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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2023. MARCIUS 15. ES 2023. JUNIUS 15. KOzZOTT

Megosztott Akadémiai Dijat kapott:

Juhasz Gabor, az MTA doktora, a Szegedi Bioldogiai Kutatékodzpont
Genetikai Intézetének tudomanyos tanacsadodja és

Vellai Tibor Andras, az MTA doktora, az E6tvos Lorand Tudomany-
egyetem Genetikai Tanszékének tanszékvezetd egyetemi tanara

az Oregedés és autofagia kutatasanak terlletein, egymastol fliggetlendl
dolgozva elért, Uttérd jelentéségli eredményeikért, az e folyamatokban szerepl6
Uj molekularis mechanizmusok felfedezéséért, valamint az autofag énemésztés
és a lizoszomadlis lebontas jelent6ségének szamos sejtélettani és koros
folyamatban valé kimutatasaért.

Az MTA tamogatasaval tizenkilenc (j Lendiilet kutatdocsoport alakulhat és
kezdheti meg kutatasat hazai kutatéhelyeken. Az MBKE tagjai kozl
- Indulé kategdériaban tdmogatast nyert:

Rona Gergely (Természettudomanyi Kutatékozpont), ,D-tipusu ciklinek
altal szabalyozott DNS hibajavité folyamatok”

Turidk Lilla (Természettudomanyi Kutatdékdzpont): ,A tumor eredetl
extracellularis vezikuldk glikomjanak feltérképezése”,

- Haladd kategodriaban tamogatast nyert:

Juhasz Gabor (Szegedi Bioldgiai Kutatdkozpont) ,Miért rendkivl
sokfélék a lizoszémak?”

cim( palyazattal.

Tretter Laszlé (Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet) az 52. Membran-Transzport Konferencian Romhanyi dijat kapott.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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VISSZATEKINTES

Venetianer Pal
ELKH Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Biokémiai Intézet

Venetianer Pal 1935-ben sziiletett Budapesten. 1957-ben végezte el az
ELTE bioldgia-kémia szakat. Tudomanyos pdlyajat a Budapesti Orvos-
tudomanyi Egyetemen, a Straub F. Brund altal vezetett Orvosi Vegytani
Intézetben kezdte, majd annak alapitasatol (1971) az MTA Szegedi Bioldgiai
Ko6zpont Biokémiai Intézetében folytatta, amelynek kés6bb igazgatdja, majd
a Koézpont féigazgatdja lett, jelenleg ugyanott emeritus kutatoprofesszor.
Kétizben dolgozott az USA Nemzeti Egészségligyi Intézetében (NIH), elbébb a
Nobel-dijas Anfinsen, majd a Lasker-dijas Leder laboratériumaban, késébb Japanban a Kyoto-i
egyetemen a Nobel-dijas Tasuko Honjo-ndl. 1981-ben Akadémiai-dijban, 1985-ben Allami-
dijban részesilt, 1998-ban kapta meg a ,Szegedért Alapitvany” nagydijat, 2014-ben a Biokémiai
Tarsasag Tanko Béla dijat. 1987 6ta az MTA levelez6, majd 1996-tdl rendes tagja. 1991-ben lett
az EMBO, 1992-ben az Academia Europaea, 1995-ben a Leopoldina Német Tudomanyos
Akadémia tagja. 2023-ban Pro Scientia életml(idijat kapott. A fehérje-diszulfid izomerdz enzim
(PDI) és tobb restrikcios endonukledz felfedezdje, kutatécsoportja vezette be hazankban a
rekombinans DNS technolégiat (génsebészet) és a DNS-szekvenalast. Hét tudomanynépszer(-
sit6 kényv szerzdje, 2014-ben az ,Ev ismeretterjesztd tudésa” cimet kapta és egy kisbolygdt
neveztek el réla.

Sz(ics Maria f6szerkeszt0 ezekkel a szavakkal kért meg e cikk megirasara: ,(a
felkértek)...személyes hangvételben vallanak arrdl, mi befolyasolta a palya-
valasztasukat, a karrierjik alakulasat, miben latjak a kutatas, oktatas 6rémét,
milyen gondolatokat szeretnének atadni a fiataloknak.” A kovetkezd irasban
megkisérlem szd szerint értelmezni kérését és egyenként valaszolok a feltett
kérdésekre.

Mi befolyasolta a palyavalasztasomat?
Kamaszkoromban, mikor palyavalasztasrdl kezdtem gondolkozni, elsGsorban a
matematika és a fizika érdekelt, faltam az e targyakat népszerisitd kdnyveket,
de ra kellett jonndm, hogy noha az osztaly legjobb matematikusa voltam és
versenyeken is tobbnyire joél szerepeltem (bar sohasem nyertem), nem vagyok
kilénleges matematikai tehetség és e nélkil nem érdemes erre a palyara menni.
Természetjardként azonban kezdett nagyon érdekelni az allatvilag. Lepkegy(ijtd
lettem és kiolvastam a 18 kotetes magyar Brehm-et. Vagyis a bioldgiabdl a
zooldgia érdekelt és az, amit ma etolégianak neveznek. Ezért jelentkeztem
bioldgusnak, noha abban az évben nem indult az ELTE-n biolégus szakképzés,
csak bioldgia-kémia tanari szak. A kémiat nem igazan szerettem, felesleges
tehernek tekintettem a bioldgia mellett. Az egyetemen azonban egyre jobban
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untam a bioldgiai targyakat és egyre jobban kedveltem a kémiaiakat.

Visszamendleg szomoruan allapitom meg, hogy egész egyetemi palyafutasom
alatt egyetlen tanarom hatott ram, és imponalt szellemi értelemben: Biré Endre,
aki a biokémiat oktatta. Végzéskor az egyetem nem kinalt mast, mint vidéki
altaldnos iskolai tanari alldsokat, de ebben az évben (1957) nagyon sok kutaté
disszidalt, igy voltak szabad kutatéi alldasok. Engem azonban az egyetemen nem
vonzott egyetlen tanszék sem. Allast keresve, csalddunk baratja Szalai Sdndor
szocioldgus akadémikus mutatott be Erd6és Tamas biokémikusnak, Szent-
Gyorgyi egykori munkatarsanak, aki ekkor egy kis klinikai biokémiai kutatoé-
csoportot vezetett. Erd6s alaposan kikérdezett, majd adott harom ajanldlevelet:
Szabolcsi Gertrudhoz az MTA Biokémiai Intézetébe, feleségéhez, Ullmann
Agneshez a budapesti Orvosi Vegytani Intézetbe és Kontra Gydrgyhdz a
Szovettani Intézetbe. Mindhdarom helyre el akartam menni, de els6ként
(kozlekedési, nem szakmai megfontolasbdl) a Puskin utcaba mentem. Ullmann
elolvasta a levelet és azt mondta: ,éppen itt van a Prof, beszéljen vele.” A Prof,
Straub F. Bruno lenyligozott. Megjelenése is vonzd és imponald volt, de az alig
Otperces beszélgetés utan uGgy éreztem, hogy végre talalkoztam a ,nagy
tuddssal”, aki ifjukori olvasmanyaim nyoman a kutatdi palyara vonzott, és akit
oly mértékben hianyoltam az egyetemen. Azonnal eldéntottem, hogy ha felvesz,
akkor itt akarok dolgozni. Szerencsére felvett.

Frangois Jacob a Nobel-dij utan egy Ujsagirdi kérdésre azt valaszolta: ,A siker
titka: jokor kell lenni, jo helyen.” Nekem a jo hely a Straub-intézet volt. A
~jokor”-ra késbébb visszatérek.

Hogyan alakult a karrierem?

Némi szégyenkezéssel vallom be, hogy a palyam, ha ugy tetszik a karrierem -
mar ami a kilsOségeket illeti - nagyon egyenes és zOkkenOmentes volt. A
szégyenkezést az indokolja, hogy hazank tarsadalma kudarcorientdlt, azaz
gyanakvassal és ellenszenvvel tekint a sikerre.

A mult szdzad hatvanas éveiben sziletett meg a doéntés a Szegedi Bioldgiai
Kozpont létrehozasardl. Straub ekkor athelyeztetett az egyetemrél az MTA
allomanyaba és megbizott a |étrejovo Uj intézet egy csoportjanak vezetésével.
Noha nehéz dontés volt a Szegedre ko6ltozés (amelyet azonban egy pillanatig
sem bantam meg), kitlintetésnek tekintettem, hogy az alapitd garda tagja
lehettem, és a tovabbiakban ebben az intézetben jartam végig a szamarlétrat a

BIOKEMIA
XLVII. évfolyam 2. szam 2023. junius
5



Venetianer Pal

csoportvezetéstdl egészen a fdigazgatésdgig, majd az emeritus kutatd
professzori statuszig, amelyben ma is vagyok, és maig minden nap bejarok a
masodik otthonomnak tekintett intézménybe.

Palyam soran abban a szerencsében és megtiszteltetésben volt részem, hogy
harom Nobel-dijassal és egy Lasker-dijassal dolgozhattam egydtt (Christian B.
Anfinsen, Richard Roberts, Tasuku Honjo és Philip Leder). Egyuttmikddésiink
idején mar mind a négyen tal voltak dijazott felfedezésikdén, de még nem
kaptdk meg a dijat. gy nekem persze semmi részem nem volt a dicsGségiikben,
de azért nagy élmény volt az egyittes munka.

Természetesen ugyancsak megtiszteltetés volt, hogy harom akadémia is tagjava
valasztott (a magyar, a német Leopoldina és a londoni székhelyli Academia
Europaea), de a legnagyobb 6rémet szamomra az EMBO tagsag okozta, ennek
a nagyszerd szervezetnek én voltam az els6 magyar tagja.

Tudomanyos munkassagom

Az eddigiekben palyam alakuldsanak kils6 kortlményeirdl irtam, a tartalomrdél,
azaz konkrét tudomanyos eredményeimrol (illetve azok hidnyardl) ezen a helyen
nem kivanok szélni, legfeljebb annyit, hogy itt béven volt részem kudarcokban
is (mint minden kisérletez6 kutatonak). Mindazonaltal tudomanyos munkassa-
gomért szamos kitlintetésben részesiltem. Az MBKE 2014. évben Tankd Béla
életm(i dijjal tuntetett ki. A dij atvételekor az MBKE vandorgyllésén
Debrecenben 2014. augusztus 24-én elhangzott eléaddsom megtekinthetd a
Biokémia Ujsagban: https://www.mbkegy.hu/apps/mbkegy/pages/index.html#!/Biokem
Show/2014/12/0064006500630065006d006200650072. Ugyancsak a Biokémia Ujsag-
ban, a ,Visszatekintés az elmult 50 év kiemelkedd cikkeire” rovatban jelent meg
Kiss Antal, Venetianer Pal: Hét rRNS gén '77-ben cimi{ irdasunk, |. https://
www.mbkegy.hu/apps/mbkegy/resources/biokem/2016/2016 06.pdf. A két cikkbdl képet
kapunk munkassagom egy részére.

Jelen visszatekintés soran azonban meg kell emlitenem két lIényeges, altalanos
iranyvaltoztatast. Els6 mesterem, Straub klasszikus biokémikus volt és az 6
munkatarsaként én is annak tartottam magam. Elméletileg azonban mar akkor
is nagyon érdekelt a kor trend-megszabd (j irdnya, a molekularis genetika.
Csanyi Vilmos kollégdm kezdeményezésére, két masik fiatal oktatoval egyitt,
szerveztink kozépiskolas didkok szamara egy molekularis bioldgiai kurzust (ezt
magunk kozott ,molekuldris bilioldgianak” neveztiik), amely sok kivald fiatal
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tehetséget inditott el ebbe az irdnyba (példaul Falus Andrast és Kondorosi Evat,
akik ma akadémikusok, vagy Hajdu Janost, aki kilféldén csindlt nagy karriert).
A gyakorlati kutatdmunkamban els6 amerikai utam soran (1965-ben)
csatlakoztam Robert Goldberger molekularis bioldgiai projectjéhez, és az akkori
NIH nagyszerd molekularis bioldgusaival (Bruce Ames, Gordon Tomkins, Gary
Felsenfeld, Robert Martin) egylttesen tartott heti munkamegbeszéléseken
igyekeztem elsajatitani az Ujfajta szemléletet és mddszereket. A SZBK-ban, a
sajat csoportomban elkezdett munkat mar molekularis bioldgianak neveztik.

Alig néhany évvel kés6bb jott a masodik irdnyvaltds, ezt a populdrisan
~génsebészet”’-nek nevezett tudomanyos forradalom hozta el szamomra. Noha
semmi részem nem volt az ezt a forradalmat meghozé Uj felfedezésekben,
kétségtelen érdememnek tekinthetem, hogy hazai viszonylatban biztosan, de
valdszinlleg az egész un. ,béketabor”-ra vonatkozdan is csoportommal els6ként
alkalmaztuk ezt a technoldgiat és a DNS szekvenalast is. Nos, szamomra a Jacob
altal emlegetett ,jokor”-t ez az 1972-73-ban szlletett Uj irany jelentette.
Egyrészt azért, mert a kdvetkezd két évtized soran ennek alkalmazasaval volt
viszonylag sikeres a csoportunk munkaja és ennek készonhetben valtunk Kelet-
Eurdpa-szerte vonzd tovabbképz6 centrumma. Masodsorban azért, mert ekkor
ugy éreztem, hogy szellemi értelemben hazatalaltam. Ifjukori vonzalmam a
matematika és az exakt természettudomany irant a biokémiaban mindig
némileg kieléglletlen maradt. Az Uj irdny viszont azt jelentette szamomra, hogy
immar nem effektusok, aktivitas-csokkenések vagy novekedések voltak a
kisérleti eredmények, amelyeknek a szignifikancidja mindig vitathatd. A DNS-en
végrehajtott manipulaciok ezzel szemben szinte mérndki modon tervezhetdk
voltak, és noha a kisérlet lehetett sikertelen, a siker mindig pontosan és
vitathatatlanul ellen6rizhetd volt. Ezt nagyon szerettem.

Miben latom a kutatas oromét?

Hadd kezdjem a valaszt erre a kérdésre egy Sydney Brennertdl szarmazo
mondattal: ,Mindig is ugy gondoltam, hogy a tudomanyos tevékenység a
leghihetetlenebb, legcsodalatosabb élmény.” Bar hiszem e tétel alapvet6
igazsagat, mindenkit ova intenék attol a tévhittdl, hogy a kutatéi palya tele van
sikerélményekkel. Paul Valéry egy Einsteinnel folytatott interjuban megkérdezte
a nagy fizikustdl, hogy ha tdmad egy izgalmas, eredeti otlete, azt felirja-e vagy
csak fejben 6rzi meg. Einstein valasza: ,Kedves uram, az embernek élete soran
3-4 valdban eredeti étlete sziiletik. Azokat meg tudja jegyezni feliras nélkdl is.”
Einstein persze tul szerény volt, neki joval tobb eredeti gondolata tamadt, de az
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atlagos kutatéra (igy ram is) valdszinlleg igaz az allitds. S6t, az eredeti 6tlet
nem is elég. Klein Gyorgynek van egy kivalé esszéje baratjardl, Sol
Spiegelmanrdl (akit én is ismertem és csodaltam). Spiegelman valdsaggal
ontotta az eredeti, szellemes otleteket és végtelenll frusztralta, hogy a
kegyetlen természet ezek tobbségének helyességét nem igazolta vissza a
kisérletek soran.

