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1. Bevezetés

Az Alzheimer-kor napjaink leggyakrabban eléforduld és mindezidaig
gyogyithatatlan, idéskori neurodegenerativ betegsége. A tarsadalomban
eléforduld betegségek korében a harmadik helyet foglalja el az érrendszeri
és a daganatos megbetegedések utan. Erthetd tehat, hogy jelenleg igen
intenziv kutatasok folynak a betegség gyogyitasat, illetve megel6zését tlizve
ki célul.

Az Alzheimer-kor kivaltd okai lehetnek genetikus (kb. 5-10%), vagy
kornyezeti (kb. 90%) tényezok. A betegség legjellemzdbb patofiziologiai
markereinek a kortikalis és hippokampalis teriileteken megjelend szenilis
plakkokat és neurofibrillaris kotegeket tekintik. Az elobbiek kialakulasaért a
béta-amiloid peptid (AP) aggregatumai, mig az utobbiakért a
hiperfoszforilalt tau fehérje lerakodasai a feleldsek. A betegség megeldzése
és gyogyitasa szempontjabol kulcsszerep juthat a AP peptid aggregaciod
gatlasanak.

Az AP aggregaciot szamos faktor befolydsolhatja, tobbek kozott a
hémérséklet, a pH, az ionerésség, bizonyos fémionok pl. Fe®*, Cu®" illetve
Zn?*, egyes kaotrop 4gensek, valamint kolcsonhaté fehériék pl. az a-
szinuklein (aSN). E tényez6k koziil mi a Zn?* ionok (peptid-fémion
kolcsonhatas), valamint az a-szinuklein fehérje (peptid-fehérje szinergista
kolcsonhatas) AP aggregacié fokozo hatasat vizsgaltuk in vitro és ex vivo
modszerekkel.

Az intracellularis Zn** homeosztizis zavara megnovelheti az

Alzheimer-koér kialakulasi esélyét. Ezt tamasztjak ala azok a megfigyelések,



melyek szerint az AP lerakdédasok a kozponti idegrendszerben
kolokalizaltak a Zn?* ionokban gazdag glutamaterg szinapszisok
nagyagykéreg bizonyos terilletei. A  Zn®* ionok, glutaminsav
neurotranszmitterrel egyiitt fordulnak el6 a hippokampalis neuronok
preszinaptikus terminalisaiban, innen egyiitt {irlilnek a szinaptikus résbe
spontan aktivitas, vagy stimulacié révén. A szinaptikus résbe iiriilé6 cink
ionok képesek specifikusan kotédni az AP hisztidinjeihez, felgyorsitva ezzel
soran keletkezd szolubilis oligomerek zavart okoznak a szinaptikus
funkciokban, gatoljak az LTP (hossza tava potenciacio) kialakulasat, a
poszt-szinaptikus membranon pedig az NMDA receptorokhoz kotédve
attenualjak, indukaljdk az NMDA receptorok internalizacidjat, ezaltal
zavarjéak e receptorokhoz k6t6d6 szignalizacios utvonalakat.

Az a felvetés, hogy az a-szinukleinnek (aSN) szerepe van az
Alzheimer-kor kialakuldsaban, mar nem 0j keletii. Az irodalomban azonban
meglehetésen nagy az ellentmondas az oSN és a béta-amiloid
kolcsonhatasat illetden. El6szor 1993-ban mutattak ki, hogy az aSN 61-95-
0s fragmentje, az in. NAC (non-amyloid component of Alzheimers Disease
amyloid) jelen van az Alzheimer-korbol jol ismert szenilis plakkokban. Mas
munkacsoportok kisérleti eredményei viszont azt tamasztjak ald, hogy a
NAC fragment nem kotddik a béta-amiloid peptidekhez a szenilis
plakkokban azonban nagy mennyiségben van jelen a szenilis plakkokat
koriilvevé disztrofizalé neuronokban. Azzal viszont a legtdbb kutatocsoport
egyetért, hogy az aggregalt béta-amiloid megjelenése jelentésen

sulyosbithatja a Lewy-testes demencidk kimenetelét, ugyanigy, az



aggregalodd aSN megjelenése is sulyosbithatja, illetve felgyorsithatja az
Alzheimer-kor patogenezisét. Ujabb kutatisok bizonyos szinergista
kolcsonhatdsokat mutattak ki az aSN és az AP kozott, melyek hatisara
egyes neurodegenerativ betegségek kozott bizonyos mértéki ,,athallas”
érzékelhetd, és minél nagyobb ez az athallas, annal sulyosabba valhatnak a
betegségek. Munkank soran oSN taltermel6 SH-SY5Y sejtvonal

segitségével tanulmanyoztuk az endogén tultermelt fehérje, exogén,

crer



2. Célkitiizések

Az értekezésben Osszefoglalt kisérleteink f6 céljai a kovetkezok voltak:

1. Olyan kiilsé faktorok vizsgalata, amelyek képesek szinergista modon

cres

1.1. Valaszt keresni arra a kérdésre, hogy vajon az endogén cink ionok
képesek-e precipitalni az exogén AB-ot és ezaltal ndvelni annak
neurotoxikus hatasat (szinergista peptid-fémion kolcsdnhatas).

1.2. Az AB és oSN szinergista kolcsonhatasanak tanulmanyozasa

(peptid-fehérje interakcid)

. A mérések gyors és hatékony kivitelezése érdekében elengedhetetlen

volt két modszer kifejlesztése:

2.1. Egy, kis munkatérfogattal miikodo, szoveti szeleteket inkubalo és
kezel6 kamra (ExViS) kialakitasa.
2.2. Uj, fluoreszcens modszer kifejlesztése az AP precipiticié nyomon

kovetésére akut hippokampalis szeleteken.



3. Alkalmazott modszerek

3.1. ExViS inkubacios kamra kifejlesztése, alkalmazdsa
3.2. Akut hippokampalis szeletek prepardldsa
3.3. Fluoreszcens festési eljarasok

3.4. Extracelluldris Zn®" iirités és visszavétel mérése fluoreszcens plate
readerrel

3.5. MTT-alapu életképesség mérés hippokampalis szeleteken
3.6. Western blot analizis

3.7. Analitikai ultracentrifugalas

3.8. Multi-electrode array (MEA) elektrofiziologia

3.9. Konfokalis mikroszkopia

3.10. Sejttenyésztési eljardasok

3.11. Sejtéletképesség meghatarozas, proliferdcios kinetika mérése



4. Eredmények

4.1. Az idésebb patkanyokbol szarmazo aktivalt hippokampalis szeletek
tobb cinket iiritenek

Kisérleteink soran idés (~65 hetes) és fiatal (~10 hetes)
patkanyokbol preparalt hippokampalis szeletek cink iritési képességét
hasonlitottuk Gssze. A Zn®* iiritést magas koncentraciéji (50 mM) K*
adagolasaval idéztiik eld. Iddsebb patkdnyok maximalis cink tiritése 50-70
%-kal magasabb értéket mutatott, mint a 10 hetes tarsaiké. Még érdekesebb,
hogy a Zn®* iiritési képességben nemcsak a korcsoportok, hanem nemek
kozott is jelentds kiilonbség mutatkozott. Mig a fiatal himek és néstények
kozott alig volt mérheté kiilonbség, az id6s néstények altal iiritett cink
mennyisége nagyjabol 20 %-kal volt magasabb az idds himekéhez képest.
Eredményeinket két kiilonbozé kémiai szerkezetii Zn?*  indikator

alkalmazasaval is igazoltuk.

4.2. Az exracelluldaris Zn** visszavételének zavara idés patkanyokban

Vizsgalataink eredményei szerint az idés patkanyokbol szarmazo
hippokampalis szeletek Zn®*" visszavételi képessége jelentdsen gyengébb,
mint a fiatal patkdnyokbol szarmazoké, himek és ndstények esetén egyarant.
Ezt a jelenséget a szeletek altal, egységnyi id6 alatt az extracellularis
médiumbol |elfogyasztott” Zn®* mérésével igazoltuk. A Zn®* visszavétel
zavarat az 1d6s patkanyokban korral jar6 mitokondridlis alulmiikddés

okozza, melyet a szeletek MTT-redukcios képességének csdokkenése igazol.



