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1. Bevezetés
1.1.  Alzheimer-kor: epidemiolégia és patomechanizmus

Vilagszerte mintegy 44 milliéra becsiilheté az Alzheimer-kérban (AK) szenvedd
betegek szama, de a betegség prevalencidja eldrejelzések alapjan kb. 2050-re
megduplazodik. Habar a betegség pontos ok-Okozatai maig nem ismertek, az AK
kialakulasanak hatterében genetikai és kornyezeti tényezok egyarant allhatnak. Ezek
egylittes hatasa eldsegiti és kivaltja a neuroinflammaéciot, az oxidativ stresszt ¢és a
neurondlis sejthalalt, stilyosbitva a betegséghez kothetd progressziv demenciat, retrograd
epizodikus memoria karosodasat, végrehajtd és nyelvi funkcidk hanyatlasat. A betegség
szovettani hatterét az extra- és intracellularis, aggregaciora hajlamos amiloid-béta (AB1-
42) felhalmozodasa és az intracellularis tau hiperfoszforilacio okozta neurofibrillaris
kotegek kialakulasa képezi. Az amiloid prekurzor proteint (APP) a szervezet
fizioldgiasan két eltéré modon képes hasitani: a nem-amiloidogén tutvonal a protektiv
végtermékek termelddéséhez vezet, mig az amiloidogén utvonal soran a toxikus forma
keletkezik. Az AK soran a toxikus iranyba tolodik el az APP-katabolizmus egyensulya,
elosegitve az AP1-42 tultermelddést és ennek kovetkeztében kialakuld toxikus
extracellularis plakkok felhalmozodasat. A kiilonbozd tipusu plakkok direkt és indirekt
modon is képesek eldsegiteni a progressziot, befolyasolva az ionikus és redox
egyenstlyokat, valamint a kindzok ¢és foszfatazok funkcionalis egyensulyanak

felborulasat.

1.2.  Alzheimer-kér gerinctelen allatmodelljei

A gerinctelen allatmodellek az utdbbi években egyre nagyobb jelentdséggel birnak a
toxikologiai vizsgalatokban, valamint az Oregedés és az ezzel kapcsolatban hozhato
neurodegenerativ korképek kutatdsaban is. Széles korben hasznalt gerinctelen
modellorganizmusok kozé tartoznak az ecetmuslicak, a fonalférgek, de a kerekesférgek
(rotiferek) is egyre hangsulyosabb szerepet kapnak. A rotiferek kivaloéan alkalmasak 6si,
konzervalt anyagcsere utvonalak vizsgalatara, melyek kapcsolatba hozhatok a genom
sejtszintli energia-homeosztazis megdrzésével, tovabba a makromolekulak karosodasaval
¢és javitadsai mechanizmusaikkal. Ezen folyamatok kiemelkedd szereppel birnak az AK
patomechanizmusaban is. A vizsgalatunk soran alkalmazott bdelloid rotifer faj (Philodina

acuticornis odiosa; PA) kiilonleges elényokkel bir a tobbi gerinctelen allatmodellhez



képest. Ezen allatok evoliciosan késébb valtak el az emberrel valo k6zos Ostol, igy e
fajban az ecetmuslicara és fonalféregre jellemz6 intenziv génvesztés csupan részben ment
végbe. Ennek kdszonhetéen 10%-ban talalhatoak meg naluk olyan human analog gének,
melyek kiszelektalodtak a genombol a tobbi modell esetében. A fent emlitett pozitivumok
ellenére mindeziddig nem vizsgaltdk még, hogy a bdelloid rotiferek hordozzak-e az
amiloid termelddéséhez sziikséges fehérjéket, valamint ellentmondéasos szakirodalmi
adatok allnak rendelkezésiinkre az APB1-42 rotifereket érintd toxicitasat illetben. A
rotiferek a vilag legkisebb allatai (nagyjabol 250-300 um hossziak), az Osszetett
szervezetik megkozelitéleg 900-1000 sejtbol all. Ducidegrendszeriik, emésztd
szervrendszeriik, vesécskéjiik, petefészkeik, izmaik, szekretoros rendszeriikk 6nalld és
elkiiloniilt. Fényérzékenységiiket primitiv szem biztositja, idegrendszeriikben pedig
megtalalhato az 6sszes fontos neurotranszmitter. A kornyezeti hatasokra extrém modon
rezisztens bdelloidok szliznemzéssel szaporodnak, igy degeneralt tetraploid genomjuk
homogén hatteret biztosit a kisérletekhez, tovabba rovid az élettartamuk és generécios
idejiik, igy konnyen kezelhetéek jol kontrollalhaté koriilmények kozott. Tenyésztésiiknek
¢és molekularis manipulaciojuknak egyszerii volta szintén vonzo modellé teszi Oket.
Objektiven ¢s kvantitativan leirhaté fiziologias és viselkedési jellemzoik idedlis alapjat
képezik viabilitdsi vizsgalatainknak. Okotoxicitdsi tesztekben a vizi kornyezet
szennyezddések akut és kronikus hatdsdnak felmérésére széleskorben haszndlnak
rotifereket. Ennek ellenére maig nem dolgoztak ki standardizalt viselkedési teszteket,
tovabba nincs olyan elérheté modszer, mely segitségével 6nalld egyedeken lehetne
nyomon kovetni a hatadsokat. Természetes ¢élOhelyiikon a rotifereknek gyakran
szembesiilnek a kornyezet adta extrém koriilményekkel, melyek legtobbszor oxidativ
stresszhez vezethetnek. Az antioxidans rendszeriik bizonyos mértékig képes kivédeni a
reaktiv oxigén gyokok (ROS) altal okozott molekularis karosodasokat. Kisérletes
eredmények alapjan az exogén antioxidansok képesek a mitokondridlis funkcio
megOrzésének segitségével megnodvelni az élettartamukat. Az reaktiv hatdéanyagok a
kulcsfontossagi molekulacsoportok elektronjainak elvondsa révén képesek oxidalni a
molekulakat. A kozismerten alkalmazott hidrogén-peroxid (H202) és natrium-azid
(NaN3) molekularis hatismechanizmusa jol definialhato, fiziologiasan karos hatasuk jol
értelmezhetd. Ezek a hatdanyagok képesek a mitokondrialis elektron transzportlanc IV.
komplex miikddésének karositasa révén eldsegiteni a ROS termelddést. A mechanizmus

