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Rºvid²t®sek ®s jelºl®sek jegyz®ke 

 

7ɓOHC 7ɓ-hidroxi-koleszterin 

7ketoC 7-ketokoleszterin 

24OHC 24-hidroxi-koleszterin 

27OHC 27-hidroxi-koleszterin 

Ŭ-SM Ŭ-simaizom aktin 

ABC transzporter ATP-kºtŖ kazetta transzporter (ATP-binding casette transporter) 

ABCA1 (CERP) koleszterin efflux szab§lyoz· feh®rje 

ABCB1B (P-gp) multidrog rezisztencia feh®rje-1/P-gp 

ABCG1 ATP-kºtŖ kazetta transzporterek G alcsal§dj§nak 1-es tagja 

AD Alzheimer-k·r 

AIF apopt·zis induk§l· faktor 

AJ szoros kapcsolat/zonula adherens (adherens junction) 

ANG1, 2 angiopoetin-1,-2 

ApoA, -I,-II,-IV  apolipoprotein A, -I, -II, -IV  

ApoB, -48, -100 apolipoprotein B, -48, -100 

APOB a hum§n apolipoprotein B-t k·dol· g®n 

ApoC, 1 apolipoprotein C, 1 

ApoD, E, H, J apolipoprotein D, E, H, J (clusterin) 

APP amiloid prekurzor feh®rje 

AQP4 akvaporin 4 

Aɓ1-40/1-42 40, ill. 42 aminosav hossz¼ ɓ-amiloid/amiloid-b®ta peptid 

ɓ-cat. ɓ-katenin 

BAEC szarvasmarha aorta endothelsejt (bovine aortic endothelial cells) 

Bulb. olf. szagl·gum· (Bulbus olfactorius) 

CAMK2 Ca
2+

/kalmodulin-f¿ggŖ feh®rje kin§z 

Cat katal§z 

Cav-1 kaveolin-1 

Cdc2 ciklin-f¿ggŖ feh®rje kin§z 2 

Cdk5 ciklin-f¿ggŖ feh®rje kin§z 5 

CETP koleszterin-®szter transzfer feh®rje  

ChREBP sz®nhidr§tszab§lyoz·-elem kºtŖ feh®rje  



 

CI sejtindex 

Cldn-5 klaudin-5 

CNT2 koncentrat²v nukleozid transzporter 2 

Cortex cer. agyk®reg (Cortex cerebri) 

CRP2 cisztein-gazdag feh®rje 2 

CYP7A1 koleszterin 7-Ŭ-hidroxil§z 

CytC citokr·m c 

EAAT1, 2, 3 serkentŖ aminosav transzporter 1, 2, 3 

EB Evans-k®k 

eNOS endothelialis nitrog®n-monoxid szintet§z 

FAD famili§lis Alzheimer-k·r 

FAS zs²rsav szintet§z 

fEPSP serkentŖ posztszinaptikus mezŖpotenci§l 

GJ r®skapcsolat/macula communicans (gap junction) 

Glut1 gl¿k·z transzporter 1 

GSH glutation 

GSK3-ɓ glikog®n szintet§z kin§z-3-ɓ 

HDL nagy sŤrŤs®gŤ lipoprotein 

HFS magas frekvenci§s ingerl®s  

HIF-1Ŭ hipoxia-induk§l· faktor 1-Ŭ 

HUVEC hum§n kºldºkzsin·r v®na endothelsejt 

HRP torma peroxid§z 

ICC immuncitok®mia 

IDL kºzepes sŤrŤs®gŤ lipoprotein 

IGF1,2 inzulinszerŤ nºveked®si faktor receptor 1, 2 

IHC immunhisztok®mia 

IL-1ɓ interleukin-1ɓ 

IL-6, 8 interleukin-6,-8 

iNOS induk§lhat· nitrog®n-monoxid szintet§z 

IR inzulin receptor 

LAT1 nagy neutr§lis aminosav transzporter 

LDH test tejsav-dehidrogen§z 

LDL alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein 

LDLr  alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein receptor 



 

LOX1 oxid§lt alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein receptor 

LFS alacsony frekvenci§s ingerl®s 

LPL lipoprotein lip§z 

LRP1 alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein receptor-kapcsolt feh®rje 1 

LRP2 gp330/ alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein receptor-kapcsolt feh®rje 2 

LTD hossz¼ t§v¼ szinaptikus hat®konys§g csºkken®s 

LTP hossz¼ t§v¼ szinaptikus hat®konys§g fokoz·d§s 

LXR-ɓ m§j x receptor-ɓ (oxiszterin receptor) 

MAP kinase mitog®n-aktiv§lt feh®rje kin§z 

MCP1 monocyta kemoattrakt§ns feh®rje 1 

MCT1 monokarboxilsav transzporter 1 

Med. obl.-Pons ny¼ltvelŖ, h²d (Medulla oblongata-Pons) 

MEOX2 mezenchim§lis homeobox feh®rje 2 

Mesenceph. kºz®pagy (Mesencephalon) 

MDA malondialdehid 

MRP multidrog rezisztencia feh®rje 

MTP mikroszom§lis triglicerid transzfer feh®rje 

MYOCD myocardin 

NFT neurofibrill§ris kºteg 

NMDA N-metil-D-aszparaginsav receptor 

Ocln okkludin 

oxLDL oxid§lt alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein 

PDK piruv§t-dehidrogen§z kin§z 

PHF p§ros helik§lis filamentum (paired helical filament) 

PKC-ɔ feh®rje kin§z C-ɔ 

PLC-ɔ foszfolip§z C-ɔ 

PP1, 2A, 2B, 2C feh®rje foszfat§z 1, 2A, 2B, 2C 

PP2A Ser/Thr feh®rje foszfat§z 2A 

PPAR-ɔ peroxisz·ma prolifer§ci· aktiv§l· receptor-ɔ 

PPF p§ros pulzus facilit§ci· (paired-pulse facilitation) 

PSEN1,2 preszenilin1, 2 

pTauSer/pTauThr foszforil§lt Tau 

RAGE elŖrehaladott glik§ci·s v®gterm®kek receptora 

RNS reakt²v nitrog®n gyºkºk 



 

ROS reakt²v oxig®n gyºkºk 

RT-CES val·sidejŤ sejtanal²zis (real-time cell electronic sensing) 

RXR-Ŭ retinsav x receptor-Ŭ 

S-100 ɓ S100 k§lcium kºtŖ feh®rje-ɓ 

SAP kinase stressz aktiv§lt feh®rje kin§z 

SF n§trium-fluoreszcein 

SOD szuperoxid-dizmut§z 

SR-B1 (SCARB1) oxLDL/HDL/glikoprotein E2 receptor (scavenger receptor class 

B, member 1) 

Src-kinase nemreceptor tirozin-kin§z 

SRF sz®rumv§laszfaktor 

SREBP-1c szterin szab§lyoz·elem-kºtŖ feh®rje 1 c 

TBS theta-burst stimul§ci· 

TBARS tiobarbit¼rsav reakt²v anyagok 

TfR transzferrin receptor 

Tg transzgenikus 

TJ szoros kapcsolat/ zonula occludens (tight junction) 

TNF-Ŭ tumor nekr·zis faktor-Ŭ 

tPA szºveti plazminog®n aktiv§tor 

TTBK Tau-tubulin kin§z 

VEGF vaszkul§ris endotheli§lis nºveked®si faktor 

VLDL  nagyon alacsony sŤrŤs®gŤ lipoprotein 

Wt vad t²pus 

ZO1 (Tjp-1) szoros kapcsolat feh®rje 1 (ZO-1) 
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1. Bevezet®s/Irodalmi §ttekint®s 

 

1.1. A plazmalipidek transzportja 

A trigliceridek, a koleszterin ®s a hosszabb sz®nl§nc¼ zs²rsavak nem vagy alig 

v²zold®konyak, ez®rt v®rben val· transzportjuk csak seg²tŖ mechanizmusok r®v®n val·sulhat 

meg: a szabad zs²rsavak albuminhoz kapcsol·dva, a trigliceridek ®s a koleszterin koleszterin-

®szter lipoproteinek belsej®ben sz§ll²t·dnak. 

 

1.2. A lipoproteinek fel®p²t®se, szerkezete 

A lipoproteinek egy trigliceridekbŖl ®s koleszterin-®szterekbŖl §ll· hidrof·b magb·l, 

®s ezt kºr¿lvevŖ foszfolipid membr§nb·l ®p¿lnek fel, amelybe feh®rj®k, apoproteinek 

§gyaz·dnak. Az apoproteinek fontos szerepet j§tszanak a lipoproteinek receptorokhoz val· 

kapcsol·d§s§ban, enzimek aktiv§l§s§ban, sŖt ºnmaguk is kataliz§lhatnak k®miai ®s 

transzportfolyamatokat. A lipoproteinek apoprotein-tartalma jellemzŖ az egyes t²pusokra, de 

egym§s kºzºtti kicser®lŖd®s¿k is lehets®ges. A lipoproteinek feladata a sejtek lipidekkel 

tºrt®nŖ ell§t§sa ®s a felesleges lipidek elsz§ll²t§sa. Emellett r®szt vesznek egy®b anyagok, pl. 

szteroid hormonok, karotinoidok ®s tokoferol sz§ll²t§s§ban is. 

A lipoproteineket m®ret¿k ®s denzit§suk alapj§n k¿lºn²tj¿k el, ami szorosan ºsszef¿gg 

lipid- ®s feh®rjetartalmukkal. ĉgy megk¿lºnbºztet¿nk chylomicronokat, (amelyek az exog®n 

eredetŤ lipidek transzportj§ban fontosak), nagyon alacsony sŤrŤs®gŤ lipoproteineket (VLDL) , 

kºzepes sŤrŤs®gŤ lipoproteineket (IDL), alacsony sŤrŤs®gŤ lipoproteineket (LDL), nagy 

sŤrŤs®gŤ lipoproteineket (HDL) ®s koleszterin-®szter transzfer feh®rj®ket (CETP), amelyek a 

trigliceridek ®s a koleszterin sz§ll²t§s§t v®gzik. 

 

1.3. Az Apolipoprotein B (ApoB) ®lettani szerepe 

Az ApoB-nek k®t form§ja l®tezik: ApoB-100 ®s ApoB-48. Mindk®t forma egyazon 

strukt¼rg®n (APOB) term®ke. Az ApoB-100 egy 512 kDa-os glikoprotein (4536 aminosav), 

amelyet a hepatocyt§k szintetiz§lnak. A VLDL, IDL ®s LDL molekul§k apoprotein 

komponense. 

Az ApoB-48 az enterocyt§k szintetiz§lta chylomicronok apoproteinje. Az APOB g®n 

§ltal k·dolt feh®rje 48%-a, annak csup§n N-termin§lis§t tartalmazza (2152 aminosav). A k®t 

forma l®tez®s®nek oka, hogy a transzkripci· sor§n a mRNS-ben egy glutamint (Gln) jelentŖ 

CAA kodon UAA stop kodonn§ alakul dezamin§l§s r®v®n. Az ²gy k®pzŖdŖ ApoB-48 ugyan 
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k®pes lipoprotein-tartalm¼ vezikulumokat k®pezni, de nem tud az LDL receptorhoz (LDLr: 

low-density lipoprotein receptor) kºtŖdni. Az ApoB-48 az Apolipoprotein E-vel (ApoE) 

egy¿tt a chylomicronok receptorfelismer®s®ben j§tszik szerepet. 

Az ApoB biok®miai funkci·ja kettŖs: r®szt vesz a VLDL ®s chylomicron-szint®zisben, 

valamint az LDL receptoron kereszt¿li internaliz§ci·j§ban. Az ApoB szint®zise szigor¼an 

szab§lyozott folyamat, melyet befoly§sol: az inzulin, a szteroidok valamint a sejt koleszterin- 

®s trigliceridtartalma. 

 

1.4. Az ApoB-hez kºtŖdŖ rendelleness®gek 

Az ApoB az emlŖsºk fºt§lis membr§njaiban is expressz§l·dik, jelezve, hogy m§r az 

embri·genezis sor§n fontos szerepet tºlt be. Farese ®s mtsai. (1995) igazolt§k, hogy az APOB 

deficiencia egerekben let§lis fenot²pust eredm®nyez. Homozig·ta APOB K.O. embri·k m§r a 

geszt§ci·s peri·dus fel®t sem ®rik meg, ha m®gis, akkor exencephalia miatt ®letk®ptelenek. A 

heterozig·ta APOB K.O. egerek a kºvetkezŖ fenot²pust mutatj§k: 20%-kal csºkkent 

plazmakoleszterin-szint, 70%-kal csºkkent plazma-ApoB-szint, csºkkent migr§l· pre-ɓ- 

(VLDL) ®s ɓ-lipoprotein-frakci· (LDL). Magas koleszterintartalm¼ di®t§n tartva v®dettek a 

di®ta induk§lta hiperkoleszterin®mi§val szemben, ²gy hipob®talipoprotein®mia modellez®s®re 

is alkalmasak. Homanics ®s mtsai. (1993) is hasonl· fejlŖd®si rendelleness®gre lettek 

figyelmesek famili§ris hipob®talipoprotein®mia modellez®se sor§n. Eg®rmodellj¿kben csonka 

ApoB (ApoB-48 ®s ApoB-70) termel®st val·s²tottak meg, azonban homozig·t§kban ez 

gyakran exencephali§val ®s hydrocephali§val j§rt egy¿tt. 

Emberben az autoszom§lis recessz²ven ºrºklŖdŖ null all®l homozig·t§kban 

(abetalipoproteinemia) az ApoB teljes hi§ny§n kereszt¿l intesztin§lis zs²rsavfelv®teli 

zavarokat okoz. A klinikai t¿netek kor§n, n®h§ny hetes korban jelentkeznek: neuropathi§s 

ataxia, retinitis pigmentosa, acanthocytosis, myopathia. Az idegrendszeri t¿netek a mielin 

®rintetts®ge, a l§t§szavarok a tokoferol ®s az A-vitamin hi§nya miatt jelentkeznek. 

Mut§ns APOB all®lt hordoz· homozig·ta egy®nekben (famili§ris 

hipob®talipoprotein®mia) csonka m®retŤ ApoB feh®rje k®pzŖdik. Ennek kºvetkezt®ben VLDL 

ugyan termelŖdik a m§jban, de nem tud tov§bb alakulni LDL-l®. Klinikai t¿netei 

megegyeznek az ab®talipoprotein®mi§®val. Heterozig·t§kban az ApoB ®s LDLr mennyis®ge 

fele vagy harmada a norm§lisnak, ez®rt az ilyen egy®nek legtºbbszºr t¿netmentesek; az 

alacsony koleszterinszint miatt m®g a coronariabetegs®gekkel szemben is v®dettek. 
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A hiperlipid®mia a koleszterin/triglicerid vagy mindkettŖ rendellenesen magas szintje 

a v®rben. J·llehet t¿netmentes, m®gis nºveli bizonyos betegs®gek kock§zat§t: sz²vinfarktusra 

(myocardialis infarctus), ®relmeszesed®ssel (atherosclerosis) j§r· betegs®gekre hajlamos²t. A 

kardiovaszkul§ris betegs®gek, a r§kos megbeteged®seket is megelŖzve, vezetŖ hal§loknak 

sz§m²tanak, a hal§los esetek 48%-§®rt felelŖsek vil§gszerte (2012-es adat, forr§s: 

http://www.who.int/en/). Ezen betegs®gek h§tter®ben legtºbbszºr az atherosclerosis §ll. 

Kiv§lt·ja a magas VLDL - ®s kis denzit§s¼ LDL-szint (small dense LDL), ami a sz®rum 

lipoprotein-ºsszet®tel®nek megv§ltoz§s§t (dyslipidemia) is maga ut§n vonja. Az 

®relmeszesed®s kialakul§s§nak vesz®ly®t nºveli: a doh§nyz§s, a magas v®rnyom§s 

(hypertonia), a cukorbetegs®g (diabetes mellitus), az elh²z§s (obesitas), a sz®rumlipidek 

szintj®nek ®letkorral val· fokozatos emelked®se ®s a mozg§sszeg®ny ®letm·d. A 

sz®rumlipidek szintj®t befoly§solj§k a genetikai t®nyezŖk, a pajzsmirigy-alulmŤkºd®s 

(hypothyreosis) ®s az alkoholfogyaszt§s is. 

Tart·san magas plazmakoleszterin-szint eset®n hiperkoleszterin®mia alakul ki, aminek 

kºvetkezt®ben a koleszterin lerak·d§s§val plakkok (xanthoma) alakulnak ki az eg®sz 

szervezetben: a bŖrºn, az ²z¿letekben, az idegrendszerben, az inak ment®n ®s az art®ri§kban. 

Genetikailag ºrºklŖdŖ v§ltozata a famili§ris hiperkoleszterin®mia. A heterozig·t§k 

koleszterinszintje m§r sz¿let®s¿ktŖl fogva a norm§lisnak mintegy k®tszerese, a xanthom§k ®s 

myocardialis infarctus kialakul§sa 30 ®v fºlºtt v§rhat·. Homozig·t§kn§l ugyanezek a t¿netek 

m§r 4 ®ves korban jelentkezhetnek, ²gy ezek a betegek §ltal§ban nem ®rik meg m§r a 20. 

®let®v¿ket sem. A magas LDL-szint a receptor csºkkent mŤkºd®s®re vezethetŖ vissza. 

Az ApoB-100 teh§t alapvetŖ fontoss§g¼ a lipoprotein-metabolizmusban ®s a 

plazmalipid-transzportban, illetve esszenci§lis r®sze mindazoknak a lipoproteineknek (VLDL, 

LDL), amelyek elsŖdleges szerepet j§tszanak az atherosclerosis kialakul§s§ban. 

Az atherosclerosis egy lassan progredi§l·, komplex art®riabetegs®g, melynek 

legjellemzŖbb t¿nete az erek intim§j§ban megjelenŖ Ca
2+ 
tartalm¼ plakk (atheroma). S¼lyos 

szºvŖdm®nyei lehetnek, mint az ®rlumen beszŤk¿l®se (carotis stenosis), v®rz®s 

(haemorraghia), a plakkok gyullad§sa (ulcus) ®s felszakad§sa (thrombosis, embolia) vagy az 

elv®konyodott erek kit§gul§sa (aneurysma). A betegs®g sor§n k®tt²pus¼ plakk alakulhat ki: 

sejtszeg®ny, de kºtŖszºveti m§trixban gazdag, azaz stabil. Ez a fajta a mechanikai 

terhel®seknek j·l ellen§ll, ²gy klinikailag hossz¼ t§von Ăn®maò. Lehet sejtekben ®s lipidekben 

gazdag, azaz instabil, ami kºnnyen megreped ®s trombog®nn® v§lik, ami az erek 

okkl¼zi·j§hoz ®s szºveti ischemi§hoz vezet. Erre a t²pusra kev®s simaizom komponens ®s 
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v®kony fibrotikus sapka jellemzŖ. £relmeszesed®s §ltal leggyakrabban az agy (stroke), a sz²v 

koszor¼s- (myocardialis infarctus) ®s az als·v®gtagok erei (gangraena) ®rintettek. 

 

1.5. Lipoproteinek a kºzponti idegrendszerben 

 Az elsŖ lipoproteinekkel kapcsolatos tanulm§nyok a cerebrospin§lis folyad®k 

lipoprotein-ºsszet®tel®re f·kusz§ltak. Meg§llap²tott§k, hogy a cerebrospin§lis folyad®k 

lipoproteinjei is tºbbnyire szf®rikusak, m®retben ®s denzit§sban pedig a plazma-HDL-hez 

hasonl²tanak. Perif®ri§s megfelelŖikhez hasonl·an lipidmagb·l ®s ®szteres²tett koleszterinbŖl 

®p¿lnek fel (Martins ®s mtsai. 2009, Skinner 2002). A plazm§t·l elt®rŖen a cerebrospin§lis 

folyad®kban ApoE, ApoA-I, ApoA-II ®s ApoJ tal§lhat· meg nagy mennyis®gben. M§s 

apolipoproteinek, mint ApoA-IV, ApoD ®s ApoH is megtal§lhat·k a cerebrospin§lis 

folyad®kban (Koch ®s mtsai. 2001). N®h§ny cerebrospin§lis folyad®kban megtal§lhat· 

apolipoprotein (pl. ApoE, ApoJ) az amiloid-b®t§val (Aɓ) is ºsszef¿gg®sbe hozhat· (LaDu ®s 

mtsai. 200), ami arra utal, hogy r®szt vesznek az Aɓ polimeriz§ci·j§ban, transzportj§ban ®s 

elt§vol²t§s§ban (clearance). A cerebrospin§lis folyad®k lipoproteinjeinek forr§sai a plexus 

chorioideus epithelium, illetve az astrocyt§k. 

