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BEVEZETES

Az Alzheimer-kor (AK) a neurodegenerativ betegségek egyik leggyakoribb tipusa, amely a
tanulasi és a memoria folyamatok karosodasa mellett komplex magatartasi valtozasokkal
jellemezhetd. Az AK-os betegek szdma a varhato életkor emelkedésével folyamatosan
novekszik, igy jelentds egészségiigyi €s tarsadalmi-gazdasagi problémava valik.

Az AK neuropatologiailag sulyos szinapszisvesztéssel €s rosszul feltekeredett fehérjék
megjelenésével jellemezhetd, amelyek aggregatumokat képeznek az agyszovetben, foként a
neokortexban és a hippokampuszban (HK). A B-amiloid (AB) fehérjékbdl allo extracellularis
plakkokat, valamint a hiperfoszforilalt tau proteinekbdl felépiild intracellularis neurofibrilléris
kotegek jelenlétét az agyban eldszor Alois Alzheimer irta le. Ezen aggregdtumok cerebralis
jelenléte a betegség 6 patologiai jellemzdje és napjainkban is sziikséges az AK diagnézisanak
felallitasahoz. Az AP felhalmozddasa tobb évtizeddel a neurologiai tiinetek és az AK
diagnézisa eldtt elkezdédik. Az AP lerakddasok megjelenését a cerebrospinalis folyadék
megemelkedett tau-szintje, jelentds agyi atr6fia, neurondlis hipometabolizmus ¢és
memoriafunkcid csokkenés koveti.

Az AK-nak két formdja van: a dominansan 6roklodo, korai kialakulasti vagy familiaris AK
(FAK) ¢és a nem 0roklédd, keéséi megjelenésli vagy sporadikus AK (SAK). Az AK {6
kockazati tényezdje az életkor; a legveszélyeztetettebb csoport a 65 év feletti populacid. A
FAK és a SAK klinikai és szdvettani tlinetei hasonloak, kialakulasuk feltehetben k6zG6s
tisztazasara, ezért szamos hipotézist javasoltak az AD patomechanizmusanak magyarazatara.
Ezek kozil az egyik széles korben elfogadott tedria, az amiloid kaszkad hipotézis (AKH)
értelmében a kor kialakuldsat az amiloid prekurzor proteinbdl proteolitikus hasitds utjan
keletkezd A4 fehérje talzott mértékli felhalmozddasa, illetve ennek a csokkent mértékii
kitiriilése okozza.

Jelenleg az AK tiineteit tudjuk kezelni, az okat megsziintetd terapia nem all rendelkezésre. Az
alap- ¢és klinikai kutatasi eredmények szerint a diagnosztizalt AK-os betegeknél a terapias
beavatkozdsok mar késdiek lehetnek a progresszid enyhitésére, ezért nagy sziikkség van a
tiineteket megel6zd szakaszban a betegség kimutatdsdnak, megeldzésének és kezelésének vj,

az AKH helyett mas lehetséges molekularis mechanizmusokra alapozott modszereire.



CELOK

Az AKH alapjan olyan kisérleti modellek felallitdsat tztiik ki célul, amelyekben a
kutatocsoporton beliil megtervezett €s szintetizalt, potencidlis gyogyszerjelolt vegyiiletek
koltség- és iddhatékonyan in vivo tesztelhetOk. Ennek érdekében kezelési protokollokat

fejlesztettlink és validaltunk kiillonb6z6 aggregacios formaju, toxikus AP alkalmazésaval.

1. Az intrahippokampalis (IHK) kisérletiinkben fibrillaris APi-t (fAPi42) injektaltunk
patkanyok HK-aba és megvizsgaltuk az egyszeri alkalommal torténd kezelés hatasat a
térbeli memoriara és a dendrittiiske stiriségére. A patkanyok térbeli tanuldsat és
teszteltiik.

2. Egy potencidlis gyogyszerjelolt molekula, a Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-amid (LPYFDa)
hatasat egy kooperativ projekt keretein beliil teszteltiik. A holland munkatarsaink az
0APi4 ¢ LPYFDa hatasat vizsgaltdk vad tipus egerekben. Az allatokat
félelemkondicionalo teszteknek vetették ala. Ezzel parhuzamosan mi célul tiiztiik ki a
térbeli memoria vizsgalatdit az MWM modositott valtozatdban (mMWM). Patkanyokat
egyszeri alkalommal kezeltiink oAPi.4-vel, melyet az entorhindlis kéregbe (EK)
juttattunk be. Ebben a modellben az LPYFDa kognitiv folyamatokra ¢és

neuroinflammacidra gyakorolt neuroprotektiv hatasat tanulméanyoztuk (EK kisérlet).