parhuzamot mutat az AK koros folyamataival, igy a rotiferek meghatarozott kereteken



beliil megfelelé in vivo modellként szolgalhatnak az AK kutatasokhoz és a hozza

kapcsolodo toxicitasi mérésekhez.

1.3. Az Alzheimer-kor biomarkerei és rizikotényezoi

Az AK-t nagyon nehéz prodromalis fazisban azonositani, mivel a kognitiv tiinetek
legtobbszor aspecifikusak. A biomarker kutatds célja olyan nagy érzékenységi és
specificitassal bird6 molekuldk azonositasa, melyek jo indikatorai lehetnek a betegséghez
kapcsolodo biologiai és patologiai folyamatoknak. A agy-gerincveldi folyadék (liquor
cerebrospinalis; CSF) idealis forras lehet (1j markerek azonositasa soran, mivel ez direkt
kornyezetet biztosit az agynak, valamint molekularis Osszetétele szoros Osszefiiggést
mutat az intratekalis folyamatokkal. A legijabb Dubois-féle diagnosztikai kritériumok
tartalmazzdk a CSF-ben taldlhatd neurokémiai markerek analizisét a klinikai
gyogyszervizsgalatok soran. Az AB1-42 szint csokkenése, total tau (t-tau) és foszfo-tau
(p-tau) szintjének novekedése 85%-os szenzitivitast és 95%-nal magasabb specificitast
mutatott a kozépsulyos és stlyos AK esetén. Ezzel szemben enyhe kognitiv zavar esetén
a markerek prediktiv értéke 50% alatt van. A fent emlitett rutin markerek tovabbi
limitacidja, hogy AK specifikus mintdzatot mutattak ki az egészséges populacid 34%-
aban. Differencialdiagnosztikai értékét pedig csokkenti az a tény, hogy a nem-AK
demenciaban szenvedd paciensek 33%-anal AK specifikus eltérést talaltak.

Az AK esetében tobb rizikotényez6t is azonositottak, melyek koziil az egyik
legfontosabb genetikai faktor az apolipoprotein E (ApoE). Az ApoE4 allél eldsegiti a
betegség kialakulasat, heterozigotdk esetében 4-szeresére, homozigotak esetében 12-
szeresére noveli az AK rizikojat. Habar a pontos molekularis mechanizmus nem ismert,
de azt mar bizonyitottak, hogy az ApoE hozzajarul mind az AB1-42 felhalmozddasahoz
(novekedett aggregacio és csokkent kiliriilés), valamint a tau hiperfoszforildciohoz. Az
ApoE kulcsszereppel bir a lipid homeosztazis szabalyzasban is, igy az AK-hoz kothetd
lipidomikai abnormalitasok kialakulasat is eldsegitheti. Epidemiologiai adatok alapjan az
AK rizikofaktoraként azonositottak a human Herpes simplex virus 1 (HSV1) és 2 (HSV2)
fertdzést és reaktivaciot. A reaktivacid sordn a replikalddott virus belép a kdzponti
idegrendszer teriiletére, ahol a vér-agy-gatat (BBB) karositva képes fokozni az AK-hoz

ko6t6do molekularis folyamatokat és a neurodegeneraciot.

1.4, Oxidativ stressz
Az oxidativ stressz az AK egyik legkorabban megfigyelhetd patologias molekularis

folyamata. Az érintett neuronokban a mitokondrialis homeosztazis zavar emelkedett ROS
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termelddéshez vezet, mely eldsegiti a patomechanizmus alapjaul szolgald apoptotikus
jelenségeket. A ROS maésodlagos szignalizacidos molekulaként képes befolyasolni a
neuroinflammacidt, szinaptikus plaszticitast ¢s a memoridhoz kothetd folyamatokat.
Erdekesség, hogy a patogén asszocialt molekularis mintazat nagy hasonlésagot mutat a
mitokondrialis karosodas asszocidlt mintazattal, melyek hasonlé gyulladdsos kaszkad
folyamatokat aktivdlnak. A mintdzat nem csupan neuroinflammaciot indukal, hanem
képes befolyasolni az AB1-42 termelddést az amiloidogén utvonal serkentése révén. Az
AP1-42 maga is jelent6s szereppel bir a specifikus molekularis mintazatok kialakitasaban,
mint szignalizaciés molekula. A lipidek fokozottan érzékenyek az AK egyik
patomechanizmusaként ismert oxidativ stresszre, igy érzékeny markerei lehetnek a

patoldgias folyamatoknak.

