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BEVEZETES

Az Alzheimer-kor (AK) napjaink egyik legismertebb korfliggd demencidja, mely
kiilondsen az iddsebb populaciot érinti. A multifaktoridlis betegség a szellemi képességek
sulyos romlasaval jar, legfébb jellemz6i a progressziv memoriavesztés és a térbeli
tajékozodas zavara. A kor legfobb neuropatologiai jellegzetességei az extracelluldrisan
eléforduld amiloid plakkok és az intracellularisan megjelend neurofibrillaris kotegek
(NFT). Az amiloid plakkokat alkot6 B-amiloid (AB) peptid fibrillumok
neuroinflammaciot gerjesztenek. Az intracellularis AP oligomerek viszont az
endoplazmatikus retikulumban (ER) zajlé folyamatok hibas miikddését okozzak, emiatt
ER-stressz alakul ki. Felborul az ER és a mitokondrium Ca?*-homeosztazisa, ami gatolja
a hosszu tava potencirozast (LTP), egyidejiileg el6idézi a hosszu tava depressziot (LTD)
¢s a dentrittiiske szdm csokkenést. Az AK korai jellemzdinek tanulmanyozasahoz
rendkiviil fontos egy egyszerli, megismételhetd, koltséghatékony in vivo allatmodell

létrehozasa.

Doktori munkam kezdetén egy jol jellemzett szintetikus AB1-42 oligomer toxikus
formajanak azonositasat tliztem ki célul, melyet patkany agyba injektalva létrehozhatd
egy, az AK-t megbizhatéan rekonstruald allatmodell. Négy egymast kovetd kisérletet
végeztiink el patkdnyokon egyszeri intracerebroventrikularis (icv) AB1-42 injektalassal.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a kiilonb6z6 AP1-42 oligomer mintak toxikus hatasa a
peptid koncentracid €s az aggregéacios 1d0 fiiggvénye. Ezen eredmények ismeretében
hoztuk 1étre jol jellemzett 0AP1-42 icv injektalasaval az AK korai fazisat tiikr6z6 patkany
modelliinket. Ezekkel a kisérletekkel egyidejiileg az APPxPS1 transzgenikus (tg) egér
modellen egy hdsokkfehérje (HSP)-koindukald (egy kooperald kutatocsoport altal
szintetizalt) LA1011 jelzésii gyogyszerjelolt neuroprotektiv hatasat hataroztuk meg. Az
icv injektalt AB1-42 oligomerek toxikus, ill. a gyogyszerjelolt LA1011 neuroprotektiv
hatdsat magatartas teszttel, hisztologiai modszerekkel, LTP méréssel és dendrittiiske

szdmolassal vizsgaltuk.

Doktori munkam soran a kémiailag jol jellemzett 0AB1-42 icv injektalasa a térbeli
memoria romlasat okozta a patkany modellen. A kisérletekhez a 8-10 nm
mérettartomanyba esé oligomerek bizonyultak legalkalmasabbnak. Az APP/PS1 tg

egérvonalon végzett magatartas-farmakologiai vizsgalatainkkal a HSP-koindukalo



LA1011 neuroprotektiv hatasat is kimutattuk, ezzel bizonyitva, hogy vegyiiletiink

alkalmas lehet a tovabbi gyogyszerfejlesztésre.

CELKITUZESEK

A szakirodalom allaspontja szerint sziikség van egy egyszeri, koltséghatékony,
megismételhetd, az AK-t megbizhatéan rekonstruald, jol jellemzett AP-injektalt
allatmodell 1étrehozéasara. Doktori munkédm elsddleges célkitiizése egy, az AK korai
szakaszat jellemzd patkanymodell 1étrehozésa és validalasa volt, icv injektalt oAp1-42-t

alkalmazasaval.

Az icv AP1-42 injektalassal 1étrehozott korai AK modelljét az alabbi, egymast

kovetd kisérleti 1épésekkel terveztiik meg és hoztuk 1étre:

1. A 7-amino-4-metilkumarin-3-cecetsavval (AMCA) fluoreszcensen jelolt AB1-42
oligomer preparatumok icv injektalasat kovetd detektalasa a hippokampusz (HC)
tertiletén.

