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2. Bevezetés 

Kutatásaink középpontjában napjaink leggyakoribb 

neurodegeneratív megbetegedése, az Alzheimer-kór (AK) hátterében 

álló idegrendszeri folyamatok felderítése állt. Az AK világszerte 

30 millió embert érint, és a népesség öregedésével ez a szám egyes 

becslések szerint 2020-ra elérheti az 50 milliót. A kór teljes szellemi 

leépüléssel jár, amely súlyos terhet ró mind a társadalomra, mind a 

betegek hozzátartozóira.  

A betegséget okozó agyi folyamatok jóval azelőtt elkezdődnek, 

hogy az első kognitív tüneteket észlelnék. A betegség lefolyása néhány 

évtől akár több évtizedig is eltarthat, miközben folyamatosan 

súlyosbodó kognitív zavarok jelentkeznek. A kór legjellemzőbb 

szövettani markerei a hippokampális és a kortikális területeken 

felhalmozódó extracelluláris amyloid-plakkok és az intracellulárisan 

megjelenő neurofibrilláris kötegek. A szenilis plakkok kialakulásáért az 

amyloid-beta (Abeta) aggregátumai felelősek, melyek főleg egy 42 

aminosav hosszúságú peptidből, az Abeta(1-42) állnak, míg a 

neurofibrilláris kötegek képződését a hiperfoszforilált tau fehérje 

lerakódásai okozzák. A legáltalánosabban elfogadott elmélet szerint az 

aggregálódó Abeta-peptid felelős a neuronok és szinapszisok számának 

csökkenéséért, az idegi plaszticitás károsodásáért, a tanulási és 

memóriazavarokért és végső soron az idegsejtpusztulásért. Számos 

kísérleti adat támasztja alá ezt az elképzelést, ennek ellenére a pontos 

toxicitási mechanizmus nem felderített.  

A legújabb kutatások megmutatták, hogy az AK-t modellező 

transzgenikus állatokban, sőt, korai AK-ban szenvedő betegeknél is 

jelentősen megnövekszik az epilepsziás rohamok valószínűsége. Ezek a 

tények arra utalnak, hogy a kór során az idegi hálózat a 

túlserkenthetőség irányába mozdul, mely az idegsejtek károsodott 

működéséhez vezet. A neuronok pusztulásához vezető folyamatokban 
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fontos szerepe van a glutamát (Glu) túlzott felszabadulásának. A 

fokozott idegi aktivitásnak köszönhetően felszabadult túlzott 

mennyiségű Glu excitotoxicitáshoz vezet, mely nagymértékben 

hozzájárul az idegsejtek pusztulásához. A gátlás-serkentés 

egyensúlyának felborulása egy „ördögi kört” indít el, melyben a 

túlserkentett idegsejtek végső soron a megnövekedett Ca
2+

-beáramlás 

miatt elpusztulnak. Ráadásul az Abeta(1-42)-peptid idegi aktivitáskor 

szabadul fel, így a túlzott idegi aktivitás emelkedett Abeta-szintet is 

generál, mely tovább serkenti a környező idegsejteket. Az Abeta-peptid 

serkentő hatása hátterében álló pontos folyamatok még nem egészen 

feltártak.  

Az excitotoxicitás kivédésére számos megközelítéssel próbálkoztak, 

azonban a Glu-receptorok gátlása nem járt klinikailag használható 

eredménnyel. Más megközelítések azonban, mint a túl magas Glu-szint 

csökkentése, ígéretesek lehetnek. Ebben a folyamatban kiemelt szerepe 

van a neuronok és gliasejtek membránján, valamint az agyi erek 

endotélsejtjein található Glu-transzportereknek, melyek képesek 

felvenni az idegi aktivitás során felszabaduló Glu-ot. Működésük 

következtében a Glu-szint visszaáll annak fiziológiás értékére. Mivel a 

Glu ezen Glu-transzporterek közreműködésével képes átjutni a vér-agy 

gáton, ezáltal a vér szerepet játszhat a Glu extracelluláris 

koncentrációjának kialakításában. Egyes tanulmányok arról számolnak 

be, hogy ha az agyból eltávolítjuk a felesleges Glu-ot különböző Glu-

lekötő vegyületek segítségével (Glu-scavengerek), védő hatást érhetünk 

el sztrók és agyi sérülés esetében. Komoly remény van arra, hogy 

hasonló mechanizmussal AK és egyéb neurodegeneratív kórképek 

esetén is védő hatást érhetünk el.  
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3. Célkitűzések 

Témaválasztásomat indokolja, hogy bár világszerte kiemelten 

kezelik az AK és az egyéb, öregedéssel járó demenciák kutatását, ennek 

ellenére a hatékony gyógyszeres kezelés még nem megoldott.  

