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Bevezetés

Az utdbbi évtizedekben szamos olyan klinikai tanulmany sziiletett, amely a
hiperlipidémia (els6ésorban a hiperkoleszterinémia) és az iddskori kognitiv
karosodassal jaro korképek (demencidk) kozotti Osszefiiggés megértését célozta. A
neurovaszkularis szemlélet kialakuldsaval a demencidk pathomechanizmusanak
vaszkularis aspektusara helyez6dott a hangsuly, ezaltal a hiperlipidémia okozta
cerebrovaszkularis elvaltozasok vizsgalata is elotérbe kertilt. Az idéskori demencia és
kognitiv hanyatlas gyakran vaszkularis eredetli és az esetek tobbségében
diszlipidémiaval és atherosclerosissal jar. A betegség hatterében stroke, trauma,
agyvelogyulladds, magas vérnyomads, cukorbetegség, elhizds vagy magas
koleszterinszint all. A magas szérum-LDL-koleszterinszint érelmeszesedéshez, hosszu
tavon pedig szivelégtelenséghez vezet. A VLDL ¢és LDL molekuldk f6 apoprotein
komponense az ApoB-100.

Munkank soran a hiperlipidémia és a neurodegeneracié kozotti kapcsolatot
vizsgaltuk a human ApoB-100 fehérjét overexpresszald transzgenikus egerek
segitségével. Ez az egértorzs lipidekben gazdag diétan tartva az atherosclerosis egyik
validalt modellje. Korabban csoportunk is eldallitotta ezt a torzset, és kimutatta, hogy
a transzgenikus egerek normal tapon tartva magas szérumtriglicerid-szinttel,
koleszterindus tapon tartva magas szérumkoleszterin-szinttel rendelkeznek, ami
megnovekedett oxidativ stresszhez, és lipidperoxidacio kialakulasdhoz vezet, tovabba
az allatok agykérgében a membran-kotott APP mennyisége jelentésen megnd. Normal
tapon tartott transzgenikus egerekre hipertrigliceridémia, kiterjedt Kkortikalis,
neuronalis apoptdzis, és ennek kovetkeztében az agykamradk nagymértékii tagulata
jellemzd. Indukalt ischemids koriilmények kozott az agyi mikroerek denzitdsanak
jelentds csokkenése, illetve ezt kompenzalando a kapillarisok atméréjének novekedése

tapasztalhato.



Célkitiizés

Munkank soran a hiperlipidémia és a neurodegeneracié kozotti kapcsolatot
vizsgaltuk hipertrigliceridémias hApoB-100 transzgenikus egerek segitségével.
Feltételezésiink szerint a tartds hiperlipidémia nem csak a kardiovaszkularis, hanem a
cerebrovaszkularis rendszert is érinti, ott is érkdrosodast indukal. Az endothel
karosodas kovetkeztében fellépd hipoperfuzié és ischemia oxidativ stresszt okoz, ami
a vér-agy gat integritdsanak sériilés¢hez vezet. Ezek az elvaltozdsok a
neurodegenerativ folyamatok elinditdsanak iranyaba hatnak, amelyek szinaptikus és

neuronalis diszfunkcidban, végiil neuronalis apoptdzisban manifesztalodnak.

Munkank soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

= Milyen hatdssal van a kronikus hipertrigliceridémia az agyi lipidmetabolizmusra?

= Mik a hiperlipidémia kdvetkeztében kialakuld neurodegenerativ elvaltozasok f6bb
jellemzoi?

= Milyen hatasa van a hiperlipidémianak a vér-agy gat funkciora?

= Hogyan modellezhetjiik a hiperlipidémia hatasara in vivo kialakult endothel
diszfunkciot in vitro a vér-agy gat izolalt primer sejttipusain (endothel, astrocyta,
pericyta)?



Alkalmazott modszerek

»  Kolorimetrias szérumtriglicerid-szint mérés

= Lipid festések agyszoveten: Nilus voros, illetve Flipin festés

» Hisztologiai vizsgalatok agyszdveten: Immunhisztokémia, Kongé vords
festés, Fluoro-Jade C festés, Golgi-Cox eziistimpregnacio

= Szemi-kvantitativ, illetve kvantitativ western blot kortikalis mintakon

= FElektrofiziologiai mérések (PPF, LTP) tuléld agyszeleteken

= Invivo vér-agy gat funkcio vizsgalat (parenchimalis Na-fluoreszcein és
Evans-kék permeabilitas)

= Génexpresszios vizsgalatok kortikalis mikroér preparatumokon

= Primer kapillaris endothelsejtek/pericytak, illetve astrocytak izolalasa

»  Immuncitokémia primer endothelsejteken, astrocytakon és pericytakon

= Invitro valds idejli viabilitas (xCELLigence rendszerrel) vizsgalat, és
toxicitasi teszt(LDH teszt) primer sejteken

= Invitro ROS mérés primer sejteken

A kisérletek kivitelezését tobb kutatdcsoporttal egyiittmiikodve valdsitottuk meg:

A neurodegenerativ  elvaltozasok morfologiai vizsgalatdban, valamint az
elektrofiziologiai mérések elvégzésében prof. Penke Botond, dr. Szegedi Viktor és a
Neurodegenerativ betegségek kutatélaboratoriumanak munkatarsai (SZTE AOK
Orvosi Vegytani Intézet) nyujtottak segitséget.