2. Az “in situ” preparalt AB1-42 oligomerek toxikus formdjanak fellelése.

3. Az 0AP1-42 icv injektalasat kovetd magatartastesztek elvégzése.

4. Morfologiai valtozasok — neuronalis elvaltozasok, tau-patolégia - szdvettani
vizsgalatokkal torténd kimutatasa az HC teriiletén.

5. A szinaptikus degeneracio ellendrzése a dendrittiiske szam csokkenésének
mérésével a cornu ammonis 1 (CA1) teriiletén.

6. A modell validdlasa egy tovabbi kisérlettel az eredmények alapjan toxikusnak

kimutatott 0oAB1-42-val.

A fenti kisérlettel egy idében magatartas-farmakologiai vizsgalatokkal mértik fel az
altalunk szintetizalt HSP-koindukalo 1,4-dihidro-piridin-szarmazék LA1011 potencialis
AK gyogyszerjeloltiink neuroprotektiv hatasat az AK egyik tg (APPxPS1) egér

modelljén.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatok

Kisérleteinkhez Charles River-Harlan him patkanyokat (Domaszék, Hungary,
270-300g) hasznaltunk, melyek ad libitum juthattak standard patkanytaphoz és
csapvizhez. A gyogyszerjelolt tesztelést B6C3-Tg (APPswe/PS1dE9)85Dbo/Mmjax
(APPxPS1, Jackson Laboratory Bar Harbor, ME, USA) C57BL/6 genetikai hattert tg

egereken végeztiik el.
AB1-42 oligomer preparatumok szintézise

Az AB1-42 peptidet a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetének
munkatarsai allitottak eld, szilard fazisu peptidszintézissel. E16szor szintetizaltak az AB1-
42 peptid prekurzort (izo-Ap1-42) Fmoc protokoll szerint. Az izopeptidet semleges-
enyhén lagos pH koriilmények kozott O—N acilvandorlassal alakitottak at az Apl-42
peptiddé, a végterméket izolaltdk és HPLC oszlopon tisztitottdk. A peptidet végiil
felhasznalas eldtt enyhén lagos (pH 7.4) koriilmények kozott hagytak aggregaldodni. Az
aggregacio idOtartamanak és a peptid koncentracionak a fliggvényében kiilonbozo

aggregaltsagi foku, vizben oldodo AB1-42 oligomer keveréket kaptak.

A fluoreszcensen jelolt AP peptidet (AMCA-AP) is a Szegedi Tudomanyegyetem
Orvosi Vegytani Intézetének munkatdrsai allitottdk eld. Az atomerd mikroszkopidhoz
(AFM) AB1-42 oligomert tartalmazé oldatbol 10 ul -t pipettaztak a muszkovit felszinére
(Muscovite mica, V-1 quality, Electron Microscopy Sciences, Washington DC, USA).
Két perc inkubacios id6 utan a mintakat kétszer 10 mikroliter desztillalt vizzel mostak,
majd nitrogén arammal szaritottak. Az AFM felvételeket szobahdmérsékleten készitették

NT-MDT SOLVER Scanning Probe Microscope alkalmazasaval.

Kezelés

Kiilonbozd ABL1-42 oligomerek icv injektaldsa patkdany modellen

A patkanyokat intraperitonealisan (ip) beadott ketamin (10.0 mg/100 g) és xylazin
(0.8 mg/100 g) keverékével altattuk. Az oldatokat Hamilton fecskendével injektaltunk
bilateralisan, 7.5 pl-t oldalanként (1.5 pl/min). Az allatokat antibiotikummal és

fajdalomcsillapitoval kezeltiik a miitétet kdvetden.



A fluoreszcens mikroszkopidhoz a patkanyokat el6szor fibrillari (fAB), majd egy
kovetkez6 kisérletben oligomer szerkezetli AMCA (7-Amino-4-methylcoumarin-3-acetic
acid)-jelolt AB1-42-val injektaltuk. A fAB-t bilateralisan, az 0AB-t unilateralisan, a jobb
oldali agykamraba injektaltuk. 5 illetve 60 perccel a kezelést kdvetéen az allatokat
perfundaltuk és 30 um szagittalis metszeteket készitettlink a fluoreszcens vizsgalatok

kiértékeléséhez.

