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1. Bevezetés

Mai ismereteink szerint az él6 szervezet fiziologias mikOdése az egymassal
folyamatos parbeszédben all6 ideg-, immun- és endokrinrendszer @sszehangolt
tevékenysegének eredmenye. Bar e rendszerek alkotGelemei, lokalizaciojuk és miikodési
mechanizmusaik alapvetéen specifikusak, egyre tébb kutatasi eredmény mutat ra interakcioik
szerepére  fiziologids  életfunkciokban  és  jelentOségiikre  szamos  betegség
pathomechanizmusaban. E rendszerek kozotti kommunikacio lehetdsége a szervezet egyre
tobb pontjan bizonyitott, amivel parhuzamosan az informacié tovabbitasat végzd, ismert
kdz6s mediatorok szdma is gyarapszik. Mindezek mellett ma méar tudunk olyan, korébban
specifikusnak vélt molekuléris kaszk&dokrol is, amelyek klasszikusan ismert szerepiikon tul
mas rendszerekben is funkcionalnak.

Jelen dolgozat témdja kiilonbozd neuroimmunologiai kdlcsonhatdsok jelentdségével
és kozos molekuléris mechanizmusok szerepével kapcsolatos, Uj kiserleti eredményeink
bemutatdsa. A dolgozatban a korai egyedfejlédési stresszként értelmezhetd prenatalis
immunaktivacié rovid és hosszu tdvi hatasa, a felnéttkori gyulladasi reakcio
epileptogenezishben jatszott szerepe, valamint a fiziologias szerepet betolté, kdzponti
idegrendszerben jelenlévé komplementrendszer és a szinaptikus molekularis mechanizmusok
kozti kapcsolat kutatasi eredményei kertilnek bemutatasra. Minden esetben arra a kérdesre
keressiik a valaszt, hogy az immunrendszer altal medialt mechanizmusok molekularis szinten
hogyan befolyasoljak a kozponti idegrendszert.

A prenatalis immunaktivacio szerepet jatszhat kiilonboz6 pszichiatriai betegségek
kialakuldséban. Jelentdségét elsGsorban a skizofrénia és autizmus megjelenésével
kapcsolatban irtdk le (Meyer és mtsai., 2011). Alaposan karakterizalt, ragcsalo és foemlos
allatmodelleken sikertlt bebizonyitani, hogy a korai ontogenetikus kdrnyezet komplex
megvaltozasa olyan viselkedési, anatomiai, valamint molekularis/neurokémiai tiinetek és
koros elvaltozasok megjelenéséhez vezet, amelyek szoros kapcsolatban allnak a human
betegsegeknel megfigyeltekkel (Boksa, 2010; Bauman és mtsai., 2014). A jelenség
mechanisztikus hattere, a rendkivil intenziv kutatbmunka ellenére, napjainkban azonban csak
kevésse ismert. A juvenilis, illetve felnéttkorban megjelend és tesztelhetd patholdgids tiinetek
kivaltasaban a prenatalis immunaktivacié idOpontja, idGtartama ¢és sulyossaga jatssza a
foszerepet (Meyer és mtsai., 2009a). Az egyes pathogének kodzvetlen hatasaval szemben
pedig valoszintisithetd, hogy egy, az anyai immunreakcioban gydkerez6 mechanizmus felelés

az utddban kialakul6 kdzponti idegrendszeri fejlodési zavarokért. A dolgozat elsé részében a



kisérletesen kivaltott anyai immunreakcié proteomikai hatasat mutatjuk be, kozvetlenul a
beavatkozas utan, a fejléd6, embrionalis nagyagykéregre, illetve azt, hogy mindez
részleteiben miként befolyésolja az adoleszcens kor( utddok neokortikalis szinapszisainak
fehérjekészletét.

