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Bevezetés

Az Alzheimer-kor (AK) egy progressziv neurodegenerativ betegség, mely kialakuldsanak
elsd 1épései ismeretlenek, a korképek megjelenésekor a betegség mar eldrehaladott allapot. Az AK-t
megelozd allapot az Un. enyhe kognitiv zavar (mild cognitive impairment, MCI) nehezen
definialhatd és nem mindig vezet AK-hoz. Az AK tiinetei a kor elérehaladtaval kialakuldé spontan
oregedési demencia felgyorsuldsdnak is tekinthetdek, emberben az AK és a demencia hatarai
Osszemosodnak.  Mindezek miatt szikség lenne nagyon korai, még a tiinetek megjelenése elott
kimutathatd, diagnosztikus értékli markerek, illetve terapids molekularis célpontok feltarasara.
Kutatasi munkank ebbe a trendbe csatolhatd be. Az AK els¢ diagnosztizilhatd tiinete a fluor-18-
dezoxi-glikdz poztronemisszios tomografia (FDG-PET) képalkotd eljarassal mért anyagcsere
csokkenés az agyban. EbbOl kindulva a neurodegenerativ betegségekben bekovetkezo
mitokondridlis anyagcsere valtozdsok megismerésére szamos kutatds iranyul Az eddigi AK
modellek kisérleti eredményei, illetve a humidn AK adatok egyértelmiien igazoljadk, hogy a
mitokondridlis anyagcsere, a mitokondriumokban folyd oxigén eredetli szabadgyok (ROS) képzddés
jelentésen megvaliozik AK soran, ami a mitokondriumok molekularis atalakuldsdhoz vezethet.
Ismertek olyan mitokondrialis fehérjék is, melyekhez az AK-ra jellemz6 koéros konformacioju -
amyloid (AP) fehérje nagy affinitdssal kotodik, igy kozvetlen befolyasolja azokat. Az AK korai
szakaszanak lehetséges molekuldris mechanizmusédra tehat egyre elfogadottabb elmélet az AK
mitokondridlis hipotézise. A mitokondrumok molekularis felépitése fligg a kornyezetiktol, illetve a
sejten beliili pozcidjuktol A kiilonbségek oka a kiilonbozd sejtrégiok eltérd metabolikus igénye. Az
idegrendszerben energetikailag kitiintetetten magas anyagcsere igényll a szinapszs, amit jelez az a
tény, hogy a sznaptikus régidban nagy szamban taldlhatdak mitokondriumok igen kis térfogatban. A
szinaptikus mitokondriumok neurodegenerattv  és pszichiatriai  betegségekben vald  érintettsége
indokolttd teszi a részletesebb molekularis megismerésikre ranyuld kutatdsokat. AK-ban a
szinapszisok szama csOkken ¢és kimutathatok a szmaptikus mikddés zavarai. A tanuldsi zavarok
egyfeldl a kevesebb szinapszisnak, masfeldl a szinaptikus plaszticitas csokkenésének tudhatdak be.

A dolgozat munkahipotézisének alapja tehat, hogy a sznaptikus mitokondriumokban nagyon
korai, akdr funkciondlisan kompenzalt valtozasok alakulhatnak ki az AK-t megeléz6 MCI kezdeti
fazisaban molekularis szinten. A valtozasok oka az AP nagy affinitasi kotddése a sznapszis egyes
fehérjéihez, melynek hatdsara bekovetkezd expresszidos valtozdsoknak a szmnaptikus proteomban meg
kell jelenniik. Feltételezzik, hogy a proteomikai valtozasok funkcionalis kdvetkezménnyel
jarhatnak, tovabba kialakuldsuk idében valtozo lehet, hiszen a korai hibdkat a mitokondridlis protein
szintézis kompenzali probalja. Ugy gondoljuk, hogy mivel a sznaptikus elektrogenezis energetikai

kiszolgalasa elsObbséget élvez a sznaptikus régid metabolikus szabalyozisdban, a kezdeti, talin még



megfordithatd valtozasok kozott értékes terdpids célpontok lehetnek. A kisérleti munkankat erre a
gondolatra épitettiik fel.