Hab§r a v®r-agy g§t a kisebb HDL-szerŤ partikulumok (ApoA-I, ApoA-II) sz§m§ra 

§tj§rhat·, a kºzponti idegrendszer lipoproteinjeinek zºme helyben, de novo k®pzŖdik (Wang 

®s mtsai. 2014). Ismert, hogy a HDL-n®l nagyobb denzit§s¼ partikulumok, ²gy az ApoE-, 

illetve ApoB-tartalm¼ lipoproteinek nem k®pesek §tjutni a v®r-agy g§ton. Az ApoB-vel 

ellent®tben az ApoE agyban ®s cerebrospin§lis folyad®kban is nagy mennyis®gben jelen van 

(Wang ®s mtsai. 2014, Lajtha 2009, Skinner 2002). 

Mai ismereteink szerint az agyban biztosan megtal§lhat·, ott szintetiz§l·d· 

lipoproteinek a kºvetkezŖk: ApoE, ApoA-IV, ApoD ®s ApoJ. A mindezek mellett alacsony 

koncentr§ci·ban elŖfordul· egy®b apolipoproteinek (kiv®ve ApoB) perif®ri§s eredetŤnek 

tekintendŖk, jelenl®t¿k a plazm§b·l tºrt®nt infiltr§ci·val magyar§zhat·, hiszen mRNS szinten 

a fentieken k²v¿l egy®b apolipoprotein jelenl®t®t eddig m®g nem igazolt§k (Skinner 2002, 

Lajtha 2009, Wang ®s mtsai. 2014). 

Az agyban legnagyobb mennyis®gben elŖfordul· ApoE elsŖdleges forr§sai az 

astrocyt§k (Yu ®s mtsai. 2007), de s®r¿l®s hat§s§ra mikrogli§k ®s neuronok is szekret§lj§k 

(Wang ®s mtsai. 2014). Idegi s®r¿l®s sor§n a degrad§l·d· sejtek koleszterintartalm§t a 

regener§l·d· neuronokhoz sz§ll²tja, elŖseg²tve az axonnºveked®st ®s a szinaptogenezist. Az 

ApoE expresszi·ja az ®letkorral fokozatosan csºkken. Az ApoE tartalm¼ lipoproteinek h§rom 
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legfontosabb funkci·ja az agyban: a foszfolipidek ®s a koleszterin sz§ll²t§sa ABC (ABC: 

ATP-binding casette) transzporterek (ABCA1, ABCG1) seg²ts®g®vel; az LDLr csal§d 

feh®rj®ivel val· kºlcsºnhat§s a neuronok felsz²n®n (axonnºveked®s, sejtt¼l®l®s elŖseg²t®se); 

kºlcsºnhat§s az LRP1-en kereszt¿l megval·sul· cellul§ris koleszterin felv®teli ®s Aɓ-

clearance ¼ttal (Lajtha 2009). B§r minim§lis direkt kºlcsºnhat§s van az ApoE ®s a szolubilis 

Aɓ kºzºtt a cerebrospin§lis folyad®kban, az ApoE izoform§k m®gis k®pesek szab§lyozni a 

szolubilis Aɓ-metabolizmust az§ltal, hogy astrocyt§kban versenyeznek az Aɓ-val a LRP1-hez 

val· kºtŖd®s®rt (Verghese ®s mtsai. 2013). Az ApoE h§rom izoform§ja (Ů2, Ů3, Ů4) kºz¿l az 

Ů4 az Alzheimer-k·r egyik ismert genetikai hajlamos²t· t®nyezŖje (Huang, 2011). Az Ů4 all®l 

expresszi·ja fokozza az ApoC kifejezŖd®s®t. Hum§n ApoC1-et overexpressz§l· transzgenikus 

egerek k§rosodott tanul§si ®s mem·riafolyamatokat mutatnak (Abildayeva ®s mtsai. 2008). 

Az Ů2 ®s Ů3 izoform§k szelekt²v expresszi·ja ApoE K.O. h§tt®ren neuronokban ®s 

astrocyt§kban v®di a szinapszisokat ®s dendritt¿sk®ket a glutaminsav-excitotoxicit§s§val 

szemben, sŖt az Ů4 all®l astrocyt§kban szint®n protekt²v hat§s¼. A neuron§lis Ů4 expresszi· 

azonban a kortik§lis neuronok pusztul§s§t okozza glutaminsav-excitotoxicit§st kºvetŖen 

(Buttini ®s mtsai. 2010). Eml²t®st ®rdemel, hogy izoform§i §ltal az ApoE k®pes a Tau-feh®rje 

foszforil§ci·j§t, ez§ltal a neurofibrill§ris kºtegek kialakul§s§t is szab§lyozni. 

Az ApoJ-t (clusterin) fŖk®nt astrocyt§k, neuronok ®s ependymasejtek termelik. 

Expresszi·ja az ®letkor elŖrehaladt§val fokozatosan nºvekszik. Az ApoJ egy multifunkci·s 

glikoprotein, amely neuron§lis vagy agyi s®r¿l®s, illetve stressz hat§s§ra nagym®rt®kben 

termelŖdik, tov§bb§ a sejtadh®zi·ban, a komplementrendszer g§tl§s§ban ®s az Aɓ 

elt§vol²t§s§ban is fontos szerepet j§tszik (Lajtha 2009, Skinner 2002). 

 Az ApoD-t astrocyt§k ®s oligodendrocyt§k szintetiz§lj§k a hippocampusban. Kis 

affinit§ssal koleszterint, nagy affinit§ssal arachidonsavat, progeszteront ®s pregnenolont 

sz§ll²t. Mennyis®ge elsŖsorban idegi s®r¿l®s kºvetkezt®ben emelkedik meg, ez®rt felt®telezik, 

hogy fontos szerepet tºlt be az idegi regener§ci·ban (Lajtha 2009, Skinner 2002). 

 Az ApoA-IV a plazm§hoz k®pest j·val alacsonyabb mennyis®gben van jelen az 

agyban ®s a cerebrospin§lis folyad®kban. Szint®zis®t sz§mtalan csoport pr·b§lta igazolni, 

eddig sikertelen¿l. Jelenl®t®t az agyban ez®rt plazm§b·l val· diff¼zi·val vagy transzporttal 

magyar§zz§k (Lajtha 2009, Skinner 2002). 
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1.6. A kºzponti idegrendszer koleszterin-homeoszt§zisa 

 A kºzponti idegrendszer lipidmetabolizmusa nagyon intenz²v. Mind a neuronok, mind 

a gliasejtek membr§nig®nye hatalmas, ez®rt itt szintetiz§l·dik a legnagyobb sz§m¼ 

lipidºsszetevŖ. JellemzŖek a hossz¼ sz®nl§nc¼ (>24 C-atom) strukt¼rlipidek, melyek 

koleszterin-®szterk®nt, cerebrozidok, gangliozidok vagy szfingomielin ºsszetevŖik®nt vannak 

jelen. 

A koleszterin a biol·giai membr§nok n®lk¿lºzhetetlen ®p²tŖkºve, befoly§solja a 

membr§ndinamik§t ®s a sejtszintŤ stabilit§st. Vitaminok, szteroidok ®s epesavak prekurzora, 

emellett sz§mos enzim ®s receptor mŤkºd®s®t szab§lyozza. A szterinek a kºzponti 

idegrendszerben fŖk®nt ®szteres²tetlen koleszterin form§j§ban vannak jelen (>99,5%), de kis 

mennyis®gben megtal§lhat·k dezmoszterinek ®s koleszterin-®szterek is. Legnagyobb 

koleszterinsz¿ks®glete a mielinh¿velynek van, melynek lipidtartalma kºzel 70%. A 

koleszterin az idegsejtek membr§nj§ban n®lk¿lºzhetetlen a membr§nhoz kapcsolt enzimek, 

receptorok, ioncsatorn§k ®s endocit·zis szab§lyoz§s§hoz. 

A v®r-agy g§tnak kºszºnhetŖen, amely hat®konyan megakad§lyozza a lipoproteinek 

§ltal kºzvet²tett koleszterin transzportot a kºzponti idegrendszer ir§ny§ba; koleszterin az 

agyban csak de novo szint®zis ¼tj§n keletkezik (Hayashi 2011). Dac§ra annak, hogy az 

endothelsejtek LDLr, SR-B1, illetve ABCA1 mRNS-t is expressz§lnak, gyakorlatilag nincsen 

rajtuk kereszt¿l megval·sul· koleszterintranszport a perif®ri§r·l (Gosselet ®s mtsai. 2009). A 

koleszterin szint®zise ®s felv®tele az agyban az astrocyt§k ®s neuronok ºsszehangolt 

mŤkºd®se r®v®n val·sul meg (Kramer 2005). Az astrocyt§k §ltal termelt koleszterin ApoE 

seg²ts®g®vel szekret§l·dik ®s jut el a neuronokhoz, amik LDL receptorok seg²ts®g®vel 

felveszik, majd metabolizmusuk sor§n 24-S-hidroxikoleszterinn® alak²tj§k. Az ApoE mellett 

az ABC transzporterek is ing§z· (shuttle) funkci·t tºltenek be, a gliasejtektŖl a neuronokhoz 

sz§ll²tj§k a koleszterint (Lajtha 2009). A kºzponti idegrendszer sejtjei m§j x receptor b®t§t 

(LXR-ɓ) expressz§lnak, ami az ABC transzporterek mŤkºd®s®t (pl. ABCA1) szab§lyozza 

(Wang ®s mtsai. 2002). Az ¼jonnan szintetiz§lt koleszterin ritk§n alakul §t koleszterin-

®szterekk®, r§ad§sul a f®l®letideje is hosszabb (mintegy 5 ®v), mint a perif®ri§n (napok). A 

legakt²vabb koleszterinszint®zis a mieliniz§ci· sor§n tºrt®nik, ami emberben a terhess®g 

m§sodik trimeszter®tŖl 2 ®ves korig tart. A mieliniz§ci·t kºvetŖen, a koleszterinszint®zis 

m®rt®ke csºkken (Vance ®s mtsai. 2005). 

Az agy koleszterin homeoszt§zis§nak fenntart§s§hoz a szint®zis mellett a hat®kony 

koleszterin efflux is hozz§j§rul. Sejtszinten az effluxot az astrocyt§k apolipoproteinek vagy 
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lipoprotein-partikulumok seg²ts®g®vel val·s²tj§k meg, m²g a neuronok kiz§r·lag lipoprotein-

partikulumok seg²ts®g®vel t§vol²tj§k el a koleszterint. Szervi szinten az efflux k®t m·don 

val·sulhat meg: ApoE-hez kºtºtten a cerebrospin§lis folyad®kon kereszt¿l (1-2 mg/24 h), 

vagy 24-S-hidroxikoleszterinn® alakulva szabad diff¼zi·val a v®r-agy g§ton kereszt¿l (Lajtha 

2009, Bjºrkham ®s mtsai. 2004). 

 

1.7. Neurodegener§ci· 

 A neurodegenerat²v folyamat lehet akut (fejs®r¿l®s vagy stroke kºvetkezm®nye), 

illetve progressz²v. A leggyakoribb, ®letkort·l f¿ggetlen progressz²v betegs®g a Sclerosis 

multiplex ®s az Amyotrophi§s lateral sclerosis, ®letkorf¿ggŖ pedig az Parkinson-k·r ®s az 

Alzheimer-betegs®g. A neurodegenerat²v betegs®gek heterog®nek, mind fenot²pusukat, mind 

kiv§lt· okukat tekintve. Tºbbnyire a sz¿rke§llom§nyt ®rintik. JellemzŖ a neuronok fokozatos 

pusztul§sa ®s a feh®r§llom§ny m§sodlagos k§rosod§sa. A betegs®gek l®nyeges bevezetŖ 

n®lk¿l jelentkeznek, elŖzetes neurol·giai probl®m§kt·l mentes egy®nekben. Ćltal§nos, kºzºs 

patog®n folyamat a mut§ns vagy s®r¿lt feh®rj®k abnorm§lis felhalmoz·d§sa ®s aggreg§tum 

k®pz®se, amelyek r®szben extracellul§risan helyezkednek el, r®szben viszont intracellul§ris 

z§rv§nyokat alkotnak. Ugyanaz a feh®rjeaggreg§tum azonban tºbbf®le betegs®gben is 

megjelenhet, emiatt sokszor nem kºnnyŤ a neurodegenerat²v betegs®gek egym§st·l val· 

elk¿lºn²t®se. A taupathi§k nagy csal§dja pl. az Alzheimer-k·ron k²v¿l a Niemann-Pick-

betegs®get, a frontotempor§lis demenci§t ®s a Parkinson-k·rt is mag§ba foglalja. Az 

idegsejtek k§rosod§s§nak, pusztul§s§nak a helye a legtºbb betegs®g eset®ben r®gi·-, sŖt 

sejtspecifikus, legal§bbis a betegs®g korai szakasz§ban. A k·rk®pek kºzºs mechanizmusa az, 

hogy a feh®rj®k valamennyi esetben konform§ci·v§ltoz§st szenvednek (Ŭ-helik§lisb·l ɓ-

redŖss® alakulnak) ®s ɓ-szerkezetŤ polipeptidl§ncokat tartalmaz· sz§lakk§, fibrillumokk§ 

rendezŖdnek. A fibrillumok, sŖt a kisebb, diff¼zibilis aggreg§tumok is enzimrezisztensek ®s 

neurotoxikus hat§s¼ak. 

A neurodegener§ci· klinikai megnyilv§nul§sa a demencia, amely komplex 

t¿netegy¿ttest takar: a kognit²v funkci·k k§rosod§s§val, az ®rtelmi k®pess®gek fokozatos 

roml§s§val ®s mem·riazavarral j§r. A demencia legjelentŖsebb kock§zati t®nyezŖje az ®letkor: 

§ltal§ban 60-65 ®v fºlºtt jelentkezik. A demencia prevalenci§ja 60 ®v felett 5-7% kºzºtt van, 

2010-ben mintegy 35,6 milli· demens beteget tartottak nyilv§n vil§gszerte. Becsl®sek szerint 

a demens betegek sz§ma 20 ®venk®nt k®tszerezŖdni fog (forr§s: http://www.who.int/en/). A 

demenci§nak tºbb mint sz§z t²pusa ismert, leggyakoribb form§ja az Alzheimer-k·r. A demens 
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esetek mintegy 60-80%-§nak h§tter®ben ez a rendelleness®g §ll. Az esetek 95%-§ban a kiv§lt· 

ok ismeretlen (sporadikus), m²g a marad®k 5% bizony²tottan genetikai okokra (famili§lis) 

vezethetŖ vissza (forr§s: http://www.alz.org/). 

A sporadikus vagy k®sŖi megjelen®sŤ Alzheimer-k·r kialakul§s§nak pontos oka 

ismeretlen. Mai ismereteink alapj§n a betegs®g multifaktori§lis eredetŤnek l§tszik. A 

neurotoxikus Aɓ szint®zis®®rt, illetve lebont§s§®rt felelŖs prote§zok egyens¼ly§nak zavara, a 

szabadgyºkºk megkºt®s®®rt felelŖs enzimek alulmŤkºd®se, az idegsejtekben foly· ATP-

termel®s csºkken®se, a v®r-agy g§t perme§bilit§s§nak megnºveked®se egyar§nt 

hozz§j§rulhatnak a betegs®g kialakul§s§hoz. Ćltal§ban 65 ®v felett jelentkezik, klinikai ®s 

hisztopatol·giai megjelen®s®ben azonban nem k¿lºnbºzik az ºrºkletes form§t·l (Zlokovic, 

2008 b). 

A famili§ris v§ltozat az amiloid prekurzor protein (APP) ®s a preszenilinek (PSEN1, 

PSEN2) autoszom§lis domin§nsan ºrºklŖdŖ mut§ci·ja kºvetkezt®ben alakul ki, ez®rt a 

betegs®g fiatal korban (kb. 20 ®v) kezdŖdik (Zlokovic 2008 a, b). A viszonylag ritka mut§ci·k 

mellett az Alzheimer-k·r komoly rizik·faktora az ApoE feh®rje polimorfizmusa. Az Ů2, Ů3 

all®l v®dŖ hat§s¼, viszont az Ů4 all®l jelenl®te 17-szeres®re nºveli az Alzheimer-k·r 

kialakul§s§nak gyakoris§g§t (Folin ®s mtsai. 2005). Az eddigi vizsg§latok szerint az 

Alzheimer-k·ros esetek 15-20%-§®rt az ApoE Ů4-es all®lj®nek jelenl®te a felelŖs (Dias ®s 

mtsai. 2014). Az Alzheimer-k·r jellemzŖ hisztopatol·giai jegyei: az agyszºvet nagyfok¼ 

atr·fi§ja, extracellul§ris amiloid plakkok ®s intracellul§ris neurofibrill§ris kºtegek 

megjelen®se. A betegs®g elsŖsorban a szinapszisok ®s a cholinerg neuronok pusztul§s§val j§r. 

FeltŤnŖ a neuronok mitokondriumainak s®r¿l®se, elfajul§sa, ami komoly ATP-hi§nyt okoz. 

A neuronpusztul§s sejtszintŤ ®s molekul§ris mechanizmus§t a Hardy-f®le amiloid-

kaszk§d hipot®zis (1992) alapj§n (1. §bra) a kºvetkezŖk®ppen k®pzelj¿k el: Kisebb-nagyobb 

agyi traum§k, hipoxia, esetleg genetikai faktorok APP t¼ltermelŖd®shez vezetnek 

(amiloidog®n ¼t) ®s (a ɓ- ®s ɔ-szekeret§zok has²t§sa §ltal) nagy mennyis®gŤ Aɓ1-40, Aɓ1-42 

peptid k®pzŖdik. Ezek a peptidek a sejtek felsz²n®n ®s az extracellul§ris t®rben k¿lºnbºzŖ 

nagys§g¼ ®s form§j¼ neurotoxikus aggreg§tumokat k®peznek, amelyek megkºtŖdnek a 

neuronok mebr§nj§n. (A monomer Aɓ nem toxikus.) A kºtŖd®s hat§s§ra Ca
2+

-ionok 

§ramlanak be a sejtbe, ®s mivel az amiloid aggreg§tum enzimrezisztens, tart·san ott marad a 

membr§non, ®s a Ca
2+

-be§raml§s §lland·sul. A Ca
2+

-jel kin§zokat (Cdk5, GSK3-ɓ) aktiv§l ®s 

megkezdŖdik a Tau-feh®rj®k hiperfoszforil§ci·ja, aminek kºvetkezt®ben a mikrotubulus 

h§l·zat dezintegr§l·dik. A hiperfoszforil§lt Tau-feh®rj®k lassan neurofibrill§ris kºtegekk® 

aggreg§l·dnak. A magas intracellul§ris Ca
2+

-szint k§ros²tja a mitokondriumokat, aminek 
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kºvetkezt®ben az ATP k®pzŖd®s le§ll, ®s nagy mennyis®gŤ reakt²v oxig®n gyºk (ROS) 

k®pzŖdik. A mitokondriumb·l kiszabadul· faktorok (AIF, Cytc) beind²tj§k a neuronok 

pusztul§s§t. A mikrotubulus h§l·zat ºsszeoml§s§val megszŤnik az axon§lis transzport, a 

neuron lassan elvesz²ti dendritjeit ®s axonj§t, legºmbºlyºdik (dezarboriz§ci·, 

vezikulariz§ci·), majd lassan elhal. 

