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1. Bevezetés/Irodalmi attekintés

1.1. A plazmalipidek transzportja

A trigliceridek, a koleszterin és a hosszabb szénlancu zsirsavak nem vagy alig
vizoldékonyak, ezért vérben vald transzportjuk csak segité mechanizmusok révén valdsulhat
meg: a szabad zsirsavak albuminhoz kapcsolddva, a trigliceridek és a koleszterin koleszterin-

észter lipoproteinek belsejében szallitodnak.

1.2. A lipoproteinek felépitése, szerkezete

A lipoproteinek egy trigliceridekbdl és koleszterin-észterekbdl 4llé6 hidrofob magbol,
és ezt koriilvevd foszfolipid membranbol épiilnek fel, amelybe fehérjék, apoproteinek
agyazodnak. Az apoproteinek fontos szerepet jatszanak a lipoproteinek receptorokhoz vald
kapcsolodéasaban, enzimek aktivaldsdban, sét Onmaguk is katalizalhatnak kémiai és
transzportfolyamatokat. A lipoproteinek apoprotein-tartalma jellemz6 az egyes tipusokra, de
egymas kozotti kicserélddésiik is lehetséges. A lipoproteinek feladata a sejtek lipidekkel
torténd ellatasa és a felesleges lipidek elszallitasa. Emellett részt vesznek egyéb anyagok, pl.
szteroid hormonok, karotinoidok és tokoferol szallitasaban is.

A lipoproteineket méretiik és denzitdsuk alapjan kiilonitjiik el, ami szorosan Gsszefiigg
lipid- és fehérjetartalmukkal. Igy megkiilonboztetiink chylomicronokat, (amelyek az exogén
eredetii lipidek transzportjaban fontosak), nagyon alacsony striiségii lipoproteineket (VLDL),
kozepes strtiségti lipoproteineket (IDL), alacsony striiségli lipoproteineket (LDL), nagy
stiriségti lipoproteineket (HDL) és koleszterin-észter transzfer fehérjéket (CETP), amelyek a

trigliceridek és a koleszterin szallitasat végzik.

1.3. Az Apolipoprotein B (ApoB) élettani szerepe

Az ApoB-nek két formdja létezik: ApoB-100 és ApoB-48. Mindkét forma egyazon
struktargén (APOB) terméke. Az ApoB-100 egy 512 kDa-os glikoprotein (4536 aminosav),
amelyet a hepatocytak szintetizalnak. A VLDL, IDL és LDL molekuldk apoprotein
komponense.

Az ApoB-48 az enterocytak szintetizalta chylomicronok apoproteinje. Az APOB gén
altal kodolt fehérje 48%-a, annak csupan N-termindlisat tartalmazza (2152 aminosav). A két
forma 1étezésének oka, hogy a transzkripcié soran a mRNS-ben egy glutamint (GIn) jelent6

CAA kodon UAA stop kodonna alakul dezaminalas révén. Az igy képz6do ApoB-48 ugyan
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képes lipoprotein-tartalma vezikulumokat képezni, de nem tud az LDL receptorhoz (LDLr:
low-density lipoprotein receptor) kotédni. Az ApoB-48 az Apolipoprotein E-vel (ApoE)
egyiitt a chylomicronok receptorfelismerésében jatszik szerepet.

Az ApoB biokémiai funkcidja kettds: részt vesz a VLDL ¢€s chylomicron-szintézisben,
valamint az LDL receptoron keresztiili internalizaciojaban. Az ApoB szintézise szigoruan
szabalyozott folyamat, melyet befolyasol: az inzulin, a szteroidok valamint a sejt koleszterin-

és trigliceridtartalma.

1.4. Az ApoB-hez k6tddd rendellenességek

Az ApoB az emldsok fotalis membranjaiban is expresszalodik, jelezve, hogy mar az
embridgenezis soran fontos szerepet tolt be. Farese és mtsai. (1995) igazoltak, hogy az APOB
deficiencia egerekben letalis fenotipust eredményez. Homozigota APOB K.O. embriok mar a
gesztacios periodus felét sem érik meg, ha mégis, akkor exencephalia miatt életképtelenek. A
heterozigota APOB K.O. egerek a kovetkezé fenotipust mutatjak: 20%-kal csokkent
plazmakoleszterin-szint, 70%-kal csokkent plazma-ApoB-szint, csokkent migraldé pre-p-
(VLDL) és B-lipoprotein-frakcio (LDL). Magas koleszterintartalmu diétan tartva védettek a
diéta indukalta hiperkoleszterinémiaval szemben, igy hipobétalipoproteinémia modellezésére
is alkalmasak. Homanics és mtsai. (1993) is hasonld fejlédési rendellenességre lettek
figyelmesek familidris hipobétalipoproteinémia modellezése sordn. Egérmodelljiikben csonka
ApoB (ApoB-48 és ApoB-70) termelést valositottak meg, azonban homozigotakban ez
gyakran exencephalidval €s hydrocephalidval jart egytitt.

Emberben az autoszomalis recessziven 06rokl6dé null allél homozigdtakban
(abetalipoproteinemia) az ApoB teljes hianyan keresztiil intesztinalis zsirsavfelvételi
zavarokat okoz. A klinikai tiinetek koran, néhany hetes korban jelentkeznek: neuropathias
ataxia, retinitis pigmentosa, acanthocytosis, myopathia. Az idegrendszeri tiinetek a mielin
érintettsége, a lataszavarok a tokoferol és az A-vitamin hianya miatt jelentkeznek.

Mutans  APOB  allélt  hordozd6  homozigéta  egyénekben  (familiaris
hipobétalipoproteinémia) csonka méretli ApoB fehérje képzddik. Ennek kovetkeztében VLDL
ugyan termelddik a mdajban, de nem tud tovabb alakulni LDL-1é. Klinikai tiinetei
megegyeznek az abétalipoproteinémiaéval. Heterozigotdkban az ApoB és LDLr mennyisége
fele vagy harmada a normalisnak, ezért az ilyen egyének legtobbszor tiinetmentesek; az

alacsony koleszterinszint miatt még a coronariabetegségekkel szemben is védettek.



A hiperlipidémia a koleszterin/triglicerid vagy mindketté rendellenesen magas szintje
a vérben. Jollehet tiinetmentes, mégis ndveli bizonyos betegségek kockéazatat: szivinfarktusra
(myocardialis infarctus), érelmeszesedéssel (atherosclerosis) jar6 betegségekre hajlamosit. A
kardiovaszkularis betegségek, a rakos megbetegedéseket is megelézve, vezetd haladloknak
szamitanak, a haldlos esetek 48%-4ért feleldosek vilagszerte (2012-es adat, forras:
http://www.who.int/en/). Ezen betegségek hatterében legtobbszor az atherosclerosis all.
Kivaltoja a magas VLDL- és kis denzitasu LDL-szint (small dense LDL), ami a szérum
lipoprotein-osszetételének megvaltozasat (dyslipidemia) is maga utdn vonja. Az
érelmeszesedés kialakuldsdnak veszélyét noveli: a dohdnyzds, a magas vérnyomas
(hypertonia), a cukorbetegség (diabetes mellitus), az elhizas (obesitas), a szérumlipidek
szintjének ¢életkorral vald fokozatos emelkedése és a mozgasszegény életmod. A
szérumlipidek szintjét befolyasoljak a genetikai tényezdk, a pajzsmirigy-alulmiikodés
(hypothyreosis) és az alkoholfogyasztas is.

Tartésan magas plazmakoleszterin-szint esetén hiperkoleszterinémia alakul ki, aminek
kovetkeztében a koleszterin lerakddasaval plakkok (xanthoma) alakulnak ki az egész
szervezetben: a béron, az iziiletekben, az idegrendszerben, az inak mentén és az artériakban.
Genetikailag 06roklédé valtozata a familidris hiperkoleszterinémia. A heterozigotak
koleszterinszintje mar sziiletésiikt6l fogva a normalisnak mintegy kétszerese, a xanthomak és
myocardialis infarctus kialakulasa 30 év folott varhatd. Homozigotaknal ugyanezek a tiinetek
mar 4 éves korban jelentkezhetnek, igy ezek a betegek altalaban nem érik meg mar a 20.
¢letéviiket sem. A magas LDL-szint a receptor csokkent mitkodésére vezethetd vissza.

Az ApoB-100 tehat alapvetd fontossdgii a lipoprotein-metabolizmusban ¢és a
plazmalipid-transzportban, illetve esszencialis része mindazoknak a lipoproteineknek (VLDL,
LDL), amelyek elsddleges szerepet jatszanak az atherosclerosis kialakulasaban.

Az atherosclerosis egy lassan progredialdo, komplex artériabetegség, melynek
legjellemzObb tiinete az erek intimédjdban megjelend Ca®" tartalma plakk (atheroma). Sulyos
szovédményei lehetnek, mint az érlumen besziikiilése (carotis stenosis), vérzés
(haemorraghia), a plakkok gyulladasa (ulcus) és felszakadasa (thrombosis, embolia) vagy az
elvékonyodott erek kitagulasa (aneurysma). A betegség soran kéttipusu plakk alakulhat ki:
sejtszegény, de kotOszoveti matrixban gazdag, azaz stabil. Ez a fajta a mechanikai
terheléseknek jol ellenall, igy klinikailag hosszl tdvon ,,néma”. Lehet sejtekben €s lipidekben

gazdag, azaz instabil, ami konnyen megreped és trombogénné valik, ami az erek

crer



vékony fibrotikus sapka jellemzd. Erelmeszesedés altal leggyakrabban az agy (stroke), a sziv

koszorus- (myocardialis infarctus) és az alsévégtagok erei (gangraena) érintettek.

1.5. Lipoproteinek a kdozponti idegrendszerben

Az els6 lipoproteinekkel kapcsolatos tanulményok a cerebrospindlis folyadék
lipoprotein-osszetételére fokuszaltak. Megallapitottak, hogy a cerebrospinalis folyadék
lipoproteinjei is tobbnyire szférikusak, méretben és denzitasban pedig a plazma-HDL-hez
hasonlitanak. Periférids megfeleldikhez hasonldan lipidmagbdl és észteresitett koleszterinbdl
éplilnek fel (Martins és mtsai. 2009, Skinner 2002). A plazmatol eltéréen a cerebrospinalis
folyadékban ApoE, ApoA-l, ApoA-II és ApoJ talalhatd meg nagy mennyiségben. Mas
apolipoproteinek, mint ApoA-1V, ApoD ¢és ApoH is megtalalhatok a cerebrospinalis
folyadékban (Koch és mtsai. 2001). Néhany cerebrospinalis folyadékban megtalalhatod
apolipoprotein (pl. ApoE, ApoJ) az amiloid-bétaval (Ap) is Osszefiiggésbe hozhatd (LaDu és
mtsai. 200), ami arra utal, hogy részt vesznek az AP polimerizacidjaban, transzportjaban és
eltavolitasaban (clearance). A cerebrospinalis folyadék lipoproteinjeinek forrasai a plexus
chorioideus epithelium, illetve az astrocytak.

Habar a vér-agy gat a kisebb HDL-szerli partikulumok (ApoA-I, ApoA-II) szamara
atjarhatd, a kozponti idegrendszer lipoproteinjeinek zome helyben, de novo képzdédik (Wang
¢és mtsai. 2014). Ismert, hogy a HDL-nél nagyobb denzitasu partikulumok, igy az ApoE-,
illetve ApoB-tartalmu lipoproteinek nem képesek atjutni a vér-agy gaton. Az ApoB-vel
ellentétben az ApoE agyban és cerebrospinalis folyadékban is nagy mennyiségben jelen van
(Wang és mtsai. 2014, Lajtha 2009, Skinner 2002).

Mai ismereteink szerint az agyban biztosan megtalalhatd, ott szintetizal6do
lipoproteinek a kovetkezdk: ApoE, ApoA-IV, ApoD és ApoJ. A mindezek mellett alacsony
koncentracioban eléforduld egyéb apolipoproteinek (kivéve ApoB) periférids eredetlinek
tekintendok, jelenlétiik a plazmabdl tortént infiltracidval magyarazhato, hiszen mRNS szinten
a fentieken kiviil egyéb apolipoprotein jelenlétét eddig még nem igazoltak (Skinner 2002,
Lajtha 2009, Wang és mtsai. 2014).

Az agyban legnagyobb mennyiségben el6forduldé ApoE elsddleges forrasai az
astrocytak (Yu és mtsai. 2007), de sériilés hatdsara mikroglidk és neuronok is szekretaljak
(Wang és mtsai. 2014). ldegi sériilés soran a degradalodd sejtek koleszterintartalmat a
regeneralddd neuronokhoz szallitja, elésegitve az axonndvekedést és a szinaptogenezist. Az

ApoE expresszioja az €letkorral fokozatosan csokken. Az ApoE tartalmu lipoproteinek harom



legfontosabb funkcidja az agyban: a foszfolipidek ¢és a koleszterin szallitasa ABC (ABC:
ATP-binding casette) transzporterek (ABCA1, ABCGI1) segitségével; az LDLr csalad
fehérjéivel vald kolcsonhatas a neuronok felszinén (axonndvekedés, sejttulélés eldsegitése);
kolcsonhatas az LRP1-en keresztiil megvalosulo cellularis koleszterin felvételi és Ap-
clearance uttal (Lajtha 2009). Bar minimalis direkt kolcsonhatas van az ApoE és a szolubilis
AP kozott a cerebrospinalis folyadékban, az ApoE izoformak mégis képesek szabalyozni a
szolubilis AB-metabolizmust azaltal, hogy astrocytakban versenyeznek az AB-val a LRP1-hez
valo kotédésért (Verghese és mtsai. 2013). Az ApoE harom izoformaja (€2, €3, €4) koziil az
€4 az Alzheimer-kor egyik ismert genetikai hajlamosito tényezdje (Huang, 2011). Az €4 allél
expresszidja fokozza az ApoC kifejez6dését. Huméan ApoCl-et overexpresszald transzgenikus
egerek karosodott tanulasi és memoriafolyamatokat mutatnak (Abildayeva és mtsai. 2008).
Az €2 ¢és €3 izoformak szelektiv expresszidja ApoE K.O. hattéren neuronokban és
astrocytdkban védi a szinapszisokat és dendrittiiskéket a glutaminsav-excitotoxicitdsaval
szemben, sOt az €4 allél astrocytakban szintén protektiv hatdsu. A neuronalis €4 expresszid
azonban a kortikalis neuronok pusztulasat okozza glutaminsav-excitotoxicitast kovetden
(Buttini és mtsai. 2010). Emlitést érdemel, hogy izoformai altal az ApoE képes a Tau-fehérje
foszforilacigjat, ezaltal a neurofibrillaris kotegek Kialakulasat is szabalyozni.

Az ApoJ-t (clusterin) foként astrocytdk, neuronok ¢és ependymasejtek termelik.
Expresszioja az életkor eldrehaladtaval fokozatosan ndvekszik. Az ApoJ egy multifunkcios
glikoprotein, amely neurondlis vagy agyi sériilés, illetve stressz hatasara nagymértékben
termelddik, tovabba a sejtadhézioban, a komplementrendszer gatlasaban ¢és az AP
eltavolitasaban is fontos szerepet jatszik (Lajtha 2009, Skinner 2002).

Az ApoD-t astrocytdk és oligodendrocytdk szintetizaljdk a hippocampusban. Kis
affinitassal koleszterint, nagy affinitassal arachidonsavat, progeszteront és pregnenolont
szallit. Mennyisége elsOsorban idegi sériilés kovetkeztében emelkedik meg, ezért feltételezik,
hogy fontos szerepet tolt be az idegi regeneracioban (Lajtha 2009, Skinner 2002).

Az ApoA-IV a plazmahoz képest joval alacsonyabb mennyiségben van jelen az
agyban és a cerebrospindlis folyadékban. Szintézisét szdmtalan csoport probalta igazolni,
eddig sikerteleniil. Jelenlétét az agyban ezért plazmabdl valo diffuzioval vagy transzporttal

magyarazzak (Lajtha 2009, Skinner 2002).



1.6. A kozponti idegrendszer koleszterin-homeosztazisa

A kozponti idegrendszer lipidmetabolizmusa nagyon intenziv. Mind a neuronok, mind
a gliasejtek membranigénye hatalmas, ezért itt szintetizalédik a legnagyobb szamu
lipidosszetevd. Jellemzéek a hosszi szénlanca (>24 C-atom) struktarlipidek, melyek
koleszterin-észterként, cerebrozidok, gangliozidok vagy szfingomielin dsszetevoiként vannak
jelen.

A koleszterin a biologiai membranok nélkiilozhetetlen épitdkdve, befolyasolja a
membrandinamikat és a sejtszint(i stabilitast. Vitaminok, szteroidok és epesavak prekurzora,
emellett szamos enzim ¢€s receptor miikddését szabalyozza. A szterinek a kdzponti
idegrendszerben foként észteresitetlen koleszterin formajaban vannak jelen (>99,5%), de kis
mennyiségben megtalalhatok dezmoszterinek és koleszterin-észterek is. Legnagyobb
koleszterinsziikséglete a mielinhiivelynek van, melynek lipidtartalma kozel 70%. A
koleszterin az idegsejtek membranjaban nélkiilozhetetlen a membranhoz kapcsolt enzimek,
receptorok, ioncsatornak és endocitdzis szabalyozasahoz.

A vér-agy gatnak koszonhetden, amely hatékonyan megakaddlyozza a lipoproteinek
altal kozvetitett koleszterin transzportot a kozponti idegrendszer irdnydba; koleszterin az
agyban csak de novo szintézis utjan keletkezik (Hayashi 2011). Dacara annak, hogy az
endothelsejtek LDLr, SR-B1, illetve ABCAL1 mRNS-t is expresszalnak, gyakorlatilag nincsen
rajtuk keresztiil megvalosuld koleszterintranszport a perifériarol (Gosselet és mtsai. 2009). A
koleszterin szintézise és felvétele az agyban az astrocytdk és neuronok oOsszehangolt
miikodése révén valosul meg (Kramer 2005). Az astrocytak altal termelt koleszterin ApoE
segitségével szekretalodik és jut el a neuronokhoz, amik LDL receptorok segitségével
felveszik, majd metabolizmusuk soran 24-S-hidroxikoleszterinné alakitjdk. Az ApoE mellett
az ABC transzporterek is ingazd (shuttle) funkciot toltenek be, a gliasejtektdl a neuronokhoz
szallitjak a koleszterint (Lajtha 2009). A kdzponti idegrendszer sejtjei maj x receptor bétat
(LXR-B) expresszalnak, ami az ABC transzporterek mitkodését (pl. ABCA1) szabalyozza
(Wang ¢s mtsai. 2002). Az ujonnan szintetizalt koleszterin ritkdn alakul at koleszterin-
észterekké, rdadasul a féléletideje is hosszabb (mintegy 5 év), mint a periférian (napok). A
legaktivabb koleszterinszintézis a mielinizdcié soran torténik, ami emberben a terhesség
masodik trimeszterétdl 2 éves korig tart. A mielinizaciot kovetden, a koleszterinszintézis
mértéke csokken (Vance és mtsai. 2005).

Az agy koleszterin homeosztazisanak fenntartdsdhoz a szintézis mellett a hatékony

koleszterin efflux is hozzajarul. Sejtszinten az effluxot az astrocytdk apolipoproteinek vagy



lipoprotein-partikulumok segitségével valositjak meg, mig a neuronok kizarélag lipoprotein-
partikulumok segitségével tavolitjak el a koleszterint. Szervi szinten az efflux két modon
valosulhat meg: ApoE-hez kotdtten a cerebrospinalis folyadékon keresztiil (1-2 mg/24 h),
vagy 24-S-hidroxikoleszterinné alakulva szabad diffazioval a vér-agy gaton keresztiil (Lajtha
2009, Bjorkham és mtsai. 2004).

1.7. Neurodegeneracid

A neurodegenerativ folyamat lehet akut (fejsériilés vagy stroke kovetkezménye),
illetve progressziv. A leggyakoribb, életkortdl fiiggetlen progressziv betegség a Sclerosis
multiplex és az Amyotrophias lateral sclerosis, ¢letkorfiiggd pedig az Parkinson-kor és az
Alzheimer-betegség. A neurodegenerativ betegségek heterogének, mind fenotipusukat, mind
kivaltoé okukat tekintve. Tobbnyire a sziirkedllomanyt érintik. Jellemz6 a neuronok fokozatos
pusztulasa és a fehérallomany masodlagos karosoddsa. A betegségek lényeges bevezetd
nélkiil jelentkeznek, el6zetes neurologiai problémaktél mentes egyénekben. Altalanos, kozos
patogén folyamat a mutins vagy sériilt fehérjék abnormalis felhalmozodasa és aggregatum
képzése, amelyek részben extracellularisan helyezkednek el, részben viszont intracelluléris
zarvanyokat alkotnak. Ugyanaz a fehérjeaggregatum azonban tobbféle betegségben is
megjelenhet, emiatt sokszor nem konnyli a neurodegenerativ betegségek egymastol valo
elkiilonitése. A taupathiak nagy csaladja pl. az Alzheimer-koron kiviil a Niemann-Pick-
betegséget, a frontotemporalis demenciat és a Parkinson-kort is magaba foglalja. Az
idegsejtek karosodasanak, pusztuldsdnak a helye a legtobb betegség esetében régio-, sot
sejtspecifikus, legalabbis a betegség korai szakaszaban. A korképek kdzos mechanizmusa az,
hogy a fehérjék valamennyi esetben konformaciovaltozast szenvednek (a-helikalisbol f-
reddss¢ alakulnak) és B-szerkezetli polipeptidlancokat tartalmazd szalakka, fibrillumokka
rendez8dnek. A fibrillumok, s6t a kisebb, diffuzibilis aggregatumok is enzimrezisztensek és
neurotoxikus hatasuak.

A neurodegeneracio klinikai megnyilvanulasa a demencia, amely komplex
tiinetegyiittest takar: a kognitiv funkciok karosodasaval, az értelmi képességek fokozatos
romlasaval és memoriazavarral jar. A demencia legjelentdsebb kockézati tényezdje az életkor:
altalaban 60-65 év folott jelentkezik. A demencia prevalencidja 60 év felett 5-7% kozott van,
2010-ben mintegy 35,6 millid6 demens beteget tartottak nyilvan vilagszerte. Becslések szerint
a demens betegek szama 20 évenként kétszerezOdni fog (forras: http://www.who.int/en/). A

demencianak tobb mint szaz tipusa ismert, leggyakoribb forméja az Alzheimer-kér. A demens



esetek mintegy 60-80%-anak hatterében ez a rendellenesség all. Az esetek 95%-aban a kivalto
ok ismeretlen (sporadikus), mig a maradék 5% bizonyitottan genetikai okokra (familialis)
vezethet6 vissza (forras: http://www.alz.org/).

A sporadikus vagy kés6i megjelenésii Alzheimer-kor kialakulasanak pontos oka
ismeretlen. Mai ismereteink alapjan a betegség multifaktoridlis eredetiinek latszik. A
neurotoxikus AP szintéziséért, illetve lebontasaért felelds proteazok egyenstlyanak zavara, a
szabadgyokok megkdtéséért felelés enzimek alulmiikodése, az idegsejtekben folyd ATP-
termelés csokkenése, a vér-agy gat permeabilitasinak megnovekedése egyarant
hozzajarulhatnak a betegség kialakulasahoz. Altalaban 65 év felett jelentkezik, klinikai és
hisztopatologiai megjelenésében azonban nem kiilonbozik az ordkletes formatol (Zlokovic,
2008 b).

A familiaris valtozat az amiloid prekurzor protein (APP) és a preszenilinek (PSENI,
PSEN2) autoszomalis dominansan 06roklédé mutacioja kovetkeztében alakul ki, ezért a
betegség fiatal korban (kb. 20 év) kezddédik (Zlokovic 2008 a, b). A viszonylag ritka mutaciok
mellett az Alzheimer-kor komoly rizikofaktora az ApoE fehérje polimorfizmusa. Az €2, €3
allél véddé hatasu, viszont az &4 allél jelenléte 17-szeresére noveli az Alzheimer-kor
kialakuldsdnak gyakorisagat (Folin és mitsai. 2005). Az eddigi vizsgalatok szerint az
Alzheimer-koros esetek 15-20%-aért az ApoE ed-es alléljének jelenléte a felelds (Dias és
mtsai. 2014). Az Alzheimer-kér jellemzé hisztopatologiai jegyei: az agyszovet nagyfoka
atrofidja, extracellularis amiloid plakkok és intracelluldris neurofibrillaris kotegek
megjelenése. A betegség elsdsorban a szinapszisok ¢és a cholinerg neuronok pusztulasaval jar.
Feltlin6 a neuronok mitokondriumainak sériilése, elfajulasa, ami komoly ATP-hianyt okoz.

