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I. BEVEZETES

Az elmult évtizedben szadmos bizonyiték latott napvildgot arra vonatkozoan, hogy a
peroxiszoma proliferator altal aktivalt receptor-gamma (PPARY) koaktivator 1-alfa (PGC-1a),
egy szamos transzkripcios faktor koaktivalasaért felelds sejtmagi kodolasu fehérje, kiemelkedo
szerepet jatszhat a mitochondridlis biogenezisben érintett folyamatok transzkripcids
kaszkadjaban. Bizonyos gének PGC-1a altali koaktivalasa, igymint a nuklearis respiratoros
faktor 1 és 2 (NRF-1 ¢és -2), a PPAR-0K, az 6sztrogénhez kothetd receptorok (ERR-€K) és az
izomsejt-specifikus serkenté faktor 2C (MEF2C), szamtalan olyan fehérje expresszidjanak
fokozodasahoz vezet, amelyek érintettek a mitochondrialis transzkripcioban, replikacioban,
sejtmagi  kodolast  mitochondrialis respiratoros komplex alegységek importjaban és
Osszeszerelésében, valamint szovetspecifikusan serkentik az oxidativ foszforilaciot és a
hdszabalyozast, fokozzak a gliikoneogenezist és a zsirsavoxidaciot, és javitjak az oxidativ

stresszel szembeni védelmet (1. abra).
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1. abra. A PGC-1a kaszkad. A PGC-1a éhezés, fizikai munka vagy hideghatas altal vagy
gyogyszeresen elért fokozott transzkripcidja és/vagy poszt-transzlacios aktivaldsa szamos
olyan sejtmagi kodolast fehérje transzkripciojanak emelkedéséhez vezet, amelyek a
mitochondriumok miikodésének szabalyozasaban tobb Szinten részt vesznek, beleértve a
mitochondrialis biogenezist, az adaptiv anyagcserét, az antioxidans valaszt és az

elektrontranszport-lanc megfeleld 0sszeszerelését/elemeinek mitochondrialis importjat.



Szdmos magyarazat van arra a megfigyelésre, miszerint a kdzponti idegrendszer kifejezetten
hajlamos a mitochondrialis zavarok altal eléidézett karosodasokra. Ezek kozé tartozik a
kiemelkedden magas energiasziikséglet és az idegsejtek folyamatos gliikkdz- és oxigénellatasra
valo igénye. Mindez jol 6sszecseng azzal a szamtalan megfigyeléssel, amely a mitochondrialis
diszfunkciot a kiilonb6z6 neurodegenerativ korképek pathogenezisének kézéppontjaba helyezi,
ideértve az Alzheimer-kort, a Parkinson-kort, a Huntington-kort és az amiotrofias lateralis
szklerdzist. A neurodegenerativ korképekben a kozponti idegrendszer egyes koriilirt tertiletein
bekovetkezd progressziv idegsejtpusztulas mellett bizonyos fehérjék lebontasanak zavara és a
rosszul formalt fehérjék kovetkezményes aggregacidja észlelhetd, ilyenek példaul a
hiperfoszforilalt Tau (pTau), az amyloid-p (AP), az a-synuclein, a transz-aktivaciés valasz
(TAR) DNS-kot6 fehérje 43 (TDP-43) és a fused in sarcoma (FUS) fehérjék. Egyre tobb a
bizonyiték arra vonatkozoéan, hogy a mitochondrialis funkciézavar és a karosodott
fehérjefeldolgozas kozott ezekben a betegségekben szoros a kapcsolat. Az idegsejtek oxigén-
vagy glilkozmegvonasra vald fokozott érzékenysége — szemben az asztrocitak relativ magas
tlroképességével — jol ismert, azonban friss tanulményok arra utalnak, hogy az
oligodendrogliak érzékenysége e tekintetben még az idegsejtekét is meghaladja, amely
tulajdonsag fontos informacié a kézponti idegrendszeri mitochondrialis diszfunkciohoz tarsuld
kronikus  betegségekben  észlelhetd  jellegzetes  myelineltérések  pathogenezisének

megértéséhez, beleértve az dregedést és a mitochondrialis encephalopathiakat.

Egy sor bizonyiték tamasztja ala, hogy a PGC-1a tengely csokkent miikddése fontos
szerepet jatszhat a neurodegenerativ betegségekben észlelt mitochondrialis funkciozavar és
ezaltal a proteinaggregacio kialakulasaban. Valdban, forditott Osszefiiggést talaltak a
hippocampalis PGC-1a fehérjetartalom valamint a neuritikus plakk patholdgia mértéke illetve
a hippocampalis APx-42 mennyisége kozott Alzheimer betegekben, és in vitro bizonyitékok azt
sugalljak, hogy PGC-1a hianya csokkentheti a nem-amyloidogén o-Szekretaz aktivitasat. EQy
genomszinti elemzés 425 PGC-1a-reszponziv, sejtmagi kodolast mitochondrialis gén alacsony
expresszidjat mutatta ki sporadikus Parkinson betegek korében, tovabba a PGC-la egyes
génpolimorfizmusait (SNP-it) Osszefliggésbe hoztak a Parkinson-kor kezdetekor fennalld
¢letkorral és a betegségre valo hajlammal is. Mindez jol egybevag az érintett agyteriiletekben
észlelt alacsonyabb PGC-1a expresszidval Parkinson betegekben illetve kondicionalis parkin
knockout egerekben. Fontos kiemelni, hogy a PGC-1a csokkent expresszidja serkentette az a-
synuclein oligomerizaciojat in vitro. Ami a Huntington-kort illeti, csokkent PGC-1a expressziot

talaltak a betegek striatumaban, transzgenikus egerekben és in vitro Huntington modellekben.