A felnéttkori periférias gyulladasi reakcio, a szorosan szigetel6 vér-agy gat ellenére,
szintén befolyassal bir a kdzponti idegrendszeri funkcidkra. Ennek egy ismert példaja az
immunaktivécié abszensz epilepszids rohamokat indukalo hatdsa (Vezzani és mtsai., 2011).
A féleg gyermekkorban jelentkezd, tipikus abszensz epilepszids rohamok varatlanul fellépd,
rovid ideig (néhany masodpercig) tartd tudatvesztéssel jarnak (Panayiotopoulos, 1999). A
tiinetek megjelenésekor jellemzo, hiperszinkron thalamokortikalis konnektivitasért minden
bizonnyal 6rokletes tényezok (is) feleldsek (Crunelli és Leresche, 2002). A genetikai hattér
jelent6ségének tiikkrében indokolttd VvAlt a betegség egyik elterjedten hasznalt
allatmodelljének, a genetikailag abszensz epilepszias rohamok generalasara hajlamos, an.
WAG/RIj patkdnytérzsnek a vizsgalata (Coenen és Luijtelaar, 2003). Korabbi kutatasok
alapjan ismert, hogy az epileptoid aktivitds fokozhaté az allatokban, mind perifériasan
(Kovécs és mtsai., 2006), mind centralisan (Kovacs és mtsai., 2011) indukalt immunaktivacio
altal. A dolgozatban prezentélt vizsgéalatban a periférias gyulladast koveto, thalamikus és
fronto-parietalis agykérgi, teljes szoveti proteomban bekdvetkez6 valtozasokat mutatjuk be
WAG/Ri) patkanyokban. A kutatas célja els6sorban a megvaltozo fehérjék gyulladasi
molekularis kaszkadokkal val6 potencialis kapcsolatanak elemzése.

A fejlodd és érett kozponti idegrendszer plaszticitasa tobbek kozt a szinaptikus
kapcsolatok kialakuldsdnak/meger6sodésének és eliminacidjanak egyenstlyara vezethetd
vissza. Az elmult években ismertté valt, hogy az aktivitasfiiggd szinaptikus plaszticitasban
tradicionalisan az immunrendszerbdl ismert mechanizmusok is szereppel birnak (Boulanger,
2009). Az egyik ilyen kulcsfontossagu elem a komplementrendszer. Az immunrendszerben a
pathogének és egyéb elemek (pl. elpusztult sejtek) szelektiv. megjel6lésében és
eltavolitasaban funkcionalé komplementrendszer a kdzponti idegrendszerben fiziologias
korilmények kozott a szinapszisok eliminaciojaban vesz részt (Stevens és mtsai., 2007). A
folyamat egyfajta fiziologias neuroimmunoldgiai kdlcsdnhatasnak foghat6 fel, amelyben a
neuronok kérnyezetét monitoroz0, aktivaciora és fagocitozisra képes immunsejtek, a rezidens
makrofag, mikroglia sejtek, a komplement-jellel ellatott szinapszisokat szelektiven
eltavolitjak (Miyamoto és mtsai., 2013). Ez a mechanizmus bizonyitottan szerepet jatszik az
egyedfejlodés alatti, aktivitasfiiggd, programozott szinapszisszam-csokkentésben (Stevens és
mtsai., 2007), valamint ismert, hogy részt vesz az epilepszia (Chu és mtsai., 2010), tovabba
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neurodegenerativ korképek kialakulasaban is (Stephan és mtsai., 2012). Jelen munkaban azt
vizsgaltuk, hogy hogyan tér el a komplement-jellel ellatott szinapszisok fehérjekészlete
feln6tt egerek nagyagykérgeben a nem jeldlt szinapszisokétol. Ennek ismerete segithet a
komplement-fiigg6 szinaptikus plaszticitas és kOros szinapszis-vesztés molekularis hatterének

felderitésében.

