabalyozasanak
legjelentGsebb kulcsfigurdi®2. Igy ezen citoplazmikus
sejtorganellumok sériilése esetén csokken a kalcium-
pufferkapacitasuk, mig a citoszolikus kalcium kon-
centracidja emelkedik®. Az organellumok struktura-
lis kdrosoddsa in vitro modellben bizonyitottan a
mitochondriumok membranpotencidljanak teljes
megsziinését €s a citoszolikus kalciumszint emelke-
dését eredményezte™,

IMMUN-/GYULLADASOS FOLYAMATOK

Az idegrendszerben jelentkezd gyulladdsos folya-
matok egyik morfol6giai manifeszticija a glialis
hegszovet képzddése. Klasszikus neuropatoldgiai
modszereket alkalmazva post mortem human
mintdkon nagymértéki astrogliosist figyeltek meg a
gerincvel$ corticospinalis pdlydiban®. Bar az ast-
rocytdk nem sorolhaték az immunsejtek kozé, az
utébbi években egyre tobb tény tdmasztja ald szere-
pliket a degenerativ folyamatok befolydsoldsaban,
mivel képesek az immunrendszer bizonyos jelmole-
kuldinak szintézisére*. Ugyanakkor a microgliasej-
tek, mint a kdzponti idegrendszer rezidens immun-
sejtjei, az 6rz6-feliigyel6 modbol aktivalt allapotba
keriilnek, ha barmilyen degenerativ folyamatot
érzékelnek, ezzel biztositva a kozponti idegrend-
szer elsé immunoldgiai védelmi vonalat’’. Ennek
megfeleléen a microgliasejtek nagyszamu aktiva-
cidja figyelhet6 meg ALS-ben szenvedd betegek
agyi és gerincvelGi ventralis fehérallomanyi [''C]
(R)-PK11195 pozitronemisszidés tomografids vizs-
gdalataiban, ahol az aktivicié mértéke egyenes ara-
nyossdgban all az agyi motoros palydk patologids
terhelésével®® *°. Bar az ALS patofizioldgiai folya-
matainak f6 célpontjai a mozgatdidegsejtek, a sejt-
szint{ gyulladési folyamatok modulatorai a microg-
lidk és az astrocytdk, melyek a neuronok patol6gids
szignalizdci6jdnak hatdsara a motoneuronok dege-
neraciojat segithetik el§ (2. abra)*®¥. Bar ezekben
a sejtekben lezajlé folyamatok nem képesek koz-
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microglia