Ezzel 6sszhangban szamos PGC-la célgén alacsonyabb expressziojat talaltdk Huntington-
koros betegek striatumaban illetve transzgenikus egerekben. A PGC-la gén egyes
polimorfizmusai befolyasoljak a betegség kezdetekor fennallo életkort.

oroklott mitochondrialis betegséggel, figyelembe véve, hogy szamos olyan gén all a PGC-1a-
val kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatban, amelyet vagy patogén muticioban vagy a
betegségek kisérletes modellezésében érintett, a PGC-1a indukcid potencialis jétékony hatasa
ezekben a jelenleg befolyasolhatatlan betegségekben joggal feltételezhetd, és a koncepciot

szamos a mitochondrialis citopathidk modelljeit alkalmazo kisérletes tanulmany tdmogatja.

PGC-1a-deficiens dllatok — érdekes ellentmonddsok

Nemrégiben kimutattak, hogy a PGC-1a ateshet egy alternativ 3’ splicing-on is a 6-0S
és 7-es exonok kozott, amely egy in-frame stop kodont hoz létre a 268-as aminosavnal, és
ezaltal egy rovidebb, de funkcionalisan aktiv PGC-1a splice varianst eredményez, amelyet a
PGC-1a N-trunkalt vagy N-terminalis fragmentjének neveznek (NT-PGC-1a; 267 aminosav).
Az elmult években két egymastol fliggetleniil kialakitott, PGC-1a vonatkozasaban teljes test
génkiiitott egértorzset hoztak létre. Az els6 torzs egy komplett PGC-1a knockout (PGC-1a. -/-),
mig a parhuzamosan kialakitott torzsb6l hianyzik ugyan a teljes hosszusagu (full-length)
protein expresszioja (FL-PGC-la -/-), azonban kifejezédik egy valamennyivel révidebb,
demiikddéképes NT-PGC-1a izoforma (NT-PGC-102°%). Kiemelendd, hogy mind a két egész
test PGC-la knockout torzs kapcsan beszdmoltak dontéen a stridtumot érintd agyi
asztrogliozisrol és vakuolizaciordl, amely arra a kovetkeztetésre juttatta a szerzoket, hogy a
PGC-1a hianya a neurodegeneraciot, azon beliil is elsdsorban a Huntington-kort modellezheti.
Furcsa modon, a komplett PGC-1a -/- egerek kapcsan hiperaktivitasrol szamoltak be, amelyet
a szerzOk a Huntington-korra jellegzetes hiperkinetikus fenotipusként interpretaltak; ezzel

szemben, az FL-PGC-1a -/- egerek hipomotilitast és gyengeséget mutattak.

Il. CELKITUZESEK

A neurodegenerativ betegségekben észlelheté mitochondrialis funkcidzavart és azon beliil is a
PGC-1a hianyat a fehérjefeldolgozéas zavaraval Osszefliggésbe hozd egybehangzé irodalmi
adatokra alapozva elvégeztik az FL-PGC-la -/- egértorzs szisztematikus neuropathologiai
karakterizalasat,  kiilon  tekintettel a neurodegeneracidhoz  kothetd  proteinek
immunohisztokémiai mintazatara. Mivel sem az agyi vakuolizacid sem a hiperkinetikus

viselkedés nem jellemz6 a transzgenikus vagy szisztémas toxin-indukalt Huntington-kor



egérmodellekre, célul thztik ki az FL-PGC-la -/- egértorzs részletes neuropathologiai
Iézioprofiljanak elkészitését. A kezdeti eredményeink alapjan az észlelt neuropatholdgiai
fenotipus a mitochondrialis betegségekre emlékeztetett, igy idds allatokbol szarmazo
mintainkat szisztematikusan 6sszehasonlitottuk egy definitiv mitochondrialis encephalopathia

eset human agyszovetbol szarmazd mintaival.

I111. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az FL-PGC-la -/- egereket a Kelly Laboratorium allitotta elé ¢és Klinikank
Allathazaban szaporitottuk ket tovabb. A szovettani vizsgalatokat két korcsoportban végeztiik
el, 30 és 70-75 hetes allatokon. A neurodegeneraciohoz kdthetd fehérjék immunohisztokémiali
elemzésére szagittalisan metszett, paraffinba agyazott agymetszeteket hasznaltunk, s ubiquitin,
Tau, pTau (AT8), a-synuclein, AP, amyloid prekurzor protein (APP), prion protein (144-152
epitop), TDP-43 ¢és FUS fehérjék elleni antitesttel festettiik. A neuropathologiai profil
elkészitése soran Hematoxilin és Eozin (H&E), Kliiver-Barrera, Oil Red O és Bielschowsky
eziist festéseket, valamint glialis fibrillaris savi protein (GFAP), TPPP/p25 (érett
oligodendrocitak markere), foszforilalt és nem-foszforilalt neurofilamentumok (SMI-31 és
SMI-32) ¢és mikrotubulushoz asszocialt protein-2 (MAP-2) neuronalis markerek, myelin
bazikus protein (MBP), valamint Ibal (mikroglia marker) elleni immunfestéseket
alkalmaztunk. A neuropatholdgiai profil vizsgalatait egy genetikai vizsgalattal igazolt Kearns-
Sayre szindromas (KSS), 22 éves koraban elhunyt férfibeteg mintain is elvégeztik. Az
egerekben észlelt vakuolizacio és asztrogliozis kiértékelése Szemikvantitativen tortént (2. abra).

Az  elektronmikroszkopiara  elokészitett — metszeteket ~JEM-100C  transzmisszios

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A statisztikai elemzéshez a Fisher-féle exakt tesztet
Vakolizacié

hasznaltuk.

GFAP

2. abra. A vakuolizaci6 (A) és az asztrogliozis (B) pontozasara alkalmazott szemikvantitativ

értékeket abrazolo reprezentativ felvételek. A csik 20 um-nek felel meg.