Doktori munkám során extracelluláris elektrofiziológiai elvezetések 

segítségével vizsgáltam az AK hátterében álló sejtszintű 

mechanizmusokat a kórt nagymértében érintő hippokampuszban. A 

multi-electrode array (MEA) módszer egyidejűleg lehetővé teszi a 

spontán idegi aktivitás, valamint az idegsejtek működésének hálózati 

vizsgálatát is, így átfogó képet ad mind az ingerlékenység változásáról, 

mind a memória kialakulás hátterében álló celluláris mechanizmusok 

megváltozásáról. 

Az alábbi kérdések megválaszolását tűztem ki célul: 

1) Milyen mechanizmusok állnak a különböző serkentő idegi 

folyamatok (mezőpotenciál, spontán tüzelés) kialakulásának 

hátterében? 

2) Hogyan befolyásolja az Abeta(1-42) a különböző 

mechanizmuson alapuló idegi sejtaktivitásokat? 

3) Mely receptorok, illetve receptor alegységek működése 

szükséges az Abeta(1-42) okozta idegi károsodás 

kialakulásához? 

4) Milyen folyamatok állhatnak az Abeta(1-42) okozta 

szinaptikus plaszticitás károsodás mögött? 

5) A Glu-visszavétel gátlásának hatása másolja-e az  

Abeta(1-42) hatását, valamint védenek-e a Glu-scavengerek 

az Abeta(1-42) káros hatásaival szemben? 
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4. Anyagok és módszerek 

4.1 Ex vivo elektrofiziológia 

Az ex vivo multielektródás vizsgálatainkhoz 400 μm vastagságú 

akut hippokampális szeleteket készítettünk 3 hónapos egerek agyából. 

A szeleteket 35 °C-on 60 percig inkubáltuk oxigenált mesterséges 

cerebrospinális folyadékban (ACSF). A méréshez kiválasztott szeletet 

ráhelyeztük a 60 darab elektródát tartalmazó háromdimenziós MEA 

(Qwane Biosciences, Lausanne, Svájc) chipre, és egy griddel 

rögzítettük. A mérés teljes időtartama alatt a szelet folyamatosan 

oxigenáltatott ACSF-perfúzióban volt. A szeletet a biochipen 30 percig 

inkubáltuk, majd meghatároztuk a stimulus-intenzitás küszöbértékét és 

maximumát. A továbbiakban 30%-os intenzitású bifázikus stimulussal 

ingereltük a Schaffer-kollaterálist 30 másodpercenként.  

Az elvezetett mezőpotenciálok (fEPSPs) a hippokampusz CA1-es 

régió stratum radiatum proximális rétegéből származnak, míg a 

sejtaktivitást a CA1-es régió piramissejtek rétegében vizsgáltuk. Az 

adatok felvétele szabványos, kereskedelmi forgalomban lévő MEA 

berendezéssel (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, 

Németország) történt.  

Legalább 10 perces stabil fEPSPs jelrögzítés után 1 órán keresztül 

inkubáltuk a szeleteket a chipen, miközben folyamatosan stimuláltuk 

őket. Ezt követően 30 percig kezeltük őket a különböző, vizsgálni 

kívánt anyagokkal (CNQX, MK801, alacsony koncentrációban 

Mg2SO4-t tartalmazó ACSF, AMPA, NMDA). A kiértékelések során a 

kiváltott fEPSP-k csúcstól csúcsig terjedő amplitúdóját vettük 

figyelembe, és a kezelés előtti 10 perces szakaszt tekintettük 100%-nak. 

A sejtaktivitás vizsgálatánál a bifázikus ingerlést leállítottuk, majd a 

kiértékelésnél a kezelési előtti 5 perces felvétel spike-számára 

normalizáltunk. A spike-felvételek kiértékelését Spike2 szoftverrel 



 9 / 16 

 

Varga Edina 

2015 

 

(Cambridge Electronic Design, Cambridge, Egyesült Királyság) 

végeztük. 