 

 

1. §bra: A szenilis plakkok k®pzŖd®se amiloid kaszk§d sor§n (Forr§s: Sisodia ®s George-Hyslop, 2002) 

 

 A neurodegenerat²v folyamatok m§sik fontos r®sztvevŖje a Tau-feh®rje, amely a 

mikrotubulus-asszoci§lt feh®rj®k csal§dj§ba tartozik. FŖk®nt neuronokban expressz§l·dik, de 

patol·gi§s kºr¿lm®nyek kºzºtt gliasejtek is termelik. Perif®ri§s szervekben ®s sejtekben is 

elŖfordul, mint: a sz²v, a t¿dŖ, a vese, a hasny§lmirigy, izom, here, ®s fibroblasztok. Az 

alternat²v splicingnak kºszºnhetŖen hat izoform§ja l®tezik, amibŖl ºt felnŖttkori, egy pedig 

fºt§lis. JellemzŖen 352-441 aminosav hossz¼ak 45-65 kDa tºmegŤek, ez§ltal az egyes Tau-

vari§nsok m®retben k¿lºnbºznek egym§st·l (Bu®e ®s mtsai. 2000). 
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2. §bra: A Tau-feh®rje dom®n szerkezete (Forr§s: Bu®e ®s mtsai. 2000) 

 

Szerkezeti fel®p²t®s®t tekintve (Bu®e ®s mtsai. 2000) az N-termin§lis r®sz®n (2. §bra) 

projekci·s dom®n tal§lhat·, aminek seg²ts®g®vel a plazmamembr§n ®s a citoszkeleton 

elemeivel (aktin, spektrin), a PLC-ɔ-val ®s az Src-kin§zokkal l®p kapcsolatba. Ez a dom®n 

hat§rozza meg a tov§bb§ az axonokban egym§s mell® rendezŖdŖ mikrotubulusok egym§shoz 

k®pesti t§vols§g§t, ez§ltal az axonok vastags§g§t. C-termin§lisa (2. §bra) mikrotubuluskºtŖ 

dom®nt tartalmaz, amely elsŖsorban a tubulin polimeriz§ci·j§®rt, illetve a PSEN1, PP2A 

feh®rj®k kºt®s®®rt fefelŖs. Ez a dom®n szab§lyozza a feh®rje foszforil§lts§gi §llapot§t, hiszen 

a 79 ismert Ser, Thr ®s Pro foszforil§ci·s hely nagy r®sze itt tal§lhat·. (A foszforil§ci· 

egyszerre tºbb helyet is ®rinthet.) 

A foszforil§ci·s helyek egy-k®t kiv®teltŖl eltekintve (Ser
262, 285, 305, 324, 352, 356

) a 

mikrotubuluskºtŖ dom®n k¿lsŖ r®sz®n helyezkednek el. A feh®rje foszforil§lts§gi §llapota a 

cellul§ris kin§zok (PDK, MAP, GSK3, Tau-tubulin kin§z, Cdc2, Cdk5, SAP) ®s foszfat§zok 

(PP1, 2A, 2B, 2C) egyens¼ly§t·l f¿gg (Gong ®s mtsai. 2000, Liu ®s mtsai. 2002). Ismert, 

hogy a hideg v²z ®s a hŖsokk azonnali Tau-foszforil§ci·t induk§l (Bu®e ®s mtsai. 2000). A 

foszforil§ci· csºkkenti a Tau mikrotubulusokhoz val· affinit§s§t, ez§ltal a tubulin 

polimeriz§ci·j§t. A Ser
262

-es hely foszforil§ci·ja dr§mai affinit§scsºkken®st v§lt ki, ami 

ºnmag§ban azonban nem elegendŖ ahhoz, hogy a Tau-tubulin kapcsolat v®glegesen 

megszŤnjºn (Bu®e ®s mtsai. 2000). A Ser
262

-es hely valamennyi Tau-izoform§ban (felnŖtt, 

fºt§lis) ®s a neurofibrill§ris kºtegekben foszforil§lt. 

A Tau elsŖsorban axon§lis feh®rjek®nt ismert, b§r kisebb mennyis®gben a neuronok 

valamennyi kompartmentj®ben megtal§lhat·, ami a foszforil§lts§gi §llapot§t is 

nagym®rt®kben meghat§rozza. A feh®rje foszforil§ci·s §llapota az egyes fejlŖd®si 

st§diumokban elt®rŖ: fºt§lisan m®g nagym®rt®kben hiperfoszforil§lt, majd felnŖtt korra 
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foszforil§lts§g§nak m®rt®ke jelentŖsen csºkken (Bu®e ®s mtsai. 2000). Az aggreg§l·dott Tau-

feh®rj®ken, ak§rcsak a nat²vakon, sz§mos foszforil§ci·s hely tal§lhat·. N®h§nynak azonban 

kit¿ntetett szerepe van. Meg§llap²tott§k, hogy Alzheimer-k·ros betegekben rendre a 

kºvetkezŖk fordulnak elŖ (az ismert 19 foszforil§ci·s hely kºz¿l): Ser
202, 262, 396, 404

 ®s Thr
205 

(Bu®e ®s mtsai. 2000, Augustinac ®s mtsai. 2002). A foszforil§ci· rendk²v¿l ®rz®keny 

folyamat, ez®rt a hiperfoszforil§ci· detekt§l§sa csak kicsi idŖablakban lehets®ges. Ischemia 

kºvetkezt®ben a Tau-feh®rj®k gyorsan, mintegy 2 ·r§n bel¿l defoszforil§l·dnak (kiv®ve: p§ros 

helik§lis filament§lis-Tau), ²gy a szºveti ischemia korai markereik®nt is haszn§lhat·k, 

ak§rcsak a CaMK2 (Bu®e ®s mtsai. 2000). A foszforil§ci·s helyek ®s az izoform§k 

kombin§ci·i teh§t egy¿ttesen hat§rozz§k meg a Tau-feh®rje funkci·j§t. Mivel a Tau-feh®rj®k 

a mikrotubulus h§l·zat stabiliz§l§s§t v®gzik, fontos szerep¿k van az axonnºveked®sben ®s 

transzportban, a sejt morfol·gi§j§nak, valamint polarit§s§nak kialak²t§s§ban ®s 

fenntart§s§ban. 

 Ismert, hogy Alzheimer-k·r sor§n a Tau-feh®rj®k aggreg§l·dnak ®s sejten bel¿li 

neurofibrill§ris kºtegeket, illetve ezekbe integr§l·d· p§ros helik§lis filamentumokat 

k®peznek. A neurofibrill§ris kºtegek (NFT) elsŖsorban az entorhin§lis k®reg ®s a 

hippocampus piramis sejtjeiben, illetve az asszoci§ci·s k®reg I-III. ®s V-VI. r®teg®ben 

jelennek meg (Bu®e ®s mtsai. 2000). A neurofibrill§ris l®zi·k kisebb sŤrŤs®gben eg®szs®ges 

idŖsek agy§ban is elŖfordulnak. A p§ros helik§lis filamentumok (PHF) intracellul§ris 

filament·zus lerak·d§sok, melyek fŖ immunog®n komponensei a hiperfoszforil§lt 55, 64, 

illetve 69 kDa-os Tau-feh®rj®k (Tau-triplet). A PHF-Tauk savasabb karakterŤek, azonban 

ugyan¼gy aggreg§l·dnak ®s hiperfoszforil§l·dnak, mint a NFT-Tauk (Bu®e ®s mtsai. 2000). A 

nat²v Tau-feh®rj®k 55-74 kDa kºzºtt h§rom s§vba rendezŖdnek poliakrilamid 

g®lelektrofor®zis) sor§n, m²g a PHF-Tauk az 55-69 kDa-os tartom§nyban jelennek meg, 

amihez ritk§n egy 74 kDa-os s§v t§rsulhat. EgyszerŤ elektroforetikus azonos²t§sukkal a 

neurofibrill§ris degener§ci· kºnnyen igazolhat·. Alzheimeres p§ciensekben a primer motoros 

®s ®rzŖ k®reg ter¿let®n k²v¿l minden agyter¿leten detekt§lhat·k. Eg®szs®ges, 75 ®v feletti 

egy®nekben is kimutathat·k a hippocampus ®s az entorhin§lis k®reg ter¿let®n, term®szetesen 

sokkal kisebb mennyis®gben (Bu®e ®s mtsai. 2000). 

 Kimura ®s mtsai. (1996), illetve Augustinac ®s mtsai. (2002) le²rt§k, hogy a 

neurofibrill§ris degener§ci· kis, egym§st kºvetŖ l®p®sekben zajlik. Morfol·giailag a 

kºvetkezŖ f§zisokat k¿lºn²tett®k el: pre-NFT, intra-neuron§lis ®s extra-neuron§lis NFT (3. 

§bra). Emellett megvizsg§lt§k az egyes f§zisokba sorolhat· Tauk foszforil§ci·s mint§zat§t is. 

Ezek szerint a pre-NFT-Tauk a Ser
199,202,409

-es ®s a Thr
153,175,181,231

-es helyeken, az intra-
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neuron§lis NFT-Tauk a Ser
396,422,46,214,262,356

-os
 
®s a Thr

231
-es helyeken, m²g az extra-

neuron§lis NFT-Tauk pedig fŖk®nt a Ser
396,404,199,202

es ®s a Thr
205,212,214

-es helyeken 

foszforil§ltak. Meg§llap²tott§k tov§bb§, hogy a degener§ci· kialakul§s§nak ®s terjed®s®nek 

hat§rozott struktur§lis hierarchi§ja van: bizonyos ter¿letek kor§bban ®rintettek a tºbbihez 

k®pest. A neurofibrill§ris degener§ci· a kºvetkezŖ l®p®sekkel ²rhat· le (Augustinac ®s mtsai. 

2002): ElŖszºr az eg®szs®ges neuronokban pontszerŤ foszfo-Tau lerak·d§sok jelennek meg 

(pre-NFT f§zis 3. A, B §bra), amelyek filament·zus intracellul§ris z§rv§nyokk§ alakulnak 

(intra-neuron§lis NFT f§zis, 3. C §bra), v®g¿l a neuronok elpusztulnak, ®s hely¿kºn extra-

neuron§lis neurofibrill§ris kºtegekek (extra-neuron§lis NFT f§zis, 3. D §bra) vagy 

Ăszellemkºtegekò (ghost tangle) maradnak vissza. A folyamat sor§n ¼jabb ®s ¼jabb foszfo-

epit·pok jelennek meg, melyek szign§lk®nt szolg§lhatnak az egyes kin§zok aktiv§ci·j§hoz. 

 

 

3. §bra: A neurofibrill§ris degener§ci· morfol·giai f§zisai (Forr§s: Augustinac ®s mtsai. 2002) 

 

A neurofibrill§ris degener§ci· azonban nem Alzheimer-specifikus folyamat, 

neurofibrill§ris kºtegk®pzŖd®s jellemzŖ m®g a Parkinson-k·r, Amyotrophi§s lateral sclerosis, 

szupranukle§ris b®nul§s, kortikobaz§lis degener§ci·, frontotempor§lis demencia, Pick-

betegs®g, Down-k·r, sŖt m®g prionbetegs®g sor§n is, hab§r demenci§s patol·gia kialak²t§s§ra 

ºnmaguban is k®pesek (Gºtz ®s Ittner 2008). 
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A Tau-feh®rje mut§ci·ja frontotempor§lis demenci§t okoz (Gºtz ®s Ittner 2008). A 

frontotempor§lis demencia fŖk®nt viselked®sv§ltoz§sban nyilv§nul meg, mint: dezinhib²ci·, a 

kezdem®nyez®s hi§nya, ap§tia, a kºrnyezet ir§nti ®rdeklŖd®s hi§nya, az ²t®lŖk®pess®g ®s 

intu²ci·k hi§nya, a szem®lyes higi®nia elhanyagol§sa, verb§lis ®s fizik§lis agresszivit§s, 

alkoholf¿ggŖs®g, lustas§g vagy hiperoralit§s. A betegs®get §ltal§ban 60 ®ves kor kºr¿l 

diagnosztiz§lj§k. A betegek gyakran mutatnak asszimmetrikus kortik§lis atr·fi§t a front§lis ®s 

tempor§lis k®reg ter¿let®n. Az frontotempor§lis demencia gyakran motoneuron betegs®ggel 

vagy Parkinson-k·rral egy¿tt fordul elŖ. Hisztol·giailag neurofibrill§ris kºtegekkel 

jellemezhetŖ, amelyek fŖk®nt mut§ns Tau-feh®rj®kbŖl §llnak. £rdekes m·don a 

neurofibrill§ris kºtegek megjelen®se nem korl§toz·dik kiz§r·lag csak a neuronokra, 

astrocyt§kban ®s oligodendrocyt§kban is jelen vannak. A feh®rje mut§ci·inak ismeret®ben 

sz§mos transzgenikus (hum§n ®s eg®r) Tau eg®rtºrzset hoztak l®tre, amelyekben neuron§lis ®s 

gli§lis neurofibrill§ris kºtegk®pzŖd®st, szinaptikus k§rosod§st, idegsejtpusztul§st, agykamra 

t§gulatot, fokozott citokintermel®st ®s mikroglia-aktiv§ci·t figyeltek meg (Gºtz ®s Ittner 

2008, Adams ®s mtsai. 2009). A frontotempor§lis demencia eg®rmodelljein v®gzett 

vizsg§latok sz§mos ®rdekes megfigyel®st hoztak: kider¿lt, hogy a szolubilis Tau toxikusabb, 

mint a neurofibrill§ris kºteg-Tauk, tov§bb§, hogy a Tau az idegi gyullad§s fontos eleme lehet, 

valamint, hogy a Tau transzgenikus egerek a frontotempor§lis demencia egyik fontos 

aspektus§nak, a szupranukle§ris b®nul§snak ®s a kortikobaz§lis degener§ci·nak a 

modellez®s®re is alkalmasak, mert gli§lis patol·gi§val is rendelkeznek (Gºtz ®s Ittner 2008). 

 

1.8. A hiperlipid®mia ®s a neurodegener§ci· kapcsolata 

Az ®letkor elŖrehaladt§val idegsejtjeink sz§ma csºkken, a felid®zŖ mŤkºd®sek 

lassulnak. Demenci§r·l (®rtelmi hanyatl§s, elbutul§s) akkor besz®l¿nk, ha a kognit²v 

k®pess®gek betegs®g kºvetkezt®ben romlanak. A demencia teh§t nem az ºregkor term®szetes 

velej§r·ja, hanem egy t¿netegy¿ttes, amelynek fŖ ºsszetevŖi az eml®kezŖk®pess®g ®s 

²t®lŖk®pess®g roml§sa, az agyk®rgi mŤkºd®sek zavara ®s a szem®lyis®gv§ltoz§s. 

Kialakul§s§nak mechanizmusa szerint lehet degenerat²v elv§ltoz§s, ®relmeszesed®s, fertŖz®s 

(pl. HIV) vagy prionbetegs®g kºvetkezm®nye. H§tter®ben leggyakrabban az Alzheimer-k·r 

§ll, mellette a vaszkul§ris demenci§k jelºlhetŖk meg m§sodlagos kiv§lt· okk®nt. Vaszkul§ris 

demenci§r·l besz®l¿nk minden olyan esetben, amikor a t¿netek az agyi v®rell§t§s b§rmilyen 

okb·l bekºvetkezŖ zavara miatt alakulnak ki (Jellinger 2005, Jiwa ®s mtsai. 2010). 
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Megfigyelt®k, hogy a degenerat²v ®s vaszkul§ris elv§ltoz§sok vagy ak§r ezek 

kombin§ci·ja eg®szs®ges egy®nekben is elŖfordulhat, valamint azt is, hogy demencia 

l®nyeges neurol·giai elv§ltoz§sok n®lk¿l is jelentkezhet. Sz§mos klinikai tanulm§ny jutott 

arra a meg§llap²t§sra, hogy Alzheimer-k·ros p§ciensekben az ischemi§s l®zi·k jelenl®te 

fokozza a kognit²v funkci·k roml§s§t. Eg®szs®ges patk§nyokban az ischemia fokozza az APP 

expresszi·j§t, illetve ɓ- ®s ɔ-szekret§zok §ltali has²t§s§t. A k®pzŖdŖ Aɓ gyullad§sos 

medi§torok termelŖd®s®t serkenti, amik fokozz§k a poszt-ischemi§s gyullad§st, ²gy 

hozz§j§rulnak a cerebrovaszkul§ris diszfunkci· kialakul§s§hoz (Zlokovic 2008, 2011). 

Amiloid plakkot nem k®pzŖ APP transzgenikus egerekkel v®gzett k²s®rletek azt mutatt§k, 

hogy m§r az Aɓ szolubilis form§ja is elegendŖ ahhoz, hogy vaszkul§ris ®s kognit²v k§rosod§st 

okozzon. Ez ºsszhangban §ll azzal a t®nnyel, hogy nem az amiloid plakkok, sokkal ink§bb az 

Aɓ oligomerek felelŖsek a neuron§lis diszfunkci·®rt ®s kognit²v k§rosod§s®rt. Sz§mos hum§n 

klinikai vizsg§lat eredm®nye t§masztja al§, hogy a vaszkul§ris kock§zati t®nyezŖk mind 

Alzheimer-k·r, mind pedig vaszkul§ris demencia eset®n egyar§nt fontosak, sŖt legtºbbj¿k 

kºzºs is (Jellinger 2007). Az Alzheimer-k·r ®s vaszkul§ris demencia kialakul§s§ra 

hajlamos²t· t®nyezŖk a kºvetkezŖk: ®letkor, atherosclerosis, stroke, hypertonia, tranziens 

ischemi§s k§rosod§s, sz²vbetegs®g, az ApoE Ů4-es all®lje, magas homociszteinszint, 

hiperlipid®mia, metabolikus szindr·ma, obesitas, diabetes. 

A vaszkul§ris demencia a kognit²v hanyatl§s gyakori kiv§lt· oka idŖsekben, ami az 

esetek tºbbs®g®ben aterog®n diszlipid®mi§val ®s atherosclerosissal j§r (Watanabe ®s mtsai. 

2004). A magas sz®rum-LDL-koleszterinszint ®relmeszesed®shez, hossz¼t§von pedig 

sz²vel®gtelens®ghez vezet (Cromwell ®s Barringer 2009). A VLDL ®s LDL molekul§k fŖ 

apoprotein komponense az ApoB-100. Tºbb tanulm§ny jut arra a kºvetkeztet®sre, hogy az 

ApoB-100 induk§lta hiperlipid®mia ®s atherosclerosis nem csup§n a kardiovaszkul§ris, hanem 

a cerebrovaszkul§ris rendszert is ®rinti (S¿le ®s mtsai. 2009, Martins ®s mtsai. 2009), ez§ltal 

hozz§j§rul a neurodegenerat²v betegs®gek kialakul§s§hoz (Martins ®s mtsai. 2009). 

 Ismertek olyan tanulm§nyok, melyek Alzheimer-k·ros betegek sz®rum§ban magas 

ApoB-koncentr§ci·t mutattak ki (Martins ®s mtsai. 2009, Caramelli ®s mtsai. 1999). Sz§mos 

irodalmi adat igazolja, hogy a lipidhomeoszt§zis Alzheimer-k·r ®s vaszkul§ris demencia 

eset®n zavart szenved, felborul. Ezekben az esetekben egy®rtelmŤen a szterin metabolizmus 

zavara ®rhetŖ tetten (L¿tjohann ®s mtsai. 2000). Epidemiol·giai adatok t§masztj§k al§, hogy 

azokn§l a betegekn®l, akik koleszterinszint-csºkkentŖt (sztatin) szednek, kisebb gyakoris§ggal 

alakul ki az Alzheimer-k·r (Mathew ®s mtsai. 2011). 



- 15 - 
 

Alzheimeres betegek post mortem vizsg§lata sor§n azt tal§lt§k, hogy benn¿k a 

sz®rumtriglicerid-, az ApoB- valamint az LDL- ®s ºsszkoleszterinszint jelentŖsen 

megemelkedik (Martins ®s mtsai. 2009, Caramelli ®s mtsai. 1999, Sabbagh ®s mtsai. 2004), 

ami az Aɓ1-40, Aɓ1-42 fokozott termelŖd®s®hez vezet (Kuo ®s mtsai. 1998). Mindezek mellett 

abnorm§lisan felhalmoz·dott apolipoproteineket ®s koleszterint mutattak ki az ®rett amiloid 

plakkok core r®gi·j§ban (Puglielli ®s mtsai. 2003). Burns ®s mtsai. (2003) Alzheimer-k·ros 

(AD) transzgenikus egerek fibrill§ris amiloid plakkjaiban ApoE ®s koleszterin kolokaliz§ci·t 

mutattak ki. Hasonl· meg§llap²t§sra jutottak r§gcs§l·kon v®gzett etet®si k²s®rletek sor§n is. 