2. Irodalmi attekintés
2.1. A neuroimmunologiai kdlcsénhatasok altalanos jellemzése

2.1.1. A kozponti idegrendszer és az immunrendszer kapcsolatanak korai

vizsgalata és mai felfogasunk az elszigetelt kozponti idegrendszerrol

A kozponti idegrendszert (KIR-t) tradicionalisan, immunolodgiailag a szervezet
kivaltsagos tagjanak tekintik, amely megkilonboztetés a fiziologias korilmenyek kozott a
szisztémas immunrendszert6l valo elszigeteltségnek koszonhetd. Ennek az elképzelésnek az
alapja, hogy a szervezet bizonyos pontjai az altalanos megfigyeléssel szemben, képesek
testidegen anyagok (un. ,,allograft”-ok) befogadasara. E terilletek kdzé tartozik tehat az agy
(Shirai, 1921; Murphy és Sturm, 1923), vagy a szem eliilsé kamraja (van Dooremaal, 1873),
amelyeket a kilokddéshez vezeté immunreakcid generdlasanak hianya alapjan neveztek el dan.
Limmunprivilegizalt” teriileteknek (Medawar, 1948; 0Osszefoglalva, Niederkorn, 2006
kdzleményében).

A felfogast, miszerint a KIR hatarozottan elkiiloniil a szervezet egyéb rendszereit6l,
igy az immunrendszertdl is, a transzplantacios Kkisérletekkel parhuzamosan szintén
alatamasztani latszott a megfigyelés, miszerint a perifériasan az érrendszerbe juttatott
anyagok (példaul vitalis festékek) nem jutnak be a KIR-be (Ehrlich, 1885; Bouffard, 1906;
Goldmann, 1909; 6sszefoglalva Bechmann és mtsai., 2007 és Saunders és mtsai., 2014
kdzlemenyekben). Az Gttor6 vizsgalatokért felelés Paul Ehrlich interpretacidja szerint a KIR
szovetének mas szervekétdl eltérd festékek iranti affinitdsa felelds a jelolddés hianyaért
(Ehrlich, 1906). A nagy horderejii kezdeti vizsgalatokat kovetden azonban révidesen kiderlt,
hogy a haszndlt anyagok centralisan beadva kotddnek az agyszovethez, tehat valojaban
fizikai akadaly géatolja azok bejutdsat a perifériarol a KIR-be (Goldmann, 1913). Mindezen
jelenségekért a KIR érhalozatanak nagyfoktl szigeteloképességét tartottak felelésnek —
egyesek mar a kezdeti felfedezésektél fogva (Lewandowsky, 1900). A fizikai akadaly



meglétét késébb mar embriondlis koru kisérleti allatokban is bizonyitottdk (Weed, 1917).
Ugyanakkor, csak évtizedekkel késébb sikeriilt strukturalis magyarazatot talalni a KIR
érhalozata alkotta, Un. vér-agy gat specifikus tulajdonsagaira. A fény- és
elektronmikroszkopos vizsgalatok kimutattak, hogy szoros kapcsolatok (,,tight junction”-0k)
réven az agyi endothél sejtek rendkivili modon zarnak a luminalis oldal és a KIR-i
parenchyma kozott, illetve a sejteken keresztiil folyo transzport is 1ényegesen kisebb mértékii,
mint bizonyos periférias szervek esetén, amelyet a kevesebb mikropinocitotikus vezikula is
sugallt (Reese és Karnovsky, 1967). Mindezek mellett ismertté valt, hogy a mobilis
immunsejtek, a perifériarél indulé agyi invazioja bar lehetséges, de szintén rendkivil limitélt,
fiziologias koriilmények kozott a perivaszkularis terlleteken tal (6sszefoglalva, Ransohoff és
mtsai., 2003; Mrass és Weninger, 2006).