Az Abeta(1-42) peptid hatásának vizsgálatára olyan 2,5 órás 

protokollt alkalmaztuk, mely alatt – a spike-felvételek kivételével – 

folyamatosan, 30%-os intenzitású bifázikus stimulussal ingereltük a 

szeleteket, a sejtaktivitást pedig 30 percenként rögzítettük. Minden 

spike-felvételi-időpontnál a kezdeti felvétel spike-számára 

normalizáltunk. Abeta(1-42)-kezeléssel együtt alkalmazva, egy NR2B-

alegység-blokkoló anyag (ifenprodil) védőhatását is teszteltük. 

A következő protokollnál 10 perces kontrollfelvétel után 1 órán át 

kezeltük a szeleteket a vizsgálni kívánt anyagokkal (Abeta(1-42), 

Pyr+GPT, ifenprodil, TBOA), majd LTP-t váltottunk ki. Az LTP-

indukálás theta-burst stimulussal (TBS) történt maximális intenzitáson, 

majd lefutását 90 percig követtük. A kísérleti protokoll teljes ideje alatt 

a vizsgálni kívánt anyagok a perfúzióban voltak. Az adatok 

kiértékelésénél az LTP-indukció előtti 10 perces szakasz csúcstól-

csúcsig tartó fEPSPs amplitúdó-értékeire normalizáltuk az LTP utolsó 5 

perces szakaszának fEPSPs amplitúdó-értékeit. 

4.2 Statisztika 

Az adatok kiértékelése előtt az adatok eloszlását Kolmogorov–

Smirnov-teszt segítségével állapítottunk meg. Mivel a mezőpotenciál 

értékeink normál elosztást mutattak, így azok statisztikai elemzéséhez 

független mintás t-próbát, illetve ismétléses varianciaanalízist, valamint 

egyutas ANOVA-t használtunk Bonferroni-korrekcióval.  

Ezzel szemben a sejtaktivitásra vonatkozó adataink nem normális 

elosztást mutattak, így azok statisztikai vizsgálataihoz nemparametrikus 

Kruskal-Wallis és Mann-Whitney U-teszteket alkalmaztunk. 

A szignifikanciát p ≤ 0,05 értéknél állapítottuk meg. Minden adatot 

átlag ± SEM értékként adtunk meg. Az adatok analíziséhez SPSS 

statisztikai programot használtunk. 
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4.3 Amyloid-beta(1-42)-szintézis  

Az Abeta(1-42)-preparátumokat a Szegedi Tudományegyetem 

Orvosi Vegytani Intézetének munkatársai állították elő, majd annak 

tulajdonságait Western-blot módszerrel vizsgálták.  

Az oligomereket szekvencia-specifikus BAM10 antitesttel (Sigma-

Aldrich) vagy konformáció-specifikus OC antitesttel (Millipore) 

jelölték, mely a fibrilláris tulajdonságú béta-redő-gazdag oligomereket 

ismeri fel.  
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5. Eredmények és megbeszélésük 

5. 1 A mezőpotenciálokat az AMPA-receptorok, míg a spontán                                           

tüzelést az NMDA-receptorok mediálják 

A Schaffer-kollaterális stimulálása által elvezett mezőpotencálokat 

a CA1-es régió bemeneteként értelmezhetjük hálózati szinten, míg a 

spontán tüzelés az idegsejtek kimeneti jeleként szolgál. Kísérleteink 

során e két jelenség közötti kapcsolatot, illetve kialakulásuk hátterében 

álló mechanizmusokat vizsgáltuk.  

Megállapítottuk, hogy az AMPA-receptorok (AMPAR) blokkolása 

(10 µM CNQX) markánsan csökkentette a mezőpotenciálok amplitúdó-

értékeit, azonban a spontán aktivitást nem befolyásolta. Ezzel szemben 

az NMDA-receptorok (NMDAR) gátlása (10 µM és 25 µM MK801) 

nem eredményezett változást a mezőpotenciálok amplitúdó-értékeiben, 

azonban a tüzelési ráta az alkalmazott dózis arányában csökkent.  

Ezt követően az NMDAR működésének további vizsgálataként 

csökkentett MgSO4 tartalmú ACSF-et használtunk (0,25 mM MgSO4). 