2. Célkitiizés
Jelen munkamban célkittizésiink volt:
. egy uj, komplex, nagy ateresztd képességii in Vvivo toxicitasi tesztrendszer
kidolgozasa, gerinctelen rotifereket hasznélva modell organizmusként;

Il. a PA modell jellemzése a tulélése, fiziologia és a viselkedés tekintetében, az
élesfeny elkeriilési teszt (BLD), mastax oOsszehuzodasi frekvencia (MCF) és
sejtszintii redukcios képesség (CRC);

Il.  ateszt rendszert reaktiv hatéanyagokkal (H202 és NaN3) validalasa;

IV. abdelloid rotiferek AP toxicitas dozis-fiiggését vizsgalata,

V. az AK-s betegek CSF mintdiban oxidativ stresszhez kothetd fehérjemarkerek
azonositasa peptid microarray modszert hasznalva;

VI.  aHSV fertézés reaktivacidjanak hatasanak vizsgalata a lipid homeosztazisra AK-
s betegek CSF mintaiban;
VII. az ApoE4 jelenlétének befolyasa a potencidlis HSV reaktivacid specifikus

folyamataira.

3. Modszerek
3.1.  Invivo experimentalis viabilitasi teszt

Uj modell rendszeriink kifejlesztése soran a laboratériumunkban hasznalt bdelloid
kerekesférgek koziil a P. acuticornis (PA) bizonyult a legmegfelelobbnek. A PA-t és a
Cladophora aegagrophila gémbmohat, mely a tenyésztési matrix alapjat képezte, magyar

akvarisztikai boltbdl szereztiik be. A tenyésztés soran az in Vitro sejttenyésztésben
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hasznalatos modszereket optimalizaltuk in vivo a rotiferekre. Az allatokat flaskakban
tenyésztettiik standard médiumban. A tenyésztést alga-vatta 3D-matrixban végeztiik,
félsteril kornyezetben, mert ezzel a modszerrel tizszer annyi allatot sikertilt
fenntartanunk, mint 2D petri-csészében. A alkoto elemeket alkohollal fert6tlenitettiik a
kidolgozott protokoll alapjan. Az allatokat pasztorozott éleszté (Saccharomyces
cerevisiae) homogenizatummal etettiik kétnaponta a médiumcserét kovetden.

A vizsgalatokhoz sziikséges izolalas soran a rotifereket -75 °C-ra helyeztiik rovid
1dore, hogy elengedjék az aljzatot, majd steril petri-csészébe ontottiik a feliiluszot, ami az
Osszehuzodott allatokat tartalmazta. Fél orat szobahdn hagytuk, hogy az egészséges
talélok kitapadjanak, majd a petri-csészét standard médiummal lemostuk. A kitapadt
allatok a feliileten maradtak a mosés ideje alatt is. A genetikai vizsgalatokhoz ezt
kovetden hasznaltuk fel dket, az egyedi viabilitdsi mérésekhez tovabbi 24 orat hagytuk

szobahdn, hogy tapcsatornajuk kiiiriiljon.

3.1.1. Modellallat fenotipikus és filogenetikai karakterizacioja

A rotifer kultardkat egy allatbol inditottuk, hogy a genetikai homogenitast
megdrizzilk. Az alkoholos fixalast kdvetden specifikus markereiket felhasznéalva
fajspecifikus, fenotipikus jellemzdket kerestiink. Meghatdroztuk az egyed méretét és
sajatos alaktani jellemzdit, mint a l4b, korona, szemek ¢és antenna morfologidja. A
kiilonb6z6 mozgasi mintazatukat is karakterizaltuk, mint pl.: kerekezés, iszas, korona-
hasznalat, mastax pulzalasa és a test kontrakcioi.

A filogenetikai elemzéshez genomi DNS-t izolaltunk, majd bdelloid specifikus
primerekkel felamplifikaltuk 18S rDNS adott szakaszat. Ezt kovetden gélen
elvalasztottuk a terméket és fragmenteket elkiildtiik Sanger-szekvendltatni. A kapott
kontigokat bioinformatikai analizisnek vetettiikk ald, ahol a referencia adatbdzisban
talalhato rotifer 18S rDNS szekvencidkhoz hasonlitottuk 6ket. Majd a kapott szekvenciak
alapjan feltérképeztiik a faj evolucids kapcsolatait és ezeket kladogramok formajaban

prezentaltuk.

3.1.2. Adaptalt olajjal fedett mikro-csepp médszer

Elsédleges célunk volt, hogy a rotifereket 6nalldan is vizsgalni tudjuk, igy a
human in vitro fertilizacioban alkalmazott légatereszté olajjal fedett mikro-csepp
technikat adaptaltuk. A modszer soran kis térfogati (50 pL) médium cseppet helyeztiink
Ki szovettenyésztd plate aljara, melyet asvanyi olaj és SAGE szovettenyésztési olaj 1:1

aranyu keverékével fedtiink le. Ebbe a kornyezetbe helyeztiik bele a korabban kor és
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méret alapjan eldszelektalt egyedeket. Az olaj keverék lehetdové tette a normalis
gazdiffuziot a csepp és a kornyezete kozott, tovabba meggatolta az evaporaciot és

hypoxia kialakulasat.

3.1.3. Ujonnan fejlesztett viabilitasi tesztek

Az 1) életképességi méréseinket jol ismert hatdsmechanizmussal bird oxidativ
agensekkel validaltuk. A H202-t és NaNs-t tobb koncentracioban alkalmaztuk a
kifejlesztett viabilitasi tesztek érzékenységének megfeleléen, az alkalmazott
koncentraciok atfedtek, igy igazolva a tesztek komplementer voltat. Az amiloid toxicitasi
tesztekben AB1-42 és AP25-35 fragmenseket adtunk kezelésként olajjal fedett mikro-
cseppekben izolalt rotiferekhez, ahol az adott amiloid kizarélagos jelenléte lehet6vé tette
az ¢lettartamra gyakorolt hatdsdnak pontos meghatirozasat. A kezelés soran a dozis-
fliggés meghatarozasa céljabol azonos koncentracidban nem toxikus szarvasmarha
szérum fehérjét (BSA) alkalmaztunk.