IV. EREDMENYEK
IV.1. A neurodegenerdciohoz kithetd fehérjék elleni immunfestések

Prion protein (PrP), a-synuclein (a-Syn), amyloid prekurzor protein (APP), AB (A-beta), Tau,
pTau, TDP-43, FUS és ubiquitin (Ubi) elleni immunfestéseket végeztiink vad tipusa (VT) és
FL-PGC-1a -/- (PGC-la) allatok agyanak kiilonb6z6 anatomiai régidiban. A koros
fehérjeaggregacio és zarvanytest-kialakulas teljes hianyat észleltiik, az érett FL-PGC-1a. -/-
egerek agyanak egész teriilete fiziologias festddési mintazatot mutatott (3. dbra). Ez a kép
gyakorlatilag teljesen identikus volt a 70-75 hetes FL-PGC-1a -/- egerekben egy kovetkezd

vizsgalatsorozatban (nem prezentalt adatok).
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3. ébra Az FL-PGC-la expresszio hiz’lnya nem tarsul a neurodegeneraciohoz kotheto

e rer



IV.2. Erett FL-PGC-1a -/- egerek lézidprofilja

Harminc hetes életkorban az egerek neuropathologiai eltérései kozott kiterjedt, dontéen
fehérallomanyi vakuolizaciot és koriilirt agyteriileteket érinté reaktiv asztrogliozist észleltiink.
A striatum volt a vakuolizacio tekintetében leginkabb érintett sziirkeallomanyi struktura
(1. tablazat); a neocortexet érinté vakuolizacié a mély agykérgi rétegekben dominalt, a hid-
nyultveldi régidban a legsulyosabb szivacsosodas a paramedian metszetekben volt kimutathato
(p = 0.018). A széles korben érintett fehérallomanyi struktirak kozil a legsulyosabb

vakuolizacio a capsula internaban és fasciculus retroflexus-ban volt kimutathat6 (4. abra).

A vakuolizacié foka Régio Atlag  p-érték
Kisagyi fehérallomany 1.833 < 0.001
hid-nyultveldi agytorzs ' * 1.923 0.005
substantia nigra 1.375 0.004
Enyhe .
hippocampus ™ 1.133 0.006
hippocampus ' 1.933  <0.001
fimbria hippocampi 1.182 0.007
Kisagyi magvak * 2.150 < 0.001
hid-nyutltveldi agytorzs ™ ** 2.933 < 0.001
mesencephalon * 2.571 < 0.001
nucleus accumbens 2.600 < 0.001
globus pallidus 2.692 < 0.001
Mérsékelt corpus mammillare 2.143 < 0.001
nagyagykéreg 2.305 < 0.001
thalamus ™ 2.067 < 0.001
commissura anterior 2.533 < 0.001
stria terminalis 2.786 < 0.001
tractus olfactorius 2.071 < 0.001
striatum 4.000 <0.001
Salyos thalamus' 3533  <0.001
capsula interna 3.615 < 0.001
fasciculus retroflexus 4.000 < 0.001

'ateralis metszet; ™ paramedian metszet; * mérsékelt reaktiv asztroglidzishoz tarsul; ** sulyos
reaktiv asztrogliozishoz tarsul.

1. tablazat. Az FL-PGC-1a -/- egerek agyanak lézioprofilja. Az FL-PGC-1a -/- egerek
agyaban talalt spongiform vakuolizdcid és reaktiv asztrogliozis jellemzd foka az egyes
anatomiai régiokban. Az FL-PGC-1a -/- és a vad tipusu egerek kozti kiillonbségeket az atlagok
¢s a hozzajuk tartoz6 p értékek szemléltetik.
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Capsula interna

O Fasciculus retroflexus

Klaver-Barrera (myelin)

4 abra. Az érett FL-PGC-la -/- egerek agyaban észlelt vakuolizaci6 a human
mitochondrialis leukoencephalopathidkra emlékeztet. (A) A vad tipusu (VT) és FL-PGC-
lo -/- (PGC-1a) egerek kiilonboz6 agyteriileteken végzett H&E festése kifejezett vakuolizaciot
mutat az FL-PGC-1a. -/- egerek striatumban és a capsula internaban. (B) A baloldalon k6zépen
Kliiver-Barrera festéssel demonstralt fehérallomanyi vakuolizacio lancszerti megjelenést mutat,
melyekhez szemlatomast jol megtartott axonok tarsulnak, melyeket a vakuolumok tartalma
annak szélére tol (Bielschowsky eziist festés jobb oldalt kézépen). (C) A neuropil-vakuolumok
szemlatomast szintén fehérallomanyi struktarakhoz asszocialédnak, amint az a hippocampus
(stratum lacunosum moleculare) és a striatum (ceruzarostok) Kliiver-Barrera festésébdl latszik.



Krénikus neuronalis degeneraciora utalé prominens reaktiv gliozist észleltiink az FL-
PGC-1a -/- egerek agytorzsében és a kisagyi magvakban. Ez legsulyosabban a hid-nyultvel6i
agytorzs paramedian metszeteiben volt észlelhetd, mig mérsékelt asztrogliozist detektaltunk a
mesencephalonban, a kisagyi magvakban, valamint and a hid-nyutltvel6 lateralis metszeteiben

(5. abra). A hid-nytltvel6i glidzis paramedian dominanciaja szignifikans (p = 0.004).

Striatum - Vad tipus Striatum - FL-PGC-1a -/- Agytorzs - Vad tipus Agytorzs - FL-PGC-1a -/-
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5. abra. A GFAP elleni festés kronikus neuronalis degeneraciora utalo reaktiv asztrogliozisra
deritett fényt érett FL-PGC-1a -/- egerek hid-nyultvel6i agytorzsében és a mély cerebellaris
magvakban, de a striatumban nem (Szemben a korabbi kozlésekkel).