Úgy gondoltuk, hogy ha eltávolítjuk az NMDAR-ok működését gátló 

„Mg
2+

-dugót” a receptorokból, annak túlzott aktivitása befolyásolhatja 

az általunk vizsgált aktivitásokat. Valóban, habár a mezőpotenciálok 

nagyságát nem befolyásolta ez a fajta módosítás, a spontán aktivitás 

markánsan megnövekedett. A kis koncentrációjú NMDA-kezeléssel 

(0,5 µM) az extraszinaptikus NMDAR-ok működését céloztuk. Az 

NMDA-kezelés nem befolyásolta a mezőpotenciálokat, azonban a 

spontán tüzelés megemelkedett. 

Eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy a 

kiváltott válaszok kialakításában főként az AMPAR-ok vesznek részt, 

míg a spontán tüzelést valószínűleg a környező extraszinaptikus térben 

lévő Glu mennyisége szabályozza az NMDAR-ok tónikus aktivációja 

révén. Fontos megjegyeznünk, hogy vizsgálataink során a kiváltott 

válaszokat a CA1-es régió radiatum rétegéből, míg a spontán tüzelést a 
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piramissejtrétegből vezettük el. Ennek alapján a mezőpotenciálok a 

posztszinaptikus idegsejtek dendritjeiről származnak, míg a spontán 

aktivitást a piramissejtek tüzelési aktivitása határozta meg. 

5.2 Az Abeta(1-42) NR2B-alegységet tartalmazó NMDA-

receptorokon keresztül fokozza az idegsejtek tüzelési 

aktivitását 

A következő kérdésünk az volt, hogy vajon az Abeta(1-42) hogyan 

befolyásolja a különböző mechanizmuson alapuló idegi aktivitásokat.  

Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy az Abeta(1-42) nem 

befolyásolja a mezőpotenciálok amplitúdó-értékeit, azonban a spontán 

tüzelést szignifikánsan és tartósan megemelte.  

Előzőleg már megállapítottuk, hogy a mezőpotenciálokat az 

AMPAR-ok mediálják, míg a spontán aktivitás kialakításában főként az 

extraszinaptikus NMDAR-ok vesznek részt. Mivel az Abeta nem 

befolyásolta a kiváltott válaszok mértékét, így azt feltételeztük, hogy 

valószínűleg az extraszinaptikus NMDAR-okon keresztül fejti ki 

hatását, melyet a tüzelési aktivitás megnövekedett mértékeként tudtunk 

detektálni. Mivel az extraszinaptikus NMDAR-ok jórészt NR2B-

alegységgel rendelkeznek a piramissejteken, kíváncsiak voltunk arra, 

hogy vajon egy NR2B-alegység-blokkoló (3 µM ifenprodil) képes-e 

kivédeni az Abeta okozta túlserkentést. Valóban, az ifenprodil 

csökkentette az Abeta okozta túlzott sejtaktivitást, emellett önmagában 

nem mutatott toxikus hatást. 

Eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy az 

általunk szintetizált Abeta(1-42) nem befolyásolja a kiváltott 

mezőpotenciálok mértékét, azonban az NR2B-alegységet tartalmazó 

extraszinaptikus NMDAR-okon keresztül fokozza az idegsejtek tüzelési 

aktivitását. 
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5.3 Az Abeta(1-42) okozta szinaptikus károsodás NR2B-

alegység blokkolóval, valamint glutamát-scavenger 

alkalmazásával kivédhető 

Az előzőekben már megmutattuk, hogy az Abeta kezelés az 

idegsejtek fokozott aktivációjához vezet, ezt követően LTP-mérésekkel 

azt is bebizonyítottuk, hogy az Abeta a szinaptikus plaszticitást is 

károsítja. Kíváncsiak voltunk arra, hogy vajon milyen mechanizmusok 

állhatnak az Abeta okozta LTP-károsodás hátterében.  

Elsőként az Abeta okozta túlzott sejtaktivitást kedvezően 

befolyásoló ifenprodil hatását vizsgáltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az 

ifenprodil önmagában nem mutat toxikus változást, azonban képes 

kivédeni az Abeta okozta LTP-károsodást. Eredményeink arra is 

utalnak, hogy az extraszinaptikus NR2B-NMDAR-ok nem vesznek 

részt az LTP kialakulásában. 