Bizonyitast nyert tehat, hogy bizonyos barrierek egyedulallé elszigeteltséget
biztositanak a KIR szdmara, lehetévé téve a passziv anyagtranszport nagyfok( korlatozasat.
Ez alol kivételt az un. cirkumventrikularis szervek képeznek (lasd: 2.1.2. alfejezet). E
barriereket — az agyra korlatozva — az alabbi elemek képezik: i) a vér-agy gat, melyet az ér
lumindlis oldala feldl, az egymadssal szoros kapcsolatokkal (,.tight junction”) kapcsolddo
endothél sejtek, valamint szdmos egyéb sejtes, sejtalkotd, és nem-sejtes elem képez (pl.
pericitak, asztrocita végtalpak és a bazalis membran), ii) a vér-cerebrospinalis folyadék gat a
choroid plexus epithelialis sejtjeinek (ependymasejtek) szintjén, iii) a subarachnoidealis
térben 1évé cerebrospinalis folyadék—lagy agyhartya (arachnoidea) gat és iv) a Kkorai
ontogenezis soran meglévé cerebrospinalis folyadék—agy gat az agykamrak falat képezd
neuroepithelium szintjén (1. dbra; Neuwelt és mtsai., 2011). Az elszigeteltség a szisztémas
immunrendszer elemeivel szemben is fennall, amelyek kozti parbeszéd igy specialis
kapcsolodéasi pontokra korlatozodik fiziologias koriilmények kozott (lasd: 2.1.2. alfejezet). E
szigeteld elemek sériilése, példaul mechanikai behatas vagy immunreakcio kovetkeztében,
sulyos kovetkezményekkel jar, hiszen a kialakul6 6déma a legkiilsé agyhartya, a dura mater
és a csontos elemek altal hatarolt KIR-ben visszafordithatatlan karokat okoz (Marmarou,
2007).
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(szabad anyagaramlas)

TRENDS in Neurosciences
1. abra. 4 fejl6dc és felndtt agyat hatdrolo gatak. (a) A ver-agy gatat alkotd neurovaszkularis
egység elemei. A gat elszigeteli a kdzponti idegrendszeri véredények luminalis oldalat a
kdzponti  idegrendszeri  parencyhmat6l. Az endothelialis sejtek (Endo) szoros
sejtkapcsolatokon (,,tight junction”, nyilhegy) keresztil inter-endothelialis gatat képeznek. E
sejteket, illetve az ezek szomszédsagaban 1évé pericitakat bazalis membran (bm) veszi kordl.
Az asztrocitak vegtalpai szintén az egyseg részei. (b) A vér-CSF (agy-gerincveldi folyadék)
gat felépitése, amely a choroid plexus teruletére lokalizalodik. A choroid plexus
véredényeinek fala fenesztralt, igy a vér-agy gatnal joval szabadabb anyagmozgast tesz
lehetévé (nyilak), ugyanakkor az epithelialis sejtek (Ep) kozti apicalis tight junction-0k
(nyilhegyek) meggatoljak a kontrollalatlan transzportot. (c) Az agyhartyak altal képzett
meningealis gat. A dura mater véredényeinek fala fenesztralt, ugyanakkor az arachnoidea
(Arachn) bizonyos sejtjei kozott taldlhatd tight junction-6k megakadalyozzak a
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subarachnoidealis teret kit6lt6 CSF atjutasat az apicalis agyhartya-rétegek felé. Az
arachnoidea és a pia mater felszinén 1évé véredények fala szorosan zar, ugyanakkor nem
rendelkeznek a pericitakkal és asztrocita végtalpakkal. (d) A csak magzati korban jellemz6
neuroependymalis gat, ahol a szorosan egymashoz kapcsol6dd neuroependymalis sejtek
fizikai barriert képzenek (nyilt nyilhegyek) a nagyobb molekuldk atjutasanak. (e) Az érett
ependyma, amely mar nem képez jol zar6 gatat — legalabbis a fehérjék méreténél nem
nagyobb molekulak szamara — a kozponti idegrendszeri parenchyma és az agykamrak kozt

(Saunders és mtsai., 2008, nyoman).

2.1.2. A kozponti idegrendszer és az immunrendszer kapcsolédasi pontjai és a

koztuk zajlé kommunikacid

A KIR immunprivilegizalt” helyzetének és a hatarold gatak szigeteld
tulajdonsaganak ellenére a neuroimmunologiai kommunikacio lehetdsége egyre tobb
folyamatban valt nyilvanvalova. A kovetkezékben bemutatjuk a neuroimmunolégiai
kdlcsonhatasok altalanos jelentéségét, azok anatomiai, sejtes és molekularis vonatkozasainak
osszefoglaldsaval (2. dbra).