A toxicitasi és tulélési élettartam (TSL) a kezelésnek az élethosszra gyakorolt hatasat
mutatta meg ¢heztetett rotifereken. A teszt soran jol definialhato experimentalis markerek
alapjan dontottiik el, hogy az adott egyed €letben van, vagy nincs, amelyek a kovetkezok
voltak: a test anatdmiaja és aktiv mozgasa; testen beliili mozgasok; a szem természetes
piros szine. Amikor az allat elpusztul, a pipetta mechanikus érintésére nem reagal,
tovabba a szeme pigmentacidja elvesziti a piros szinét.

Az élesfény elkeriilés teszt (BLD) kifejlesztése soran a PA specialis viselkedési
jellemzoit hasznaltuk fel, melyek érzékenyen valtoznak a kezelések hatdsara. A rotiferek
kertilik az erds fényforrast, ennek megfeleléen a megvilagitott tertiletrdl torténd
menekiilés Osszetett informéciot ad az dallat szenzoros-motoros rendszerének
miikddésérol, mar szubletalis dozis alkalmazasa esetén is. A mddszer sordn egy eldre
meghatarozott teriiletl latotér kdzepére pozicionaltuk az allatot, mely nyugalmi kerekezo
(taplalkozasi) viselkedést mutatott. Amennyiben 30 masodperccel kés6bb még mindig
aktiv volt, akkor a megvilagitast megemeltiik 20-r6l1 40 000 Lux-ra. Két reakcio-
paramétert mértiink: (1) az élesfény irritaciot (BLI), mely azt az idétartamot jelentette,
mig az allat érzékelte a fényt és abbahagyta a kerekezést vagy visszahtizta kerékszervét
(mikor nem volt valtozas a viselkedésében, az allat képtelen volt érzékelni az ingert); (2)
masik paraméter az élesfény elkeriilés (BLA) volt, ami azt a teljes iddtartamot jelentette,

mig az allat kiGszott a megvilagitott teriiletr6l. A BLD-t a BLI és a BLA szazalékos



aranya képezi, mely egészséges allatoknal kozelitette a 100%-ot. A kezelt allatokat 5
percig figyeltiik, ha ez id6 alatt nem tortént reakcid, a BLD indexet 0-val jeloltiik.

A mastax osszehizodasi frekvencia (MCF) az emészt6 rendszer felsé részét képezo
izmos falu szervnek az egy masodperc alatti 6sszehiizoédasat mutatta meg. A mastax f0
szerepe a taplalék tovabbitasa a benne talalhat6 apro fogképletekkel a periodikus nyitodas
¢és zéarddas segitségével. Ez a viabilitasi marker az allat jollétérol, taplalkozasi vagyarol
¢s a szerv megfeleld miikodésérol ad informéciot, mely érzékenyen reagalt a kezelésekre.

A sejtszintii redukcios képességet (CRC) méré teszt soran a szovettenyésztésben
széleskorben alkalmazott EZ4U (MTT analdg) viabilitdsi tesztet optimalizaltuk a
rotiferekre. A teszt soran higitott XTT oldatot adtunk a kezelt és kontroll populaciokhoz,
majd 24 oraig sotétben tartottuk ket (a komponensek fényérzékenysége miatt). A
feliiluszo szinvaltozasat spektrometridsan mértiik. A valtozas aranyos volt a populacid
0ssz redukcios képességével (NADH mennyiségével), amit a mért populacié kiindulasi

egyedszamara normalizaltunk.

3.2. Human oxidativ stressz markerek vizsgalata cerebrospinalis folyadékban
3.2.1. Betegek bevonasa és cerebrospinalis folyadék mintavétele

A vizsgalatainkba bevont AK-s betegek diagndzisat a DSM-IV és DSM-5
kritériumai alapjan allitottak fel, melyet a kortorténet pontos rogzitése, valamint
neurologiai és pszichiatriai kivizsgélas el6zott meg. A betegnél CT, MRI vagy SPECT
vizsgalatokat végeztek. A CSF mintavétel invaziv voltabol adéddan kontroll személyek
olyan paciensek voltak, akiknél a CSF mintavétel a diagnozis felallitasahoz sziikséges
volt, de a kognitiv hanyatlast kizartak. A betegek a mintavételt megel6zden beleegyezd
nyilatkozatot irtak ald. A vizsgéalatot a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga
jovéhagyta (engedélyszam: 184/2012 és 54/2015). A CSF mintavétel a L4-L5
csigolyakozti térbdl tortént, a mintakat a rutin feldolgozas (centrifugalas és Szétmérés)

utdn -75 °C-on taroltuk a felhasznalésig.

3.2.2. Rutin markerek (ApoE és fehérje) meghatarozasa

Az ApoE allél valtozatok genotipusat periférids vérbdl tisztitott genomi DNS
felhasznalasaval mutattattuk ki. A fehérje sziirés soran a korabban leirt allél specifikus
restrikcios fragment analizis mddszerét alkalmaztuk. A lipidomikai vizsgalatba bevont
paciensek esetében a meghatarozas soran allél specifikus Tagman-probakkal mutattuk ki

az ApoE2, ApoE3 vagy ApoE4 allél jelenlétét.



Az AB1-42, t-tau és p-tau szintek meghatarozasa fehérje specifikus szendvics
ELISA modszer segitségével tortént. A nemzetkozi standard hatarértékeket hasznaltuk
referenciaként. A preparalt rotifer fehérje homogenizatumot kiilénb6zo higitdsokban

alkalmazva, a human CSF értékeivel O0sszevetve vizsgaltuk az AB1-42 tartalmat illetéen.