Célkitizések

Mivel az AK molekularis és cellularis mechanizmusa igen Osszetett, a rendelkezésre allo tobb
mint szazezer irodalom alapjan annyira szertedgazo, hogy teljességre torekedni lehetetlen. Elséként
ezért Osszegeznénk, hogy a kisérleti munka sordn milyen AK kutatdsi eredmények ¢és hipotézisek
alapjan alakitottuk ki sajat munkahipotézisiinket:

A. Az AK nem egy homogén betegség, inkabb egy szamos altipussal rendelkezd betegségcsoport,
melyek ko6z0s jellemzdje az amyloid felhalmozodéssal és tau hiperfoszforilacidval jardé demencia.

B. Az AK molekularisan hamarabb indul, mint ahogy a tiinetek jelentkeznek a tanulas vagy a térbeli
tajekozodas szntjén. Maga a kezdeti molekuldris mechanizmus ismeretlen ¢és feltehetdleg heterogén
az AK egyes altipusaiban.

C. Az AP leginkabb toxikus form4jat nem a plakkok, hanem a szolubilis oligomerek jelentik,
melyek kiilonb6z0 aggregacios formai eltérd fiziologiai hatassal birhatnak, amit elokisérleteink soran
igazoltunk in vivo.

D. Az AK-ban megfigyelhetd neurondlis funkciondlis deficit mar joval az extracellularis AP
aggregatumok felhalmozdodéasa eldtt, az mtracellularis AP hatasara elkezdddik.

E. Az mtracellularis AP egyik fontos tdmadaspontja a mitokondridlis anyagcsere, de a pontos
mitokondridlis ~ molekuldris ~ mechanizmus ~ feltaratlan,  gyakran = egymasnak  ellentmondd
eredményekkel.

F. Az idegrendszeri elvaltozasok szempontjabol a sznaptikus mitokondriumok szerepe specidlis,
mivel a sznaptikus potencialra €és a neurotranszmissziora Kkifejtett direkt hatdsa miatt az atvitel
hatékonysagat kozvetleniil képes befolyasolni.

G. A mitokondridlis korai valtozasok és az AP felhalmozodas eldrehaladtaval végbemend tovabbi
molekularis  atrendez6dések megismerése csak ,unbiased” stratégidval lehetséges, mert a
mitokondrium molekularis Osszetétele az AK-ban nagyon komplex méddon sériil.

H. A korai valtozdsok megismerésére iranyuld kutatist csak allatmodelleken lehet végezni, mivel a
magatartdsi tiinetek megjelenése elotti, korai stddumt AK-os betegekbdl agyminta nem all
rendelkezésre még familiaris AK esetében sem.

I. A betegség csak bozonyos aspektusaival rendelkezd allatmodellekbdl kulcsfontossagn az AP
progresszié vizsgalatira megfeleld  allatmodell kivalasztdsa, amin Iehetséges korai molekularis

valtozasokat kimutatni és reprodukakni.



Mindezek alapjan a kialakult munkahipotézisinkre tdmaszkodva egy atfogd mitokondridlis AK

mechanizmus kutatast inditottunk el, mely soran az alabbi kérdéseket céloztuk meg:

I. A szinaptikus mitokondriumok Kitiintetett szerepének proteomikai hatterének vizsgalata - a
szinaptikus és nem-szinaptikus mitokondriumok proteomikai 6sszehasonlitasa.

Ennek érdekében célunk volt:

o Tiszta, metabolikusan aktiv szmaptikus, ¢és nem-szinaptikus mitokondrium preparatumok
eloallitasa Balb/c egerek agyszovetébol.

e A preparatumok tisztasdganak ellendrzése.

e A szmaptikus ¢és nem-szinaptikus mitokondriumok fehérjekészletének Osszehasonlitasa.

e A kapott fehérjekiilonbségek funkciondlis csoportositasa.

o A legelentdsebb fehérjevaltozasok validalasa fliggetlen moédszerekkel.

II. Az AP progresszi0 hatasanak vizsgalata a mitokondridlis proteomra és oxidativ
metabolizmusra — 3, 6, illetve 9 honapos APP/PS1 ¢és B6 egerek mitokondrialis proteomjanak
és oxidativ metabolizmusanak 6sszehasonlitasa.