Eddigi eredményeink, valamint irodalmi hivatkozások alapján úgy 

gondoltuk, hogy az Abeta károsíthatja a Glu-visszavételi rendszer 

működését, melynek következtében aktiválhatja az extraszinaptikus 

NMDAR-okat. Ezen hipotézis vizsgálatára „Glu-scavenger-t” 

alkalmaztunk, hiszen azt feltételeztük, hogy glutamát-piruvát 

transzamináz (2,06 U/ml) eltávolítja az Abeta által előidézett 

megnövekedett Glu-ot a szinaptikus résből, ezzel megakadályozhatja az 

extraszinaptikus NMDAR-ok aktiválódását. Ehhez a folyamathoz az 

enzim szubsztrátját, a piruvátot (0,82 mM) is a rendszerhez adagoltuk. 

Vizsgálati eredményeink alapján megállapítottuk, hogy a Glu-scavenger 

alkalmazása önmagában nem befolyásolja az LTP lefutását, valamint 

képes kivédeni az Abeta okozta LTP-csökkenést.  

Emellett arra is kíváncsiak voltunk, hogy egy közvetlen Glu-

visszavétel-gátló anyag (10 µM TBOA) hasonló mechanizmussal 

működik-e, mint ahogy azt az Abeta esetében láthattuk. Azt 

tapasztaltuk, hogy a TBOA károsítja az LTP-t, és a károsodás mind az 
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infenprodil, mind a Glu-scavenger alkalmazásával – csakúgy, mint az 

Abeta esetében – kivédhető volt.  

Ezen eredményeink azt mutatják, hogy a Glu-visszavételt gátló 

TBOA LTP-re gyakorolt hatása megegyezik az Abeta-val.  

5.4 Amyloid-beta jellemzése 

A BAM10-festés kis- és nagy- molekulatömegű aggregátumokat 

mutatott a gélen. Ezek a sávok pozitívak voltak OC-antitestre is, ami azt 

jelenti, hogy protofibrilláris tulajdonságai vannak az oligomereknek a 

mintában. 

Az SDS-stabil dimer és trimer jelenléte nagyon hasonlít a biológiai 

forrásból származó Abeta(1-42) preparátumokra. Transzfektált 7PA2-

sejtekből származó és emberi agyi mintából származó minták hasonló 

méreteloszlást mutattak. Vizsgálataink alapján elmondhatjuk, hogy az 

általunk alkalmazott Abeta(1-42)-preparátum szinaptotoxikus. 
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6. Következtetések 

Eredményeink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy az 

Abeta(1-42) megváltoztathatja a Glu-transzporterek működését 

(EAAT), melynek következtében megnövekedik a környező 

extracelluláris Glu-szint. Mivel a Glu-transzporterek működése 

korlátozódik, így nem tudják felvenni a felesleges Glu-ot a szinaptikus 

résből, így az túlcsordulva aktiválja az extraszinaptikus NMDAR-okat. 

Az extraszinaptikus NMDAR-ok megnövekedett aktivációja túlzott 

Ca
2+

-beáramláshoz vezet, melynek következtében olyan 

szignálmechanizmusok aktiválódnak, melyek különböző kinázok 

fokozott működéséhez vezetnek. Ezáltal további receptorok 

foszforilálódnak még több Ca
2+

-beáramlást okozva, mely 

hiperaktivációhoz, a szinaptikus plaszticitás kialakulásának gátláshoz, 

és végső soron excitotoxicitáshoz, az idegsejt pusztulásához vezet. 

Úgy gondoljuk, hogy Abeta által előidézett Glu-visszavétel-gátlás 

következtében fellépő megnövekedett Glu-koncentráció áll az AK-ban 

megfigyelt epilepsziás rohamok mögött. 

Kimutattuk, hogy az NR2B-alegység-blokkoló ifenprodil-kezelés 

neuroprotektív hatással bír, hiszen csökkentette az Abeta okozta túlzott 

idegi aktivitást, valamint védő hatásúnak bizonyult az Abeta okozta 

LTP-károsodás ellen. 

Megmutattuk, hogy a Glu-scavenger rendszer alkalmazása ígéretes 

lehet az AK kezelésére, hiszen önmagában nem toxikus, és képes 

kivédeni az Abeta okozta szinaptikus károsodást. 

A Glu-scavenger rendszerek alkalmazása újszerű megközelítést 

jelent nem csak az AK leküzdését célzó terápiás eljárások esetében, 

hanem más neurológiai, sőt pszichiátriai kórképekben is hasznos lehet a 

vér Glu-szintjének csökkentése, ami lehetővé teszi, hogy az agyi 

endotélsejtek könnyebben pumpálják ki az agyból a felesleges Glu-t a 

vér felé, ezáltal csökkentve az agyi Glu-szintet. 
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