A neuronpusztulas sejtszintli és molekularis mechanizmusat a Hardy-féle amiloid-
kaszkad hipotézis (1992) alapjan (1. abra) a kovetkezoképpen képzeljiik el: Kisebb-nagyobb
agyl traumdk, hipoxia, esetleg genetikai faktorok APP tultermelddéshez vezetnek
(amiloidogén 1t) és (a B- és y-szekeretazok hasitasa altal) nagy mennyiségli APi-a0, APi-42
peptid képzddik. Ezek a peptidek a sejtek felszinén €s az extracellularis térben kiilonb6zo
nagysagi ¢és formdju neurotoxikus aggregatumokat képeznek, amelyek megkotddnek a
neuronok mebranjan. (A monomer AP nem toxikus.) A kotédés hatasara Ca®*-ionok
aramlanak be a sejtbe, és mivel az amiloid aggregatum enzimrezisztens, tartosan ott marad a
membranon, és a Ca**-bearamlas allandosul. A Ca2+-je1 kinazokat (Cdk5, GSK3-B) aktival és
megkezdddik a Tau-fehérjék hiperfoszforilacidja, aminek kovetkeztében a mikrotubulus
halézat dezintegralodik. A hiperfoszforilalt Tau-fehérjék lassan neurofibrillaris kotegekké

aggregalodnak. A magas intracellularis Ca**-szint karositja a mitokondriumokat, aminek
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kovetkeztében az ATP képzodés leall, és nagy mennyiségii reaktiv oxigén gyok (ROS)
képzddik. A mitokondriumbol kiszabaduldé faktorok (AIF, Cytc) beinditjdk a neuronok
pusztuldsat. A mikrotubulus hélézat 0sszeomlasaval megsziinik az axonalis transzport, a
neuron lassan elvesziti dendritjeit ¢és axonjat, legdmbolyddik (dezarborizacio,

vezikularizacio), majd lassan elhal.
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1. abra: A szenilis plakkok képzOdése amiloid kaszkad soran (Forras: Sisodia és George-Hyslop, 2002)

A neurodegenerativ folyamatok masik fontos résztvevdje a Tau-fehérje, amely a
mikrotubulus-asszocialt fehérjék csaladjaba tartozik. Féként neuronokban expresszalodik, de
patologias koriilmények kozott gliasejtek is termelik. Periférids szervekben és sejtekben is
eléfordul, mint: a sziv, a tiid6, a vese, a hasnyalmirigy, izom, here, és fibroblasztok. Az
alternativ splicingnak koszonhetden hat izoformaja 1étezik, amibdl 6t felndttkori, egy pedig
fotalis. Jellemzden 352-441 aminosav hosszuak 45-65 kDa tomegliek, ezaltal az egyes Tau-

variansok méretben kiillonboznek egymastol (Buée és mtsai. 2000).
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2. dbra: A Tau-fehérje domén szerkezete (Forras: Buée és mtsai. 2000)

Szerkezeti felépitését tekintve (Buée és mtsai. 2000) az N-terminalis részén (2. abra)
projekciés domén taldlhatd, aminek segitségével a plazmamembran és a citoszkeleton
elemeivel (aktin, spektrin), a PLC-y-val és az Src-kinazokkal 1ép kapcsolatba. Ez a domén
hatarozza meg a tovabba az axonokban egymas mellé rendez6d6 mikrotubulusok egymashoz
képesti tavolsagat, ezaltal az axonok vastagsagat. C-terminalisa (2. abra) mikrotubuluskoto
domént tartalmaz, amely elsdsorban a tubulin polimerizaciojaért, illetve a PSEN1, PP2A
fehérjék kotéséért fefelds. Ez a domén szabalyozza a fehérje foszforilaltsagi allapotat, hiszen
a 79 ismert Ser, Thr és Pro foszforilaciés hely nagy része itt talalhatd. (A foszforilacid
egyszerre tobb helyet is érinthet.)

A foszforilacios helyek egy-két kivételtdl eltekintve (Ser?®? 28 305 324, 352, 356y o
mikrotubuluskoté domén kiilsé részén helyezkednek el. A fehérje foszforilaltsagi allapota a
cellularis kinazok (PDK, MAP, GSK3, Tau-tubulin kinaz, Cdc2, Cdk5, SAP) és foszfatazok
(PP1, 2A, 2B, 2C) egyensulyatol fiigg (Gong és mtsai. 2000, Liu és mtsai. 2002). Ismert,
hogy a hideg viz és a hdsokk azonnali Tau-foszforilaciot indukal (Buée és mtsai. 2000). A
foszforilaci6 csokkenti a Tau mikrotubulusokhoz vald affinitasat, ezaltal a tubulin

262

polimerizaciojat. A Ser”“-es hely foszforilacidja dramai affinitascsokkenést valt ki, ami

Onmagaban azonban nem elegendd ahhoz, hogy a Tau-tubulin kapcsolat véglegesen

megsz{injon (Buée és mtsai. 2000). A Ser?®

-es hely valamennyi Tau-izoformaban (felnétt,
fotalis) és a neurofibrillaris kdtegekben foszforilalt.

A Tau elsdsorban axonalis fehérjeként ismert, bar kisebb mennyiségben a neuronok
valamennyi kompartmentjében megtaldlhato, ami a foszforilaltsagi allapotat 1is
nagymértékben meghatirozza. A fehérje foszforilacios éallapota az egyes fejlodési

stadiumokban eltérd: fotalisan még nagymértékben hiperfoszforilalt, majd felnétt korra
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foszforilaltsaganak mértéke jelentdsen csokken (Buée és mtsai. 2000). Az aggregalodott Tau-
fehérjéken, akarcsak a nativakon, szamos foszforilacios hely talalhat6. Néhanynak azonban
kitlintetett szerepe van. Megallapitottak, hogy Alzheimer-koros betegekben rendre a
kovetkezOk fordulnak el (az ismert 19 foszforilacios hely koziil): Ser?0% 262, 3%, 404 4o 205
(Buée és mtsai. 2000, Augustinac és mtsai. 2002). A foszforilacié rendkiviil érzékeny
folyamat, ezért a hiperfoszforilacid detektaldsa csak kicsi idéablakban lehetséges. Ischemia
kovetkeztében a Tau-fehérjék gyorsan, mintegy 2 oran beliil defoszforilalodnak (kivéve: paros
helikalis filamentalis-Tau), igy a szoveti ischemia korai markereiként is hasznalhatok,
akarcsak a CaMK2 (Buée ¢és mtsai. 2000). A foszforilaciés helyek ¢és az izoformék
kombinacioi tehat egyiittesen hatdrozzak meg a Tau-fehérje funkcigjat. Mivel a Tau-fehérjék
a mikrotubulus halozat stabilizalasat végzik, fontos szerepiik van az axonndvekedésben és
transzportban, a sejt morfologidjanak, valamint polaritasinak kialakitasaban és
fenntartasaban.

Ismert, hogy Alzheimer-kér soran a Tau-fehérjék aggregalddnak és sejten beliili
neurofibrillaris kotegeket, illetve ezekbe integralodd paros helikalis filamentumokat
képeznek. A neurofibrillaris kotegek (NFT) els6sorban az entorhinalis kéreg és a
hippocampus piramis sejtjeiben, illetve az asszociacidos kéreg I-III. és V-VI. rétegében
jelennek meg (Buée és mtsai. 2000). A neurofibrillaris 1éziok kisebb siirliségben egészséges
idosek agyaban is el6fordulnak. A paros helikalis filamentumok (PHF) intracellularis
filamentozus lerakodasok, melyek f6 immunogén komponensei a hiperfoszforilalt 55, 64,
illetve 69 kDa-os Tau-fehérjék (Tau-triplet). A PHF-Tauk savasabb karakteriiek, azonban
ugyanugy aggregalodnak ¢és hiperfoszforilalodnak, mint a NFT-Tauk (Buée és mtsai. 2000). A
nativ Tau-fehérjék 55-74 kDa kozott harom savba rendezédnek poliakrilamid
gélelektroforézis) soran, mig a PHF-Tauk az 55-69 kDa-os tartomanyban jelennek meg,
amihez ritkdn egy 74 kDa-os sav tarsulhat. Egyszer(i elektroforetikus azonositdsukkal a
neurofibrillaris degeneracié konnyen igazolhato. Alzheimeres paciensekben a primer motoros
és érzo kéreg teriiletén kiviil minden agyteriileten detektalhatok. Egészséges, 75 €v feletti
egyénekben is kimutathatok a hippocampus és az entorhinalis kéreg teriiletén, természetesen
sokkal kisebb mennyiségben (Buée és mtsai. 2000).

Kimura és mtsai. (1996), illetve Augustinac és mtsai. (2002) leirtak, hogy a
neurofibrillaris degeneracié kis, egymast kovetd Iépésekben zajlik. Morfologiailag a
kovetkezd fazisokat kiilonitették el: pre-NFT, intra-neuronalis és extra-neuronalis NFT (3.
abra). Emellett megvizsgaltdk az egyes fazisokba sorolhatd Tauk foszforilacids mintazatat is.

199,202,409 153,175,181,231

Ezek szerint a pre-NFT-Tauk a Ser -es és a Thr -es helyeken, az intra-
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396,422,46,214,262,356 231

-0s és a Thr
396,404,199,202

neuronalis NFT-Tauk a Ser -es helyeken, mig az extra-

, 205,212,214
es é a Thr

neuronalis NFT-Tauk pedig féként a Ser -es helyeken
foszforilaltak. Megallapitottak tovabba, hogy a degeneracio kialakuldsanak ¢és terjedésének
hatarozott strukturalis hierarchiaja van: bizonyos teriiletek korabban érintettek a tobbihez
képest. A neurofibrillaris degeneracié a kovetkezo 1épésekkel irhatd le (Augustinac és mtsai.
2002): El6szor az egészséges neuronokban pontszerii foszfo-Tau lerakodasok jelennek meg
(pre-NFT fazis 3. A, B abra), amelyek filamentézus intracellularis zarvanyokka alakulnak
(intra-neuronalis NFT fazis, 3. C abra), végiil a neuronok elpusztulnak, és helylikon extra-
neuronalis neurofibrillaris kotegekek (extra-neuronalis NFT fazis, 3. D abra) vagy
»szellemkotegek™ (ghost tangle) maradnak vissza. A folyamat sordn tijabb és ujabb foszfo-

epitdpok jelennek meg, melyek szignalként szolgalhatnak az egyes kinazok aktivaciojahoz.

5 B

| /

: =

3. bra: A neurofibrillaris degeneracio morfologiai fazisai (Forras: Augustinac és mtsai. 2002)

A neurofibrillaris degeneraci6 azonban nem Alzheimer-specifikus folyamat,
neurofibrillaris kotegképzddés jellemzo még a Parkinson-kor, Amyotrophias lateral sclerosis,
szupranuklearis bénulas, kortikobazalis degeneracio, frontotemporalis demencia, Pick-
betegség, Down-kor, st még prionbetegség soran is, habar demencias patologia kialakitasara

onmaguban is képesek (Go6tz és Ittner 2008).
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A Tau-fehérje mutacidja frontotemporalis demenciat okoz (Go6tz és Ittner 2008). A
frontotemporalis demencia foként viselkedésvaltozasban nyilvanul meg, mint: dezinhibicio, a
kezdeményezés hianya, apatia, a kornyezet iranti érdeklodés hianya, az itéloképesség és
intuiciok hianya, a személyes higiénia elhanyagolasa, verbalis és fizikalis agresszivitas,
alkoholfiiggdség, lustasdg vagy hiperoralitds. A betegséget altaldban 60 éves kor koriil
diagnosztizaljak. A betegek gyakran mutatnak asszimmetrikus kortikalis atrofiat a frontalis és
temporalis kéreg teriiletén. Az frontotemporalis demencia gyakran motoneuron betegséggel
vagy Parkinson-korral egyiitt fordul el6. Hisztologiailag neurofibrillaris kotegekkel
jellemezhetd, amelyek foként mutans Tau-fehérjékbél éllnak. Erdekes modon a
neurofibrillaris kotegek megjelenése nem korldtozodik kizarolag csak a neuronokra,
astrocytakban és oligodendrocytdkban is jelen vannak. A fehérje mutacidinak ismeretében
szdmos transzgenikus (human és egér) Tau egértorzset hoztak 1étre, amelyekben neuronalis és
glialis neurofibrillaris kotegképzodést, szinaptikus karosodast, idegsejtpusztulast, agykamra
tagulatot, fokozott citokintermelést és mikroglia-aktivaciot figyeltek meg (Gotz és Ittner
2008, Adams ¢és mtsai. 2009). A frontotemporalis demencia egérmodelljein végzett
vizsgalatok szamos érdekes megfigyelést hoztak: kideriilt, hogy a szolubilis Tau toxikusabb,
mint a neurofibrillaris koteg-Tauk, tovabba, hogy a Tau az idegi gyulladas fontos eleme lehet,
valamint, hogy a Tau transzgenikus egerek a frontotemporalis demencia egyik fontos
aspektusdnak, a szupranukleadris bénuldsnak ¢és a kortikobazalis degeneracionak a

modellezésére is alkalmasak, mert glidlis patoldgiaval is rendelkeznek (Gotz és Ittner 2008).

1.8. A hiperlipidémia és a neurodegeneraci6 kapcsolata

Az életkor eldrehaladtaval idegsejtjeink szama csokken, a felidéz6 miikodések
lassulnak. Demenciardl (értelmi hanyatlas, elbutulds) akkor beszéliink, ha a kognitiv
képességek betegség kovetkeztében romlanak. A demencia tehat nem az dregkor természetes
velejardja, hanem egy tiinetegylittes, amelynek f6 Osszetevéi az emlékezdképesség €s
itéeloképesség romlasa, az agykérgi mikodések zavara ¢€és a személyiségvaltozas.
Kialakuldsdnak mechanizmusa szerint lehet degenerativ elvaltozas, érelmeszesedés, fertézés
(pl. HIV) vagy prionbetegség kovetkezménye. Hatterében leggyakrabban az Alzheimer-kor
all, mellette a vaszkularis demencidk jelolhetok meg masodlagos kivaltd okként. Vaszkularis
demenciarol beszéliink minden olyan esetben, amikor a tiinetek az agyi vérellatds barmilyen

okbol bekovetkezo zavara miatt alakulnak ki (Jellinger 2005, Jiwa és mtsai. 2010).
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Megfigyelték, hogy a degenerativ és vaszkularis elvaltozasok vagy akéar ezek
kombinacioja egészséges egyénekben is eldfordulhat, valamint azt is, hogy demencia
Iényeges neurologiai elvaltozasok nélkiil is jelentkezhet. Szamos klinikai tanulmany jutott
arra a megallapitasra, hogy Alzheimer-koros paciensekben az ischemids 1¢éziok jelenléte
fokozza a kognitiv funkciok romlasat. Egészséges patkanyokban az ischemia fokozza az APP
expressziojat, illetve B- és y-szekretazok altali hasitasat. A képzodé AP gyulladasos
mediatorok termelédését serkenti, amik fokozzak a poszt-ischemids gyulladast, igy
hozzajarulnak a cerebrovaszkularis diszfunkci6é kialakulasahoz (Zlokovic 2008, 2011).
Amiloid plakkot nem képz6 APP transzgenikus egerekkel végzett kisérletek azt mutattak,
hogy méar az AP szolubilis formdja is elegendd ahhoz, hogy vaszkularis és kognitiv kdrosodast
okozzon. Ez 6sszhangban all azzal a ténnyel, hogy nem az amiloid plakkok, sokkal inkabb az
ApB oligomerek feleldsek a neuronalis diszfunkcidért és kognitiv karosodasért. Szamos human
klinikai vizsgéalat eredménye tamasztja ald, hogy a vaszkularis kockazati tényezok mind
Alzheimer-kor, mind pedig vaszkularis demencia esetén egyarant fontosak, sét legtobbjiik
kozos is (Jellinger 2007). Az Alzheimer-kor és vaszkularis demencia kialakuldsara
hajlamositd tényez6k a kovetkezok: életkor, atherosclerosis, stroke, hypertonia, tranziens
ischemias karosodas, szivbetegség, az ApPOE ed-es allélje, magas homociszteinszint,
hiperlipidémia, metabolikus szindroma, obesitas, diabetes.

A vaszkuléris demencia a kognitiv hanyatlas gyakori kivaltd oka iddsekben, ami az
esetek tobbségében aterogén diszlipidémiaval és atherosclerosissal jar (Watanabe és mitsali.
2004). A magas szérum-LDL-koleszterinszint ¢érelmeszesedéshez, hosszatavon pedig
szivelégtelenséghez vezet (Cromwell és Barringer 2009). A VLDL ¢és LDL molekulak {6
apoprotein komponense az ApoB-100. Tobb tanulmany jut arra a kdvetkeztetésre, hogy az
ApoB-100 indukalta hiperlipidémia és atherosclerosis nem csupan a kardiovaszkularis, hanem
a cerebrovaszkularis rendszert is érinti (Siile és mtsai. 2009, Martins és mtsai. 2009), ezaltal
hozzajarul a neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz (Martins és mtsai. 2009).

Ismertek olyan tanulméanyok, melyek Alzheimer-koros betegek szérumdban magas
ApoB-koncentraciot mutattak ki (Martins €s mtsai. 2009, Caramelli és mtsai. 1999). Szamos
irodalmi adat igazolja, hogy a lipidhomeosztazis Alzheimer-kor és vaszkularis demencia
esetén zavart szenved, felborul. Ezekben az esetekben egyértelmiien a szterin metabolizmus
zavara ¢érhetd tetten (Liitjohann és mtsai. 2000). Epidemiologiai adatok tdmasztjak ala, hogy
azoknal a betegeknél, akik koleszterinszint-csokkentdt (sztatin) szednek, kisebb gyakorisaggal

alakul ki az Alzheimer-kor (Mathew és mtsai. 2011).
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Alzheimeres betegek post mortem vizsgédlata soran azt taldltdk, hogy bennik a
szérumtriglicerid-, az ApoB- valamint az LDL- ¢és 0&sszkoleszterinszint jelentGsen
megemelkedik (Martins és mtsai. 2009, Caramelli és mtsai. 1999, Sabbagh és mtsai. 2004),
ami az APi.40, AP1-42 fokozott termelddéséhez vezet (Kuo és mtsai. 1998). Mindezek mellett
abnormadlisan felhalmozddott apolipoproteineket és koleszterint mutattak ki az érett amiloid
(AD) transzgenikus egerek fibrillaris amiloid plakkjaiban ApoE és koleszterin kolokalizaciot
mutattak ki. Hasonld6 megallapitasra jutottak ragcsalokon végzett etetési kisérletek soran is.
Koleszterindis tappal etetett egerek szérum-ApoB-szintje megemelkedik, ami fokozott
amilioid-felhalmozddashoz vezet (Shie és mtsai. 2002). Human ApoB-100 transzgenikus
egerek szérumlipoprotein-profil vizsgdlata sordn azt talaltdk, hogy az nagyon hasonld az
Alzheimer-korosokéhoz (Burgess és mtsai. 2006), vagyis magas triglicerid- és normal HDL-,
illetve 6sszkoleszterin-szint jellemzi (Bereczki és mtsai. 2008). Normal tapon tartva az egerek
agyaban a membran-kotott APP mennyiségének csokkenését, mig magas koleszterintartalmu
tapon tartva annak emelkedését figyelték meg (Bjelik és mtsai. 2006). Ezzel sszefliggésben
Xiong ¢és mtsai. (2008) azt tapasztaltak, hogy human AD-0s betegek agyszovetében, illetve
sejtjeiben koleszterinretencid van, ami fokozza a - és y-szekretazok aktivitasat, ezaltal az AP
képzddését. Ezzel parhuzamosan csokkent LXR-B, peroxiszoma proliferacio aktivalo
receptor-gamma (PPAR-y) és retinsav x receptor-alfa (RXR-a) expressziot mutattak ki, amely
feleldssé tehetd a sejtszintli koleszterin eltavolitas zavaraért.

Human vizsgélatok (Morley 2004, Reitz és mtsai. 2005) ramutattak arra, hogy az
obesitas gyenge kognitiv teljesitménnyel hozhaté Osszefiiggésbe. A lehetséges hossza tavi
kivalto okok kozott a metabolikus szindroma tobb eleme is szerepel, mint a hiperglikéma és a
diszlipidémia. Farr és mtsai. (2008) kimutattak, hogy az elhizas a kognitiv funkciok romlasat
okozza azaltal, hogy a trigliceridek karositjdk az hossztava szinaptikus hatékonysag
fokozodas (LTP) N-metil-D-aszparaginsav receptor (NMDA) fliggé komponensét és oxidativ
stresszt indukalnak. A trigliceridek mellett a telitett zsirsavakrdl is bebizonyosodott, hogy
tartos fogyasztasuk karositd hatassal bir. Takechi és mtsai. (2010) telitett zsirsavakat
(palmitinsav, sztearinsav) tartalmazé tappal etettek egereket, aminek kovetkeztében a vér-agy
gat megnyilasat, illetve plazmafehérjék és ApoB agyba torténd bejutdsat mutattdk ki.
Hisztologiai vizsgalatokat végezve azt talaltdk, hogy az ApoB és az AP a plakkokban
egymassal kolokalizal, tovabba eloszlasuk megegyezik az AD modell (APP/PSEN1)
egerekben tapasztalttal. Mindemellett pozitiv korrelaciot allapitottak meg a plazma eredetii

ApoB, és az agyi amiloid felhalmozodas kozott. A vér-agy gat permeabilitdsanak
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fokozddasaval parhuzamosan a plazma-S-100f megndvekedett mennyiségét és csokkent
cerebrovaszkuldris occludin expressziot tapasztaltak. Ezzel szemben az egyszeresen ¢és

tobbszordsen telitetlen zsirsavak a vér-agy gat integritasat nem karositottak.

1.9. A cerebrovaszkularis rendszer és a vér-agy gat felépitése

A cerebrovaszkularis rendszer funkcionalis egységekbdl épiil fel. llyen a
neurovaszkularis egység (4. abra), amely egy komplex, multicellularis egység. Alkotdi a
kapillaris endothelsejtek, pericytak és az érfalat végtalpaikkal kiviilrdl koriiloleld astrocytak
(Zlokovic 2011). A neurovaszkularis rendszer masik funkcionalis egysége a gliovaszkularis
egység, amely egyetlen astrocytahoz tartoz6 endothelsejtek és pericytak dsszességét jelenti.

A vér-agy gat tulajdonképpen a neurovaszkularis egység specializalt endothel
struktaraja, amely az agyi (mikro)kapillarisok belsé felszinét képezi, a pericytakkal,
astrocytakkal és mikroglidkkal egyiittmiikddve szepardlja a neuronokat a plazméban keringd
sejtes elemekt6l (vorosvérsejt, leukocyta). Korlatozza xenobiotikumok, metabolitok,
fertdzések és gyogyszerek bejutasat az agyba (Marques €s mtsai. 2013). Ezaltal biztositva és
fenntartva az érzékeny neurondlis homeosztazist (ion, pH, ozmotikus) ami nélkiilozhetetlen a
neuronhalézatok, a szinaptikus transzmisszié ¢és remodelling optimalis milkddéséhez,
valamint az angio- és neurogenezishez. Szigortian szabalyozott keretet biztosit az agy felé
iranyul6 transzportfolyamatok szamara, tovabba aktivan részt vesz a hemodinamikus
neurovaszkularis kapcsolds, a mikrovaszkularis permeabilitds, a neurotranszmitter
inaktivacio, illetve a neurotrop kapcsolas szabalyozasaban (Zlokovic, 2008). A nem
neuronalis sejtek és neuronok egymassal egyiittmiikodve szabalyozzak az agyi vérataramlast
és a vér-agy gat permeabilitast (Marques ¢és mtsai. 2013). Elsdsorban a vaszkularis és
gliasejtek feleldsek az intersticidlis folyadék allando kémiai milijének megteremtéséért, mig
a pericytdk a vér-agy gattal és a vér-liquor gattal egylittmiikodve megakadalyozzdk a
potencialisan  neurotoxikus és  vaszkulotoxikus makromolekuldknak a  kdzponti

idegrendszerbe valo bejutasat (Zlokovic 2011).
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4. dbra: A neurovaszkularis egység felépitése, sejttipusai (Forras: Zlokovic 2008)

1.10. A vér-agy gat cellularis kapcsolatai

A vér-agy gat egymashoz szorosan kapcsolodd endothelsejtek rétege, amelyek
gatoljék az oldott anyagok vér és agy kozotti szabad kicserélddését. Kivételt képeznek ez alol
a 400-500 Da alatti, kevesebb, mint kilenc H-kotést tartalmazo lipidoldékony kismolekulak,
melyek segitség nélkiil, szabad diffizioval jutnak be az agyba (Pardridge 2002). Az
endotélsejtek egymdashoz szoros (zonula occludens vagy TJ: tight junction) ¢és adherens
(zonula adherens vagy AJ: adherens junction) kapcsold struktirakkal kotddnek.
Réskapcsolatokat (macula communicans vagy GJ: gap junction) is azonositottak mar a vér-
agy gaton, de ezek barrier funkcidban betoltott szerepe egyelére ismeretlen (Zlokovic 2008).
A TJ fehérjék alakitjak ki az agyi endothelre jellemz6 alacsony paracellularis permeabilitast,
magas transzendothelialis elektromos rezisztenciat, illetve a polarizalt membranstrukturat.
Fizikailag szeparaljak el egymastél a sejtmembran apikdlis és bazdlis doménjeit. Az
endothelek ugyanis jellemzdéen polarizalt membrannal rendelkeznek (Zlokovic, 2008, Dejana
¢és mtsai. 2009).

Az agyi endothelen keresztil minimalis a pinocitozis, igy az oldott anyagok
transzcellularis transzportja a plazmabol erdteljesen korlatozott. Az endothelsejtek két
alapvetd transzcellularis mechanizmus segitségével latjak el az agyat a szilikséges
tapanyagokkal: szabad diffuzioval és katalizalt transzporttal (Pardridge 2002, Abbott és mtsai.
2006, Dejana és mtsai. 2009). A kisméretli vizoldékony molekulak paracellularisan, a TJ
fehérjéken keresztill jutnak be az agyba. A katalizalt transzport carrierek vagy receptorok
segitségével valosul meg. A carrierek altal megvalosuld transzport kis tdpanyagmolekuldkat
szallit ms-os sebességgel, ide tartozik pl. a glikéz transzporter (Glutl), a nagy neutralis

aminosav transzporter (LAT1), a mono-karboxilsav transzporter (MCT1) és az adenozin
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transzporter (CNT2) (Abbott és mtsai. 2006, Dejana és mtsai. 2009). A vér-agy gaton
expresszalodo receptorokat hasznald transzportrendszerek pl. az inzulin receptor (IR), a
transzferrin receptor (TfR), az IGF1 és 2 receptor és a leptin receptor (Pardridge 2002). A
koncentraciogradiens ellenében mozgatott komponensek transzportja energiat igényel, ami
szarmazhat ATP-bél (ABC és MRP transzporterek), illetve Na'-koncentraciogradiensbol
(Na'/K" ATP4z miikddésébol).