Egyszéval, az eredeti Otleten alapuld Uj eredmény, a ,felfedezés” bizony ritka
esemény a kutatoi palyan. Ki merem mondani, hogy egy jo orvos vagy tanar, s6t
egy jo iparos munkaja is tobb mindennapi sikerélményt nyuijt, mint a kutatdéé.
Persze a kutatoi palya kindl azért a felfedezésnél kisebb 6romoket is. Egy sikeres
el6adas, egy elfogadott cikk, s6t akar egyetlen sikerllt kisérlet is okozhat
pillanatnyi elégedettséget. A Nobel-dijas Alfred Hersheyt egyszer megkérdezték
hogyan képzeli el a mennyorszagot? Hershey valasza: ,Csindlni egy kisérletet,
ami jél megy, és mindérékké azt ismételni.” Eletem sordn én egyszer éreztem
magam a Hershey-mennyorszagban, valamikor a mult szazad hatvanas éveiben,
amikor néhany héten at minden kisérletem sikerilt (persze - ellentétben
Hershey bon mot-javal - nem ugyanaz a kisérlet volt), és mindegyik mondott
valami U(jat, el6bbre vitt a cél, a felfedezés felé. Gondolom, minden
kutatétarsam egyetért velem abban, hogy ez ritkdn fordul el6 a kisérletezd
kutatd életében.

Miben latom az oktatas 6romét?

Nekem csak a palyam els6 évtizedében, a mai SOTE-n (akkor még nem igy
hivtak) volt munkakori kotelességem az oktatds. Az orvostanhallgaték altal
meglehet6sen utalt kémia gyakorlatokat vezettem (ezt nem szerettem) és
el6adasokat is tartottam (ezt viszont szerettem). Szegeden, akadémiai
kutatéként ilyen kotelezettségem nem volt, ennek ellenére, Onkéntes
vallalasként, szinte minden évben oktattam, olykor mint meghivott fékollégiumi
vendégel6add biokémiat, genetikat, vagy bioldgiat, orvos, vagy bioldgus-
hallgatéknak, olykor sajat specidlkollégiumot. Miért? Nem akarok azzal hizelegni
magamnak, hogy Onzetlen pedagdgiai szenvedély motivalt. Egyszerlden arrdl
volt sz, hogy ugy éreztem, jo eldadd vagyok, és mint a legtébb ember, én is
szivesen, élvezettel gyakoroltam azt a tevékenységet, amirél tgy véltem, hogy
jol csindlom. El6addként igen sokszor volt részem a Csikszentmihalyi Mihaly altal
leirt ,flow” élményében. Errdl a tevékenységemrdél sokszor kaptam megerdsitd
visszaigazolast, legutobb példaul nagyon meghatott, hogy vilaghirivé valt
egykori hallgatom, Kariké Katalin milyen kedves szavakkal nyugtazta az én
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el6adasaim szerepét palyaja indulasaban.

Milyen gondolatokat szeretnék atadni a fiataloknak?

Nagyon nem szeretem egyes kortarsaim keser( dohogasait, a ,bezzeg az én
iddbmben” kezdetl mondatokat, de - anélkil, hogy mindsiteném ezt a valtozast
- nyilvanvaldéan igaz, hogy a tudomanyos kutatas vildga (mint annyi minden
mas az életlinkben) hihetetlenlil nagymértékben megvaltozott az elmult fél
évszazad soran. Ezért kételkedem abban, hogy a mai fiatalok barmiben is
igényelnék az én mult szazadbeli gondolataimat.

Illetve, egyetlen intelmet azért megkockaztatnék. A tudomanyos kutatas
szerintem nem foglalkozds, hanem hivatas. Egyik mesterem, Anfinsen mondta,
hogy ,Fehérjét szekvenalni kénnyebb munka, mint autét mosni.” Nos, akit
pusztan ez motivalna - de felsorolhatnék szamos mas lehetséges motivaciot is:
az impaktok és citatumok hajszolasa, a sajtonépszer(iség, a tudomanyos dijak,
a vezetdi hatalom, az akadémiai tagsagok, a pénz, - azt inkabb lebeszélném
err6l a palyardl. Az egyetlen mélté és igaz motivacié: a kivancsisag, a vagy a
természet titkainak a megismerésére. Csak az valassza ezt a hivatast és az
tartson ki mellette, akiben ez megvan. Raadasként persze a tdbbi felsorolt
ambicié barmelyike is jelen lehet.

Lehet, hogy ez az utolsé bekezdés kissé fellengzbsre sikerilt, nem szeretném
igy befejezni ezt az irast. Idéznék itt egy szkeptikusabb mondatot - sajat
magamtol. Egyszer egy Ujsagird6 megkérdezte tdlem, hogy mit tanultam
Straubtdl. A valaszom az volt, hogy: ,Semmit, mert a zsenialitds nem
megtanulhatd.” Ez egy nagy igazsag, de igen szomoru igazsag (© Rejté Jend).
Mivel vigasztalddjunk akkor mi tobbiek, akik nem vagyunk zsenik? Az egyik
lehetséges valaszt egy zsenidlis tuddstol, Louis Pasteurtdl kaphatjuk. Egy -
valdszinlleg hiteles — anekddta szerint az 6reg Pasteur minden délutan pontosan
harom és fél négy kozott gyors léptekkel fel és alad sétalt a kertjében és kdzben
magaban beszélt. Munkatarsai kivancsiak voltak, hogy mit mormol magaban az
Oregur és egyiklk elrejtozott egy kozeli bokorban, hogy kihallgassa. A manéver
sikerililt, megtudtak, hogy egyetlen mondatot ismételgetett: ,I/ faut travailler”.
Azaz magyarul: ,Dolgozni kell.”
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ALZHEIMER-KOR: LE TUDJUK-E LASSITANI A
BETEGSEGET, LESZ-E OKI TERAPIA?

Penke Botond®, Sziics Maria' és Bogar Ferenc?
!SZTE, SZAOK, Orvosi Vegytani Intézet, 2ELKH-SZTE,
Biomimetikus Rendszerek Kutatocsoport

1. Az Alzheimer-kor a mindennapokban

Az Alzheimer-kér (AK) és a demencia fogalma elvalaszthatatlan egymastél. A
demencia egy gydjt6fogalom, ami a memodria és a gondolkodasi képességek
hanyatlasaval jaré tlinetek csoportjat irja le. A demencidnak szamos kiilonb6z6
tipusa létezik. Az AK esetében az dregedés a fo kockazati tényez6, 65 éves kor
felett a rizikdja 5 évenként megkétszerezédik. Egyik el6zd tanulmanyunkban
mar részletesen targyaltuk az 6regedés, a demencia és az AK dsszefliggéseit

[1].

Az AK okozza a demenciak nagy részét (60-80 %), ami az Ujabb kutatasok
szerint nem is egyetlen betegség, hanem egy nagyon bonyolult betegség-
csoport. A betegség soran a sokszorosan 0sszekapcsoldodd degenerativ
folyamatok meghatarozott sorrendben kikapcsoljak és elpusztitjdk az agy
sejtjeit, a homeosztazis 6sszeomlik.

A degenerativ agyi betegség 5-15 év alatt zajlik le. A betegek el0szor elvesztik
térbeli tajékozddasi képességiiket és id6érzékelésiiket. A régmult eseményeire
jo ideig még tisztan emlékeznek, az Uj torténésekre viszont nem vagy alig.
Ahogyan a betegség elore halad, egyre kevésbé vannak tisztdban a sajat
allapotukkal. A mindennapi feladatokat (pl. tisztalkodas, 6ltozkodés, eveés, ivas)
egyre nehezebben tudjak ellatni, végil képtelenek lesznek az Onellatasra és 24
oras feligyeletet igényelnek. A magatartasuk, személyiségiik is megvaltozhat.
Gyakoriak az alvaszavarok, téveszmék és az érzelmi sivarsag. Jellemzlek az
éjszakai bolyongasok, elkéborlasok, eltévedések. A demencia altalaban nem
okoz kozvetlenil haldlt, a betegek legtobbszor mas egészségi probléma miatt
hunynak el.

Az AK tehat egy hosszan elhl(zédo, jelenleg gydgyithatatlan, krénikus betegség.
Még nem ismert, hogy az 6regedés miatti kognitiv karosodasok hasonlitanak-e
a korai AD-deficitekhez. Jelen 0Osszefoglalonk els6sorban az AK gydgyszer-
kutatasi lehetdségeivel foglalkozik. Miért nem sikerililt eddig attorést elérni a
kutatasokban? Milyen szerepet jatszik az 6regedés, illetve a genetikai hattér az
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AK kialakuldsaban? Le tudjuk-e lassitani a betegség lefolyasat, lesz-e a
kozeljovoben oki terapia? Milyen gydgyszercélpontok a legigéretesebbek? Korai
diagndzis esetén van-e esélylink a betegség gyodgykezelésére?

2. A betegség amiloid- és tau-hipotézise

A ,preszenilis demencia” jeleit 1906-ban ismerte fel A. Alzheimer egy 51 éves
ndbetegnél, a beteg agyanak boncolds utani patoldgiai vizsgalata anomalidkat
mutatott ki a metszetekben: fehérje csomok, extracellularis plakkok és
intracellularis neurofibrillaris fonatok jelenlétét [2]. E. Kraepelin javaslatara ezt
a demenciat a felfedez6jérdl Alzheimer-kornak nevezték el. Kiderllt, hogy ez
egy ritka familidris (autoszém dominans) 06roklédés(i betegség, amelyet
bizonyos génhibak, mutacidk valtanak ki. A betegség viszonylag fiatal korban
jelentkezik (40-50 évesen, de még a 65. életév el6tt). Alzheimer tehat mai
tudasunk szerint a fiatalabb korban jelentkezé format (Early Onset Alzheimer
Disease, EOAD) ismerte fel.

A hasonl6 tiinetekkel jard, de sokkal gyakoribb, sporadikusan jelentkez6 szenilis
demencia viszont a 65 évesnél oregebbek betegsége (Late Onset Alzheimer

Disease, LOAD). Csak 1970-ben ismerték fel, hogy a kétféle szenilis demencia,
az EOAD és a LOAD azonos patoldgiat mutat, tehat azonos betegségrdl van szé
[3]. Az AK betegeken kivil a Down koros egyéneknél is kimutathatdk az agyban
a kongoévorossel jol fest6dd amiloid plakkok. A kutatdék ezekbdl a plakkokbdl
1984-ben egy 42 kDa moltomegl peptidet izolaltak, ezt B-amiloidnak (AR)
nevezték el [4]. Mivel a Down kért a 21. kromoszoma triszémidja valtja ki,
logikusnak tlint, hogy a 21. kromoszoémaban reprezentalt amiloid prekurzor
protein (APP), illetve a bel6le proteolizissel képz6dd 37-43 aminosavbdl allo
peptidek tultermelése felel6s az amiloid plakkok és a demencia kialakuldsaért.

Kozismert, hogy az 6regedés tobbszaz fehérje aggregacidjaval és esetenként
kicsapodasaval jar egyultt, de legtobbszor ezek a folyamatok nem valtanak ki
betegséget [5]. Ennek ellenére altalanosan elfogadott az a nézet, hogy a
neurodegenerativ  betegségek (Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-kér,
amiotroéfids laterdlis szklerdzis) kialakuldsa egyitt jar a fehérje feltekeredés
(folding) és a proteosztazis zavaraival. Az aggregaciora vald hajlam a fehérjék
primer szerkezetének ismeretében megjésolhatdé (pl. a Budapest Amiloid
Prediktor) segitségével [6]). Az 6regedés (ami az AK legfontosabb rizik6 faktora)
egyltt jar a proteosztazis romlasaval, toxikus fehérje aggregatumok
képzddésével, ezek egyike az AB [7]. Az AB alkotja az amiloid plakkok jelentds
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részét és az eredeti amiloid-hipotézis szerint ez inditja el betegséget [8].

Az AK esetében az AB aggregacio és plakk-képzddés mellett mindig megjelennek
a hiperfoszforilezett tau fehérjék (pTau) aggregatumai, amelyek neurofibrillaris
kotegekbe (NFT) rendezddnek. A tau a sejtek szamara életfontossagu fehérje,
fontos szerepe van a szinapszisok felépitésében és m(ikodésében, a
mikrotubularis rendszer (MT) kialakitasaban és az axonalis transzportban. A taut
reprezentald MAPT gén hat izoforma szintézisét teszi lehetdévé, ezek nagy
moltémegli fehérjék, sokféle poszttranszlaciés mddositasi lehetdséggel. Ha a
tau bizonyos helyeken foszforilezodik (Thr-231, Ser-235, -262, -293, -324 és
-356), akkor megvaltozik a toltésmintazata, szerkezete, kialakul a hiper-
foszforilezett tau (pTau), amely nem képes a mikrotubulusok fehérjéihez kotédni
és fibrillumokat, majd amiloid szerkezetl NFT-ket képez. Az AK betegek felénél
még egy harmadik fehérje, az a-szinuklein is aggregatumokat képez, ez is a
proteosztazis rendszer, a fehérjék mindségellendrzésének (QC) zavarat mutatja.

Az AK eredeti amiloid-hipotézise szerint az AB tultermelddés, majd aggregacio
és a plakkok képz6dése inditja a betegséget, ez felel6s a pTau képzddéséért és
az NFT-k kialakulasaért, majd a kronikus neuro-inflammacidért [9]. Az AB két
protein-kinaz, a DYRK és a FYN kinaz aktivalasaval katalizalja a pTau kialakulast.

A tau-hipotézis szerint viszont a betegséget a sejtet ért stressz hatasok elleni
védekezésként képzddO tau fehérje tultermelédése és hiperfoszforilezOdése
inditja el [10]. A pTau és NFT képzddés idében megeldzi az AB tultermelddést és
az amiloid plakkokat. Az NFT-k az APP enzimes hasitasat az AB képz6dés
irdanyaba toljak el, igy a tau inditja az AB patoldgiat is. A betegséget a prionoid
tau viszi at sejtrol-sejtre [10]. A tau patoldgia jo korrelacidban van a betegek
kognitiv allapotaval. A hipotézis szerint tehat a taunak a betegség
kialakulasaban primatusa van: az AK patogenezisében a tau jatszik kozponti
szerepet. Igy a tau is potencidlis célpontja az AK diagnosztikai és terdpids
kutatadsainak.