Osszefoglalando a kezdeti eredményeinket, az altalunk megfigyelt Iézioprofil nem felelt
meg egyetlen neurodegenerativ betegség (beleértve a Huntington-, Alzheimer- és Parkinson-
kort) jellegzetességeinek sem, sem a megvaltozott fehérjefeldolgozas, sem a neuronalis
degeneraciora utalo eltérések lokalizacioja tekintetében. Azonban — a dontéen a bazalis
ganglionok, a thalamus, az agytorzs €s a cerebellum fehérallomanyat érinté kiterjedt
vakuolizacioval és az agytorzset valamint a mély kisagyi magvakat érintd reaktiv
asztrogliozissal — a megfigyelt kép kifejezetten emlékezetett a mitochondrialis spongiform
leukoencephalopathidkban latottakra, kiilonds tekintettel a KSS-re (2. tablazat). Mindez arra
sarkallt minket, hogy tovabb vizsgaljuk és jellemezziik a megfigyelt 1ézioprofilt egy idds FL-
PGC-1a -/- egereket human KSS-bél szarmazo agymintakkal Gsszehasonlitd szisztematikus
vizsgalatban, tovabbi  immunohisztokémiai és  elektronmikroszkopos  moédszerek

alkalmazasaval, kiilon figyelmet forditva a vakuolumok eredetére.



IV.3. A human KSS és az idds FL-PGC-1a -/- egerek |ézidprofiljanak dsszehasonlitisa

Vakuolizacio

A Kliiver-Barrera festéssel kiterjedt spongiform elvaltozasok mutatkoztak mind a KSS
agyban, mind a 70-75 hetes FL-PGC-1a -/- egerek agyaban. Mindkett6 esetében a vakuolizacid
a fehérallomanyban dominalt, azonban a sziirkedllomany neuropiljében is megfigyelhetok
voltak vakuolumok, bar szemmel lathatéoan jelentésen kisebb szamban (6.A-F abra). A
vakuolizacio mindkét esetben érintette a capsula internat, a striatalis ceruzarostokat, a
cerebellaris fehérallomanyt, a thalamikus rostokat, a piramispalyakat, és kevésbé kifejezetten a
corpus callosumot. A vakuolumok mindkét esetben érintették a neuropilt, legkifejezettebben az
agytorzsben, de konzisztensen fellelhet6k voltak a bazalis ganglionokban, a thalamikus
magvakban, valamint kevésbé kifejezetten a neocortexben, azon beliil is kifejezettebben a mély
agykérgi rétegekben. A vakuolizacio a kisérleti allatok agyaban latottakhoz képest 1ényegesen
kifejezettebb volt a KSS agyban; néhany régioban durva cisztikus-nekrotikus 1éziok és myelin
elhalvanyodas, mig mas helyeken akar definitiv demyelinizalt fokuszok is észlelhet6k voltak
(pl.: posztcentralis régio, kisagyi fehérallomany, valamint egyes ceruzarostok) (6.C és F abra).
Demyelinizaciot illetve cisztikus-nekrotikus léziokat nem talaltunk az FL-PGC-la -/-
egerekben. Megemlitendd, hogy a vizsgalt id6és vad tipusu egerek agyaban is talaltunk
vakuolumokat, melyeknek megjelenése és eloszlasa igen hasonld volt az FL-PGC-1a-deficiens
tarsaikéban latottakhoz, azonban ezek gyakorisidga lényegesen alacsonyabb volt minden

vizsgalt agyi régioban (6.A-B és D-E abra).

Asztrogliozis

A GFAP festés mérsékelt-sulyos foku reaktiv asztroglidzist igazolt az agytorzsben és a
cerebellumban mind a KSS mind az FL-PGC-1a-deficiens agyakban (6.G-1 abra). A KSS
agyban asztroglialis reakciét a mesencephalon tectumaban, a nyultvel6i oliva inferiorban,
valamint a Kisagyi nucleus dentatus-ban és Purkinje sejtrétegben (i.e., Bergmann gliozis)
észleltiink. Az FL-PGC-1a-deficiens egerekben sulyos reakciot észleltiink a nytltvelében és a
hidban, gyakran konfluens jelleggel, nagy teriileteket érintve és nem egy adott magcsoportra
lokalizaltan, valamint enyhe foltos asztrocitdozisban megnyilvanuld reakciot talaltunk a
mesencephalonban és a mély cerebellaris magvakban. Kiemelendd, hogy az FL-PGC-1a -/-
egerek stridtumaban nem talaltunk asztroglialis reakciot még ebben az elérehaladott életkorban

sem (7. abra), amely megerdsiti a korabbi megfigyelésiinket.
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Vad tipus FL-PGC-1a -/- Kearns-Sayre szindroma
A stridtum B strictum C striatum

A

LR

' cerebelu

6. abra. Vakuolizacio és asztroglialis reakcio. Az idés FL-PGC-1a-deficiens egerek agyaban
mérsékelt-sulyos vakuolizacié alakul ki (B és E) azoknak a régidknak megfelelden, ahol sulyos-
katasztrofalis vakuolizacio alakul ki KSS-ben (C és F), valamint enyhe vakuolizacio az id6s
vad tipusu egerekben (A és D; Kliiver-Barrera). A vakuolumok fehérallomanyi struktarakhoz
asszocialodnak. Figyeljiik meg a foltos myelinelhalvanyodast a striatum ceruzarostjaiban (C)
valamint a demyelinizalt cisztikus-nekrotikus léziokat a kisagyi fehérallomanyban KSS-ben
(F). A neuronalis degeneraciora utalo reaktiv asztrogliozis az FL-PGC-1a-deficiens egerek és
a KSS eset agytorzsében is jelentkezett (H és I; GFAP).