1.11. A vér-agy gat karosodasa

A neurodegenerativ és cerebrovaszkularis betegségek kozos kivaltd eleme az agyi
hipoperfuzid, az ennek kovetkeztében fellépd hipoxia és endothel diszfunkcio, vagyis a vér-
agy gat karosodasa. A TJ fehérjék karosodasa és az ennek kovetkeztében fellépd
paracellularis permeabilitas-fokozodas, az endothelen keresztiili fokozott transzcitozis
(transzcellularis permeabilitds), valamint a bazalis membran megvastagodasa a vér-agy gat
karosodasanak fizikai megnyilvanulasai (Zlokovic 2011). A TJ, AJ és adaptor fehérjéik
mennyiségének csokkenése szamos nereudegenerativ korkép (demencia, Alzheimer-kor,
Amyotrophias lateral sclerosis, Sclerosis multiplex) soran csékkenést mutat (Zlokovic 2008,
Kalaria 2010). Ez a csokkenés részben az ischemia kdvetkeztében fellépd vaszkularis matrix-
metalloprotedzok mennyiségének vagy aktivitdsanak ndvekedésével magyarazhato,
amelyeknek mind a TJ fehérjék, mind az endothelsejtek, mind pedig a bazalis membran
matrixkomponensei egyforman szubsztratot jelentenek (Rosenberg 2009). A pericyta-
endothel kozotti kapcsolat nélkiilozhetetlen a vér-agy gat kialakitasaban és funkciojanak
fenntartasaban (Nakagawa és mtsai. 2007, Bell és mtsai. 2010). Ismert, hogy a pericytak
hidnya vér-agy gat-karosodast okoz a TJ fehérjék (ZO1, Ocln, Cldn-5) expressziojanak
csokkenése altal, ami fokozott paracellularis permeabilitdshoz, illetve transzcitozishoz vezet
(Bell és mtsai. 2010, Armulik és mtsai. 2010). Mindkét folyamat a plazmaban kering6 kis és
nagy molekuldk extravazaciojat okozza. Pericyta deficiens egerekben az életkorral
progressziven csokken a pericytak szama, ami vér-agy gat-karosodashoz, mikrovaszkularis
degeneracidhoz, neurondlis diszfunkcidhoz, kognitiv karosoddshoz és neurodegenerativ
elvaltozasokhoz vezet (Bell és mtsai. 2010). A pericytak lizoszomai szamos exogén ¢és
endogén fehérjét tarolnak ¢és bontanak le (szérum-immunglobulinok, fibrin), amelyek
felszabadulnak ¢és tovabb karositjdk a vér-agy gatat (Bell és mtsai. 2010, Broadwell és

Salcman 1981). A vér-agy gat sériilése jellemzéen killonféle anyagok szovetbeli

crer
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crer

crer

¢és mtsai. 2010, Mhatre ¢és mtsai. 2004). Az agyba keriild plazmin a neuronalis laminin
lebontésat katalizalja, igy jelentds mértékben hozzajarul a neuronok sériiléséhez (Chan és
Strickland 1997). A vorosvérsejtek szamanak novekedése karos hemoglobin-eredetii
neurotoxikus termék pl. vas megjelenéséhez vezet, ami ROS termelddést indukal (Zhong és
mtsai. 2009). A plazmafehérjék bejutasa okozta vazogén 6déma mellett a lokalis szoveti
ischemia-hipoxia az ATP-és Na'-raktarak kimeriiléséhez vezet, aminek kovetkeztében az
endothelsejtek és astrocytak duzzadni kezdenek (citotoxikus Odéma), amihez az AQP4
ischemia kovetkeztében megemelkedd expresszidja is hozzajarul (Simard és mtsai. 2007,

Hoshi és mtsai. 2011).

1.12. A cerebrovaszkularis rendszer hipoperfazié és hipoxia hatasara bekovetkez6 patologias

elvaltozasai

Az agyi vérataramlast a neuronok lokalis aktivitidsa és metabolizmusa szabalyozza
(neurovascular coupling). Agyi aktivaci6 sordn a pidlis és intracerebralis erek szabalyozzak az
agyi vérataramlas lokalis novekedését (functional hyperaemia). A neurovaszkularis kapcsolas
megvalosulasahoz a pialis keringés intaktsaga, illetve a pericytak és a vaszkularis
simaizomsajtek vazoaktiv stimulusokra adott egészséges valaszadd képessége sziikséges
(Zlokovic 2011). A vaszkularis simaizomsejtek és pericytak a cerebralis artériak kontrakciojat
csokken az agyi vérataramlas, valtozasok kovetkeznek be az érrendszerben (Zlokovic 2008,
2011): Elvékonyodott, 6sszeesett, acellularis erek (string vessel) jelennek meg, a mikroerek
denzitasa jelentdsen csokken; az endothelsejtek mitokondriumainak és TJ fehérjéinek szama
csokken, fokozott pinocitodzis jellemzd; a bazalis membranban kollagén és perlekan
lerakodasok jelennek meg; a funkcionalis hiperaemia jellemz6éen csokken. Az ApoE &4-es
alléljét hordozd egyénekben az agyi vérataramlds nagyobb mértékli regiondlis redukciojat
tapasztaltak egészséges egyénekhez képest (Thambisetty és mtsai. 2010). A progressziv agyi
vérataramlas csokkenésnek dramai kovetkezményei vannak a neurokra nézve. Mar a
mérsékelt agyi vérataramlas csOkkenés (oligaemia) is szinaptikus plaszticitds valtozast
(ladecola 2004), mig a kdzepes vagy sulyos agyi vérataramlas redukcié neurotranszmisszios
zavart (Kalaria 2010), a pH ¢és elektrolit egyensuly felborulasat, 6déma és fehérallomanyi

1ézidk kialakuldasat okozza. A  80%-ndl nagyobb agyi vératdramlds csokkenés
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neuronpusztulast valt ki (Smith és mtsai. 1999). Az agyi vérataramlds csokkenés intenziven
vizsgalt teriilet az Alzheimer-korral kapcsolatban. Agyi vérataramlas csokkenés és/vagy
diszregulacio tapasztalhato az Alzheimer-kor kialakulasa altal leginkabb veszélyeztetett id6s
egyénekben, ami mar joval a kognitiv karosodas és AP akkumulacio elétt detektalhaté (Smith
és mtsai. 1999, Bookheimer ¢és mtsai. 2000). Neurologiailag egészséges egyénekben az
¢letkor eldére haladtaval novekvd vaszkularis permeabilitds figyelhetd meg (Farrall ¢és
Wardlaw 2009). Vaszkularis demencidban, Alzheimer-korban és ischémias agyi
kisérbetegségben szenvedd betegeknél nagyobb vaszkularis permeabilitds fokozodast
mutattak ki egészséges id6s egyénekhez képest (Farrall és Wardlaw 2009). Alzheimer-koros
betegekben a pialis és intracerebralis erekben AP halmozodik fel, ami cerebralis amiloid
angiopathiat okoz. A cercbralis amiloid angiopathia az alzheimeres betegek 80%-anal
jelentkezik (Jellinger 2010). Kimutattak, hogy igazolt cerebralis amiloid angiopathiaval
rendelkezd Alzheimer-koros betegek kis artéridiban ¢&s arterioldiban a vaszkuldris
simaizomsejtek atrofiasak, ezért az erek fala konnyen megrepedhet és intracerebralis vérzés
alakulhat ki. Ez az esetek 30%-aban ¢l6 is fordul, és jellemzéen hozzajarul a demencia
kialakulasahoz, illetve stlyosbitja azt (Cordonnier 2011). APP mutaciét hordozé egyénekben
a cerebralis amiloid angiopathia sokkal sulyosabb, ezért gyakran okoz haemorrhagias vérzést
(Rovelet-Lecrux ¢s mtsai. 2006). Demencias betegekben a sejtek gliikoz felvétele a
normalisnal alacsonyabb, ami a Glutl csokkent expresszidjaval is tarsulhat (Zlokovic 2011).
Az AP vazokonstriktor hatassal is rendelkezik, ami hozzajarul Alzheimer-koéros betegekben
megfigyelheté csokkent hiperaemia kialakulasahoz. A vaszkularis simaizomsejtek is
tamogatjak ezt a folyamatot azaltal, hogy hiperkontraktilis fenotipust mutatnak magas
cerebrovaszkularis szérumvalaszfaktor (SRF) és myocardin (MYOCD) hatasara (Zlokovic
2011). Igazoltak, hogy a P-gp (ABCBI1) expresszidja az életkorral fokozatosan csokken, a
karos anyagok eltavolitasa az agybol igy folyamatosan lassul (Bartels és mtsai. 2009).
Hipoperfuzi6 és hipoxia hatasara a parenchimalis erekben, astrocytdkban, €és az intrathecalis
térben a vaszkularis eredeti novekedési faktor (VEGF) expresszidgja megemelkedik
Alzheimer-koros betegekben. Az agyi mikroerek ezen kiviil egyéb angiogén hatast anyagot
(IL-1B, IL-6, IL-8, TNF, MCP1, trombin, ANG2, HIF-1a) termelnek (Grammas 2011). Ezek
az eredmények egyelére szemben allnak minden eddigi tapasztalattal, mert ezidaig senki sem
mutatott ki fokozott vaszkularitast Alzheimer-kor esetén. Ennek oka talan abban keresendo,
hogy az AP jelentds antiangiogén hatassal is bir. A hipovaszkularitas mellett sz0l az is, hogy

Alzheimer-koros betegek endotélsejtjeiben extrém alacsony mezenchimalis homeobox fehérje
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2 (MEOX2) expressziot tapasztaltak, ami felelés lehet a hipoxiara és VEGF-ra adott hibas

Human demens betegeken és allatmodelleken végzett vizsgalatok a kovetkezokre
mutattak ra (Zlokovic 2011): Hipoxia hatasara glutaminsav excitoxicitas 1ép fel, ezzel egy
idoben a glutaminsav astrocytak altali visszavétele is csokken. A Tau-fehéjék
hiperfoszforilalodnak, fokozddik az AP termelddés és oligomerizacio, ezzel parhuzamosan a
neprilysin termelddés pedig csokken. A MEOX2 expresszio jelentds csokkenést mutat
endothelben, mig a vaszkularis simaizomsejtekben MYOCD expresszid6 novekedés
tapasztalhatd. A mitokondridlis ROS termelddés nd, ami kdzponti szerepet tolt be a HIF-1a
regulacidja ala tartozé szignalutak (talélés, adaptaciod, sejtciklus, apoptozis) szabalyozasaban.
Cerebrovaszkularis karosodas hatasara az endothelsejtek metabolizmusa megvaltozik, szamos
neurotoxikus (trombin) és gyulladasos faktort (NO, TNF-a, IL-1pB, IL-6), kemokint (MCP1,
IL-8), prosztaglandinokat, matrix metalloproteazokat, leukocyta adhéziés molekulakat

termelnek.
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2. Célkitiizés

Az utobbi évtizedekben nagy hangstulyt kaptak a neurodegenerativ betegségekre
fokuszalo kutatasok. Az atlagéletkor novekedése az idoskori demencidk széles skaldjanak
megjelenését eredményezte. A kognitiv funkcidok hanyatlasaval jar6 korképek koziil
leggyakoribb az Alzheimer-kor, amely az esetek mintegy 75-80%-at teszi ki. Az esetek
tovabbi 15-20%-ban a demencia vaszkularis eredetre vezethetd vissza. A demenciak
kialakulasdban a cerebrovaszkularis rendszer diszfunkcioja, valamint a hiperlipidémia
egyarant fontos tényezdk. Klinikai megfigyelések tdmasztjak ald, hogy a hiperlipidémia és a
kovetkeztében kialakuld cerebrovaszkuldris elvéaltozasok neurodegenerativ folyamatokhoz
vezetnek.

Kisérleteink soran a hApoB-100 fehérjét tultermeld transzgenikus egértorzset
hasznaltuk, amelyet korabban laboratériumunkban allitottak elé (Bjelik és mtsai. 2006).
Kimutattak, hogy a transzgenikus allatok normal tapon tartva magas szérumtriglicerid-
szinttel, koleszterindus tapon tartva magas szérumkoleszterin-szinttel rendelkeznek (Csont és
mtsai. 2007). Ez az egértdrzs zsirdGs tapon tartva az atherosclerosis egyik validalt
allatmodellje. A transzgenikus allatokban, mesterséges ischémia hatdsara, az agyi mikroerek
denzitasanak nagymértékii csokkenése, illetve ezt kompenzalando a kapillarisok atmérdjének
novekedése tapasztalhaté (Siile és mtsai. 2009). A hat hoénapos transzgenikus allatok
agykérgében és hippocampusaban kiterjedt neuronalis apoptdzis, illetve ennek kdvetkeztében
az agykamrak erdteljes tdgulata figyelhetd meg (Bereczki és mtsai. 2008).

Ezek ismeretében célunk a hiperlipidémia €s a neurodegeneracido kozotti kapcsolat
vizsgalata volt hiperlipidemias transzgenikus egerekben. Feltételezésiink szerint a tartds
hiperlipidémia nem csak a kardiovaszkularis, hanem a cerebrovaszkularis rendszert is érinti,
ott is érkarosodasokat indukal. Az endothel karosodas kovetkeztében fellépd szdveti
hipoperfuzié és ischemia oxidativ stresszt okoz, ami a vér-agy gat integritasanak sériiléséhez
vezet. Ezek az elvaltozdsok a neurodegenerativ folyamatok elinditasanak vagy
felgyorsitasanak iranyaba hatnak, amik szinaptikus és neuronalis diszfunkcidoban, végiil

neuronalis apoptdzisban manifesztalodnak.

-22-



Munkdénk soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Milyen hatassal van a kronikus hipertrigliceridémia az agyi lipidmetabolizmusra?
2. Mik a hiperlipidémia kovetkeztében kialakulo neurodegenerativ elvaltozasok fébb
jellemz6i?
3. Milyen hatésa van a hiperlipidémianak a vér-agy gat funkciora?
4. Hogyan modellezhetjiik a hiperlipidémia hatasara in vivo kialakult endothel diszfunkciot in

vitro a vér-agy gat izolalt primer sejttipusain (endothel, astrocyta, pericyta)?

A tervezett kisérletek kivitelezését tobb kutatocsoporttal egyiittmiikodve valdsitottuk
meg:
A neurodegenerativ elvaltozasok morfoldgiai vizsgalatidban, valamint az elektrofiziologiai
mérések elvégzésében prof. Penke Botond, dr. Szegedi Viktor és a Neurodegenerativ
betegségek kutatolaboratoriumanak munkatarsai (SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet)
nyujtottak segitséget.
A vér-agy gat funkcionalis vizsgalataban és a vér-agy gat sejtjeivel valo in vitro munkakban
dr. Deli Maria ¢és a Bioldgiai barrierek kutatécsoport (MTA SZBK Biofizika Intézet)
egylttmiikodését kértiik.
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3. Anyagok és modszerek

1.  Milyen hatdssal van a  kronikus  hipertrigliceridémia az  agyi

lipidmetabolizmusra?

3.1. Kisérleti allatok

Vizsgalataink soran a sajat laborunkban korabban eldallitott a hApoB-100 fehérjét
tultermeld transzgenikus egértorzset hasznaltuk (Bjelik ¢és mtsai. 2006). Ezzel a
lipidtranszportban ¢és lipidmetabolizmusban meghatarozé szerepet jatszo fehérjék aranyanak
mesterséges megvaltoztatasa révén olyan, a lipidanyagcsere szempontjabol ,,humanizalt”
egereket hoztunk 1étre, amelyek a human atherosclerosis modellezésére alkalmasak. A torzs
CS57BL6/J hattéren, heterozigéta formaban hordozza a transzgént. Vad tipusu kontrollnak
ezért a transzgént nem hordoz6 alomtdrsakat haszndltuk az egyes vizsgalatok soran. Az F1
(B6CBAF1/J) hibrid (C57BL/6J x CBA/J) petesejt donoroktdl szarmazo transzgenikus
utédokat hatszor kereszteztik vissza a CS57BL/6J torzzsel, hogy az 0Osszehasonlito
kisérletekhez minél homogénebb genetikai hatteret biztositsunk. Megallapitottuk, hogy a
létrehozott transzgenikus egértérzs a majban, a szivben, az aortaban és a szérumban termeli
tal (2. fuggelék) a human ApoB-100 fehérjét (Bereczki és mtsai. 2008). Megfigyeltiik, hogy a
transzgén hatdsara atherosclerosis 6 honapos korra alakul ki, ezért vizsgélatainkat ehhez a
korcsoporthoz igazitottuk, illetve konzekvensen tigyeltiink arra, hogy az allatok minimum 6
honaposak legyenek. Az IHC, illetve Kongd vords festéshez pozitiv kontrollként AD
(APPswexPSEN1dE9 kettds {Jackson Laboratory, stock number: 004462}) transzgenikus
egereket hasznaltunk.

Kisérleteink soran az allatokat allando, kontrollalt koriilmények kozott (12 ora fény/12
ora sotét ciklus, 21 C° tartdsi hdmérséklet, igény szerint hozzaférhetd ivoviz és normal

ragcsalotap) tartottuk.

Az egyes vizsgalatok soran alkalmazott allatcsoportok (nem: himek, ndstények vegyesen,

¢letkor) és kezelések:

VIZSGALATI MODSZER GENOTIPUS ELEMSZAM KEZELES

szérumtriglicerid mérés Wt/Tg 3 héon N=6-6 -
Wt/Tg 9 hon N=7-7 -
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Nile red festés Wt/Tg 10 hon N=3-3 -
Filipin festés Wt/Tg 14 hon N=3-3 -
IHC Wt/Tg 6 hon N=3-3 -
AD Tg 6 hon N=1 -
Kong6 voros Wt/Tg 6 héon N=3-3 -
AD Tg 6 héon N=1 -
western blot Wt/Tg 3 hén N=3-3 -
Wt/Tg 6 hon N=3-3 -
kvant. western blot Wt/Tg 6 hon N=3-3 -
Golgi impregnacio Wt/Tg 6hén N=5-5 -
Fluoro-Jade C Wt/Tg 6 hon N=6-6 -
Elektrofiziologia Wt/Tg 3 hén N=6-6 -
Wt/Tg 6 hon N=6-6 -
kortikalis mikroér génexpresszio | Wt/Tg 14-15hoén |  N=6-6 61% lipid
in vivo vér-agy gat funkcio tartalmu diéta
4 hétig
astrocyta izolalés Wt/Tg 2 nap N=4-4 -
VIZSGALATI MODSZER GENOTIPUS ELEMSZAM KEZELES

3.2. A genomi DNS izolalasa

Az Ujsziilott egerek genotipizalasa farokmintabol izolalt DNS-bol tortént a
kovetkezOképpen: 10 napos 0jsziilott egerek farkabol kb. 0,5 cm-es darabot vagtunk, amit
O/N 55 C°-on emésztettiink 200 ul TNES-t (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 400 mM NaCl, 100
mM EDTA pH 8,0, 0,6% SDS) és 10 ul proteinaz K-t (20 mg/ml) tartalmazé oldatban.
Masnap 55 ul tultelitett NaCl oldattal folytattuk a minta feltarasat, majd 10 perc centrifugalas
(13000 rpm) utan a feliiliszot egy tiszta eppendorf csdbe mértiik at, amib6l 1V (210 ul)
kloroformmal kicsaptuk a fehérjéket és a lipideket. Ujabb 10 perces centrifugalas (13000
rpm) utan a feliiliszot ismét egy tiszta eppendorf csObe pipettaztuk at, amibdl a DNS-t 1V
(210 ul) jéghideg, abszolut etanollal kicsaptuk; majd 30 perces 4 C°-0s (13000 rpm)
centrifugalassal kiiilepitettiink. A képzodott DNS pelletet 500 ul 70%-o0s etanollal mostuk,
majd 5 perc (13000 rpm) centrifugalas utan az etanolt eltavolitottuk, és a pelletet
szobahdmérsékleten szaritottuk. A DNS-t ezutan 1 6ran at 65 C°-on oldottuk vissza 50-100 ul
10 mM Tris-HCl-ben (pH 7,4). Koncentracidjukat és tisztasagukat (OD2g0/280)
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spektrofotométerrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hataroztuk meg. A mintékat
felhasznalasig -20C°-on taroltuk.

3.3. Genotipizalas PCR-val

« ey

primer part hasznaltunk (APOB forward: 5-AGAAGGTTCCAGATGTCTATGAGG-3,
APOB reverse: 5'-TCCAAGTATCTGTCTTCAAGAAACC-3’), hogy elkeriiljiikk az endogén
ul templat DNS (400 ng) és 15 ul PCR reakcio mix (6,5 ul steril, sziirt MQ; 2,5 ul 10 X
NH4(SOy,), puffer, 2 ul 25 mM MgCl;, 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 polimeraz). A reakciokat MJ PTC-200
tipusi PCR gépben futtattuk a kovetkezd programot alkalmazva: 95 C°-5 perc
enzimaktivacio, 95 C°-1 perc denaturacio, 56 C°-40 masodperc hibridizacio, 72 C°-1 perc
polimerizécid, 72 C°-4 perc utdpolimerizacié (final extension), utdobbi harom Iépést 35
cikluson at ismételve. A PCR termékeket 1,5%-os agardz gélen szeparaltuk és Et-Br-festéssel

tettiik lathatova.

3.4. Szérumtriglicerid-szint meghatarozas

Az egerek szérumlipid-profiljat kolorimetrias szérumtriglicerid méréssel vizsgaltuk.
Fiatal (3 honapos, N=6) és korosodd (9 honapos, N=7) vad tipusu (Wt), illetve transzgenikus
(Tg) allatok farokvénajabol vért gyijtottiink, amelyet 1,5 6ran keresztiil 37 C°-on, majd O/N
4 C°-on inkubalva megalvasztottunk. Masnap az alvadékot 15 percig, 4 C°-on (2000 x Q)
centrifugaltuk, majd a tiszta, hemolizismentes feliilluszot (szérumot) egy tiszta eppendorf
csObe mértiik ¢és felhasznalasig -80C°-on taroltuk. A szérumok trigliceridtartalmat
enzimatikus kolorimetrids teszttel (Triglicerid ADPS stabil reagens, Diagnosticum Zrt.)
hataroztuk meg lipid standardokat is felhaszndlva. Mintanként 3 péarhuzamos mérést
végeztiink plate readerrel (Thermo Scientific Multiskan FC) 546nm-en. A mért értékeket
mmol/l egységben adtuk meg. A statisztikai elemzést kétszempontos ANOVA-val,
Bonferroni poszt-hoc teszttel végeztik. Az értékeket p<0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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3.5. Nilus voros festés

Azért, hogy a cerebralis trigliceridszintrdl is informaciot gyijtsiink, agyszoveten Nilus
voros festést végeztiink. Korosodd (10 honapos) allatok (Wt és Tg, N=3-3) agyat
transzkardialis perfuziot (PBS) kovetden eltavolitottuk, majd nativan O.C.T. (Sakura Tissue-
Tek) médiumba agyaztuk. Kriomikrotommal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag
szagittalis metszeteket készitettiink, amelyeket 1 percig acetonban fixaltunk, majd 3 x 3
percig PBS-ben mostunk. A festéshez (Fowler és mtsai. 1985, Greenspan és mtsai. 1985
alapjan) 0,5 mg/ml acetonos Nilus vords (Fluka) torzsoldatot készitettiink, amelyet 75%-0S
glicerinnel 4 ul/ml-re higitottunk, majd frissen vakuumsziirtiink. E koncentracioval sététben 1
oraig festettiik a metszeteket (100 ul/minta). A felesleges festéket 3 X 3 perces PBS-es
mosassal tavolitottuk el. A sejtmagokat DAPI-festéssel (Sigma) tettiik lathatova. A kész
metszeteket glicerines PBS-el fedtiik le. Az aranysarga fluoreszcens jelet 530 nm-en, a piros
jelet 560 nm-en detektaltuk fluoreszcens mikroszkdppal (Nikon Eclipse E600). A kiilonb6z6
hulldmhosszoknak koszonhetden az egyes lipid tipusok jol elkiiloniilnek: a neutralis lipidek
sarga szinnel, mig a foszfolipidek ¢és egyéb amfipatikus lipidek (koleszterin, glikolipidek,
zsirsavak) piros szinnel jelennek meg (Amharref és mtsai. 2007, Ranall és mtsai. 2011). A
mikroszkdpos felvételeket SPOT Advanced 4.6 verzioji kamera program segitségével

értékeltiik.

