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2. Bevezetés

Kutatasaink kozéppontjaban napjaink leggyakoribb
neurodegenerativ megbetegedése, az Alzheimer-kor (AK) hatterében
allo idegrendszeri folyamatok felderitése allt. Az AK vilagszerte
30 milli6 embert érint, és a népesség Oregedésével ez a szam egyes
becslések szerint 2020-ra elérheti az 50 milliot. A kor teljes szellemi
leépiiléssel jar, amely sulyos terhet r6 mind a tarsadalomra, mind a
betegek hozzatartozodira.

A betegséget okozd agyi folyamatok joval azeldtt elkezdddnek,
hogy az elsd kognitiv tlineteket észlelnék. A betegség lefolydsa néhany
évtdl akar tobb évtizedig is eltarthat, mikdzben folyamatosan
sulyosbod6 kognitiv zavarok jelentkeznek. A kor legjellemzobb
szOvettani markerei a hippokampalis ¢s a kortikdlis teriileteken
felhalmozodo extracellularis amyloid-plakkok és az intracellularisan
megjelend neurofibrillaris kdtegek. A szenilis plakkok kialakulasaért az
amyloid-beta (Abeta) aggregatumai felelosek, melyek féleg egy 42
aminosav hosszisagli peptidb6l, az Abeta(1-42) allnak, mig a
neurofibrillaris kotegek képzddését a hiperfoszforilalt tau fehérje
lerakodasai okozzak. A legaltalanosabban elfogadott elmélet szerint az
aggregalddo Abeta-peptid felelés a neuronok €s szinapszisok szamanak
csokkenéséért, az idegi plaszticitds karosodasaért, a tanulasi ¢és
memoriazavarokért €s végsd soron az idegsejtpusztulasért. Szadmos
kisérleti adat tdmasztja ala ezt az elképzelést, ennek ellenére a pontos
toxicitasi mechanizmus nem felderitett.

A legljabb kutatdsok megmutattak, hogy az AK-t modellez
transzgenikus allatokban, sot, korai AK-ban szenvedd betegeknél is
jelentdsen megndvekszik az epilepszias rohamok valdosziniisége. Ezek a
tények arra utalnak, hogy a kor soran az idegi halozat a
tulserkenthetdség iranyaba mozdul, mely az idegsejtek karosodott
mukodéséhez vezet. A neuronok pusztulasdhoz vezetd folyamatokban
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fontos szerepe van a glutamat (Glu) talzott felszabadulasanak. A
fokozott idegi aktivitdsnak koszonhetden felszabadult tulzott
mennyiségli Glu excitotoxicitashoz vezet, mely nagymértékben
hozzajarul az  idegsejtek  pusztulasdhoz. A gatlas-serkentés
egyensulyanak felboruldsa egy ,,0rdogi kort” indit el, melyben a
tulserkentett idegsejtek végsd soron a megndvekedett Ca**-bearamlas
miatt elpusztulnak. Raadasul az Abeta(1-42)-peptid idegi aktivitaskor
szabadul fel, igy a talzott idegi aktivitas emelkedett Abeta-szintet is
general, mely tovabb serkenti a kornyez6 idegsejteket. Az Abeta-peptid
serkentd hatdsa hatterében allo pontos folyamatok még nem egészen
feltartak.

Az excitotoxicitas kivédésére szamos megkozelitéssel probalkoztak,
azonban a Glu-receptorok gatlasa nem jart klinikailag hasznalhatod
eredménnyel. Mas megkdzelitések azonban, mint a til magas Glu-szint
csokkentése, igéretesek lehetnek. Ebben a folyamatban kiemelt szerepe
van a neuronok és gliasejtek membranjan, valamint az agyi erek
endotélsejtjein  talalhato  Glu-transzportereknek, melyek képesek
felvenni az idegi aktivitds soran felszabaduldo Glu-ot. Mikodésiik
kovetkeztében a Glu-szint visszaall annak fiziologias értékére. Mivel a
Glu ezen Glu-transzporterek kozremiikodésével képes atjutni a vér-agy
gaton, ezaltal a vér szerepet jatszhat a Glu extracellularis
be, hogy ha az agybdl eltavolitjuk a felesleges Glu-ot kiilonb6z6 Glu-
lekoto vegyiiletek segitségével (Glu-scavengerek), védo hatast érhetiink
el sztrok és agyi sériilés esetében. Komoly remény van arra, hogy
hasonld mechanizmussal AK ¢és egyéb neurodegenerativ korképek
esetén is védo hatast érhetiink el.
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3. Célkituzések