Az AK-val kapcsolatos gyodgyszerkutatdsban bekdvetkezett valtozas arra késztetett benniinket,
hogy bovitsiik kutatdsi teriileteinket, €s mas terapids lehetdségeket talaljuk Uj biologiai
célpontok felhasznaldsaval. Célunk volt, hogy tanulmanyozzuk a felnéttkori neurogenezis és a
neuroinflammaci6 szerepét az AK-ban, és ezek kapcsolatat az szigma-1 receptor (S1R) fiiggd

molekuléris folyamatokkal.

3. Egy W kisérleti modellben oligomer APis-t (0APi42) intracerebroventrikularisan
(ICV) injektaltuk felnétt, vad tipusa C57BL/6 egerekbe, hogy az AK korai fazisara
jellemzé molekularis folyamatokat idézziink eld, amely soran a felndttkori
neurogenezisben és a  neuroinflammacioban  bekdvetkezd ~— valtozdsok
tanulmanyozhatok (ICV kisérlet). Az AB-indukalt in vivo egérmodelliinkben célunk
volt két S1R agonista, az N, N-dimetiltriptamin (DMT) és a 2-(4-morfolinetil)-1-fenil

ciklohexdn  karboxildt ~ (PRE084)  neurogenezist befolyasolo6  és  anti-



neuroinflammatorikus hatdsdnak vizsgalata immunhisztokémiai moddszerekkel és
western blot analizissel.
ANYAGOK ES MODSZEREK
Allatok
Az I[HK kisérletben 210-230 g sulyu him Wistar patkanyokat (n=24, Charles-River,
Németorszag) hasznaltunk. Az EK kisérletekhez 8-10 hetes him Wistar-Harlan patkanyokat
(n=133, Charles-River, Németorszag) alkalmaztunk, az allatok 250-350 g kozotti sulytak
voltak. Az ICV kisérletben sajat tenyésztésbdl szdrmazd him 23-28 g-os és 12 hetes C57BL/6

vad tipusu egerek (n=80) vettek részt a vizsgalatban.

A kezelésekhez alkalmazott anyagok leirasa

Kutatécsoportunk az izo-Ai.4 peptidet, amely a természetes szekvencia kémiailag médositott
forméja, egy optimalizalt szilard fazisu peptidszintetikus eljarassal allitotta eld6. Az IHK-
kisérletekben az fAPi.4-t He és mtsai, mig az EC-kisérletekben az oAPi.»-t Stine és mtsai
modositott protokolljanak alkalmazasaval allitottuk eld. Az ICV kisérletben az 1zo-APi.4
peptidre optimalizalt sajat protokollal allitottunk eld olyan oligomert tartalmazé oldatot, mely
aggregacios allapotat a kisérletek id6tartama alatt stabilan képes megtartani.

A neuroprotektiv pentapeptidet, az LPYFD-amidot a kutatocsoportunk szintetizalta standard
szilard fazisu peptidszintézis modszerekkel.

Az 5-brém-2-dezoxiuridint (BrdU), a DMT-t és a PREO84-et a Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, USA) és Lipomed (AG, Switzerland) cégektdl szereztiik be.

Operacio, kezelési sémak

A ketamin ¢és xilazin keverékével elaltatott allatok sztereotaxids miitéten estek at. Mindharom
kisérletben az egyszeri injektalasokat Hamilton fecskendd segitségével végeztiik el.

Az IHK-kisérletben az anyagokat a jobb HK-ba fecskendeztiik unilateralisan. A patkanyokat
véletlenszertien két csoportba osztottuk: 1. fAB4, (n=12); 2. fizioldgias séoldat (n=12).

Az EK-kisérletben az anyagokat bilateralisan, oldalanként hdrom helyre injektaltuk az EK-ba.
A patkanyokat az alabbi csoportokba osztottuk: 1. PBS, n=10; 2. LPYFDa, n=10; 3. 0AB;.4,
n=10; és 4. 0APi.> €¢s LPYFDa (1:5 mdlarany), n=11.