3.6. Filipin festés

A trigliceridszint mellett kivancsiak voltunk arra is, hogyan alakul a koleszterin
mennyisége az agyban, ezért agyszoveten Filipin festést végeztiink. Korosodd (14 honapos)
allatok (Wt és Tg, N= 3-3) agyat transzkardialis perfuziét (4% PFA- PBS) kovetden
eltavolitottuk, majd tovabbi 1 oraig 4% PFA- PBS oldatban fixaltuk. Ezt kovetéen O.C.T.
(Sakura Tissue-Tek) médiumba agyaztuk és kriomikrotommal (Thermo Scientific, FSE) 10
um vastag metszeteket készitettiink. A metszeteket 2 x 5 percig PBS-ben mostuk, majd a
formaldehidet 10 perces 1,5 mg/ml Gly- PBS-es mosassal semlegesitettiik. A festést (Gondré-
Lewis és mtsai. 2003. alapjan) 0,5 mg/ml Filipin- PBS-sel (100 ul/minta, Sigma) végeztiik 2
oran at, sotétben. A felesleges festéket 2 X 5 perc PBS-es mosdssal tavolitottuk el. A
sejtmagokat propidium-jodiddal (Sigma) tettiik lathatova. A kék fluoreszcens jelet 380 nm-en
fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse E600) detektaltuk. A mikroszkopos felvételeket

SPOT Advanced 4.6 verzioju kamera program segitségével értékeltiik.
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3.7. Immunhisztokémia

A cerebralis lipoproteinek, receptoraik, B-amiloid plakkok és foszforilalt Tau-fehérjék
szoveti mintazatdnak vizsgalatara agyszoveten peroxiddzos immunhisztokémiat végeztiink.
Feln6tt (6 honapos) allatok (Wt és Tg, N=3-3) agymintait nativan O.C.T. (Sakura Tissue-Tek)
médiumba agyaztuk, majd kriomikrotommal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag
metszeteket készitettliink bel6liik, amiket 3 percig acetonban fixaltunk. Mintdinkban hApoB-
100-at (Millipore), ApoE-t (Santa Cruz Biotechnology), ABi-40i2-t (Millipore), illetve Taup
Ser*% et (Invitrogen) jeloltink HRP konjugalt, poliklonalis ellenanyagokat hasznalva. A
kovetkez6 protokoll szerint jartunk el: 5 perc PBS-es mosast kovetéen 2 x 20 percig 60 ml (2
x 3ml) 30%-0s H,0,-ot tartalmaz6 metanolban blokkoltuk az endogén peroxidazokat. Majd 2
X 5 perces PBS-es mosast kovetéen 10 percig 0,1 mg/ml I-es tipust kollagenazzal (Sigma)
tartuk fel a mintdkat (100 ul/minta). Ujabb 2 x 5 perces PBS-es mosast kovetden 1 6raig 5%-
os nyul illetve kecske szérummal blokkoltuk a mintakat (100 ul/minta) szobahémérsékleten.
Ezutan O/N 4 C°-on inkubaltuk a mintdkat az elsddleges ellenanyagokkal (50 ul/minta,
hApoB-100: 1:100, ApoE: 1:100, APi.sou: 1:200, TaupSer*®: 1:200). Mésnap 3 X 5 perces
PBS-es mosast kovetden 45 percig inkubaltuk a mintdkat a masodlagos ellenanyagokkal (50
ul/minta, nyul anti-kecske: 1:250, kecske anti-nyal: 1:800, Jackson Immuno Research)
szobahémérsékleten. Ujabb 3 x 5 perc PBS-es mosas utan a metszeteket 5-10 percre el6hivo
reagensbe helyeztiik (5 ml N, N-dimetil-formamid, 5 ml 10x imidazol puffer, UP viz, 20 ul
30%-0s H,0,, 10 mg AEC [3-Amino-9-etil-karbazol] szubsztrat). A barna csapadék
megjelenése utan 2 X 5 perc PBS-es mosassal eltavolitottuk a felesleges hivd folyadékot a
mintdkrol, majd 3 percig Mayer-féle hematoxilinnel magfestést végeztink. A kész
metszeteket glicerines zselatinnal (Merck) fedtiik le és fénymikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon
Eclipse E600). A mikroszkopos felvételeket SPOT Advanced 4.6 verzioji kamera

programmal értékeltiik.

2. Mik a hiperlipidémia kovetkeztében kialakulo neurodegenerativ elvaltozdasok

f5bb jellemz6i?

3.8. Alkalikus Kong6 voros festés

Az amiloid plakkok detektalasanak egyszerti és gyors modjat valasztva, agyszoveten
Kong6 voros festést végeztiink. Feln6tt (6 honapos) egerek (Wt és Tg, N=3-3) agymintait

nativan O.C.T. (Sakura Tissue-Tek) médiumba agyaztuk, amelyekbdl kriomikrotommal
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(Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag szagittalis metszeteket készitettiink, amiket 3 percig
acetonban fixaltunk. A metszeteket 0,5 ml 1%-0s NaOH-ot tartalmaz6 Kongd vords (Sigma)
oldatban (0,3 g Kongé voros, 0,3 g NaCl, 100 ml 80%-os etanolban) festettiik 20 percig. A
lemezeket ezutan 2 X 5 percig UP vizzel mostuk, majd a sejtmagokat 10 percig Mayer-féle
hematoxilinnel festettiik. Ujabb 2 x 5 perces UP vizes mosast kovetden a mintakat glicerines
zselatinnal (Merck) fedtiik le, majd fénymikroszkdp alatt vizsgaltuk (Nikon Eclipse E600). A

mikroszkdpos felvételeket SPOT Advanced 4.6 verzioji kamera programmal értékeltiik.

3.9. Western blot

A cerebralis lipoproteinek, receptoraik, B-amiloid és foszforilalt Tau-fehérje szoveti
mintazata mellett kivancsiak voltunk e fehérjék Wt-hoz viszonyitott relativ expressziojara is,
ezért agyszoveten western blottal vizsgalédtunk. Feln6tt (6 honapos) és fiatal (3 honapos)
allatok (Wt és Tg, N=3-3) agymintaibol cortexet preparaltunk, amibél RIPA pufferrel (150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 50 mM Tris, pH 8.0) fehérjét izolaltunk. Az izolal6 puffer ml-
ként 20-20 ul proteaz inhibitort (12 mg/ml NEM: N-etil-maleimid, 17 mg/ml PMSF: Fenil-
metanszulfonil-fluorid, Sigma) tartalmazott. A homogenatumot 30 percig 4 C°-on
centrifugaltuk (10000 X g), majd a feliiluszo fehérje tartalmat 280 nm-en spektrofotométerrel
(Thermo Scientific Nanodrop ND1000) ellendriztiik. A mintakat 4x mintapufferrel (0,25 M
Tris-HCI pH 6.8, 40% glicerin, 20% B-merkaptoetanol, 0,05% bromfenol kék, 8% SDS)
egységesen 5 ug/ul-re higitottuk, majd 5 percig 95 C°-on denaturaltuk. Ezutan 50-50 ug
fehérjét denaturald poliakrilamid gélre vittiink fel, majd a fehérjéket félszaraz médon PVDF
membranra transzferaltuk. A membrant ezutan 5% sovany tejport, illetve 3% BSA-t (Cohn
frakcio V., Santa Cruz Biotechnology) tartalmaz6 PBST-vel (1,5% Tween-20- PBS)
blokkoltuk 1 éraig szobahémérsékleten. Ejszakara hApoB-100 (Chemicon Int., 1:500),
ApoA-1 (Rockland, 1:500), LDLr (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), ApoE (Santa Cruz
Biotechnology, 1:100), B-aktin (Sigma, 50ng/ml), TaupSer***?% (Invitrogen, 1:500), Taup
Ser®® (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), TaupSer’®* (Invitrogen, 1:1000), TaupSer*®
(Invitrogen 1:3000), TauV-20 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), illetve APP N-terminalis
(Chemicon Int, 1:1000) poliklonalis ellenanyaggal jeldltiik. Mésnap 3 X 15 perces mosast
kovetden 45-60 percig a megfeleld masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk (kecske anti-nyul,
nyul anti-kecske 1:20000-1:50000, Jackson Immuno Research) szobahémérsékleten, majd a
fehérjéket chemilumineszcens HRP (HRP: horseradish peroxidase) szubsztrattal (Millipore

Luminata Forte) rontgenfilmen detektaltuk. A rontgenfilmek denzitometralasat Image J
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program segitségével végeztilk. A statisztikai elemzéshez egymintas T-probat hasznaltunk.

Az értékeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

3.10. Kvantitativ western blot

A Tau-fehérje és a fehérje kinaz C-gamma (PKC-y) hiperfoszforilalt formainak
kvantitativ vizsgalatara immunoblottos analizist készittettiink. Feln6tt (6 honapos) allatokbol
(Wt és Tg, N=3-3) szarmazoé kortikalis szovetmintakat kiildtiink immunoblottos
foszforilacios-profil vizsgalat céljabol (Kinetworks™ Immunoblotting Phosphosite Profiling)
a kanadai Kinexus Bioinformatics Corporation céghez (http://www.kinexus.ca/). A
szolgaltatds keretében a Tau- és PKC-y fehérje foszforilacios helyeit vizsgaltadk tobb
kiilonboz6é gyartotol szarmazo foszforilacios hely specifikus ellenanyaggal 500 ug szovet
lizatumbol. Osszesen 14, targetenként 3-4 ellenanyaggal vizsgaltak a foszforilacios helyek
foszforilaltsagi szintjét (TaupSer'®®, Ser'®22 ser®® ser*™ PKC-y Thri**, Thr®®® ¢s Thr®™).
A fehérje savokat chemilumineszcensen (Bio-Rad FluorSMax Multi-imager) detektaltak,
majd a kapott jeleket egységnyi idére normalizaltdk (1 perc) és percenként detektalt
fényfelvillanasban (cpm: counts per minute) fejezték ki (Pelech és mtsai. 2003). A Wt
allatokban tapasztalt értékeket 100%-nak véve adtuk meg a pPKC-y és pTau cpm értékeit.
Mivel a vizsgalatokat genotipusonként egyesitett mintakon végezték, ezért az dbrakon SD-6t

nem tudunk feltintetni.

3.11. Golgi-Cox ezilistimpregnacio

A dendrittiiske-stirliség  meghatarozasdhoz és  Osszehasonlitd  elemzéséhez
ezlistimpregnaciot végeztiink. Felndtt (8 honapos) allatokbol (Tg és Wt, N=5-5) cervikalis
diszlokaciot kovetden agyat preparaltunk, amelyet 10 mm-s darabokra vagtunk majd A és B
oldat egyenlé aranyt keverékében 3 hétig (az oldatokat idOnként lecserélve) sotétben
fixaltunk. A mintakbol vibratommal (Microm HM 650V) 100 um vastag metszeteket
készitettiink (zselatinos targylemezen), amelyeket 24 oOra szaradast kovetden az FD Rapid
GolgiStain Kit (FD NeuroTechnologies) instrukcioit kdvetve festettiink meg. A metszeteket 4
perc desztillalt vizes mosast kovetden 10 percig D, E oldat és viz 1:1:2 aranyl keverékében
inkubaltuk, majd Gjabb 8 percig desztillalt vizben mostuk. Ezt kdvetden 4-4 percig felszalld
alkoholsort (50%-0s, 75%-0s, 95%-0s etanol) alkalmaztunk, végiil 16 percig abszolut
etanolban, illetve 12 percig xilolban aztattuk a metszeteket. A targylemezeket DPX (Fluka)
médiummal fedtiik le. A mintdkat fénymikroszkoppal (Zeiss Observer Z1) 1000x nagyitdson
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vizsgaltuk. Felvételeket a hippocampus CA1 régio6 stratum radiatum neuronjainak a szomatol
legalabb 100 um tavolsagra 1évd, 100 um hosszl apikalis dendrit szakaszairdl készitettiink,
allatonként 5 agyszeletrol, szeletenként 5 sejtrél (AxioCam MRV3 kamerat és AxioVision
40V.4.8.1.0 programot hasznalva). A dendrittiiske-stirtiséget (darabszamban) a készitett képek
alapjan Image J szoftver segitségével hataroztuk meg. Az adatok statisztikai kiértékeléséhez

egymintas T-probat-t hasznaltunk. Az értékeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

3.12. Fluoro-Jade C festés

Az elpusztult neuronok szdmanak kvantitativ 6sszehasonlitdsdhoz agyszéveten Fluoro-
Jade C festést végeztiink.-A festéshez felnétt (6 honapos) allatok (Wt és Tg, N=6-6) nativ
agymintaibol kriomikrotommal (Thermo Scientific, FSE) 10 um vastag metszeteket
készitettiink, amiket 3 percig acetonban fixaltunk. A lemezeket ezutdn 5 percre abszolut
etanolba, majd 2 percre 70%-0s etanolba, illetve 2 percre 30%-os ectanolba helyeztik. A
leszalld alkoholsor utan 2 percig UP vizben hidrataltuk a metszeteket, majd 30 percig 0,06%-
os kélium-permanganat (KMNO,) oldatban (UP vizes), fénytdl védve inkubaltuk a lemezeket.
Ezt kovetéen UP vizben 2 x 2 percig mostuk Oket. A kdvetkezd 1épésben 30 percig fénytol
védve, 0,0004% Fluoro-Jade C (Millipore) oldatban (4 ml 0,01% Fluoro-Jade C torzsoldat
[UP vizes], 96 ml UP viz, 96 ul cc. ecetsav) festettiik 6ket. A felesleges festéket 3 X 2 perces
UP vizes mosassal tavolitottuk el, majd 2 percig xilollal oblitettiik a4t a metszeteket végiil
DPX-el (Fluka) fedtiik le 6ket. A metszeteket festés utan fluoreszcens mikroszkdoppal (Nikon
Eclipse E600) ex. 485 nm/em. 525 nm-en vizsgaltuk és SPOT kamera segitségével
allatonkeént 5-5 fotot készitettiink (20x nagyitas) a cortexrdl €s a hippocampusrol. A detektalt
fluoreszcens jeleket megszamoltuk, majd elpusztult sejtszdm/1atomezd egységben fejeztiik ki.
A fluoreszcens festddést csak abban az esetben tekintettiik szamolhat6 jelnek, ha egyértelmii
volt azok sejtmaghoz tartozdsa. Az adatok statisztikai értékelésére egymintas T-probat

végeztiink. Az értékeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

3.13. Elektrofizioldgiai mérések elokészitése

A fent részletezett modszerekkel detektalt neurodegenerativ elvéaltozasok funkcionalis
kovetkezményeinek vizsgalatara dr. Szegedi Viktor ¢s munkatarsai elektrofiziologia
méréseket végeztek nekiink. Fiatal (3 honapos) €s felnétt (6 honapos) allatok (Wt és Tg, N=6-
6) hippocampusabol 350 um vastag tuléld szeleteket készitettek (Mcllwain tissue chopper,

Campden Instruments), amelyeket 60 percig mesterséges cerebrospinalis folyadékban (130
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mM NacCl, 3,5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 0,96 mM NaH,PO,4, 24mM NaHCOg3,
10mM D-gliikéz, pH 7.4) inkubaltak szobahdmérsékleten, mikdzben 95% O,, 5% CO;
keverékével folyamatosan atbuborékoltattak. Az egyes szeleteket egy 60db, egymastol 200
um tavolsagra elhelyezkedd, 60 um magas tiielektrodat tartalmaz6 3D-MEA chipre (Ayanda
Biosystems) helyezték. A szovetet egy fémhaloval rogzitették, majd a mérés soran 34 C°-0S
oxigenizalt mesterséges cerebrospinalis folyadékot aramoltattak at rajta 1,5 ml/perc
sebességgel. Az adatokat standard MEA késziilékkel (Multi Channel Systems, MCSGmbH)
rogzitették.

3.14. Ingerlési protokoll

Egy kivalasztott elektrodon keresztiil bifazisos (2100/+100 ms), 0,033 Hz-es
aramimpulzussal ingerelték a Schaffer-kollateralist. A mérés soran mindig gondosan tigyeltek
arra, hogy szeletrdl szeletre mindig ugyanazon helyre pozicionaljak az ingerld elektrodot. A
kivaltott serkentd posztszinaptikus mezdépotencialokat (fEPSP) a hippocampus CAl
régidjabol (stratum pyramidale, stratum radiatum) vezették el. 30 perc inkubdacids periodust
kovetden meghataroztdk a kivaltott potencidlok kiiszob €s maximalis intenzitds (amplitado)
értékeit. A valaszok provokalasdhoz a tovabbiakban a maximalis intenzitads érték 30%-at
kivalté impulzusokat alkalmaztak. Stabil 10 perces kontroll szakasz felvétele utdn a paros
pulzus facilitacios protokollt (PPF) alkalmaztak. R6viden, ha egy preszinaptikus neuron gyors
egymasutanban két stimulust kap, akkor a masodik stimulusra adott valasz nagyobb lesz, mint
az elsére adott. Igy két 0,033 Hz-es ingerl impulzust alkalmaztak egymaés utan 50, 100
illetve 200 ms-os sziinetekkel (interstimulus-intervallum), amelyekben egyenként 3-3

adatpontot rogzitettek. Kiértékelés soran a két valasz amplitidojanak aranyat vizsgaltak.

3.15. LTP és depotencirozasi protokoll

10 perces stabil kontroll szakasz felvétele utan theta-burst stimulacioval (TBS)
maximalis intenzitast hosszu tava szinaptikus hatékonysag fokozodast (LTP) valtottak ki. A
TBS protokoll 4 ingerl6 impulzussorozatbol allt 20 s-0s inter-burst-intervallumokkal.
Sorozatonként 10 5 Hz-es ingerld impulzust adtak, majd tovabbi 4 nagy frekvencias (100 Hz)
impulzussal (HFS) LTP-t valtottak ki. Az ily modon kivaltott LTP-t 60 percig regisztraltak,
majd 5 perces alacsony frekvencias (3 Hz) ingerléssel (LFS) depotencirozodast valtottak Ki,

amelyet 30 percig regisztraltak.
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3. Milyen hatasa van a hiperlipidémianak a ver-agy gat funkciora?

3.16. In vivo vér-agy gat funkcio vizsgalat

A tapasztalt neurodegenerativ elvaltozasok kiterjedtségének megallapitasara a vér-agy
gat funkcionalis érintettségét vizsgaltuk. Korosodo (14-15 honapos) allatokbol (Wt és Tg)
normal és zsir dus tipon (RM AFE 61% FAT SY (M), Special Diet Services) tartott
csoportokat (Wt normal tap, Tg normal tap, Wt zsirdus tap, Tg zsirdas tap) alakitottunk Ki
(N=6 minden csoportban). Az etetést 4 héten keresztiil végeztiikk 61%-0s zsirtartalmt tappal
(disznozsir, kazein, dextroz, szukroz, DL-metionin, kolin, klorid, vitamin mix, 4svanyi mix).
Ezutan in vivo kisérletben 5 ml/ttkg dézisban i.v. 2%-0s Na-fluoreszcein-Evans-kék oldattal
kezeltiik az allatokat, amelyet 1 6rdig hagytunk a keringésiikben eloszlani. Ezt kovetden a
szivekbdl vérmintékat gyljtottiink, majd gyors PBS-es transzkardialis perfuziot kdvetéen 5
agyteriiletet preparaltunk ki (cortex, cerebellum, nyultveld-hid, kozépagy, bulbus olfactorius).
Ezen teriiletek festék tartalmat in vitro fluorimetriasan mértiik, majd tomegiikre vonatkoztatva
(mg festék/g agyteriilet) adtuk meg. Roviden: az agy és szérum mintakat 50% -0s TCA-ban
(triklorecetsav) homogenizaltuk, majd 12 percig 13000 rpm-mel 4 C°-on centrifugaltuk. A
feliiluszok (250 ul) Evans-kék tartalmat 2-2 parhuzamost hasznalva plate readerrel (FLUOstar
OPTIMA, BMG Labtech). 620 nm-en hataroztuk meg. A feliilaszok (700 ul) Na-fluoreszcein-
tartalmat lugos kozegben (pH 8 felett) kiivettaban, PTI spektrofluoriméterrel (T-format,
Quanta Master QM-1; Photon Technology Int.) 510 nm-en hataroztuk meg. Az egyes
agyteriiletek és a szérum festékkoncentracidinak ardnyabol kovetkeztettiink a vér-agy gat
funkciora (Nakagawa és mtsai. 2009). Az adatok értékeléséhez kétszempontos ANOVA-t
hasznaltunk, amelyet Bonferroni poszt-hoc teszttel egészitettiink ki. Az értékeket p<0,05

esetén tekintettiik szignifikansnak.

Az etetéshez hasznalt (RM- AFE 61% FAT SY (M)) tap Gsszetétele:

OSSZETETEL | % (W/W)
diszndzsir 31

nyers fehérje 17,96
hamu 3,38
szénhidrat 36

nyers rost 0,56
szo0ja olaj 7%
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3.17. Kortikalis mikroerek izolalasa

A hiperlipidémia vér-agy gatra gyakorolt hatasat génexpresszid szintjén kortikalis
mikroér preparatumokon vizsgaltuk. Négy hétig zsirdus, illetve normal tapon tartott egerek
(Wt és Tg, N=6-6) agyat dr. Deli Maria és munkatarsai segitségével kipreparaltuk, amelyekrol
a kisagyat, szaglogumot és a kozépagyi teriiletet levalasztottuk. Az agyhartydkat és a choroid
plexust eltavolitottuk, majd 3 V jéghideg szukréz pufferben (1M szukréz, 1M HEPES)
potterrel homogenizaltuk. A mielin réteget tobbszori (10 perc, 1000 X g, 4 C°) centrifugalassal
tavolitottuk el. Ezt kdvetden a makro-, és mikroereket valasztottuk szét szukrdz pufferben
tobbszori centrifugalassal (1 perc 5 masodperc, 100 x g, 4 C°). Ily mddon a teljes mikroér
frakciot Osszegyljtottiik, a visszamaradt pellet pedig a makroér frakcidt tartalmazta. Az egyes
frakciok tisztasdgat az izolalas soran faziskontraszt mikroszkopidval hataroztuk meg. A
tovabbiakban az Osszegyljtott mikroér frakciokat centrifugaldssal (2 perc 15 masodperc, 200
X g, 4 C°) egyesitettiik, majd szukroz pufferben kétszer, illetve PBS-ben egyszer mostuk, a
mosasok kozott pedig centrifugaltuk (2 perc 200 x g 4 C°). A pelletet az utolsé PBS-es mosast
kovetéen 10 percig 10000 x g-vel 4 C°-on centrifugaltuk, majd folyékony N,-ben
lefagyasztottuk vagy felhaszndldsig Trizolban (Invitrogen) taroltuk. Mivel a mikroerek az agy
térfogatanak minddssze 2%-at teszik ki, igy tobb allatbol szdrmazdé (N=2 X 3), egyesitett
mintakkal dolgoztunk. Az izolalads Tontsch és Bauer altal leirt protokoll szerint (Tontsch ¢€s

Bauer 1989) tortént.

3.18. RNS izolalas mikroér frakciobol

A mikroér frakciobol NucleoSpin RNA II kittel (Macherey-Nagel), a gyart6 altal
megadott protokollt kovetve totdl RNS-t izoladltunk. Roviden, a szovetet lizis pufferben
homogenizaltuk, majd a lizdtumot szdvetsziird oszlopra vittiik fel és centrifugéaltuk. Ezt
kovetden az RNS-t 70%-0s etanollal kicsaptuk, majd szilika membrant tartalmazd oszlopra
kotottiik. Sotalanitast kovetden rDNaz kezeltiik, majd a membranrol lemostuk ¢€s steril, RNaz-
mentes vizben oldottuk vissza. Az RNS koncentraciot ¢és tisztasagot (ODa2goss0)

spektrofotométerrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hataroztuk meg.

3.19. Reverz transzkripcid és QPCR

3 ug MRNS-t irtunk at 120 ul térfogatban iScript cDNA synthesis kittel (Bio-Rad) a
kovetkezok szerint: 24 pl 5x Reaction Mix, 6 ul iScript RTase, 3 ug (x ul) RNS, 120- (30 + x
ul) RNéaz-mentes viz. Az atiras MJ PTC-200 PCR gépben a kdvetkezd protokoll szerint
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tortént: 5 perc 25 C°, 30 perc 42 C°, 5 perc 85 C°. Az atirt cDNS koncentracidjat (OD2go/280)
spektrofotométerrel (Thermo Scientific Nanodrop ND1000) hataroztuk meg.

Relativ génexpresszids vizsgalatainkhoz SYBR Green I alapu (FastStart SYBR Green
Master 2x, Roche; Power SYBR Green PCR Master Mix 2x, Applied Biosystems) detektalasi
modszert alkalmaztunk. Az egyes reakciokat 20 pl térfogatban mértiik Ossze a
kovetkezOképpen: 10 pl 2x SYBR Green Master Mix, 1 pl S5pmol/ul primer (Bioneer,
Microsynth) mix (fw + rev), 100 ng (~1 ul) cDNS templat, 8 ul steril MQ. A reakcidkat
Qiagen RotorGene késziilékben (FastStart SYBR Green Master 2x-t hasznalva) az alabbi
kondiciok szerint futtattuk: denaturacié 95 C° 10 perc, majd 95 C° 15 masodperc, hibridizacio
(annealing) 58-60 C° 45 masodperc, elongacio 72 C° 30 masodperc, mindezt 40 cikluson
keresztiil ismételve, végiil pedig az olvadasi gorbe (melt curve) felvétele tortént 50-95 C°
kozott 0,5 C°-os emelkedéssel. Kontroll génként B-aktint, GAPDH-t és RP113a-t hasznaltunk.
A vizsgalt génekre specifikus primer szekvencidkat a 4. fliggelék tartalmazza)

A relativ génexpresszios valtozasok (fold expression change) meghatarozasara a AAC;
modszert alkalmaztuk. Roviden, az egyes mintdkat a sajat kontroll génjiikre normalizaltuk
(Ciminta - Cikgen=aCt), majd az igy szarmaztatott AC; értékekbdl AAC; értékeket (AACt=ACyrq -

ACuwy), illetve relativ expresszidsszint-valtozast (fold expression change=2""%"

) szamoltunk.
A AAC; értékeket log, skalan abrazoltuk, overexpresszionak az 1 és e feletti értékeket,

represszionak a -1, illetve az ez alatti értékeket tekintettik.

4. Hogyan modellezhetjiik a hiperlipidémia hatasdara in vivo kialakult endothel
diszfunkciot in vitro a vér-agy gdt izolalt primer sejttipusain (endothel,

astrocyta, pericyta)?