Témavalasztadsomat indokolja, hogy bar vilagszerte kiemelten
kezelik az AK és az egyéb, oregedéssel jaré demenciak kutatasat, ennek
ellenére a hatékony gyogyszeres kezelés még nem megoldott.

Doktori munkam sordn extracellularis elektrofizioldgiai elvezetések
segitségével vizsgaltam az AK hatterében 4ll6  sejtszintli
mechanizmusokat a kort nagymértében érinté hippokampuszban. A
multi-electrode array (MEA) modszer egyidejiileg lehetévé teszi a
spontan idegi aktivitas, valamint az idegsejtek miikodésének halozati
vizsgalatat is, igy atfogd képet ad mind az ingerlékenység valtozasarol,
mind a memoria kialakulas héatterében allo cellularis mechanizmusok
megvaltozasarol.

Az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1) Milyen mechanizmusok allnak a kiilonb6z6 serkentd idegi
folyamatok (mezdOpotencial, spontan tiizelés) kialakulasanak
hatterében?

2) Hogyan befolyasolja az Abeta(1-42) a kiilonboz6
mechanizmuson alapul6 idegi sejtaktivitasokat?

3) Mely receptorok, illetve receptor alegységek miikodése
sziilkséges az Abeta(1-42) okozta idegi karosodas
kialakulasahoz?

4) Milyen folyamatok allhatnak az Abeta(1-42) okozta
szinaptikus plaszticitas karosodas mogott?

5) A Glu-visszavétel gatlasanak hatdsa masolja-e az
Abeta(1-42) hatasat, valamint védenek-e a Glu-scavengerek
az Abeta(1-42) karos hatasaival szemben?

Varga Edina
2015



8/16

4. Anyagok ¢és modszerek
4.1 Ex vivo elektrofiziologia

Az ex vivo multielektrodas vizsgalatainkhoz 400 pum vastagsagu
akut hippokampalis szeleteket készitettiink 3 honapos egerek agyabol.
A szeleteket 35 °C-on 60 percig inkubaltuk oxigenalt mesterséges
cerebrospinalis folyadékban (ACSF). A méréshez kivalasztott szeletet
rahelyeztiik a 60 darab elektrodat tartalmazoé haromdimenziés MEA
(Qwane Biosciences, Lausanne, Svajc) chipre, ¢és egy griddel
rogzitettiik. A mérés teljes idétartama alatt a szelet folyamatosan
oxigenaltatott ACSF-perfizidban volt. A szeletet a biochipen 30 percig
inkubaltuk, majd meghataroztuk a stimulus-intenzitas kiiszobértékét és
maximumat. A tovabbiakban 30%-os intenzitasu bifazikus stimulussal
ingereltiik a Schaffer-kollateralist 30 masodpercenként.

Az elvezetett mezOpotencialok (fEPSPs) a hippokampusz CAl-es
régi6 stratum radiatum proximalis rétegéb6l szarmaznak, mig a
sejtaktivitast a CAl-es régid piramissejtek rétegében vizsgaltuk. Az
adatok felvétele szabvanyos, kereskedelmi forgalomban 1évé MEA
berendezéssel (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen,
Németorszag) tortént.