Az éllatokat a kisérletek soran a konroll (hidrogén-karbonat pufferes fiziologias
sooldat, HCBS) csoport mellett kiilonb6z6 oAp1-42-val kezelt csoportra osztottuk. A
koriilmények valtoztatasaval (harom kiilonb6zd aggregacios id6t (24 h, 120 h and 168 h)
¢s négy kiilonb6z6 koncentraciot (25, 50, 75 and 200 pM) alkalmazva), ezek

kombinaciojaval készitettiik el a kiillonb6z6 oA mintékat a kisérleti allatok kezelésére.

Az LAI1011 gyogyszerjeldlt tesztelése transzgenikus egér modellen

Ebben a kisérletben him APP/PS1 tg és vad tipusu egereket 3 honapos koruktol 6
honapon keresztiil naponta injektaltuk intraperitonedlisan 3mg/kg dézisban LA1011
gyogyszerjeloltiinkkel. A kontroll csoportot fiziologias séoldattal kezeltiik. A kezelési

ey

teszteltik.
Morris féle vizilabirintus teszt

A kisérlet egy kor alaki medencében zajlott, melyben egy viz alatti platformot
helyeztiink a képzeletben felosztott medence egyik kvadransdba. Az allatok 5 napon
keresztiil naponta két alkalommal Usztak maximum 90 masodpercig. A kisérletben a
platform megtaldldsdhoz sziikséges id6t mértiik, a kiértékeléshez az elsé Uszasokbol

szarmazo adatokat hasznaltuk fel.

Hisztologia

A magatartas tesztet kdovetden az allatokat ketamin (10.0 mg/100 g) és xylazin
(0.8 mg/100 g) keverékével altattuk, transzkardidlisan perfundaltuk elészor foszfat-
pufferes fiziologias sooldattal (PBS) majd 4%-0s paraformaldehid oldattal. Az agyakat
eltavolitottuk és 24 oran at friss paraformaldehid keverékben utofixaltuk, majd 30%-0s
cukoroldatba tettiik 4 °C-ra. Az agyakbol fagyasztd mikrotom segitségével 30 uM-es

koronalis metszeteket készitettink.



Krezilibolya festékkel az ¢él6 neuronokat jeloltik meg a neuronpusztulas
mértékének meghatarozasahoz. A neurofibrillaris kotegek megjelenitésére human Mab
(clone AT100) primer antitestet alkalmaztunk. A AP1-42 hisztokémiai jelolésére
egerekben az anti-nyall-42 amyloid primer antitest (WO-2) ajanlott. Az FD Rapid
GolgiStain™ Kit-tel a HC CA1 teriiletén a dendrittiiskék szamat vizsgaltuk.

Ex vivo elektrofiziologia

Standard protokollt alkalmazva 350 uM vastagsagl akut hippokampalis szeleteket
készitettiink a patkdnyok agyabol. Az elvezetett mezOpotencialok (fEPSPs) a HC CAl-es
régio striatum radiatum proximalis rétegébdl szarmaznak. Az LTP indukalas theta-burst

stimulussal (TBS) tortént multi-electrode array (MEA) berendezéssel.
Statisztika

A Morris féle vizilabirintus tesztet SPSS szoftverrel és Python's Lifelines library,
Github repository programmal értékeltiik ki. A statisztikai kiértékeléshez a platform
megtalalasahoz sziikséges id6t vettiik figyelembe. Cox Proportional Hazard modell
alkalmazaséaval “tulélési gorbét” illesztettiink az adatokra a napok és a kezelési csoportok
fiiggvényében. A kezelési csoportok kozotti Osszehasonlitasra log-rank tesztet

alkalmaztunk.