7. abra. Az FL-PGC-1a -/- egerek striatumaban nincs jele reaktiv asztrogliozisnak (GFAP)
még 70-75 hetes korban sem, amely alapjan ez az egértorzs nem modellje a Huntington-kornak,
mint azt korabban feltételezték.
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Axondlis eltérések

Az axonalis karosodas mértéke valtozo volt a KSS agy egyes teriiletein, jellemzben
kovetve a vakuolaris eltérések sulyossagat. Csupan a sulyosan érintett cisztikus-nekrotikus
Iéziokban volt észlelhetd axonvesztés vagy Kifejezett duzzanat, mig a mérsékelten vakuolizalt
teriiletek nagy részében nem észleltiink axonalis pathologiat (8.C abra), leszamitva a csupan
elvétve eléforduld axonduzzanatot és az APP-pozitiv spheroidokat, amelyek akut-szubakut
axonalis transzportzavarra utalnak (8.F abra). A sulyos axonalis érintettségii régiok reaktiv
mikrogliozissal tarsultak (8.1 abra). Az FL-PGC-1a -/- egerckben az axonok altalainossagban
jol megkiméltek voltak, és az APP-, neurofilamentum- és mikroglia-festések hasonlo
mintazatot adtak a vad tipusban latottakhoz (8.A-B, D-E és G-H abra).

Vad tipus FL-PGC-1a -/- Kearns-Sayre szindréma
A striatum B striatum frontdalis fehérallomany
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8. abra. Axonalis eltérések. A KSS agy mérsékelten vakuolizalt teriiletein az axonok
viszonylagos megtartossaga mellett elszortan volt észlelhetd csupan axonduzzanat (C; SMI-31)
¢s APP+ axonalis spheroid, amelyek jelenléte szubakut axonalis transzportzavarra utal (F;
APP). A cisztikus-nekrotikus 1éziok régidiban robusztus mikroglia akkumulaciéo mutatkozott
KSS-ben (I; Iba). Ezek az eltérések gyakorlatilag hianyoztak az FL-PGC-1a -/- egerekben, s az
immunohisztokémiai mintazatok a vad tipustol nem kiilonboztek (A-B, D-E és G-H). Figyeljiik
meg a vakuolumok kozott kiiszo jol megtartott axonokat egérben (B) és emberben (C).
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A fehérallomanyi vakuolumok jellemzése

A fehérallomanyban észlelt vakuolumokat MBP-pozitiv myelingytrtik 6lelik kortil
mind a KSS mind az FL-PGC-1a-deficiens agyakban (9.A abra). A vakuolumok altalaban
ovalisak és a hossztengelyiik parhuzamos az axonok lefutdsaval. Gyakran formalnak lancszeri
képleteket a hosszmetszeteken, vagy szitaszerii Iéziokat a keresztmetszeteken. Nem észleltiink
makrofag aktivitist még a sulyosan vakuolizalt teriileteken sem, és nem talaltunk aktiv
myelindegradaciora utald eltérést az Oil Red O festéssel sem (nem prezentalt adatok).
Elektronmikroszkopos vizsgalat a fehérallomanyban szamos ,,myelinbuborékot” igazolt,
amelyek tobbsége a minor denz vonalak (intraperiodus vonalak) szétvalasabol alakult ki (10.A-
B abra), valamint a KSS mintakban (ahol szamtalan vakuolumot tudtunk vizsgalni) olyan
vakuolumokat is észleltiink, amelyek az axonok és a legbels6 myelinlamella kozott
helyezkedtek el (adaxonalis vakuolumok; 11. abra). A vakuolumok latszolag ,,iiresek” voltak

vagy valtoz6é mennyiségii myelinszerii tormeléket tartalmaztak (10.A-B abra, 11. abra).

A neuropil-vakuolumok jellemzése

A neuronalis (MAP-2 és SMI-32) vagy asztroglialis (GFAP) antigének elleni
festésekkel elvétve talaltunk kapcsolatot ezen sejttipusok és a neuropil-vakuolumok kozott,
akar a KSS, akar az FL-PGC-1a-deficiens agyak vonatkozasaban (12. abra). Az MBP elleni
festéssel azonban egyértelmivé valt, hogy a neuropil-vakuolumok tobbségét egyértelmiien
myelin-pozitiv perem o6vezi, amely arra utal, hogy azok a fehérallomanyi vakuolumokhoz
hasonloan intramyelin helyezkednek el (9.B abra). A neuropilé-vakuolumok emellett gyakran
asszocialodtak oligodendrocitakkal a TPPP/p25 antigénre festett metszeteken (9.C abra). Az
oligodendrogliak és a vakuolumok ko6zott hasonldéan szoros kapcsolatot észleltiink
elektronmikroszkopiaval is. S6t, a (nem ritkan multilokulalt) vakuolumok gyakran voltak
felfedezhetok glialis sejtek citoplazmajan beliil, amelyek, a citoplazmatikus glialis rostok
hianyaban, szintén oligodendroglialis eredetiinek imponaltak (10.C &bra). A
,myelinbuborékokhoz” hasonlatosan, ezek a membrannal hatarolt vakuolumok gyakran
tartalmaztak myelinszerti képleteket, és nem ritkan koaleszkaltak olyan oriasvakuolumokka,
amelyek az oligodendroglidlis citoplazma csaknem teljes egészét elfoglaltak €s a sejtek
megduzzadasat eredményezték (10.C abra). Ezek a megfigyelések a KSS és az FL-PGC-1a-

deficiens agyakra egyarant vonatkoztak.
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9. abra. A vakuolumok immunohisztokémiai jellemzése. A fehérallomanyi vakuolumokat
myelingytirtik 6vezik (A; MBP). A fehérallomanyi ,,myelinbuborékokhoz” hasonléan a
szlirkeallomanyi neuropil vakuolumait szintén myelin-pozitiv perem veszi koril, amely
identikus eredetre utal. (B; MBP). Az egyszeres vagy multilokulalt vakuolumokkal kdzvetlen
kontaktusban és/vagy azok belsejében gyakran észlelhet6k oligodendroglialis sejtek
immunohisztokémiai modszerrel (C; TPPP/p25), amely a sejttipusnak a vakuolumok
kialakitasaban betoltott kiemelkedd szerepére utal. Figyeljiik meg, hogy néhany nagyobb
vakuolumot az oligodendroglialis nyulvanyok kamrakra osztanak (C). Tovabba figyeljiik meg,
ahogy egy glialis sejt korbedlel egy vakuolumot az MBP+ nyulvanyaval (nyilakkal feltiintetve,
A — baloldalon, B — jobboldalon).
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FL-PGC-1a -/