Az ICV-kisérletben az egerek egyszeri, jobboldali ICV 0Ap.4, vagy PBS injekciot kaptak. A
vizsgalatok sordn az Ossejtek megjeldlésére BrdU oltast végeztiink. A sztereotaxids miitét utdn
24 oréval kezdddott meg az allatok intraperitonedlis (IP) BrdU oltdsa, amely Osszesen 3

alkalommal, 6 6rds 1d6kozonként tortént. A miitét utani 7-12. napon az egereket I[P PRE084-
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gyel vagy DMT-vel kezeltiik. Ebben a kisérletben az éllatokat 6 csoportba soroltuk: 1. PBS-
PBS, n=18; 2. 0AB,;,-PBS, n=18; 3. PBS-PRE084, n=11; 4. 0AB..--PRE084, n=11; 5. PBS-
DMT, n=11; 6. 0ABi..-DMT, n=11.

Tradicionalis MWM és maddositott valtozata (mMWM)

Az IHK-kisérletben a térbeli tanulast €s a memoriat az fAP.4, beadasat kovetd 14-20. napon
tradicionalis MWM-ban rogzitett platform hasznalataval vizsgaltuk. A patkanyok naponta 4-
szer egymas utan usztak blokkokban, 6 napon keresztiil. Az utols6é Uszds utan 24 oraval
medencébdl.

Az EK-kisérletben a mitét utani 15. napon kezdtiik el az mMWM-et. Két miianyag platformot
hasznaltunk: egy nagyobb (d=10 cm) és egy kisebb (d=5 cm) rejtett szigetet. Az 1-5. napon a
nagyobb, mig a 6. napon a kisebb platformot helyeztiik a tartdlyba. A kisérletek soran az
allatokat napi kétszer Usztattuk, minden esetben két kiilonbozd inditasi pontot hasznaltunk,
mikdzben a platform ugyanabban a pozicioban maradt. A kisérlet hat napig tartott. Az 1-4.
napon az allatokat a ,,matching-to-sample” protokoll szerint teszteltiik. Ebben a fazisban a
nagy platformot minden nap athelyeztiik egy masik negyedbe (Q1-t6l Q4-ig). Az elsd uszas
(,,minta”) sordn az allatoknak meg kellett tanulniuk a platform elhelyezkedését. A masodik
uszas ,tesztként” szolgalt. Az 5. napon a nagy platform ugyanabba a kvadransba kertilt, mint

el6z6 nap (Q4), mig a 6. napon a kisebb platformot szintén a negyedik negyedbe helyeztiik.

Hisztologiai vizsgalatok és western blot analizis (WB)

Az IHK kiséerletben a viselkedési vizsgalatokat kovetéen Golgi impregnalast végeztiink,
amely sordn a nativ patkdnyagyakat blokkokra vagtuk, majd a két-fazisi impregnalas utan
100 um vastagsaghh hippokampalis metszeteket készitettiink. A tovabbi szdvettani
kisérletekben (EK, ICV kisérletek) a ragcsalokat kloral-hidrattal altattuk, majd
transzkardialisan perfundéaltuk PBS-sel és paraformaldehiddel (PFA). Az agyakat egy napig
utéfixadltuk 4%-os PFA-oldatban, majd a mintdkat 30%-os szachar6zoldat keverékébe
helyeztiik.

Az EK kisérletben minden csoportbol négy allatot dolgoztunk fel. Az utéfixalast kvetden az
EK-bdl fagyasztd mikrotémmal koronalis, 30 um vastag metszeteket vagtunk. Az ICV kisérlet
soran két héttel az oA, beadasa utdn dolgoztuk fel a mintakat (n=8-8 a PRE084- és DMT-
kezelt csoportbdl, n=15-15 a kontrollcsoportokbdl). Az immunhisztokémiai analizist 20 uM

formalinnal fixalt kriometszeteken végeztiik. Az immunfestéshez a metszeteket elsddleges,
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majd masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A peroxidaz reakcidt a Vectastain Elite ABC Kit
rendszer alkalmazasaval hajtottuk végre, szubsztratként 3,3'-diaminobenzidint és erdsitoként
NiCl,-t hasznaltunk.

Az EK és az ICV kisérlet WB vizsgalata sordn a patkdnyok EK-jat (n=6 allat/csoport),
kovetden eltavolitottuk. A szovetek homogenizalasa és centrifugalasa utan, a fehérjemintakat
SDS gélen futtattuk és nitrocelluldz membranra vittiikk, és elsddleges, majd masodlagos
antitestekkel inkubdltuk. A mintdk immunoblot analizise soran kimutathatéva valt az EK
kisérletben az oA+, hatdsa a GFAP expresszidjara, illetve az ICV kisérletben az 0APi.42, a

PREO084 ¢s a DMT SIR expressziora gyakorolt hatasa.