A szovettani, dentdrittiiske elemzés és LTP vizsgéalatok eredményeit harom, vagy
tobb kezelési csoport esetén varianciaanalizissel (egy utas ANOVA) hasonlitottuk dssze,
a csoportok kozotti teljesitményt Fisher’s LSD post-hoc teszttel analizaltuk, ahol ezt az
adatok lehetdvé tették. Nem homogén adatok esetén Games Howell post hoc, kiillonb6zo,
am kelléen nagy elemszamu csoportok esetén and Hochberg’s GT2 post hoc tesztet
alkalmaztunk. Nem normalis eloszlas esetén a nemparametrikus Kruskal-Wallis teszttel

¢s Mann-Whitney U probaval értékeltiink ki.

Két kezelési csoport esetén a magatartds teszt statisztikai kiértékelése ismételt
méréses multifaktorialis varianciaanalizissel, a dendrittiiske szamolas adatainak
kiértékelése pedig Student-féle t-proba alkalmazasaval tortént. A statisztikai analiziseket

SPSS szoftverrel végeztiik el, a szignfikanciat p<0.05 értékben hataroztuk meg.



EREDMENYEK

0APB1-42 icv injektalasa patkany modellen

A doktori munkdm kezdetén egy Uj, megbizhatd, kolcséghatékony, az AK-t
rekonstrualo allatmodell 1étrehozasat tiiztem ki célomul. Ennek eléréséhez jol jellemzett,
patkany agyba icv injektalt AP1-42 oligomerek hatasait vizsgaltuk. Mivel el6zdleg
kimutattuk, hogy az Ap1-42 fibrillaris formaja kiiil a kamrafalra, emiatt egy esetleges icv
kisérletre alkalmatlan, az icv kisérletek megkezdése eldtt meg kellett bizonyosodnunk
arrol, hogy AB1-42 oligomer forméja képes penetralni a kamrafalon. Célunk AP1-42
oligomer icv injektalast kovetd hippokampalis teriileteten vald megjelenésének
bizonyitasa lett. Unilateralis AMCA-jelolt AB1-42 oligomer jobboldali agykamraba
injektaltalasat kovetéen kimutattuk, hogy a AP1-42 oligomer formdja atjut a

parenchymaba.

Kovetkezd 1épésként a kiilonbozo (24 h, 120 h és 168 h aggregacios idejli 25, 50, 75

cre

cres
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hatasat kutattuk. Vizsgaléddsunkat egy szisztematikus kisérletsorozattal folytattuk a
legtoxikusabb AP1-42 feltérképezésére. Végso 1épésként az altalunk legtoxikusabbnak
vélt AB1-42 oligomer validalasat végeztiik el egy kiegészitd kisérlettel.

A térbeli memoriat MWM teszttel vizsgaltuk. Az elsé uszasok soran az arénaban
eltoltott 1dot (a platform megtalalasaig eltelt 1d6) meértiik fel. Az aréndban eltoltott 1d6
atlaga szerint az elsd uszasok soran az 0AB1-42 24 h/75 uM, 24 h/200 pM és 168 h/25
uM formai okoztak térbeli memorizavart. Szignifikans kiilonbséget talaltunk a csoportok
teljesitménye kozott, a HCBS kezelt (kontroll) csoport szignifikansan kevesebb idot
toltott el a platform keresésével mint a fent emlitett 0AB1-42 kezelt csoportok.

A HC teriiletén végzett szOvettani vizsgalataink eredménye aldtamasztja a
magatartds tesztben tapasztaltakat. Az ¢€l6 neuronok szamat tekintve szignifikdns
kiilonbséget a 24 h keresztiil aggregaltatott 0AP1-42 injektalt csoportok és a kontroll

csoport kdzott ugyan nem mutattunk ki, azonban egyértelmii tendenciat tapasztaltunk az



egyes kezelési csoportok kozott, amely a koncentracido és a éloneuronszam forditott
aranyossagat mutatja. Minél magasabb az injektalt 0AP1l-42 koncentracidja, annal
nagyobb mértékii éléneuronszam csokkenést figyelhettiink meg a vizsgalt teriileten. 168 h
aggregacios idot alkalmazva szignifikans kiilonbséget taldltunk a csoportok kozott az
¢loneuronszam tekintetében, az Osszes 0AP1-42 kezelt csoport esetén szignifikdnsan