e et Seye aitdnin 10.  dbra. A  vakuolumok
R il 4 ultrastrukturalis jellemzése.
Intramyelin vakuolizaciot elektron-
mikroszkopiaval is igazolni tudunk
(hosszmetszet, A; keresztmetszet, B).
Az immunohisztokémiai
megfigyeléseinkkel Gsszhangban a
nem ritkan multilokulalt
vakuolumokat gyakran figyelhettiink
meg  oligodendroglialis  sejtek
citoplazmajaban elektron-
mikroszkopos  modszerrel ~ (C).
Oligodendroglialis ~ vakuolumokat
korabban még nem irtak le
mitochondrialis encephalo-
pathidkban, és a jelenlétiik mint az
intramyelin-vakuolumok egy
potencialis forrasa magyarazattal
szolgélhat azok fokalis
megjelenésére.

11. abra. Az intramyelin
vakuolumok Kkiilonb6zo tipusai
KSS-ben. A csillag egy hatalmas
,.klasszikus” intramyelin-
vakuolumot  jelez, amely az
intraperiodus  vonal  hasadasabol
szarmazik. A nyilak a tobb izben is
megfigyelhetd adaxonalis
vakuolumokat jeldlik, melyek koziil
néhany ugy tetszik, mintha a két
legbelsé myelin lamella hasadasabol
szarmazna a nagyobb nagyitasu
felvételeken. Az adaxonalis
vakuolumok  gyakori  jelenléte
megerdsitheti az intra-
oligodendroglialis vakuolaris
elvaltozasok szerepét az intramyelin-
vakuolumok kialakulasaban az olyan
mitochondrialis encephalo-
pathiakban, mint a KSS, amint azt
alabb diszkuttaljuk.
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FL-PGC-1a -/- B Kearns-Sayre szindroma

12. abra. Példa azon ritka esetekre, mikor egy-egy vakuolum kozeli kapcsolatban allt
olyan neuralis struktarakkal, melyek festodést mutattak neuronalis (A—B, MAP-2; C-D,
SMI-32) vagy asztroglialis (E-F, GFAP) antigénekkel szemben. Megjegyzendd, hogy a
sziirkeallomanyi neuropil-vakuolumok donté tobbsége semmiféle immunohisztokémiailag
detektalhatd Gsszefliggést nem mutatott ezekkel a strukturakkal, amelyeket gyakran csupan
eltoltak a vélhetSleg teljesen fiiggetlen eredetii vakuolumok.
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V. MEGBESZELES

Mivel a PGC-la mikodészavarat szamos kapcsolat fiizi Gssze neurodegenerativ
korképekkel, elsésorban a Huntington-korral, a korai beszamolok alapjan konzisztensen
striatalis vakuolizacidval és reaktiv asztrocitozissal jellemzett PGC-1a-deficiens egértorzseket
gyakran emlegetik gy, mint amelyek Huntington-szeri pathologiaval és fenotipussal
rendelkeznek. Azokra az ismeretekre alapozva, hogy a mitochondrialis diszfunkciot és — noha
csak in vitro szinteken — a PGC-1a hianyat korabbi tanulmanyok ok-okozati 6sszefliggésbe
hoztak a neurodegenerativ betegségekre jellegzetes koros fehérje felhalmozodassal, valamint
hogy sem a hiperaktiv magatartas sem a kozponti idegrendszeri vakuolizacié nem tipusos jelei
a Huntington-kornak emlds rendszerekben, célul tiiztik ki, hogy elvégezziik az FL-PGC-1a -/-

egértorzs agyanak szisztematikus neuropathologiai feltérképezését.

Ami a neurodegeneraciohoz kothetd fehérjéket illeti, az immunohisztokémiai elemzés
semmilyen proteindepoziciot nem igazolt; sem kotegszerli strukturdkat, sem extracellularis
plakkokat vagy ubiquitin-immunopozitiv zarvanytesteket nem talaltunk a 30 hetes
egéragyakban. Ugyanezek az immunfestések jelentésen id6sebb, 70-75 hetes, FL-PGC-1a. -/-
egerekben is hasonld képet mutattak. Mindezek arra utalnak, hogy a neurodegenerativ
korképekben feltételezett széleskorti szerepe ellenére az FL-PGC-1a hianyanak nincs jelentds
hatasa a fehérjefeldolgozasra egérben, ami egy komplexebb Osszefiiggést sejtet a
mitochondrialis miikodészavar és a koros fehérjeaggregacio kozott ezekben a korallapotokban.
A neuropathologiai profil elkészitése soran az FL-PGC-la -/- egerek legjellegzetesebb
eltéréseinek a kiterjedt spongiform vakuolizacio és a viszonylag korilirt asztrogliozis
bizonyultak. Az eltérések megfigyelt mintazata nagyon emlékeztetett a human mitochondrialis
encephalopathidkra, kiilonosen a KSS-re (2. tablazat), de nem volt hasonlatos sem a
Huntington-koérhoz, sem egyéb ,,klasszikus” neurodegenerativ korképhez. Egy mitochondrialis
encephalopathiat modellezé életképes egértérzs azonositasa potencialisan Kkiemelked6
jelentdségii, mivel az ilyen tipusu betegségek valid allatmodellezését célzo korabbi kisérletek
jelentds nehézségekbe litkdztek. Valdban, a genetikai modellek vagy mar embrionalis illetve
korai posztnatdlis elhullashoz vezettek, vagy — az esetek tobbségében — olyan életképes
torzseket eredményeztek, amelyeknek megdobbentd mdodon egyaltalan nincs neuropatholdgiai
eltérésiik. Ismereteink szerint az apopt6zis indukalo faktor (AlF), a SOD2, a timidin foszforilaz
és uridin foszforilaz (TP/UP), és a NADH dehidrogenaz [ubikinon] vas-kén fehérje 4
(NDUFS4) knockoutjai emlékeztetnek csupan a human mitochondrialis encephalopathiakra (2.