A vér-agy gat funkcionalis vizsgalatiban és a vér-agy gat sejtjeivel vald in vitro
munkakban dr. Deli Maria és a Biologiai barrierek kutatocsoport (MTA SZBK
Biofizika Intézet) egylittmiikodését kértiik.



Eredmények

A Dbevezetében emlitett kisérleti elézményekbdl kiindulva a
hipertrigliceridémia agyi lipidmetabolizmusra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk.
Kimutattuk, hogy transzgenikus egerek agykérgében az ApoB, ApoE és
LDLr mennyisége szignifikansan magasabb, mig az ApoA-I mennyisége
szignifikansan alacsonyabb a vad tipusu allatokéhoz képest. Az ApoE és az
LDLr mennyiségének novekedése fokozott cellularis koleszterin és
foszfolipid metabolizmusra utal. Az ApoA-I mennyiségének redukcidja a
cerebralis erekben hozzajarulhat a gyulladés, illetve a ROS endothel karosito
hatasanak csokkent toleralasdhoz. A magas trigliceridszint az agyban
trigliceridtartalma  lipidcseppek  kialakulasahoz vezet, mig a szabad
koleszterin mennyisége nem mutat valtozast. Jollehet, a kortikalis APP
mennyiségének novekedését mutattuk ki, amiloid plakk képzodést a
heterozigota transzgenikus allatok agyszovetében nem tudtunk kimutatni. Ez
részben az ApoE megndvekedett mennyiségével magyarazhatd, ami aktivan
részt vesz az AP peptid folyamatos eltavolitasaban. Kimutattuk tovabba,
hogy transzgenikus egerek agyaban a Tau-fehérje mar fiatal korban tobb
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oldallancan is hiperfoszforilalodik (TaupSer ), ami a

mikrotubulus-halézat dezorganizacidjahoz, szovettanilag neurofibrillaris

kotegek (TaupSer®®

) megjelenéséhez, az axonalis transzportfolyamatok €s a
szinaptikus  transzmisszié karosoddsahoz, végil pedig a neuronok
elhalasahoz vezet. Mindezek a neurodegenerativ elvaltozasok dendrittiiske-
stirliség csokkenésben, valamint kiterjedt kortikalis és hippocampalis
apoptozisban nyilvanulnak meg. A tapasztalt morfologiai elvaltozasok

funkciondlis kovetkezményeit vizsgalva mar fiatal korban a rovidtava



szinaptikus plaszticitas kdrosodasat (csokkent PPF aranyokat) és egyidejlileg
a PKC-y fehérje mennyiségének markans csokkenését mutattuk ki. A
tapasztalt funkcionalis és morfologiai elvaltozasok arra sarkalltak minket,
hogy megvizsgaljuk a vér-agy gat hiperlipidémia altali érintettségét is. Azt
tapasztaltuk, hogy a transzgenikus allatokban a vér-agy gat kis molekulakra,
ugyan nem szignifikansan, de atjarhatobba valik. Ezt a hatast a lipid diéta
azonban tovabb nem fokozta. Nagy molsulyt anyagokra vald atjarhatosag
tekintetében a lipid diéta szinte minden agyteriileten fokozta a transzcellularis
permeabilitast. A transzgenikus allatokbol izolalt mikroerek génexpresszios
mintazatat vizsgalva feltind volt a magas LOX1 és ApoB expresszio.
Kimutattuk, hogy az ApoB-100 fehérje az agyi kapillaris endothelsejtekben,
valamint a pericytikban és astrocytikban is expresszalodik. A fehérje
megndvekedett mennyisége a transzgenikus allatok agykérgében western
blottal is kimutathat6. Megtalalhaté ezen kiviil az agyi kapillarisok és
venuldk falaban, illetve ezek kornyezetében is. Immuncitokémias
vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az ApoB-100 fehérje a vad tipusu
allatok vér-agy gat sejtjeiben is kimutathat6. Ez Ujdonsdgnak szamit, a
szakirodalomban eddig nem volt ismert, pontos szerepét azonban nem
jobb lipid hasznositasat segiti el6. Mindezt ApoB immunreaktivitast mutato
primer kapillaris endothelsejtek és astrocytdk ndvekedési kinetikajanak
vizsgalata soran is megfigyeltiik, a transzgenikus allatokbol szarmazé sejtek
szignifikansan gyorsabban néttek a vad tipusu sejtekhez képest. A LOXI
megnovekedett mennyisége a mikroerekben fokozott cerebrovaszkularis
lipidperoxidaciora és oxidativ karosodasra utal. Ennek nyoman a primer