alacsonyabb ¢loneuronszamot talaltunk a HC teriiletén a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A neurofibrillaris kotegek megjelenitésére alkalmazott hisztologiai vizsgalatokkal
szintén ald tudtuk tdmasztani az el6zd kisérletek eredményeit: szignifikdnsan nagyobb
mennyiségli immunpozitiv sejtet figyeltlink meg a 24 h/200 uM, 168 h/25 uM és a 168
h/75 uM o0AB1-42 kezelt csoportokban a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A kisérleteket a HC teriiletén végzett elektrofiziologiai elvezetésekkel folytattuk, az
itt kapott adatok is Osszhangban vannak az magatartas teszt és a szdvettani vizsgalatok
eredményeivel. A 24 h aggregécioval késziilt 0APB 1-42 peptid mintdk kisebb mértékii
zavart okoztak a hossztava potenciacié (LTP) kialakulasaban, viszont a 168 h amiloid
aggregatumok injektalasa jelentds mértékben akadalyozta a memoriaképzodés folyamatat.
A 24 h aggregicios kisérletekben a 25 uM és a 75 uM koncentraciok valamint a 168
h/200 uM LTP-re gyakorolt hatasa kisebb mértékben mutathato ki.

Kisérleti eredményeinket utlolsd 1épésként a dendrittiiskék szdmanak valtozasara
iranyulo vizsgalatainkkal tdmasztottuk ala. A vizsgalt csoportok koziil a 120 h, és a 168 h
aggregacios idejli aggregatumok bizonyultak hatisosnak: 120 h/50uM és 168 h/25uM
0AB-42 injektalassal szignifikdns mérékli dendrittiiske csokkenést mutattunk ki a kezelt
allatokban a kontroll csoporthoz viszonyitva. A 24 h 0APl-42 aggregatumok nem

okoztak szignifikans eltérest a konrtoll csoporthoz képest.
LA1011 gyogyszerjelolt tesztelése APP/PS1 transzgenikus egér vonalon

A HSP-koindukal6o LA1011 gydgyszerjelolt neuroprotektiv hatdsit AP taltermeld
APPxPS1 tg és vad tipusu egereken vizsgaltuk mind a MWM magatartas teszt, mind

szovettani eljarasok alkalmazasaval.

Az egereket 6 nonapon keresztiil napi egyszer kezeltiik ip beadasi modszert
alkalmazva az LA1011 (3 mg/kg) oldataval illetve fiziologids sooldattal (NaCl). A

kezelést kovetden, a 9 honapos egereken végeztiik el a magatartas tesztet. Szignifikans



kiilonbség mutatkozott az 4allatok teljesitményeben a kovetkezd csoportok kozott:
wt+NaCl vs. tg+NaCl, wt+NaCl vs. wt+LA1011, és tg+saline vs. tg+LA1011. Fontos
megjegyezni, hogy mindamellett, hogy a tg+NaCl csoport allatai szignifikansan hosszabb
id6 alatt taldltdk meg a viz ald rejtett platformot a wt+NaCl csoporthoz képest, a 6
honapig tartdo napi LA1011 kezelést kapott tg allatokon felgyorsult tanulasi képességet
figyeltiink meg. Erdekes médon az LA1011 kezelés feljavitotta az allatok memoriaképzd
folyamatat, azaz prokognitiv hatdst mutatott: az LA1011 kezelt wt allatok gyorsabban

teljesitettek a magatartas tesztben mint NaCl kezelt wt tarsaik.

Az agyszeleteken végzett krezilibolya festéssel a neuronok szamat tekintve
szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az egyes kezelési csoportok kozott. A vizsgalat
szignifikansan kevesebb éloneuronszamot mutatott ki a tg+NaCl csoportban a wt+NaCl
csoporthoz viszonyitva. Az LA1011 magatartas tesztben tapasztalt neuroprotektiv hatasat
a krezilibolya festéssel is igazoltuk: a tg egerek 6 honapos LA1011 kezelése szignifikdns

mértékben csdkkentette az idegsejtek leépiilését a tg+NaCl csoporthoz viszonyitva.