A talan legjobban feltart neuroimmunoldgiai kapcsolat, minden bizonnyal a stressz-
valaszban egyedulallé fontossagu hypothalamus—agyalapi mirigy—mellékvese tengely
(hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA-tengely), illetve az immunvélasz kozti
interakcié. A szimpatikus idegrendszeri hatasra aktivaloddé HPA-tengely egymast
visszacsatolassal szabalyoz6 endokrin elemei végsé soron fokozzak a glikokortikoidok
mellékvesekéregbdl torténd felszabaduldsat. A gliikkokortikoidok nagyon hatékony
immunszuppresszasként hatnak, amely jelenség felfedezéséért, illetve a rheumatoid arthritis
betegseg kezeleéseben val6 alkalmazhatosaganak felismeréseért (Hench és mtsai., 1950) 1950-
ben Edward C. Kendall, Tadeus Reichstein és Philip S. Hench megosztott orvosi Nobel-
dijban részesilt. Megemlitend6, hogy a glikokortikoidok immunszuppresszans hatésukat
els6sorban hossza tavon fejtik ki — igy jelent6séglk peldaul kronikus stressz esetén fontos —,
mig egy akut stresszvalasz soran jelentkez6 gliikokortikoid-szint emelkedés immunvélasz-
serkentd hatast lehet (Dhabhar és McEwen, 1999). A gliikokortikoidok anti-inflammatorikus
hatasukat génexpresszios szinten fejtik ki az immunkompetens sejtekben. A glikokortikoidok

receptoraikhoz kotédve a sejtmagban bizonyos anti-inflammatorikus hatast kifejté fehérjék

=77
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fokozzak e gének transzkripciojat. A pro-inflammatorikus faktorok szintjének emelkedésének
megakadalyozasa pedig kiilonb6z6, immunvalasz soran aktivalodo jelatviteli kaszkadok (pl.
nukleéris faktor kappa B (NFxB)-utvonal) gatldsdval valdsul meg (6sszefoglalva, Barnes,
1998). A stresszorokra adott szimpatikus idegrendszeri valaszreakcio Aaltal felszabadult
glukokortikoidok immunszuppresszans hatasat rendkivul elterjedten hasznositjak, hiszen
analogjaik hatékonyan gatoljak sok, pro-inflammatorikus tulsullyal jellemezhet6 betegség,
igy a mar emlitett rheumatoid arthritis, aszthma, és szdmos (tovabbi) autoimmun betegség
tlneteit (Boumpas és mtsai., 1993; Rhen és Cidlowski, 2005). A HPA-tengely és az
immunrendszer ko6zotti kommunikacié azonban nem egyiranyd, mivel szamos szekretalt
citokin (pl. interleukin-1 béta (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), tumor nekrézis faktor-alfa
(TNFa), interferon-gamma (IFNy)) fokozza a HPA-tengely miikodését. A negativ
visszacsatolasként miikodé mechanizmus révén, fokozott gliikokortikoid szekrécid szlikséges
a pro- és anti-inflammatorikus egyensuly helyreallitasahoz immunaktivacié esetén
(Besedovsky és del Rey, 2000). A glukokortikoidok hatasa a KIR teruletén is megnyilvanul,
mivel, toébbek kozt ismert, hogy glikokortikoid receptorok vannak jelen szdmos KIR-i
régidban is (Aronsson és mtsai., 1988), ami szintén reciprok neuroimmunoldgiai

kommunikéciéra utal.
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elsésorban a szisztémas citokinek szekrécidjan keresztiil befolyasolja az idegrendszer

allapotat (Sternberg, 2006, nyoman).