sejtek oxLDL-lel szembeni érzékenységét vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy
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az egyes sejttipusok érzékenysége eltérd. Legérzékenyebbnek az astrocytak
¢és endothelsejtek, legkevésbé érzékenynek pedig a pericytdk bizonyultak.
Valamennyi sejttipuson az oxLDL doézisfiiggd viabilitds csokkentd hatasat
figyeltik meg. A viabilitas csokkenést minden esetben LDH teszttel
igazoltuk. Azt tapasztaltuk, hogy vad tipust astrocytak és endothelsejtek
szignifikdnsan nagyobb membrankarosodast és viabilitdas csokkenést
mutatnak az oxLDL hatasara, mint a transzgenikus sejtek. Ezzel szemben a
periciytdk  minimalis  viabilitds  csokkenést, ugyanakkor erételjes
membrankarosodast mutatnak. A jelenség megértését célozva megmértiik a
sejtek ROS termelését oxLDL kezelés hatasara. Azt taldltuk, hogy
transzgenikus endothelsejtekben és pericytakban a bazalis ROS termelddés
szignifikdnsan nagyobb a vad tipushoz képest, amit az oxLDL kezelés
transzgenikus sejtekben csak tovabb fokoz. Astrocytaknal forditott a helyzet:
a vad tipusu sejtekben nagyobb a ROS termel6dés a transzgenikus sejtekhez
képest. Mindezen megfigyeléseink az irodalmi adatokkal megegyezdek,
azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek az oxLDL altal kivaltott endothel

diszfunkcié mechanizmusanak pontos megértéséhez.



Fébb eredményeink

= Kimutattuk, hogy transzgenikus egerek agyszdvetében a magas
szérumtriglicerid-szint hatdsara intracelluldris triglicerid tartalmi

lipidcseppek jelennek meg.

= A cerebralis ApoB, ApoE és LDLr receptor mennyisége szignifikansan
nagyobb transzgenikus egerek agyaban, mig az ApoA-I mennyisége

szignifikansan kevesebb, a vad tipushoz képest.

= Bar az APP mennyiségének ndvekedését tapasztaltuk transzgenikus
egerek kortikalis mintdiban a vad tipushoz képest, amiloid plakkokat

nem detektaltunk heterozigéta transzgenikus allatok agyszovetében.

= Kimutattuk, hogy a Tau-fehérje szdmos oldallancan hiperfoszforilaltta
valik a transzgenikus egerek agyszovetében a vad tipushoz viszonyitva,

ami hisztologiailag neurofibrillaris kotegek megjelenéséhez vezet.

= A transzgenikus allatok hippocampusaban a dendrittiiskék szamanak
csokkenését és karosodott preszinaptikus funkciot, mig a kéregben és a

hippocampusban intenziv neuronalis apoptozist mutattunk ki.

= A transzgenikus egerek vér-agy gatja lipidekben gazdag diéta hatasara
nagy molsulyl anyagokra (Evans-kék) nézve szignifikansan ateresztové

valik a vad tipushoz képest.



»  Kimutattuk, hogy az ApoB-100 fehérje vad tipust allatokbdl izolalt

primer sejtekben (endothel, astrocyta, pericyta) is jelen van.

=  Transzgenikus egerek agyabol izolalt primer endothelsejtek, astrocytak,
pericytak oXLDL-re vald érzékenysége kiilonbdz6. Legérzékenyebbnek

az endothelsejtek és astrocytak bizonyultak.

=  Transzgenikus egerekb6l szarmazo pericytdk és endothelsejtek
szignifikansan tobb ROS-t termelnek a vad tipusbdl izolalt sejtekhez
képest.

Osszefoglalas

Hipotézisiink szerint a tartos hiperlipidémia hApoB-100 transzgenikus
egerek cerebrovaszkularis rendszerében érkarosodasokat indukal. Az ennek
kovetkeztében fellépd agyi hipoperfizid és magas szérumlipid-szint oxidativ
stresszhez és gyulladashoz vezet. Az oxidalt lipidek, foként az oxiszterinek,
endothel diszfunkciot és vér-agy gat-karosodast okoznak. A vér-agy gat
karosodasa és a szoveti ischemia neurodegenerativ folyamatokat indukal az
agyban. Eredményeink azt mutatjadk, hogy a hApoB-100 egértdrzs a
hiperlipidémia okozta neurofibrillaris degeneracié modellezésére alkalmas,
azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek az oxidalt lipidek patogenezisben

betoltott szerepének tisztazadsahoz.
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