Az adatok kiértékelése

A Golgi technikdval impregnalt metszeteket inverz fénymikroszkoppal, olajimmerzids
objektivek segitségével tanulmanyoztunk. A dorzoventralis HK CA1 régidjabol Gsszesen 25
piramissejtet vizsgaltunk meg allatonként (n=6 allat/csoport).

Az immunhisztokémiai mintdkat egy metszetszkenner segitségével digitalizaltuk (Mirax Midi,
3DHistech Kft.,, Budapest, Magyarorszag; szoftverek: Pannoramic Viewer 1.15.4,
CaseViewer 2.1, QuantCenter, HistoQuant).

Az Ossejtek (BrdU+) és neuroblasztok (DCX+) szaménak meghatarozdsat manualisan
végeztiik. A denzitds meghatarozasahoz az allatonként megszamolt sejtek szamat elosztottuk
a gyrus dentatus (DG)/HK teriilettel, és sejt/mm*-ként abrazoltuk. A neuronal nuclei (NeuN),
az ionizalt kalciumkd6td adapter molekula 1 (Ibal) és a GFAP esetében a neuronok (NeuN+), a
mikroglidk (Ibal+) és az asztrocitdk (GFAP+) teriiletardnyos stirliségét (%) a kvantifikalo

szoftver segitségével hataroztuk meg.

Statisztika

Az IHK kisérletben a viselkedési adatokat ismételt méréses egyutas varianciaanalizissel
(rANOVA) ¢és Fisher-féele LSD post-hoc teszttel elemeztik. A Golgi-impregnalas
eredményeinek értékeléséhez a fiiggetlen mintas Student-féle t-probat alkalmaztuk.

Az EK és ICV kisérletekben a viselkedési €s immunhisztokémiai vizsgalatokbol nyert
adatokat ANOVA-val értékeltiik ki, majd Fisher-féle LSD post-hoc teszteket végeztiink. A
WB adatokat Kruskal-Wallis nem-paraméteres, majd Mann-Whitney U tesztekkel elemeztiik.
A statisztikai kiértékeléshez SPSS szoftvert hasznaltunk, és az eredményeket atlag + (SEM)
értékben fejeztiik ki. A statisztikai szignifikancia értéke p< 0,05.
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EREDMENYEK

IHK Kkisérlet

Az fAP 142 injektdalasa karositotta a térbeli tanuldsi és memdoriafolyamatokat az MWM-ben,
valamint csokkentette a dendrittiiske siiriiséget

A térbeli tanulds és memoria vizsgalatit MWM-mel végeztiik az fAB;.». IHK bevitele utin a
14-20. napon. A platform megtaldlasahoz sziikséges 1d6t hasznaltuk a térbeli memoria
kiértékeléséhez. Az eredményeink azt mutattdk, hogy mindkét csoport teljesitménye naprol-
napra javult, amely a hosszi tivi memoria miikodését tiikkrozi. Habar mindkét csoportban
csokkent a platform megtalalasahoz sziikséges 1d6, az fAPi.4> csoporté a kontrollokhoz képest
szignifikansan hosszabbnak bizonyult (1.A &bra). Emellett szignifikans kiilonbség volt
kimutathaté a csoportok kozott az uszas soran megtett utban is (1.B 4&bra). Az apikalis
dendrittiiske stiriséget Golgi festéssel hataroztuk meg. A dendrittiiske siirliség eltérd volt a két
csoport kozott, az fAP,4-vel kezelt csoportban denzitasbeli csokkenést tapasztaltunk a

kontrollok allatokhoz képest (1.C ébra).
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1. abra Az [HK kisérlet eredményei. (A-B) Az fAP,.4-vel kezelt csoport teljesitménye csokkent az MWM-ben

Osszehasonlitva a kontrollcsoporttal. (C) Az amiloid kezelés negativan befolyasolta a dendrittiiske stirliséget.