mozgatdidegsejt

astrocyta

2. abra. Patolégids folyamatok kalciumfiiggd kapcsolat-
rendszere ALS-ben. A megemelkedett mennyiségii kalci-
um a motoneuronokon végzidd serkentd axonterminali-
sokban nagyfokii glutamdtfelszabaduldst eredményez,
ami a kalciumpermedbilis AMPA-receptorokon keresztiil
a neuronokban is emelkedett intracelluldris kalciumkon-
centrdcioként manifesztdlodik. A megemelkedett kalci-
umszint aktivdlja az endonukledzokat és protedzokat,
kdrosoddst idézve elé a DNS-ben és a cytoskeletalis ele-
mekben, tovabbd aktivdlja a nitrogén-monoxid-szintdzt,
a foszfolipdz A -t és a xantinoxiddzt, amelyek oxigén-sza-
badgyokok képzodésén keresztiil vezetnek a membrdn-
proteinek kdrosoddsdhoz és lipidperoxiddciohoz. A
megemelkedett kalciumkoncentrdcio proteinek térszer-
kezeti elvdltozdsait is eredményezheti (példdaul SOD1) és
a mitochondriumok fiziologids funkcioit is befolydsolhat-
Jja, mely energiadeficitben és tovdbbi szabadgyok-képzd-
désben nyilvdanul meg. Ezen patologids események kovet-
kezményeképp a neuronok stresszszigndlokat bocsdtanak
ki, amelyek aktivdljdk a kozeli microglidkat és astrocytd-
kat, tovdbbi szabad gyokok képzddését (O és NO') idéz-
ve eld, illetve az astrocytdk elvesztik képességiiket a kdli-
um pufferelésére, ami tovdabbi excitotoxicitdst indukdl. A
perikarion koriili folyamatokon kiviil a tavoli axontermi-
nalisok is sériilhetnek (részben a sejttestben lezajlo
Sfolyamatok eredményeként vagy ALS-re jellemzé autoim-
mun IgG-t6l), ami lokdlis kalciumbedramldst és szinap-
tikus degenerdciot indukdl
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vetleniil megemelni a kalcium mennyiségét a moz-
gatéidegsejtekben, de indirekt médon, reaktiv oxi-
géngyokok képzésén keresztiil mind a microgliak®,
mind az astrocytak* képesek rd. Az ALS progresz-
szidjdban a humoréalis immunvélasznak is kiemel-
ked6 szerepe van, amint azt egy, a kdzelmdiltban
megjelent kozlemény dokumentdlja, a betegek szé-
rumabdl 20, jelentGsen megemelkedett autoantitest
kimutatasaval*'. A betegek vérében, illetve gerinc-
vel6i folyadékdban keringd anti-motoneuronalis
antitestek egy része fesziiltségfiiggs kalciumcsator-
ndkon keresztiil képes novelni a rajtuk atfoly6 dram
erdsségét és az intracellularis kalcium mennyiségét
a mozgatdidegsejtekben és az axonterminalisokban
egyarant. Ezekrdl az IgG-tipusu antitestekr6l kimu-
tattdk, hogy az ALS sporadikus formdjaban a bete-
gek 75%-aban fordulnak el6*, s melyek a kalcium-
csatorna ionofor régidjat tartalmazé al alegységé-
hez kotddnek*. Modellrendszerben, elektrofiziols-
giai vizsgalatokkal kimutattdk tovabbd, hogy az
ALS-betegek szérumabdl nyert IgG képes a neuro-
nalis N-/P-/Q- csatorndkkal val6 kolcsonhatas utjan
az azokon atfoly6 kalcium dram novelésére*.

A megnévekedett intracellularis
kalciumszint az egyes patolégiai
folyamatok erésodéséhez vezet

Mais kationokhoz képest a kalciumnak kimagasld
jelentSsége €s kiterjedt szerepe van az élettani folya-
matokban, aminek evoliciés hattere az lehet, hogy ez
az ion kiemelked6en képes fehérjékkel reverzibilisen
komplexeket képezni*> 4. Altaldban a biokémiai
reakcidkra jellemzden az in vivo kalciumfiiggd reak-
cidknak is van egy optimdlis koncentricidtartoma-
nya, vagyis mind az alacsony, mind a magas kalcium-
koncentrici6 Osszeegyeztethetetlen az élettel. Ala-
csony koncentracié esetében a cellularis funkcidk
kéros megvaltozasardl els6ként Sidney Ringer széa-
molt be izolalt szivprepardtumon végzett itt6ré6 mun-
kédjaban®’. A tilzott magas koncentracié élettani hata-
sa a neuronokban tipikusan lezajlé degenerdci6é*s, ami
szamos akut és kronikus neuroldgiai kérképben, mint
ischaemids vagy traumatikus agyi karosodést koveto-
en, sclerosis multiplexben, Huntington-, Parkinson-
és Alzheimer-kdrban is megfigyelhet6. A megemel-
kedett kalciumszint tobb ttvonalon keresztiil is képes
degenerativ folyamatok indukéldséra. Igy elindithatja
a kalpain- és a kaszpdzrendszer aktivaciojat, aminek
kovetkeztében a cytoskeletalis elemek €s a membran-
proteinek kérosoddsa alakul ki*. A kalciumszint
megemelkedése ugyanakkor képes sejtpusztuldst
el6idézni kozvetleniil a kalciumfiiggé apoptotikus
fehérjék aktivacidjaval®, vagy kozvetve, egyes mito-