3.20. Primer kapillaris endothelsejtek/pericytak izolalasa

A vér-agy gat primer sejtjeinek oxLDL-lel szembeni érzékenységének vizsgalatdhoz,
dr. Deli Maria és munkatarsai segitségével, izolalt primer sejtekbdl tenyészeteket hoztunk
létre, amihez a sejteket a kdvetkezOképpen izolaltuk: Felndtt (6-7 honapos) allatok (N=12)
agyat kipreparaltuk, amelyekrdl a kisagyat, szaglogumot és a kozépagyat levalasztottuk. Az
agyhartyak és a choroid plexus eltavolitasa utan a mintakat szikével felapritottuk, hogy az
enzimatikus emésztéshez eldkészitsiik. A reakcidt (13,5 ml magas gliikoz tartalma DMEM
[Gibco], 1,5 ml 10 mg/ml kollagenaz Il [Sigma], 200 ul 2000 U/ml DNaz I [Sigma]) 40
percig 37 C°-on razatva inkubaltuk. Ezt kovetden 10 ml DMEM hozzaadasa utan
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centrifugaltuk (8 perc, 1000 x g, 4 C°), majd a feliiluszot eltavolitottuk és a pellethez 12 ml
20% BSA (Sigma)-DMEM-et adtunk. Ujabb centrifugalast (20 perc, 1000 X g, 4 C°) kovetden
a mielin réteget leszivtuk és a pelletet képezé mikroereket DMEM-ben Gsszegytijtottik. A
mielines feliiliszoval pedig még kétszer megismételtiik az elobbi centrifugéalasi 1épést,
mikozben a mikroér frakcidt folyamatosan gyijtottiik. Az ily modon 6sszegytijtott mikroér
frakciot 30 percig, 37 C°-on razatva emésztettik (9 ml DMEM, 1 ml 10 mg/ml
kolleganaz/diszpaz (Roche), 100 ul 2000 U/ml DNaz I), majd tjabb 10 ml DMEM
hozzaadasa utan centrifugaltuk (7 perc, 700 x g, 4 C°). A feliiluszot leszivtuk, és a sejteket 13
ml DMEM-el mostuk, majd centrifugaltuk (8 perc, 700 x g, 4C°) és a sejtszuszpenziot 60 mm
o csészékbe osztottuk. Endothelsejtek izolalasa esetén a tenyészté médium (DMEM/F-12, 10
ul 100 ug/ml bFGF [Roche], Iml 10 KU heparin [Sigma]) 15% PDS-t (Sigma) és 3 ug/ml
puromicint (Sigma) is tartalmazott, amely 48-72 6ra alatt szelektiven elpusztitotta a P-gp-t
nem expresszald sejteket (pericytakat). Az endothelsejtek szamara a Petri-csészéket
fibronektin (1 mg/ml, Sigma), IV tipusu kollagén (1 mg/ml Sigma) és steril MQ 8:1:1 aranyu
keverékével vontuk be. A pericytdk nem igényeltek specialis bevondst, tenyésztd médiumuk

is egyszeriibb (magas gliikéz tartalmtt DMEM/F-12, 10% FBS [Sigma]).

3.21. Primer astrocytak izolalasa

Dr. Deli Mariaval és munkatérsaival egylittmiikddésében 1-2 napos 0jsziilott allatok
(Wt és Tg, N=4-4) agyat kipreparaltuk, majd a kisagyat és a szaglogumot levalasztottuk. Az
agyhartya eltavolitasa utan a szovetet szikével aprd darabokra vagtuk és 10 ml 10% FCS
(Sigma)- DMEM-ben vettiik fel, majd egy 40 um porusméretii steril nylon halon passziroztuk
keresztiil. Az igy nyert szovet homogenatumot 10% FCS-DMEM-ben mostuk at (5 perc, 4 C°
700 g centrifugalassal), majd a sejtszuszpenziét poli-L-lizinnel (5 ug/ml, Sigma) bevont
flaskdkba osztottuk szét. Két nap elteltével, miutdn az astrocytak letapadtak, médiumot
(magas gliikkoz tartalmua DMEM/F-12, 10% FBS) cseréltiink.

3.22. Immuncitokémia primer endothelsejteken, astrocytakon és pericytakon

Az izolalt primer sejttipusok molekularis fenotpizaldsira és az ApoB-100 fehérje
detektalasara a primer tenyészeteken dr. Deli Maria és munkatarsai segitségével
immuncitokémiat végeztiink. A festéshez a primer sejteket (50000 sejt/coverslip) 50 ul
médiumban (endothel és pericyta esetén fibronektin, IV-es kollagén és MQ 8:1:1 aranyt

keverékével, astrocyta esetén poli-L-lizinnel bevont) coverslippekre szélesztettiik, majd
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miutan letapadtak, tovabbi 450 ul tenyésztd médiumot kaptak. Két napig hagytuk a sejteket
proliferalni, majd tobbszori PBS-es mosast kovetéen 3% PFA- PBS (pH 7,4)-el 30 percig, 4
C°-on fixaltuk 6ket. A feltarast 15 percig 0,2% Triton X-100- PBS-el végeztiik (4 C°-on).
Haromszori PBS-es mosas utan a sejteket 1,5 6raig 5% -0s rabbit szérummal (Sigma), illetve
3%-0s BSA-PBS-sel szobahdmérsékleten blokkoltuk. Elsddleges ellenanyagokkal (hApoB-
100 1:200, 5%-0s nyul szérummal, Cldn-5, ZO1, B-katenin 1:150, GFAP 1:200, 3%-0s BSA-
val) O/N 4C°-on inkubaltuk. Masnap haromszori PBS-es mosast kdvetéen masodlagos
ellenanyagokkal (nyal anti-kecske A488 1:400, CY3 anti-nyal 1:200) 1 o6raig
szobahOmérsékleten inkubaltuk a sejteket. Tobbszori PBS-es mosast kdvetden fluoreszcens
mounting mediummal (Fluoromount-G, Southern Biotech) fedtik le a fedélemezeket;
amelyeket konfokalis (Leica confocal LSM) mikroszkdppal értékeltiink. Az egyes festddések
fluoreszcencia intenzitdsadt ImageJ szoftver segitségével hatdroztuk meg. Az intenzitas
értékeket egymintas T-probaval értékeltiik, szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettiik. Az
¢lo/elpusztult sejtek aranyanak meghatarozasahoz kettds fluoreszcens sejtmagi jelolést
alkalmaztunk: Hoechst (Sigma)-ethidium-homodimer-1 (Molecular Probes) festést. (A
Hoechst az €16 sejtek magjat kékre, mig az ethidium-homodimer-1 az elpusztult sejtek magjat

pirosra festi.)

3.23. In vitro viabilitasi/toxicitasi tesztek primer sejteken

Primer endothelsejtek, astrocytak és pericytak novekedési kinetikajat, valamint oxidalt
LDL-el (oxLDL, Biomedical Technologies, Inc.) szembeni érzékenységét vizsgaltuk, dr. Deli
Mariaval és munkatarsaival, valos idejii sejtanalizald rendszerrel (ACEA Biosciences, Inc.
XCELLigence RTCA-SP), valamint LDH (Cytotoxicity Detection kit [LDH], Roche) teszttel.
Az éltalunk alkalmazott oxLDL humén plazmabol tisztitott, 3,5 uM CuSOgs-tal 24 oraig
oxidalt, 75,6 nmol MDA/mg fehérje TBARS (TBARS: thiobarbituric acid reactive
substances) értéki volt. Az oxLDL kezelés hatasara képz6dott intracellularis ROS
mennyiségét fluoreszcens indikator (klorometil-dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat [CM-
H,DCFDA, Molecular Probes]) segitségével mértiik. A mérésekhez a sejteket azonos
stiriségben 96-lyukti E-plateken (ACEA Biosciences, Inc.), illetve Assay plate-eken
novesztettilk, mikdzben a sejtek ndovekedési kinetikajat (xCELLigence rendszerrel) id6ben
folyamatosan kovettiikk. A stacioner fazist elérve mindhdrom sejttipus azonos kezelésben

részesiilt.
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3.24. Valos idejli viabilitas vizsgalat (xCELLigence rendszerrel)

Dr. Deli Mariaval és munkatarsaival egyilittmikodésben, alul integralt arany mikro-
elektrodokat tartalmazd 96-lyukt plate-en (E-plate) novesztettik a sejteket, és kozben
impedancia méréssel id6ben folyamatosan (3-5 percenként) monitoroztuk a
novekedésiiket/elektromos rezisztenciajukat. Az impedancia mérés kvantitativ informaciot
szolgaltat a sejtek biologiai allapotarol (sejtszam, viabilitds). A mérések segitségével a sejtek
novekedési kinetikaja, kezeldszerekre adott valasza folyamatosan kovethetd. Az impedancia
értékekbdl a késziilék ugynevezett sejt indexet (Cl), azaz relativ impedancia valtozast,
szarmaztat. Ertékelés soran normalizalt Cl-ekkel dolgoztunk, vagyis a kezelés elStt mért
impedancia értékhez képesti rezisztencia-valtozasokkal.

A sejteket az egyes lyukakban azonos siirliségben novesztettiik (endothel: 6000
sejt/well, astrocyta: 8-10000 sejt/well, pericyta: 5000 sejt/well), majd stacioner fazisban
(fenolvorésmentes, alacsony gliikdz tartalmt DMEM-ben) 6-8 parhuzamost alkalmazva 24,
illetve 48 oraig kezeltiik (nativ LDL [Biomedical Technologies Inc.]: 200ug/ml, oxLDL
[Biomedical Technologies Inc.]: 50, 100, 150, 200ug/ml, 1% TritonX-100).

3.25. In vitro toxicitas vizsgalat/LDH teszt

Dr. Deli Maria és munkatarsai segitségével, a primer sejtek oxLDL kezelés hatasara
bekovetkezd mebrankarosodésat vizsgaltuk LDH teszt segitségével. A mérés alapjat a laktat-
dehidrogenaz (LDH) enzim mennyiségének mérése képezi. Ez az enzim kizarolag sejten beliil
talalhato, azonban bizonyos agensek okozta citotoxicitas esetén a pusztuld sejtekbdl
kiszabadul, és a médiumba keriil, amib6l mennyisége Spektrofotometriasan (492 nm)
meghatarozhato. A sejtekbdl felszabaduld citoplazmatikus LDH enzim membrankarosodast
jelez, ezért a nekrotikus sejtpusztulds indikatoraként is hasznalhatd. A membrankarosito,
nekrozist okozo hatas mértékével ardnyosan nd a feliiliszobol mérhetd LDH mennyisége.

A méréshez a sejtekrdl 40 ul kezel6 médiumot (fenolvérosmentes, alacsony gliikkoz
tartalmia DMEM, Hyclone) szivtunk le, amelyhez 40 ul LDH reagenst (Cytotoxicity Detection
kit [LDH], Roche) adtunk. A reagens kétkomponensii, 1 rész Catalyst oldatot és 45 rész
festéket tartalmazott. A sejteket ezutdn 20-30 percig enyhe razatds mellett, sotétben
inkubaltuk. A reakciot végiil 8 ul 1M HCl-al allitottuk le, majd plate readerrel (FLUOStar
Optima, BMG Labtech) 492 nm-en abszorbanciat mértiink. Pozitiv kontrollként 1% Triton X-
100-at hasznaltunk, majd a citotoxicitds mértékét ennek szézalékdban fejeztiik ki. (Az 1%

Triton X-100-zal kezelt sejtekbdl felszabadulo LDH mennyiségét 100%-nak véve.) Az adatok
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statisztikai elemzéséhez kétszempontos ANOVA-t hasznaltunk, amit Bonferroni poszt-hoc

teszttel egészitettiink ki. Az értékeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

3.26. In vitro ROS mérés primer sejteken

Dr. Deli Mariaval és munkatarsaival egylittmikodésben a primer sejtekben oxLDL
kezelés hatdsara termel6dé ROS mennyiségét vizsgaltuk fluoreszcens indikator segitségével.
Primer astrocytakat, pericytakat és endothelsejteket (5-6000 sejt/well stiriségben) 96-0s plate-
ben 1 6raig 50, 100, 150, 200 ug/ml oxLDL-lel (Biomedical Technologies Inc.) és 200 ug/ml
nativ LDL-el (Biomedical Technologies Inc.) kezeltiink (7. filiggelék). (A kezelés
fenolvordsmentes, szérummentes, alacsony gliikoz tartalmu, 0,1% BSA- DMEM-ben tortént.)
A kezelést kovetden a sejtekben termel6dd ROS mennyiségét kovettiik nyomon 1 6ran
keresztiil plate readerrel (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech) 3-5 percenként fluoreszcencia
intenzitast mérve. A mérésekhez a kovetkezd fluoreszcens indikdtort hasznaltuk: CM-
H,DCFDA (Molecular Probes). Az indikatort 1 uM végkoncentracidban alkalmaztuk Ringer-
pluronsavat adtunk a rendszerhez. A méréshez 100 uM H,0,-ot alkalmaztunk pozitiv
kontrollként. Az adatok statisztikai elemzéséhez kétszempontos ANOV A-t hasznaltunk, amit
Bonferroni poszt-hoc teszttel egészitettink ki. Az értékeket p<0,05 esetén tekintettik

szignifikansnak.
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4. Eredmények

1. Milyen hatdassal van a  kronikus  hipertrigliceridéemia az agyi

lipidmetabolizmusra?

4.1. A human APOB transzgenikus egerek genotipizalasa

A kisérleti csoportok kijelolése soran gondosan iigyeltiink az egerek pontos és preciz
genotipizalasara. Indokolt esetben a PCR-kat tobbszor megismételtiik, sziikség esetén a
reakciokoriilményeket ujfent optimalizaltuk. Kovetkezetesen csak az egyértelmi
eredményeket fogadtuk el, ennek érdekében megfeleld pozitiv €s negativ kontroll DNS

mintakat alkalmaztunk.

<— 100-100bp Ladder
<«— hapob-100

K- 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

ApoB plazmid

csalad esetén).

4.2. Szérumtriglicerid-mérés

Az ApoB majban, aortaban és szivben valo tultermelddése magas szérumtriglicerid-
szint kialakulasahoz vezet. A transzgén hatasa mar fiatal (3 honapos) korban megnyilvanul (2.
abra). 3 honapos Tg egerek szérumtriglicerid-szintje (2,4+£0,25 mmol/l) szignifikansan
magasabb (p<0,001), mint Wt-G alomtarsaiké (1,42+0,27 mmol/l). Ez a kiilonbség kés6bbi
¢életkort (9 honapos) tekintve is fenndll (2. dbra): 9 honapos Tg egerek szérumtriglicerid-
mennyisége (2,058+0,26 mmol/l) szintén szignifikansan (p<0,001) a Wt értéke (1,408+0,14
mmol/l) f6lé magasodik. Az ApoB-100 tultermelddése tehat igazoltan hipertrigliceridémiahoz

vezet.
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2. é&bra: Fiatal (3 hoénapos) és feln6tt (9 honapos) Tg (fekete oszlop) és Wt egerek (sziirke oszlop)
szérumtriglicerid-értékei mmol/l egységben (atlag=SEM, N=6 (3 honapos), N=7 (9 honapos). * Tg szignifikans a
Wt-hoz viszonyitva (p<0,001, statisztikai proba: kétszempontos ANOV A, Bonferroni poszt-hoc teszt).

4.3. Agyi lipidmetabolizmus

Az agyszovetben felhalmozodo triglicerideket Nilus vords festéssel mutattuk ki. A
magas szérumtriglicerid-értékeknek megfeleléen korosodd (10 honapos) Tg egerekben a

trigliceridszint az agyban is emelkedést mutat. A Tg allatok kortikalis és hippokampalis

crer

kimutathat6 (3. abra).

Cortex

Hippocampus

3. abra: Triglicerid és foszfolipid tartalmu lipidcseppek (fehér nyil) Wt és Tg egerek agyszovetében (N=3-3).

Nilus voros festés (400x nagyitas, mérce: 100um).
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Az agyi trigliceridmennyiségrdl gyijtott informacion tal, arra is kivancsiak voltunk,
hogy van-e fokozott koleszterin-metabolizmus a Tg egerek agyszovetében? Kérdésiinkre az
agyszovetbol késziilt metszetek Filipin festésével kerestik a valaszt. A koleszterin
mennyiségének tekintetében nem talaltunk kiilonbséget az egyes genotipusok kozott sem
fiatal, sem pedig id6ésebb korban. Koleszterin akkumulaci6 nem tapasztalhatd egyik vizsgalt

csoportban sem (4. abra).

Wt Tg

Cortex

Hippocampus

4. abra: Nem észteresitett (Szabad) koleszterin Tg és Wt egerek agyszovetében (N=3-3). Filipin festés (200x

nagyitas, mérce: 100um).

4.4. Lipoprotein-, és amiloidmetabolizmus

Az ApoE az egyik legnagyobb mennyiségben termelddd lipoprotein az agyban,
elsésorban  astrocytdk  szintetizaljdk.  Szamtalan  funkcidja  koziil a  celluléris
koleszterinszintézis-, és transzport emelendd ki, azonban mennyisége idegi sériilés soran is
megemelkedik. Tg egerek kozépagyi teriiletein (pl. substantia nigra) és corpus callosumaban
fokozott ApoE immunreaktivitds figyeltiink meg, ami intenzivebb lokalis koleszterin-, €s
foszfolipid-metabolizmusra, vagy regeneracios folyamatra utalhat (5. abra).

A magas szérumtriglicerid-szinttel és az intracellularis lipidcseppek megjelenésével
parhuzamosan, intenziv ApoB-100 festddést mutattunk ki Tg egerek stridtumaban, corpus
callosumaban és asszociacios kérgi sejtjeiben (5. abra). Hisztologiai megfigyeléseinket

western blot elvégzésével egészitettiik ki, illetve erdsitettilk meg (1asd: 6. abra).

-42 -



Cortex
Corp. Syla e G
Callosum = . =
o A,

5. ébra: Peroxidazos IHC: anti-ApoE és anti-hApoB-100 (100x nagyitas, mérce: 100um) ellenanyagokkal az

asszociacios kéreg és a corpus callosum teriiletén (Wt és Tg egereken, N=3-3).

Az immunhisztokémidval detektalt lipoproteinek relativ mennyiségét 6 honapos
egerek agykérgi mintaiban western blottal vizsgalva (6. abra) azt tapasztaltuk, hogy mig az
ApoA-I mennyisége szignifikansan alacsonyabb (p<0,05), addig az ApoE, az LDLr, valamint
az ApoB-100 mennyisége Tg egerekben szignifikdnsan nagyobb (papoe<0,01, pLpr<0,05,
PApoe<0,001) a Wt-hoz képest. A vizsgalt fehérjék mennyiségét az egyes mintakban B-aktinra
normalizaltuk, majd a csoportok dsszehasonlitasa soran ezeket az értékeket hasznaltuk fel.

Neurodegenerativ betegségekre (kiilonosen az Alzheimer-korra) jellemz6 az APP
hib4s hasitdsa, és ennek kovetkeztében az APi.a0n1-42 peptid felhalmozodasa, valamint
extracellularis amiloid plakkok kialakuldsa a hippocampusban és az agykéregben. Az amiloid
plakkok jelenlétét egy kevésbé specifikus, alkalikus Kongd voros festést (7. B abra), illetve
specifikus, APi.0142 immunhisztokémiat (7. A abra) alkalmazva kiséreltiik meg kimutatni.
Jollehet az APP N-termindlis részére specifikus ellenanyaggal a fehérje mennyiségének
novekedését tapasztaltuk Tg egerekben a Wt-hoz viszonyitva (lasd: 6. 4abra), amiloid
plakkokat nem tudtunk kimutatni sem a hippocampusban, sem pedig az agykéregben még
specifikus ellenanyagok (APi-40/42, APi-42) hasznalataval sem (7. A abra). Pozitiv kontrollként
APPswe x PSEN1dE9 kettos transzgenikus AD modell egerek agyszovet mintait hasznaltuk,
amelyekben mindkét festéssel nagyszamt amiloid plakkot sikertilt detektalni (7. A és B dbra).
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6. abra: Lipoproteinek és az APP relativ agykérgi expresszidja (atlag+SEM) Wt (sziirke oszlop) és Tg (fekete
oszlop) egerekben (N=3-3) B-aktinra normalizalva, * Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva (p<0,05, ill. p<0,01,
statisztikai proba: egymintas T-proba).
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7. abra: A: ABi04 IHC (Nagyitas: 200X, Mérce: 200um) és B: Kongd voros festés (Nagyitas: 100X, Mérce:
100um) asszociacios kéreg, hippocampus és gyrus dentatus teriiletén. AD (APPswe x PSEN1dE9 kettds)

transzgenikus egérbdl szarmazd agyszovet mintat hasznaltunk pozitiv kontrollként.

2. Mik a hiperlipidémia kovetkeztében kialakulo neurodegenerativ elvadltozasok

fobb jellemzdi?

4.5. A Tau-fehérje hiperfoszforilacioja

A neurodegenerativ elvaltozasok masik f6 hisztopatologiai megnyilvanulasa a fehérje
aggregatumok mellett, a hiperfoszforilalt Tau-fehérjék megjelenése. A Tau-fehérje
foszforilaltsagat szemikvantitativ és kvantitativ. ~ western blottal, valamint

immunhisztokémiaval vizsgaltuk. Els6 1épésben a TaupSer*®*

-fehérje mennyiségét vizsgaltuk
3 és 6 honapos Tg, illetve Wt-u egerekben. Kimutattuk, hogy mind 3, mind pedig 6 honapos
korban a Tg egerek agykérgében szignifikansan nagyobb a TaupSer404-fehérje mennyisége a
Wit-hoz képest (p3hon<0,05., Pensn<0,05)(8. abra). Belso kontrollként B-aktint hasznaltunk és az

egyes mintakat erre normalizéltuk.
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8. dbra: A TaupSer*®-fehérje B-aktinra normalizalt kérgi expresszioja (atlag = SEM) 3, illetve 6 honapos Wt
(sziirke oszlopok) és Tg (fekete oszlopok) egerekben (N=3-3). * Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva (p<
0,05, statisztikai proba: egymintas T-proba).

A foszforilalt Tau-fehérje szoveti kifejez6désének mintazatat vizsgalva azt talaltuk,

hogy a TaupSer*®

ellenanyaggal jel6lt metszeteken Tg egerek agykérgében axo-szomatikus
lefutasu, az intracellularis neurofibrillaris kotegekre emlékeztetd szovettani strukturak
jelennek meg, mig ezek a Wt-ti metszeteken nem mutathatoéak Ki (9. abra). Mivel az altalunk
hasznalt ellenanyag a Tau-fehérje egy hiperfoszforilalt formajara specifikus, elmondhatjuk,
hogy a Tau-fehérje a Ser*™ foszforilaciés helyen Tg egerek agykérgében hiperfoszforilaltta
valik és neurofibrillaris kotegek formajaban az agyszovetben felhalmozodik. Ismert, hogy a
Ser®-es helyen foszforilalt Tau az Alzheimer-kor soran is nagy mennyiségben van jelen,

jellemzben az extra-neuronalis neurofibrillaris kotegekben.
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9. abra: TaupSer*® IHC Wt és Tg egerek (N=3-3) asszociacios kérgének teriiletén (Nagyitas: 200X, Mérce:
200um).
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A tovabbidkban megvizsgaltuk a Tau-fehérjék foszforilaltsagat 3 €s 6 honapos Tg
egerek agykérgében, kiilonos tekintettel azokra a foszforilacios helyekre, amelyeken
Alzheimer-kor és  cerebrovaszkularis-eredetli neurodegenerativ  korképek soran a
leggyakrabban hiperfoszforilaltta valnak. Az altalunk vizsgalt foszforialt formak a
neurofibrillaris degeneracié valamennyi NFT fazisat reprezentaljak, esetiinkben azonban a

hisztologiai eredmények szerint foként az extra-neurondlis neurofibrillaris kdtegek jellemz6

komponensei.
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10. abra: 3 honapos allatok (Wt és Tg, N=3-3) agykérgi mintainak B-aktinra normalizalt relativ foszforilalt-Tau

expresszioja (atlag+SEM, statisztikai proba: egymintas T-proba).
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199/202 396

Harom honapos egerek agykérgében azt talaltuk, hogy a TaupSer , a TaupSer=", a

262(68kD2) o5 3 TaupSer?®2®°kP mennyiségében nincs szignifikans kiilonbség a Tg és a

TaupSer
Wt-u allatok kozott. Bar a foszforilalatlan (nativ) Tau (Tau V-20) mennyisége Tg allatokban
kis mértékben megndvekedett, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans (10. abra). A
legfontosabb eredmény szamunkra az volt, hogy a foszforilalatlan Tau (Tau V-20)
mennyisége a két csoportban nem tér el szignifikdnsan egymastol. Tehdt az altalunk
kiilonboz6 foszforilacios helyekre specifikus ellenanyagokkal kapott eredmények nem a
foszforilalatlan forma kiilonb6z6é mennyiségéb6l adodnak. (Belsé kontrollként [-aktint

hasznaltunk, az egyes mintakat erre normalizaltuk.)
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11. abra: 6 honapos allatok (Wt és Tg, N=3-3) kérgi mintainak kvantitativ Tau-foszforilacios profil vizsgalata.

A 6 honapos allatok (Wt és Tg) agykérgi mintainak Tau-foszforilacios profil
(Immunoblotting Phosphosite Profiling) analizisét a kanadai Kinexus cég végezte el
szamunkra. A vizsgalatokhoz 14 kiilonb6z6 gyartotol szarmazo foszfospecifikus ellenanyagot
hasznaltak fel, és az eredményeket a chemilumineszcens jelek kvantitativ mérése alapjan
hataroztak meg (lasd: Anyagok és Modszerek). Az alabbiakban a relativ mennyiségi
valtozasokat a Wt értékeit 100%-nak véve adtuk meg. Az eredmények szerint Tg egerekben a
Tau-fehérje t5bb oldallancon is hiperfoszforilalodik a Wt-hoz képest: a Ser'®
tovabbi 101,75%-kal), a Ser'®*?%.n  (atlagosan tovabbi 53,25%-kal), a Ser**®-on (atlagosan

tovabbi 81,33%-kal) és a Ser‘**-en (atlagosan tovabbi 71,33%-kal) (11. abra). A PKC-y

-en (atlagosan
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mennyisége (12. abra) kiilonbozik a két genotipus kozott a Wt javara (52%-kal nagyobb, mint
a Tg-ban), ami a foszforilalt formak esetében ugyanigy igaz (Thr''*: atlagosan 43%-kal,
Thr®®: 4atlagosan 50%-kal, Thr®™*: atlagosan 42%-kal nagyobb a Tg-hoz képest).
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12. abra: 6 honapos allatok (Wt és Tg, N=3-3) kérgi mintainak kvantitativ PKC-y foszforilacios vizsgalata.