EK Kkisérlet
Az 0AP 14> csokkentette, mig az LPYFDa javitotta a tanuldsi és memoriafunkciokat a kisebb
platform alkalmazdsa sordn

Az EK kisérletben az 0APi.4, hatasat teszteltiik patkényokban a modositott MWM protokoll

crer

crer

1-6. nap 1. Giszésai soran a csoportok kozotti megtalalasi iddkben statisztikai kiilonbséget nem
lehetett kimutatni. Az 1-5. nap 2. Uszasainal sem tapasztaltunk kiilonbséget a csoportok
kozott. Ezenkiviil ebben az iddintervallumban a pentapeptid is hatastalannak bizonyult. A 6.
nap 2. uszdsait értékelve azonban szignifikdns kiilonbséget taldltunk a platform

megtalalasdhoz sziikséges idében. Az eredmények post-hoc analizise azt mutatta, hogy az
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0AP142 csoportnal hosszabb volt a megtalalasi id6 a masik harom csoporthoz képest, amely
igazolja az oApi.u-kezelt patkanyok enyhe tanulasi és memoria deficitjét, mig LPYFDa
pozitiv hatassal volt a kognitiv teljesitményre (2.A abra). A 6. napon az 0A.4-kezelt allatok
Uj keresési stratégidja is megfigyelhetd volt. A 2. uszds sordn a tobbi csoporthoz képest
lényegesen hosszabb i1dot toltottek a platformot keresve az annulus zénaban. Emellett a
keresési stratégia javulasa is tapasztalhaté volt, amely az LPYFDa protektiv hatasanak

tulajdonithat6 (2.B abra).
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2. abra LPYFDa kisérletek viselkedési eredménye. (A) A 6 napos mMWM 2. Gszasainak latencidi. (B) A

keresés teljes idOtartama az annulus zénaban a 6. nap 2. uszasai soran, amikor a kisplatformot hasznaltuk.

Az LPYFDa gatolta az 0Af.4; dltal kivaltott neuroinflammdcios folyamatokat

Az 0ABi4 ¢és az LPYFDa asztrocitak aktivaciojara gyakorolt hatasanak vizsgalatara
immunhisztokémiai festést alkalmaztunk. Az oA+ injektdlasa megnovelte az EK-ban a
hiperreaktiv asztrocitdk szamat, mig az LPYFDa szignifikdnsan csokkentette az 0A.4-vel
kivaltott neuroinflammaciot (3.A abra). A WB analizis szignifikdns kiilonbségeket tart fel a
kiilonboz6é  kisérleti csoportok GFAP intenzitasi szintjei kozott, és megerdsitette az
immunhisztokémiai eredményeinket, mivel a GFAP intenzitisa ebben a kisérletben 1is
szignifikansan magasabb volt az amiloiddal kezelt csoportban, Gsszehasonlitva a tobbi

csoporttal (3.B abra).
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3. abra Az LPYFDa hatdsa az neuroinflammaciés folyamatokra. (A) A GFAP festés kvantitativ

immunhisztokémiai eredményei. (B) A GFAP szintek WB-elemzése.

ICV Kkisérlet

A PRE084 és a DMT hatdsa a felnéttkori neurogenezisre oAf..-vel kezelt egerekben
Eredményeink statisztikai értékelése szignifikans kiilonbséget tart fel a hat csoport kozott, a
DG subgranularis zoéndjaban taldlhatdé BrdU+ &ssejtek mennyiségét tekintve. Az 0APi4
szignifikansan csokkentette a progenitor sejtek szamat a kontrollcsoporthoz képest. A DMT-
vel kezelt allatokban negativ valtozasokat észleltiink, az 0ABi4-DMT csoportban alig volt
BrdU+ 0ssejt kimutathatd. A PRE084 kezelés novelte a BrdU+ sejtek mennyiségét; az
0ABi42-vel kezelt csoportok kozotti kiilonbség szignifikans volt (4.A 4bra).

A PREO084 ¢és a DMT szemcsesejtek érésére gyakorolt hatasanak vizsgalata soran az éretlen
neuronokra jellemzé mikrotubulusos-asszocialt fehérjét, az ugynevezett doublecortint (DCX)
jeloltik meg immunhisztokémiai modszerek segitségével, amely specifikusan a migrald
neurondlis prekurzorokban expresszalodik. Az o0APi.4-PBS- ¢és PBS-PRE(084-kezelt
csoportokban az éretlen neuronok szdma szignifikdnsan magasabb volt, mint a
kontrollcsoportban. Ezen kiviil szignifikans kiilonbséget észleltiink az oA;.4.-PBS és az
0AP;.42-PRE084 csoportok kozott is. A DMT kezelés nem befolyéasolta az Gjonnan kialakuld
neuronok szamat dsszehasonlitva a csak vehikulummal kezelt egerekkel (4.B é4bra).