chondrialis funkcidkat érintve’’. Az intracelluléris
kalcium szintjének emelkedése tovabbd lipidperoxi-
déciot indukal szabadgyokok keletkezését és szuper-
oxid-anionok képzb&dését eldsegitve, vagy kozvetve,
mitochondrialis kalciumakkumuldcié eredménye-
ként?, vagy kozvetleniil, a nitrogén-monoxid-szintaz,
a foszfolipaz A, és a xantinoxidaz aktivécija ttjdn™.
A sériilés kovetkeztében aktivalodott intracelluldris
jelatviteli utak tovdbba olyan jelmolekuldkat sza-
baditanak fel, amelyek széles kord gyulladasos reak-
ciét eredményeznek, melynek fenntartdsaban és prog-
resszidjdban a neuronok, a microgliasejtek és astrocy-
tak kozotti reciprok kommunikéci6 igen jelentds sze-
reppel bir (2. abra)**>. A fenti folyamatokon tilme-
nden, melyek degenerdl6dé idegsejtekre altaldnosan
jellemzdk, ALS esetén tovabbi specifikus kalciu}m-
fligg6 patologids folyamatok is megfigyelhetdk. Igy
mutans SOD1 transzgenikus egerekbdl preparélt
gerincvel8i szinaptoszémaprepardtumban in vitro
emelkedett kalciumszint, és megndvekedett kalcium-
fligg6 glutamatfelszabadulds volt mérhetd, mely
jelenség in vivo extrapolacidja megnovekedett excito-
toxicitasra utal®®. Biofizikai vizsgélatokkal a SOD1
enzim térszerkezetének olyan kalciumindukélt kon-
formécidvaltozasat figyelték meg, mely elbsegiti az
enzim amorf aggregatumainak képzddését, ami
nemcsak hogy az ALS tipikus patoldgiai jegye, de az
oxidativ stressz altal kozvetitett degenerdcidhoz is
aktivan hozzdjarul¥’. Ezek az eredmények aldtimaszt-
jék a kalcium 4ltal indukalt fehérjetérszerkezet-valto-
zasok fontossdgdt nem csak mutdns SODI tipusid
aggregdtumok, azaz nemcsak a familidris ALS-
modellben, hanem sporadikus betegségforma esetén
is.

A mozgatdidegsejt-populacidk eltéré
sérulékenységét betolydsolé belsé
mechanizmusok

ALS-ben nem minden mozgatdidegsejt-populdciod
degeneral6dik azonos mértékben a betegség lefo-
lydsa sordn. A betegeken, a kis szdmban el6fordul6
extrém hosszusagu tdléloktdl eltekintve, a gerinc-
vel6 szakrélis régidjaban taldlhatd nucleus Onuf-
rowicz, és az agytorzsi nucleus oculomotorius mo-
toros neuronjai tipikusan érintetlenek maradnak®.
A kiilonb6z6 érzékenység bioldgiai alapja rend-
kiviil sokrétd lehet, befolydsolhatja a sejttest mére-
te, az axonok hossza, a metabolikus rata, a cortica-
lis neuronokkal torténd monoszinaptikus kapcsola-
tok szdma és természetesen a kalcium-homeoszta-
zis stabilitdsa, valamint a lehetséges intracellularis
kalciumszint emelkedését korrigalni képes puffer-
rendszerek terhelhet6sége.
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A KALCIUMKOTO FEHERJEK MENNYISEGE
ES A MOTONEURONOK REZISZTENCIAJA