A tau-patologiara iranylé szovettani vizsgalatot ebben a kisérletben is elvégeztiik, a
neurofibrillaris kotegek megjelenésének tekintetében ebben esetben is szignifikans
kiilonbséget talaltunk a csoportok kozott. A tg+NaCl csoport allatainak HC teriiletérdl
készitett metszetei szignifikdnsan nagyobb mennyiségii neurofibrillaris koteget
jelenitettek meg az adott agyi teriileten a wt+NaCl csoporthoz viszonyitva. Fontos
megjegyezni, hogy a HSP-koindukal6 LA1011 kezelés hatasara a tg allatokban mért

neurofibrillaris kdtegek mennyisége a wt csoport allataiban mért szintre csokkent.

A dendrittiiskék szamanak valtozasat az LA1011 gyogyszerjelolt hatsara irdnyuld
kisérletsorozatunkban is felmértiik Golgi-Cox metodika segitségével. A dendrittiiskék
szadmanak megjelenésében szignifikdns kiilonbséget taldltunk a tg+NaCl kezelt
csoportban a wt+NaCl csoporthoz viszonyitva. Megjegyzendd, hogy mig a wt allatokban
az LA1011 kezelés nem hatott a dendrittiiskék szamadra, jelentds dendrittiiskeszdm

novekedést tapasztaltunk a tg csoportban a gydgyszerjelolt-kezelést kovetden.

A vizsgalt metszeteken anti-Ap antitesttel torténé kezelés utan plakkszeri
struktirakat figyelhetiink meg. A jelenség a tg+NaCl csoport allatainak HC teriiletén

szamottevd, mig az LA1011 kezelés hatasara jelentds mértékben csokkent.



MEGBESZELES

Doktori munkdm elsédleges céljaul egy szisztematikusan megtervezett
kisérletsorozattal az icv injektalt 0OAP mintdk neurotoxikus hatdsdnak meghatdrozasat
tliztem ki vad tipusu patkany modellen. A munka folyaman a kiilonbdz6 Ap1-42 oligomer
aggregatumok hatasat a térbeli memoriat felméré magatartas teszt mellett éldneuronokat,
neurofibrillaris kotegeket, és dendrittiiskéket megjelenitd szovettani eljarasokkal és LTP
méréssel vizsgaluk. Céljaink kozott szerepelt egy icv adagoldsi eljaras kifejlesztése,
mellyel elkeriilhet6 a direkt injektalt teriilet Hamilton fecskend6 altal okozott mechanikai

sériilése és a generalt gyulladasos és mikroglidlis valaszreakciok megjelenése.

Mindenekel6tt fontos volt igazolnunk, hogy icv beadast kdvetéen az AMCA jelolt
AP1-42 oligomer formaja a fibrillaris formavan szemben - amely kiiil a kamrafalra — atjut
a glymphatikus rendszer kozvetitésével az ependyméan az agyi parenchymaba. E tény
tudatdban kezdtiik meg kisérleteinket a kiilonb6z6 0AP1-42 aggregatumok hatdsdnak
vizsgalatara, ehhez 25 uM, 50 uM, 75 uM és 200 uM koncentracidkban 24 h, 120 h és
168 h aggregacios idokkel allitottunk eld 0AB1-42 mintdkat. A kisérlet eredményébdl arra
kovetkeztettiink, hogy az AP1-42 oligomerek aggregaltatasi ideje befolyasolja azok
toxikussagat. 25 uM koncentracioban 168 h aggregaciot kovetden toxikus, mig 24 h

kovetden kevésseé toxikus aggregatumot kaptunk.