Ennek érdekében célunk volt:

e Tiszta, metabolikusan aktiv sznaptikus €és nem-sznaptikus mitokondrium preparatum eldallitasa
3, 6, illetve 9 honapos APP/PS1 és B6 egerek agyszovetébol.

o 3,6, iletve 9 honapos APP/PS1 ¢és B6 egerek mitokondridlis proteomjanak Osszehasonlitisa a
szinaptikus, illetve nem-szinaptikus mitokondriumok szintjén.

e 3, 0, illetve 9 honapos APP/PS1 ¢és B6 egerek mitokondridlis oxidativ metabolizmusanak
Osszehasonlitdsa  kiilonb6z6  szubsztratok  hatdsara a  sznaptikus, illetve  nem-szmaptikus
mitokondriumok szintjén.

e A kapott fehérjekiilonbségek funkciondlis csoportositasa.

o A legelentdsebb fehérjevaltozasok validalasa fliggetlen modszerrel.

e A mitokondridlis fehérjevaltozasok kozotti kapcsolatok bioinformatikai elemzése.



Anyagok, modszerek

A szinaptikus (sMito) ¢€s nem-szinaptikus mitokondriumok (nsMito) fehérjekészletének
Osszehasonlitdsdhoz (n=12), elektronmikroszkopos (n=5) ¢és fénymikroszkdpos (n=4) vizsgilatokhoz
3 honapos Balb/c egereket (n=12), mig az AP akkumulici6 hatasanak proteomikai (n=36),
funkciondlis (n=30) ¢és fénymikroszképos (n=12) vizsgalatdéhoz 3, 6, illetve 9 honapos APP/PSI és
C57BL/6 (B6) kontroll egereket hasznaltunk fel.

A B-amyloid progresszio 3, 6, illetve 9 honapos APP/PS1 egéragybdl torténd kimutatasa
fény-, illetve elektronmikroszkopiaval tortént.

A szmaptikus és nem-szinaptikus mitokondriumok izoldlasdt mar kordbban lefrt protokollok
alapjan, modositott percoll-gradiens centrifugadlassal végeztik. A mitokondrium preparatumok
tisztasagat elektronmikroszkopiaval és fluoreszcencia aktivalt sejt analizis és szortolassal (FACS)
validaltuk.

A proteomikai analizist kétdimenzios differencial gélelektroforézissel (2D-DIGE) végeztiik.
A mintdk jeldlésére 2D-DIGE ,Saturation Labeling” moddszert hasznaltuk. A fehérjekiilonbségek
analizisére DeCyderTM 2D szoftver 7.0 Differential In-gel Analysis (DIA) és Biological Variance
Analysis (BVA) modulokat hasznaltunk. A szgnifikdns valtozast mutaté fehérjefoltokban levo
fehérjék azonositdsara preparativ 2D gélelektroforeézist végeztink, 0Osszesen 800 pg fehérje/gél
felhasznalasaval. Az elvdlasztott fehérjefoltokat Colloidal Coomassie Blue G-250 (Merck,
Darmstadt, Germany) festékkel tettik lathatova. A szingifikansan megvaltozott fehérjék azonositasa
tomegspektrometridval (nanoUHPLC-MS/MS) tortént. A szignifikdnsan megvaltozott fehérjéket
UniProt (http//www.uniprot.org/) és GeneOntology (http//geneontology.org/) adatbazisok alapjan
csoportositottuk. Az APP/PS1-B6 0Osszehasonlitdis sordn kapott fehérjevaltozasokat az irodalom
alapjan ismert human AK-os mintakban leirt valtozasokkal is Osszevetettiik.

A legelentdsebb  fehérjevaltozasok  validalasa Western blot  technikdval (WB) ¢és
immunhisztokémiai és immun-elenktronmikroszkopiai vizsgalatokkal tortént.

A szgnifikdns mitokondridlis fehérjevaltozasok kozti  kapcsolatokat Ariadne Genomics
Pathway Studio® 9.0 szoftverrel (ResNet 9.0, 2010Q4, Ariadne Genomics, Inc, Rockville, MD,
USA) elemeztik. Az 0Osszes APP/PS1 modellben szgnifikdnsan megvaltozott mitokondrialis
fehérjére elvégeztik a “kozos regulator” és “koz0s target” analizist.