3.2.3. Peptid chip

Master Antibody Microarray peptid chipet hasznaltunk proteomikai szlirésiink
soran. A chipen 656 kiilonboz6 fehérjére specifikus antitestet kotottek ki. A vizsgalat
soran 5 par chipen 25 AK-s és 25 kontroll személy CSF mintait hasonlitottuk Gssze
fehérjemintdzat szerint. Egy chip paron 5 AK-s és 5 kontroll dsszevont CSF mintdit
vizsgaltuk. A fehérje izolalas soran acetonnal kicsaptuk a fehérjéket, majd a centrifugalas
¢s mosas utan megjelodltiik az izolalt fehérjéket (2,7 mg) Cy3-streptavidinnel. A mért
intenzitas értékeket a lokalis hattérre normalizaltuk. A technikai replikatumokat
Osszehasonlitottuk és ahol a két ismétlés szignifikansan eltért, kihagytuk a késébbi
analizisbdl. Kiszamitottuk az AK és kontroll értékek aranyat, a csokkenést 0,6-0s érték

alatt, a novekedést 1,8-as érték felett definialtuk.

3.2.4. Western blot validacio

A peptid chipen kimutatott fehérjevaltozasok (metilalt DNS protein cisztein
metiltranszferaz/MGMT; protein kindz C apoptozis WT1 regulator protein/PAR-4; és
granzim B/GRB) validaciojanak céljabol szemi-kvantitativ western blot analizist
végeztiink. A chipen vizsgalt 6sszevont CSF mintakat hasznaltunk az analizishez, a gélre
20 és 40 pg fehérjét vittiink fel. A validacio soran kiilonbozo beéllitdsokat probaltunk ki,
majd az optimalis beallitdsokkal végeztiik el a vizsgalatot. A jeleket kemilumineszcencia

segitségével tettlik lathatova.

3.2.5. HSV reaktivacié meghatarozasa
Az AK-s péciensek natur CSF mintéit felhasznalva szendvics ELISA modszerrel
meghatdroztuk a HSV1 és HSV2 specifikus immunglobulin G (IgG) titer értékeket.

Referenciaként a kitben foglalt hatarértékeket hasznaltuk.

3.2.6. Lipidomikai analizis

A lipidomikai analizist kooperacioban végeztik a SZBK Biokémiai Intézet,
Stresszbioldgiai Egység, Molekuléris Stresszbioldgia Csoportjaval. A nativ CSF-bol
optimalizalt Folch modszerrel izolaltak lipideket. A lipideket pozitiv ion mddban

elektronsray ionizacios tandem tomegspektrometrias eljarassal (ESI-MS/MS) mértiik. A
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méréseket korabban standardizalt hozzdadott belsé standard lipidek koncentracio
értékeire normalizaltuk. Vizsgéalatunkba szfingomielin (SM), szulfatid (SZULF), ceramid
(CER), hex6z-ceramid (hCER) és foszfatidil-szerin (FS) fécsoportokat vontunk be, majd

az adott focsoportokon beliil species szinten is elvégeztiik az 6sszehasonlitast.

4. Eredmények
4.1. Az invivo modell validaciéja

A 18S rDNS szekvencia analizis megerdsitette, hogy a modell allatunk a P.
acuticornis fajhoz tartozik. Filogenetikai analizisiink arra utalt, hogy a modell fajnal mar
megfigyelheté a divergencia folyamata, ami feltehetéen a tenyésztett populacio

Az Ujonnan fejlesztett toxicitdsi teszteket sikeresen validaltuk a H202 és NaNs
kezelések dozis-hatés vizsgalataval. A kisérletek soran a teszt érzékenységének megfeleld
nagysagrendben adagoltuk a kezel6anyagokat. A két hatdanyag dozis-fliggden
csokkentette a TSL-t. A harom napos kezelést kovetden végeztiik el a BLD vizsgalatot.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a toxinok doézis-fiiggden gatoltak a fényérzékelést és
ezaltal a menekiilési reflexet. A vizsgalt anyagok csokkentették a MCF-t, habar itt
megfigyeltiink egy kiugro jelenséget is. Az 1 uM H202 ndvelte a frekvenciat, viszont a
CRC vizsgélatunk soran azonos dézisu kezelés utan oxidativ stresszt figyeltiink meg a
populacidban. Az irodalom alapjan tudjuk, hogy a molekula szignalizacids szereppel is
bir. Feltételezéstink szerint MCF-ben megfigyelt serkentés kompenzatorikus
mechanizmus lehetett, mely a fokozott tapanyag felvétel segitségével kivanja
semlegesiteni a potencidlis oxidativ kdrosodast. Hirom napos kezelést kdvetden mértiik
meg a CRC-t, ami kvantitativan mérheté dozis-fliggd oxidativ stresszt mutatott a kezelt
populacidkban. A BLD ¢és a CRC megbizhatéan elére jelezte a TSL-t, mig a BLD
szignifikansan korrelalt az MCF-vel és a CRC-vel. Az AB1-42 nem bizonyult toxikusnak,
sOt izolalt kozegben kizardlagos tdpanyag forrasként novelte a rotiferek élettartalmat
¢heztetett kontrollhoz viszonyitva, mely hatds a BSA kezelések hatdsanak dozis-
fliggésével megegyezd kinetikat mutatott. Az AB25-35 mesterséges fragment toxikusnak
bizonyult, a feltehetéen extrém aggregacios tulajdonsagbol adodoan. A bdelloid rotiferek
ELISA méréseink alapjan nem termelnek endogén modon kimutathaté mennyiségben