Koleszterind¼s t§ppal etetett egerek sz®rum-ApoB-szintje megemelkedik, ami fokozott 

amilioid-felhalmoz·d§shoz vezet (Shie ®s mtsai. 2002). Hum§n ApoB-100 transzgenikus 

egerek sz®rumlipoprotein-profil vizsg§lata sor§n azt tal§lt§k, hogy az nagyon hasonl· az 

Alzheimer-k·rosok®hoz (Burgess ®s mtsai. 2006), vagyis magas triglicerid- ®s norm§l HDL-, 

illetve ºsszkoleszterin-szint jellemzi (Bereczki ®s mtsai. 2008). Norm§l t§pon tartva az egerek 

agy§ban a membr§n-kºtºtt APP mennyis®g®nek csºkken®s®t, m²g magas koleszterintartalm¼ 

t§pon tartva annak emelked®s®t figyelt®k meg (Bjelik ®s mtsai. 2006). Ezzel ºsszef¿gg®sben 

Xiong ®s mtsai. (2008) azt tapasztalt§k, hogy hum§n AD-os betegek agyszºvet®ben, illetve 

sejtjeiben koleszterinretenci· van, ami fokozza a ɓ- ®s ɔ-szekret§zok aktivit§s§t, ez§ltal az Aɓ 

k®pzŖd®s®t. Ezzel p§rhuzamosan csºkkent LXR-ɓ, peroxisz·ma prolifer§ci· aktiv§l· 

receptor-gamma (PPAR-ɔ) ®s retinsav x receptor-alfa (RXR-Ŭ) expresszi·t mutattak ki, amely 

felelŖss® tehetŖ a sejtszintŤ koleszterin elt§vol²t§s zavar§®rt. 

 Hum§n vizsg§latok (Morley 2004, Reitz ®s mtsai. 2005) r§mutattak arra, hogy az 

obesitas gyenge kognit²v teljes²tm®nnyel hozhat· ºsszef¿gg®sbe. A lehets®ges hossz¼ t§v¼ 

kiv§lt· okok kºzºtt a metabolikus szindr·ma tºbb eleme is szerepel, mint a hiperglik®ma ®s a 

diszlipid®mia. Farr ®s mtsai. (2008) kimutatt§k, hogy az elh²z§s a kognit²v funkci·k roml§s§t 

okozza az§ltal, hogy a trigliceridek k§ros²tj§k az hossz¼t§v¼ szinaptikus hat®konys§g 

fokoz·d§s (LTP) N-metil-D-aszparaginsav receptor (NMDA) f¿ggŖ komponens®t ®s oxidat²v 

stresszt induk§lnak. A trigliceridek mellett a tel²tett zs²rsavakr·l is bebizonyosodott, hogy 

tart·s fogyaszt§suk k§ros²t· hat§ssal b²r. Takechi ®s mtsai. (2010) tel²tett zs²rsavakat 

(palmitinsav, sztearinsav) tartalmaz· t§ppal etettek egereket, aminek kºvetkezt®ben a v®r-agy 

g§t megny²l§s§t, illetve plazmafeh®rj®k ®s ApoB agyba tºrt®nŖ bejut§s§t mutatt§k ki. 

Hisztol·giai vizsg§latokat v®gezve azt tal§lt§k, hogy az ApoB ®s az Aɓ a plakkokban 

egym§ssal kolokaliz§l, tov§bb§ eloszl§suk megegyezik az AD modell (APP/PSEN1) 

egerekben tapasztalttal. Mindemellett pozit²v korrel§ci·t §llap²tottak meg a plazma eredetŤ 

ApoB, ®s az agyi amiloid felhalmoz·d§s kºzºtt. A v®r-agy g§t permeabilit§s§nak 
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fokoz·d§s§val p§rhuzamosan a plazma-S-100ɓ megnºvekedett mennyis®g®t ®s csºkkent 

cerebrovaszkul§ris occludin expresszi·t tapasztaltak. Ezzel szemben az egyszeresen ®s 

tºbbszºrºsen tel²tetlen zs²rsavak a v®r-agy g§t integrit§s§t nem k§ros²tott§k. 

 

1.9. A cerebrovaszkul§ris rendszer ®s a v®r-agy g§t fel®p²t®se 

 A cerebrovaszkul§ris rendszer funkcion§lis egys®gekbŖl ®p¿l fel. Ilyen a 

neurovaszkul§ris egys®g (4. §bra), amely egy komplex, multicellul§ris egys®g. Alkot·i a 

kapill§ris endothelsejtek, pericyt§k ®s az ®rfalat v®gtalpaikkal k²v¿lrŖl kºr¿lºlelŖ astrocyt§k 

(Zlokovic 2011). A neurovaszkul§ris rendszer m§sik funkcion§lis egys®ge a gliovaszkul§ris 

egys®g, amely egyetlen astrocyt§hoz tartoz· endothelsejtek ®s pericyt§k ºsszess®g®t jelenti. 

A v®r-agy g§t tulajdonk®ppen a neurovaszkul§ris egys®g specializ§lt endothel 

strukt¼r§ja, amely az agyi (mikro)kapill§risok belsŖ felsz²n®t k®pezi, a pericyt§kkal, 

astrocyt§kkal ®s mikrogli§kkal egy¿ttmŤkºdve szepar§lja a neuronokat a plazm§ban keringŖ 

sejtes elemektŖl (vºrºsv®rsejt, leukocyta). Korl§tozza xenobiotikumok, metabolitok, 

fertŖz®sek ®s gy·gyszerek bejut§s§t az agyba (Marques ®s mtsai. 2013). Ez§ltal biztos²tva ®s 

fenntartva az ®rz®keny neuron§lis homeoszt§zist (ion, pH, ozmotikus) ami n®lk¿lºzhetetlen a 

neuronh§l·zatok, a szinaptikus transzmisszi· ®s remodelling optim§lis mŤkºd®s®hez, 

valamint az angio- ®s neurogenezishez. Szigor¼an szab§lyozott keretet biztos²t az agy fel® 

ir§nyul· transzportfolyamatok sz§m§ra, tov§bb§ akt²van r®szt vesz a hemodinamikus 

neurovaszkul§ris kapcsol§s, a mikrovaszkul§ris permeabilit§s, a neurotranszmitter 

inaktiv§ci·, illetve a neurotr·p kapcsol§s szab§lyoz§s§ban (Zlokovic, 2008). A nem 

neuron§lis sejtek ®s neuronok egym§ssal egy¿ttmŤkºdve szab§lyozz§k az agyi v®r§t§raml§st 

®s a v®r-agy g§t permeabilit§st (Marques ®s mtsai. 2013). ElsŖsorban a vaszkul§ris ®s 

gliasejtek felelŖsek az interstici§lis folyad®k §lland· k®miai miliŖj®nek megteremt®s®®rt, m²g 

a pericyt§k a v®r-agy g§ttal ®s a v®r-liquor g§ttal egy¿ttmŤkºdve megakad§lyozz§k a 

potenci§lisan neurotoxikus ®s vaszkulotoxikus makromolekul§knak a kºzponti 

idegrendszerbe val· bejut§s§t (Zlokovic 2011). 
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4. §bra: A neurovaszkul§ris egys®g fel®p²t®se, sejtt²pusai (Forr§s: Zlokovic 2008) 

 

 

1.10. A v®r-agy g§t cellul§ris kapcsolatai 

 A v®r-agy g§t egym§shoz szorosan kapcsol·d· endothelsejtek r®tege, amelyek 

g§tolj§k az oldott anyagok v®r ®s agy kºzºtti szabad kicser®lŖd®s®t. Kiv®telt k®peznek ez al·l 

a 400-500 Da alatti, kevesebb, mint kilenc H-kºt®st tartalmaz· lipidold®kony kismolekul§k, 

melyek seg²ts®g n®lk¿l, szabad diff¼zi·val jutnak be az agyba (Pardridge 2002). Az 

endot®lsejtek egym§shoz szoros (zonula occludens vagy TJ: tight junction) ®s adherens 

(zonula adherens vagy AJ: adherens junction) kapcsol· strukt¼r§kkal kºtŖdnek. 

R®skapcsolatokat (macula communicans vagy GJ: gap junction) is azonos²tottak m§r a v®r-

agy g§ton, de ezek barrier funkci·ban betºltºtt szerepe egyelŖre ismeretlen (Zlokovic 2008). 

A TJ feh®rj®k alak²tj§k ki az agyi endothelre jellemzŖ alacsony paracellul§ris permeabilit§st, 

magas transzendotheli§lis elektromos rezisztenci§t, illetve a polariz§lt membr§nstrukt¼r§t. 

Fizikailag szepar§lj§k el egym§st·l a sejtmembr§n apik§lis ®s baz§lis dom®njeit. Az 

endothelek ugyanis jellemzŖen polariz§lt membr§nnal rendelkeznek (Zlokovic, 2008, Dejana 

®s mtsai. 2009). 

Az agyi endothelen kereszt¿l minim§lis a pinocit·zis, ²gy az oldott anyagok 

transzcellul§ris transzportja a plazm§b·l erŖteljesen korl§tozott. Az endothelsejtek k®t 

alapvetŖ transzcellul§ris mechanizmus seg²ts®g®vel l§tj§k el az agyat a sz¿ks®ges 

t§panyagokkal: szabad diff¼zi·val ®s kataliz§lt transzporttal (Pardridge 2002, Abbott ®s mtsai. 

2006, Dejana ®s mtsai. 2009). A kism®retŤ v²zold®kony molekul§k paracellul§risan, a TJ 

feh®rj®ken kereszt¿l jutnak be az agyba. A kataliz§lt transzport carrierek vagy receptorok 

seg²ts®g®vel val·sul meg. A carrierek §ltal megval·sul· transzport kis t§panyagmolekul§kat 

sz§ll²t ms-os sebess®ggel, ide tartozik pl. a gl¿k·z transzporter (Glut1), a nagy neutr§lis 

aminosav transzporter (LAT1), a mono-karboxilsav transzporter (MCT1) ®s az adenozin 
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transzporter (CNT2) (Abbott ®s mtsai. 2006, Dejana ®s mtsai. 2009). A v®r-agy g§ton 

expressz§l·d· receptorokat haszn§l· transzportrendszerek pl. az inzulin receptor (IR), a 

transzferrin receptor (TfR), az IGF1 ®s 2 receptor ®s a leptin receptor (Pardridge 2002). A 

koncentr§ci·gr§diens ellen®ben mozgatott komponensek transzportja energi§t ig®nyel, ami 

sz§rmazhat ATP-bŖl (ABC ®s MRP transzporterek), illetve Na
+
-koncentr§ci·gr§diensbŖl 

(Na
+
/K

+
 ATP§z mŤkºd®s®bŖl). 

 

1.11. A v®r-agy g§t k§rosod§sa 

 A neurodegenerat²v ®s cerebrovaszkul§ris betegs®gek kºzºs kiv§lt· eleme az agyi 

hipoperf¼zi·, az ennek kºvetkezt®ben fell®pŖ hipoxia ®s endothel diszfunkci·, vagyis a v®r-

agy g§t k§rosod§sa. A TJ feh®rj®k k§rosod§sa ®s az ennek kºvetkezt®ben fell®pŖ 

paracellul§ris permeabilit§s-fokoz·d§s, az endothelen kereszt¿li fokozott transzcit·zis 

(transzcellul§ris permeabilit§s), valamint a baz§lis membr§n megvastagod§sa a v®r-agy g§t 

k§rosod§s§nak fizikai megnyilv§nul§sai (Zlokovic 2011). A TJ, AJ ®s adaptor feh®rj®ik 

mennyis®g®nek csºkken®se sz§mos nereudegenerat²v k·rk®p (demencia, Alzheimer-k·r, 

Amyotrophi§s lateral sclerosis, Sclerosis multiplex) sor§n csºkken®st mutat (Zlokovic 2008, 

Kalaria 2010). Ez a csºkken®s r®szben az ischemia kºvetkezt®ben fell®pŖ vaszkul§ris m§trix-

metalloprote§zok mennyis®g®nek vagy aktivit§s§nak nºveked®s®vel magyar§zhat·, 

amelyeknek mind a TJ feh®rj®k, mind az endothelsejtek, mind pedig a baz§lis membr§n 

m§trixkomponensei egyform§n szubsztr§tot jelentenek (Rosenberg 2009). A pericyta-

endothel kºzºtti kapcsolat n®lk¿lºzhetetlen a v®r-agy g§t kialak²t§s§ban ®s funkci·j§nak 

fenntart§s§ban (Nakagawa ®s mtsai. 2007, Bell ®s mtsai. 2010). Ismert, hogy a pericyt§k 

hi§nya v®r-agy g§t-k§rosod§st okoz a TJ feh®rj®k (ZO1, Ocln, Cldn-5) expresszi·j§nak 

csºkken®se §ltal, ami fokozott paracellul§ris permeabilit§shoz, illetve transzcit·zishoz vezet 

(Bell ®s mtsai. 2010, Armulik ®s mtsai. 2010). Mindk®t folyamat a plazm§ban keringŖ kis ®s 

nagy molekul§k extravaz§ci·j§t okozza. Pericyta deficiens egerekben az ®letkorral 

progressz²ven csºkken a pericyt§k sz§ma, ami v®r-agy g§t-k§rosod§shoz, mikrovaszkul§ris 

degener§ci·hoz, neuron§lis diszfunkci·hoz, kognit²v k§rosod§shoz ®s neurodegenerat²v 

elv§ltoz§sokhoz vezet (Bell ®s mtsai. 2010). A pericyt§k lizosz·m§i sz§mos exog®n ®s 

endog®n feh®rj®t t§rolnak ®s bontanak le (sz®rum-immunglobulinok, fibrin), amelyek 

felszabadulnak ®s tov§bb k§ros²tj§k a v®r-agy g§tat (Bell ®s mtsai. 2010, Broadwell ®s 

Salcman 1981). A v®r-agy g§t s®r¿l®se jellemzŖen k¿lºnf®le anyagok szºvetbeli 

akkumul§ci·j§t eredm®nyezi. Az immunglobulinok ®s az albumin penetr§ci·ja ºd®m§t, a 



- 19 - 
 

kapill§risok perf¼zi·j§nak csºkken®s®t; m²g a trombin neurotoxikus hat§sa mellett 

mem·riak§rosod§st, a v®r-agy g§t vaszkul§ris dezintegr§ci·j§nak felgyorsul§s§t okozza (Bell 

®s mtsai. 2010, Mhatre ®s mtsai. 2004). Az agyba ker¿lŖ plazmin a neuron§lis laminin 

lebont§s§t kataliz§lja, ²gy jelentŖs m®rt®kben hozz§j§rul a neuronok s®r¿l®s®hez (Chan ®s 

Strickland 1997). A vºrºsv®rsejtek sz§m§nak nºveked®se k§ros hemoglobin-eredetŤ 

neurotoxikus term®k pl. vas megjelen®s®hez vezet, ami ROS termelŖd®st induk§l (Zhong ®s 

mtsai. 2009). A plazmafeh®rj®k bejut§sa okozta vazog®n ºd®ma mellett a lok§lis szºveti 

ischemia-hipoxia az ATP-®s Na
+
-rakt§rak kimer¿l®s®hez vezet, aminek kºvetkezt®ben az 

endothelsejtek ®s astrocyt§k duzzadni kezdenek (citotoxikus ºd®ma), amihez az AQP4 

ischemia kºvetkezt®ben megemelkedŖ expresszi·ja is hozz§j§rul (Simard ®s mtsai. 2007, 

Hoshi ®s mtsai. 2011). 

 

1.12. A cerebrovaszkul§ris rendszer hipoperf¼zi· ®s hipoxia hat§s§ra bekºvetkezŖ patol·gi§s 

elv§ltoz§sai 

Az agyi v®r§t§raml§st a neuronok lok§lis aktivit§sa ®s metabolizmusa szab§lyozza 

(neurovascular coupling). Agyi aktiv§ci· sor§n a pi§lis ®s intracerebr§lis erek szab§lyozz§k az 

agyi v®r§t§raml§s lok§lis nºveked®s®t (functional hyperaemia). A neurovaszkul§ris kapcsol§s 

megval·sul§s§hoz a pi§lis kering®s intakts§ga, illetve a pericyt§k ®s a vaszkul§ris 

simaizomsajtek vazoakt²v stimulusokra adott eg®szs®ges v§laszad· k®pess®ge sz¿ks®ges 

(Zlokovic 2011). A vaszkul§ris simaizomsejtek ®s pericyt§k a cerebr§lis art®ri§k kontrakci·j§t 

®s dilat§ci·j§t, m²g az astrocyt§k a kontraktilit§sukat szab§lyozz§k. Az ºreged®s sor§n 

csºkken az agyi v®r§t§raml§s, v§ltoz§sok kºvetkeznek be az ®rrendszerben (Zlokovic 2008, 

2011): Elv®konyodott, ºsszeesett, acellul§ris erek (string vessel) jelennek meg, a mikroerek 

denzit§sa jelentŖsen csºkken; az endothelsejtek mitokondriumainak ®s TJ feh®rj®inek sz§ma 

csºkken, fokozott pinocit·zis jellemzŖ; a baz§lis membr§nban kollag®n ®s perlek§n 

lerak·d§sok jelennek meg; a funkcion§lis hiperaemia jellemzŖen csºkken. Az ApoE Ů4-es 

all®lj®t hordoz· egy®nekben az agyi v®r§t§raml§s nagyobb m®rt®kŤ region§lis redukci·j§t 

tapasztalt§k eg®szs®ges egy®nekhez k®pest (Thambisetty ®s mtsai. 2010). A progressz²v agyi 

v®r§t§raml§s csºkken®snek dr§mai kºvetkezm®nyei vannak a neurokra n®zve. M§r a 

m®rs®kelt agyi v®r§t§raml§s csºkken®s (oligaemia) is szinaptikus plaszticit§s v§ltoz§st 

(Iadecola 2004), m²g a kºzepes vagy s¼lyos agyi v®r§t§raml§s redukci· neurotranszmisszi·s 

zavart (Kalaria 2010), a pH ®s elektrolit egyens¼ly felborul§s§t, ºd®ma ®s feh®r§llom§nyi 

l®zi·k kialakul§s§t okozza. A 80%-n§l nagyobb agyi v®r§t§raml§s csºkken®s 
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neuronpusztul§st v§lt ki (Smith ®s mtsai. 1999). Az agyi v®r§t§raml§s csºkken®s intenz²ven 

vizsg§lt ter¿let az Alzheimer-k·rral kapcsolatban. Agyi v®r§t§raml§s csºkken®s ®s/vagy 

diszregul§ci· tapasztalhat· az Alzheimer-k·r kialakul§sa §ltal legink§bb vesz®lyeztetett idŖs 

egy®nekben, ami m§r j·val a kognit²v k§rosod§s ®s Ab akkumul§ci· elŖtt detekt§lhat· (Smith 

®s mtsai. 1999, Bookheimer ®s mtsai. 2000). Neurol·giailag eg®szs®ges egy®nekben az 

®letkor elŖre haladt§val nºvekvŖ vaszkul§ris permeabilit§s figyelhetŖ meg (Farrall ®s 

Wardlaw 2009). Vaszkul§ris demenci§ban, Alzheimer-k·rban ®s isch®mi§s agyi 

kis®rbetegs®gben szenvedŖ betegekn®l nagyobb vaszkul§ris permeabilit§s fokoz·d§st 

mutattak ki eg®szs®ges idŖs egy®nekhez k®pest (Farrall ®s Wardlaw 2009). Alzheimer-k·ros 

betegekben a pi§lis ®s intracerebr§lis erekben Aɓ halmoz·dik fel, ami cerebr§lis amiloid 

angiopathi§t okoz. A cerebr§lis amiloid angiopathia az alzheimeres betegek 80%-§n§l 

jelentkezik (Jellinger 2010). Kimutatt§k, hogy igazolt cerebr§lis amiloid angiopathi§val 

rendelkezŖ Alzheimer-k·ros betegek kis art®ri§iban ®s arteriol§iban a vaszkul§ris 

simaizomsejtek atr·fi§sak, ez®rt az erek fala kºnnyen megrepedhet ®s intracerebr§lis v®rz®s 

alakulhat ki. Ez az esetek 30%-§ban elŖ is fordul, ®s jellemzŖen hozz§j§rul a demencia 

kialakul§s§hoz, illetve s¼lyosb²tja azt (Cordonnier 2011). APP mut§ci·t hordoz· egy®nekben 

a cerebr§lis amiloid angiopathia sokkal s¼lyosabb, ez®rt gyakran okoz haemorrhagi§s v®rz®st 

(Rovelet-Lecrux ®s mtsai. 2006). Demenci§s betegekben a sejtek gl¿k·z felv®tele a 

norm§lisn§l alacsonyabb, ami a Glut1 csºkkent expresszi·j§val is t§rsulhat (Zlokovic 2011). 

Az Aɓ vazokonstriktor hat§ssal is rendelkezik, ami hozz§j§rul Alzheimer-k·ros betegekben 

megfigyelhetŖ csºkkent hiperaemia kialakul§s§hoz. A vaszkul§ris simaizomsejtek is 

t§mogatj§k ezt a folyamatot az§ltal, hogy hiperkontraktilis fenot²pust mutatnak magas 

cerebrovaszkul§ris sz®rumv§laszfaktor (SRF) ®s myocardin (MYOCD) hat§s§ra (Zlokovic 

2011). Igazolt§k, hogy a P-gp (ABCB1) expresszi·ja az ®letkorral fokozatosan csºkken, a 

k§ros anyagok elt§vol²t§sa az agyb·l ²gy folyamatosan lassul (Bartels ®s mtsai. 2009). 