A sejtekben akkumulalédd és egy kritikus koncentracio felett spontan
aggregalédd amiloidok kolcsénhatasba lépnek a sejtszervecskékkel. Az AR
aggregatumok olyan kinazokat (pl. GSK-3B) aktivalnak, amelyek elinditjak a
mikrotubulus-asszocialt tau fehérje hiperfoszforilez6dését [16]. Az AB a
mitokondriumokkal koélcsonhatasba lépve csokkenti azok aktivitasat, az ATP
képzddést. Az AB megzavarja a sejtek Ca?* és protein homeosztazisat is. A
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lizoszdmakhoz kapcsoldodd AB csokkenti a proteosztazisban kulcsszerepet jatszo
autofagia aktivitast. Ezek a hatasok 6sszegzbédve a sejt haldldhoz vezetnek.

Mivel mind az amiloid-, mind a tau-hipotézis alapjan tervezett AK gydgyszer-
jeldltek haszndlhatatlannak bizonyultak, a betegség magyarazatdra mas
hipotéziseket dolgoztak ki (ezeket dsszefoglaltuk el6z6 cikklinkben [11]). Ezek
a betegség kialakulasanak egy-egy oldalat ragadjak meg és nagy résziik kozos
nevezdre hozhatdé egymadssal. Az utdébbi években két Ujabb hipotézist is
kidolgoztak, a cellularis, illetve a demielinizacidos hipotézist, melyek részleteit a
6. fejezetben targyaljuk.

3. Az AK patologiaja

A betegség patoldgiai leirdasa els6sorban a szlrkedllomany vizsgalatara
korlatozodott: az amiloid plakkok és NFT-k megjelenésére, eloszlasara. A
vizsgalatok sokszor ellentmondasokhoz vezettek: amiloid plakkokat talaltak
egészséges, nem demens egyéneknél is, akik semmilyen demencia tiinetet nem
mutattak [12, 13]. Emiatt sokan megkérddjelezték az egész amiloid-hipotézist,
és heves vitak alakultak ki az egyes AB aggregatumok toxicitasa korul is.

Az AB depozitoknak a valésagban legalabb harom kilénb6z6 formaja alakul ki a
kilénb6z6 agyi régidokban (diffiz, maggal rendelkez6 és neuritikus plakkok). A
diffuz plakkok a betegség valamennyi stadiumaban kimutathatdk, de ezeket
Thal és mtsai benignus formanak tartjak [14]. Ezzel szemben a témoér maggal
rendelkezd és a sejttormelékkel, neuritokkal kortlvett neuritikus plakkok mar az
érett format jelentik. Utdbbiak csak a betegség késbbbi fazisaiban és olyan
agyterileteken mutathatok ki, ahol mar komoly lézidkat taldlunk.

Mind az AB tartalmd amiloid plakkok, mind a neurofibrillaris kotegek
megjelenése adott sémat kovet és kialakulasuk helye el6re megjdsolhato. Thal
és mtsai ot kiilonb6z6 amiloid plakk-képzddési fazist kilénboztetnek meg [13].
Mas patoldgiai vizsgdlatok (az NFT-k kialakuldsa, megjelenése) alapjan hat
szintet kilonitenek el, ezek a szintek joél korreldlnak a medfigyelt klinikai
tinetekkel [15]. A két kiilonb6z6 patoldgiai rendszer (AB és pTau aggregatumok
képzddése, lokalizacidja) az utolsé fazisokban jél korrelal egymassal.

Az AK-ban az amiloid és tau aggregatumok mellett mas patologias fehérje
aggregatumok is kimutathatdk, ilyen pl. a Léwy testes patoldgia az amigdala-
tipusu AK-ban. Ez is a proteosztazis rendszerének zavarat mutatja.
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Az AK-ban elhalt betegek agyanak részletes patoldgiai vizsgdlata sok mas
elvaltozasra is ramutatott. Alzheimer mar 1911-ben leirta, hogy a betegeknél az
agy fehérallomanya is komoly leépllést szenved, demielinizacié jatszédik le.
Ebben els6sorban az oligodendrocitdk (ODC) érintettek. Ez a felfedezés elkeriilte
a késobbi kutatdk figyelmét, pedig a mielin patoldgia id6ben megel6zi az amiloid
és tau depozitok jelentkezését, mar a legkorabbi szimptémamentes stadiumban
kimutathaté elektronmikroszképos és MRI vizsgalatokkal. A lipid anyagcsere
zavarai miatt sérlilnek az idegsejtek axonjait burkold ODC-k. A mielin lassu
leéplilése az oregedéssel egyltt jar, de az AK esetében ez a folyamat felgyorsul
az ODC-k nagyfoku sériilékenysége kovetkeztében [16].A betegek agyaban jol
kimutathaté a mitokondriumok sérilése, m(ikodési zavara, ugyanez érvényes a
lizoszdmakra is, amely folyamatok a sejt energiatermelésének és az
autofagianak zavarat okozzak. A betegek agyaban krénikus neuroinflammacié
alakul ki. A kér igazolhatdan sejtrdl-sejtre terjedhet az anatémiai utak mentén,
ezért valdszinlileg a prionoid karakter( pTau, az NFT-k a feleldsek [17].

4. Az Alzheimer-kor genetikai hattere. Az amiloid-hipotézis bizonyitékai
és ellentmondasai

Az amiloid-kaszkad eredeti hipotézisét els6sorban a korai jelentkezés(, csaladi
oroklodési betegség (EOAD) lefolydsa tamogatja. Az APP-t az agy sejtjeinek
membranjaban kilénb6z6 enzimek (a-, B és y-szekretdz) hidrolizaljak és
alakitjak at egy 37-43 aminosavbdl allo peptid keverékké. Szamos APP mutacio
(svéd, holland, londoni stb.) noveli az AB peptidek aggregaciés készségét és
inditja el a betegséget. Eddig kb. 60 ilyen mutaciét ismertiink meg [18].
Nemcsak az APP, hanem a y-szekretdz enzimkomplexet alkoté preszenilin-1 és
-2 (PS-1, PS-2) fehérje mutacioi is kivalthatjak a korai AK demenciat. Eddig tébb
mint 350 ilyen mutattak ki, ezek feleldsek az EOAD esetek 80 %-aért. Ismerink
védé APP mutacidkat is, ilyen az izlandi populaciéban taladlhaté pontmutacio,
amelynél az APP egyetlen aminosav cseréje (A673T) gyakorlatilag megsziinteti
az AB peptidek aggregacios készségét [19].

A kutatasok bebizonyitottak, hogy az APP-nek és a B-amiloid peptideknek fontos
élettani, neuroprotektiv szerepe van, de tultermelddésik, illetve mutacidik
toxikus amiloidok kicsapddasat eredményezik [20].

Az AK fontos rizikofaktora az ApoE fehérje epszilon-4 alléljének (ApoE4) megléte
[21]. Az ApoE fehérje génjének 3 allélje van, ezek kozll az ApoE2 neuro-
protektiv, az ApoE3 kd6z0mbds, az ApoE4 neurodegenerativ hatasu. Az ApoE4
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heterozigétaknal az atlagosnal 4-szer, a homozigétaknal 15-sz6r nagyobb az AK
el6fordulasi valdszinlsége. Az ApoE fehérje elsOsorban a lipid transzportért, a
koleszterin beépllésért felel6s és kulcsszerepet jatszik az axonokat védo,
szigeteld mielin hively kialakitasaban (lasd 10. fejezet).

A kutatok genomszint(i asszociaciés vizsgalatokkal (genome-wide association
study, GWAS) mintegy 100 olyan gént mutattak ki, amelyek mutacidja
hozzajarul az AK kialakulasahoz [15]. Varhatdan révid idon belll sokkal jobban
meg fogjuk ismerni azokat a génkombinacidkat, amelyek a LOAD kialakulasaért
felelOsek.

5. Melyik AB forma toxikus?

Az APP enzimes hasitasaval az AB peptidek heterogén keveréke képzddik. A
neuroprotektiv hatdsi monomer AB 1-42 fizioldgids koncentracidja nanomaolos
nagysagrend(i [22]. Mikromdlos koncentracional spontdn beindul az AR
aggregacio, ezt a sejtek szamos épitéanyaga (pl. gangliozidok, koleszterin,
kétértékd kationok, D-aminosavak stb.) katalizalja [23]. Az aggregacio soran
sokféle aggregatum képzodik, amelyeket mas és mas nevekkel kiilonboztetlink
meg egymastol (AB oligomer — protofibrillum - cross-B szerkezet( fibrillum).

Mindmaig kérdéses, hogy melyik aggregacids forma a toxikus, melyiket
valasszuk gydgyszercélpontnak? A 90-es években a nagyobb aggregatumokat
és a plakkokat tekintették az igazi célpontoknak, igy az APP hidrolizalé enzimek
teljes gatlasaval prébaltak megakadalyozni az AR bioszintézisét [24]. Ezek a
kisérletek eredménytelenek voltak, s6t egy y-szekretdz gatlé gydgyszerjelolt
még nodvelte is a demenciat.

Ezért modositottdak az amiloid-hipotézist, a 2000-es évek elején mar az AB
oligomereket tekintették célpontnak. (A szolubilis AB oligomerek mozgé-
konyabbak a fibrillumoknal és barhova el tudnak jutni, kélcsénhatva kilonb6z6
agyi fehérjékkel). Igy szdmos AK kutatdcsoport dolgozott kiilonbozd AP
oligomerekkel. 2006-ban S. Lesné és K. Ashe a Nature-ben kozolték, hogy
sikerlilt egy viszonylag stabil AB oligomert izolalniuk, ez az AB dodekamer
(AB*56, AB csillag 56). Ez egy 12 monomerbdl alld, 56 kDa moltomegl
aggregatum, amit egy transzgenikus egértdrzs agyabdl izolaltak [25]. Az
egerekbdl izoldlt AB*56 fiatal patkanyok agyaba injektalva kognitiv zavarokat és
memoriaromlast idézett el6. A kézleményt tébb mint 2300-szor idézték eddig,
ez lett az Alzheimer-irodalom egyik legtébbet idézett cikke. 2022-ben Schrag a
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Science folydiratban megkérddjelezte Lesné cikkének helyességét [26].
Véleménye szerint a 2006-0s Lesné cikk eredményei részben manipulaltak, és a
cikk abrai (kllonésen a Western blotok) hamisitottak, bizonyithatdéan ,copy
paste” technikdval késziiltek. Erdekes, hogy a kutatdk tobbsége szerint ez a
hamisitds alapvetéen nem befolyasolja az amiloid-hipotézis érvényességét,
viszont nagy tamadasi felliletet jelent. Mivel a kutatéknak nem sikerilt
reprodukalni Lesné eredményeit, az AB*56 létezése nem bizonyitott. Komoly
kutatécsoportok nem tudtdk kimutatni az AB*56 jelenlétét sem human
szovetekben, sem testfolyadékokban.

A gyodgyszeripar nem foglalkozott az AB*56 irannyal, mivel nem sikerilt
bizonyitani a dodekamer létezését. Mai tudasunk szerint csaknem kizart, hogy
az AK-t kivaltd faktor egyetlen, meghatarozott szerkezet(i és méltomeg(i peptid
legyen. A kimutatdsi modszerek fejlddésével felismertiik, hogy a human
szovetekben és testfolyadékokban nagyszamu kilonb6z6 AB peptid talalhatéd
nanomolos koncentracidoban. Az APP hidrolizisével kapott AB peptidek egymassal
bonyolult egyensulyi elegyet alkotnak. A kutatdk ezekkel a komplex egyensulyi
elegyekkel végzik kisérleteiket.

6. Az AK modern szemlélete, a cellularis-hipotézis. Az AK tolcsér-
modellje

Az amiloid-kaszkad (és a tobbi AK hipotézis) Ujragondoldasa a kovetkezd
eredményekre vezetett. Kliniko-patoldogiai szempontbdl az AK egy heterogén
betegségcsoport, amely kilonb6z6 patobioldgiai altipusokra oszthaté. Az AK
inkdbb egy kontinuum, egy szindrdma és nem egyetlen betegség. A betegség
heterogén jellege miatt valdszin(ileg egy tobbcélpontu terapia lesz a sikeres
kezelés alapja.

Az AK kialakuldsanak celluldris-hipotézise [27] szerint az agy szinte valamennyi
sejtje érintett a betegség kialakulasaban. Az AK patogenezisének harom fazisa
van: a biokémiai, cellularis és klinikai fazis. A biokémiai fazisban az amiloid
eltavolitas (clearance) elégtelensége és a proteosztazis zavara miatt patoldgias
AB és tau képzOdés és akkumulacido jatszédik le a sejtekben. Ennek a
folyamatnak az inditasaban jénéhany gén jatszik szerepet (pl. APOE4, LRP1,
ABCA7, SORL1, PICALM és AQP4). A celluldris fazisban valamennyi sejttipus
részt vesz a patoldgias folyamatokban. Krénikus neuroinflammacio alakul ki,
sérlilnek a neuronhaldzatok és elkezdddik a sejtek haldla. A klinikai fazisban mar
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jol kimutathatd a hippocampus zsugorodasa, altaldnos az agy térfogat
csokkenése, a cerebrospinalis folyadékban (CSF) kimutathaték az amiloid
proteinek és elkezdddik a demencia. Az egész folyamat kb. harom évtizedet vesz
igénybe [27]. Ez a hipotézis szinte minden eddigi felismerést egyesit és jol
hasznalhatdé modellt nyujt a gydgyszerkutatasokhoz.

Bizonyithatd, hogy a koleszterin beépllés és transzport zavarai csokkentik az
oligodendrocitdk mielinizaciéjat és ez funkcionalis kapcsolatban van a memédria
hanyatlassal [28]. Szintén bizonyithatd, hogy az AK kialakulasaban fontos
szerepet jatszik a vaszkuldris patoldgia, illetve az amiloid-depozitok megjele-
nésére adott immunvalasz [29].

Az eddig ismertetett sokféle hipotézis és a lezart klinikai vizsgdlatok eredményei
alapjan 0Osszeallitottunk egy modellt az AK kialakuldsanak és progressziéjanak
magyarazatara (1. abra).

Csaladi oroklésii AD Késéi, sporadikus AD (LOAD)
(EOAD) - o _ , _ " S
Specifikus gének és mutaciok, Epigenetikai faktorok: Kornyezeti hatasok:
APP. PS1. PS2 veszélyes kombinaciok:
mutaciok ApoE4, TREM2, BINL, ABCA7,  DNS metilezés, hisztonok modo-  Agyseériilések, hipoglikémia,
SORL1, CR1, PICALM, CD33.... sitasa, kromatin Ujrarendez6dés,  hipoxia, virusok, MT-ER toxinok
tébb mint 100 gé hosszu nem kédolé RNS-ek (pl. herbicidek peszticidek)
¥ ¥
> arilés Kréni "
Vaszkularis diszfunkei®: BBB sert RO onikus neuroinflammegcig
a 2o:
Hi G T Koleszterin/lipid beéplilés zavar
IPeraktiv mikroar Mitokondrium sériilés 2+
re ’ a
AB tultermelddés °9lia, asztrocig), alulmiikodés ER-stressz G271
v |1 Ordogikerok ¥
— Toxikus AB képzédés Z Tau tultermel6dés, pTau képzédés
¥

Extra— és intracellularis AB, pTau, NFT, csokken6 ATP képz6dés, mikrotubulus 6sszeomlasa
Mielinizacioé zavar, csokkent AB eltavolitas, gyulladasos citokinek

¥

Szinapszisok, idegsejtek miikodési zavara
¥

I Neuronok pusztulasa I -
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1. abra. Az Alzheimer-kor progresszidjanak télcsérmodelije.