Erre a tényre ¢épitettik kovetkezd kisérletiinket, melyben szisztematikusan
vizsgaltuk a peptidkoncentracio6 és az aggregacios 1d6 hatasat az 0AB1-42 mintdk toxikus
hatasara. AFM mérésekkel jelentds kiilonbségeket talaltunk az egyes aggregatumok
méretei kozott: a részecskék atmérdjének atlagos mérete 6,5 és 21,5 nm kozott valtozik. A
jelentés méretkiilonbség mellett az aggregatumok megjelenésiikben morfologiai
kiilonbségeket is mutatnak: hosszabb aggregéicios idot (168h) kovetden a szférikus
oligomerek mellett protofibrillumok is megjelennek a 25 és 75 uM koncentracidban.
Feltételezziik, hogy az oligomer aggregitumok mérete és kiilonb6zd konformacids
megjelenése egylittesen felel a toxicitasart, ezért a AB1-42 oligomerek hatasat tovabb
vizsgaltuk a tanuldsi képességeket felmérd magatartds tesztiinkkel, szovettani és

elektrofiziologiai modszerekkel.

Elsddleges célként bizonyitani akartuk patkany modellen az AP oligomerek térbeli
memoria zavard hatasat, valamint kerestiik a toxikus oligomerek kialakuldsahoz

sziikséges optimalis korolményeket. Az 5 napos MWM tesztben az oAPl-42-kezelt
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allatok szignifikansan hosszabb ideig keresték a rejtett platformot a kontroll csoporthoz
viszonyitva, bizonyitva feltevésiinket, hogy az AP1-42 oligomerek zavart okoznak a
térbeli memoria kialakuldsdban. A legmagasabb szignifikancia (leghosszabb kereséssel
eltoltott idd) a 24 h/200 uM, 10 atmérdjii és a 168 h/25 pM, 8 nm atmérdji oAP1-42-

kezelt csoportnal mutatkozott a kontoll csoporthoz képest.

Szovettani vizsgalatokkal alatamasztottuk a magatartas teszt eredményét. Habar a
24 h aggregatumok esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott,
egyértelmli tendencia mutatta az €lésejtszdm csokkenést. A szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott az éldneuronszdm tekintetében a 168 h aggregatumokkal kezelt esetben
jelenik meg. A HC teriiletén végzett szovettani vizsgalatok a neurofibrillaris kotegek
megjelenésének mértékét tekintve hasonld eredményt mutatttak: a révidebb aggregacios
iddvel csak a 24 h/200 pM 0AB1-42 okozott szignifikdns mértékt NFT novekedést, mig a
168 h aggregacios iddvel a 25 és 75 uM koncentraciok bizonyultak toxikusnak. A 168
h/200 uM aggregdtum nem ndvelte meg az adott teriilet NFT métékét. Eredményeink
alatdmasztjadk a toxikussag Osszefliggését az 0APl-42 aggregatumok méretével ¢és

morfologidjaval.

Az elektrofiziologids méréseink is aldtdmasztjdk az dallatok térbeli memoriat
vizsgalod magatartas tesztben mutatott eredményit. Habar jelentds LTP csokkenést csak a
24 h/200 uM oAB1-42-kezelés okozott a rovidebb ideig aggregaltatott oligomerek koziil,
a koncenracio6 fliggd tendecia a tobbi 0AP1-42- kezelt csoportnal is megfigyelhetd. Ez a
tendencia forditott aranyt mutat a hosszabb ideig aggregaltatott oligomerek kezelését
kovetden: a 25 és 75 uM 0AP1-42 aggregatumok nagy mértékli LTP csokkenést okoztak,

mig a 200 pM koncentracié nem okozott ilyen mértékii valtozast.

Els6 kisérlet sorozatunk eredményei alapjan egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy az
0AB1-42 aggregitumok neurotoxikus hatisa a méret és a morfologia fliggvénye. Egy
részrol kimutattuk, hogy létezik egy optimalis 0AB1-42 méret (8-10 nm), mely nagy
mértékii neurotoxikus hatast okoz (24 h/200 uM, 168 h/25 uM és 168 h/75 uM), mas
részrol azt is megallapitottuk, hogy a tul kis illetve tal nagy méretli aggregatumok (24
h/25 uM, 24 h/75 pM, 168 h/200 uM) neurotoxikus hatasa elenyész6. Annak ellenére,
hogy az 0AP1-42 peptid pontos térszerkezete (konformacidja) ismeretlen és Szinte
megallapithatatlan, feltételezziik, hogy a toxikusnak bizonyuld aggregatumok hasonlo