Hipoperf¼zi· ®s hipoxia hat§s§ra a parenchim§lis erekben, astrocyt§kban, ®s az intrathecalis 

t®rben a vaszkul§ris eredetŤ nºveked®si faktor (VEGF) expresszi·ja megemelkedik 

Alzheimer-k·ros betegekben. Az agyi mikroerek ezen k²v¿l egy®b angiog®n hat§s¼ anyagot 

(IL-1ɓ, IL-6, IL-8, TNF, MCP1, trombin, ANG2, HIF-1Ŭ) termelnek (Grammas 2011). Ezek 

az eredm®nyek egyelŖre szemben §llnak minden eddigi tapasztalattal, mert ezid§ig senki sem 

mutatott ki fokozott vaszkularit§st Alzheimer-k·r eset®n. Ennek oka tal§n abban keresendŖ, 

hogy az Aɓ jelentŖs antiangiog®n hat§ssal is b²r. A hipovaszkularit§s mellett sz·l az is, hogy 

Alzheimer-k·ros betegek endot®lsejtjeiben extr®m alacsony mezenchim§lis homeobox feh®rje 
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2 (MEOX2) expresszi·t tapasztaltak, ami felelŖs lehet a hipoxi§ra ®s VEGF-ra adott hib§s 

angiog®n v§lasz®rt ®s a kapill§risok regresszi·j§®rt (Wu ®s mtsai. 2005). 

Hum§n demens betegeken ®s §llatmodelleken v®gzett vizsg§latok a kºvetkezŖkre 

mutattak r§ (Zlokovic 2011): Hipoxia hat§s§ra glutaminsav excitoxicit§s l®p fel, ezzel egy 

idŖben a glutaminsav astrocyt§k §ltali visszav®tele is csºkken. A Tau-feh®j®k 

hiperfoszforil§l·dnak, fokoz·dik az Aɓ termelŖd®s ®s oligomeriz§ci·, ezzel p§rhuzamosan a 

neprilysin termelŖd®s pedig csºkken. A MEOX2 expresszi· jelentŖs csºkken®st mutat 

endothelben, m²g a vaszkul§ris simaizomsejtekben MYOCD expresszi· nºveked®s 

tapasztalhat·. A mitokondri§lis ROS termelŖd®s nŖ, ami kºzponti szerepet tºlt be a HIF-1Ŭ 

regul§ci·ja al§ tartoz· szign§lutak (t¼l®l®s, adapt§ci·, sejtciklus, apopt·zis) szab§lyoz§s§ban. 

Cerebrovaszkul§ris k§rosod§s hat§s§ra az endothelsejtek metabolizmusa megv§ltozik, sz§mos 

neurotoxikus (trombin) ®s gyullad§sos faktort (NO, TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-6), kemokint (MCP1, 

IL-8), prosztaglandinokat, m§trix metalloprote§zokat, leukocyta adh®zi·s molekul§kat 

termelnek. 
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2. C®lkitŤz®s 

 

Az ut·bbi ®vtizedekben nagy hangs¼lyt kaptak a neurodegenerat²v betegs®gekre 

f·kusz§l· kutat§sok. Az §tlag®letkor nºveked®se az idŖskori demenci§k sz®les sk§l§j§nak 

megjelen®s®t eredm®nyezte. A kognit²v funkci·k hanyatl§s§val j§r· k·rk®pek kºz¿l 

leggyakoribb az Alzheimer-k·r, amely az esetek mintegy 75-80%-§t teszi ki. Az esetek 

tov§bbi 15-20%-ban a demencia vaszkul§ris eredetre vezethetŖ vissza. A demenci§k 

kialakul§s§ban a cerebrovaszkul§ris rendszer diszfunkci·ja, valamint a hiperlipid®mia 

egyar§nt fontos t®nyezŖk. Klinikai megfigyel®sek t§masztj§k al§, hogy a hiperlipid®mia ®s a 

kºvetkezt®ben kialakul· cerebrovaszkul§ris elv§ltoz§sok neurodegenerativ folyamatokhoz 

vezetnek. 

K²s®rleteink sor§n a hApoB-100 feh®rj®t t¼ltermelŖ transzgenikus eg®rtºrzset 

haszn§ltuk, amelyet kor§bban laborat·riumunkban §ll²tottak elŖ (Bjelik ®s mtsai. 2006). 

Kimutatt§k, hogy a transzgenikus §llatok norm§l t§pon tartva magas sz®rumtriglicerid-

szinttel, koleszterind¼s t§pon tartva magas sz®rumkoleszterin-szinttel rendelkeznek (Csont ®s 

mtsai. 2007). Ez az eg®rtºrzs zs²rd¼s t§pon tartva az atherosclerosis egyik valid§lt 

§llatmodellje. A transzgenikus §llatokban, mesters®ges isch®mia hat§s§ra, az agyi mikroerek 

denzit§s§nak nagym®rt®kŤ csºkken®se, illetve ezt kompenz§land· a kapill§risok §tm®rŖj®nek 

nºveked®se tapasztalhat· (S¿le ®s mtsai. 2009). A hat h·napos transzgenikus §llatok 

agyk®rg®ben ®s hippocampus§ban kiterjedt neuron§lis apopt·zis, illetve ennek kºvetkezt®ben 

az agykamr§k erŖteljes t§gulata figyelhetŖ meg (Bereczki ®s mtsai. 2008). 

Ezek ismeret®ben c®lunk a hiperlipid®mia ®s a neurodegener§ci· kºzºtti kapcsolat 

vizsg§lata volt hiperlipidemi§s transzgenikus egerekben. Felt®telez®s¿nk szerint a tart·s 

hiperlipid®mia nem csak a kardiovaszkul§ris, hanem a cerebrovaszkul§ris rendszert is ®rinti, 

ott is ®rk§rosod§sokat induk§l. Az endothel k§rosod§s kºvetkezt®ben fell®pŖ szºveti 

hipoperf¼zi· ®s ischemia oxidat²v stresszt okoz, ami a v®r-agy g§t integrit§s§nak s®r¿l®s®hez 

vezet. Ezek az elv§ltoz§sok a neurodegenerat²v folyamatok elind²t§s§nak vagy 

felgyors²t§s§nak ir§ny§ba hatnak, amik szinaptikus ®s neuron§lis diszfunkci·ban, v®g¿l 

neuron§lis apopt·zisban manifeszt§l·dnak. 
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Munk§nk sor§n a kºvetkezŖ k®rd®sekre kerest¿k a v§laszt: 

1. Milyen hat§ssal van a kr·nikus hipertriglicerid®mia az agyi lipidmetabolizmusra? 

2. Mik a hiperlipid®mia kºvetkezt®ben kialakul· neurodegenerat²v elv§ltoz§sok fŖbb 

jellemzŖi? 

3. Milyen hat§sa van a hiperlipid®mi§nak a v®r-agy g§t funkci·ra? 

4. Hogyan modellezhetj¿k a hiperlipid®mia hat§s§ra in vivo kialakult endothel diszfunkci·t in 

vitro a v®r-agy g§t izol§lt primer sejtt²pusain (endothel, astrocyta, pericyta)? 

 

A tervezett k²s®rletek kivitelez®s®t tºbb kutat·csoporttal egy¿ttmŤkºdve val·s²tottuk 

meg: 

A neurodegenerat²v elv§ltoz§sok morfol·giai vizsg§lat§ban, valamint az elektrofiziol·giai 

m®r®sek elv®gz®s®ben prof. Penke Botond, dr. Szegedi Viktor ®s a Neurodegenerat²v 

betegs®gek kutat·laborat·rium§nak munkat§rsai (SZTE ĆOK Orvosi Vegytani Int®zet) 

ny¼jtottak seg²ts®get. 

A v®r-agy g§t funkcion§lis vizsg§lat§ban ®s a v®r-agy g§t sejtjeivel val· in vitro munk§kban 

dr. Deli M§ria ®s a Biol·giai barrierek kutat·csoport (MTA SZBK Biofizika Int®zet) 

egy¿ttmŤkºd®s®t k®rt¿k. 
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3. Anyagok ®s m·dszerek 

 

1. Milyen hat§ssal van a kr·nikus hipertriglicerid®mia az agyi 

lipidmetabolizmusra? 

 

3.1. K²s®rleti §llatok 

Vizsg§lataink sor§n a saj§t laborunkban kor§bban elŖ§ll²tott a hApoB-100 feh®rj®t 

t¼ltermelŖ transzgenikus eg®rtºrzset haszn§ltuk (Bjelik ®s mtsai. 2006). Ezzel a 

lipidtranszportban ®s lipidmetabolizmusban meghat§roz· szerepet j§tsz· feh®rj®k ar§ny§nak 

mesters®ges megv§ltoztat§sa r®v®n olyan, a lipidanyagcsere szempontj§b·l Ăhumaniz§ltò 

egereket hoztunk l®tre, amelyek a hum§n atherosclerosis modellez®s®re alkalmasak. A tºrzs 

C57BL6/J h§tt®ren, heterozig·ta form§ban hordozza a transzg®nt. Vad t²pus¼ kontrollnak 

ez®rt a transzg®nt nem hordoz· alomt§rsakat haszn§ltuk az egyes vizsg§latok sor§n. Az F1 

(B6CBAF1/J) hibrid (C57BL/6J x CBA/J) petesejt donorokt·l sz§rmaz· transzgenikus 

ut·dokat hatszor keresztezt¿k vissza a C57BL/6J tºrzzsel, hogy az ºsszehasonl²t· 

kis®rletekhez min®l homog®nebb genetikai h§tteret biztos²tsunk. Meg§llap²tottuk, hogy a 

l®trehozott transzgenikus eg®rtºrzs a m§jban, a sz²vben, az aort§ban ®s a sz®rumban termeli  

t¼l (2. f¿ggel®k) a hum§n ApoB-100 feh®rj®t (Bereczki ®s mtsai. 2008). Megfigyelt¿k, hogy a 

transzg®n hat§s§ra atherosclerosis 6 h·napos korra alakul ki, ez®rt vizsg§latainkat ehhez a 

korcsoporthoz igaz²tottuk, illetve konzekvensen ¿gyelt¿nk arra, hogy az §llatok minimum 6 

h·naposak legyenek. Az IHC, illetve Kong· vºrºs fest®shez pozit²v kontrollk®nt AD 

(APPswexPSEN1dE9 kettŖs { Jackson Laboratory, stock number: 004462}) transzgenikus 

egereket haszn§ltunk. 

K²s®rleteink sor§n az §llatokat §lland·, kontroll§lt kºr¿lm®nyek kºzºtt (12 ·ra f®ny/12 

·ra sºt®t ciklus, 21 CÁ tart§si hŖm®rs®klet, ig®ny szerint hozz§f®rhetŖ iv·v²z ®s norm§l 

r§gcs§l·t§p) tartottuk. 

 

Az egyes vizsg§latok sor§n alkalmazott §llatcsoportok (nem: h²mek, nŖst®nyek vegyesen, 

®letkor) ®s kezel®sek: 

VIZSGĆLATI MčDSZER GENOTĉPUS ELEMSZĆM KEZEL£S 

sz®rumtriglicerid m®r®s 

 

Wt/Tg  3 h·n 

Wt/Tg  9 h·n 

N=6-6 

N=7-7 

- 

- 
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Nile red fest®s 

Filipin fest®s 

IHC 

 

Kong· vºrºs 

 

western blot 

 

kvant. western blot 

Golgi impregn§ci· 

Fluoro-Jade C 

Elektrofiziol·gia 

 

kortik§lis mikro®r g®nexpresszi· 

in vivo v®r-agy g§t funkci· 

 

astrocyta izol§l§s 

Wt/Tg  10 h·n 

Wt/Tg  14 h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

AD Tg  6 h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

AD Tg  6 h·n 

Wt/Tg  3 h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

Wt/Tg  6h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

Wt/Tg  3 h·n 

Wt/Tg  6 h·n 

Wt/Tg  14-15 h·n 

 

 

Wt/Tg  2 nap 

N=3-3 

N=3-3 

N=3-3 

N=1 

N=3-3 

N=1 

N=3-3 

N=3-3 

N=3-3 

N=5-5 

N=6-6 

N=6-6 

N=6-6 

N=6-6 

 

 

N=4-4 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

61% lipid 

tartalm¼ di®ta 

4 h®tig 

- 

VIZSGĆLATI MčDSZER GENOTĉPUS ELEMSZĆM KEZEL£S 

 

3.2. A genomi DNS izol§l§sa 

Az ¼jsz¿lºtt egerek genotipiz§l§sa farokmint§b·l izol§lt DNS-bŖl tºrt®nt a 

kºvetkezŖk®ppen: 10 napos ¼jsz¿lºtt egerek fark§b·l kb. 0,5 cm-es darabot v§gtunk, amit 

O/N 55 CÁ-on em®sztett¿nk 200 ul TNES-t (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 400 mM NaCl, 100 

mM EDTA pH 8,0, 0,6% SDS) ®s 10 ul protein§z K-t (20 mg/ml) tartalmaz· oldatban. 

M§snap 55 ul t¼ltel²tett NaCl oldattal folytattuk a minta felt§r§s§t, majd 10 perc centrifug§l§s 

(13000 rpm) ut§n a fel¿l¼sz·t egy tiszta eppendorf csŖbe m®rt¿k §t, amibŖl 1V (210 ul) 

kloroformmal kicsaptuk a feh®rj®ket ®s a lipideket. Đjabb 10 perces centrifug§l§s (13000 

rpm) ut§n a fel¿l¼sz·t ism®t egy tiszta eppendorf csŖbe pipett§ztuk §t, amibŖl a DNS-t 1V 

(210 ul) j®ghideg, abszol¼t etanollal kicsaptuk; majd 30 perces 4 CÁ-os (13000 rpm) 

centrifug§l§ssal ki¿lep²tett¿nk. A k®pzŖdºtt DNS pelletet 500 ul 70%-os etanollal mostuk, 

majd 5 perc (13000 rpm) centrifug§l§s ut§n az etanolt elt§vol²tottuk, ®s a pelletet 

szobahŖm®rs®kleten sz§r²tottuk. A DNS-t ezut§n 1 ·r§n §t 65 CÁ-on oldottuk vissza 50-100 ul 

10 mM Tris-HCl-ben (pH 7,4). Koncentr§ci·jukat ®s tisztas§gukat (OD260/280) 
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spektrofotom®terrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hat§roztuk meg. A mint§kat 

felhaszn§l§sig -20CÁ-on t§roltuk. 

 

3.3. Genotipiz§l§s PCR-val 

Az ¼jsz¿lºtt §llatok genotipiz§l§s§hoz egy a hum§n g®n prom·ter r®gi·j§ra tervezett 

primer p§rt haszn§ltunk (APOB forward: 5'-AGAAGGTTCCAGATGTCTATGAGG-3'; 

APOB reverse: 5'-TCCAAGTATCTGTCTTCAAGAAACC-3ô), hogy elker¿lj¿k az endog®n 

g®n amplifik§ci·j§t. A reakci·kat 25 ul v®gt®rfogatban m®rt¿k ºssze a kºvetkezŖk szerint: 10 

ul templ§t DNS (400 ng) ®s 15 ul PCR reakci· mix (6,5 ul steril, szŤrt MQ; 2,5 ul 10 x 

NH4(SO4)2 puffer, 2 ul 25 mM MgCl2, 0,5 ul 100 pmol/ul forward primer, 0,5 ul 100 pmol/ul 

reverse primer, 2,5 ul 2mM dNTP, 0,5 ul 5u/ul Taq polimer§z). A reakci·kat MJ PTC-200 

t²pus¼ PCR g®pben futtattuk a kºvetkezŖ programot alkalmazva: 95 CÁ-5 perc 

enzimaktiv§ci·, 95 CÁ-1 perc denatur§ci·, 56 CÁ-40 m§sodperc hibridiz§ci·, 72 CÁ-1 perc 

polimeriz§ci·, 72 CÁ-4 perc ut·polimeriz§ci· (final extension), ut·bbi h§rom l®p®st 35 

cikluson §t ism®telve. A PCR term®keket 1,5%-os agar·z g®len szepar§ltuk ®s Et-Br-fest®ssel 

tett¿k l§that·v§. 

 

3.4. Sz®rumtriglicerid-szint meghat§roz§s 

 Az egerek sz®rumlipid-profilj§t kolorimetri§s sz®rumtriglicerid m®r®ssel vizsg§ltuk. 

Fiatal (3 h·napos, N=6) ®s korosod· (9 h·napos, N=7) vad t²pus¼ (Wt), illetve transzgenikus 

(Tg) §llatok farokv®n§j§b·l v®rt gyŤjtºtt¿nk, amelyet 1,5 ·r§n kereszt¿l 37 CÁ-on, majd O/N 

4 CÁ-on inkub§lva megalvasztottunk. M§snap az alvad®kot 15 percig, 4 CÁ-on (2000 x g) 

centrifug§ltuk, majd a tiszta, hemol²zismentes fel¿l¼sz·t (sz®rumot) egy tiszta eppendorf 

csŖbe m®rt¿k ®s felhaszn§l§sig -80CÁ-on t§roltuk. A sz®rumok trigliceridtartalm§t 

enzimatikus kolorimetri§s teszttel (Triglicerid ADPS stabil reagens, Diagnosticum Zrt.) 

hat§roztuk meg lipid standardokat is felhaszn§lva. Mint§nk®nt 3 p§rhuzamos m®r®st 

v®gezt¿nk plate readerrel (Thermo Scientific Multiskan FC) 546nm-en. A m®rt ®rt®keket 

mmol/l egys®gben adtuk meg. A statisztikai elemz®st k®tszempontos ANOVA-val, 

Bonferroni poszt-hoc teszttel v®gezt¿k. Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k 

szignifik§nsnak. 
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3.5. N²lus vºrºs fest®s 

 Az®rt, hogy a cerebr§lis trigliceridszintrŖl is inform§ci·t gyŤjts¿nk, agyszºveten N²lus 

vºrºs fest®st v®gezt¿nk. Korosod· (10 h·napos) §llatok (Wt ®s Tg, N=3-3) agy§t 

transzkardi§lis perf¼zi·t (PBS) kºvetŖen elt§vol²tottuk, majd nat²van O.C.T. (Sakura Tissue-

Tek) m®diumba §gyaztuk. Kriomikrot·mmal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag 

szagitt§lis metszeteket k®sz²tett¿nk, amelyeket 1 percig acetonban fix§ltunk, majd 3 x 3 

percig PBS-ben mostunk. A fest®shez (Fowler ®s mtsai. 1985, Greenspan ®s mtsai. 1985 

alapj§n) 0,5 mg/ml acetonos N²lus vºrºs (Fluka) tºrzsoldatot k®sz²tett¿nk, amelyet 75%-os 

glicerinnel 4 ul/ml-re h²g²tottunk, majd frissen v§kuumszŤrt¿nk. E koncentr§ci·val sºt®tben 1 

·r§ig festett¿k a metszeteket (100 ul/minta). A felesleges fest®ket 3 x 3 perces PBS-es 

mos§ssal t§vol²tottuk el. A sejtmagokat DAPI-fest®ssel (Sigma) tett¿k l§that·v§. A k®sz 

metszeteket glicerines PBS-el fedt¿k le. Az aranys§rga fluoreszcens jelet 530 nm-en, a piros 

jelet 560 nm-en detekt§ltuk fluoreszcens mikroszk·ppal (Nikon Eclipse E600). A k¿lºnbºzŖ 

hull§mhosszoknak kºszºnhetŖen az egyes lipid t²pusok j·l elk¿lºn¿lnek: a neutr§lis lipidek 

s§rga sz²nnel, m²g a foszfolipidek ®s egy®b amfipatikus lipidek (koleszterin, glikolipidek, 

zs²rsavak) piros sz²nnel jelennek meg (Amharref ®s mtsai. 2007, Ranall ®s mtsai. 2011). A 

mikroszk·pos felv®teleket SPOT Advanced 4.6 verzi·j¼ kamera program seg²ts®g®vel 

®rt®kelt¿k. 

 

3.6. Filipin fest®s 

 A trigliceridszint mellett k²v§ncsiak voltunk arra is, hogyan alakul a koleszterin 

mennyis®ge az agyban, ez®rt agyszºveten Filipin fest®st v®gezt¿nk. Korosod· (14 h·napos) 

§llatok (Wt ®s Tg, N= 3-3) agy§t transzkardi§lis perf¼zi·t (4% PFA- PBS) kºvetŖen 

elt§vol²tottuk, majd tov§bbi 1 ·r§ig 4% PFA- PBS oldatban fix§ltuk. Ezt kºvetŖen O.C.T. 