AP1-42-t.
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4.2. Human proteomikai sziirés

A fehérjesziirés soran a vizsgalatba bevont paciensek ApoE allél hordozésat és rutin
fehérje markereinek meghatarozasat végeztik el elsé 1épésként, hogy megerdsitsiik
neurokémiai moédszerekkel a klinikai AK diagndzist. A rutin markerek a szakirodalomban
leirtaknak megfeleléen valtoztak AK-s betegek CSF-ében, vagyis az Ap1-42 csokkent,
mig a t- és p-tau értékek szignifikansan novekedtek a kontrollokhoz hasonlitva. A
fehérjeszlirés soran 7 fehérje csokkenését mutattuk ki, melyek a kovetkezok voltak:
mitokondrialis DNS polimeraz gamma (POLG), MGMT, parkin (PARK), apolipoprotein
D (ApoD), PAR-4, GRB ¢és ciklin-fiiggd kinaz 5 (CDKS5). A kimutatott csokkenést
western blot-tal nem tudtuk megerésiteni, feltehetéen az alkalmazott fehérjemennyiségek

és a modszerek kiilonboz6 szenzitivitasanak kovetkeztében.

4.3. HSV reaktivacié okozta lipidomikai valtozasok

Az AK-s paciensek CSF mintaiban meghataroztuk a HSV1 és a HSV2 reaktivacio
specifikus IgG titereket. A vizsgalt paciensek 14%-anal HSV1, 25%-anal HSV2 és 5%-
anal kettds reaktivaciot talaltunk, mig 56%-nal nem volt detektalhato pozitivitas. A kettds
reaktivaciot mutatd pacienseket kihagytuk az alacsony elemszdmukbol adododan a
késdbbi analizisbol.

A reaktivacid pozitivitasdnak megfeleléen csoportokba rendeztiik a vizsgalt AK-s
betegeket és foosztaly szinten vizsgaltuk meg eldszor a lipid eltéréseket. Azt talaltuk,
hogy a HSV1 reaktivacio kovetkeztében nétt az FS szint, mig a HSV2 reaktivacio
csoportban (SM, CER, hCER) nem talaltunk szignifikans eltérést. A species szintli
analizis soran HSV1 és HSV2 reaktivacio specifikus lipid mintazatot kaptunk. Az dsszes
vizsgalt fécsoportban talaltunk szignifikdns eltérést mutato speciest. Az elvaltozéasok jol
karakterizaljak a HSV1 reaktivacio okozta apoptozist €¢s a HSV2 altal facilitalt
kompenzatorikus folyamatokat. Az ApoE4 allél hatasanak vizsgalata soran szintén
reaktivacio specifikus lipid mintadzatot kaptunk az SM és SZULF f6csoportokba tartozo

speciesek szintjén.

5. Diszkusszio
5.1.  Invivo modell és oxidativ stressz

Az elmult 30 évben a gerinctelen rotiferek egyre nagyobb jelentdséggel birnak az
Oregedés kutatas teriiletén. Ehhez jelentdsen hozzajarulnak a modell elényei, melyek a

kovetkezOk: kis méretiik, viszonylagos rovid élettartamuk, nagy populécios stirtiségiik,
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gyors populaciondvekedésiik, szliznemzéssel torténd szaporodasuk ¢és nagy
érzékenységiik a toxinokra. Ennek ellenére maig nincs a rotiferekre optimalizalt
standardizalt viselkedési teszt. Habar korabban is alkalmaztdk a rotifereket toxikologiai
vizsgalatokra, ezen kisérletekben populécio szinten kovették nyomon a potencialis hatast.
Az Ujonnan fejlesztett olajjal fedett mikro-csepp modszer lehetévé teszi az allatok egyedi,
de hosszu tava megfigyelését. A 18S rDNS vizsgalatunk megerdsitette, hogy modelliink
a PA fajhoz tartozik, a vizsgalt szekvencia homologia alapjan. A négy, Ujonnan
kifejlesztett, kiilonb6z0 szenzitivitdssal rendelkezd, egymasra épilild experimentalis
viabilitasi markert, két jol ismert hatasmechanizmussal biré molekulaval (H202 és NaN3)
validaltuk. A TSL, BLD, MCF ¢s CRC doézis-fiiggden reagaltak a toxinokra, ezzel
bizonyitva a tesztek megbizhatosagat és érzékenységét, tovabba kimutatva az éllatok
oxidativ stresszre valo érzékenységét. A markerek a viabilitas kiilonb6z6é paramétereit
mérik, az élettartamot, a fényérzékenységgel Osszefliggd viselkedési mintazatot, az allat
jolétét, taplalkozasi igényét, populacié szinten valo redukcios kapacitasat. A markerek
ondlloan és parhuzamosan mérve is szignifikans prediktiv értékkel birnak az élettartam
hosszat illeten is. Az AP1-42 kezelés esetében tapasztalt életartam novekedés hatterében
feltehet6en a fragment in vivo katabolizmusa all, ami Gjszer( jelenség az irodalomban. A
lebontas hatterében feltehetéen a rotiferek azon adaptiv tulajdonsidga allhat, mely
segitségével alkalmazkodnak szélsdséges koriilményekhez, amelyekkel termeszétes
kozegiikben gyakran taldlkoznak. Céljuk a tapanyagforrasok (sokszor aggregalt
tormelékek) leghatékonyabb lebontdsa és gliikoneogenezisben vald felhasznaldsa. A
jelenség feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel, de megismerése potencialisan 1]

megkozelitést adhat az AK-amiloid lebontast célzo farmakoldgiai kutatdsoknak.