Az érett hippokampalis neuronok vizsgéalatara a NeuN immunfestést hasznaltuk. A DMT-vel
kezelt allatokban jelentdsen alacsonyabb NeuN+ denzitds volt tapasztalhaté a HK teriiletén,

mint a PBS-PBS és az 0AB14.-PBS csoportokban (4.C é4bra).
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4. abra A (A) BrdU, a (B) DCX ¢és a (C) NeuN immunfestés eredményei.

A PRE084 és a DMT hatdsa az 0ApB,.4; dltal kivadltott neuroinflammdciora

A kisérleteink sordn az Ibal, egy makrofdgokra specifikus fehérje, immunhisztokémiai
jelolésével szamszeriisitettiik az aktivalt mikroglidkat. Az 0Ai.4 injektalasa szignifikansan
megemelte az aktivalt mikroglia slirliségét 6sszehasonlitva a kontrollcsoporttal. A PBS-DMT
csoportban az Ibal+ mikroglia striiség szignifikansan csokkent a vehikulummal kezelt
allatokhoz képest. Mindazonaltal egyik kezelés sem tudta enyhiteni az 0APi.4 gyulladast keltd
hatasat (5.A abra).



A kiilonb6z6 csoportok HK-jaban a reaktiv asztrocitdkra jellemz6 GFAP mennyiségének
meghatarozasa soran szignifikdnsan eltérd GFAP+ sejtsiirliséget tudtunk kimutatni. A
hiperreaktiv asztrocitdk ardnyanak szignifikdns novekedését észleltik az oAPi.4-PBS
csoportban a PBS-PBS-kezelt egerekhez képest. Ezenkiviill a GFAP+ denzitds minden mas
csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt az 0AP;.4.-PBS-sel kezelt egerekhez képest. Az
eredmények szerint az 0Api.4 asztrocita aktivaciora kifejtett stimulalo hatasat PRE084 és

DMT adaséval enyhiteni tudtuk (5.B éabra).
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5. abra Az (A) Ibal és a (B) GFAP immunfestés eredményei.

Az SIR protein szint valtozasa a kezelések hatdsdra

Az 0ABi4» ¢és a PREO084, illetve a DMT SIR expresszidjara gyakorolt hatdsanak
meghatarozasira HK és agykéreg mintdkon WB analizist végeztiink. Osszehasonlitva a
vehikulummal kezelt kontroll egerekkel, a PBS-DMT-vel kezelt csoport kivételével az SIR
fehérje szintek minden mas csoportban szignifikansan emelkedtek. Az oAB;.4-PBS-sel kezelt
csoport magasabb fehérjeszintet mutatott az 0AP,4-PRE084 és az 0AB,.»-DMT csoporttal
Osszehasonlitva, mig szignifikansan alacsonyabb S1R szintet mutattunk ki a PBS-PRE084 ¢s
a PBS-DMT csoportok allataiban. Emellett az oA, barmelyik S1R agonista egyiittes
injektalasaval novelte az S1R fehérjeszintet a megfelelé kontrollcsoporthoz képest (0APi.42-
PREO84 vs. PBS-PRE084; 0APi4-DMT vs. PBS-DMT), valamint az SIR expresszidja
szignifikdnsan megndvekedett az 0AP,.»-PRE084-gyel kezelt allatokban az 0A,.4,-DMT
csoporthoz képest (6. abra).
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6. abra A WB analizis eredménye.
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MEGBESZELES

Kutatdsaink soran igazoltuk, hogy az oAfi4 és a fAPi4 intraparenchymadlis vagy ICV
adagolasaval kifejlesztett allatmodellek megbizhatéan és reprodukalhatéan miikddnek, igy
hasznos paradigmak az AD korai viselkedési és molekularis tiineteinek kimutatasara.

A viselkedési kisérletek soran egy modositott MWM protokollt hasznaltunk, amely az
eredményeink alapjan alkalmazhatd az oA, okozta enyhe kognitiv zavarok kimutatisara
patkanymodellben. Az 0Aix-vel kezelt patkdanyok enyhe térbeli tanulasi és
memoriazavarokat mutattak, ha a keresési és a célteriilet aranyat megvaltoztatjuk. Ez mddszer
sikeresen modellezheti azt a valtozo kornyezetet, amelyben az AK-os betegek térbeli tanulési
¢s memoriazavarai megjelennek. Ebben a paradigméban az LPYFDa pentapeptid véddhatasat
viselkedési és szovettani kisérletekkel is igazoltuk.