méretiik mellett hasonld szerkezeti struturakat is alkotnak. Az aggregacionak a béta-
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red6zott rétegek kialakulasa kedvez, valdsziniileg ez a szerkezet a meghatarozo az
oligomereknél is. Feltételezésiink bizonyitasahoz ¢és az eddigi eredmények végsod
alatamasztasahoz elvégeztiink egy utolsé kisérletet a hasonld konformacioji és méretii
(8,5 nm) 120 h/ 50 uM 0AB1-42 peptid icv adminisztracidjaval. Sikerrel kimutattuk az
oligomer neurotoxikus hatasat, mivel szignifikans kiilonbséget okozott a térbeli memoria
kialakulasaban illetve a dendrittiise szam is szignifikdnsan csokkent az 0AP1-42-kezelt

allatokban a kontroll csoporthoz viszonyitva.

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a meghatdrozott méretii és strukturdju oAp
aggregatumok, illetve Af protofibrillumok patkanyba térténd icv injektalast kovetéen
csokkentik az él6 neuron- és a dendrittiiske szamot, novelik a NFT-k megjelenését,
valamint zavart okoznak a térbeli memoria kialakulasaban. Eredményeink alapjan
kijelenthetjiik, hogy a jol jellemzett APLl-42 oligomerek alkalmazasaval sikeriilt
feljavitanunk az “icv AP -injektalt” patkdany modellt.

Doktori munkdm masodik céljaként az AK korai fazisaban feltételezhetden sikerrel
alkalmazhatd gyodgyszerjeldlt tesztelését tliztiik ki. Fiilop F. és munkatarsai altal eléallitott
1,4-dihidro-piridin szarmazék sorozatabol valasztottuk ki az LA1011 jelzésti HSP-
koindukal6 gyogyszerjeloltet in vivo vizsgalatainkhoz. A gyodgyszerjelolt neuroprotektiv
hatasa mellett enyhe prokognitiv hatést is ki tudtunk mutatni magatartas tesztlinkkel és
szovettani vizsgalatainkkal. A HSP indukcio szignifikans mértéklt HSP taltermelddést
okozott, az LA1011 vegyiilet valdsziniileg ezaltal csokkentette a sejtek mitkodését zavard

krénikus stressz mértékét.

Mivel az LAI011 a HSP expressziot csak stresszes koriilmények kozétt noveli, az
1,4-dihidro-piridin szarmazékok terapias alkalmazdsa optimdlis lehetéségét nyujthat az
AK kezelésére. Az LAIOII gyogyszerjelolt in vivo kisérleteinkben figyelemre mélto
NeUroprotektiv hatast mutatott, ezért a jovében gyogyszerfejlesztési kisérletekben tesztelik
tovabb.

OSSZEGZES

Doktori munkdm tudoményos eredményei 6sszefoglalva:
1. Bizonyitottuk, hogy a fluoreszcensen jelolt AB1-42 oligomer icv ijektalast kovetden

penetral az agyi parenchymaba.
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2. Meghataroztuk a toxikus oAP1-42 mintdk eldallitasahoz sziikséges koncentracid és
aggregacios 1d0 tartomanyokat. Kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy az AFM
felvételeken lathato kozepes méretti (8-10 nm) 0APB1-42 aggregatumok tartalmazzak a
legtoxikusabb AB1-42 oligomer formakat.

3. Bemutattuk a frissen eldallitott neurotoxikus 0AB1-42 aggregatummal icv injektalt uj
patkany modelliinket. Alkalmassagat magatartds teszttel (MWM) és azt kovetd
szOvettani vizsgalatokkal (€losejtszdm, neurofibrillaris kotegek, dendrittiiskeszam

mérések) és LTP méréssel igazoltuk.

4. Bizonyitottuk a  HSP-koindukalé  LA1011  1,4-dihidro-piridin  szarmazék
neuroprotektiv és enyhe prokognitiv hatasat az AK egyik tg (APPxPS1) egér

modelljén.
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