tablazat). A jelen tanulmanyunkban észleltekhez leginkabb hasonlo eltéréseket a SOD2
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Betegség Vakuolizdcio A vakuolizdcio Asztrogliozis Az asztrogliozis
anatomiai anatomiai
dominancidja dominancidja
Human kérképek
fehérallomany
thalamus AoVEOIZS
KSS bazalis ganglionok + Ei}:a
agytorzs 9y
kisagy
thalamus thalamus
bazalis ganglionok bazalis ganglionok
LS N + ..
agytorzs agytorzs
kisagyi magvak kisagyi magvak
nagyagy
naava thalamus
MELAS dyagy + bazalis ganglionok
kisagy ..
agytorzs
kisagy
bazalis ganglionok
MERRF nagyagy + _agytorzs
agytorzs kisagyi kéreg
kisagyi magvak
LHON nervus opticus + .ne,r vus optlgus
retinalis ganglionok
Kisérletes modellek
nagyagy
FL-PGC-1a naamus agytorzs
-/- egerek bazilis gangliono * kisagyi magvak
agytorzs
kisagyi magvak
Ndufs4 -/- agytorzs + agytorzs
egerek kisagyi magvak kisagyi magvak
fehérallomany
thalamus
Tl?//_UeP gr%pkla bazalis ganglionok nincs adat
g kisagyi fehérallomany
kisagyi magvak
SOD-2 -/- nagyagykéreg + nagyagykéreg
egerek agytorzs agytorzs
thalamus
AlF -/- bazalis ganglionok
(Harlequin) + kisagyi magvak
egerek retinalis ganglionok

tractus opticus

2. tablazat. Osszefoglald és &sszehasonlité tdblazat a humdn mitochondridlis spongiform
encephalopathidkban ¢és a rajuk leginkdbb emlékezteté egérmodellekben észlelt tipikus
neuropathologiai eltérésekrol és azok kozponti idegrendszeri megoszlasarol.
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knockout egérmodellben figyeltek meg (amely fehérje expresszidja a PGC-1a szabalyzasa alatt
all).

Annak a lehetdségén felbatorodva, hogy a PGC-la-deficiens egerek hasznalhat6
allatmodelljei lehetnek ennek a terapidsan jelenleg befolyéasolhatatlan betegségcsoportnak,
elvégeztiink egy részletez6 Gsszehasonlitod vizsgalatot 70-75 hetes FL-PGC-1a -/- egereken és
egy human KSS eseten, kiilonos figyelmet forditva a vakuolumok eredetének vizsgalatara. Az
elemzésiink ravilagitott, hogy a vakuolizacié az FL-PGC-1a -/- egerekben dontd tobbségében
a myelinhiivelyben taldlhato, axonalis karosodasra utal6 morfologiai jelek nélkiil, és csupan
elvétve észleltlink asztroglialis vagy neuronalis €rintettségre utalo eltérést. Ezek az eredmények
Osszességében rendkiviil emlékeztettek a KSS-ben latottakhoz, egy figyelemre mélto
kiilonbséggel, miszerint KSS-ben a sulyosan vakuolizalt (cisztikus-nekrotikus) léziokban
myelinvesztésre utald elhalvinyodas é€s axondlis dezintegracid is megfigyelhetdé volt. Az
axonok FL-PGC-1la -/- egerekben észlelt megtartottsiga szemben all a komplett PGC-1a -/-
egértorzs kezdeti karakterizalasa alapjan kialakitott korabbi koncepcioval, miszerint
vakuolizacié axondegeneraciobol szarmazhat. Tovabba a striatdlis reaktiv asztrocitdzis
konzisztens hidnya (még idés egerek esetében is) ismételten megkérddjelezi azt a képzetet,
hogy a PGC-1a-deficiens allatok a Huntington-kor modelljei lennének. Megjegyzendd, hogy
egy fliggetlen csoport —a komplett PGC-1a. -/- egértoérzson vizsgalatunkkal egy idében végzett
— tanulménya szintén nem talalt szignifikans striatalis neurodegeneraciot, de szignifikans
cerebellaris Purkinje-sejtvesztést igazolt ezekben az allatokban, ami kiilonlegesen izgalmas,

hiszen ez az eltérés gyakorlatilag pathognomikus KSS-ben.

Azon tal, hogy vizsgalatunk az els6 szisztematikus 6sszehasonlitd tanulmany, amely
egy human és egy allati mitochondrialis encephalopathiat parhuzamosan vizsgalt
neuropathologiai szempontbol, vizsgalatainknak ezen szakasza két jelentds Ujdonsaggal is
szolgalt. El6szor is, fény deriilt arra, hogy a sziirke- és a fehérdllomanyban taldlhato
vakuolumokban tobb a k6zds, mint az eltérd, és az eredményeink a kdzponti idegrendszeri
eltérések kialakulasanak kozéppontjaba az oligodendrocitakat helyezik. Valoban, noha a
fehérallomanyi vakuolumok hatterében korabban altalanossagban az oligodendroglidkban
fenndll6 mitochondrialis diszfunkcio kovetkeztében masodlagosan kialakulé intramyelin
oedemat véltek, a szlirkeallomanyi neuropil vakuolumairol azt feltételezték, hogy azok az
asztrocitdk membranjanak iontranszport-zavara kovetkeztében alakulnak ki. Megfigyeléseink
szerint a sziirkeallomanyi neuropil-vakuolumok egyértelmiien myelinnel boritottak, mind a