Legalabb 10 perces stabil fEPSPs jelrogzités utdn 1 oran keresztiil
inkubaltuk a szeleteket a chipen, mikézben folyamatosan stimulaltuk
Oket. Ezt kovetéen 30 percig kezeltik Oket a kiilonb6zo, vizsgalni
kivant anyagokkal (CNQX, MKS80I, alacsony koncentracioban
M@,SO,-t tartalmazé ACSF, AMPA, NMDA). A kiértékelések soran a
kivaltott fEPSP-k cstcstol csucsig terjedd amplitadojat  vettik
figyelembe, és a kezelés el6tti 10 perces szakaszt tekintettiik 100%-nak.
A sejtaktivitds vizsgéalatanal a bifazikus ingerlést leéllitottuk, majd a
kiértekelésnél a kezelési el6tti 5 perces felvétel spike-szamara
normalizaltunk. A spike-felvételek kiértékelését Spike2 szoftverrel
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(Cambridge Electronic Design, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag)
végeztik.

Az Abeta(1-42) peptid hatasanak vizsgalataira olyan 2,5 oras
protokollt alkalmaztuk, mely alatt — a spike-felvételek kivételével —
folyamatosan, 30%-os intenzitasi bifazikus stimulussal ingereltiik a
szeleteket, a sejtaktivitast pedig 30 percenként rogzitettik. Minden
spike-felvételi-idopontnal ~a  kezdeti  felvétel  spike-szamara
normalizaltunk. Abeta(1-42)-kezeléssel egyiitt alkalmazva, egy NR2B-
alegység-blokkold anyag (ifenprodil) védéhatasat is teszteltiik.

A kovetkezd protokollnal 10 perces kontrollfelvétel utan 1 6ran at
kezeltik a szeleteket a vizsgalni kivant anyagokkal (Abeta(1-42),
Pyr+GPT, ifenprodil, TBOA), majd LTP-t valtottunk ki. Az LTP-
indukalas theta-burst stimulussal (TBS) t6rtént maximalis intenzitason,
majd lefutasat 90 percig kovettiik. A kisérleti protokoll teljes ideje alatt
a vizsgalni kivant anyagok a perfazioban voltak. Az adatok
kiértékelésénél az LTP-indukcid eldtti 10 perces szakasz csucstol-
csucsig tarto fEPSPs amplitudo-értékeire normalizaltuk az LTP utols6 5
perces szakaszanak fEPSPs amplitado-értékeit.

4.2 Statisztika

Az adatok kiértékelése el6tt az adatok eloszlasat Kolmogorov—
Smirnov-teszt segitségével allapitottunk meg. Mivel a mezdpotencial
értékeink normal elosztast mutattak, igy azok statisztikai elemzéséhez
fliggetlen mintas t-probat, illetve ismétléses varianciaanalizist, valamint
egyutas ANOVA-t hasznaltunk Bonferroni-korrekcidval.

Ezzel szemben a sejtaktivitdsra vonatkozo adataink nem normaélis
elosztast mutattak, igy azok statisztikai vizsgalataihoz nemparametrikus
Kruskal-Wallis és Mann-Whitney U-teszteket alkalmaztunk.

A szignifikanciat p < 0,05 értéknél allapitottuk meg. Minden adatot
atlag + SEM értékként adtunk meg. Az adatok analiziséhez SPSS
statisztikai programot hasznaltunk.
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4.3 Amyloid-beta(1-42)-szintézis

Az Abeta(1-42)-preparatumokat a Szegedi Tudomanyegyetem
Orvosi Vegytani Intézetének munkatarsai allitottak eld, majd annak
tulajdonsagait Western-blot médszerrel vizsgaltak.

Az oligomereket szekvencia-specifikus BAM10 antitesttel (Sigma-
Aldrich) vagy konformacio-specifikus OC antitesttel (Millipore)
jelolték, mely a fibrillaris tulajdonsagu béta-redé-gazdag oligomereket
ismeri fel.
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5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1 A mezdopotencialokat az AMPA-receptorok, mig a spontan
tiizelést az NMDA-receptorok medialjak

A Schaffer-kollateralis stimulalasa altal elvezett mezOpotencalokat
a CAl-es régido bemeneteként értelmezhetjiilk halozati szinten, mig a
spontan tlizelés az idegsejtek kimeneti jeleként szolgdl. Kisérleteink
soran e két jelenség kozotti kapesolatot, illetve kialakulasuk hatterében
all6 mechanizmusokat vizsgaltuk.