A mitokondridlis oxigénfogyasztast Clark-tipusti oxigén elektroddal vizsgalatuk Oxigraf-2K
magas felbontdsu respiracios rendszerben (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). A hidrogén-
peroxid szint detektalas Amplex UltraRed fluoreszcens festékkel (ThermoFisher Scientific) tortént. A
méréseket 3, 6, illetve 9 honapos B6 és APP/PS1 egér mitokondrium mintdkon végeztik (n=6-6). A
mitokondrium mintdkat glutamattal és malattal (5-5 mM) vagy szukcinattal (SmM) energetizaltuk.



Eredmények és kovetkeztetések

1. A szinaptikus és nem-szinaptikus mitokondriumok proteomikai osszehasonlitasanak

vizsgdlatabol levonhato legfobb kovetkeztetések:

» Munkdk soran kidolgoztunk egy moddositott Percoll gradiens centrifugalasi eljarast, amivel
egyazon agymintabol metabolikusan aktiv sMito és nsMito frakciok Aallithatok elo 90% folotti
tisztasaggal, amit elektronmikroszkoppal és fluoreszcencia aktivalt sejt analizis és szétvdlogatds
(FACS) modszerekkel is igazoltunk.

» Az azonositott -2,28 — 3,70-szeres tartomdnyba esé 56 kiilonbozo fehérjevdltozds kozil 22
szignifikansan magasabb és 34 szignifikansan alacsonyabb mennyiségli fehérjét azonositottunk
az sMito-okban az nsMito-okhoz képest. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az sMito-okat
specifikus fehérjedsszetétel jellemzi, tovabba valosziniisithetd, hogy a mitokondrialis proteom
dinamikdja a szinaptikus funkciokban kulcsfontossagu tényezo.

» A fehérjék funkciondlis csoportositdsa alapjan megallapitottuk, hogy a szinaptikus transzmisszio,
valamint a laktdt, glutation és nukleotid metabolizmus folyamataiban résztvevd fehérjék az
sMito-okban dusultak fel. Ezzel szemben a gliikoz, alkohol, lipid és ketontest metabolizmus,
szigndl transzdukcio, mitokondridlis morfogenezis, fehérjeszintézis, fehérje degraddcio és
traszkripcio folyamataiban szerepet jatszo fehérjék msMito-okra voltak jellemzéek. A tovabbi
funkcionalis csoportok mind sMito, mind nsMito-ra jellemzd fehérjéket tartalmaztak.

» A Sod2 és Clgbp oxidativ stresszben szerepet jatszo fehérjekiilonbségeket, valamint az Idh3a és
Sucla2 citrat-korben szerepet jatszd fehérjekiilonbséget Western blottal, illetve utdobbi kettot
immunhisztokémidaval is igazoltuk. Eredményeink alapjan a sznapszis energiaellatdsat szolgald
citrat-kor jelentésen kiilonbozk a kétfle mitokondrium populacidban, tovabba az sMito-ok
fokozottabb érzékenységet mutatnak az oxidativ stresszre.

» Az sMito-okban feldusult energiametabolizmusban szerepet jatszo fehérjék elemzése alapjan a
szinaptikus 1égidt alkotd idegsejtvégzodések ¢és az azokhoz szorosan kapcsolddo gliavégtalpak
kozott  kialakuld  glutamin-glutamat  ciklus alapvetd fontossdg lehet az sMito-ok
energiatermelését biztositd szubsztratok ellatasdban.

» Az sMito egyedi fehérjedsszetétele az alapkutatason felill terdpids szempontbdl is jelentds lehet,
hiszen specifikus jelolésik a bennik nagy mennyiségben megtalalhatd fehérjék révén (mmt a
Clgbp) lehetséges, ami az sMito-okra iranyuld célzott gyogyszerfejlesztésben nagy jelentdséggel
birhat.