(Sakura Tissue-Tek) m®diumba §gyaztuk ®s kriomikrot·mmal (Thermo Scientific, FSE) 10 

um vastag metszeteket k®sz²tett¿nk. A metszeteket 2 x 5 percig PBS-ben mostuk, majd a 

formaldehidet 10 perces 1,5 mg/ml Gly- PBS-es mos§ssal semleges²tett¿k. A fest®st (Gondr®-

Lewis ®s mtsai. 2003. alapj§n) 0,5 mg/ml Filipin- PBS-sel (100 ul/minta, Sigma) v®gezt¿k 2 

·r§n §t, sºt®tben. A felesleges fest®ket 2 x 5 perc PBS-es mos§ssal t§vol²tottuk el. A 

sejtmagokat prop²dium-jodiddal (Sigma) tett¿k l§that·v§. A k®k fluoreszcens jelet 380 nm-en 

fluoreszcens mikroszk·ppal (Nikon Eclipse E600) detekt§ltuk. A mikroszk·pos felv®teleket 

SPOT Advanced 4.6 verzi·j¼ kamera program seg²ts®g®vel ®rt®kelt¿k. 
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3.7. Immunhisztok®mia 

A cerebr§lis lipoproteinek, receptoraik, b-amiloid plakkok ®s foszforil§lt Tau-feh®rj®k 

szºveti mint§zat§nak vizsg§lat§ra agyszºveten peroxid§zos immunhisztok®mi§t v®gezt¿nk. 

FelnŖtt (6 h·napos) §llatok (Wt ®s Tg, N=3-3) agymint§it nat²van O.C.T. (Sakura Tissue-Tek) 

m®diumba §gyaztuk, majd kriomikrot·mmal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag 

metszeteket k®sz²tett¿nk belŖl¿k, amiket 3 percig acetonban fix§ltunk. Mint§inkban hApoB-

100-at (Millipore), ApoE-t (Santa Cruz Biotechnology), Aɓ1-40/42-t (Millipore), illetve Taup 

Ser
404
ïet (Invitrogen) jelºlt¿nk HRP konjug§lt, poliklon§lis ellenanyagokat haszn§lva. A 

kºvetkezŖ protokoll szerint j§rtunk el: 5 perc PBS-es mos§st kºvetŖen 2 x 20 percig 60 ml (2 

x 3ml) 30%-os H2O2-ot tartalmaz· metanolban blokkoltuk az endog®n peroxid§zokat. Majd 2 

x 5 perces PBS-es mos§st kºvetŖen 10 percig 0,1 mg/ml I-es t²pus¼ kollagen§zzal (Sigma) 

t§rtuk fel a mint§kat (100 ul/minta). Đjabb 2 x 5 perces PBS-es mos§st kºvetŖen 1 ·r§ig 5%-

os ny¼l illetve kecske sz®rummal blokkoltuk a mint§kat (100 ul/minta) szobahŖm®rs®kleten. 

Ezut§n O/N 4 CÁ-on inkub§ltuk a mint§kat az elsŖdleges ellenanyagokkal (50 ul/minta, 

hApoB-100: 1:100, ApoE: 1:100, Aɓ1-40/42: 1:200, TaupSer
404
: 1:200). M§snap 3 x 5 perces 

PBS-es mos§st kºvetŖen 45 percig inkub§ltuk a mint§kat a m§sodlagos ellenanyagokkal (50 

ul/minta, ny¼l anti-kecske: 1:250, kecske anti-ny¼l: 1:800, Jackson Immuno Research) 

szobahŖm®rs®kleten. Đjabb 3 x 5 perc PBS-es mos§s ut§n a metszeteket 5-10 percre elŖh²v· 

reagensbe helyezt¿k (5 ml N, N-dimetil-formamid, 5 ml 10x imidazol puffer, UP v²z, 20 ul 

30%-os H2O2, 10 mg AEC [3-Amino-9-etil-karbazol] szubsztr§t). A barna csapad®k 

megjelen®se ut§n 2 x 5 perc PBS-es mos§ssal elt§vol²tottuk a felesleges h²v· folyad®kot a 

mint§kr·l, majd 3 percig Mayer-f®le hematoxilinnel magfest®st v®gezt¿nk. A k®sz 

metszeteket glicerines zselatinnal (Merck) fedt¿k le ®s f®nymikroszk·ppal vizsg§ltuk (Nikon 

Eclipse E600). A mikroszk·pos felv®teleket SPOT Advanced 4.6 verzi·j¼ kamera 

programmal ®rt®kelt¿k. 

 

2. Mik a hiperlipid®mia kºvetkezt®ben kialakul· neurodegenerat²v elv§ltoz§sok 

fŖbb jellemzŖi? 

 

3.8. Alkalikus Kong· vºrºs fest®s 

 Az amiloid plakkok detekt§l§s§nak egyszerŤ ®s gyors m·dj§t v§lasztva, agyszºveten 

Kong· vºrºs fest®st v®gezt¿nk. FelnŖtt (6 h·napos) egerek (Wt ®s Tg, N=3-3) agymint§it 

nat²van O.C.T. (Sakura Tissue-Tek) m®diumba §gyaztuk, amelyekbŖl kriomikrot·mmal 
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(Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag szagitt§lis metszeteket k®sz²tett¿nk, amiket 3 percig 

acetonban fix§ltunk. A metszeteket 0,5 ml 1%-os NaOH-ot tartalmaz· Kong· vºrºs (Sigma) 

oldatban (0,3 g Kong· vºrºs, 0,3 g NaCl, 100 ml 80%-os etanolban) festett¿k 20 percig. A 

lemezeket ezut§n 2 x 5 percig UP v²zzel mostuk, majd a sejtmagokat 10 percig Mayer-f®le 

hematoxilinnel festett¿k. Đjabb 2 x 5 perces UP vizes mos§st kºvetŖen a mint§kat glicerines 

zselatinnal (Merck) fedt¿k le, majd f®nymikroszk·p alatt vizsg§ltuk (Nikon Eclipse E600). A 

mikroszk·pos felv®teleket SPOT Advanced 4.6 verzi·j¼ kamera programmal ®rt®kelt¿k. 

 

3.9. Western blot 

 A cerebr§lis lipoproteinek, receptoraik, b-amiloid ®s foszforil§lt Tau-feh®rje szºveti 

mint§zata mellett k²v§ncsiak voltunk e feh®rj®k Wt-hoz viszony²tott relat²v expresszi·j§ra is, 

ez®rt agyszºveten western blottal vizsg§l·dtunk. FelnŖtt (6 h·napos) ®s fiatal (3 h·napos) 

§llatok (Wt ®s Tg, N=3-3) agymint§ib·l cortexet prepar§ltunk, amibŖl RIPA pufferrel (150 

mM NaCl, 1% Triton X-100, 50 mM Tris, pH 8.0) feh®rj®t izol§ltunk. Az izol§l· puffer ml-

k®nt 20-20 ul prote§z inhib²tort (12 mg/ml NEM: N-etil-maleimid, 17 mg/ml PMSF: Fenil-

met§nszulfonil-fluorid, Sigma) tartalmazott. A homogen§tumot 30 percig 4 CÁ-on 

centrifug§ltuk (10000 x g), majd a fel¿l¼sz· feh®rje tartalm§t 280 nm-en spektrofotom®terrel 

(Thermo Scientific Nanodrop ND1000) ellenŖrizt¿k. A mint§kat 4x mintapufferrel (0,25 M 

Tris-HCl pH 6.8, 40% glicerin, 20% B-merkaptoetanol, 0,05% br·mfenol k®k, 8% SDS) 

egys®gesen 5 ug/ul-re h²g²tottuk, majd 5 percig 95 CÁ-on denatur§ltuk. Ezut§n 50-50 ug 

feh®rj®t denatur§l· poliakrilamid g®lre vitt¿nk fel, majd a feh®rj®ket f®lsz§raz m·don PVDF 

membr§nra transzfer§ltuk. A membr§nt ezut§n 5% sov§ny tejport, illetve 3% BSA-t (Cohn 

frakci· V., Santa Cruz Biotechnology) tartalmaz· PBST-vel (1,5% Tween-20- PBS) 

blokkoltuk 1 ·r§ig szobahŖm®rs®kleten. £jszak§ra hApoB-100 (Chemicon Int., 1:500), 

ApoA-I (Rockland, 1:500), LDLr (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), ApoE (Santa Cruz 

Biotechnology, 1:100), ɓ-aktin (Sigma, 50ng/ml), TaupSer
199/202 

(Invitrogen, 1:500), Taup 

Ser
262 

(Santa Cruz Biotechnology, 1:100), TaupSer
396

 (Invitrogen, 1:1000), TaupSer
404 

(Invitrogen 1:3000), TauV-20 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), illetve APP N-termin§lis 

(Chemicon Int, 1:1000) poliklon§lis ellenanyaggal jelºlt¿k. M§snap 3 x 15 perces mos§st 

kºvetŖen 45-60 percig a megfelelŖ m§sodlagos ellenanyaggal inkub§ltuk (kecske anti-ny¼l, 

ny¼l anti-kecske 1:20000-1:50000, Jackson Immuno Research) szobahŖm®rs®kleten, majd a 

feh®rj®ket chemilumineszcens HRP (HRP: horseradish peroxidase) szubsztr§ttal (Millipore 

Luminata Forte) rºntgenfilmen detekt§ltuk. A rºntgenfilmek denzitometr§l§s§t Image J 
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program seg²ts®g®vel v®gezt¿k. A statisztikai elemz®shez egymint§s T-pr·b§t haszn§ltunk. 

Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k szignifik§nsnak. 

 

3.10. Kvantitat²v western blot 

A Tau-feh®rje ®s a feh®rje kin§z C-gamma (PKC-g) hiperfoszforil§lt form§inak 

kvantitat²v vizsg§lat§ra immunoblottos anal²zist k®sz²ttett¿nk. FelnŖtt (6 h·napos) §llatokb·l 

(Wt ®s Tg, N=3-3) sz§rmaz· kortik§lis szºvetmint§kat k¿ldt¿nk immunoblottos 

foszforil§ci·s-profil vizsg§lat c®lj§b·l (Kinetworks
TM

 Immunoblotting Phosphosite Profiling) 

a kanadai Kinexus Bioinformatics Corporation c®ghez (http://www.kinexus.ca/). A 

szolg§ltat§s keret®ben a Tau- ®s PKC-ɔ feh®rje foszforil§ci·s helyeit vizsg§lt§k tºbb 

k¿lºnbºzŖ gy§rt·t·l sz§rmaz· foszforil§ci·s hely specifikus ellenanyaggal 500 ug szºvet 

liz§tumb·l. ¥sszesen 14, targetenk®nt 3-4 ellenanyaggal vizsg§lt§k a foszforil§ci·s helyek 

foszforil§lts§gi szintj®t (TaupSer
199

, Ser
199/202

, Ser
396

, Ser
404

, PKC-ɔ Thr
514

, Thr
655

 ®s Thr
674

). 

A feh®rje s§vokat chemilumineszcensen (Bio-Rad FluorSMax Multi-imager) detekt§lt§k, 

majd a kapott jeleket egys®gnyi idŖre normaliz§lt§k (1 perc) ®s percenk®nt detekt§lt 

f®nyfelvillan§sban (cpm: counts per minute) fejezt®k ki (Pelech ®s mtsai. 2003). A Wt 

§llatokban tapasztalt ®rt®keket 100%-nak v®ve adtuk meg a pPKC-ɔ ®s pTau cpm ®rt®keit. 

Mivel a vizsg§latokat genot²pusonk®nt egyes²tett mint§kon v®gezt®k, ez®rt az §br§kon SD-·t 

nem tudunk felt¿ntetni. 

 

3.11. Golgi-Cox ez¿stimpregn§ci· 

A dendritt¿ske-sŤrŤs®g meghat§roz§s§hoz ®s ºsszehasonl²t· elemz®s®hez 

ez¿stimpregn§ci·t v®gezt¿nk. FelnŖtt (8 h·napos) §llatokb·l (Tg ®s Wt, N=5-5) cervik§lis 

diszlok§ci·t kºvetŖen agyat prepar§ltunk, amelyet 10 mm-s darabokra v§gtunk majd A ®s B 

oldat egyenlŖ ar§ny¼ kever®k®ben 3 h®tig (az oldatokat idŖnk®nt lecser®lve) sºt®tben 

fix§ltunk. A mint§kb·l vibrat·mmal (Microm HM 650V) 100 um vastag metszeteket 

k®sz²tett¿nk (zselatinos t§rgylemezen), amelyeket 24 ·ra sz§rad§st kºvetŖen az FD Rapid 

GolgiStain Kit (FD NeuroTechnologies) instrukci·it kºvetve festett¿nk meg. A metszeteket 4 

perc desztill§lt vizes mos§st kºvetŖen 10 percig D, E oldat ®s v²z 1:1:2 ar§ny¼ kever®k®ben 

inkub§ltuk, majd ¼jabb 8 percig desztill§lt v²zben mostuk. Ezt kºvetŖen 4-4 percig felsz§ll· 

alkoholsort (50%-os, 75%-os, 95%-os etanol) alkalmaztunk, v®g¿l 16 percig abszol¼t 

etanolban, illetve 12 percig xilolban §ztattuk a metszeteket. A t§rgylemezeket DPX (Fluka) 

m®diummal fedt¿k le. A mint§kat f®nymikroszk·ppal (Zeiss Observer Z1) 1000x nagy²t§son 
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vizsg§ltuk. Felv®teleket a hippocampus CA1 r®gi· stratum radiatum neuronjainak a sz·m§t·l 

legal§bb 100 um t§vols§gra l®vŖ, 100 um hossz¼ apik§lis dendrit szakaszair·l k®sz²tett¿nk, 

§llatonk®nt 5 agyszeletrŖl, szeletenk®nt 5 sejtrŖl (AxioCam MRV3 kamer§t ®s AxioVision 

40V.4.8.1.0 programot haszn§lva). A dendritt¿ske-sŤrŤs®get (darabsz§mban) a k®sz²tett k®pek 

alapj§n Image J szoftver seg²ts®g®vel hat§roztuk meg. Az adatok statisztikai ki®rt®kel®s®hez 

egymint§s T-pr·b§t-t haszn§ltunk. Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k szignifik§nsnak. 

 

3.12. Fluoro-Jade C fest®s 

Az elpusztult neuronok sz§m§nak kvantitat²v ºsszehasonl²t§s§hoz agyszºveten Fluoro-

Jade C fest®st v®gezt¿nk.-A fest®shez felnŖtt (6 h·napos) §llatok (Wt ®s Tg, N=6-6) nat²v 

agymint§ib·l kriomikrot·mmal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag metszeteket 

k®sz²tett¿nk, amiket 3 percig acetonban fix§ltunk. A lemezeket ezut§n 5 percre abszol¼t 

etanolba, majd 2 percre 70%-os etanolba, illetve 2 percre 30%-os etanolba helyezt¿k. A 

lesz§ll· alkoholsor ut§n 2 percig UP v²zben hidrat§ltuk a metszeteket, majd 30 percig 0,06%-

os k§lium-permangan§t (KMNO4) oldatban (UP vizes), f®nytŖl v®dve inkub§ltuk a lemezeket. 

Ezt kºvetŖen UP v²zben 2 x 2 percig mostuk Ŗket. A kºvetkezŖ l®p®sben 30 percig f®nytŖl 

v®dve, 0,0004% Fluoro-Jade C (Millipore) oldatban (4 ml 0,01% Fluoro-Jade C tºrzsoldat 

[UP vizes], 96 ml UP v²z, 96 ul cc. ecetsav) festett¿k Ŗket. A felesleges fest®ket 3 x 2 perces 

UP vizes mos§ssal t§vol²tottuk el, majd 2 percig xilollal ºbl²tett¿k §t a metszeteket v®g¿l 

DPX-el (Fluka) fedt¿k le Ŗket. A metszeteket fest®s ut§n fluoreszcens mikroszk·ppal (Nikon 

Eclipse E600) ex. 485 nm/em. 525 nm-en vizsg§ltuk ®s SPOT kamera seg²ts®g®vel 

§llatonk®nt 5-5 fot·t k®sz²tett¿nk (20x nagy²t§s) a cortexrŖl ®s a hippocampusr·l. A detekt§lt 

fluoreszcens jeleket megsz§moltuk, majd elpusztult sejtsz§m/l§t·mezŖ egys®gben fejezt¿k ki. 

A fluoreszcens festŖd®st csak abban az esetben tekintett¿k sz§molhat· jelnek, ha egy®rtelmŤ 

volt azok sejtmaghoz tartoz§sa. Az adatok statisztikai ®rt®kel®s®re egymint§s T-pr·b§t 

v®gezt¿nk. Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k szignifik§nsnak. 

 

3.13. Elektrofiziol·giai m®r®sek elŖk®sz²t®se 

 A fent r®szletezett m·dszerekkel detekt§lt neurodegenerat²v elv§ltoz§sok funkcion§lis 

kºvetkezm®nyeinek vizsg§lat§ra dr. Szegedi Viktor ®s munkat§rsai elektrofiziol·gia 

m®r®seket v®geztek nek¿nk. Fiatal (3 h·napos) ®s felnŖtt (6 h·napos) §llatok (Wt ®s Tg, N=6-

6) hippocampus§b·l 350 um vastag t¼l®lŖ szeleteket k®sz²tettek (McIlwain tissue chopper, 

Campden Instruments), amelyeket 60 percig mesters®ges cerebrospin§lis folyad®kban (130 
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mM NaCl, 3,5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 0,96 mM NaH2PO4, 24mM NaHCO3, 

10mM D-gl¿k·z, pH 7.4) inkub§ltak szobahŖm®rs®kleten, mikºzben 95% O2, 5% CO2 

kever®k®vel folyamatosan §tbubor®koltatt§k. Az egyes szeleteket egy 60db, egym§st·l 200 

um t§vols§gra elhelyezkedŖ, 60 um magas tŤelektr·d§t tartalmaz· 3D-MEA chipre (Ayanda 

Biosystems) helyezt®k. A szºvetet egy f®mh§l·val rºgz²tett®k, majd a m®r®s sor§n 34 CÁ-os 

oxigeniz§lt mesters®ges cerebrospin§lis folyad®kot §ramoltattak §t rajta 1,5 ml/perc 

sebess®ggel. Az adatokat standard MEA k®sz¿l®kkel (Multi Channel Systems, MCSGmbH) 

rºgz²tett®k. 

 

3.14. Ingerl®si protokoll 

 Egy kiv§lasztott elektr·don kereszt¿l bif§zisos (2100/+100 ms), 0,033 Hz-es 

§ramimpulzussal ingerelt®k a Schaffer-kollater§list. A m®r®s sor§n mindig gondosan ¿gyeltek 

arra, hogy szeletrŖl szeletre mindig ugyanazon helyre poz²cion§lj§k az ingerlŖ elektr·dot. A 

kiv§ltott serkentŖ posztszinaptikus mezŖpotenci§lokat (fEPSP) a hippocampus CA1 

r®gi·j§b·l (stratum pyramidale, stratum radiatum) vezett®k el. 30 perc inkub§ci·s peri·dust 

kºvetŖen meghat§rozt§k a kiv§ltott potenci§lok k¿szºb ®s maxim§lis intenzit§s (amplit¼d·) 

®rt®keit. A v§laszok provok§l§s§hoz a tov§bbiakban a maxim§lis intenzit§s ®rt®k 30%-§t 

kiv§lt· impulzusokat alkalmaztak. Stabil 10 perces kontroll szakasz felv®tele ut§n a p§ros 

pulzus facilit§ci·s protokollt (PPF) alkalmazt§k. Rºviden, ha egy preszinaptikus neuron gyors 

egym§sut§nban k®t stimulust kap, akkor a m§sodik stimulusra adott v§lasz nagyobb lesz, mint 

az elsŖre adott. ĉgy k®t 0,033 Hz-es ingerlŖ impulzust alkalmaztak egym§s ut§n 50, 100 

illetve 200 ms-os sz¿netekkel (interstimulus-intervallum), amelyekben egyenk®nt 3-3 

adatpontot rºgz²tettek. Ki®rt®kel®s sor§n a k®t v§lasz amplit¼d·j§nak ar§ny§t vizsg§lt§k. 