43. Az aktivalt hippokampdlis szeletekb6l szdrmazé Zn** indukdlja az

AP(1-42) oligomerizdaciojat

Az AP(1-42) oligomerek fluoreszcens jeloléséhez bis-ANS festéket
hasznaltunk, mely a nem fibrillaris szerkezetii, alacsony rendezettségi foku
oligomerek kimutatisara alkalmas. El8szor invitro koériilmények kozott
vizsgaltuk a cink ionok szintetikus AP(1-42) aggregacié modulald hatasat és
kimutattuk, hogy 50 uM Zn* -nek jelentds aggregacid gyorsitd hatdsa van.
Az oligomerek karakterizalasat analitikai ultracentrifugalassal végeztiik. Ezt
kovetéen bizonyitottuk, hogy az endogén, vagyis szeletekbdl depolarizacio
hatdsara iriil6 cink is képes azonnal precipitdlni az exogén szintetikus
AP(1-42) monomereket, ezt igazolja a depolarizaciot kovetd hirtelen bis-
ANS fluoreszcencia emelkedés, mely cink kelator (pl. CaEDTA)

adagolassal megsziintethetd.

4.4. Endogén Zn** medialta AP(1-42) szinaptotoxicitds

A multi-electrode array (MEA) technika segitségével, hippokampalis
szeleteken kimutattuk, hogy az endogén Zn®" 4ltal precipitalt AB(1-42),
kiilondsen az idds allatokbol szarmazo szeletek esetén, jelentdsen gatolja az
LTP kialakulasat. Konfokalis mikroszkopias méréseink eredményei alapjan
pedig megallapitottuk, hogy a toxikus Zn?*-Ap(1-42) oligomerek

hozzakotddnek az idegsejtek felszinéhez, és képesek bejutni a neuronokba.
4.5. Normal és aSN tiltermelé SH-SY5Y sejtek gsszehasonlitasa

Fénymikroszkopids vizsgalataink soran kideriilt, hogy az oSN

tultermeld SH-SYSY sejtek alakja, eloszlasa és nyulvanyarborizacidja is



jelentdsen kiilonbozik a kontroll sejtekhez képest. E sejtek joval lassabban
osztddnak, sokkal tobb és hosszabb nyulvanyt ndvesztenek, mint vad tipusu
tarsaik.

A sejtvonalak western blot analizise amellett, hogy igazolta, hogy a
tultermeld sejtek valoban taltermelik az oSN fehérjét, két tovabbi,

kovalensen médositott monomer aSN izoforma jelenlétét is kimutatta.

4.6. Az AP(1-42), NAC és a klasszikus apoptotikus vegyiiletek

sejtéletkeépességre gyakorolt hatdsa

A normal és aSN tultermeld sejtvonalak protofibrillaris és fibrillaris
allapot NAC fragmenttel és AB(1-42) peptiddel torténd kezelés hatasara a
tultermeld sejtekben szignifikans életképesség csokkenést tapasztaltunk.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az aSN tiltermelés szenzitivebbé teszi
ezeket a sejteket az aggregalddod peptidekkel szemben. Meglepd mddon a
klasszikus apoptotikus faktorokra sokkal kevésbé érzékenyek az oSN

tultermeld sejtek, mint a vad tipusa SH-SY5Y sejtvonal.



5. Osszefoglalas

Az Alzheimer-koér patogenezisének egyik kulcsmomentuma az A
aggregacioja, melynek megeldzése, illetve megfékezése kivald terapias
lehet6séggel kecsegtet. Doktorandusz hallgatoként munkam soran két,
killonboz6 fiziologiai faktort vizsgaltam, a Zn®* fémionokat és az a-
szinuklein fehérjét, melyek béta-amiloid aggregacié gyorsitdé hatasunak
bizonyultak. Amellett, hogy e faktorok katalizaljak az AP 6sszecsapzodasat,
a jelenlétikben képzett aggregatumok minden esetben sokkal
toxikusabbnak bizonyultak, mint hianyukban. Eredményeink ravilagitanak
arra, hogy az Alzheimer-kér egy multifaktorialis eredetii neurodegenerativ
betegség, igy megelézéséhez, illetve gydgyitasahoz célzott, kombinalt

terapiara van sziikség.
Az értekezés fontosabb megallapitasai a kdvetkezok:

e Az endogén Zn?" képes precipitalni az exogén Ap-t

e A Zn*-AB komplex jelentésen neurotoxikus és gatolja a normalis idegi
funkciokat

e A hippokampalis cinkdirités nagyban fiigg nemt6l és kortol

e A cink kelatorok alkalmazasa igencsak igéretesnek bizonyulhat
Alzheimer-kor terapias vonatkozasaban

o Az alfa-szinuklein és béta-amiloid szinergista modon képes egymas
aggregaciojanak  mértékét és  sebességét, valamint egymas

neurotoxicitasat fokozni
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