Ezen modell alapjan az AB és a tau fehérjén kivil szamos Uj célpont (pl.

biokémiai reakciok, szignalizacidos utak, élettani-korélettani folyamatok)

jeldlhetd ki. A specifikus gének és mutaciok ismeretében mar nincs messze az

az idd, amikor egy adott személy genomjanak elemzésével, genetikai teszttel

jelezni lehet a sporadikus AK megjelenésének valdszinliségét és kisz(irhetdk a
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veszélyeztetett személyek.

7. Az Alzheimer-kor gyogyszerkutatasanak nehézségei

Alapvetd probléma, hogy az AB és a tau nativ formajukban életfontossagu
fehérjék, teljes kikapcsolasuk paradox hatdsokat eredményez. Sok kutatd
szkeptikus a kozponti idegrendszer neurodegenerativ betegségeinek gydgyi-
tasaval kapcsolatban. Ha az agy vagy a gerincveld idegsejtjei elpusztulnak, az
idegszovet nem regeneralddik, a neuronok jelenleg pétolhatatlanok. A kdzponti
idegrendszeri sérlilések rehabilitacidval javithatok ugyan, de ezek a terapiadk
csak a nem sérllt idegsejteket és agyszovetet kapcsoljak be a kiesett funkcidk
helyettesitésére. A neuronok, illetve a hibas, mutalt fehérjék potlasa és az Gssejt
terdpidk alkalmazasa ezen a terlileten még a kezdeteknél tart.

Ha az AK-t késbén diagnosztizaljak, nem sok remény van a betegség kezelésére,
a demencia folyamatanak lelassitasara. A jelenleg elérhetd, engedélyezett
gyogyszerekkel (memantine, kolinészteraz inhibitorok) csak idbéleges javulas
érhet6é el. Az elmult id6szakban engedélyezett monoklonadlis antitestekkel
torténd kezelések némi javulast hozhatnak ezen a terlileten (lasd 9. fejezet).

Az AK gydgyszerkutatas egyik legnagyobb akadalya a megfeleld allatmodell
hidanya. Nagy problémat okoz a transzgenikus ragcsalokkal kapott eredmények
transzlacidéja. Magat a gyogyszerkutatasi célpontot is nehéz meghatarozni: az
AB vagy a pTau valamelyik aggregaciés formaja legyen célpont, vagy maganak
az aggregacios folyamatnak a gatlasa? S ha elfogadjuk, hogy az 6regedés az AK
legveszélyesebb rizikofaktora, akkor milyen allatmodellt hasznaljunk, és hogyan
lassitsuk le az 6regedés folyamatat? A mai fejlett géntechnikdk kordban nem
lehetetlen egy alkalmas allatmodell kidolgozasa (a Cyagen biotechnikai vallalat
tobb mint 4000 knockout (KO) és kondicionalis KO egértorzset tart nyilvan és
szallit). A betegség heterogén jellege miatt valdszinlileg tobb kilonboz6
modellre lesz szlikségiink, alcsoportok szerint masra és masra. Kiléon gondot
jelent a két- vagy tobbkomponensi gydgyszerkombinacidk klinikai kiprébalasa,
mivel a kulon-kilon vizsgdlandd csoportok miatt a kisérletekbe nagyszamu
beteget kell bevonni.

8. Az eddigi gyodgyszerkisérletek, klinikai alkalmazasok sikertelensége

Eddig tobb mint 400 klinikai vizsgalat (ezek kozott tébb mint harminc fazis-3)
kezdddott az AK gydgyszerjeldltekkel és ezek Osszesen két gyodgyszer, az
Aduhelm® és a Legembi® engedélyezését eredményezték. Az AK egyike azoknak
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a betegségeknek, amelyeknél a legmagasabb a sikertelen gydgyszerfejlesztések
aranya. Néhany gyodgyszergyar (pl. a Pfizer) és tobb kutatdécsoport mar fel is
adta az AK gydgyszerkutatast.

Bar sok gydgyszerjelolt a preklinikai allatkisérletekben kivédte a kognitiv
hanyatlast, a klinikai vizsgalatokban (néhany monoklondlis antitest kivételével)
eddig minden jel6lt hatastalannak bizonyult. Csak néhany példat sorolunk fel a
klinikai kisérletek eddigi sikertelenségére és ezek valdszinl okaira (részleteket
tobb 0sszefoglald cikkben is talalunk [23, 24]).

A B- és y-szekretdz AB keletkezésében jatszott fontos szerepe miatt varhato
volt, hogy inhibitoraik az AK potencidlis gydgyszerei lesznek. Mindkét enzimnek
szamos gatldszerét allitottak el6 és ezeknek egy része klinikai vizsgalatokba
(fazis-2 és fazis-3) is kerllt. Az eddig tanulmanyozott BACE-1 (B-szekretaz)
inhibitorok csokkentették ugyan az AB képz6dést, de nem akadalyoztdk meg és
nem is lassitottak le a kognitiv hanyatlast. A y-szekretdz inhibitorok vizsgalata
még rosszabb eredményekre vezetett: a gydgyszerjeldltek (szamos mellékhatas
mellett) még nodvelték is a kognitiv hanyatldas sebességét. Ezek a negativ
eredmények valdszinlleg azzal magyarazhaték, hogy az enzimgatldk
alkalmazdsa tullétt a célon: a gydgyszerjeloltek teljesen ledllitottak az AR
bioszintézist, pedig a neuronoknak nanomdélos koncentraciéban sziikségik van
a neuroprotektiv hatasu AB peptidre.

Mivel az AB toxikusnak tartott formai egy kritikus koncentracié felett, a
monomer AR konformaciévaltozasa utan aggregacidval alakulnak ki, az
aggregaciot gatlé anyagok az AK potencidlis gydgyszerei. A természetben sok
ilyen vegytlet fordul el6 (polifenolok, tetraciklinek, antraciklinek, szterolok).
Szintetikus vegylletek (peptidek és peptidmimetikumok) is gatoljak az AR
aggregaciot. Sajnos az eddigi klinikai vizsgalatokban ezek a vegyiletek
hatastalannak bizonyultak [30].

A tau-hipotézis alapjan tervezték a kutatok a tideglusib elnevezés(i vegyiiletet,
amely a GSK-3B enzim szelektiv inhibitora. (Ez az enzim felelés a tau
hiperfoszforilaciéért és igy kozvetett moédon a pTau aggregatumok, NFT-k
képzddéséért). A tideglusib és a hasonld vegyiletek csokkentették ugyan a pTau
aggregaciot és a neuroinflammaciot, de a klinikai vizsgalatokban a kognitiv

N4

gatlasa jé célpontnak latszott, ezt kismolekuldaju vegylletekkel, pl.
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leukometilénkék szarmazékokkal (LMTM)) is probaltak megoldani. A preklinikai
vizsgalatok alapjan kivalasztottak egy sokat igérdé vegylletet, de ez is
hatastalannak bizonyult a nagyszamu AK -paciens bevonasaval végzett fazis-3
vizsgalatokban. Mas, hasonléan pTau aggregaciét gatlé kismolekulaju
vegylletek alkalmazasa is sikertelen volt eddig [31].

A passziv immunterapia (monoklondlis antitestek alkalmazasa az AB neutra-
lizalasara) az AK korai fazisaban részleges sikert hozott (lasd 9. fejezet). A tau
fehérje akkumulacié lassitasara és megallitasara alkalmazott antitest-terapiak
viszont teljesen sikertelennek bizonyultak, egyedil a Roche gydgyszergyar egyik
monoklonalis antitestje, a Semoniremab mutatott némi hatast.

9. Van-e mar Alzheimer-kor gyogyszeriink? Monoklonalis antitestek:
aducanumab, lecanemab, donanemab

Mar hasz évvel ezel6tt felmerilt az aktiv immunterapia alkalmazasa az AK
gyogyitasara [32]. A klinikai vizsgalatok soran AK betegeket immunizaltak az AB
1-42 peptidet tartalmazd vakcinaval (AN-1792). A vakcinalas magas antitest
titert eredményezett és eltavolitotta az amiloid plakkok nagy részét az agybdl,
de a demenciat nem allitotta meg és nagyon komoly mellékhatast (meningo-
encephalitis, agyveldgyulladas) okozott.

Sikeresebb volt a passziv immunterdpia az AB kilonb6z6 epitdpjait felismerd,
humanizalt IgG1l monoklonadlis antitestek (mMmAB) segitségével. A mAB-ok
alkalmazdasa arra a felismerésre épll, hogy az agyban Iév6 szolubilis AR (sAB)
mennyisége jo korrelaciéban van a neurodegeneracié sulyossagaval, tehat a
kezelések soran az sAB-t el kell tavolitani. Jelenleg hat ilyen antitest jutott el a
fazis-3 vizsgalatokig, ezek kozul harom (aducanumab, lecanemab és a
donanemab) elég hatdsosan tavolitja el az amiloid plakkokat az agybodl. Az
aducanumab (Aduhelm®) alkalmazasat 2021 juniusaban az FDA engedélyezte az
AK gyoégykezelésére [33], az engedélyezés Oridsi szakmai vitat valtott ki. Az
antitest komoly mellékhatasokat is okoz (,amyloid related image abnormalities”
(ARIA), vagyis vazogén odéma és hemorragia kialakulasa).

Valamivel jobb hatast értek el a lecanemab elnevezési mAB-bal, amelynek
hasznalatat 2023 januarjaban engedélyezte az FDA Legembi® névvel. Ez az
antitest az AB N-terminalisdnak 1-16 kozotti epitdp szakaszat ismeri fel és a
toxikus protofibrillumok neutralizasasara tervezték. A betegek egy részénél (13
%) itt is jelentkeztek a mellékhatasok (ARIA , vazogén 60déma és vérzések), a
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gyogyszer engedélyezése ebben az esetben is heves vitdkhoz vezetett.

A donanemab nev(i antitest az AR egy rovidebb, az N-terminadlisan
piroglutaminsavat tartalmazo valtozatat (AB p3-42) célozza meg, ez a peptid az
amiloid plakkok egyik f6 alkotérésze [34]. Ez az antitest tehat a plakkok
anyagaval, a mar lerakédott amiloid-depozitokkal, a plakkok magjaval [ép
reakcidba és tavolitja el 0ket. A donanemab az intracellularis AB-val is reagal.
Sajnos ez a mAB is ARIA-t okoz [35].

Sokan azt gondoltak, hogy ha nagyobb mennyiség(i mAB-ot sikeriilne bejuttatni
a vér-agy gaton (BBB-n) keresztiil az agyba, akkor megolddédna a korai fazisban
lévo AK betegek kezelésének gondja. Sajnos az eddigi vizsgdlatok azt mutattak,
hogy az ARIA mellékhatdas kialakuldsa is dozisfliggé, igy a nagyobb
mennyiségben bejuttatott mAB a mellékhatast is néveli.

A monoklonalis antitestek kutatasa valdszinlleg sikerre vezet, de most még nem
mondhatjuk azt, hogy keziinkben van az AK gydgyszere. Semmiképpen nem
idedlis az a gydgyszer, amelyet 2-4 hetenként a beteg életének végéig
ismételten infuzidval kell bejuttatni a szervezetbe. (Ilyen mennyiségnél az
antitestek el6allitasi koltsége sem elhanyagolhatd). A mAB-ok mellékhatasat is
jo lenne csokkenteni. Az eddigi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a monoklonalis
antitestek csak lassitani tudtak a betegség progresszidjat, de a koran felismert
AK betegeken mAB-ok a demencia folyamatat nem allitottdk meg. Egy igazi

N4

donanemab vizsgalatok végso eredményét.

10. Lesz-e valamikor hatékony AK gydgyszer? Uj terapias lehetéségek
Szinte hetente jelenik meg a médiaban egy hir arrdl, hogy megoldottak az AK
gyogykezelését, vagy igen koézel vannak a megoldashoz. A valdsag ezzel
szemben az, hogy még igen hosszu at all eldttink.

A sikeres gydgykezeléshez kulcsfontossdagl az AK korai felismerése. A
diagnosztikai mddszerek fejlddésével rovid idon belll rutin tomegspektrometrias
(MS) méddszerekkel (pl. a szérum pTau-217 szint mérésével) sikerll megoldani
a kései jelentkezés(, sporadikus AK idGben torténd kiszlirését és a kezelések
elkezdését [36]. Az MS mddszer alkalmas lehet egy adott generacié teljeskor(
szlirésére is.
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Az eddigi kutatdsi eredményeknek az a végsd konkllziéja, hogy az AK
kialakulasaban nagyon fontos szerepet jatszik mind az AB peptid, mind a tau
protein. Igy ezek tovabbra is a gydgyszerkutatasok célpontjai. Ezért érdemes
kombinacids, az AB és a pTau szintet egyidejlleg csokkenté mAB terapidaban
gondolkoznunk. Jelenleg mar 168 csaladi 6roklésli, 40-50 éves EOAD pacienssel
fut egy olyan klinikai vizsgalatsorozat, amelyben a betegek valamennyien
kapnak lecanemabot és mellette egy tau-csdokkentd antitestet (E2814) [37]. A
tau antitest alkalmazasa nehéz feladat: olyan mAB-ot kell eldallitani, amelyik
nem keresztreagal a nativ tauval, csak a pTau fehérjével. Kevés példa van
specifikus pTau kot6, jol mikodé mAB el6allitasara. A kutatdk azt remélik, hogy
a tau-fehérje neutralizaldsa felerGsiti a lecanemab mar igazolt, de viszonylag
szerény protektiv hatasat.

Olyan kombinalt kisérleteket is terveznek, amelynek els6 Iépésében az
antitesttel (pl. lecanemab) eltavolitjak az agybdl az amiloid plakkokat, majd egy
B-szekretaz inhibitorral folyamatosan fenntartjdk az alacsony amiloid szintet,
hogy ne alakuljanak ki Ujra a plakkok. A BACE-1 inhibitor toxikus mellékhatasat
alacsony dozisok alkalmazdasaval kerilik el [38].

Ha egy mAB eltavolitja a plakkok java részét, megnyilik az Gt egy masik
alkalmazas felé is, és ez a kronikus neuroinflammaciéo gatlasa [39]. A
neuroinflammacid ugyan csak az AK masodik, cellularis fazisaban indul be, de ez
a demencia kifejlédésének fontos rizikéfaktora. Az AR aggregatumok fokozzak a
gyulladast serkenté faktorok (TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-18, NO stb.) felszaba-
duldsat és az NLPR3 inflammaszoma képzddését. Az autofagia serkentésével el
lehet tavolitani az inflammaszémakat, ezért az autofagiat indukalé anyagok az
AK potencidlis gyogyszerei. Komoly kutatasok folynak a szigma-1 receptor
ligandjaival is, mivel egy részik akadalyozza a gyulladasos citokinek hatasat és
ezaltal a sejtek pusztulasat [40].