4.6. Neuronalis apoptdzis, neurodegeneracio

A molekularisan ¢és hisztologiailag igazolt Tau hiperfoszforilacid ismerten a
mikrotubulus halozat szétesésehez, axonalis degeneracidhoz, végiil neuronalis apoptozishoz
vezet. Mindezek a neurodegeneracio klasszikus hisztopatologiai megnyilvanulasai. Szerettiik
volna funkciondlis és morfologiai szempontbol is igazolni a neurodegenerativ elvaltozasok
dendrittiiskéinek kvalitativ és kvantitativ 0sszehasonlitasat végeztiink el transzgenikus €s vad
tipusu egerekben (13 és 14. abra). A vizsgalatokat prof. Penke Botond csoportjaval
egyiittmiitkddésben végeztiik. Azt talaltuk, hogy Tg allatokban a dendrittiiskék kovetkezetesen
rovidebbek, mint a Wt egerekben. Kvantitativ 6sszehasonlitds soran azt tapasztaltuk, hogy a
Tg allatokban atlagosan kevesebb dendrittiiske (47,78+3,79) szamolhaté meg, mint a Wt
allatokban (63,68+10,7) Bar a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (p=0,053), de erds,

hatarozott trendet mutat (13. abra).
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13. abra: A stratum radiatum neuronjainak (hippocampus CAl régid) dendrittiiske morfoldgidja, mintdzata
(Nagyitas: 1000x), illetve denzitdsa (atlag=SEM, statisztikai proba: egymintas T-proba) Wt és Tg egerekben
(N=5-5).

400x, Mérce: 100um) eziist impregnacios morfologidja. A szomatol 100um tavolsagra 1évé (piros vonal), 100pum

hossziisagu szakaszon (kék vonal) vizsgaltuk a dendrittiiskék eloszlasat.

A kovetkezokben a neuronalis sejtpusztulas mértékét Fluoro-Jade C festéssel

vizsgaltuk. A Fluoro-Jade C festék a neurodegeneracié mechanizmusatol fiiggetleniil, minden
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degeneralodott idegsejtet (szomat, axont €s akar tavoli dendriteket is) megfest (Schmued és
mtsai. 2005). Az agyteriiletek mikroszkopos vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a Tg allatok
agykérgében (59+£5,57), illetve hippocampusaban (50+9,5) szignifikansan tobb (p<0,001)
elpusztult idegsejt lathatd, mint a Wt-ban (agykéreg: 37,97+4,42; hippocampus: 35,42+5,85)
(15. abra).
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15. abra: Elpusztult idegsejtek (fehér nyilak) szama (atlagtSEM) Fluoro-Jade C festéssel egerek (Wt és Tg,
N=6-6) agyszovetében (Nagyitas: 200x, Mérce: 200um, 1atomez6 mérete: 1150umx850um). *, Tg szignifikans a
Wt-hoz viszonyitva (p<0,001, statisztikai proba: egymintas T-proba).

A neuron elhalds modjat, miszerint jelen esetben apoptozisrdl és nem nekrdzisrdl van

sz0, az apoptozis késoi fazisaban megjelend DNS fragmentacio detektalasaval mutattuk ki
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egy korabbi projekt keretében Tunel Assay (ApopTag Peroxidase In situ Apoptosis Detection
Kit, Millipore) segitségével (Bereczki és mtsai. 2008., 5. fiiggelék).

4.7. Elektrofizioldgia

Azért, hogy az eldzdekben bemutatott biokémiai és molekularis bioldgiai valtozasok
preszinaptikus funkciora gyakorolt hatdsat is megvizsgaljuk, hippocampus szeleteken
elektrofiziologiai méréseket végeztiink. A méréseket dr. Szegedi Viktor és munkatérsai
végezték el szamunkra.

A sejtek altalanos serkenthetdségét (excitabilitasat) tekintve nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget az egyes genotipusok kozott. Kovetkez6 1épésben PPF-s protokollt alkalmaztunk
(16. A abra) kiilonb6z6 interstimulus intervallumokkal (50, 100, 200 ms). Normal esetben egy
preszinaptikus neuront két egymast kovetd stimulussal ingerelve az ingerre adott valaszok
amplitaddja egymastdl eltér, a masodik mezdpotencial nagyobb lesz, mint az els6. A PPF
protokoll tehdt az ingerlésre adott vélaszok (akcids potencidl) amplitidoinak ardnyat
vizsgalja. A PPF (neurondlis facilitacid) rovidtavl szinaptikus plaszticitds egy formdja. A
neurondlis facilitici6 mechanizmusa kizarolag preszinaptikus, a megndvekedett Ca®
koncentracio és neurotranszmitter felszabadulds eredménye.

Ezen funkcioban (16. A 4bra) mar szignifikéns (p<0,05) kiilonbség mutatkozott a két
genotipus kozott. A Tg allatokban alacsonyabb PPF aranyokat (2. fEPSP/1. fEPSP) kaptunk
minden interstimulus intervallumban (1,35+0,01 50 ms-nal; 1,34+0,01 100 ms-nal; 1,21+0,01
200 ms-nal 3 héonapos korban, és 1,27+0,01 50 ms-nal; 1,29+0,01 100 ms-nal; 1,17+0,01 200
ms-nal 6 honapos korban) a Wt-hoz viszonyitva (1,68+0,062 50 ms-nal; 1,63+0,01 100 ms-
nal; and 1,35+0,02 200 ms-nal 3 honapos korban és 1,53+0,01 50 ms-nal; 1,49+0,01 100 ms-
nal; 1,32+0,01 200 ms-nal 6 hénapos korban). Erdekes modon az Sregedés onmagaban is
befolyésolta a preszinaptikus funkciot: az idésebb (6 honapos) egerek csokkent PPF arannyal

rendelkeztek a fiatalokhoz (3 honapos) képest, tekintet nélkiil a genotipusra.
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16. abra: A: PPF és B: LTP (atlag=SEM) 3 és 6 honapos (Wt és Tg, N=6-6) egerek hippocampus szeletein. 3 és
6 honapos Tg egerek szignifikansan (p<0,05, statisztikai proba: egymintas T-proba) kisebb PPF értékkel
rendelkeznek a Wt-hoz képest.

A szinaptikus plaszticitas vizsgalatara (16. B dbra) theta-burst stimuldcioval hosszl
tava szinaptikus hatékonysagfokozodast (LTP) valtottunk ki. 60 perc utan a kivaltott
valaszokat alacsony frekvencias ingerléssel (LFS) depotenciroztuk. A fiatal (3 honapos) Tg
allatokbol szarmazo szeletek csokkent LTP-t mutattak a Wt-hoz képest (176+13% a Tg, mig
343+46% a Wt egerekben 60 perccel a TBS utan). Erdekes modon az idésebb (6 honapos)
allatok azonos mértékli LTP-t mutatnak, tekintet nélkiil a genotipusra (168+10% Tg
egerekben, mig 173+11% a Wt egerekben 60 perccel a TBS utan). Az LFS altal kivaltott

depotencirozddas mértéke nem kiilonbozott a genotipusok kozott. Abban az esetben, ha az
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LFS eldtti 15 perces szakaszt 100%-nak tekintjik, az fEPSP-k amplitiddja fiatal Wt
allatokban 79+10%, mig Tg-ban 75+12%. 30 perccel az LFS utdn az fEPSP-k amplitaddja
1désebb Wt allatokban 83+12%, mig 80+8% a Tg egerekben.

3. Milyen hatasa van a hiperlipidémianak a vér-agy gat funkciora?

4.8. In vivo vér-agy gat funkcid vizsgalat

Feltételezésiink szerint Tg egerekben a tartés hiperlipidémia a vér-agy gat
mikodésének zavarat idézi eld. Ezért 4 hetes lipidgazdag diétaval Tg és Wt egereinkben
hiperkoleszterinémiat idéztiink eld. Jollehet, normal tapon tartva a Tg egerek atlagos
szérumkoleszterin-értékei (6sszkoleszterin) szignifikansan (p<0,001) magasabbak, mint Wt
alomtarsaiké, a lipidgazdag dié¢ta mindkét csoportban jelentésen megemelte a
szérumkoleszterin értékeket (17. abra). Mivel a lipidgazdag diéta a Wt allatokban nagyobb
mértékben emelte meg a szérumkoleszterin szintet, mint a Tg allatokban, a két diétan tartott
csoport (Tg etetett kontra Wt etetett) kozotti kiilonbség csokkent, de tovabbra is erds trend
volt megfigyelhet6 (p=0,063) (17. abra).
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17. abra: 4 hétig lipidgazdag tappal etetett egerek (Wt és Tg, N=6 csoportonként) szérumkoleszterin-értékei
(atlag+SEM, statisztikai proba: kétszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt, ill. egymintas T-proba). Az
abran lathat6 jelolések magyarazata: a, Wt lipid diéta szignifikdns a Wt normal diétahoz viszonyitva (p<0,001),
b, Tg lipid diéta szignifikans a Wt lipid diétdhoz viszonyitva (p<0,01), c, Tg szignifikdns a Wt-hoz viszonyitva
(p<0,001).
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A 4 hetes lipidgazdag diétat kovetden fluoreszcens festékekkel (Evans-kék, Na-
fluoreszcein) in vivo permeabilitas vizsgalatokat végeztiink. A Na-fluoreszcein segitségével a
vér-agy gat legfontosabb mindségi paraméterérdl, a paracelluldris permeabilitasrol (tight
junction funkcio); az Evans-kék segitségével pedig a transzcellularis transzport folyamatokrol
(transzcitozis) kaptunk informéciot. Osszességében elmondhatd, hogy az egyes agyteriiletek
egymashoz viszonyitva 1ényegesen kiilonbozd permeabilitas értékekkel rendelkeznek a kis és
nagy molsulyu anyagokra nézve.

Kis molsulyti anyagokra leginkdbb a szaglogumo, a kisagy, a nyultveld és a hid
terlilete atjarhato, mig a kozépagy és a kéreg kevésbé permeabilis (18. dbra). Wt egerekben a
lipid diéta hatdsara majdnem minden vizsgalt agyteriileten (kivéve: kozépagy) fokozoddik a
permeabilitds, mig Tg egerekben szinte mindegyik teriileten (kivéve: kisagy) csokken.
Statisztikai elemzést kovetden azt kaptuk, hogy Na-fluoreszcein tekintetében nincs
szignifikans kiilonbség az egyes genotipusok kozott egyik vizsgalt agyteriilet

permeabilitdsaban sem.
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18. abra: Kiilonb6zo agyteriiletek paracellularis (Na-fluoreszcein) permeabilitdsa (atlageSEM, N=6
csoportonként, statisztikai proba: kétszempontos, ill. egyszempontos ANOV A, Bonferroni poszt-hoc teszt) 4
hetes lipidgazdag (61%) diétat kbvetOen.

Nagy molsulyu (>4-500 Da) anyagok tekintetében leginkabb a szaglogumo, a kisagy,
a nyultveld és a hid atjarhato, mig a kozépagy és a kéreg sokkal kevésbé permeabilis (19.
abra). A lipid diéta hatdsara minden vizsgalt agyteriilet permeabilitdsanak jelentds fokozodasa

figyelhet6 meg mind a Tg, mind pedig a Wt-0i mintakban (19. abra). Statisztikailag a normal
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¢s a lipid diétan tartott csoportok kozott (Wt vs. Wt lipid diéta és Tg vs. Tg lipid diéta)
mindegyik agyteriileten (a kisagy kivételével) szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk (pCtx w;
vs. Tog+ipid<0,001; pMesenc. wt vs. Tg+ipid<0,001; pMo-Pons wt vs. Tg+ipia<0,05; pBO. wt vs.
T1+ipia<0,001), jollehet a vizsgalt genotipusok kozott (Wt vs Tg) nincs szignifikans kiilonbség
az agyteriiletek tobbségének permeabilitasat illetéen (kivéve a szaglogumoét, p<0,001)
(19.abra). Mivel a fenti adatok 14-15 honapos allatok mintaibol szarmaztak, feltétleniil

sziikségesnek tartjuk a kisérlet elvégzését fiatalabb, 6-7 honapos allatokon is.
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19. abra: Kiilonboz6 agyteriiletek transzcellularis (Evans-kék) permeabilitasa (atlagtSEM, N=6 csoportonként,
statisztikai proba: kétszempontos, ill. egyszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt) 4 hetes lipidgazdag
(61%) diétat kovetden. Az abran lathatd jelolések magyardzata a kovetkezd: *, az egyes csoportok kozotti

kiilonbség szignifikans.

4.9. Kortikalis mikroér frakcio génexpresszios vizsgalata QRT-PCR-val

Az in vivo permeabilitasi eredmények értelmezéséhez izolalt agyi mikroereken végzett
génexpresszios vizsgalat vitt kozelebb. A mikroerek izolalasa és a tovabbi in vitro kisérletek
dr. Deli Maria és munkatarsai segitségével torténtek.

Az elsé kisérletben a lipid diéta génexpresszidora gyakorolt hatdsdra voltunk
kivancsiak, Wt és Tg egerek agyi mikroér frakcidjaban (20. dbra). Olyan gének kifejezddését
vizsgaltuk, amelyek a sejt-sejt kozotti kapcsolatokban (claudin-5, occludin, ZO1), a

lipoproteinek transzportjaban és szabalyozasaban (ApoA-I, ApoE, ApoB-100, LDLR, LOX1,
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Scarbl (HDLr), Ppar-y, RXR-a, LXR-B), valamint a vér-agy gaton keresztiili transzport
folyamatokban (LRP1, LRP2, RAGE, Glutl, Mdrl, P-gp) jatszanak fontos szerepet.
Legnagyobb génexpresszido novekedést az Lrp2 és az ApoB-100 gének esetén tapasztaltuk
(20. abra). Az LRP2 AP influx transzporterként miikkodik, AB-at szallit a perifériarol az agyba.
Hasonloéan, de kisebb mértékben emelkedett a Cldn-5, az ApoA-I, a Scarbl (HDLr), a PPAR-
vy és a LXR-B gének szintje (20. abra) is. A Cldn-5 relativ expressziojanak fokozdodasa
lipidgazdag diéta hatasdra magyarazatul szolgal arra, hogy miért nem tapasztaltunk
paracellularis permeabilitds fokozddast korabbi kisérletiinkben. A szoros kapcsolatok fehérjéi
funkcionalisan épek, ezért megakadalyozzdk a Na-fluoreszcein fokozott parenchimalis
relativ expresszidja lipid diéta hatasara (20. abra) mérsékelten novekszik Tg-ban a Wt-hoz
képest, ami a Scarbl (HDLr) novekedését vonja maga utan. Mindezek fokozott cellularis és

parenchimalis koleszterin effluxra utalnak.

Tg lipid diéta vs. Wt lipid diéta
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20. abra: 4 hétig lipidgazdag diétan tartott egerek (Wt és Tg, N=6-6) agyi mikroér génexpresszids mintazata
(4tlag=SD).

A masodik kisérletben a normal tapon tartott Wt és Tg Aallatok génexpresszids
kiilonbségeire fokuszaltunk (21. abra). Azt talaltuk, hogy Tg allatok mikroereiben az ApoB-
100 igen nagymértékben expresszalodik, amit eddig masok nem mutattak ki. Kisebb
mértékben novekedett a LOX1 és a P-gp mRNS mennyisége Tg allatokban (21. abra) a Wit-

hoz képest. A P-gp novekedése Osszhangban &ll azzal, hogy az el6zd kisérletben nem
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tapasztaltunk jelentds transzcellularis permeabilitds fokozodast a Wt-hoz képest. A LOX1
magasabb szintje pedig azzal fligghet Gssze, hogy az agyi erekben is atherosclerotikus
folyamatok indulhattak el. Ezzel parhuzamosan a Caveolin-1 (Cav-1), a Glutl, a MEOX2 és a
PPAR-y gének kifejezddésének csokkenése figyelhetd meg (21. dbra). A Cav-1 csokkenése a
ZO-1 (Tjp-1) és Ocln novelésén keresztiil csokkenti a paracellularis permeabilitast, ami
magyarazza, hogy az in vivo kisérlet soran Tg allatokban miért nem tapasztaltunk fokozott
paracellularis permeabilitast a Wt-hoz képest. A MEOX2 szintjének csokkenése (21. abra)
altalaban agyi hipoperfuzid, gyulladas, fokozott szabadgyok termel6dés és neuronalis
diszfunkcié soran mutathatd ki. A neurodegenerativ folyamatok jelenlétét Tg egereinkben
elektrofiziologiaval, dendrittiiske-stiriség vizsgalattal és szovettani festéssel (Fluoro-Jade C)
igazoltuk. A PPAR-y a lipid tarolast, illetve a glikoz metabolizmust szabalyozza. Vele

parhuzamosan a Glutl is csokkenést mutat a Wt-hoz képest.

Tg vs. Wt
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21. abra: Normal tapon tartott egerek (Wt és Tg, N=6-6) agyi mikroér génexpresszios mintazata (atlag£SD).

4. Hogyan modellezhetjiik a hiperlipidémia hatasdara in vivo kialakult endothel
diszfunkciot in vitro a vér-agy gat izolalt primer sejttipusain (endothel,

astrocyta, pericyta)?

4.10. Immuncitokémia primer endothelsejteken, astrocytakon €s pericytakon

Irodalmi adatok szerint az ApoB-100-fehérje normal koriilmények k6zott nem fordul
el az agyban. De novo szintézisét eddig még senki sem igazolta. Annyit tudunk biztosan,
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hogy nem képes atjutni az ép vér-agy gaton. Loffler és mtsai. (2013) azonban hApoBxAPP
transzgenikus egerekben az ApoB-100 perivaszkularis akkumulacidjat figyelték meg a cortex
¢és hippocampus leptomeningealis ereinek kérnyezetében. hApoB transzgenikus egerekben az
agy mélyebben elhelyezkedd teriiletein (pl. thalamus) a kapillarisok mutatnak ApoB-100
immunreaktivitast (6. fliggelék). Ez 0sszhangban all azzal, hogy izolalt kortikalis mikroér

preparatumokban az ApoB nagymértékil expresszidjat tapasztaltuk.
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22. abra: A vér-agy gat primer sejttipusainak morfologiai és molekularis fenotipizalasa (relativ fluoreszcencia
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intenzitas a Wt%-aban, atlag+SEM, Nagyitas: 630x, Mérce: 15um). * Tg szignifikans a Wt-hoz képest (p<0,05,
ill. p<0,001, statisztikai proba: egymintas T-proba).
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Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogy a fokozott ApoB-100 jelenlét a vér-agy gat
mely sejttipusdhoz is kothetd pontosan? A kérdés megvalaszoldsahoz primer endothelsejt,
astrocyta és pericyta kultarakat hoztunk létre, amelyeken immuncitokémia (ICC) segitségével
vizsgalodtunk. Els6 Iépésben az izolalt sejtek morfologiai és molekularis fenotipusat
ellendriztiik Ocln, Cldn-5, ZO1, B-catenin és a-SM ellenanyagok segitségével (22. abra). A
vizsgalt markerek koziil a fluoreszcencia intenzitas értékek alapjan a ZO1 és [-catenin
mennyisége szignifikansan magasabbnak adodott Tg endothelsejtekben a Wt-hoz viszonyitva
(Pp-cat.<0,05; pz01<0,001) (22. 4bra). Miutan meggy6zddtiink rola, hogy a kulturdk az egyes
sejttipusokra jellemzé morfologiat mutatjak, és igazoltuk a sejtspecifikus markerek jelenlétét,

ApoB-100 immunfestést végeztiink (23. 4bra).
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23. abra: ApoB-100 ICC primer agyi endothelsejteken, pericytakon és astrocytakon (relativ fluoreszcencia
intenzitas a Wt%-aban, atlagtSEM, Nagyitas: 630x, Mérce: 15um). * Tg szignifikans a Wt-hoz képest (p<0,01,

statisztikai proba: egymintas T-proba).

Az talaltuk, hogy az ApoB-100 fehérje a Wt-u allatokbol szarmazé valamennyi
sejttipusban (endothel, astrocyta, pericyta) megtalalhato, ami korabban nem volt ismert. Az
ApoB-100 fehérje mennyisége, a fluoreszcencia intenzitas értékek alapjan, a Tg

endothelsejtekben szignifikansan nagyobb (p<0,01), mint a Wt-u sejtekben (23. abra).
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4.11. Primer sejtek ndvekedési kinetikéja

A primer sejtek (endothel, astrocyta) novekedési kinetikajat valos idejii sejtanalizald
rendszerrel (ACEA Biosciences, Inc. XCELLigence RTCA-SP) monitorozva azt figyeltiik
meg, hogy a Tg allatokbol szarmazé sejtek szignifikansan (p <0,001) gyorsabban néttek a Wit-

bol izolaltakhoz képest, az azonos kiindulasi sejtszamok ellenére is (24-25. abra).
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24. abra: Primer endothelsejtek (EC) novekedési kinetikaja (atlag=SEM).*, Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva
(p<0,001, statisztikai proba: egyszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt)
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25. dbra: Primer astrocytak (AC) novekedési kinetikaja (atlagtSEM). *, Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva
(p<0,001, statisztikai proba: egyszempontos ANOV A, Bonferroni poszt-hoc teszt)
4.12. Valos idejli viabilitas és toxicitas (LDH) vizsgalatok primer sejteken

A primer sejtekkel végzett in vitro kisérleteket (ICC, novekedés, viabilitas, toxicitas,

ROS mérés) dr. Deli Maria csoportjaval egyiittmitkodésben végeztiik.
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A mikroér génexpresszios vizsgalat soran tapasztalt magas LOX1 (oxLDLr) szint arra
0sztonzott benniinket, hogy megvizsgaljuk a vér-agy gat sejtjeinek oxLDL-re adott reakciojat.
A primer sejteket oxLDL-lel (50-200 ug/ml) kezelve azt tapasztaltuk, hogy az egyes
sejttipusok eltéré érzékenységgel rendelkeztek az oxLDL toxikus hatasaval szemben. Az
astrocytak bizonyultak a legérzékenyebbnek (28. abra), majd az endothelsejtek (26. abra),
legkevésbé pedig a pericytak (27. abra) voltak érzékenyek az oxLDL karosito hatasara. Az E-
plate-en kapott eredményeket (26., 27., 28. A, B, C abra) LDH teszttel erdsitettiik meg (26.,
27.,28. D abra). Az alabbi abrakon a Wt (26. A abra), illetve Tg endothelsejtek (26. B abra),
pericytak (27. A, B éabra) és astrocytak (28. A, B abra) 24 oras viabilitasi €s toxicitasi értékeit
(26.,27., 28. D abra) lathatjuk.
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26. abra: 24 6ras oXLDL kezelés hatasa (Wt: A, Tg: B) primer endothelsejtek (EC) viabilitasara (atlag+SD). C:
E-platen mért viabilitas, D: LDH teszttel mért cytotoxicitds. Az abran lathato jeldlések magyarazata: a, Wt
kontrollhoz képest szignifikans; b, Tg kontrollhoz képest szignifikans, *, Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva
(p<0,01, p<0,001, statisztikai proba: kétszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt).

Endothel tenyészetek esetén dozisfiiggé oxLDL hatast lattunk mind a viabilitasban
(26. A, B, C abra), mind pedig a toxicitasban (26. D abra). Az LDH teszt soran megfigyeltiik,
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hogy az oxLDL karosit6 hatasa a Wt sejteken sokkal kifejezettebben jelentkezik, az oxLDL
szignifikansan toxikusabb a Wt sejtekre, mint a Tg sejtekre (26. D abra).
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27. abra: 24 6ras oXLDL kezelés hatasa (Wt: A, Tg: B) primer pericytak (PC) viabilitisara (atlag=SD). C: E-
platen mért viabilitas, D: LDH teszttel mért cytotoxicitas. Az abran lathat6é jelolések magyarazata: a, Wt
kontrollhoz képest szignifikans; b, Tg kontrollhoz képest szignifikans, (statisztikai proba: kétszempontos

ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt).

Primer pericyta tenyészeteken is az oxLDL dozisfiiggd viabilitas csokkentd hatasat
tapasztaltuk (27. A, B, C abra), amely csokkenés nem olyan Kkifejezett, mint az
endothelsejteknél tapasztalt. A membrankarosodas (27. D &bra) azonban nagyobb meértékii,
mint amit endothelsejtek esetén lattunk. Valodszintileg, a pericytak membranjanak nagyobb
oxLDL-érzékenysége kovetkeztében figyeltink meg az endothelsejteknél nagyobb mértékii

membrankarosité hatast az LDH teszt soran (27. D abra).
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28. abra: 24 6ras oxLDL kezelés hatasa (Wt: A, Tg: B) primer astrocytak (AC) viabilitasara (atlagtSD). C: E-
platen mért viabilitds, D: LDH teszttel mért cytotoxicitas. Az abran lathat6é jelolések magyarazata: a, Wt
kontrollhoz képest szignifikans; b, Tg kontrollhoz képest szignifikans, *, Tg szignifikdns a Wt-hoz viszonyitva.
(p<0,001, statisztikai proba: kétszempontos ANOV A, Bonferroni poszt-hoc teszt).

Az oxLDL dozisfiiggd viabilitds csokkentd hatdsa, a vizsgalt hdrom primer sejttipus
koziil, a primer astrocyta tenyészeteken a legkifejezettebb (28. A, B, C abra). Azt tapasztaltuk,
hogy oxLDL kezelés hatasara igen er6s membrankarosodas jon l1étre ezekben a sejtekben (28.
D 4bra). Erdekes, hogy a Wt sejtekben szignifikdnsan nagyobb a kirosodas mértéke, mint a

Tg sejtekben (28. D abra).