A hypothalamus—agyalapi mirigy tengely egyéb endokrin szervek hormontermelésére
és szekrécigjara hatva szintén befolyassal bir az immunrendszer miikodésére, és egyre tobb
hormon esetében derilt fény azok immun-moduléciés hatasara. Mindezek kdvetkeztében
beszélhetlink a hypothalamus—agyalapi mirigy—pajzsmirigy (Kruger, 1996; Wang és Klein,
2001), illetve a hypothalamus—agyalapi mirigy—ivarszervek tengelyének immunfunkciokat
szabalyoz0 hatasarol (Tanriverdi és mtsai., 2003).

A szimpatikus idegrendszer kozvetlenil is képes az immunszervek szabalyozasara,
azok beidegzésén keresztil. Ismert a csecsemOmirigy (Williams és Felten, 1981), a csontveld
(Felten és mtsai., 1985), a fejlodé (Ackerman és mtsai., 1989) és érett lep (Bellinger és
mtsai., 1989), és nyirokcsomok (Felten és mtsai., 1984) szimpatikus idegrendszeri,
noradrenerg beidegzése. A felszabadult noradrenalin, a mellékvesevel6b6l szarmaz6 masik

fontos katekolamin, az adrenalin hatasahoz hasonléan, altalanossagban gatolja a gyulladasi
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reakciohoz sziikséges folyamatokat, igy a pro-inflammatorikus citokinek és antitestek

,,,,,,,,

Mindemellett, ennek ellenkezbje, a gyulladasi reakcié katekolaminok altali, helyi indukcioja
is kimutathatd, minden bizonnyal az immunreakcid lokalizalasanak céljabél (Elenkov, 2007).
A katekolaminok szintézise és szekrécioja nem korlatozodik az idegsejtekre: leirtak
termelésiiket a fagocitdkban és limfocitdkban, amelyek ezen tdlmenéen, a szekretalt
katekolaminok visszavételére is képesek (Flierl és mtsai., 2008). A paraszimpatikus
idegrendszer szintén hatékony immunmodulator szerepii, elsdsorban a bolygoideg (nervus
vagus) Kiterjedt halozatdnak koszonhetden. Mint azt egy nagy hordereji vizsgalatban
kimutattak, a bolygoideg altal felszabaditott acetilkolin in vitro csokkenti a makrofagok pro-
inflammatorikus citokin-felszabaditasat, illetve in vivo korldtozza a maj altal szintetizalt
tumor nekrdzis faktor (TNF) mennyiségét, bakterialis endotoxin-indukalt gyulladasi reakcid
sorén (Borovikova és mtsai., 2000). Az Un. anti-inflammatorikus kolinerg utvonal miikodése
hozzéjarul a pro-inflammatorikus allapot megsziintetésehez, amelyben kulcsfontossagu tehat
a bolygdideg efferens hatasa, illetve egy specifikus acetilkolin receptor, az alfa 7-es
alegységet tartalmazo a7nAchR jelenléte az immunsejteken (Pavlov és mtsai., 2009). A
bolygoideg limfoid szerveket torténé kozvetlen beidegzése azonban vita targyat képezi
(Kenney és Ganta, 2014). A bolygoideg afferens againak igen nagy jelentésége van az
immunaktivacié érzékelésében és az informaci6 tovabbitasaban a KIR felé. Ismert, hogy
bizonyos periférias pro-inflammatorikus citokinek (pl. IL-1B) képesek a bolygoideget
aktivalni, ami az ingeruletet KIR-i magjaba, a nucleus tractus solitarius-ba vezeti (Maier és
mtsai., 1998). A tovabbitott jel pedig elérhet méas agytdrzsi magokat, valamint a
hypothalamust, és ez utobbi aktivalddasa a HPA-tengely beinditasat, igy a gyulladasi reakcio
altalanos csokkentéset okozza (Tracey, 2009).