A mikroglia (MG) immunsejtjei kozponti szerepet jatszanak az AK
kialakulasaban. Ezeknek az immunsejteknek az a feladata, hogy folyamatosan
ellenbrizzék az agy sejtjeinek és a szinapszisoknak az allapotat és sziikség
esetén fagocitdzissal eltdvolitsdk a sérilt sejteket. Az MG sejteknek tdbb
formaja van: nyugvo-kvieszcens, betegségkapcsolt pro-fagocitaldé és
disztépikus, aberrdlt allapot. A kutatdsok célja azoknak a megfeleld6 MG
sejteknek az azonositdsa és aktivaldsa, amelyek alkalmasak a betegség
lelassitasara, megallitasara. A MG aktivalas mellett kisérleteznek az asztrocitak
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AB-lebontd aktivitasanak novelésével is. A gyulladasgatlé gydgyszerek és a MG
aktivald anyagok alkalmazasaval mar nagyszamu klinikai vizsgalat folyik (6t
fazis-1, kilenc fazis-2 és egy fazis-3 kisérlet). Ezek kozul emeljik ki a
legfontosabb gydgyszercélpontokat [23]:

1) A TNFa szignalizacié moduldlasa

2) A 1ép Tyr-kinaz enzim (SYK) aktivalasa a MG clearance funkciéjanak
javitasara

3) A CX3CR1 (C-X3-C Motive Chemokin Receptor) gén aktivalasa, az MG
fagocitalé funkcidjanak megerdsitésére

4) A TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 2) mikroglia
fehérje aktivalasa a pTau akkumulacié lelassitasa céjabdl

5) A PLCG (phospholipase C y1) enzim aktivalasa a MG védo szerepének
javitasara

6) Az INPP5 (Inositol Polyphosphate-5-phosphatase) enzim modulalasa az
MG scavenger aktivitasanak javitasa céljabol.

Uj gydgyszerkutatdsi irdnyt jelent az AP nativ, helikdlis szerkezetének
stabilizalasa, az amiloid aggregacié megakadalyozasa. Erre tébb megoldassal
kisérleteznek: egyrészt az AB-val egyltt aggregalddd hidrofdb, szintetikus
peptidekkel (NCAM-PrP; [41]), masrészt az AR aggregaciét gatlé medin, illetve
a 14-3-3 fehérjék inhibitoraival prébaljak leallitani a toxikus aggregatumok
képzodését [23].

A tau tultermel6dés megakadalyozasara, a toxikus NFT-k kialakuldsanak
gatlasara is tobb moddszerrel kisérleteznek, Legigéretesebbnek a retromer
komplex aktivalasa, vagy a bassoon (szinaptikus protein) és a tau interakcio
gatlasa tlnik [23].

Mivel a neurovaszkularis egység (NVU) alulmikddése dontd szerepet jatszik az
AK kialakulasaban, olyan kutatasok indultak meg, amelyek az NVU m(ikédés
dalyozasat célozzak [42]. Mind a BBB-n keresztil tértén6é AR eltavolitassal (az
LRP1 és P-gp fehérjék expresszidjanak novelésével), mind a glimfatikus
rendszer aktivalasaval névelhetd az AB clearance.

Az AK bizonyos alcsoportjaban talan a génterapia is alkalmazhaté. Ismert, hogy
az ApoE4 gén megsokszorozza az AK kialakuldsanak valdszinlségét, ezzel
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szemben az ApoE2 neuroprotektiv hatasu. A kutatok ApoE4 homozigéta, tehat
igen veszélyeztetett személyekkel olyan vizsgalatokat terveztek, amelyben
megfelel6 virusvektor segitségével, injekcidval viszik be a hidnyzd, protektiv
ApoE2 gént a CSF-be. Az eddigi eredmények biztatdak: a bevitt ApoE2 gén még
egy év mulva is kimutathaté volt a CSF-ben és a paciensek tau-szintje csdkkent.

Uj gyodgyszercélpontot jelenthet az oligodendrocitdk demielinizacidja. Ez az
elvaltozas taldn az AK legkorabbi patoldgias jele [28]. Az AK betegek ApoE4
alléllal rendelkez0 alcsoportjanal a koleszterin transzport és a beéplilés zavarai
miatt patoldgias koleszterin depozitok jelennek meg az ODC-ben és ez csOkkenti
a mielinizaciét. Allatkisérletek igazoltdk, hogy a koleszterin transzport
el6segitése (pl. ciklodextrines kezelés) javitotta a mielinizaciét [43]. Mivel igy

......

a memoria hanyatlas kozott, egy Uj lehetéség nyilik meg az AK kezelésére.

A legujabb allatkisérletek azt bizonyitjdk [44], hogy ha a tauopatids egerek
idegsejtjeibdl kikapcsoljuk az ApoE4 allélt, drasztikusan lecsbékken az NFT-k
mennyisége és nem jelentkeznek a tauopatiara jellemz6 tliinetek sem. A
kisérletek szerint a neuronadlis ApoE4 kozponti szerepet jatszik az AK
progresszidjaban, ide értve a tau akkumulaciét, neurodegeneraciot és a mielin
leéplilést. Mivel az ApoE4 hatassal van az egymashoz kapcsolddd neuronokban
a prionoid pTau tovabbterjedésére, ez a lanc az ApoE4 kikapcsolasaval
megszakithatd.

Az immunterdpia sokat igér6 Uj moddszere az AK kezelésére a periférias
immunrendszer stimuldldsa mAB segitségével [45]. Az AK ugyanis nem
kizarélag az agy betegsége, kialakuldsaban fontos szerepet jatszanak a
periférids immunsejtek is, amelyek részt vesznek az agy homeosztatikus-
helyreallitd folyamataiban. Egy checkpoint-fehérje, a Programmed Cell Death
Ligand (PD-L1/PD-1) gatlasaval stimulalni lehet a periférids immunrendszert,
igy az agyba T-sejtek és monocitak Iépnek be, javitva az AB eltavolitast. Sikeres
allatkisérletek folytak tobb AK egérmodellen az IBC-Ab002 mAB alkalmazasaval,
amely gatolja a PD-1 checkpoint fehérjét és ezaltal stimuldlja az
immunrendszert. Az elmult évben fazis-1 klinikai vizsgalatok is elindultak ezzel
az antitesttel, az els6 eredmények 2024-ben varhatok.

11. Optimista kitekintés és konklGzié
Ma még nem igérhetliink kénny( almot azoknak, akik az AK-t kutatjak. Be kell
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vallanunk, hogy még nem taldltuk meg az AK csodagydgyszerét. Talan egy
természetes folyamat, az 6éregedés ellen kell harcolnunk, ha meg akarjuk Orizni
kognitiv képességeinket. A korai diagndzis moddszerek fejlédése, az AK
komplexitdsanak Uj szemlélete és a nagyszamu, a 10. pontban felsorolt Uj
kozelitési méd és célpont reményt ad tdobb sikeres kezelési megoldasra.
Optimistaként bizunk abban, hogy az AK egy-két évtizeden belll egy
gyogyszerekkel és mas terapias eszkdzokkel kezelheté kronikus betegséggé
valik, amivel egyutt lehet élni.
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Abstract: The appearance of uracil in the deoxyuridine moiety of DNA is among the most frequently
occurring genomic modifications. Three different routes can result in genomic uracil, two of which
do not require specific enzymes: spontaneous cytosine deamination due to the inherent chemical re-
activity of living cells, and thymine-replacing incorporation upon nucleotide pool imbalances. There
is also an enzymatic pathway of cytosine deamination with multiple DNA (cytosine) deaminases
involved in this process. In order to describe potential roles of genomic uracil, it is of key importance
to utilize efficient uracil-DNA detection methods. In this review, we provide a comprehensive and
critical assessment of currently available uracil detection methods with special focus on genome-
wide mapping solutions. Recent developments in PCR-based and in situ detection as well as the
quantitation of genomic uracil are also discussed.

Keywords: uracil-DNA; dot blot; in situ detection; PCR-based U-DNA detection; genome-wide
uracil mapping

1. Introduction

The thymine analogue uracil base has long been considered as an error to be excluded
from the DNA; however, key experimental evidence has emerged supporting a more
fine-tuned view on the potential impact of genomic uracil (for a detailed review, see [1]).
The uracil base (U) can appear in DNA from three sources (Figure 1). First, spontaneous
hydrolytic cytosine deamination is one of the most frequent DNA base damage—in a
mammalian size genome, several hundreds of such events occur daily, to be compared to
the rate of spontaneous depurination (2000-10,000/day/genome) [2,3]. Secondly, DNA
cytosine deaminases from the AID/APOBEC family can also catalyze the conversion of
cytosine (C) to U in the genome [4-11]. Thirdly, in addition to these potentially muta-
genic cytosine deamination events, replicative polymerases can efficiently incorporate
2'-deoxyuridine 5’-monophosphate (deoxyuridylate, dUMP) moieties instead of the natu-
rally occurring 2’-deoxythymidine 5-monophosphate (deoxythymidylate, dTMP), when
2'-deoxyuridine 5'-triphosphate (dUTP) precursor is abundant, e.g., upon perturbed nu-
cleotide metabolism [12-15].

Cellular processing and physiological consequences of the genomic uracils are highly
context-dependent (Figure 1). Cytosine deaminations result in uracil:guanine (U:G) mis-
matches that can be fixed as point mutations upon the next replication in one of the daughter
cells unless repaired by base excision repair (BER) or mismatch repair (MMR) mechanisms.
Thymine-replacing incorporation is less harmful because the DNA coding potential is not
changed, however, the missing methyl label from the uracil base as compared to thymine
(T) might result in the perturbation of certain DNA binding regulatory functions [16].
Recently, genomic uracil was suggested as a potential epigenetic marker [1,17].
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In humans, approximately 70% of drugs are eliminated through the liver. This process is governed by the
Fluorescent or fluorogenic probe concerted action of membrane transporters and metabolic enzymes. Transporters mediating hepatocellular up-

In vitro transporter assay

In vivo imaging

Near infrared dyes

Theranostics

Transporter-drug interaction screening

take of drugs belong to the SLC (Solute carrier) superfamily of transporters. Drug efflux either toward the portal
vein or into the bile is mainly mediated by active transporters of the ABC (ATP Binding Cassette) family.
Alteration in the function and/or expression of liver transporters due to mutations, disease conditions, or co-
administration of drugs or food components can result in altered pharmacokinetics. On the other hand, drugs
or food components interacting with liver transporters may also interfere with liver function (e.g., bile acid
homeostasis) and may even cause liver toxicity. Accordingly, certain transporters of the liver should be inves-
tigated already at an early stage of drug development. Most frequently radioactive probes are applied in these
drug-transporter interaction tests. However, fluorescent probes are cost-effective and sensitive alternatives to
radioligands, and are gaining wider application in drug-transporter interaction tests. In our review, we sum-
marize our current understanding about hepatocyte ABC and SLC transporters affected by drug interactions. We
provide an update of the available fluorescent and fluorogenic/activable probes applicable in in vitro or in vivo
testing of these ABC and SLC transporters, including near-infrared transporter probes especially suitable for in
vivo imaging. Furthermore, our review gives a comprehensive overview of the available fluorescence-based
methods, not directly relying on the transport of the probe, suitable for the investigation of hepatic ABC or
SLC-type drug transporters.

Abbreviations: 4Di-10ASP, (4-(didecyl-amino)styryl)-N-methylpyridinium iodide; ABC, ATP Binding Cassette; ABCP, placenta-specific ABC protein; ADME-Tox,
Absorption; Distribution, Metabolism, Elimination and Toxicity; APB, 2-aminoethyl diphenylborinate; ASBT, apical sodium-dependent bile acid transporter (NTCP2,
SLC10A2); BCRP, breast cancer resistance protein; BiFC, bimolecular fluorescence complementation; BRIC 2, benign recurrent intrahepatic cholestasis 2; BSA, bovine
serum albumin; BSEP, bile salt export pump (ABCB11); calcein-AM, calcein-acetoxy-methylesther; CsA, cyclosporine A; CYP, cytochrome P450; DDI, drug-drug
interaction; DHEAS, dehydroepiandrosterone sulfate; DILI, drug induced liver injury; DJS, Dubin-Johnson syndrome; E1S, estrone-3-sulfate; EMA, European Med-
icines Agency; ENT, equilibrative nucleoside transporter; FDA, U.S. Food and Drug Administration; FDI, food-drug interaction; FRET, fluorescence resonance energy
transfer; FXR, farnesoid X receptor; FCS, fluorescence correlation spectroscopy; GFP, green fluorescent protein; GSH, glutathione; HBV/HDV, hepatitis B/D virus;
HCC, hepatocellular carcinoma; HILI, herbal induced liver injury; HIV, human immunodeficiency virus; HPLC, high-pressure liquid chromatography; ICP, intra-
hepatic cholestasis of pregnancy; IOV, inside-out membrane vesicle; LC-MS, liquid chromatography-mass spectrometry; LTC4, leukotriene C4; LBD, ligand-binding
domain; MATE, Multidrug and toxin extrusion protein; MDR1, multidrug resistance protein 1; MRI, magnetic resonance imaging; MRP2, multidrug resistance
associated protein 2; MS, mass spectrometry; MXR, mitoxantrone resistance protein; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; NBD, nucleotide binding domain; NIR, near-
infrared; NME, new molecular entity; NTCP, sodium/taurocholate cotransporting polypeptide; OAT, Organic anion transporter; OATP, Organic anion transporting
polypeptide; OCT, Organic cation transporter; OST, Organic solute and steroid transporter; PDT, photodynamic therapy; PET, positron emission tomography; PFIC2,
progressive intrahepatic cholestasis 2; PGE2, prostaglandin E2; P-gp, P-glycoprotein; PMDA, Pharmaceuticals and Medical Devices Agency; PREGS, pregnenolone
sulfate; PROTAC, proteolysis-targeting chimera; PTT, photothermal therapy; ROS, reactive oxygen species; SLC, Solute carrier; SDS, sodium dodecyl sulfate; SNP,
single nucleotide polymorphism; SPECT, single-photon emission computed tomography; TNP-ATP, 2,4,6-trinitropheno-adenosine-triphosphate; TMD, trans-
membrane domain; UGT, UDP-glucuronyltransferase.
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Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is an incurable, progressive neurodegenerative disorder. AD is a
complex and multifactorial disease that is responsible for 60-80% of dementia cases. Aging, genetic
factors, and epigenetic changes are the main risk factors for AD. Two aggregation-prone proteins play
a decisive role in AD pathogenesis: 3-amyloid (A) and hyperphosphorylated tau (pTau). Both of
them form deposits and diffusible toxic aggregates in the brain. These proteins are the biomarkers
of AD. Different hypotheses have tried to explain AD pathogenesis and served as platforms for AD
drug research. Experiments demonstrated that both Ap and pTau might start neurodegenerative
processes and are necessary for cognitive decline. The two pathologies act in synergy. Inhibition
of the formation of toxic AR and pTau aggregates has been an old drug target. Recently, successful
Ap clearance by monoclonal antibodies has raised new hopes for AD treatments if the disease is
detected at early stages. More recently, novel targets, e.g., improvements in amyloid clearance from
the brain, application of small heat shock proteins (Hsps), modulation of chronic neuroinflammation
by different receptor ligands, modulation of microglial phagocytosis, and increase in myelination
have been revealed in AD research.