4.13. In vitro ROS mérés primer sejteken

Ebben a kisérletben primer sejtek ROS termelését vizsgaltuk 1 o6rds oxLDL kezelés
hatasara fluoreszcens indikator segitségével. Mindharom sejttipusra jellemzd egy bazalis ROS

termelés, amely oxLDL kezelés hatasara megvaltozik (29. abra).
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A vizsgalat soran azt kaptuk, hogy a Tg endothelsejtek (29. A abra) és pericytak (29. B
abra) bazalis ROS termelése szignifikdnsan nagyobb a Wt-u sejtekéhez képest (pTgec<0,001,;
pTgrc<0,01), mig astrocytak (29. C abra) esetén a két genotipusi sejt ROS termelése
szignifikansan nem kiilonb6zott. A pozitiv kontrollként hasznalt HoO, hatds mértéke is eltérd
az egyes sejttipusokon: pericytaban (29. B abra) és endothelben (29. A abra) magasabb ROS
termelést indukal, mint astrocytaban (29. C abra), jelezvén, hogy a sejtek egyedi ROS termeld

képessége eltéro.
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29. abra: 1 oras oXLDL kezelés hatasa (Wt: sziirke oszlop, Tg: fekete 0szlop) primer sejtek ROS termelésére
(atlag=SD). A: endothelsejtek (EC), B: pericytak (PC), C: astrocytak (AC) fluoreszcencia intenzitas értékei. Az
aban lathato jeldlések magyarazata: a, Wt kontrollhoz képest szignifikans; b, Tg kontrollhoz képest szignifikans;
*, Tg szignifikans a Wt-hoz viszonyitva. (p<0,05, p<0,01, p<0,001, statisztikai proba: kétszempontos ANOVA,

Bonferroni poszt-hoc teszt).
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Meéréseink szerint az oxLDL kezelés Tg sejtekben (29. A, B abra) kovetkezetesen
nagyobb ROS termelést eredményez, mint Wt sejtekben (kivéve: astrocyta, 29. C abra). A
kezelés hatasara a Tg endothelsejtek (29. A abra) ROS termelése szignifikansan
megemelkedik a Wt-hoz képest (poxpL<0,001), mig pericytakban (29. B éabra) ez csak
trendként jelenik meg. Astrocytaknal (29. C abra) forditott helyzet adodik, a Wt sejtek
termelnek szignifikansan tobb ROS-t nagy dozisti oxLDL hatésara.
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5. DiszKusszio

Csoportunk és masok is igazoltdk mar kordbban, hogy az ApoB-100 overexpresszidja
transzgenikus egerekben a trigliceridek tartésan magas szintjéhez vezet a szérumban, vagyis
hipertigliceridémiat indukal (Csont és mtsai. 2007, Callow ¢és mtsai. 1994, McCormick és
mtsai. 1996). A magas szérumtriglicerid-szint mellett cs6kkent HDL-, valamint emelkedett
LDL- ¢és dsszkoleszterinszint jellemz6. Mivel az injektalt transzgén a teljes hosszsagi human
APOB gént (43 kb) a kornyezd genomi szekvencidkkal (19 kb 5° és 14 kb 3°) egyiitt
tartalmazta (1. fiiggelék), a hApoB-100-fehérje kifejezOdése teljesen azonos az endogén
fehérjéével: a majban, a vékonybélben €s a szivben termelddik, ektopias expresszid nem
allapithatd meg (2. fiiggelék). Ismereteink szerint az ApoB-100-fehérje fiziologias
koriilmények kozott nem talalhatd meg az agyban (Skinner 2002, Lajtha 2009). Ezzel
szemben jelen vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy alacsony szinten ugyan, de az agyi
endothelsejtekben, astrocytakban és pericytakban is megtalalhato. Mivel mRNS vizsgalatokat
ezekbdl a szovetekbdl nem végeztiink, igy nem tudjuk, hogy de novo szintézisrél van-e szo,
vagy a fehérjék transzport Utjan keriiltek a sejtekbe. A szakirodalom alldspontja egységes a
tekintetben, hogy tudni véli az ApoB és ApoE tartalmu lipoproteinek nem képesek atjutni a
vér-agy gaton, jollehet az agyi endothelsejtek LDLr-kat is expresszalnak (Skinner 2002,
Lajtha 2009, Gosselet és mtsai. 2009). Ez valdszintileg igy is van egészséges, ép vér-agy gat
estén. Ezzel szemben kisérleteinkben erdteljes ApoB immunreaktivitast figyeltiink meg a Tg
egerek agyszovetében, amit késobb kortikalis homogenatumokon western blot segitségével is

megerésitettiink. Loffler és mtsai. (2013) is hasonld eredményre jutottak ApoB Tg egereken

crer

crcr

illetve a hippocampus leptomeningealis ereinek kozvetlen kdrnyezetében (6. fiiggelék). ApoB
transzgenikus egerekben a kisebb kapillarisok és venuldk is immunreaktivitdst mutattak.
Veliik egyetértésben feltételezziik, hogy az ApoB parenchimalis jelenléte az agyi kapillaris
endothelsejtek diszfunkcidjaval magyarazhat6. A tartés hiperlipidémia atherosclerotikus
elvaltozasokhoz vezet, amely a cerebrovaszkularis rendszert karositva a vér-agy gat
diszfunkcigjat eredményezheti (Napoli és Palinski 2005, Jellinger 2007, Zlokovic 2011).
Hipotézisiink konzisztens azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy indukalt ischemia esetén az
ApoB Tg egerek csokkent kapillaris denzitassal, ezt kompenzalandd pedig nagyobb kapillaris
atmérével rendelkeznek (Siile és mtsai. 2009) a Wt-hoz képest.
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A cerebralis lipidmetabolizmus alapelemeit viszgalva azt talaltuk, hogy Tg egerek
agyszovetében, illetve agykérgi mintdiban az ApoE ¢és LDLr receptor mennyisége
szignifikansan magasabb, mig az ApoA-I mennyisége szignifikansan alacsonyabb a Wt-hoz
képest. Az ApoE és az LDLr mennyiségének novekedése fokozott cellularis koleszterin
metabolizmusra utal. Az ApoE az agyban legnagyobb mennyiségben eléforduld lipoprotein,
de novo szintetizalodik, mivel a vér-agy gaton keresztiil valo ajutasa gatolt (Skinner 2002,
Lajtha 2009). FOként astrocytak termelik, de sériilés hatasara neuronok és mikroglidk is
szekretaljak, igy az idegi regeneracioban is részt vesz. Legfontosabb szerepe azonban a
koleszterin és a foszfolipidek szintézise, illetve ezek neuronokhoz torténd eljuttatdsa, amiben
az LDLr és az ABC transzporterek vannak segitségére (Wang és Eckel 2014). A szintézis
mellett komoly szerepe van a hatékony agyi koleszterin effluxban is, melynek sordn a
felesleges koleszterint a cerebrospinalis folyadékba juttatja. Az ApoA-I nem szintetizalodik a
kozponti idegrendszerben, azt azonban tudjuk, hogy képes atjutni a vér-agy gaton (Skinner
2002, Lajtha 2009). Az agyban betdltott szerepével kapcsolatosan szamtalan ellentmondasos
eredmény sziiletett: egyesek protektiv hatasat igazoltdk demencidban, mig masok nem talaltak
kozvetlen dsszefliggést a neurodegeneracio és az ApoA-I szint k6zott. Lewis és mtsai. (2010)
AD x ApoA-I transzgenikus egerekkel végzett kisérletei azonban egyértelmiien bizonyitottak,
hogy az ApoA-I csokkenti a cerebralis amiloid angiopathiat, a neuroinflammaciot, az
astrocyta és mikroglia aktivaciot, s6t a kognitiv funkcidkat is javitja. Mindezek mellett az
oxidativ stresszel szemben is véd6hatasu. Az ApoA-I, illetve az ApoA-I-HDL-partikulumok
képesek megvédeni a hippocampalis neuronokat az Alzheimer-kér okozta oxidativ stresszel
¢és neurodegeneracioval szemben (Paula-Lima és mtsai. 2009). Kimutattak, hogy AD-0sS
betegekben az ApoA-I szérumszintje alacsony, mennyiségének csokkenése pedig korrelal a
betegség sulyossaganak fokozoddsdval (Raygani és mtsai. 2006). Az altalunk tapasztalt
ApoA-I csokkenés a cerebralis erekben hozzajarulhat a ROS endothelkarositd hatidsanak
csokkent toleralasahoz.

Kimutattuk tovabba, hogy a Tg egerek agyaban a Tau-fehérje mar fiatal korban

262, 1990202, 39, 404y &5 neurofibrillaris kotegeket

szamos oldallancan hiperfoszforilalodik (Ser
képez. Mivel kisérletinkben a Tg és Wt egerek a nativ (foszforiladlatlan) Tau
mennyiségében szignifikdnsan nem kiilonbdztek egymastol, a tapasztalt kiilonbségek a
foszforilacié mértékébdl adodtak. Az altalunk vizsgalt foszforilalt formék a Kimura és mtsai.
(1996), illetve Augustinac és mtsai. (2002) altal morfologiailag leirt és foszforilalt Tau-
formakkal részletesen jellemzett neurofibrillaris degeneracid valamennyi NFT fazisdban

megjelennek. Az altalunk immunhisztokémiaval —detektalt TaupSer’® mintizat a
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neurofibrillaris degeneracid extra-neurondlis NFT féazisat reprezentdlja, az neurofibrillaris
kotegeket tartalmazo sejtek elhalnak és mar csak az oldhatatlan ,,szellemkdtegek” (ghost
tangle) lathatéak az agyszovetben. A Tg egerekben tapasztalt neurofibrillaris degeneraciod
azonban nem jar egylitt AP plakk képzddéssel. Ez illeszkedik a human mutans (Gotz és Ittner
2008) ¢és egér Tau (Adams és mtsai. 2009) Tg egérmodellekben megfigyelt neurodegeneracios
képbe. Ezekben a modellekben egyaltalan nincs amiloid plakk képzddés. Jollehet az APP
megnovekedett mennyiségét tapasztaltuk, ez azonban nem okozott AP taltermelddést, ami
részben a megnovekedett ApoE mennyiségnek is kdszonhetd, ami aktivan részt vesz az Ap
molekuldk eltavolitdsdban (Verghese és mtsai. 2013, Huang 2011). A neurofibrillaris
degeneraci6 a mikrotubulushdlozat dezorganizaciojat, szétesését okozza, ami az axonalis
transzportfolyamatok ¢és a szinaptikus transzmisszio karosodasahoz, végiil pedig az idegsejtek
elhalasahoz vezet (Augustinac és mtsai. 2002, Buée és mtsai. 2000).

A hipertrigliceridémia altal okozott funkcionalis ¢és morfologiai elvaltozasok
tendenciézusan csokkent dendrittiiskeszamban ¢és kiterjedt neurondlis apoptdzisban
nyilvanultak meg. ApoB-100 Tg egerekben szignifikansan tobb apoptotizalt idegsejtet
detektaltunk a kéreg és a hippocampus teriiletén, mint a Wt-ban, ami 6sszecseng Bereczki és
mtsai. (2008) eredményeivel. Tovabba a hippocampalis dendrittiiskék hossza és szama is
jelentésen lecsokkent Tg allatokban a Wt-hoz képest. A morfologiai elvaltozasok altal okozott
funkcionalis zavarokat behatobban vizsgdlva a preszinaptikus funkcid, vagyis a rovidtava
szinaptikus plaszticitds karosodasat (csokkent PPF arany), emellett pedig a tanuldsi és
memoriafolyamatok romléasat (csokkent LTP) mutattuk ki. Mindezek 6sszhangban vannak
Farr és mtsai. (2008) eredményeivel, akik igazoltak, hogy az elhizas és a hipertrigliceridémia
a kognitiv funkciok romlasdhoz vezet. A trigliceridek ugyanis karositjak a hippocampusban
az LTP NMDA-fiiggd komponensét, ami csokkent memoria és tanulasi funkciokat
eredményez. A szérumtriglicerid-szint szelektiv csokkentésével a funkcidk javithatok.
Ramirez és mtsai. (2011) ApoB-t overexpresszald, de LDLr K.O. Tg egerekben csokkent
lokomotor aktivitast, az epizodikus memoria romlasat ¢és a mikrotubulus-halozat
mutattdk ki ApoB Tg egerekben Morris-féle vizi labirintus ¢€s kontextualis félelem
kondicionalasi tesztekben. Az LTP és a hosszutava szinaptikus hatékonysag csékkenés (LTD)
molekularis miikodése PKC-y-at igényel (Saito és Shirai 2002). A PKC-y deficiens egerek
modositott LTP-t mutatnak és enyhe térbeli és kontextudlis tanuldsi zavarral birnak
(Abeliovich és mtsai. 1993 a, b). Ezen korabbi megfigyelésekkel egyezéen Tg egerekben a
PKC-y mennyiségét mintegy fele akkoranak talaltuk, mint a Wt-ban.
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A tapasztalt morfologiai és funkciondlis elvaltozasok arra sarkalltak minket, hogy
megvizsgaljuk a vér-agy gat hiperlipidémia altali érintettségét is. Azt tapasztaltuk, hogy a Tg
egerek vér-agy gatja kismolekuldkra (Na-fluoreszcein), habar nem szignifikdnsan, de
atjarhatobb a Wt-hoz képest. Ezzel szemben a lipid diéta egyik genotipusban sem okozott
paracellularis permeabilitds fokozdodast egyik vizsgélt agyteriileten sem. Nagy molsulya
anyagok (Evans-kék) atjarhatosaganak vizsgalatakor viszont éppen forditott eredményt
kaptunk. A két genotipus normal tapon tartva nem kiillonbozott szignifikdnsan egymastol,
permeabilitasban, (kivéve a szaglogumo tertiletét) azonban a lipid-diéta hatasa szinte minden
agyteriileten tettenérhetd volt: er6sen €s szignifikansan fokozta a vér-agy gat permeabilitasat.
Lipid-dus diéta hatasara szignifikans permeabilitas fokozodast mutattunk ki a Tg mintakban a
Wit-hoz képest a kéreg, a kdzépagy €s a szaglogumo teriiletén. Tehat a genotipus 6nmagaban
nem, csak a lipid diétaval kolcsonhatasban fokozta a transzcellularis permeabilitast. Mindez
Osszhangban van Kalayci és mtsai. (2009) altal koleszterinnel etetett patkanyokban leirt Evans
kék permeabilitds fokozodassal. Kimutattak, hogy a koleszterin etetés fokozza az oxLDL
képzddését, a lipidek peroxidacidjat, csokkenti az endothel NO termelését és fokozza a TNF-a
mennyiségét. Acharya és mtsai. (2013) sertésmodellben igazoltak a hiperlipidémia és a
diabetes vér-agy gat permeabilitast fokozo hatasat. A vér-agy gat megnyilassal parhuzamosan
megnovekedett AP felhalmozodast mutattak ki, amely elsdsorban a kéreg piramissejtjeit
érintette.

A mikroér génexpresszios vizsgalat eredménye némiképp magyardzattal szolgalt a
tapasztalt permeabilitasi eredményekre. Lipidgazdag diéta hatasara Tg mintakban fokozodott
a Cldn-5 és kis mértékben az Ocln, illetve a P-gp mennyisége, ami a sejtkapcsolatok
féhérjéinek épségére utal, ami magyarazattal szolgdl arra, hogy nem tapasztaltunk
paracellularis permeabilitas fokozodast egyik vizsgalt agyteriileten sem. Ugyanakkor a
koleszterin metabolizmusban és transzportban szerepet jatszo lipoproteinek és receptoraik
(ApoA-I1, ApoB, SR-1, LXR-B, PPAR-y) expresszidjanak mérsékelt novekedését tapasztaltuk.
Mindezek a valtozasok a cellularis és szoveti koleszterin efflux hatékonysaganak fokozodasa,
valamint a lipidek altal kivaltott oxidativ stressz rosszabb toleralasanak (ApoA-I) iranyaba
hatnak. Az ApoB mennyiségének fokozodasa a kapillarisokban a vér-agy gat szivargdsara
utal. Ha azonban csak a transzgén altal okozott hatasokra fokuszalunk, akkor azt mondhatjuk,
hogy Tg egerek mikroereiben az ApoB, a LOXI1, az LRP2 és P-gp nagy mennyiségben
expresszalodik. A LOX1 megndvekedett mennyisége a mikroerekben fokozott
cerebrovaszkuldris lipidperoxidéaciora, az atheroscleroris kovetkeztében fellépd oxidativ

karosodasra utal. A P-gp és az Ocln gatolja idegen anyagok bejutésat, illetve csokkenti a
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paracelluldris permeabilitast. A MEOX2, Cav-1 ¢és Glutl expresszidja ezzel szemben
csokkenést mutat Tg egerekben a Wt-hoz képest. A Cav-1 csokkenése a ZO-1 (Tjp-1) és az
Ocln novelésén keresztiil csokkenti a paracellularis permeabilitast (Zlokovic 2008), ami
magyarazza, hogy miért nem tapasztaltunk fokozott paracellularis permeabilitast a Wt-hoz
képest. A MEOX2 szintjének csokkenése agyi hipoperfiiziot és hipoxiat jelez, ami
gyulladashoz, fokozott szabadgyok termelddéshez, végiil neurondlis diszfunkcidhoz vezet
(Zlokovic 2011, Marques és mtsai. 2013), amit elektrofizioldgiaval, a dendrittiiske-stiriiség
vizsgalataval és szovettani festéssel is igazoltunk. Hipoxia hatasara a MEOX2 mennyisége
csokken, mig a MYOCD ¢és a SRF mennyisége né (Zlokovic 2011). A MEOX2 csokkenése
kapillaris regressziot, hipoperfuzidt, gyulladast és szinaptikus karosodast eredményez.
Emellett csokkenti az AP clearance-ét és fokozza a RAGE expresszidjat, ezaltal a ROS
termel6dést és a gyulladast. A MYOCD és SRF novekedése a vaszkularis simaizomsejtek
hiperkontraktilis fenotipusat eredményezi, ami cerebralis amiloid angiopathiat, hipoperfiziot
¢és vér-agy gat-karosodast okoz (Zlokovic 2011). Klinikai tanulmanyokbol ismert, hogy a
demencias betegek agyaban hipoperfuzié és hipoxia mutathato ki (Zlokovic 2011). A PPAR-y
a lipid téarolast, illetve a gliikdz metabolizmust szabalyozza. A PPAR-y-val parhuzamosan a
Glutl is csokkenést mutat a Wt-hoz képest. Globalis ichemia/reperfizidés modellben a PPAR-
v védi a hippocampalis neuronokat azaltal, hogy csokkenti az oxidativ stresszt és a gyulladast
(Luo és mtsai. 2014).

A mikroerekben tapasztalt molekularis valtozdsok arra Osztondztek benniinket,
megvizsgaljuk a vér-agy gat sejtjeinek viselkedését in vitro. Az izolalt primer sejteket ApoB
ellenanyaggal megfestve azt tapasztaltuk, hogy az valamennyi sejttipusban kifejezddik, amit
eddig masok nem mutattak még ki. Ugy tiinik, hogy a harom sejttipus koziil az endothelsejtek
mutatjak a legnagyobb immunreaktivitast. Ezek szerint jelenléte az agyban és a mikroerekben
nem feltétleniil csak periférias eredetli, szamunkra eddig ismeretlen funkcidval birhat. A
primer sejtekkel végzett munka sordan megfigyeltiik, hogy a Tg allatokbdl szarmazd
tenyészetekben a sejtek szignifikdnsan gyorsabban novekedtek a Wt-u sejtekhez képest az
azonos kiindulasi sejtszamok ¢és tenyésztési koriilmények ellenére is. Ez valdsziniileg a sejtek
fokozott szérumbdl torténd lipidfelvételével és hasznositasaval magyarazhatd, amit az ApoB
nagymeértékben eldsegithet.

A Tg mikroerekben tapasztalt magas LOX1 expresszidé vonalan elindulva, a sejtek
oXLDL-re adott reakcidjat vizsgaltuk. A LOX1-et mint az endothel diszfunkciot elinditd
molekulat azonositottdk, melyet az oxLDL aktival. Kimutattak, hogy az atherogenezis minden

fazisaban részt vesz. Az endothelsejteken kiviil vaszkularis simaizomsejtek, makrofagok és
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vérlemezkék termelik. Bazalis endothelidlis expresszidja alacsony, de gyulladasos és oxidativ
koriilmények: hipertonia, diabetes és hiperlipidémia hatdsara gyorsan aktivalodik. A LOX1
szignalizacio soran szuperoxid képzdédik, ami csokkenti az eNOS aktivitasat, ezaltal a NO
termelodését. A fellépd oxidativ stressz és NO hiany endothel diszfunkcidhoz ¢és
atherosclerosishoz vezet (Ogura és mtsai. 2009). Az oxLDL f6 toxikus komponensei az
oxiszterinek, mint a 7B-hidroxikoleszterin (7BOHC) és a 7-ketokoleszterin (7ketoC). Az
oxiszterinek toxikusak az endothelsejtekre, képesek beinditani az apoptozis mitokondrialis és
lizoszomalis utjat is. Steffen és mtsai. (2006) altal human koldokzsinor véna endothelsejteken
(HUVEC) elvégzett kisérletek szerint az oxLDL karositoé hatasa nagyban fiigg attol, hogy az
LDL oxidacioja milyen korilmények kozott megy végbe (enzimatikusan vagy CuSOq4
hatasara). Ez ugyanis jelentdsen befolyasolja az oxLDL oxiszterin Osszetételét. Az egyes
oxiszterinek dnmagukban és keveré¢kekben kiilonb6z6 hatasuak. Kimutattdk, hogy a 7BOHC
toxikus az endothelsejtekre, mig a 7ketoC protektiv a 7BOHC hatasaval szemben. Tovabba
megallapitottak, hogy az oxLDL hatdsa endothelsejteken a tiszta 7BOHC hatasaval azonos,
ami alatamasztja azt, hogy az oxLDL toxikus hatdséért a benne megtalalhat6 oxiszterinek a
felel6sek. Li és mtsai. (2011) HUVEC-sejtekben oxiszterinekkel apoptézist indukaltak. Az
oxLDL tehat képes atjutni a vér-agy gaton, ahol részt vesz az oxidativ stressz indukalta
neruodegenerativ folyamatokban.

Egyik kisérlet sorozatunkban kiilonb6z6 koncentracioji oxLDL-lel kezeltiink izolalt
primer endothelsejteket, pericytakat és astrocytakat. Azt tapasztaltuk, hogy az egyes
sejttipusok érzékenysége igen eltérd. Legérzékenyebbnek az astrocytak és endothelsejtek,
legkevésbé érzékenynek pedig a pericytdk bizonyultak. Valamennyi sejttipuson az oxLDL
dozisfiiggd viabilitds csokkentd hatasat figyeltiik meg. A viabilitds csokkenést minden
esetben LDH teszttel igazoltuk. Azt tapasztaltuk, hogy Wt astrocytak és endothelsejtek
szignifikansan nagyobb membrankarosodast és viabilitds csokkenést mutatnak az oxLDL
hatasara, mint a Tg sejtek. A Tg sejtek valamiféle elénnyel rendelkeznek a Wt sejtekhez
képest. Erdekes modon a pericytdk a legkevésbé rézékenyek az oxLDL-re, kismértékil
viabilitds csokkenést és erdteljes membrankarosodast mutatnak. A Tg és Wt sejtek reakcioja
szignifikdnsan ugyan nem kiilonbdzik egymastdl, a Wt azonban tendenciézusan nagyobb
membrankarosodast mutat, mint a Tg. Mindezek 6sszhangban vannak Moellering €s mtsai.
(2002) eredményeivel, akik thoracalis aortabol szarmazo endothelsejteken az oxLDL
dozisfiiggd viabilitas csokkentd hatasat figyelték meg. A tapasztalt jelenség megértését
célozva megmértiik a sejtek ROS termelését oxLDL kezelés hatasara. Azt talaltuk, hogy a Tg
endothelsejtek és pericytak bazalis ROS termelése szignifikansan magasabb a Wt sejtekéhez
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képest. OXLDL kezelés hatasara Tg endothelsejtek szignifikdnsan magasabb ROS termelést
mutatnak a Wt sejtekhez viszonyitva, mig a pericytaknal hasonld a helyzet, de a kiilonbség
nem szignifikans. Az astrocytak esetén pedig a Wt sejtek termelnek szignifikansan
tobb ROS-t a Tg sejtekhez képest. Eredményeink Osszhangban vannak Chang és mtsai.
(2011) eredményeivel, akik cerebralis endothelsejteken megnovekedett ROS termelddést és
lipidperoxidaciot tapasztaltak oxLDL kezelés hatasara. Fang és mtsai. (2014) HUVEC
sejteket oxLDL-lel kezelve kimutattak, hogy benniik a ROS termel6dés fokozodott, ami a
NADPH oxidaz aktivitas novekedésének, illetve a SOD (szuperoxid-dizmutaz) és a Cat
(katalaz) aktivitas csokkenésének kovetkezménye. Mindezek egyiittesen a NO szintézis
mértékének csokkenését eredményezték. A nagymértékii ROS képzddés intenziv
lipidperoxidaciot okozott, amit az malondialdehid (MDA) megnovekedett mennyiségével
igazoltak. Hort és mtsai (2014) borju aorta endothelsejteket (BAEC) oxLDL-lel kezelve a
megnovekedett ROS és reaktiv nitrogén gyok (RNS) termelddés kovetkeztében fellépd
mitokondrialis karosodasrol szamoltak be. Emellett az antioxidans glutation (GSH)
termelddését az oxLDL dozisfiiggd mdodon indukalta.