Megallapitottuk, hogy az AMPA-receptorok (AMPAR) blokkolasa
(10 uM CNQX) markéansan csokkentette a mezOpotencidlok amplitudo-
értékeit, azonban a spontan aktivitdst nem befolyésolta. Ezzel szemben
az NMDA-receptorok (NMDAR) gatlasa (10 uM és 25 uM MK801)
nem eredményezett valtozast a mezdpotencialok amplitado-értékeiben,
azonban a tiizelési rata az alkalmazott dozis aranyaban csokkent.

Ezt kovetéen az NMDAR mikddésének tovabbi vizsgalataként
csokkentett MgSO, tartalmi ACSF-et hasznaltunk (0,25 mM MgSQ,).
Ugy gondoltuk, hogy ha eltavolitjuk az NMDAR-ok miikodését gatld
,Mg*-dugot” a receptorokbol, annak tilzott aktivitasa befolyasolhatja
az altalunk vizsgalt aktivitasokat. Valoban, habar a mezdpotencidlok
nagysagat nem befolyasolta ez a fajta modositds, a spontan aktivitas
(0,5 uM) az extraszinaptikus NMDAR-ok miikodését céloztuk. Az
NMDA-kezelés nem befolyasolta a mezdpotencialokat, azonban a
spontan tiizelés megemelkedett.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
kivaltott valaszok kialakitasaban foként az AMPAR-ok vesznek részt,
mig a spontan tiizelést valdsziniileg a kdrnyezd extraszinaptikus térben
lévé Glu mennyisége szabalyozza az NMDAR-ok tonikus aktivacioja
révén. Fontos megjegyezniink, hogy vizsgalataink sordn a kivaltott
valaszokat a CAl-es régio radiatum rétegébdl, mig a spontan tiizelést a
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piramissejtrétegbdl vezettilk el. Ennek alapjan a mezdpotencialok a
posztszinaptikus idegsejtek dendritjeirdl szarmaznak, mig a spontan
aktivitast a piramissejtek tiizelési aktivitasa hatarozta meg.

5.2 Az Abeta(1-42) NR2B-alegységet tartalmazé NMDA-
receptorokon Kkeresztiill fokozza az idegsejtek tiizelési
aktivitasat

A kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy vajon az Abeta(1-42) hogyan
befolyasolja a kiilonb6zé mechanizmuson alapul6 idegi aktivitasokat.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az Abeta(1-42) nem
befolyasolja a mezdpotencidlok amplitadé-értékeit, azonban a spontan
tiizelést szignifikansan és tartosan megemelte.

Eléz6leg mar megallapitottuk, hogy a mezdpotencidlokat az
AMPAR-ok medialjak, mig a spontan aktivitas kialakitasaban foként az
extraszinaptikus NMDAR-ok vesznek részt. Mivel az Abeta nem
befolyasolta a kivaltott valaszok mértékét, igy azt feltételeztiik, hogy
valoszinlileg az extraszinaptikus NMDAR-okon keresztiil fejti ki
hatasat, melyet a tiizelési aktivitas megnovekedett mértékeként tudtunk
detektalni. Mivel az extraszinaptikus NMDAR-ok jorészt NR2B-
alegységgel rendelkeznek a piramissejteken, kivancsiak voltunk arra,
hogy vajon egy NR2B-alegység-blokkold (3 uM ifenprodil) képes-e
kivédeni az Abeta okozta talserkentést. Valoban, az ifenprodil
csOkkentette az Abeta okozta tulzott sejtaktivitast, emellett 6Gnmagaban
nem mutatott toxikus hatast.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
altalunk szintetizalt Abeta(1-42) nem befolydsolja a kivaltott
mezOpotencidlok mértékét, azonban az NR2B-alegységet tartalmazd
extraszinaptikus NMDAR-okon keresztiil fokozza az idegsejtek tiizelési
aktivitasat.
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5.3 Az Abeta(1-42) okozta szinaptikus Kkarosodas NR2B-
alegység  blokkoloval, valamint glutamat-scavenger
alkalmazasaval kivédheto