 

3.15. LTP ®s depotenc²roz§si protokoll 

 10 perces stabil kontroll szakasz felv®tele ut§n theta-burst stimul§ci·val (TBS) 

maxim§lis intenzit§s¼ hossz¼ t§v¼ szinaptikus hat®konys§g fokoz·d§st (LTP) v§ltottak ki. A 

TBS protokoll 4 ingerlŖ impulzussorozatb·l §llt 20 s-os inter-burst-intervallumokkal. 

Sorozatonk®nt 10 5 Hz-es ingerlŖ impulzust adtak, majd tov§bbi 4 nagy frekvenci§s (100 Hz) 

impulzussal (HFS) LTP-t v§ltottak ki. Az ily m·don kiv§ltott LTP-t 60 percig regisztr§lt§k, 

majd 5 perces alacsony frekvenci§s (3 Hz) ingerl®ssel (LFS) depotenc²roz·d§st v§ltottak ki, 

amelyet 30 percig regisztr§ltak. 
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3. Milyen hat§sa van a hiperlipid®mi§nak a v®r-agy g§t funkci·ra? 

 

3.16. In vivo v®r-agy g§t funkci· vizsg§lat 

A tapasztalt neurodegenerat²v elv§ltoz§sok kiterjedts®g®nek meg§llap²t§s§ra a v®r-agy 

g§t funkcion§lis ®rintetts®g®t vizsg§ltuk. Korosod· (14-15 h·napos) §llatokb·l (Wt ®s Tg) 

norm§l ®s zs²r d¼s t§pon (RM AFE 61% FAT SY (M), Special Diet Services) tartott 

csoportokat (Wt norm§l t§p, Tg norm§l t§p, Wt zs²rd¼s t§p, Tg zs²rd¼s t§p) alak²tottunk ki 

(N=6 minden csoportban). Az etet®st 4 h®ten kereszt¿l v®gezt¿k 61%-os zs²rtartalm¼ t§ppal 

(diszn·zs²r, kazein, dextr·z, szukr·z, DL-metionin, kolin, klorid, vitamin mix, §sv§nyi mix). 

Ezut§n in vivo k²s®rletben 5 ml/ttkg d·zisban i.v. 2%-os Na-fluoreszcein-Evans-k®k oldattal 

kezelt¿k az §llatokat, amelyet 1 ·r§ig hagytunk a kering®s¿kben eloszlani. Ezt kºvetŖen a 

sz²vekbŖl v®rmint§kat gyŤjtºtt¿nk, majd gyors PBS-es transzkardi§lis perf¼zi·t kºvetŖen 5 

agyter¿letet prepar§ltunk ki (cortex, cerebellum, ny¼ltvelŖ-h²d, kºz®pagy, bulbus olfactorius). 

Ezen ter¿letek fest®k tartalm§t in vitro fluorimetri§san m®rt¿k, majd tºmeg¿kre vonatkoztatva 

(mg fest®k/g agyter¿let) adtuk meg. Rºviden: az agy ®s sz®rum mint§kat 50% -os TCA-ban 

(trikl·recetsav) homogeniz§ltuk, majd 12 percig 13000 rpm-mel 4 CÁ-on centrifug§ltuk. A 

fel¿l¼sz·k (250 ul) Evans-k®k tartalm§t 2-2 p§rhuzamost haszn§lva plate readerrel (FLUOstar 

OPTIMA, BMG Labtech). 620 nm-en hat§roztuk meg. A fel¿l¼sz·k (700 ul) Na-fluoreszcein-

tartalm§t l¼gos kºzegben (pH 8 felett) k¿vett§ban, PTI spektrofluorim®terrel (T-format, 

Quanta Master QM-1; Photon Technology Int.) 510 nm-en hat§roztuk meg. Az egyes 

agyter¿letek ®s a sz®rum fest®kkoncentr§ci·inak ar§ny§b·l kºvetkeztett¿nk a v®r-agy g§t 

funkci·ra (Nakagawa ®s mtsai. 2009). Az adatok ®rt®kel®s®hez k®tszempontos ANOVA-t 

haszn§ltunk, amelyet Bonferroni poszt-hoc teszttel eg®sz²tett¿nk ki. Az ®rt®keket p<0,05 

eset®n tekintett¿k szignifik§nsnak. 

 

Az etet®shez haszn§lt (RM- AFE 61% FAT SY (M)) t§p ºsszet®tele: 

¥SSZET£TEL % (W/W) 

diszn·zs²r 31 

nyers feh®rje 17,96 

hamu 3,38 

sz®nhidr§t 36 

nyers rost  0,56 

sz·ja olaj  7% 
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3.17. Kortik§lis mikroerek izol§l§sa 

A hiperlipid®mia v®r-agy g§tra gyakorolt hat§s§t g®nexpresszi· szintj®n kortik§lis 

mikro®r prepar§tumokon vizsg§ltuk. N®gy h®tig zs²rd¼s, illetve norm§l t§pon tartott egerek 

(Wt ®s Tg, N=6-6) agy§t dr. Deli M§ria ®s munkat§rsai seg²ts®g®vel kiprepar§ltuk, amelyekrŖl 

a kisagyat, szagl·gum·t ®s a kºz®pagyi ter¿letet lev§lasztottuk. Az agyh§rty§kat ®s a choroid 

plexust elt§vol²tottuk, majd 3 V j®ghideg szukr·z pufferben (1M szukr·z, 1M HEPES) 

potterrel homogeniz§ltuk. A mielin r®teget tºbbszºri (10 perc, 1000 x g, 4 CÁ) centrifug§l§ssal 

t§vol²tottuk el. Ezt kºvetŖen a makro-, ®s mikroereket v§lasztottuk sz®t szukr·z pufferben 

tºbbszºri centrifug§l§ssal (1 perc 5 m§sodperc, 100 x g, 4 CÁ). Ily m·don a teljes mikro®r 

frakci·t ºsszegyŤjtºtt¿k, a visszamaradt pellet pedig a makro®r frakci·t tartalmazta. Az egyes 

frakci·k tisztas§g§t az izol§l§s sor§n f§ziskontraszt mikroszk·pi§val hat§roztuk meg. A 

tov§bbiakban az ºsszegyŤjtºtt mikro®r frakci·kat centrifug§l§ssal (2 perc 15 m§sodperc, 200 

x g, 4 CÁ) egyes²tett¿k, majd szukr·z pufferben k®tszer, illetve PBS-ben egyszer mostuk, a 

mos§sok kºzºtt pedig centrifug§ltuk (2 perc 200 x g 4 CÁ). A pelletet az utols· PBS-es mos§st 

kºvetŖen 10 percig 10000 x g-vel 4 CÁ-on centrifug§ltuk, majd foly®kony N2-ben 

lefagyasztottuk vagy felhaszn§l§sig Trizolban (Invitrogen) t§roltuk. Mivel a mikroerek az agy 

t®rfogat§nak mindºssze 2%-§t teszik ki, ²gy tºbb §llatb·l sz§rmaz· (N=2 x 3), egyes²tett 

mint§kkal dolgoztunk. Az izol§l§s Tontsch ®s Bauer §ltal le²rt protokoll szerint (Tontsch ®s 

Bauer 1989) tºrt®nt. 

 

3.18. RNS izol§l§s mikro®r frakci·b·l 

 A mikro®r frakci·b·l NucleoSpin RNA II kittel (Macherey-Nagel), a gy§rt· §ltal 

megadott protokollt kºvetve tot§l RNS-t izol§ltunk. Rºviden, a szºvetet l²zis pufferben 

homogeniz§ltuk, majd a liz§tumot szºvetszŤrŖ oszlopra vitt¿k fel ®s centrifug§ltuk. Ezt 

kºvetŖen az RNS-t 70%-os etanollal kicsaptuk, majd szilika membr§nt tartalmaz· oszlopra 

kºtºtt¿k. S·talan²t§st kºvetŖen rDN§z kezelt¿k, majd a membr§nr·l lemostuk ®s steril, RN§z-

mentes v²zben oldottuk vissza. Az RNS koncentr§ci·t ®s tisztas§got (OD260/280) 

spektrofotom®terrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hat§roztuk meg. 

 

3.19. Reverz transzkripci· ®s QPCR 

3 Õg mRNS-t ²rtunk §t 120 Õl t®rfogatban iScript cDNA synthesis kittel (Bio-Rad) a 

kºvetkezŖk szerint: 24 Õl 5x Reaction Mix, 6 Õl iScript RTase, 3 ug (x ul) RNS, 120- (30 + x 

Õl) RN§z-mentes v²z. Az §t²r§s MJ PTC-200 PCR g®pben a kºvetkezŖ protokoll szerint 
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tºrt®nt: 5 perc 25 CÁ, 30 perc 42 CÁ, 5 perc 85 CÁ. Az §t²rt cDNS koncentr§ci·j§t (OD260/280) 

spektrofotom®terrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hat§roztuk meg. 

 Relat²v g®nexpresszi·s vizsg§latainkhoz SYBR Green I alap¼ (FastStart SYBR Green 

Master 2x, Roche; Power SYBR Green PCR Master Mix 2x, Applied Biosystems) detekt§l§si 

m·dszert alkalmaztunk. Az egyes reakci·kat 20 Õl t®rfogatban m®rt¿k ºssze a 

kºvetkezŖk®ppen: 10 Õl 2x SYBR Green Master Mix, 1 Õl 5pmol/Õl primer (Bioneer, 

Microsynth) mix (fw + rev), 100 ng (~1 Õl) cDNS templ§t, 8 Õl steril MQ. A reakci·kat 

Qiagen RotorGene k®sz¿l®kben (FastStart SYBR Green Master 2x-t haszn§lva) az al§bbi 

kond²ci·k szerint futtattuk: denatur§ci· 95 CÁ 10 perc, majd 95 CÁ 15 m§sodperc, hibridiz§ci· 

(annealing) 58-60 CÁ 45 m§sodperc, elong§ci· 72 CÁ 30 m§sodperc, mindezt 40 cikluson 

kereszt¿l ism®telve, v®g¿l pedig az olvad§si gºrbe (melt curve) felv®tele tºrt®nt 50-95 CÁ 

kºzºtt 0,5 CÁ-os emelked®ssel. Kontroll g®nk®nt ɓ-aktint, GAPDH-t ®s RPI13a-t haszn§ltunk. 

A vizsg§lt g®nekre specifikus primer szekvenci§kat a 4. f¿ggel®k tartalmazza) 

A relat²v g®nexpresszi·s v§ltoz§sok (fold expression change) meghat§roz§s§ra a ȹȹCt 

m·dszert alkalmaztuk. Rºviden, az egyes mint§kat a saj§t kontroll g®nj¿kre normaliz§ltuk 

(Ctminta - CtKg®n=ȹCt), majd az ²gy sz§rmaztatott ȹCt ®rt®kekbŖl ȹȹCt ®rt®keket (ȹȹCt=ȹCtTg - 

ȹCtWt), illetve relat²v expresszi·sszint-v§ltoz§st (fold expression change=2
-ȹȹCt
) sz§moltunk. 

A ȹȹCt ®rt®keket log2 sk§l§n §br§zoltuk, overexpresszi·nak az 1 ®s e feletti ®rt®keket, 

represszi·nak a -1, illetve az ez alatti ®rt®keket tekintett¿k. 

 

4. Hogyan modellezhetj¿k a hiperlipid®mia hat§s§ra in vivo kialakult endothel 

diszfunkci·t in vitro a v®r-agy g§t izol§lt primer sejtt²pusain (endothel, 

astrocyta, pericyta)? 

 

3.20. Primer kapill§ris endothelsejtek/pericyt§k izol§l§sa 

 A v®r-agy g§t primer sejtjeinek oxLDL-lel szembeni ®rz®kenys®g®nek vizsg§lat§hoz, 

dr. Deli M§ria ®s munkat§rsai seg²ts®g®vel, izol§lt primer sejtekbŖl teny®szeteket hoztunk 

l®tre, amihez a sejteket a kºvetkezŖk®ppen izol§ltuk: FelnŖtt (6-7 h·napos) §llatok (N=12) 

agy§t kiprepar§ltuk, amelyekrŖl a kisagyat, szagl·gum·t ®s a kºz®pagyat lev§lasztottuk. Az 

agyh§rty§k ®s a choroid plexus elt§vol²t§sa ut§n a mint§kat szik®vel felapr²tottuk, hogy az 

enzimatikus em®szt®shez elŖk®sz²ts¿k. A reakci·t (13,5 ml magas gl¿k·z tartalm¼ DMEM 

[Gibco], 1,5 ml 10 mg/ml kollagen§z II [Sigma], 200 ul 2000 U/ml DN§z I [Sigma]) 40 

percig 37 CÁ-on r§zatva inkub§ltuk. Ezt kºvetŖen 10 ml DMEM hozz§ad§sa ut§n 



- 36 - 
 

centrifug§ltuk (8 perc, 1000 x g, 4 CÁ), majd a fel¿l¼sz·t elt§vol²tottuk ®s a pellethez 12 ml 

20% BSA (Sigma)-DMEM-et adtunk. Đjabb centrifug§l§st (20 perc, 1000 x g, 4 CÁ) kºvetŖen 

a mielin r®teget lesz²vtuk ®s a pelletet k®pezŖ mikroereket DMEM-ben ºsszegyŤjtºtt¿k. A 

mielines fel¿l¼sz·val pedig m®g k®tszer megism®telt¿k az elŖbbi centrifug§l§si l®p®st, 

mikºzben a mikro®r frakci·t folyamatosan gyŤjtºtt¿k. Az ily m·don ºsszegyŤjtºtt mikro®r 

frakci·t 30 percig, 37 CÁ-on r§zatva em®sztett¿k (9 ml DMEM, 1 ml 10 mg/ml 

kollegan§z/diszp§z (Roche), 100 ul 2000 U/ml DN§z I), majd ¼jabb 10 ml DMEM 

hozz§ad§sa ut§n centrifug§ltuk (7 perc, 700 x g, 4 CÁ). A fel¿l¼sz·t lesz²vtuk, ®s a sejteket 13 

ml DMEM-el mostuk, majd centrifug§ltuk (8 perc, 700 x g, 4CÁ) ®s a sejtszuszpenzi·t 60 mm 

ß cs®sz®kbe osztottuk. Endothelsejtek izol§l§sa eset®n a teny®sztŖ m®dium (DMEM/F-12, 10 

ul 100 ug/ml bFGF [Roche], 1ml 10 KU heparin [Sigma]) 15% PDS-t (Sigma) ®s 3 ug/ml 

puromicint (Sigma) is tartalmazott, amely 48-72 ·ra alatt szelekt²ven elpuszt²totta a P-gp-t 

nem expressz§l· sejteket (pericyt§kat). Az endothelsejtek sz§m§ra a Petri-cs®sz®ket 

fibronektin (1 mg/ml, Sigma), IV t²pus¼ kollag®n (1 mg/ml Sigma) ®s steril MQ 8:1:1 ar§ny¼ 

kever®k®vel vontuk be. A pericyt§k nem ig®nyeltek speci§lis bevon§st, teny®sztŖ m®diumuk 

is egyszerŤbb (magas gl¿k·z tartalm¼ DMEM/F-12, 10% FBS [Sigma]). 

 

3.21. Primer astrocyt§k izol§l§sa 

 Dr. Deli M§ri§val ®s munkat§rsaival egy¿ttm¿kºd®s®ben 1-2 napos ¼jsz¿lºtt §llatok 

(Wt ®s Tg, N=4-4) agy§t kiprepar§ltuk, majd a kisagyat ®s a szagl·gum·t lev§lasztottuk. Az 

agyh§rtya elt§vol²t§sa ut§n a szºvetet szik®vel apr· darabokra v§gtuk ®s 10 ml 10% FCS 

(Sigma)- DMEM-ben vett¿k fel, majd egy 40 um p·rusm®retŤ steril nylon h§l·n passz²roztuk 

kereszt¿l. Az ²gy nyert szºvet homogen§tumot 10% FCS-DMEM-ben mostuk §t (5 perc, 4 CÁ 

700 g centrifug§l§ssal), majd a sejtszuszpenzi·t poli-L-lizinnel (5 ug/ml, Sigma) bevont 

flask§kba osztottuk sz®t. K®t nap eltelt®vel, miut§n az astrocyt§k letapadtak, m®diumot 

(magas gl¿k·z tartalm¼ DMEM/F-12, 10% FBS) cser®lt¿nk. 

 

3.22. Immuncitok®mia primer endothelsejteken, astrocyt§kon ®s pericyt§kon 

 Az izol§lt primer sejtt²pusok molekul§ris fenotpiz§l§s§ra ®s az ApoB-100 feh®rje 

detekt§l§s§ra a primer teny®szeteken dr. Deli M§ria ®s munkat§rsai seg²ts®g®vel 

immuncitok®mi§t v®gezt¿nk. A fest®shez a primer sejteket (50000 sejt/coverslip) 50 ul 

m®diumban (endothel ®s pericyta eset®n fibronektin, IV-es kollag®n ®s MQ 8:1:1 ar§ny¼ 

kever®k®vel; astrocyta eset®n poli-L-lizinnel bevont) coverslippekre sz®lesztett¿k, majd 
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miut§n letapadtak, tov§bbi 450 ul teny®sztŖ m®diumot kaptak. K®t napig hagytuk a sejteket 

prolifer§lni, majd tºbbszºri PBS-es mos§st kºvetŖen 3% PFA- PBS (pH 7,4)-el 30 percig, 4 

CÁ-on fix§ltuk Ŗket. A felt§r§st 15 percig 0,2% Triton X-100- PBS-el v®gezt¿k (4 CÁ-on). 

H§romszori PBS-es mos§s ut§n a sejteket 1,5 ·r§ig 5% -os rabbit sz®rummal (Sigma), illetve 

3%-os BSA-PBS-sel szobahŖm®rs®kleten blokkoltuk. ElsŖdleges ellenanyagokkal (hApoB-

100 1:200, 5%-os ny¼l sz®rummal, Cldn-5, ZO1, ɓ-katenin 1:150, GFAP 1:200, 3%-os BSA-

val) O/N 4CÁ-on inkub§ltuk. M§snap h§romszori PBS-es mos§st kºvetŖen m§sodlagos 

ellenanyagokkal (ny¼l anti-kecske A488 1:400, CY3 anti-ny¼l 1:200) 1 ·r§ig 

szobahŖm®rs®kleten inkub§ltuk a sejteket. Tºbbszºri PBS-es mos§st kºvetŖen fluoreszcens 

mounting mediummal (Fluoromount-G, Southern Biotech) fedt¿k le a fedŖlemezeket; 

amelyeket konfok§lis (Leica confocal LSM) mikroszk·ppal ®rt®kelt¿nk. Az egyes festŖd®sek 

fluoreszcencia intenzit§s§t ImageJ szoftver seg²ts®g®vel hat§roztuk meg. Az intenzit§s 

®rt®keket egymint§s T-pr·b§val ®rt®kelt¿k, szignifik§nsnak a p<0,05 ®rt®keket tekintett¿k. Az 

®lŖ/elpusztult sejtek ar§ny§nak meghat§roz§s§hoz kettŖs fluoreszcens sejtmagi jelºl®st 

alkalmaztunk: Hoechst (Sigma)ïeth²dium-homodimer-1 (Molecular Probes) fest®st. (A 

Hoechst az ®lŖ sejtek magj§t k®kre, m²g az eth²dium-homodimer-1 az elpusztult sejtek magj§t 

pirosra festi.) 

 

3.23. In vitro viabilit§si/toxicit§si tesztek primer sejteken 

 Primer endothelsejtek, astrocyt§k ®s pericyt§k nºveked®si kinetik§j§t, valamint oxid§lt 

LDL-el (oxLDL, Biomedical Technologies, Inc.) szembeni ®rz®kenys®g®t vizsg§ltuk, dr. Deli 

M§ri§val ®s munkat§rsaival, val·s idejŤ sejtanaliz§l· rendszerrel (ACEA Biosciences, Inc. 

xCELLigence RTCA-SP), valamint LDH (Cytotoxicity Detection kit [LDH], Roche) teszttel. 