A fehérjékben megtaldlhat6 EF-kéz motivum az
egyik legismertebb kalciumkotésre alkalmas szer-
kezeti kompozicié®. Ebbdl kifolydlag azok a fehér-
jék, amelyek rendelkeznek ezzel a motivummal,
képesek befolyasolni a lokdlis kalciumkoncentraci-
6t, bar némelyikiiknek, mint a troponin C-nek és a
kalmodulinnak a regulator funkcidja jéoval markan-
sabb tulajdonsdga, mint a kalciumkotd képesség.
Kiilonboz6 agyi régiok morfoldgiai vizsgédlatdval
kimutattak, hogy az ALS-ben rezisztensnek tekint-
het motoneuronok kiemelked6en magas parvalbu-
min- €s/vagy kalbindin D, -tartalommal rendelkez-
nek®. A kalciumkotd fehérjék rezisztencidban
betoltott szerepét, Keller és munkatdrsai tiléls agyi
szelet preparditumon kozvetleniil is bizonyitottdk.
Az ugynevezett ,hozzdadott puffer” technikat al-
kalmazva megfigyelték, hogy a rezisztensnek te-
kinthetd nucleus oculomotoriusbol szarmazé moto-
neuronok nagyobb pufferkapacitdssal rendelkeznek
a sériilékeny gerincveli és a nucleus hypoglossus
teriiletérdl szarmazé mozgatdidegsejtekhez viszo-
nyitva®?, mellyel 6sszhangban, idegdtvagds utdn a
rezisztens idegsejtekben kisebb kalciumemelkedés
volt kimutathaté®. A kalcium pufferkapacitdsanak
megemelésén alapulé neuroprotektiv eljardsok
hatékonysagit szdmos in vitro, ex vivo és in vivo
kisérletekkel is bizonyitottdk. In vitro, magas kal-
bindin-D, -tartalmi differencidlatlan VSC 4.1
motoneuronok rezisztensnek bizonyultak a bete-
gekbdl szarmazé immunglobulinokkal kivaltott
degenerativ modellben. Ugyanezek a sejtek rezisz-
tencidjukat a differencidlodas utan kalbindin-D,, -
tartalmukkal egyiitt elvesztették, mellyel parhuza-
mosan az intracelluldris kalciumszint kéros mérték-
ben megemelkedett az ALS-betegekbdl szarmazo
IgG-vel torténd expozicié utdn. Ez a sériilékeny-
ség visszafordithatonak bizonyult kalbindin-D, -
transzfekciot kovetéen®. In vivo, a parvalbumin tal-
termeltetésével 1étrehozott transzgenikus modell-
ben a nervus ischiadicus roncsoldsival® vagy a
nervus hypoglossus atvagasaval® jaré akut laesios
modellben, és a SOD1-mutdns kisérleti 4llatokkal
torténd keresztezéssel kialakitott kettds transzgeni-
kus egerek kronikus stressz modelljében is jelentds
neuroprotekcié volt detektalhat6®.

AZ AMPA-RECEPTOROK KALCIUMPERMEABILITASA
ES A MOTONEURONOK REZISZTENCIAJA

ALS-ben a motoneuronalis degeneracié folyamatat
értelmezd egyik vezetd elmélet, az excitotoxicitas,
a mozgatdidegsejtek plazmamembranjiban taldlha-
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t6 AMPA-receptorok specifikus mddosuldsan ala-
pul. Az AMPA-receptorok négy alegységbdl épiil-
nek fel, melyek koziil a GluR2 megléte vagy épp
hidnya kiemelkedd jelent&ségli, mivel ez a régié
hatdrozza meg a receptor kalciumateresztd képessé-
gét?!. Bar a szakirodalomban ellentmondésos adato-
kat is taldlhatunk a GluR2 meglétének vagy épp
hidnydnak a mozgatdidegsejtek érzékenységére
gyakorolt hatdsarél, a GluR2 mRNS és fehérje exp-
ressziéjanak csokkenése a sériilékeny mozgato-
idegsejtekben egyarant megfigyelhet6®. Emellett
nem ALS-betegekbdl szdrmaz6é human mintdkon
végzett transzkripcids profil analizise segitségével
kimutattak, hogy a gerincveldi neuronokhoz képest
a nucleus oculomotorius neuronjaiban mind a négy
glutamaétreceptor-alegység szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben taldlhaté meg, ahol magasan kiemel-
kedik a GluR2-alegység majdnem 2,5-szeres meny-
nyiséggel®. Az AMPA-receptorok permeabilitdsa-
nak véltozdsat patkanygerincvel6i és -agytorzsi
szovetszeleteken végzett elektrofiziolégids mod-
szerekkel is bizonyitottdk. A GluR2-alegység hid-
nyanak egyik oka, hogy motoneuron-betegségben
szenvedo betegek mintdiban a GluR2 mRNS maédo-
sitdsa a glutamin/arginin (Q/R) oldallancokon hia-
nyos™. Mivel ezeket az mRNS-mdédositasokat az
RNS-en haté adenozin deamindz 2 (ADAR?2) végzi,
igy az ADAR2 miikodési elégtelensége fontos té-
nyezd lehet a motoneuron-betegség patoldgids fo-
lyamataiban. Az enzim fontossidgat bizonyitanddan,
kondiciondlis ADAR2 knock-out mutansokban,
csak a gerincvelSi neuronokban torténd kiiités ese-
tén kizardlag az itt taldlhaté6 motoneuronok degene-
ralédtak, aminek hatdsa kivédhetd volt mddositott
Q/R oldallancot tartalmazé GluR2-alegységek
endogéntermeltetésével’.