Az el6zéekben mar megmutattuk, hogy az Abeta kezelés az
idegsejtek fokozott aktivaciojahoz vezet, ezt kovetéen LTP-mérésekkel
azt is bebizonyitottuk, hogy az Abeta a szinaptikus plaszticitast is
karositja. Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon milyen mechanizmusok
allhatnak az Abeta okozta LTP-karosodés hatterében.

Els6ként az Abeta okozta thalzott sejtaktivitast kedvezden
befolyasold ifenprodil hatasat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az
ifenprodil 6nmagaban nem mutat toxikus valtozast, azonban képes
kivédeni az Abeta okozta LTP-karosodast. Eredményeink arra is
utalnak, hogy az extraszinaptikus NR2B-NMDAR-ok nem vesznek
részt az LTP kialakulasaban.

Eddigi eredményeink, valamint irodalmi hivatkozasok alapjan ugy
gondoltuk, hogy az Abeta karosithatja a Glu-visszavételi rendszer
mikodését, melynek kovetkeztében aktivalhatja az extraszinaptikus
NMDAR-okat. Ezen hipotézis vizsgalatara ,,Glu-scavenger-t”
alkalmaztunk, hiszen azt feltételeztiik, hogy glutamat-piruvat
transzaminaz (2,06 U/ml) eltavolitia az Abeta altal eldidézett
megnovekedett Glu-ot a szinaptikus résbol, ezzel megakadalyozhatja az
extraszinaptikus NMDAR-ok aktivalodasat. Ehhez a folyamathoz az
enzim szubsztratjat, a piruvatot (0,82 mM) is a rendszerhez adagoltuk.
Vizsgélati eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a Glu-scavenger
alkalmazasa onmagaban nem befolyasolja az LTP lefutasat, valamint
képes kivédeni az Abeta okozta LTP-csokkenést.

Emellett arra is kivancsiak voltunk, hogy egy kozvetlen Glu-
visszavétel-gatlo anyag (10 uM TBOA) hasonlé mechanizmussal
milkodik-e, mint ahogy azt az Abeta esetében lathattuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a TBOA karositja az LTP-t, és a karosodas mind az

Varga Edina
2015



14/16

infenprodil, mind a Glu-scavenger alkalmazasaval — csakugy, mint az
Abeta esetében — kivédhetd volt.

Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy a Glu-visszavételt gatld
TBOA LTP-re gyakorolt hatasa megegyezik az Abeta-val.

5.4 Amyloid-beta jellemzése

A BAMI10-festés kis- és nagy- molekulatomegii aggregatumokat
mutatott a gélen. Ezek a savok pozitivak voltak OC-antitestre is, ami azt
jelenti, hogy protofibrillaris tulajdonsagai vannak az oligomereknek a
mintaban.

Az SDS-stabil dimer ¢és trimer jelenléte nagyon hasonlit a biologiai
forrasbol szarmaz6 Abeta(1-42) preparatumokra. Transzfektalt 7PA2-
sejtekbdl szarmazd és emberi agyi mintdbol szarmazo mintdk hasonlo
méreteloszlast mutattak. Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az
altalunk alkalmazott Abeta(1-42)-preparatum szinaptotoxikus.
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6. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
Abeta(1-42) megvaltoztathatja a Glu-transzporterek miikodését
(EAAT), melynek kovetkeztében megnovekedik a kdrnyezd
extracellularis Glu-szint. Mivel a Glu-transzporterek miikodése
korlatozodik, igy nem tudjak felvenni a felesleges Glu-ot a szinaptikus
résbol, igy az talcsordulva aktivalja az extraszinaptikus NMDAR-okat.
Az extraszinaptikus NMDAR-ok megnévekedett aktivacidja tulzott
Ca’*-bearamlashoz vezet, melynek kovetkeztében olyan
szignalmechanizmusok aktivalodnak, melyek kiilonb6z6 kinazok
fokozott ~miikodéséhez vezetnek. Ezaltal tovabbi receptorok
foszforilalodnak még  t5bb  Ca**-bedramlast okozva, mely
hiperaktivaciohoz, a szinaptikus plaszticitas kialakuldsanak gatlashoz,
¢€s végso soron excitotoxicitashoz, az idegsejt pusztulasahoz vezet.