A hiperkoleszterinémia 4altal indukalt oxidativ stresszrdl mar szdmos tanulmany
sziiletett. Az antioxidans rendszerek kapacitasit meghaladd mértékii gyokképzodés
irreverzibilisen karositja a fehérjéket, lipideket ¢és a DNS-t. Demencids ¢&s
hiperkoleszterinémiés betegek plazmdjdban nagy mennyiségii oxidalt, illetve nitralt fehérje,
valamint oxidalt lipid taladlhaté (Polidori és mtsai. 2004). Ez azt jelzi, hogy a szisztémas
lipid/fehérje oxidacid6 a hiperkoleszterinémia és demencia (pl. Alzheimer-kor) ko6zos
tényezdje. Populacids tanulméanyok szerint az ¢letszakasz kozepén tapasztalt koleszterinszint
emelkedés az Alzheimer-kor egy fliggetlen kockazati tényezdje (Kivipelto és mtsai. 2001).
70-90 év kozotti egyénekben, akiket Alzheimer-korral diagnosztizaltak, a szérumkoleszterin-
szint mar 15-25 évvel a betegség kialakulasa el6tt magas. Ez a magas koleszterinszint aztan
szamos patoldgids folyamatot indukal az agyban, ami végiil demencia kilakulasédhoz (AD)
vezet. Ezt a feltételezést tamasztjdk ala azok a klinikai megfigyelések, melyek arrol
szamolnak be, hogy a sztatinnal kezelt betegekben sokkal ritkabban alakul ki Alzheimer-kor
(Mathew ¢és mtsai. 2011). Beszamoltak mar a sztatin kezelés neurofibrillaris kotegképzodést
csokkent6 hatasarol is (Li és mtsai. 2007). Neurodegeneracio soran a vér-agy gat is karosodik,
ateresztové valik. Azonban az nem teljesen egyértelmii, hogy ez az dregedés vagy betegségek
kovetkezménye. SAMP-8 Tg egerekben, amelyek a ,.felgyorsitott” 6regedés modelljei, a vér-
agy gat sériilése €s az antioxidans enzimek mennyiségének csokkenése mellett, a tanulési és

memoria funkciok karosodasa mutathatd ki (Pelegri és mtsai. 2007, Sureda és mtsai. 2006).
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Ezzel szemben az excitotixicitds indukalta neurodegeneracio modelljében (kainsav okozta
hippocampdlis excitotoxicitds) a vér-agy gat karosodidsa dnmagaban nem vezet neuronalis
apoptozishoz, csak peroxinitrit (ONOO") vér-agy gaton vald atjutasaval egyiitt. (Parathath
2006). Igazoltak, hogy a peroxinitrit lipofil tulajdonsagabol adodoan képes atjutni a vér-agy
gaton. A lipid-hidroperoxidok vér-agy gaton keresztiili atjutasa mintegy nyolcszor nagyobb,
mint a normal lipidek difftzidval torténd felvétele (Vila és mtsai. 2004). Tehat 1étezik egy
direkt Utvonal, amelyen keresztiil a periférias reaktiv gyokok ¢€s lipidek agyba torténd
szallitdsa megvalosul. A plazma eredetli LDL-koleszterin nem képes atjutni a vér-agy gaton.
LDLr hidnyos egerek és nyulak azonban nem mutatnak semmiféle koleszterin szintézis
zavart, illetve koleszterinszint valtozast az agyban (Yu és mtsai. 2004, Abbott és mtsai. 2002).
A szérumkoleszterin-szint élatszakasz kozepén toténé megemelkedése azonban Alzheimer-
kor kialakuldsara hajlamosit (Dias €és mtsai. 2014, Kivipelto és mtsai. 2001). Néhany
tanulmany Alzheimer koros betegek plazméjdban és cerebrospindlis folyadékaban az
oxiszterinek (240HC, 270HC) mennyiségének csokkenését mutatta ki egészséges
egyénekhez képest (Dias és mtsai. 2014). Az agyszdvetben ezzel szemben megndvekedett
mennyiségben vannak jelen. Emlésokben eddig a LXR-kat (a, B) azonositottak, mint
oxiszterink6td nuklearis receptorokat, amelyek a test koleszterin-homeosztazisat szabalyozzak
(Wang 2002, Lajtha 2009). A LXR-ok aktivacidja szamos lipidmetabolizmusban fontos
szerepet betoltd fehérje génjeit aktivalja (ABC transzporterek, ApoE, CETP, FAS, LPL,
CYP7Al, SREBP-1c, ChREBP). A LXR-ok az Alzheimer-kér patogeneziséhez is
hozzajarulnak az ABCAI1, ApoE és az AP eltavolitas (clearance) kozotti kapcsolaton
keresztiil. A LXR-ok inaktivacidja az ApoE és az ABCAI1 expresszidjanak csokkenéséhez
vezet APPswe x PSEN1dE9 tg egerekben, ezaltal fokozza az AP patologiat. Zelcer és mtsai.
2007). Az oxiszterinek koncentracidja periférias gyulladas és oxidativ stressz esetén
megemelkedik. Ekkor beépiilnek az LDL-be, (oxLDL) és lerakddnak az erek falaban vagy
lipofil tulajdonsagukbdl addddan kozvetleniil atjutnak a vér-agy gaton és hozzédjarulnak az
agyi gyulladasos folyamatokhoz és az amiloid plakkok kialakulasahoz. Egyelére nem ismert,
hogy a sztatin kezelés hatasa valdjaban a koleszterinszint csdkkentésében vagy inkabb az
oxXLDL mennyiségének csokkentésében nyilvanul-e meg. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek az
oxiszterinek neurodegenereaciot okozd hatasanak igazolasahoz és egy lehetséges Uj terapias
stratégia kidolgozasahoz.

Munkénk soran a hiperlipidémia neurodegeneracioban betoltott szerepét vizsgaltuk. A
teriilet a neurovaszkularis szemlélet megszilardulasaval egyre inkabb a figyelem fokuszaba

keriilt. A neurovaszkularis koncepcio szerint a neurovaszkularis egység karosodasa valamint a
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cerebrovaszkularis rendszerben bekovetkezd elvaltozdsok hozzajarulnak a demencia
kialakuldsdhoz és progresszidjdhoz. Vizsgalatainkhoz a hipertrigliceridémids hApoB-100
transzgenikus egértorzset hasznaltuk, amely a kronikusan magas szérumtriglicerid-szint
kovetkeztében atherosclerotikus elvaltozdsokat mutat. Feltételezéslink szerint ezek az
elvéltozasok nem kizarolag a kardiovaszkularis rendszerre korlatozédnak, hanem a
cerebrovaszkularis rendszert is érintik. Az atherosclerosis altal érintett agyi erekben
hipoperfuzio, illetve szdveti ischemia alakul ki, aminek kdvetkeztében fellépd oxidativ stressz
vér-agy gat-karosodashoz, ¢s masodlagos neurodegenerativ folyamatok kialakulasdhoz vezet.
Munkénk sordn kisérletesen igazoltuk, hogy a kronikus hipertrigliceridémia az agyi
lipidmetabolizmus megvaltozasahoz, illetve neurofibrillaris degeneracio kialakulasahoz vezet.
A vaszkularis rendszerben bekovetkezd elvaltozasok endothel diszfunkcidra vezethetdek
vissza, amelynek els6dleges kivaltoi az oxLDL-ben nagy mennyiségben jelenlevd
oxiszterinek. Iddszerli és helytallé6 mindezen mechanizmusok agyi kapillaris endothelsejteken
torténd tanulmanyozasa. Mindezen vizsgalatok elsdsorban megfeleld6 modellrendszerek
meglétét igénylik. Ugy véljiik, hogy a hApoB-100 egértorzs vizsgalata nagyban hozzajarulhat

a  hiperlipidémia  altal  okozott  neurodegenerativ  folyamatok  megértéséhez.
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Osszefoglalo

Az utdbbi évtizedekben szdmos olyan klinikai tanulmany sziiletett, amely a
hiperlipidémia (elsdsorban a hiperkoleszterinémia) és az iddskori kognitiv kdrosodéssal jard
korképek (demencidk) kozotti 0sszefiiggés megértését célozta. A neurovaszkularis szemlélet
kialakulasdval a demencidk patomechanizmusanak vaszkuldris aspektusara helyezddott a
hangsuly, ezéltal a hiperlipidémia okozta cerebrovaszkularis elvaltozasok vizsgalata is
elétérbe kertilt. Az idéskori demencia és kognitiv hanyatlas gyakran vaszkularis eredeti és az
esetek tobbségében diszlipidémidval és atherosclerosissal jar. A betegség hatterében stroke,
trauma, agyvelogyulladas, magas vérnyomas, cukorbetegség, elhizds vagy magas
koleszterinszint all. A magas szérum-LDL-koleszterinszint érelmeszesedéshez, hosszl tavon
pedig szivelégtelenséghez vezet. A VLDL és LDL molekulak f6 apoprotein komponense az
ApoB-100.

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

Mindezen kisérleti  elézményekbdl kiindulva a  hipertrigliceridémia  agyi
lipidmetabolizmusra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy transzgenikus egerek
agykérgében az ApoE és LDLr mennyisége szignifikdnsan magasabb, mig az ApoA-I
mennyisége szignifikansan alacsonyabb a vad tipusu allatokéhoz képest. Az ApoE és az LDLr
mennyiségének novekedése fokozott celluldris koleszterin és foszfolipid metabolizmusra utal.
Az ApoA-I mennyiségének redukcidja a cerebralis erekben hozzajarulhat a gyulladas, illetve
a ROS endothel karosit6 hatasanak csokkent toleralasahoz. A magas trigliceridszint az agyban
trigliceridtartalmu lipidcseppek kialakuldasdhoz vezet, mig a szabad koleszterin mennyisége

nem mutat valtozast. Jollehet, a kortikalis APP mennyiségének novekedését mutattuk ki,
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amiloid plakk képzddést a heterozigota transzgenikus allatok agyszdvetében nem tudtunk
Kimutatni. Ez részben az ApoE megnovekedett mennyiségével magyarazhatd, ami aktivan
részt vesz az AP peptid folyamatos eltavolitasaban. Kimutattuk tovabba, hogy transzgenikus
egerek agyaban a Tau-fehérje mar fiatal korban tobb oldallancan is hiperfoszforilalodik

262, 199/202, 396, 404

(TaupSer ), ami a mikrotubulus-halozat dezorganizacidjahoz, szovettanilag

neurofibrillaris kétegek (TaupSer®®

) megjelenéséhez, az axondlis transzportfolyamatok és a
szinaptikus transzmisszié karosodasahoz, végiil pedig a neuronok elhalasahoz vezet.
Mindezek a neurodegenerativ elvaltozasok dendrittiiske-siiriség csokkenésben, valamint
kiterjedt kortikalis €s hippocampalis apoptdzisban nyilvanulnak meg. A tapasztalt morfologiai
elvéltozasok funkciondlis kovetkezményeit vizsgalva mdar fiatal korban a rovidtava
szinaptikus plaszticitds karosodasat (csokkent PPF aranyokat) és egyidejlileg a PKC-y fehérje
mennyiségének markans csokkenését mutattuk ki. A tapasztalt funkcionalis és morfologiai
elvaltozasok arra sarkalltak minket, hogy megvizsgaljuk a vér-agy gat hiperlipidémia altali
érintettségét is. Azt tapasztaltuk, hogy a transzgenikus allatokban a vér-agy gat Kis
molekulakra, ugyan nem szignifikdnsan, de 4atjarhatobba vélik. Ezt a hatast a lipid diéta
azonban tovabb nem fokozta. Nagy molsulyu anyagokra vald atjarhatdsag tekintetében a lipid
diéta szinte minden agyteriileten fokozta a transzcelluldris permeabilitast. A Tg allatokbol
izolalt mikroerek génexpresszios mintazatat vizsgalva feltiind volt a magas LOX1 ¢és ApoB
expresszi6. Kimutattuk, hogy az ApoB-100 az agyi kapillaris endothelsejtekben, valamint a
pericytakban és astrocytakban is expresszalodik. A fehérje megndvekedett mennyisége a
transzgenikus allatok agykérgében western blottal is kimutathatd. Megtalalhato ezen kiviil az
agyi kapillarisok ¢€s venuldk faldban, illetve ezek kornyezetében is. Immuncitokémids
vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az ApoB-100 fehérje a vad tipusu allatok vér-agy
gat sejtjeiben is kimutathatd. Ez ujdonsagnak szamit, a szakirodalomban eddig nem volt
valoszinlileg a sejtek jobb lipid hasznositasat segiti el6. Mindezt ApoB immunreaktivitast
mutatd primer kapillaris endothelsejtek és astrocytak novekedési kinetikajanak vizsgalata
soran is megfigyeltiik, a transzgenikus allatokbol szarmazo sejtek szignifikdnsan gyorsabban
noéttek a vad tipusu sejtekhez képest. A LOX1 megndvekedett mennyisége a mikroerekben
fokozott cerebrovaszkularis lipidperoxidaciora és oxidativ karosodasra utal. Ennek nyoman a
primer sejtek oxLDL-lel szembeni érzékenységét vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az egyes
sejttipusok érzékenysége eltérd. Legérzékenyebbnek az astrocytak és endothelsejtek,
legkevésbé érzékenynek pedig a pericytdk bizonyultak. Valamennyi sejttipuson az oxLDL

dozisfiiggd viabilitas csokkentd hatasat figyeltiik meg. A viabilitds csokkenést minden
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esetben LDH teszttel igazoltuk. Azt tapasztaltuk, hogy vad tipusu astrocytak és endothelsejtek
szignifikansan nagyobb membrankarosodast és viabilitas csokkenést mutatnak az oxLDL
hatasara, mint a transzgenikus sejtek. Ezzel szemben a periciytdk minimalis viabilitas
csokkenést ¢és erdteljes membrankarosodast mutatnak. A jelenség megértését célozva
megmértiik a sejtek ROS termelését oxLDL kezelés hatasara. Azt talaltuk, hogy transzgenikus
endothelsejtekben és pericytakban a bazalis ROS termelddés szignifikansan nagyobb a vad
tipushoz képest, amit az oxLDL kezelés transzgenikus sejtekben csak tovabb fokoz.
Astrocytaknal forditott a helyzet: a vad tipust sejtekben nagyobb a ROS termel6dés a
transzgenikus sejtekhez képest. Mindezen megfigyeléseink az irodalmi adatokkal
megegyezoek, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek az oxLDL altal kivaltott endothel
diszfunkcié mechanizmusanak pontos megértéséhez.

Hipotézistink szerint a tartds hiperlipidémia hApoB-100 transzgenikus egerek
cerebrovaszkularis rendszerében érkarosodasokat indukal. Az ennek kovetkeztében fellépd
agyi hipoperfizié és magas szérumlipid-szint oxidativ stresszhez és gyulladashoz vezet. Az
oxidalt lipidek, fOként az oxiszterinek, endothel diszfunkcidt és vér-agy gat-kdrosodast
okoznak. A vér-agy gat karosodasa és a szOveti ischemia neurodegenerativ folyamatokat
indukal az agyban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a hApoB-100 egértorzs a hiperlipidémia
okozta neurofibrillaris degeneracié modellezésére alkalmas, azonban tovabbi vizsgalatok

sziikségesek az oxidalt lipidek patogenezisben betdltott szerepének tisztdzasdhoz.
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Summary

In the last few decades several clinical studies aimed to understand the connection
between hyperlipidemia (mainly hypercholesterolemia) and age-related cognitive disorders
(dementia). In the new neurovascular concept, emphasis was laid on the vascular aspect in the
pathomechanism of dementias, therefore investigations on the cerebrovascular alterations
came to the front. Cognitive decline is frequently accompanied by dyslipidemia and
atherosclerosis in elderly people. The underlying mechanisms of vascular dementia are high
LDL-cholesterol level, stroke, trauma, encephalitis, hypertonia, diabetes, and obesity. The
high level of low density lipoproteins (LDL) leads to the development of atherosclerosis and
cardiac failure. ApoB-100 is the major protein component of VLDL and LDL particles.
Recent reports pointed out that hyperlipidemia and atherosclerosis are not only implicated in
the pathogenesis of cardiovascular diseases, but they also affect the cerebrovascular system
and contribute to the development of neurodegenerative disorders.

We have been investigating the possible link between hyperlipidemia and
neurodegeneration in human ApoB-100 transgenic mice, which strain fed on cholesterol-rich
diet is a validated model of atherosclerosis. Previously, this mouse strain was created and
characterized in our laboratory. We have shown that upon normal diet these mice were
hypertriglyceridemic, while on cholesterol-rich diet they had elevated serum cholesterol level,
which led to increased oxidative stress and lipid peroxidation. We have also found an increase
in the level of membrane-bound APP in the cortex of transgenics. Transgenic mice fed on
normal chow have high triglyceride level and they show extensive cortical and hippocampal
apoptosis, neurodegeneration eventually leading to the enlargement of the brain ventricles.
Under ischemic conditions the density of the cortical capillary network was significantly
reduced and as a compensatory mechanism, the diameter of the capillaries were increased.

First, the effect of hypertriglyceridemia on cerebral lipid metabolism was investigated.
We found that the cerebral level of ApoE and LDLr was increased, whereas the cerebral level
of ApoA-I was decreased in transgenic mice compared to wild type littermates. The high
amount of ApoE and LDLr possibly refers to increased cellular cholesterol metabolism, while
the reduction of ApoA-I can contribute to reduced tolerance in inflammation and oxidative
stress caused by ROS on brain capillary enothelial cells. The high level of serum triglycerides
led to the formation of intracellular lipid droplets in the brain parenchyma of transgenic
animals. Although, we found that the amount of cortical APP was increased, no amyloid
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plaques were detected in the brain tissue of heterozygous transgenic animals. This can be the
consequence of the elevated ApoE level, which is responsible for facilitating the clearance of
AP peptide.

We have also demonstrated that the Tau protein is hyperphosphorylated at several sites

262, 199/202, 39, 404) i the cortex of transgenic animals compared to wild type, which

(TaupSer
histologically leads to the formation of neurofibrillary tangles (TaupSer’®). The
hyperphosphorylation of Tau disorganizes the microtubule network, impairs the axonal
transport, synaptic transmission and eventually leads to neuronal cell death. These
neurodegenerative changes manifest in extensive dendritic spine-density reduction, cortical
and hippocampal apoptosis of neuronal cells. In parallel with these morphological changes we
revealed impaired learning, memory (decreased LTP amplitude), and short-term synaptic
plasticity (reduced PPF ratios) and simultaneously pronounced reduction in PKC-y protein
level.

Due to the evident morphological and functional alterations detected in Tg mice we
raised the question how chronic hyperlipidemia might affect permeability of the blood-brain
barrier. We found, that hyperlipidemia notably, but not significantly, increased the
paracellular permeability of the blood-brain barrier in transgenic mice. The genotype itself did
not influence the function of the blood-brain barrier severely, but in combination with
hyperlipidemia the paracellular permeability was significantly increased in transgenic brains.
We have also observed that lipid diet had pronounced effect on transcellular permeability, as
it significantly increased vascular permeability for large molecules in all investigated brain
area in both transgenic and wild type animals.

We found a high expression level of the ApoB-100 and LOX1 in isolated cortical
microcapillaries and detected strong ApoB immunoreactivity in primary endothelial cells,
pericytes and astrocytes derived from transgenic animals. Loffler et al. have shown
perivascular accumulation of ApoB in the brain of transgenic mice referring to vascular
lesions and blood-brain barrier damage. However, further investigations are needed to reveal
the harmful effect of the accumulated ApoB protein in the brain. Using immunostaining we
showed the presence of ApoB-100 protein in wild type endothelial cells, astrocytes and
pericytes. This was a novel observation and was not published earlier. Under normal
physiological conditions ApoB-100 presumably helps in better utilization of lipids on the
cellular level. Similar effect was observed during cultivation of primary capillary endothelial
cells and astrocytes. Cells originated from transgenic animals grew significantly better and

faster compared to wild type cells using the same cultivation conditions. The elevated
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expression level of LOX1 in the microvessels may refer to increased oxidative damage and
cerebrovascular lipid peroxidation. In connection with this finding we monitored the
sensitivity of primary cells subjected to oxLDL treatment. We have shown that primary cell
types have different vulnerability to oxLDL. A dose-dependent reduction in cell viability was
noticed in all oxLDL treated cell types. Astrocytes and endothelial cells were the most, and
pericytes the less sensitive to the treatment. The viability results were confirmed by LDH test.
We observed that wild type astrocytes and endothelial cells show significantly higher degree
of membrane damage and reduction in viability than transgenic cells. In contrast, pericytes
were less vulnerable, they showed a mild decrease in viability and strong mebrane
impairment. To elucidate the reason for this phenomenon we measured the ROS production of
the cells during oxLDL treatment. We found that in transgenic endothelial cells and pericytes
the basic ROS production is significantly higher than in wild type cells, which is further
enhanced by the oxLDL treatment in transgenic cells. Regarding astrocytes the opposite was
true: wild type cells produced significantly more ROS than transgenic cells. Each of our
results are consistent with data found in the literature, but further investigations are needed to
elucidate the exact mechanism of endothelial dysfunction caused by oxLDL.

Our hypothesis was that the cerebrovascular system was strongly affected by chronic
hyperlipidemia in hApoB-100 transgenic mice. As a consequence of hyperlipidemia
atherosclerotic lesions were developed in the cerebrovascular system, which led to brain
hypoperfusion, oxidative stress and inflammation. The oxidized lipids, especially oxisterols
initated endothelial dysfunction and disruption of the blood-brain barrier. The damage of the
blood-brain barrier and the existing cerebral ischemia induced neurodegenerative processes in
the brain. Our results showed that the hApoB-100 mouse strain is a versatile model to study

hyperlipidemia induced neurofibrillary degeneration.
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Fiiggelék

1. A human apob-100 P1 (fagemid) transzgén fizikai térképe (106kb)

Clal ATG Notl Sall Clal stop Clal Notl
J h ¥
5’ flanking apoB-100 structural gene (exons+introns) 3’ flanking P1 vector
19 kb 43 kb 14 kb 30 kb

"o

A konstrukciot eldallitotta: Dr. Matthew Callow, Lawrence Berkley, National Laboratory

2. A human ApoB-100 fehérje expresszioja Wt és Tg egerek szerveiben.

Maj Sziv Aorta Szérum

Tg Wt T8 Wt Tg Wt Wt Tg+/- Tg+/+

<+— hApoB-100

3. Aorta atheroma festés (Sudan IV) és a plakkok méretének (az aorta teljes méretének%-ban)

meghatarozasa koleszterin-dus és normal tapon tartott Wt és Tg egerekben.

Kontrol egér, koleszterindUs téap ApoB tg egér, koleszterindus tap

Aortaplakkok Aortaplakkok terilete
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“egensrzse C: kontroll egér—normélc'répon ————
CCH: kontroll egér- koleszterindus tdpon
B: ApoB-100 transzgenikus egér-normal tdpon

BCH: ApoB-100 transzgenikus egér- koleszterindus tapon
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4. RT-PCR primer szekvenciak

reverse szekvencia

Gén neve forward szekvencia
Cldn5 ACGGGAGGAGCGCTTTAC GTTGGCGAACCAGCAGAG
Ocln CACGACAGGTGGGGAGTC TTGATCTGAAGTGATAGGTGGATATT
ZO1(Tjpl) CGCGGAGAGAGACAAGATGT AGCGTCACTGTGTGCTGTTC
ApoE GACCCTGGAGGCTAAGGACT AGAGCCTTCATCTTCGCAAT
ApoB TTTAAAGGACTTTGGGACTGGC AAGCTGCCTCTTCTTCCCAAT
LDLr CAAGAGGCAGGGTCCAGA CCAATCTGTCCAGTACATGAAGC
OIrl (LOX1) CCTGCTGCTATGACTCTGGTC GAGGTCAGATACCTGGCGTAA
SCARB1 (SRB1) GCCCATCATCTGCCAACT TCCTGGGAGCCCTTTTTACT
PPAR-y AAGACAACGGACAAATCACCA GGGGGTGATATGTTTGAACTTG
RXR-a (Nr2b1) ACATGCAGATGGACAAGACG GGGTTTGAGAGCCCCTTAGA
LXR-B (Nr1h2) AGCTCTGCCTACATCGTGGT TCATGGCCCAGCATCTTC
APP TACTGCATGGCGGTGTGT CGTGGGAAGTTTATCAGGATCT
LRP1 ATTGAGGGCAAGATGACACA CCAGTCTGTCCAGTACATCCAC
LRP2 GATGGATTAGCCGTGGACTG TCCGTTGACTCTTAGCATCTGA
RAGE ACTACCGAGTCCGAGTCTACC CCCACCTTATTAGGGACACTGG
Glutl (Slc2al) GGATCCCAGCAGCAAGAAG CCAGTGTTATAGCCGAACTGC
MRP1 (ABCC) GACCGGGGCTACATCCAGAT TGTTGGGCTGACCAGTAACAC
P-gp (ABCB1B) GGGCATTTACTTCAAACTTGTCA TTTACAAGCTTCATTTCCTAATTCAA
Cav-1 GCGACCCCAAGCATCTCAA ATGCCGTCGAAACTGTGTGT
ApoA-I TATGTGGATGCGGTCAAAGA TGAACCCAGAGTGTCCCAGT
MEOX2 (MOX2) | AATCTAGACCTCACTGAAAGACAGG CTTTGACCCGCTTCCACTT
eNOS
iNOS
GAPDH GGGTTCCTATAAATACGGACTGC CCATTTTGTCTACGGGACGA
ACTB CTAAGGCCAACCGTGAAAAG ACCAGAGGCATACAGGGACA

5. Apoptotikus sejtek kimutatasa TUNEL Assay-vel (Bereczki és mtsai. 2008.)

--

No. of TUNEL-positive CD

cells (ce rebral co rtex)

ool !

-
o

-
o

cells (hippocampus)
o

No. of TUNEL-positive

——

APP(Swe)xPse1

Wildtype ApoB ** ApoB**  APP(Swe)xPse1

Wildtype ApoB™ ApoB**
Apoptdtikus sejtek (fehér nyilak) kimutatasa (atlag=SEM) TUNEL assay-vel Wt (a), APPswe x PSEN1dE9 (b)
és ApoB tg (c, d) egerek agykérgében és hippocampusaban (400x nagyitas, mérce: 25um). * Tg szignifikans a

Wi-hoz képest(p<0,05, statisztikai proba: egyszempontos ANOVA, Bonferroni poszt-hoc teszt)
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6. Az ApoB fehérje perivaszkularis lokalizacidjanak kimutatisa az agykéreg és a

hippocampus teriiletén. Loffler et al. 2013.

A ApoBXAPP B
C  ApoBXAPP D  APP E ApoB

7. A human LDL- és ApoB-szintek:

APP
F WT

cardiovaszkularis betegség | szérum-LDL-szint étékhatar szérum-ApoB-szint
kialakuldsanak kockazata
0-20% <Img/mi optimalis <0,9mg/ml
20-50% 1-1,3mg/ml optimum kozeli 0,9-1,17mg/ml
50-80% 1,3-1,6 mg/ml hatarérték 1,14-1,44mg/ml
89-95% 1,6-1,9mg/ml magas 1,44-1,71mg/ml
>95% >1,9mg/ml nagyon magas >1,71mg/ml

Primer sejtek kezelése soran alkalmazott oxLDL koncentraciok:

koncentracié | ApoB koncentracio
(ug/ml) (ug/ml)
oxLDL 50 45
100 90
150 135
200 180
LDL 200 180
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