Keywords: Alzheimer’s disease; toxic amyloids; Af; tau; genetics; amyloid clearance; vascular
dysfunction; neuroinflammation; heat shock proteins; drug targets

1. Introduction

Neurodegenerative diseases (NDDs) represent a big part of neurological disorders.
NDDs are characterized by the loss of synapses and neurons in the central nervous system
(CNS). Neuronal loss often generates the decline of cognitive functions and dementia. Many
NDDs have a common central neuropathological event: misfolded, toxic protein aggregates
(amyloids) are accumulated in the CNS. NDDs can be regarded as protein homeostasis
disorders: the level of several aggregation-prone proteins is increased, and subsequent small
conformational changes result in the accumulation of pathogenic, 3-structured amyloid
proteins. Many amyloid protein structures are self-replicating, display prionoid character,
and their aggregated form is propagated from cell to cell (transmissible pathology) [1].
The prionoid propagation of several amyloids (e.g., tau protein and «-synuclein) has
been proven. The precise molecular mechanism of the conversion of a nontransmissible
protein to the pathogenic prionoid form is not completely understood. Although the native,
functionally-folded proteins possess important physiological functions, their misfolded
amyloid aggregates are toxic to brain cells. The amyloid structure fundamentally differs
from the globular state of these proteins and has remarkable similarities in the molecular
and supramolecular organization [2]. Medical research has revealed common disease
pathways among NDDs [3]; the most important of them is the accumulation of toxic,
misfolded proteins.

Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 5383. https:/ /doi.org/10.3390/ijms24065383
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are cell-derived membrane structures that are formed by bud-
ding from the plasma membrane or originate from the endosomal system. These microparticles
(100 nm~-100 um) or nanoparticles (>100 nm) can transport complex cargos to other cells and, thus,
provide communication and intercellular regulation. Various cells, such as hepatocytes, liver sinu-
soidal endothelial cells (LSECs) or hepatic stellate cells (HSCs), secrete and take up EVs in the healthy
liver, and the amount, size and content of these vesicles are markedly altered under pathophysiologi-
cal conditions. A comprehensive knowledge of the modified EV-related processes is very important,
as they are of great value as biomarkers or therapeutic targets. In this review, we summarize the
latest knowledge on hepatic EVs and the role they play in the homeostatic processes in the healthy
liver. In addition, we discuss the characteristic changes of EVs and their potential exacerbating
or ameliorating effects in certain liver diseases, such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
alcoholic fatty liver disease (AFLD), drug induced liver injury (DILI), autoimmune hepatitis (AIH),
hepatocarcinoma (HCC) and viral hepatitis.

Keywords: extracellular vesicles; NAFLD; AFLD; hepatocarcinoma; viral hepatitis; autoimmune
hepatitis; drug-induced hepatitis; liver; hepatocytes

1. Introduction

The prominent scientific investigation of extracellular vesicles (EVs) began in the
1980s when Harding and coworkers discovered transferrin-receptor-containing EVs formed
during the maturation of reticulocytes [1]. In the same year, Pan and Johnstone provided
the first images of EVs from the same type of cells, and Rose Johnstone named the spherical
structures derived from multivesicular body (MVB) fusion “exosomes”. Later, more and
more research groups studied these structures [2]. Crawford and coworkers observed small
particles of various content in platelet-free plasma and called them microparticles. They also
demonstrated that EVs contain proteins, lipids and ATP [3,4]. By now, scientific knowledge
about EVs has become widespread and noticeable. The importance of these particles can be
justified with many physiological functions. They play a role in intercellular communication
(e.g., they transfer signal molecules such as cytokines, adhesion receptors, regulatory
nucleic acids) and carry other biomolecules (e.g., metabolites, nutrients, cofactors) and,
therefore, they are capable of changing the composition and function of recipient cells.
They can serve as diagnostic markers since their amount and/or composition changes in
many diseases. Moreover, EVs can be used as natural drug delivery systems with low
cytotoxicity and immunogenicity [5].

Because of the size and heterogeneity of EVs, it is very hard to adapt different, conven-
tional analytical tools to detect these vesicles. Proper investigation of EVs implies specific
protocols and requires certain functional and physical analyses. These are summarized in a
frequently updated guideline called Minimal Information for the Study of Extracellular

Life 2023, 13, 1117. https:/ /doi.org/10.3390/1ife13051117
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torténd bemutatdsara. Ugyan készlil minden értekezés mellé egy tézisfiizet, de
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A biokémia egyik legrégebbi, maig megoldatlan kérdése, hogy kideritsik,
hogyan fligg 6ssze a fehérjék szerkezete a funkcidjukkal. A 2000-es évek elejéig
altaldnosan elfogadott tényként kezelték, hogy ahhoz, hogy egy fehérje
funkcionalis legyen, egy jolmeghatarozott szerkezettel kell rendelkeznie. Ma mar
tudjuk, hogy ez az un. szerkezet-funkcié paradigma nem teljesen igaz, ugyanis
|éteznek olyan fehérjék, régidk, amelyek nem rendelkeznek jol definialt
haromdimenzidos szerkezettel, ugyanakkor funkciondlisak. Ezek az un.
rendezetlen fehérjék, illetve rendezetlen régidk (Intrinsically Disordered
Proteins/Regions, roviden IDP-k/IDR-k) nagyon gyakoriak a természetben.
Becslések szerint a human protedm fele tartalmaz hosszabb (nagyobb mint 30
aminosav) rendezetlen régiét, mig az eukariota protedmok 15 %-a teljesen
rendezetlen [1].

Gyakorisaguk ellenére még ma is nagyon keveset tudunk a rendezetlen
fehérjékrol, és még kevesebbet azok funkcidirdl. FOként azért, mert kisérletes
vizsgalatuk még a rendezett fehérjéknél is joval bonyolultabb, idoigényesebb és
dragabb. Ahhoz, hogy jobban megismerhessik ezt az (jfajta fehérjeosztaly,
nagy szikség van olyan bioinformatikai mddszerekre, amelyek kozvetlenll a
fehérje szekvenciajabdl képesek rendezetlenséget vagy rendezetlen funkcids
helyeket jésolni. A rendezetlen régidk gyakori funkcionalis moduljai az un. révid
linedris motivumok (Short Linear Motifs, SLiM), amelyek a fehérje-fehérje
interakcidk egyik kulcsfontossagu résztvevoi. A SLiM-ek altaldban gyenge,
tranziens interakciot alakitanak ki partnertkkel, jellemzden csupan par kdézponti
aminosavon keresztlil, amelyek szekvenciadlisan egymashoz kozel taldlhatdak

[2].

Egy jol ismert linedris motivum kotd rendszer az LC8 nevi fehérje, amely egy
kis eukaridota homodimer fehérje, amelyet els6ként a dynein motor komplex
részeként irtak le [3]. Bar azéta tobb mint 60 dyneintdl figgetlen kétopartnerét
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azonositottdk, azonban a fehérje pontos funkcidja jelenleg is ismeretlen [4]. Az
LC8 partnereit egy linearis motivumon keresztil koti, amelyek a dimerizacids
interface két oldalan kialakuld kot6arokba egy komplementer béta szalként
illeszkednek be.

1. abra. LC8 komplex térszerkezete a CHICA fehérje ké6témotivumaval (bordo) (PDB:
5e0m), monomerek kék és sarga szinekkel szinezve.

Kutatbmunkam soran egyik fO0 célom egy olyan bioinformatikai maoddszer
kifejlesztése volt, amely képes 0j kdtdpartnereket azonositani egy adott linearis
motivum koto fehérjéhez. A mddszert elséként az LC8 fehérjére alkalmaztam,
hogy ezéltal jobban megérthessiik az LC8 funkcidjat.

Els6 l|épésként irodalmi adatok alapjan 06sszegyljtottem az ismert koto-
partnereket. Osszesen 67 LC8 k&étd motivumot taldltam 53 fehérjében, melybdl
40 motivum volt human 33 fehérjébdl. Az 6sszegydjtott motivumok szekvenciait
illesztettem, majd azokbdl egy ugynevezett pozicid specifikus pontozé matrixot
készitettem (Position Specific Scoring Matrix, PSSM). Az ilyen PSSM-ek
megmutatjak, hogy egy motivum esetén egy adott pozicioban egy adott
aminosav mekkora valdszinlséggel fordul eld. A pontozé matrix felhasznalhaté
arra, hogy akar teljes protedmokban hasonlé Uj partnereket azonositsunk a
motivumok hasonlésaga alapjan. Azonban a koétOmotivum rdvidsége miatt a
valdédi talalatok mellett nagyszamban fordulnak el6 pusztan véletlendl
el6forduld, fals pozitiv taldlatok. Példaul az ismert LC8 partnerek alapjan
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készitett PSSM-el a human protedmot megszlirve szazezres nagysagrendben
talalunk motivumokat. A f6 kihivast tehat az jelentette, hogy ezek kozil a

talalatok kozul kiszlirjem a negativ taldlatokat.

100 100

A
l .l Parent

No  Yes Binary split based on attribute

Q i Child ﬂ Q I:Hp_Pm(Hm)_Pcz(ch)

30 70

70 30

=

B 1.0 0.

— |LPred

= Espritz O
—_— WEL2

= DISOPREDZ

Information gain
=
(9]

o
o

0.

M

0.

(=]

B

22 : 36

0 6 0.0 0.5 1.0!
PSSM score Disorder score
C 10000 : 40
v Intracellular localization
Not under a PFAM domain

Y v

v 7 PSSM score higher than 3.3

v v Average disorder higher than 0.42

2. abra. Sziirési kritériumrendszer. A) Informacids nyereség sematikus vazlata. B)
Informéacios nyereség gérbe kiilénbbzé kiiszébértékeken a PSSM pontszamra, valamint harom
rendezetlenség predikcids pontszamra. C) Szlirési kritériumrendszer déntési fa-abrazolasa.
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Ennek érdekében megvizsgaltam, milyen tulajdonsagok jellemzbek az ismert
kotébmotivumokra, mint példaul josolt atlagos rendezetlenség, illetve
rendezetlen kot6hely predikcidos értékek, domén annotacidk, sejten bellli
elhelyezkedés vagy masodlagos szerkezet tekintetében. Ezeket a
tulajdonsagokat felhasznalva egy globalisan tanitott déntési fa jellegl sz(irési
kritérium rendszert allitottam fel. A dontési fa tanitdsdhoz az ismert human
kotOpartnereket és tulajdonsagait hasznaltam fel pozitiv halmazként, negativ
halmazként pedig 10.000 véletlenszer(ien valogatott motivumot a human
protedmbol, amelyek szekvencialisan hasonldéak az LC8 kdté motivumokhoz.
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3. abra. GO annotacié feldiusulasi vizsgalat. Pirossal kiemelve a Hippo szignalizacids
utvonalhoz kéthetd funkciok.

A szlrési rendszer képes felismerni az ismert human partnerek 90 %-at, mig
kiszlrte a véletlen motivumok 99,78 %-at. A szlirési eljarast a human
protedmra alkalmazva mar csupan 335 potencidlis LC8 kot6 motivumot
talaltunk. Kollégaim, Dr. Pajkos Matyas és Hajdu-Soltész Borbala a kapott 335
motivumot tovabb szlrte vollcids konzervaltsag és fehérje-fehérje interakcids
adatok alapjan, mig végul 71 olyan motivumot azonositottunk, amely nagyon
valészin(ien valdéban LC8 koto.

Annak érdekében, hogy jobban megismerjik az LC8 fehérje pontos funkcidjat,
az Ujonnan prediktalt partnereket, valamint az ismert human motivumokat GO
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annotdaciés feldlsulasi vizsgalatnak vetettilk ald [5]. Ez megmutatja, hogy
melyek azok a funkcionalis annotaciok, amelyek a vartnal gyakrabban fordulnak
eld a kotOpartnerek esetében, ravilagitva az LC8 fehérje funkcidjara.

A feldlsulasi vizsgalat sok mar ismert tulajdonsag mellett tobb a Hippo
szignalizacids utvonalhoz kéthetd funkciot is megtalalt. Annak érdekében, hogy
ezt igazolni tudjuk, Szaniszl6 Tamas munkatarsam kisérletes modszerekkel
igazolta, hogy az LC8 fehérje valéban koélcsénhat tdbb olyan fehérjével is,
amelyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a Hippo szignalizacids Utvonalban.

Doktori munkam soran sikeresen elkészitettem egy predikcidos mddszert, amely
képes Uj kotdpartnerek azonositasara egy adott linearis motivum koté domén
esetében. A moddszert sikeresen alkalmaztam az LC8 rendszerre, ahol 71
potencidlis Uj human koétomotivumot azonositottam, amelyek kozll kilenc
motivumot kisérletesen is igazoltak kollégaim. Az igazolt motivumok
funkcionalis analizise pedig ravilagitott az LC8 eddig ismeretlen funkcidjara a
Hippo szignalizacids Utvonalban [6].
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A mikroRNS-ek (miRNS) mar az 1993-as felfedezésiktdl kezd6dben felkeltették
egyes kutatok érdeklodését [1], de igazan nagy lendliletet a 2006-o0os Nobel-dij
adott a teriletnek [2]. Kezdetben a miRNS-ek érését altalanosan szabalyozo
folyamatokat és a miRNS-ek funkcidjat kutattak. Ezek a vizsgalatok megmu-
tattak, hogy a miRNS gént az RNS polimeraz II irja at, igy létrehozva a pri-
miRNS-et, amelybdl a Drosha és a DGCR8 altal alkotott mikroprocesszor
komplex hasitja ki a prekurzor miRNS-t (pre-miRNS-t).
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1. abra. A miRNS-ek atlagos expresszios értékei embrionalis éssejtekben és placen-
takban. Az expresszms értékeket log2 skalan abrazoltuk: az X-tengelyen a p/acentaban mért
dtlagos expresszios értékek (n=12), mig az Y-tengelyen az embrionalis 8ssejtek atlagos értékei
(n=4) vannak feltiintetve. A C19MC tagjait kék szinnel kiemeltiik.