Ugy gondoljuk, hogy Abeta altal eléidézett Glu-visszavétel-gatlas
kovetkeztében fellépé megnovekedett Glu-koncentracié all az AK-ban
megfigyelt epilepszias rohamok mdgott.

Kimutattuk, hogy az NR2B-alegység-blokkol6 ifenprodil-kezelés
neuroprotektiv hatassal bir, hiszen csokkentette az Abeta okozta talzott
idegi aktivitast, valamint véd6 hatasunak bizonyult az Abeta okozta
LTP-karosodas ellen.

Megmutattuk, hogy a Glu-scavenger rendszer alkalmazasa igéretes
lehet az AK kezelésére, hiszen Onmagaban nem toxikus, és képes
kivédeni az Abeta okozta szinaptikus kdrosodast.

A Glu-scavenger rendszerek alkalmazéasa ujszerii megkozelitést
jelent nem csak az AK lekiizdését célzo terapids eljarasok esetében,
hanem mas neurologiai, sot pszichiatriai korképekben is hasznos lehet a
vér Glu-szintjének csokkentése, ami lehetdvé teszi, hogy az agyi
endotélsejtek konnyebben pumpaljdk ki az agybol a felesleges Glu-t a
vér felé, ezaltal csokkentve az agyi Glu-szintet.
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7. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt halaval tartozom Dr. Szegedi Viktornak, hogy
egyetemi €s Ph.D. tanulmanyaim alatt az iranyitasa alatt dolgozhattam.
Koszonom értékes szakmai tanacsait, batoritasat, és hogy mindig
szamithattam rd ¢és széleskorli szakmai tudasara. Koszonet illeti
Dr. Juhasz Gabort, aki bevezetett a multi-elektrodas modszer
miikodési rejtelmeibe. Koszonom Prof. Penke Botondnak, hogy
kutatécsoportja tagjaként lehetdséget kaptam Ph.D. dolgozatom
elkészitésé¢hez. Koszonettel tartozom Dr. Fiilop Livianak és Dr. Bozso
Zsoltnak a megannyi amyloid szintézisért. Halaval tartozom
Dr. Barkoczi Balazsnak ¢és Averkin Rdébertnek moddszertani
oOtleteikért, értékes szakmai véleményiikért és a jo beszélgetésekért.
Koszonom Borbély Eméke elengedhetetlen segitségét a statisztikaban,
¢s barati tandcsait. Halaval tartozom Utassy Gyodrgyinek a
kiértékelésben nyujtott segitségéért, valamint Marton Juditnak a
nyelvhelyességi javitasokért és tamogatd kritikaiért. K6szonom, hogy
mindig mellettem alltak ¢és batoritottak. Halas vagyok Horvath
Janosnak ¢és Szantai  Agnesnek, valamint minden kedves
munkatarsamnak a szamtalan Oromteli pillanatért és Onzetlen
segitségiikeért.

Halaval tartozom kedvesemnek, Borbély Gergelynek a szeretetért,
hogy mindvégig hitt bennem és tdmogatott, valamint csalddomnak €s
barataimnak, akikre mindig szdmithattam.

Koszonettel tartozom a Richter Centenariumi Alapitvanynak, a
STEMMAD, valamint a Campus Hungary Programnak az anyagi
tamogatasért.
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