A kalcium megnévekedett
mennyiségének igazoldsa
degenerdalédé motoneuronokban

A neuronalis degeneraci6 sordn pusztuldsnak indult
idegsejtek intracelluldris kalciumszintje meghataro-
zdsdra irdnyul6 vizsgalatoknak, igy a kalcium neu-
ronalis degenerdciéban betoltott szerepe kdzvetlen
igazoldsdnak gatat szab, hogy érthetd etikai meg-
fontoldsbo6l, huméan kozponti idegrendszerbdl vett
mintdkon nem lehet vizsgalatokat folytatni. EImé-
leti alternativat jelenthetnek a post mortem vizsga-
latok, viszont a kalcium difftzibilis tulajdonsdga és
a haldl utani autolitikus degradaci6 miatt a még €10,
degeneral6do sejteken beliili ioneloszladsra valé ko-
vetkeztetés nem lehetséges. Kovetkezésképpen, €16
sejteken a neuronalis degenerdcioval Osszefiiggd,
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3. abra. Kalcium elektronmikroszkopos kimutatdsa
G93A mSODI transzgenikus egér neuromuscularis szi-
napszisiban. A: Specidlis, oxaldt-piroantimondt-ozmi-
um-fixdldssal a szoveti kalcium elektrondenz csapadék-
ként jelenitheté meg, melyek kisebb-nagyobb csoporto-
kat alkothatnak a mitochondriumokban (=), vagy a
szinaptikus vesiculdkban (<). Mit: mitochondrium, sv:
szinaptikus vesicula, jf: junkciondlis redd. Nagyitdsi
marker: 0,5 um. B: Az elektrondenz csapadékok kalci-
umtartalmdt elektrongerjesztéses rontgensugdr-mikroa-
nalizissel JEOL JEM-1400Plus elektronmikroszkopban
igazoltuk. A folyamatos fekete vonallal dbrdzolt ront-
genspektrum matematikai dekonvoliiciojdval az dtfedd
antimon- és kalciumcsiicsok elvdlaszthatok

megvaltozott kalciumkoncentracié-értékek alapve-
téen in vitro rendszerekbdl, mint gerincveldi orga-
notipikus prepardtumokbdl, neuronalis sejtvonalak-
bdl, transzfektalt neuroblastoma-sejtekbdl vagy kii-
16nboz6 szoveti szeletekbdl szarmaznak. ALS ese-
tén viszont kihaszndlhaté, hogy a degenerdl6do
mozgatdidegsejtek izom-ideg szinapszisokat alkotd
idegvégzbdései rutin izombiopszids eljdrdssal
konnyen mintavételezhet6k. A biopszids mintdk
értékeléséhez kidolgoztunk egy eljarast, ami a pre-
pardtumok gyors immerzids fixdldsa sordn a szdve-
ti kalciumot megkoti, majd elektrondenz csapadék-
ka alakitja, mi altal az idegvégzddésekben a kalci-
um elektronmikroszképpal kimutathatéva valik, igy
mennyisége €s eloszldsa meghatdrozhat6. A mdd-