1. Az AP progresszio mitokondridlis proteomra és oxidativ metabolizmusra gyakorolt hatasanak
vizsgalatabol levonhato legfobb eredmények és kovetkeztetések:

» A proteomikai analizis soran 42 kiilonbézo -1,41 — +1,80-szoros tartomdnyba esé szinaptikus
mitokondridlis fehérjévaltozdast, valamint 43 kiilonbozo -2,29 — +1,52-szeres tartomdanyba eso
nem-szinaptikus mitokondridlis fehérjevaltozast azonositottunk, melyek az APP thltermelés ¢€s
AR felgylilemlés mitokondridlis folyamatokra gyakorolt hatasat tiikrozik. Vizsgalataink alapjan
elmondhatd, hogy az APP tultermelés és az AP felhalmozodas eltéré és korfiiggd hatast
gyakorol az sMito-kban és a sejttestekben lokalizdlt nsMito-kban APP/PS1 transzgenikus
egérmodellben.

» Mindkét mitokondrium populacioban a viselkedési elvaltozasok ¢és amyloid plakkok megjelenése
elotti, az eddigi adatokkal Osszevetve az eddig ismert legkordabbi fehérjevaltozdsokat irtunk le a
3 honapos APP/PS1 egerekben, amikor a hidrogén-peroxid képzodésben nem tapasztaltunk
valtozast. Ez a jelenség a fehérjevaltozasok funkciondlis kompenzalodasanak eredeménye lehet.
Ezzel szemben a 6 honapos APP/PS1 egerekben az sMito-okat fokozottabb mértékben érintd
emelkedett hidrogén-peroxid termelést detektaltunk, melynek mértéke 9 honapos korra kevésbé
volt jelentos.

» A fehérjék funkciondlis csoportositdsa alapjan megallapitottuk, hogy a fehérjék tobbsége az
energiametabolizmus, oxidativ stressz és apoptozis folyamataihoz kapcsolodik.

» A Western blottal is igazolt Htra2 és Ethel apoptotikus fehérjék szintje a kor el6rehaladtaval
jellegzetes dinamikat mutat (|1]) az APP/PS1 egerek sMito-aban, ugyanez a jelenség figyelhetd
meg az ismeretlen funkciojit ES1 fehérjénél is az nsMito-okban. Mindezek alapjan felmeriil,
hogy az emlitett fehérjék alkalmasak lehetnek az Af progresszio okozta mitokondridalis
fehérjehadlozat valtozas kiilonbozo fazisainak indexdldsdra.

» A bioinformatikai vizsgalatok soran végzett kozds célpont és regulator analizis alapjan
megallapitottuk, hogy a Tnf-a fontos szereppel bir az AP hatdsira megvaltozott szintli
mitokondridlis fehérjék szabalyozasaban. A leirt proteomikai valtozasok ¢és biomnformatikai
elemzések felvetik a Htra2, Ethel ¢és Tnfa korai, non-invaziv vizsgalatdnak fontossdgat human
periféridss mmntakban (pl plazma), ami lehetdvé teheti bizonyos korai biomarkerek azonositasat,
melyek segithetnek az AK-ra hajlamosabb rizikdcsoportok kijelolésére.

» A Tnf-a ndukalt kiilsé, valamint az AP hatasara jelentds valtozast mutato Htra2, Ethel, Pebpl
és Vdacl 3éltal befolyasolt mitokondridalis apoptotikus utvonalak kapcsololatai felvetk az AR

hatasanak jelentOségét az NFkB szignalizdcio, lletve a kaszpaz-kaszkad Gtvonalakra.



» Adataink korabbi, human AK-os post mortem agymintak vizsgalatabol szarmazod proteomikai

eredményeket is aldtdmasztanak amellett, hogy kordbban le nem it fehérjevaltozasokat is

tartalmaznak.

» Eredményeink tehat egy #j kutatdsi iranyt nyitnak az AP hatasira bekovetkezd korai

mitokondridlis elvdltozdsok feltardsaban, ami az AK tiinetmentes, korai fazisanak megértésében
jelentds elorelépés lehet. Adataink felvetk a 3 honaposndl fiatalabb dllatok mitokondrialis
fehérjeviltozdasanak lehetoségét, melyet kiilonb6z6 AK-os allatmodellek Osszevetésével

terveziink vizsgalni a jovoben.
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