Ezt kovetGen a citoplazmaban a Dicer enzim hasitja le a hajtliszerkezet(i pre-
miRNS-rél a termindlis hurkot, igy l|étrehozva egy rovid duplaszald RNS
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molekulat. Ennek egyik, vagy akar mindkét karja egy Argonauta tipusu
fehérjébe toltédik, és tovabbi faktorokkal kiegészlilve létrehozzak az RNS-
indukalta csendesitd komplexet, amely a célgén mRNS-éhez koétddve képes
annak expressziéjat finomhangolni [3].
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2. abra. C19MC miRNS expresszios értékei genomi poziciojuk fiiggvényében abra-
zolva. Az X-tengelyen a C19MC miRNS-ek genomi pozicidjuk szerinti sorrendje lathato. Az Y-
tengely a miRNS-ek relativ expressziés, egy a AACT mddszerhez hasonlé normalizacié utani
értékét log, skalan mutatja. A placenta mintakon mért értékeket kék, az embrionalis ssejteken
mért értekeket piros pontok jelenitik meg. Az értékekre illesztett regresszios egyenest a
p/?(:len};a esetében kék szaggatott vonallal, mig az embrionalis 6ssejtek esetében piros vonallal
jeloltiik.

Bar napjainkra a mechanizmusok legfontosabb elemei felfedezésre keriltek,
tovabbra is sok megvalaszolatlan kérdést tartogat ez a terlilet. Egyre inkabb
elétérbe kerlil a miRNS funkcidk matematikai modellezhet0sége, az orvosi és
szintetikus bioldgiai felhasznalhatdsaga, amikhez azonban ismernink kell a
MiRNS-ek érését és funkcidjat szabdlyozd mechanizmusok részleteit is. A
folyamatok pontos leirdsdhoz tudnunk kell, hogy adott bioldgiai molekulak
mennyiségi és mindségi szabalyozasa hogyan torténik.

PhD munkam keretében az egyik legnagyobb méretli human miRNS klaszter, a

C19MC [4] szabalyozasat vizsgaltuk placentaban és embrionalis Gssejtekben,

tovabba ezen miRNS-ek, valamint az 6ket szabalyozo6 bioldgiai mechanizmusok

terhességi toxémiaval kapcsolatos orvosi relevancidajat kutattuk. Munkam soran

kilénb6z6 szekvenalasi technoldogidk adatainak elemzését kdvetden célzott
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kisérleteket végeztiink, hogy a miRNS-ek érésében szerepet jatszé Uj
mechanizmus, a klaszteren bellli, poziciéfiggé pri-miRNS feldolgozasi haté-
konysag jelenségét minél pontosabban fel tudjuk tarni.
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3. abra. C19MC pri-miRNS vagasi hatékonysaga placenta és HUES9 sejtekben. Az X-
tengelyen a pri-miRNS 3 vizsgalt poziciéja lathato, mig az Y-tengelyen a relativ vagasi
hatékonysag log, értékét abrazoltuk. A processzalas hatékonysagat egy a pri-miRNS-re eso és
egy a pre-miRN52 tévére esé primer parokkal mért expresszios értékek aranyabdl szamitottuk ki.
A kék pontok a placenta mintak, mig a piros pontok a HUES9 embrionalis 0ssejtvonal értékeit
mutatjak. Az értékekre illesztett regresszios egyenest placenta mintak esetében kék szaggatott
vonallal, mig a HUES9 embriondlis 0ssejtek esetében piros vonallal jelbitik.

Publikusan elérhetd kis RNS szekvenalasi adatokat gy(jtottiink, és a nyers
adatfajlokbol kiindulva egységes mddon Ujraelemeztiik Oket; 8 placenta és 4
embrionalis 6ssejt mintaval dolgoztunk. Az elemzésekkel az adott mintakban
kifejez0d6 6sszes miRNS szintjét meg tudtuk hatarozni. A kifejez6ddé C19MC-
eredetdi miRNS-ek két szOovet kozotti expresszios eltéréseit vizsgaltuk, az
expresszids értékek nagy terjedelme miatt az értékeket kettes alapu
logaritmikus skalan abrazoltuk (1. abra). Az eredményekbdl jol latszik, hogy
placentdban mindegyik C19MC miRNS-nek az 6ssejtekben mértnél magasabb a
szintje, a klaszteren belll azonban az egyedi miRNS-ek expresszids szintjei
nagyfokU heterogenitast mutatnak.

A klaszteren belili mennyiségi heterogenitas vizsgalatdhoz a C19MC miRNS-
eket klaszteren bellli genomi sorrendjuk szerint rendeztik, majd a klaszter
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minden mMiRNS-ének expresszios értékét az adott miRNS placentdban mért
atlagos szintjére normaltuk (2. abra). A miRNS-ek sorba rendezése utan a
mennyiségi értékekben l|athatd variabilitds részben magyarazhatova valt, a
klaszter elején |év6 kisebb kiilonbségek a klaszter 3’ vége felé haladva egyre
nagyobba valtak. Mig placentdban a klaszter 6sszes miRNS-e magas szinten
expresszalddik, embrionalis Ossejtekben az 5’ végen lévé miRNS-ek szintje
jelentdsen magasabb, mint a télik 3’ irdnyban elhelyezked6 miRNS-eké. Ezekre
az adatokra linedris regressziés modellt illesztettiink, ezzel szamszer(siteni
tudtuk a szovetek kozott megfigyelt poziciofliggd trend erOsségét.
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4. abra. C19MC promoéter régidjaban talalhato epigenetikai médosulasok. H3K27ac,
H3K4me3 és DNaz hiperérzékenység jelek embriondlis 6ssejtekben pirossal, placentaban kékkel
jelblve. DNaz hiperérzékeny helyek (DHH1-DHH7) és a pri-miRNS specifikus primereket
(C19MC-0 és C19MC-1) fekete négyzetekkel, a placenta specifikus transzkripcios starthelyeket
kék vonalakkal, az 6ssejt transzkripcids start helyet piros vonallal, az els6 miRNS-ek (miR-512-
1 és miR-512-2 ) elhelyezkedését z6ld négyzetekkel jeloltiik.

Ezt az értéket a pri-miRNS 3 részén mértik, majd ezek eredményeire linaris
modellt illesztettlink. Az érett miRNS-ekhez hasonléan most is a két szovet
kozotti kllonbséget vizsgaltuk. Az Ossejtekben mért relativ processzalasi
hatékonysag csokken a klaszter vége felé haladva, azaz ebben az esetben is
megjelenik a genomi pozicié hatdsa (3. abra). Ossejtekben a Drosha szint
csokkentése tovabb fokozta, mig a ndvelése enyhitette a pozicidhatast.

A klaszter transzkripcidjat vizsgdlva egy Uj, szoOvetspecifikus kilonbséget
fedeztlink fel. A klaszter kanonikus promotere kizardlag a placenta mintakban
aktiv, Ossejtekben egy alternativ promoterrdl indul a transzkripcio. A ChIP
szekvenalasi adatok alapjan az eltéré promoter régidokban eltérd transzkripcios
faktor kot6helyek vannak (4. abra).
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A doktori munkammal parhuzamosan megjelent egy tanulmany, amely szerint
bizonyos miRNS-ek promoterei képesek lehetnek a pri-miRNS vagasat végzo
mikroprocesszorok toborzasara [5].
Placentaris promoéter . i
RNS polimeraz |l

— — o

Enhanszer kotott <\ ‘/\
mikroprocesszorok /\ 2 '
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5. abra. A C19MC poziciofiiggo szabalyozasanak grafikus modellje. A placentaris
promdter hatékonyan toborozza a mikroprocesszorokat, ezzel segiti a teljes pri-miRNS
feldolgozasat. Ezzel szemben az embriondlis promdter nem, vagy csak gyengén kéti a
mikroprocesszorokat, ezért azoknak alacsonyabb a lokalis koncentraciojuk. Mivel az els6ként
atirodé, a promdterhez kézelebb elhelyezked6 miRNS géneket még nagyobb valdszinliséggel
vagjak a szabad mikroprocesszorok, az érett miRNS-ek szintjén is kialakul a pozicidhatas.

A C19MC epigenetikai markereit megvizsgalva felmerilt, hogy placentaban
ennek a klaszternek a promoétere is képes lehet mikroprocesszorokat kétni (4.
abra). Ezért Drosha antitesttel ChIP-gPCR méréseket végeztiink, amikkel Ki
tudtuk mutatni, hogy a Drosha csak a placentaban kotodik a klaszter
promoteréhez, 6ssejtekben nem. Ebbdl kévetkezik, hogy bar a két szévet kozott
a globalis Drosha szint nem kllénbozik, viszont a lokalisan elérhetd6 Drosha
fehérje mennyisége kilonbodzhet.

Eredményeink alapjan megalkottuk a pozicidhatasért felel6és mechanizmus
modelljét (5. abra). A placentaris promoter hatékonyan toborozza a klaszterhez

7 e

transzkripcidoval parhuzamosan az egész klaszter hatékonyan tud processza-
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|6dni. Ezzel szemben Gssejtekben az alternativ prométer nem tud elegendd
mikroprocesszort toborozni a folyamatos kotranszkripcids vagashoz, igy ez csak
a klaszter elején tud megtorténni. Ennek kovetkeztében a klaszter elején
meglévé miRNS expresszids kilonbség a klaszter 3’ vége felé haladva
folyamatosan novekszik, tehat kialakul a poziciéhatas.
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6. abra. A poziciofiiggo hatas tovabbi két kisebb klaszterben is kimutathato. Az X-
tengelyen A) a miR-106b-25 és B) a miR-371-3 klaszter miRNS-i genomi poziciojuk szerinti
rendezve lathatdak, az Y-tengely a miRNS-ek relativ expresszids értekét log, skalan mutatja. A
placenta mintakon mért és normalizalt értékeket kék, az embriondlis Ossejtvonalon mért
értékeket piros pontok jelenitik meg. Az értékekre illesztett regresszids egyenest placenta
esetében kék szaggatott vonallal, mig az embrionalis 6ssejtek esetében piros vonallal jeléltiik.
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7. abra. A klaszter poziciofiiggé expresszios mintazata normal és preeklampszias
mintak osszehasonlitasaban. Az X-tengelyen a kvantitativ PCR-rel mért C19MC miRNS-ek
genomi poziciéjuk szerinti sorrendbe rendezve lathatdéak, az Y-tengely pedig a miRNS-ek relativ
expresszios értékeit (—AACT) mutatja. Normal placenta mintakon (n = 6) mért értékeket kék,
a preeklampszias mintakon (n = 5) mért értékeket z6ld pontok jelenitik meg. Az értékekre
illesztett regresszios egyenest normal placenta esetében szaggatott kék vonallal, mig a
preeklampszids mintak esetében zéld vonallal jelltiik.
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A feltart mechanizmus meglétét mas mIiRNS klaszterek esetében is
megvizsgaltuk. Tobb klasztert is elemeztiink, ezek kozil kett6, a miR-106b/25-
ben és miR-371-3 esetében lattunk kapcsolatot a miRNS expresszids
kilénbségek és a miRNS-ek genomi sorrendje kozott (6. abra). Ezek a
klaszterek a C19MC-tdl eltéré tendencidkat mutatnak, aminek magyarazata
tovabbi vizsgalatok igényel.

Végezetlil a C19MC expresszidjat szabdlyozd mechanizmusok és a pre-
eklampszia (terhességi toxémia) kapcsolatat vizsgaltuk. Egészséges placentak
mellett preeklampszias mintakban is lemértik a klaszter 4 tagjanak expresszids
értékét. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy preeklampszidas mintdkban a
klaszter végén elhelyezked6 miRNS-ek esetében nagyobb expresszids
kilénbség van (7. abra). Ez az 0sszefliggés csak margindlisan szignifikans, de
felveti a lehetdségét, hogy a pozicidhatasnak a preeklampszia kialakuldsaban is
szerepe lehet.

Eredményeink alapjan a pozicidhatas a pri-miRNS-ek szintjén nem jelentkezik,
valamint a hypoxia nincs hatdssal a klaszter expressziéjara, de a promoter
régidban azonositott DNS metilacidos kllonbségek kapcsolatban allhatnak a
C19MC miRNS-ek érésével és megvaltozott expresszidjukkal.

Az értekezés alapjaul szolgalé tudomanyos kozlemények
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A Clqg a klasszikus komplement Utvonal (CP) felismeré molekuldjaként ismert.
A C1q a ligandjahoz valé kotédés altal aktivalja a komplement kaszkadot az
immunrendszerben. A C1qg 18 polipeptidlancbdl all, amelyek mindegyike egy C-
terminalis globularis fejdoménbdl és egy kollagénszeri N-terminadlis farki
régiobol all. A Clqg hat heterotrimerbdl all6 csokor, amelyet lancok kozti és
lancon bellli diszulfidhidak és a kollagénszer( farki régié stabilizalnak (1. abra).

(a) N-term CLR gClq
3-9aa ~81 aa ~135 aa
(¥ 3 d

223 2a WD
226 aa swWWWWWWWEERD
217 s MWD

(b) c
b A-B dimer
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(c)

A-BC-CB-A — @

TRENDS in Immunology

1. abra. A C1q fehérje szerkezete. A) A ClgA, ClgB és C1qC lancok egy N-terminalis
kollagénszert(i régiobdl (CLR) és egy C-terminalis globularis feji doménbdl (gCiqg) allnak. B) A
C1q lancok intermolekularis diszulfid hidak altal dimerizalnak, kialakitva 6 db A-B dimert és 3 db
C-C dimert. C) Az A-B dimerekhez egy-egy C lanc kétédik. D) Az N-terminalis CLR hozza létre
az ismert csokorszer(i strukturat. E) a gC1q kristalyszerkezete jellegzetes antiparallel B-lemezes
jelly roll topoldégiat mutat. Forras: [2].
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A Cl1lq a kot6partnerek széles skalajaval |ép koélcsonhatasba, tulnyomoérészt a
globularis fején keresztll [1].

Nemrégiben a Clqg Uj funkcidjat tartak fel a kozponti idegrendszerben. A Clq
molekularis cimkeként mlikodik azokon a szinapszisokon, amelyeket a mikroglia
sejteknek, az idegrendszerbeli makrofagoknak kell eltavolitaniuk [3]. Ez a
funkcid egészséges idegrendszerben is fellelhetd, valamint kontroll alatt all,
azonban szamos neurodegenerativ és pszichidtriai betegségben tulzott
mértékben jelentkezik [4-7]. Egyelore nem ismert, hogy a C1qg egyszer(ien csak
.eat-me” jelként milkodik-e, vagy a komplement kaszkadot is aktivalja.
Csoportunk kimutatta, hogy a neuronalis pentraxinok és a Clq kolcsénhatasa
jelentOs szereppel bir a szinapszis eltavolitdsban [8]. Azonban ezen kivil nem
kizarhato, hogy mas idegrendszerbeli fehérjék is hozzajarulnak a C1q szinapszis
eltdvolitasban betoltott szerepéhez. A kontrolldlatlan immunfunkcié gatlasa
kulcsfontossagu kérdés. A komplement kaszkad szabdlyozatlan miikodése
stulyos karokat okozhat a szervezetben, emiatt szikséges komplement
komponenseket célzd gatldészereket fejleszteni, amelyeket akar a periférian,
akar a CNS-ben alkalmazhatunk. A terapian tul az inhibitorok segitségiinkre
lehetnek a molekuldris mechanizmusok felderitésében is. Ez a gondolat inditotta
el a doktori munkam nagy részét kitevé kompetitiv C1q inhibitorok tervezését,
expresszidjat és vizsgalatat, amelyben segitségemre volt Moreau és mtsai. altal
tervezett egylanct human C1q feji doménekbdl allé konstrukcio [9].