szerrel ALS-betegek izombiopszids mintdiban ta-
lalhat6 motoros idegvégzddésekben a kontrollmin-
tdkhoz viszonyitva emelkedett kalciumszint volt
kimutathat6’>. Ugyanezzel a mddszerrel az ALS
legelterjedtebben haszndlt allatmodelljében — a
G93A mSODI1 transzgenikus egértérzsben — meg-
vizsgdlva a gerincvel6i mozgatdidegsejtek végzo-
déseit, hasonldan emelkedett kalciumszint volt
kimutathat6”, amire egy tipikus képet a 3. abran
mutatunk be. Viszont a kisérleti allatokban a
gerincveldi motoneuronok kalciumszintje is érté-
kelhet$ volt, ami az axonterminalisokhoz hasonlo-
an emelkedett értéket mutatott”. fgy, az ALS-bete-
gekbdl és az egérbdl szarmazé idegvégzddések kal-
ciumtartalmanak korreldci6jara alapozva extrapo-
lalhat6 az ALS-betegek gerincvel6i motoneuronjai-
ban is az emelkedett kalciumszint, vagyis a humén
motoneuronalis degeneracié és a megemelkedett
kalciumszint kapcsolata kdzvetve igazoldst nyert. A
moédszer alkalmazdsaval tovabbd aldtdmaszthatd
volt a kiilonbozé motoneuron-populacidok eltérd
sériilékenységének és a kalcium-haztartas stabilita-
sanak osszefliggése is, mely neuroprotekcids straté-
gidk kidolgozasat segitheti el. Igy, az mSODI
transzgenikus egerek kiilonboz6képpen sériilékeny
nucleus oculomotoriusbol szarmazo €s gerincveldi
mozgatdidegsejtjeinek kalciumszintjét vizsgilva
megallapithat6 volt, hogy korreldcié all fenn a sej-
tek kalciumkotéfehérje (parvalbumin) -tartalma és
az mSODI1 4ltal okozott stresszel szembeni ellendl-
16 képessége kozott, ami tiikrozédik az ellendlld
tipusi sejtek alacsonyabb kalciumszintjében is”. A
motoneuronok kalcium-pufferkapacitdsanak nove-
1ésének, illetve a sejtekbe bedramlé kalciummeny-
nyiség csokkentésének neuroprotektiv hatdsa koz-
vetleniil is igazoldst nyert tovabbi vizsgdlatok
soran. Kordbbi kisérletekben kimutattuk, hogy ege-
rekbe anti-motoneuronalis IgG intraperitonealis
injektdlasa jelent6sen megnoveli a mozgatdidegsej-
tek végzbdéseiben és perikarionjaiban elektronmik-
roszképosan kimutathat6 kalcium mennyiségét’+"",
Azokban az egerekben viszont, melyek mozgatd-
idegsejtjeiben a parvalbumin mesterségesen tulter-
mel6dott, ez a fajta akut stressz kalciumemelkedést
nem idézett eld, illetve krénikus koriilmények
kozott, az allatokat mSOD1 transzgenikus egerek-
kel keresztezve, késleltette a betegségtiinetek kiala-
kuldsat®’. Az alternativ eljards hatékonysdga a sej-
tek kalciumszintje emelkedésének gétlasdra az
mSOD1 modellben a kalciumpermedbilissd valo
AMPA-receptorok kompetitiv antagonistdval (ta-
lampanellel) torténd blokkoldsdval is igazolhatd
volt, azonban ez a mddszer csak akkor bizonyult
hatékonynak, ha a kezelés megkezdése még a be-
tegségtiinetek megjelenése el6tt tortént’. Mindkét
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protektiv prébalkozds sordn a stressz dltal indukalt
kalcium mennyiségi novekedését sikeriilt mérsékel-
ni, de a beavatkozdas a betegség progresszidjara csak
minimalis mértékben volt hatdssal. Tekintettel a
kalcium univerzdlis szerepére, az eljarasok ala-
csony hatasfoka vdratlan volt. A kezelés mérsékelt
sikerének oka egyrészt lehet, hogy az elébb, vagy
utébb telit6éd6é kalcium-pufferkapacitds novelése
onmagaban nem elegend$ a folyamatosan emelke-
d6 kalciumbedramlds kompenzalasahoz. Masrészt,
ha az AMPA-receptorok antagonista vegyiiletével

sz

torténd kezelés tal késdn kezdddik a betegség prog-
resszi6jahoz képest, az astrocyta-microglia-neuron
kommunikdciéban olyan folyamatok indulhatnak
el, amelyek a lokdlis immunsejtek neuroprotektiv

szerepét irreverzibilisen a citotoxikus irdnyba toljak
6154’ 79‘

Osszegzés

Az ALS-ben dokumentalt egyes patoldgiai folya-
matok a korkép kialakitdsdnak szempontjabodl
Osszehangoltan jatszanak szerepet. A degenerativ
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folyamatok kolcsonos kapcsolataiban ezek kalci-
umfiiggése az, ami kialakithat egy komplex onger-
jeszté és oOnfenntarté patofizioldgiai halézatot,
melynek eredményeképp a mozgatdidegsejtek
degeneraciéja bekovetkezik a kivalté oktdl, a dege-
neracié elsé 1épésének helyétdl, és idejétdl fiigget-
leniil. A folyamatban azok a mozgatéidegsejtek es-
nek dldozatul a leghamarabb, amelyek alacsony
kalcium-pufferkapacitassal rendelkeznek és/vagy
jelentdsen megnovekedett kalciumbedramlés fi-
gyelhetd6 meg specidlis receptorkonformdacidiknak
koszonheten.
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