5.2.  Fehérje markerek azonositasa

A proteomikai szlirés soran neurokémiailag validalt AK-s betegek CSF-ében
kerestiink potencialis fehérje markereket peptid mikrochip segitségével. A sziirés soran
hét fehérjét mutattunk ki, melyek szignifikdnsan csokkentek.

A POLG a mitokondridlis DNS szintéziséért felelds, melynek jelenlétét és
csokkenését eldszor mutattuk ki. Kordbbi tanulmanyok AK péciensek CSF mintdiban a
mitokondrialis DNS csokkenésérél szamoltak be, mely megfigyelést megerdsitettiik
eredményeinkkel. A mitokondridlis DNS replik4cio csokkent mértékli mitokondrium
szintézishez vezet. Ennek kovetkeztében mitokondridlis zavar és oxidativ stressz

alakulhat ki, melyek az AK korai patomechanizmusaban is kiemelkedd szereppel birnak.

13



A GRB hasitja a PAR-4-t, mely kdzponti szereppel bir az apoptdzis szabalyzasaban. A
GRB-t eldszor mutattuk ki a CSF-ben, ezt a molekulat kordbban csupan a
neuroinflammaciéval hoztak kapcsolatba. A PAR-4-et illetben mar kimutattak, hogy
csokkent az mRNS expresszidja AK-s paciensek agyadban. Az MGMT a karos alkil
csoportokat tavolitja el a DNS-16l, ezzel megdrizve a megfeleld expressziot. Az AK-ban
vald csokkenését elészor mutattuk ki, mely hozzdjarulhat az oxidativ stressz DNS
karosito hatasainak sulyosbitasdhoz. A PARK kozponti szereppel bir az ubiquitin fiiggd
protein degradacioban, tovabba az AB1-42 megfeleld kiiiriilésében. Habar CSF-ben eddig
nem tesztelték, AK modell transzgén egereken mar megerdsitették, hogy a PARK
tultermeltetése képes megdrizni a megfeleld memoria és viselkedési funkciokat. A CDKS
enzim tobb anyagcsere folyamatban is kozponti szabalyzo szereppel rendelkezik, melyek
Osszefliggésbe hozhatok az oxidativ stressz-szel, sejtciklus szabdlyzéassal, szenilis
plakkok ¢és neurofibrillaris kotegek kialakulasaval, valamint a tau hiperfoszforilacioval.
A neuronokban szigortian szabdlyozott a CDKS aktivitdsa. Az oxidativ stressz
kovetkeztében megemelkedik az intracellularis Ca®* szint, ami aktivalja a kalpaint. gy
ez a p35 fehérjét p25 fehérjévé képes hasitani, amely stabil komplexet képez a CDKS5-tel.
Az ApoD kozponti szereppel bir a lipid homoesztdzisban, ennek megfeleléen mar
korébban is kapcsolatba hoztadk az AK patomechanizmusdval. Az ApoD expresszidja
megemelkedik az AK paciensek hippokampuszaban és prefrontalis kéregében. Mas
tanulmanyok a paciensek CSF-ben is a molekula emelkedett szintjérl szamoltak be. A
nalunk tapasztalt csokkenés tovabbi validaciot igényel, de az eredmények kozti
ellentmondas feltehetéen a vizsgalt populaciok ApoE4 allél hordozosaganak
kiilonbozdségében rejlik. Az ApoE4 allél bizonyitottan ndveli az ApoD expressziodjat,
viszont az altalunk vizsgalt populécidban kisebb aranyban fordult el6 az ApoE4 allél,

mint az idézett tanulméanyban.

5.3. HSV reaktivacié specifikus lipid eltérések

Az AK korai fazisdban megjelend oxidativ stressz és gyulladas kovetkeztében
karosodik a BBB integritasa, eldsegitve a human HSV1 és HSV2 bejutasat a kdozponti
idegrendszer teriiletére. A patogén hipotézis szerint a sorozatos kiilsd stressz hatdsok
indukalta reaktivacio kovetkeztében fokozodik a neurotoxikus AP termelddés, mely
hozzajarul az AK progresszidjahoz. Epidemiologiai tanulmanyok kimutattdk, hogy a
HSV jelenléte az agyban jelentésen ndveli az AK kialakuldsanak rizikdjat. Egyes

elméletek szerint ezzel szemben a HSV-indukalt humoralis immunvélasz protektiv lehet
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cres

kitiriilésének. A HSV fertézés a reaktivacié sordn a mikroglidkat aktivalja és
proinflammatorikus citokinek expresszidjaval gyulladdsos folyamatokat indukal, ami
oxidativ stresszhez és neurodegeneraciohoz vezethet. Az ApoE4 allél hordozasa az AK
rizikojat jelentdsen noveli. A defektiv fehérje csokkent hatékonysaggal vesz részt az A3
kitiriilésében, de egyuttal stlyosbitja a HSV reaktivacidhoz kothetd patologias
folyamatokat is. A vizsgalt populacié 14%-a HSV1, 25%-a HSV2 reaktivaciot mutattunk
ki, ami megegyezik a szakirodalomban leirt prevalencidval.