A doktori munkam célja olyan fehérjék el6allitasa és karakterizaldsa volt,
amelyek a C1q kompetitiv inhibitorai lehetnek. Ennek megfeleléen az interakcids
partnerekhez vald kotédést biztositd feji régidt a kollagénszer(i szar nélkdil
kellett el@allitani. A Clg kompetitiv gatlasahoz olyan rekombindns fehérjét
terveztem és hoztam létre, amely a harom C1q lanc globularis fejdoménjét
tartalmazza egyetlen polipeptidlancként (sc-gC1lqg). A monomer konstrukcié
mellett eldallitottam multimereket két kilénb6z6 linker hosszal az sc-gC1q és a
multimerizald coiled coil régid kozott (2. abra). Mindezt annak érdekében
tettem, hogy az intakt, teljes hosszUsagu Clg-hoz hasonld, aviditast mutatd
molekulakkal dolgozhassak, amelyek kozll csak a leucin-cipzar altali dimerizacio
bizonyult sikeresnek az analitikai gélszlirés és analitikai ultracentrifugaval
végzett kisérletek alapjan. A trimerizacid esetén feltehetlleg a coiled-coil
szerkezetet Osszetartd masodlagos kolcsonhatdsok nem voltak elegendden
er0sek ahhoz, hogy a harom, kb. 50 kDa molekulatomegl alegységet
Osszetartsak, ezért a jovoben érdemes lehet olyan multimerizald szekvenciat
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valasztani, ami mar bizonyitottan alkalmas volt hasonlé méretli fehérjék
multimer képzésére.

A ! GHHHHHEHGSWELQGSRDQPRPAFSAIRQNPMTLGNVVIFDKVLTNQESPY
>l ONHTGRFICAVPGFYYFNFQVISKWDLCLFIKSSSGGQPRDSLSFSNTNN
101 KGLFQVLAGGTVLQLRRGDEVWIEKDPAKGRIYQGTEADSIFSGFLIFPS

sc-gC1qg2
sc-gC1qg3
sc-gC1qg2l
sc-gC1q3l

2. abra. A sc-gC1q fehérjék szekvencidja és felépitése. A) A monomer és a multimer
konstrukciok szekvencidja. A dimerek sc-gC1q és hozza fuzionalt GCN4 leucin-cipzarbdl allnak,
mig a trimerek multimerizalo régidja az SpD fehérje nyaki szekvencidja. A C1q feji domének
kozti linker szekvenciak 4-4 aminosav hosszuak (GTGG a gClgA és gC1qC kozétt, valamint
GSGA a gC1qC és gC1gB kézétt). Mind a dimerek, mind a trimerek egy révidebb (5 aminosav
hosszti) és egy hosszabb (13 aminosav hosszu) linker szekvencidaval kapcsolédnak a
multimerizalé coiled coil részhez. B) A multimerek sematikus felépitése, ketté és harom Clqg
fejet multimerizaltam. C) A sc-gC1q két szemszégbbl bemutatott szerkezeti abrazolasa, a harom
domén kiilbnb6z6 szinekkel jelblve. Forras: [1].

Habar csoportunk kimutatta a neuronalis pentraxinok és a Clq kozti
koélcsdnhatast, egyelOre tisztazatlan volt, hogy a Clqg valdban a feji részével
alakitja-e ki a kotodést [8]. Kisérleteimmel igazoltam, hogy a C1q feji doménijei
kotédnek a neuronalis pentraxinokhoz, akarcsak az immunkomplexekhez. A
kotédési kisérletek alapjan egyértelm(inek latszott, hogy a dimerek (rovid
linkeres dimer: sc-gC1g2, hosszu linkeres dimer: sc-gC1g2l) a monomernél
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alacsonyabb  disszociaciéos allandéval koétédnek az  Osszes  vizsgalt
kotopartnerhez.

Sikeresen gatoltam a komplement aktivaciot kilonb6zé azt indité molekuldk
esetén is, azonban az SPR kisérletekkel szemben itt a sc-gC1g2l bizonyult a
monomernél hatékonyabb inhibitornak. Ennek hatterében az eltérd ligand
immobilizalas allhat. Végll a szervezetbeli immunkomplex boritottsagot
modellezendd, hemolizis kisérletet végeztem, ahol a fizioldgias allapothoz
hasonlé immunkomplex boritottsdg mellett dolgoztam. A sc-gClg2l varidns
bizonyult a leghatékonyabbnak az el6z6 kisérletekhez hasonléan. Egér
neuronokhoz adott izolalt Clq sejtfelszinhez kotddését szintén mindharom
vizsgalt varianssal (sc-gC1q, sc-gC1g2 és sc-gC1q2l) sikerilt gatolnom.

Léteznek a sc-gClqg fehérjékhez hasonld természetes inhibitorok, amelyek az
effektor funkcidkat ellatdé régiokat nem tartalmazzak, ezaltal kompetitiv gatlast
valdsitanak meg. Ezek a lektin dtvonal felismerd molekuldjahoz koét6dé két
szerin protedz, a MASP1 és MASP2 fehérjét kodold gének alternativ splicingjaval
|étrejovo fehérjék, a MAp44 és MAp19 [10, 11]. A sc-gC1q variansok a jévében
alkalmasak lehetnek a Clq eddig fel nem tart idegrendszerbeli mikodését
tisztazni in vivo. Ebben nagy segitség lehet, hogy a monomernek a gyégyszer-
iparban hasznalt monoklonalis antitestekhez képest igen kis mérete van, ami
potencialjat in vitro, ex vivo és immortalizalt egér hipokampusz sejtvonalon is
vizsgaltam. A molekuldk jo alapot jelentenek a kdlcsdnhatd felszinek
mutdldasanak megtervezéséhez, amik a Clq kolcsénhatdsainak jellemzését
segithetik eld. Tovabba ezek a fehérjék, amelyekbdl hidnyoznak a kollagénszerd
régiok, nem mi(ikédnek effektorokként, igy potencialis eszktzok lehetnek a
komplement aktivacio in vivo vizsgalatahoz az idegrendszerben.

A disszertacio alapjaul szolgalé tudomanyos kézlemények
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B «onFerencia BeszamoLG Magyar Molekuléris Elettudoményok

BESZAMOLO A MAGYAR MOLEKULARIS ELETTUDOMANYOK
TAVASZI KONFERENCIAJAROL

A Magyar Biokémiai Egyeslilet (MBKE) és a Magyar Genetikusok Egyesllete
(MAGE) marcius 24 és 26 kozott rendezte meg a Molekuléris Elettudomanyi
Konferencia 2023-at Egerben. A helyszin valasztasa telitaladlat volt, hisz Eger és
kornyéke gyonyord, a Hotel Eger & Park pedig tokéletesen alkalmas nagyobb
rendezvények lebonyolitasara. A szakmai program is igényes és sokrét( volt a
konferencia fOszervezdinek kdszonhetben, akik nemzetkozileg is elismert
kutatok: Buday Laszl6 (MBKE elndke), Juhasz Gabor (MAGE elnbdkségi tag),
Lontay Beata (MBKE fé6titkara), Mihaly Jozsef (MAGE elndke), Sinka Rita (MAGE
elnokségi tag) és Virag Laszl6 (MBKE alelntke). A rendezvény kivald technikai
lebonyolitasa a Diamond Congress Kft-nek kdszénheto.

Szakmai program

A konferencian 325-en vettek részt, ebbdl 43 % akadémiai szeniorkutatd, cso-
portvezetd vagy professzor; 42 % fiatal akadémiai kutatdé vagy PhD hallgato és
15 % kiallitd, szponzor vagy cégképviseld. Négy plenaris el6adast hallhattunk,
az eléadok Sascha Martens (University of Vienna, Vienna BioCenter, Austria),
Székvolgyi Lérant (DE, AOK, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet), Csész
Eva (DE, AOK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet) és Szakacs Gergely
(ELKH TTK Enzimoldgiai Intézet, Budapest) voltak. Ezen eldadasok segitségével
betekinthettiink az autofagia, a kromoszémalis RNS loop-0k, a multiomika és az
ABC-transzporterek vildgaba. Ezenkivil 60 darab 15 perces el6adast
hallhattunk, amelyek 4-5 elGadast tartalmazo szekcidkra voltak elosztva. A
szekciok cimei:

A betegségek molekularis mechanizmusa, Fehérje szerkezet és Proteomika,
Sejtdifferenciacié és jelatvitel, Bioinformatika, DNS-javitds és gydgyszer-
fejlesztés, Genom manipulacié és archeogenetika, Epigenetika és gén-
expresszio, valamint Szabalyozd RNS-ek.

A szekciok témaihoz kapcsoléddéan 145 poszter megtekintésére volt lehet6ség
két részletben. A poszterek legjobbjai dijazasban részesiltek.

A Magyar Bioinformatikai Egyestlet dijazottja:

D6rmé Akos (SZTE-SZAOK, Orvosi Bioldgiai Intézet, Szeged)

A Magyar Biokémiai Egyesilet dijazottja:

Szabo Kitti (SZTE-SZAOK, Biokémiai Intézet, Szeged)
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A Magyar Genetikusok Egyesiiletének dijazottja:

Benyo Daniel (ELKH SZBK, Novénybioldgiai Intézet, Szeged)
A fodijazott, azaz a FEBS Open Bio poszter dij tulajdonosa:
Biczok Zsuzsanna (ELKH TTK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest)

A szakmai megbeszélésekre, kozds projektek elinditdsara a szlinetekben és
étkezések alatt boven volt lehetdség. Emellett taldlkozhattunk a kutatasainkhoz
szikséges szolgaltatasokat, anyagokat, reagenseket forgalmazo cégek képvi-
seldivel, mivel 22 molekularis bioldgiai és diagnosztikai termékeket kinald cég
képviseltette magat, és egyben szponzoralta a konferenciat.

Nem szakmai programok

Péntek kora délutan az érkezbket finom szendvicsekkel fogadta a Hotel Eger &
Park. A résztvevok nagy része itt is szallt meg. A hotel biztositotta a reggelit,
ebédet és a kavésziinetekben felszolgalt finom frissen silt stitiket, pogacsakat
és frissitOket. A szalloda széleskor(i wellness szolgaltatasait is igénybe vehettlk,
és elsétalhattunk a kozeli Szépasszony voélgybe egy kis borkdstolasra. Sot, a
szalloda szomszédsagaban egy gyonyord park talalhatd, ami alkalmas sétara,
futasra.

Az els6 nap szakmai része utdn Welcome-vacsora kovetkezett pezsgdzéssel,
sOrozéssel, borozassal, majd ezutdan a fiatalok és az 0rokké fiatalok
meglatogattdk Eger legjobb és legtovabb nyitva tartdé kocsmait, barjait. A
kavénak koszonhetéen masnap Ujra harcra képesek voltunk, végig hallgattuk az
el6adasokat, az el6adok prezentaltdk a sajatjaikat és élveztiik a Bankett finom
fogasait. Aztan jott a buli. A Madarak egylttes legaldbb 7 tagu csapata
fergeteges Retro-bulit rendezett, ahol egyitt tancolt fiatal és kevésbé fiatal,
egyetemi hallgato és oktatd, csoportvezeto és céges képviseld. Igaz a buli lassan
indult, de a ,debreceni l&nyok”, Csész Eva és Lontay Bedta mindent megtettek
a jo hangulatért, még a bicegdbket is sikerilt bevonni a tancba. Hajnali 1 drakor
alig tudtak a tarsasagot kidobni a Kongresszus Terembdl.

Zarszo

Szakmailag értékes, j6 hangulatl, a Covid-id6k utdn szivet melengetd
konferencia volt. Megismerhettiilk a mai magyar molekularis kutatasokat,
kothettiink Uj szakmai és barati ismeretségeket, taldlkozhattunk rég nem latott
baratokkal, kollégakkal. Es persze bulizhattunk.

BIOKEMIA
XLVII. évfolyam 2. szam 2023. junius
58



I KONFERENCIA BESZAMOLO

Magyar Molekuléris Elettudoméanyok

K6szonjlik a szakmai szervezéknek, a Magyar Biokémiai Egyesiiletnek, a Magyar

Genetikusok Egyestiletének, a szponzoroknak és nem utolsé sorban a Diamond
Congress Kft-nek a kivald szervezést.

Alexa Anita
ELKH TTK Szerves Kémiai Intézet
alexa.anita@ttk.hu
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I KONFERENCIA BESZAMOLO Peptidkémiai Munkabizottsdg

BESZAMOLO AZ MTA PEPTIDKEMIAI MUNKABIZOTTSAG
(PKMB) 2023. EVI TUDOMANYOS ULESEROL

2023. majus 8. - majus 10. kozott tartottuk a tudomanyos Glésiinket, a szoka-
sokhoz hiven a Richter Gedeon Nyrt. (idil6jében, Balatonszemesen.

A konferencian 67 fo vett részt, kdztliik nagyszamu fiatal. A gazdag tudomanyos
program 8 szekcidjaban 42 el6adas hangzott el, amelyek bemutattak a hazai
peptid- és fehérjekutatas legfrissebb eredményeit. A konferencia el6adasai a
meghivott el6addk, illetve a kilfoldi PhD hallgatdkra tekintettel tobbségében
angolul zajlott. Az el6adasokat aktiv diszkussziokkal zartuk le. Az eldadasok
mellett poszterszekcidt is tartottunk, amelyre 8 el6adast jelentettek be.

Els6 este a vacsora utan kertlt sor a PKMB nyilvanos Ulésére, ahol frissen silt
pogacsa és remek borok kdstoldasa mellett kotetlen barati beszélgetés folyt,
tobbek esetében hajnalig.

A konferencia szekcidk a kdvetkez6 témakoroket olelték fel: peptid szintézis, a
peptidek analitikdja és szerkezetvizsgalata, peptid konjugatumok, bioldgiai
hatasok, a fehérjék szerkezete és funkcidja, elméleti kémia.

A konferencia végén kerllt sor a Medzihradszky Kalman el6addi dijak atadasara,
amelyet az 6t tagl szakmai zs(lri Hegedis Zsoéfidnak (SZTE, SZAOK, Orvosi
Vegytani Intézet) és Szaniszlé Szebasztidnnak (Hevesy Gyorgy Kémia Doktori
Iskola, témavezetd: Perczel Andras, az MTA rendes tagja) itélt.

A rendezvényen 5 cég (ABL&E-JASCO Magyarorszag Kereskedelmi és Szolgaltato
Kft., Unicam Magyarorszag Kft, Biocenter, Merck Life Science Kft., Gen-Lab Kft.)
mutatta be a termékeit.

Koszonjlik a cégek és az Alapitvany a Magyar Peptid- és Fehérjekutatasért altal
nyUjtott anyagi tdmogatast!

Bizunk benne, hogy a 2024. évi MB U(lés a szokott id6ében, a szokott helyen
kerilhet megrendezésre!

Martinek Tamas Hetényi Anasztazia
elnok titkar
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