Az §ltalunk alkalmazott oxLDL hum§n plazm§b·l tiszt²tott, 3,5 uM CuSO4-tal 24 ·r§ig 

oxid§lt, 75,6 nmol MDA/mg feh®rje TBARS (TBARS: thiobarbituric acid reactive 

substances) ®rt®kŤ volt. Az oxLDL kezel®s hat§s§ra k®pzŖdºtt intracellul§ris ROS 

mennyis®g®t fluoreszcens indik§tor (klorometil-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacet§t [CM-

H2DCFDA, Molecular Probes]) seg²ts®g®vel m®rt¿k. A m®r®sekhez a sejteket azonos 

sŤrŤs®gben 96-lyuk¼ E-plateken (ACEA Biosciences, Inc.), illetve Assay plate-eken 

nºvesztett¿k, mikºzben a sejtek nºveked®si kinetik§j§t (xCELLigence rendszerrel) idŖben 

folyamatosan kºvett¿k. A stacioner f§zist el®rve mindh§rom sejtt²pus azonos kezel®sben 

r®szes¿lt. 
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3.24. Val·s idejŤ viabilit§s vizsg§lat (xCELLigence rendszerrel) 

 Dr. Deli M§ri§val ®s munkat§rsaival egy¿ttmŤkºd®sben, alul integr§lt arany mikro-

elektr·dokat tartalmaz· 96-lyuk¼ plate-en (E-plate) nºvesztett¿k a sejteket, ®s kºzben 

impedancia m®r®ssel idŖben folyamatosan (3-5 percenk®nt) monitoroztuk a 

nºveked®s¿ket/elektromos rezisztenci§jukat. Az impedancia m®r®s kvantitat²v inform§ci·t 

szolg§ltat a sejtek biol·giai §llapot§r·l (sejtsz§m, viabilit§s). A m®r®sek seg²ts®g®vel a sejtek 

nºveked®si kinetik§ja, kezelŖszerekre adott v§lasza folyamatosan kºvethetŖ. Az impedancia 

®rt®kekbŖl a k®sz¿l®k ¼gynevezett sejt indexet (CI), azaz relat²v impedancia v§ltoz§st, 

sz§rmaztat. £rt®kel®s sor§n normaliz§lt CI-ekkel dolgoztunk, vagyis a kezel®s elŖtt m®rt 

impedancia ®rt®khez k®pesti rezisztencia-v§ltoz§sokkal. 

A sejteket az egyes lyukakban azonos sŤrŤs®gben nºvesztett¿k (endothel: 6000 

sejt/well, astrocyta: 8-10000 sejt/well, pericyta: 5000 sejt/well), majd stacioner f§zisban 

(fenolvºrºsmentes, alacsony gl¿k·z tartalm¼ DMEM-ben) 6-8 p§rhuzamost alkalmazva 24, 

illetve 48 ·r§ig kezelt¿k (nat²v LDL [Biomedical Technologies Inc.]: 200ug/ml, oxLDL 

[Biomedical Technologies Inc.]: 50, 100, 150, 200ug/ml, 1% TritonX-100). 

 

3.25. In vitro toxicit§s vizsg§lat/LDH teszt 

 Dr. Deli M§ria ®s munkat§rsai seg²ts®g®vel, a primer sejtek oxLDL kezel®s hat§s§ra 

bekºvetkezŖ mebr§nk§rosod§s§t vizsg§ltuk LDH teszt seg²ts®g®vel. A m®r®s alapj§t a lakt§t-

dehidrogen§z (LDH) enzim mennyis®g®nek m®r®se k®pezi. Ez az enzim kiz§r·lag sejten bel¿l 

tal§lhat·, azonban bizonyos §gensek okozta citotoxicit§s eset®n a pusztul· sejtekbŖl 

kiszabadul, ®s a m®diumba ker¿l, amibŖl mennyis®ge spektrofotometri§san (492 nm) 

meghat§rozhat·. A sejtekbŖl felszabadul· citoplazmatikus LDH enzim membr§nk§rosod§st 

jelez, ez®rt a nekrotikus sejtpusztul§s indik§torak®nt is haszn§lhat·. A membr§nk§ros²t·, 

nekr·zist okoz· hat§s m®rt®k®vel ar§nyosan nŖ a fel¿l¼sz·b·l m®rhetŖ LDH mennyis®ge. 

 A m®r®shez a sejtekrŖl 40 ul kezelŖ m®diumot (fenolvºrºsmentes, alacsony gl¿k·z 

tartalm¼ DMEM, Hyclone) sz²vtunk le, amelyhez 40 ul LDH reagenst (Cytotoxicity Detection 

kit [LDH], Roche) adtunk. A reagens k®tkomponensŤ, 1 r®sz Catalyst oldatot ®s 45 r®sz 

fest®ket tartalmazott. A sejteket ezut§n 20-30 percig enyhe r§zat§s mellett, sºt®tben 

inkub§ltuk. A reakci·t v®g¿l 8 ul 1M HCl-al §ll²tottuk le, majd plate readerrel (FLUOStar 

Optima, BMG Labtech) 492 nm-en abszorbanci§t m®rt¿nk. Pozit²v kontrollk®nt 1% Triton X-

100-at haszn§ltunk, majd a citotoxicit§s m®rt®k®t ennek sz§zal®k§ban fejezt¿k ki. (Az 1% 

Triton X-100-zal kezelt sejtekbŖl felszabadul· LDH mennyis®g®t 100%-nak v®ve.) Az adatok 
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statisztikai elemz®s®hez k®tszempontos ANOVA-t haszn§ltunk, amit Bonferroni poszt-hoc 

teszttel eg®sz²tett¿nk ki. Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k szignifik§nsnak. 

 

3.26. In vitro ROS m®r®s primer sejteken 

 Dr. Deli M§ri§val ®s munkat§rsaival egy¿ttmŤkºd®sben a primer sejtekben oxLDL 

kezel®s hat§s§ra termelŖdŖ ROS mennyis®g®t vizsg§ltuk fluoreszcens indik§tor seg²ts®g®vel. 

Primer astrocyt§kat, pericyt§kat ®s endothelsejteket (5-6000 sejt/well sŤrŤs®gben) 96-os plate-

ben 1 ·r§ig 50, 100, 150, 200 ug/ml oxLDL-lel (Biomedical Technologies Inc.) ®s 200 ug/ml 

nat²v LDL-el (Biomedical Technologies Inc.) kezelt¿nk (7. f¿ggel®k). (A kezel®s 

fenolvºrºsmentes, sz®rummentes, alacsony gl¿k·z tartalm¼, 0,1% BSA- DMEM-ben tºrt®nt.) 

A kezel®st kºvetŖen a sejtekben termelŖdŖ ROS mennyis®g®t kºvett¿k nyomon 1 ·r§n 

kereszt¿l plate readerrel (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech) 3-5 percenk®nt fluoreszcencia 

intenzit§st m®rve. A m®r®sekhez a kºvetkezŖ fluoreszcens indik§tort haszn§ltuk: CM-

H2DCFDA (Molecular Probes). Az indik§tort 1 uM v®gkoncentr§ci·ban alkalmaztuk Ringer-

Hepesben 1 ·r§ig 37 CÁ-on inkub§lva a sejtekkel. Az indik§tor penetr§ci·j§nak elŖseg²t®s®re 

pluronsavat adtunk a rendszerhez. A m®r®shez 100 uM H2O2-ot alkalmaztunk pozit²v 

kontrollk®nt. Az adatok statisztikai elemz®s®hez k®tszempontos ANOVA-t haszn§ltunk, amit 

Bonferroni poszt-hoc teszttel eg®sz²tett¿nk ki. Az ®rt®keket p<0,05 eset®n tekintett¿k 

szignifik§nsnak. 
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4. Eredm®nyek 

 

1. Milyen hat§ssal van a kr·nikus hipertriglicerid®mia az agyi 

lipidmetabolizmusra? 

 

4.1. A hum§n APOB transzgenikus egerek genotipiz§l§sa 

 A k²s®rleti csoportok kijelºl®se sor§n gondosan ¿gyelt¿nk az egerek pontos ®s prec²z 

genotipiz§l§s§ra. Indokolt esetben a PCR-kat tºbbszºr megism®telt¿k, sz¿ks®g eset®n a 

reakci·kºr¿lm®nyeket ¼jfent optimaliz§ltuk. Kºvetkezetesen csak az egy®rtelmŤ 

eredm®nyeket fogadtuk el, ennek ®rdek®ben megfelelŖ pozit²v ®s negat²v kontroll DNS 

mint§kat alkalmaztunk. 

 

 

1. §bra: Egy reprezentat²v g®lfot· (1,5% AGE) az APOB egerek genotipiz§l§s§r·l (485B1A551A3A9A5A2/1-10 

csal§d eset®n). 

 

 

4.2. Sz®rumtriglicerid-m®r®s 

 Az ApoB m§jban, aort§ban ®s sz²vben val· t¼ltermelŖd®se magas sz®rumtriglicerid-

szint kialakul§s§hoz vezet. A transzg®n hat§sa m§r fiatal (3 h·napos) korban megnyilv§nul (2. 

§bra). 3 h·napos Tg egerek sz®rumtriglicerid-szintje (2,4Ñ0,25 mmol/l) szignifik§nsan 

magasabb (p<0,001), mint Wt-¼ alomt§rsaik® (1,42Ñ0,27 mmol/l). Ez a k¿lºnbs®g k®sŖbbi 

®letkort (9 h·napos) tekintve is fenn§ll (2. §bra): 9 h·napos Tg egerek sz®rumtriglicerid-

mennyis®ge (2,058Ñ0,26 mmol/l) szint®n szignifik§nsan (p<0,001) a Wt ®rt®ke (1,408Ñ0,14 

mmol/l) fºl® magasodik. Az ApoB-100 t¼ltermelŖd®se teh§t igazoltan hipertriglicerid®mi§hoz 

vezet. 
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2. §bra: Fiatal (3 h·napos) ®s felnŖtt (9 h·napos) Tg (fekete oszlop) ®s Wt egerek (sz¿rke oszlop) 

sz®rumtriglicerid-®rt®kei mmol/l egys®gben (§tlagÑSEM, N=6 (3 h·napos), N=7 (9 h·napos). *  Tg szignifik§ns a 

Wt-hoz viszony²tva (p<0,001, statisztikai pr·ba: k®tszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt). 

 

 

4.3. Agyi lipidmetabolizmus 

 Az agyszºvetben felhalmozod· triglicerideket N²lus vºrºs fest®ssel mutattuk ki. A 

magas sz®rumtriglicerid-®rt®keknek megfelelŖen korosod· (10 h·napos) Tg egerekben a 

trigliceridszint az agyban is emelked®st mutat. A Tg §llatok kortik§lis ®s hippokamp§lis 

agyr®gi·j§ban lipidcseppek megjelen®s®t tapasztaltuk, m²g a Wt-¼ §llatokban ez nem volt 

kimutathat· (3. §bra). 

 

 

3. §bra: Triglicerid ®s foszfolipid tartalm¼ lipidcseppek (feh®r ny²l) Wt ®s Tg egerek agyszºvet®ben (N=3-3).  

N²lus vºrºs fest®s (400x nagy²t§s, m®rce: 100um). 
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 Az agyi trigliceridmennyis®grŖl gyŤjtºtt inform§ci·n t¼l, arra is k²v§ncsiak voltunk, 

hogy van-e fokozott koleszterin-metabolizmus a Tg egerek agyszºvet®ben? K®rd®s¿nkre az 

agyszºvetbŖl k®sz¿lt metszetek Filipin fest®s®vel kerest¿k a v§laszt. A koleszterin 

mennyis®g®nek tekintet®ben nem tal§ltunk k¿lºnbs®get az egyes genot²pusok kºzºtt sem 

fiatal, sem pedig idŖsebb korban. Koleszterin akkumul§ci· nem tapasztalhat· egyik vizsg§lt 

csoportban sem (4. §bra). 

 

 

4. §bra: Nem ®szteres²tett (szabad) koleszterin Tg ®s Wt egerek agyszºvet®ben (N=3-3). Filipin fest®s (200x 

nagy²t§s, m®rce: 100um). 

 

 

4.4. Lipoprotein-, ®s amiloidmetabolizmus 

 Az ApoE az egyik legnagyobb mennyis®gben termelŖdŖ lipoprotein az agyban, 

elsŖsorban astrocyt§k szintetiz§lj§k. Sz§mtalan funkci·ja kºz¿l a cellul§ris 

koleszterinszint®zis-, ®s transzport emelendŖ ki, azonban mennyis®ge idegi s®r¿l®s sor§n is 

megemelkedik. Tg egerek kºz®pagyi ter¿letein (pl. substantia nigra) ®s corpus callosum§ban 

fokozott ApoE immunreaktivit§s figyelt¿nk meg, ami intenz²vebb lok§lis koleszterin-, ®s 

foszfolipid-metabolizmusra, vagy regener§ci·s folyamatra utalhat (5. §bra). 

A magas sz®rumtriglicerid-szinttel ®s az intracellul§ris lipidcseppek megjelen®s®vel 

p§rhuzamosan, intenz²v ApoB-100 festŖd®st mutattunk ki Tg egerek stri§tum§ban, corpus 

callosum§ban ®s asszoci§ci·s k®rgi sejtjeiben (5. §bra). Hisztol·giai megfigyel®seinket 

western blot elv®gz®s®vel eg®sz²tett¿k ki, illetve erŖs²tett¿k meg (l§sd: 6. §bra). 
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5. §bra: Peroxid§zos IHC: anti-ApoE ®s anti-hApoB-100 (100x nagy²t§s, m®rce: 100um) ellenanyagokkal az 

asszoci§ci·s k®reg ®s a corpus callosum ter¿let®n (Wt ®s Tg egereken, N=3-3). 

 

 Az immunhisztok®mi§val detekt§lt lipoproteinek relat²v mennyis®g®t 6 h·napos 

egerek agyk®rgi mint§iban western blottal vizsg§lva (6. §bra) azt tapasztaltuk, hogy m²g az 

ApoA-I mennyis®ge szignifik§nsan alacsonyabb (p<0,05), addig az ApoE, az LDLr , valamint 

az ApoB-100 mennyis®ge Tg egerekben szignifik§nsan nagyobb (pApoE<0,01, pLDLr<0,05, 

pApoB<0,001) a Wt-hoz k®pest. A vizsg§lt feh®rj®k mennyis®g®t az egyes mint§kban ɓ-aktinra 

normaliz§ltuk, majd a csoportok ºsszehasonl²t§sa sor§n ezeket az ®rt®keket haszn§ltuk fel. 

Neurodegenerat²v betegs®gekre (k¿lºnºsen az Alzheimer-k·rra) jellemzŖ az APP 

hib§s has²t§sa, ®s ennek kºvetkezt®ben az Aɓ1-40/1-42 peptid felhalmoz·d§sa, valamint 

extracellul§ris amiloid plakkok kialakul§sa a hippocampusban ®s az agyk®regben. Az amiloid 

plakkok jelenl®t®t egy kev®sb® specifikus, alkalikus Kong· vºrºs fest®st (7. B §bra), illetve 

specifikus, Aɓ1-40/42 immunhisztok®mi§t (7. A §bra) alkalmazva k²s®relt¿k meg kimutatni. 

J·llehet az APP N-termin§lis r®sz®re specifikus ellenanyaggal a feh®rje mennyis®g®nek 

nºveked®s®t tapasztaltuk Tg egerekben a Wt-hoz viszony²tva (l§sd: 6. §bra), amiloid 

plakkokat nem tudtunk kimutatni sem a hippocampusban, sem pedig az agyk®regben m®g 

specifikus ellenanyagok (Aɓ1-40/42, Aɓ1-42) haszn§lat§val sem (7. A §bra). Pozit²v kontrollk®nt 

APPswe x PSEN1dE9 kettŖs transzgenikus AD modell egerek agyszºvet mint§it haszn§ltuk, 

amelyekben mindk®t fest®ssel nagysz§m¼ amiloid plakkot siker¿lt detekt§lni (7. A ®s B §bra). 
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6. §bra: Lipoproteinek ®s az APP relat²v agyk®rgi expresszi·ja (§tlagSEM) Wt (sz¿rke oszlop) ®s Tg (fekete 

oszlop) egerekben (N=3-3) ɓ-aktinra normaliz§lva, *  Tg szignifik§ns a Wt-hoz viszony²tva (p<0,05, ill. p<0,01, 

statisztikai pr·ba: egymint§s T-pr·ba). 
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7. §bra: A: Aɓ1-40/42 IHC (Nagy²t§s: 200x, M®rce: 200um) ®s B: Kong· vºrºs fest®s (Nagy²t§s: 100x, M®rce: 

100um) asszoci§ci·s k®reg, hippocampus ®s gyrus dentatus ter¿let®n. AD (APPswe x PSEN1dE9 kettŖs) 

transzgenikus eg®rbŖl sz§rmaz· agyszºvet mint§t haszn§ltunk pozit²v kontrollk®nt. 

 

2. Mik a hiperlipid®mia kºvetkezt®ben kialakul· neurodegenerat²v elv§ltoz§sok 

fŖbb jellemzŖi? 

 

4.5. A Tau-feh®rje hiperfoszforil§ci·ja 

A neurodegenerativ elv§ltoz§sok m§sik fŖ hisztopatol·giai megnyilv§nul§sa a feh®rje 

aggreg§tumok mellett, a hiperfoszforil§lt Tau-feh®rj®k megjelen®se. A Tau-feh®rje 

foszforil§lts§g§t szemikvantitat²v ®s kvantitat²v western blottal, valamint 

immunhisztok®mi§val vizsg§ltuk. ElsŖ l®p®sben a TaupSer
404

-feh®rje mennyis®g®t vizsg§ltuk 

3 ®s 6 h·napos Tg, illetve Wt-¼ egerekben. Kimutattuk, hogy mind 3, mind pedig 6 h·napos 

korban a Tg egerek agyk®rg®ben szignifik§nsan nagyobb a TaupSer
404

-feh®rje mennyis®ge a 

Wt-hoz k®pest (p3h·n<0,05., p6h·n<0,05)(8. §bra). BelsŖ kontrollk®nt ɓ-aktint haszn§ltunk ®s az 

egyes mint§kat erre normaliz§ltuk. 
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8. §bra: A TaupSer
404

-feh®rje b-aktinra normaliz§lt k®rgi expresszi·ja (§tlag Ñ SEM) 3, illetve 6 h·napos Wt 

(sz¿rke oszlopok) ®s Tg (fekete oszlopok) egerekben (N=3-3). *  Tg szignifik§ns a Wt-hoz viszony²tva (p<

 0,05, statisztikai pr·ba: egymint§s T-pr·ba). 

 

A foszforil§lt Tau-feh®rje szºveti kifejezŖd®s®nek mint§zat§t vizsg§lva azt tal§ltuk, 

hogy a TaupSer
404

 ellenanyaggal jelºlt metszeteken Tg egerek agyk®rg®ben axo-szomatikus 

lefut§s¼, az intracellul§ris neurofibrill§ris kºtegekre eml®keztetŖ szºvettani strukt¼r§k 

jelennek meg, m²g ezek a Wt-¼ metszeteken nem mutathat·ak ki (9. §bra). Mivel az §ltalunk 

haszn§lt ellenanyag a Tau-feh®rje egy hiperfoszforil§lt form§j§ra specifikus, elmondhatjuk, 

hogy a Tau-feh®rje a Ser
404

 foszforil§ci·s helyen Tg egerek agyk®rg®ben hiperfoszforil§ltt§ 

v§lik ®s neurofibrill§ris kºtegek form§j§ban az agyszºvetben felhalmoz·dik. Ismert, hogy a 

Ser
404

-es helyen foszforil§lt Tau az Alzheimer-k·r sor§n is nagy mennyis®gben van jelen, 

jellemzŖen az extra-neuron§lis neurofibrill§ris kºtegekben. 

 

 

9. §bra: TaupSer
404

 IHC Wt ®s Tg egerek (N=3-3) asszoci§ci·s k®rg®nek ter¿let®n (Nagy²t§s: 200x, M®rce: 

200um). 
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A tov§bbi§kban megvizsg§ltuk a Tau-feh®rj®k foszforil§lts§g§t 3 ®s 6 h·napos Tg 

egerek agyk®rg®ben, k¿lºnºs tekintettel azokra a foszforil§ci·s helyekre, amelyeken 

Alzheimer-k·r ®s cerebrovaszkul§ris-eredetŤ neurodegenerat²v k·rk®pek sor§n a 

leggyakrabban hiperfoszforil§ltt§ v§lnak. Az §ltalunk vizsg§lt foszfori§lt form§k a 

neurofibrill§ris degener§ci· valamennyi NFT f§zis§t reprezent§lj§k, eset¿nkben azonban a 

hisztol·giai eredm®nyek szerint fŖk®nt az extra-neuron§lis neurofibrill§ris kºtegek jellemzŖ 

komponensei. 
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TaupSer262 (68kDa)
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10. §bra: 3 h·napos §llatok (Wt ®s Tg, N=3-3) agyk®rgi mint§inak b-aktinra normaliz§lt relat²v foszforil§lt-Tau 

expresszi·ja (§tlagÑSEM, statisztikai pr·ba: egymint§s T-pr·ba). 

 