A lipidek kulcsfontossadgu elemei az agymiikddésnek, ezt reprezentdlja az abnormalis
lipid homeosztazis 0sszefiiggése a neurodegenerativ korképekkel (pl. AK). Novumként
kiemelhetjiik, hogy a HSV1 reaktivacidja elésegiti a demencia progresszidjat, mig a
HSV2 facilitdlja a protektiv folyamatokat, melyek a lipid panel valtozasaival jol
jellemezhetok. A HSVI1 reaktivacidt mutaté csoportban a SZULF speciesek
homeosztazisdnak felborulasara utald eredményeket kaptunk. A valtozasok a csokkenés
iranyaba mutattak, ezzel parhuzamosan csdkkent a vizsgalt SM speciesek koncentracioja
is. A patologias folyamatok apoptdzishoz vezethetnek, amit az apoptdtikus szignalizacids
jelként ismert FS (d18:1/22:6) emelkedett szintje is megerdsitett. A HSV2 reaktivacio
soran kompenzatorikus emelkedést tapasztaltunk a SZULF ¢s a SM speciesekben a nem
reaktivalt kontroll AK-s paciensekhez viszonyitva. Parhuzamosan viszont a kéros
degradacios CER ¢és hCER speciesek mennyisége is nétt, de ez nem tarsult az apoptdtikus
lipid marker FS (d18:1/22:6) emelkedésével. A 4-es allélt hordozo, HSV1 reaktivaciot
mutatd paciensek esetében a patologikus SM ¢és SZULF csokkenés kifejezettebb volt,
mint 4-es allélt nem hordozé betegnél. A HSV2 reaktivalt 4-es allél hordozé betegeknél
a SZULF szintben emelkedést tapasztaltunk a vizsgalt speciesek szintjén. Ez az ApoE4
allél komplex kettds szerepére utalhat. Biztato eldkisérletes eredményeink kis elemszamt

populécion végzett kisérletekbdl szarmaznak, igy tovabbi validaciot igényelnek.

6. Osszefoglalas

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy gerinctelen allatmodelliinkkel 1j
megkozelitésbe helyeztiik az 6regedéssel és AK-val kapcsolatos toxikologiai kutatasokat.
A modell alkalmas nagy atereszt6 képességti, érzékeny és reprodukalhaté eredményeket
biztositani az oxidativ stressz és az Oregedés toxikoldgiai szabalyzasat illetéen. Ezen
allatok nem termelnek endogén modon AP1-42-t. A rotifereken az AB1-42 kezelés nem

bizonyult toxikusnak ellentétben az AB25-35-el. Az AB1-42 dozis-fiiggd modon novelte
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az élettartamot, mely a kezel6anyag kizarolagos energiaforrasként vald felhaszndlasra
utal, egy 4j in vivo degradacids mechanizmust feltételezve. A human vizsgalataink soran
ujabb oxidativ stresszhez ¢és neuroinflammaciohoz kothetdé AK specifikus fehérje
markerek azonositottunk. A HSV1 és HSV2 reaktivacidhoz kapcsolodd vizsgalataink
megerdsithetik az AK “infekcids/inflammatorikus™ hipotézisét. Ramutatnak arra, hogy a
patoldgias valtozasok nem csupan proteomikai szinten specifikusak, hanem lipidomikai
szinten is jol nyomon kovethetdek. Molekularis eredményeink alapjan tervezziik a
jovében vizsgalatainkat kiegésziteni nem-invaziva modszerekkel (bélmotilitas

elektrofiziol6gids mérése, konnymintavétel).

7. Koszonetnyilvanitas

Eldszor is halas vagyok témavezetdmnek Dr. Pakaski Magdolnanak, aki
témavezetomként tandcsaival segitette a sziikséges human kisérletek elvégzését, valamint
hozzajarult az értekezés elkészitéséhez. Szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Datki
Zsoltnak az értekezéshez sziikséges vizsgalatok kivitelezében nyujtott elméleti és
gyakorlati segitségéért és tdmogatasaért.

Haélasan koszondm Prof. Dr. Kalman Janosnak, hogy lehetévé tette az értekezés
alapjaul szolgdlé munka elvégzését a Pszichiatriai Klinika Kutaté Laboratoriumaban,
valamint Prof. Dr. Janka Zoltdn kordbbi intézetvezetdnek, hogy értékes kritikajaval
segitette a dolgozat megsziiletését.

Koszonet illeti munkatarsaimat, kiilonosen Ivitz Esztert, akik nélkiil ezek a munkak
nem sziilethettek volna meg.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkdszonni a csaladom tadmogatasat és
kiilonosképpen baradtom, Galik Bence segitségét, aki nemcsak biztatott az évek soran,
hanem szakmailag is hozz4jarult a vizsgéalatok elvégzéséhez.

Jelen munka az Eurdpai Unid és Magyarorszag korméanya altal tdmogatott és az
Eurdpai Szocialis Alap altal tarsfinanszirozott és TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001
»Nemzeti Kivalosag Program” keretében, az alabbiakban felsorolt tdimogatasok révén
valosulhatott meg: TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0052; OTKA (83667) és
Nemzeti Agykutatasi Program (KTIA_13_NAP-A-11/16); EFOP (EFOP-3.6.1-16-2016-
00008).
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szerepe volt, ezért ezeket a téziseket mas a PhD fokozat megszerzését célzo mindsitési eljarasban nem hasznalta

fel, illetve nem kivanja felhasznalni.
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A palyazo tézispontjaiban érintett, kozosen publikalt kozlemények:

Datki Z, Olah Z, Hortobagyi T, Macsai L, Zsuga K, Fulop L, Bozso Z, Galik B, Acs E, Foldi A, Szarvas A,
Kalman J. (2018)

Exceptional in vivo catabolism of neurodegeneration-related aggregates.
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doi: 10.1186/s40478-018-0507-3. PMID: 29378654

Erintett részek:

Amyloid ELISA vizsgalat eredményei
3. abra a. része: Amyloid és BSA doézis fiiggése az élettartalom tekintetében

3. abra c. részEébol (Mesterséges Amyloid tipusok) AP25-35 érint6 eredmények
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