Az ICV kisérletben kidolgoztunk egy az 0Ai.4. injektalasaval létrehozott korai AD modellt,
amelyben akut neuroinflammacidt, karosodott neurogenezist és emelkedett S1R szintet
mutattunk ki. A felndttkori neurogenezis elengedhetetlen a kozponti idegrendszer
plaszticitasahoz. Az AD kezelése soran a neurogenezis eldsegitése, mig a neuroinflammacio
visszaszoritasa kedvezd terapias hatassal birhat. Mindkét folyamatban fontos szerepet jatszik
az S1R. Modelliinkben két S1R agonistat teszteltiink. A DMT, amely mérsékelten kotodik az
S1R-hez, de feltehetéen nagy affinitdssal az 5-HT receptorokhoz, negativan befolyésolta a
neurogenezis korai fazisat. Ezzel szemben a szelektiv SIR agonista, a PRE084 javitotta a
éretlen neuronok mennyiségi ndévekedésében nyilvanult meg. Tovabbi kisérletek sziikségesek
a DMT neurogenezist és az érett neuronok tulélését befolydsold f6 molekularis utvonalainak
vizsgélatdhoz. Ezenkiviil a DMT ¢és a PRE084 szignifikdnsan csokkentette az oAf.4, altal
kivaltott hiperreaktiv asztroglidzist, azonban egyik ligandum sem volt jelentds hatassal a
mikroglia aktivaciora. Ezért tovabbi vizsgalatokra van sziikség a DMT és a PRE084
szerepének tisztazdsara az A4 altal indukalt neuroinflammacids folyamatokban, valamint

az eredmények human esetekre valo alkalmazasanak a felmérésére.

ELERT EREMENYEK
A jelen tanulmany fobb megallapitasai a kovetkezok:
1. Két széles korben haszndlt ragcsalomodellben exogén o0ABi4 vagy fABia

alkalmazasaval AD-szerl tuneteket valtottunk ki.
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o Az IHK kisérletben patkanymodellben kimutattuk, hogy az fAP,4, rontja a
térbeli tanulast hagyomanyos MWM-ben tesztelve, valamint csokkenti a

o Az EK kisérletben a patkanyokban enyhe, de szignifikdns térbeli deficitet
figyeltiink meg, amikor az MWM modositott valtozatat hasznaltuk, azaz
csOkkentettilk a platform méretét. Ebben a kisérletben neuroinflamméciot
tapasztaltunk, mivel a hiperreaktiv asztrocitdk megndvekedett szintjét mutattuk
ki az EK teriiletén.

o Az ICV kisérletben bizonyitottuk, hogy az egerekben 0Afi4 ICV beadésat
kovetéen AD-ra jellemz6 neurogenezisbeli €s neuroinflammacios elvaltozasok

alakultak ki a HK teriiletén.

2. A kidolgozott kisérleti modellekben megvizsgéaltuk 3 anyag, egy neuroprotektiv
pentapeptid (LPYFDa) ¢és két SIR modulator (DMT ¢és PRE-084) hatasat a
molekularis folyamatokra.

o Az EK kisérletben az LPYFDa kivédte az 0APi.4» toxikus hatasat.
o Az ICV kisérletben
» a DMT gatolta, mig a PRE084 eldsegitette a progenitor sejtek tulélését.
» a DMT nem befolyésolta, mig a PRE084 novelte az éretlen neuronok
szamat.
» a neuronok denzitasat a PREO84 beadasa nem befolyasolta, mig a
DMT a neuronok szdmanak csdkkenését okozta.
> a PREO084 ¢és a DMT az oA indukalta mikroglia aktivaciot nem
enyhitette, mig a DMT oOnmagéaban szignifikdnsan csokkentette a
mikroglia denzitast.
> a DMT ¢és PRE084 csokkentette az 0APi4-val indukalt reaktiv
asztrocitak mennyiségét.
» az S1R protein szint emelkedett az 0AB;.4 kezelés hatasara, valamint az

0APi42 és a PRE084 vagy a DMT egyiittes beadasaval.
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