KSS esetében mind az FL-PGC-1a -/- agyakban, ami arra utal, hogy a vakuolumok sejtszintii
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elhelyezkedése, ¢s ezaltal a kialakulasuk mechanizmusa, feltehet6leg hasonld vagy azonos,
mind a fehér- mind a sziirkedllomanyban. Masodszor, az ultrastrukturalis elemzés soran
gyakran észleltlink intracellularis s nem ritkan multilokulalt vakuolumokat oligodendroglialis
sejtekben, mind a KSS esetben, mind a FL-PGC-1a -/- agyakban. Mindezt megerésitette az az
immunohisztokémiai megfigyelés, hogy TPPP/p25-pozitiv oligodendrocitak gyakran voltak
¢észlelheték a neuropil-vakuolumokkal kozvetlen kontaktusban, s6t néha azok belsejébe
tiiremkedtek. Erdekes médon, bar intracellularis oligodendroglialis vakuolumokat ezelétt még
nem irtak le mitochondrialis betegségekben, a jelenlétiik nem példanélkiili mitochondrialis
funkcidzavarral és/vagy sulyos sejtstresszel jard korallapotokban. Koziilik is, az egerek
kuprizonnal — egy réz-kelator mitochondrialis toxinnal — wvalé mérgezése a jelen
tanulmanyunkban megfigyeltekhez kisértetiesen hasonlé kdzponti idegrendszeri elvaltozasokat
eredményez, igymint az intraperiddus vonal széthasadasabol eredé vakuolumok a hidban, a
mesencephalonban, a thalamusban, a nagyagyi és kisagyi fehérallomanyban, valamint a mély
nagyagykérgi rétegekben, illetve a megnovekedett citoplazmaju oligodendrocitak, benniik
multilokulalt vezikulumokkal.

Bér a fehérallomanyi vakuolumok tekintetében az oligodendrociték potencialis szerepét
mar korabban is feltételezték mitochondrialis encephalopathidkban, az alapveté koncepciok a
kovetkezOk voltak 1) a velGshiively ionhomeosztazisanak zavara, 2) a vér-agy gat
valamilyenfajta mikddészavara, mindkét esetben kovetkezményesen kialakult ,,intramyelin
oedemaval”. Ezek az elméletek azonban nem szolgalnak magyarazattal arra a zavaro
problémara, hogy miért is alakulnak ki a vakuolumok fokalisan, és hogyan helyezkedhet el tobb
vakuolum is ugyanazon az internoduson beliil, ahelyett, hogy egy komplett szétvalas és ezaltal
a vel6shiively diffuz fellazulasa alakulna ki minden egyes lamella k6zott. Feltételezziik, hogy
a kronikus mitochondrialis diszfunkcio egy jelenleg ismeretlen ttvonalon tobb
intraoligodendroglialis, folyadékkal teli vakuolum kialakulasahoz vezet. A megndvekedett
intracellularis tartalom a myelinhiively intracellularis felszineinek (major denz vonal) aprd
szétvalasaihoz vezethet. Az intracellularis felszinek kozti er6s makromolekularis szintii
kapcsolatok miatt, ezek szakadasokat és fokalis myelinrepedéseket eredményezhetnek,
lehetévé téve a vakuolaris tartalom szamara a laza kapcsolodasu extracellularis felszinek
(intraperiodus vonalak) kozti virtualis térbe valo behatolast. Ez aztan kovetkezményesen fokalis
szétvalasokhoz ¢és végiill — az alacsony feliileti fesziiltségre valo torekvés miatt —
myelinbuborékok kialakulasahoz vezethetnek. Ennek megfeleléen, a lateralis hurkok vagy talan
barmelyik citoplazmatikus inciztra fejlédéstani maradvanyanak megrepedése az intraperiodus

vonal szétvalasahoz vezetne a megfeleld szinten, mig a belsé nyelvbdl valo folyadékszivargas
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adaxonalis duzzadashoz vezetne az axolemma és a legbelsé myelin lamella vagy a két legbels6
myelinréteg kozott. Ennek az elméleti megfontolas-sorozatnak a relevanciajat latszik tiamogatni
az, hogy ezeket a kiilonboz6 tipust intramyelin-vakuolumokat mar mind leirtak kisérletes status
spongiosus-ban, és magunk is dokumentalni tudtuk a jelen tanulmanyunkban (11. &bra).
Megfigyeléseink tehat az oligodendrogliakat helyezik a kronikus mitochondrialis
diszfunkciohoz tarsuld kozponti idegrendszeri karosodasok pathogenezisének kozéppontjaba,
amely jol korrelal azzal a felismeréssel, miszerint az oligodendrocitak jelentik a mitochondrialis

stresszre legszenzitivebb sejttipust, felillmulvan a neuronok ebbéli érzékenységét.

V1. KOVETKEZTETES

Szisztematikusan karakterizaltuk az FL-PGC-la -/- egértdorzs neuropathologiai
eltéréseit. Mindamellett, hogy bizonyitékokkal szolgaltunk arra vonatkozoan, hogy ezek az
allatok nem tarsulnak semmilyen neurodegenerativ betegség morfoldgiai jellegzetességeivel,
beleértve a Huntington-kort is, egy olyan fenotipus karakterizalasat kozoltik, amely
kifejezetten emlékeztet a mitochondrialis encephalopathidkra, kiilonosen a KSS-re.
Vizsgalatainkat tovabbi immunohisztokémiai valamint ultrastrukturalis szintre Kiterjesztve, az
allati mintakat a human betegséggel vald 6sszehasonlitd elemzés soran olyan korabban nem
kozolt pathologiai eltérések jelenlétét azonositottuk mind a human KSS-ben, mind az FL-PGC-
la -/- allatokban, amelyek alapul szolgalhatnak a mitochondrialis encephalopathiakban és talan
az egy¢éb anyagcsere-betegségben észlelt vakuolumok kialakuldsanak egy uj éltalanositott
elmélete szamara. Feltételezziik, hogy a PGC-1a-deficiens egerek alkalmas allatmodelljei
lehetnek ennek a jelenleg gyogyithatatlan betegségcsoportnak, és tovabbi vizsgalatok alanyat

kell képezzék terapias célu vizsgalatoknak.
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