Bar a rendkiviil hatékony szigeteld vér-agy gat szinte teljes egészében gatat szab a
periféria és az agyi parenchyma kozti szabad anyagaramlasnak, az an. cirkumventrikularis
szervek teruletén, az agyi kapillarisokat alkoto endothél és egyéb sejtcsoportok nem képeznek
tokéletesen szigetel6 hatart. A vér-agy gat hianya itt tovabba siirti vaszkularizacioval parosul.
Az agykamrak szomszédsagaban elhelyezkedd cirkumventrikularis szervek kozé tartozo area
postrema, a subfornicalis szerv és az organum vasculosum lamina terminalis (OVLT),
elsésorban szenzoros régiokként kapcsolatot teremtenek a periféria és a KIR kozott (Johnson
és Gross, 1993), mig a masik csoportot a szekretoros neurohypophysis (illetve egyes
klasszifikaciokban az eminentia mediana), a tobozmirigy, illetve a subcommisuralis szerv

képezi (Duvernoy és Risold, 2007). Az exogen pirogéneket (pl. bakterialis endotoxin) és a
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szisztémas gyulladasi reakcié mediatorait (pl. szdmos pro-inflammatorikus citokint) egyarant
képesek kozvetlenul érzékelni a szenzoros cirkumventrikularis szervek, és elsésorban az
OVLT sejtjei. Az ennek kovetkeztében beinduld, lokalis citokin- és prosztaglandin-szintézis
pedig kulcsfontossagu példaul a 1az kialakuldséban (Roth és mtsai., 2004).

Mara ismertté valt, hogy az immunsejtek nélkilozhetetlen szerepet jatszanak mind az
ontogenezis soran, mind az érett KIR mukodésében. Kiilonbséget kell azonban tenniink a
mezodermalis eredetii, KIR-i makrofag, mikroglia sejtek és a perifériarol a KIR-be vandorlo
leukocitdk kozott. Bar a mikroglia sejtek eredete hossza id6 ota vita targydt képezi
(6sszefoglalva, Saijo és Glass, 2011), mai tudasunk szerint a korai embriogenezis
iddszakaban vandorolnak a fejlédé KIR-be keletkezésiik helyérdl, a szikzacskobol (Ginhoux
és mtsai., 2010). Feltételezheté tehat, hogy a mikroglia sejtek ismert proliferacidja
felnéttkorban (Lawson és mtsai., 1992) szintén a lokalis mikroglia sejtek készletébdl indul.
Mindemellett fontos megemliteni, hogy az embriogenezist kdvetd proliferacio kizarolagos,
lokélis, KIR-i eredete maig nem teljesen elfogadott, és egyes hipotézisek valoszintsitik, hogy
kéros behatasok altal indukalt mikroglidzis soran nemcsak a helyi, reaktiv mikroglia sejtek és
latens mikroglia-progenitorok szerepe, hanem a periférias, csontveldi eredetli monocitak
proliferacioja eés KIR-i penetrdcidja is jelentds (Osszefoglalva, Li és Zhang, 2016). A
mikroglia sejtek nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a fiziologids miikodésben és a
patholdgiés koriilmenyek soran indukalt valaszreakcioban is. Megannyi fizioldgiés funkcidik
kozul rendkivil lényeges, hogy részt vesznek a szamfeletti sejtek, illetve szinaptikus
kapcsolatok aktivitasfiiggd eltavolitdsdban az egyedfejlédés alatt és a felndttkorban egyarant
(6sszefoglalva, Hanisch és mtsai., 2013). Erdekes modon, a mikroglia sejtektd] minden
bizonnyal eltér6 eredetiick mas KIR-i makrofag sejtpopulédcidék (pl. perivaszkularis
makrofagok, choroid plexus makrofagok), és posztnatalis korban keletkezesik helye a
csontveld (0sszefoglalva, Prinz és Priller, 2014).

Napjainkban egyre tobb adat tAmasztja ala a szisztémas immunrendszer-eredetii sejtek
szerepét is a KIR-i funkciokban. A mar emlitett, nem mikroglia-tipusu KIR-i makrofagokon
(Prinz és Priller, 2014) tal, kulcsfontossagl a szamos modulator molekula (pl. hisztamin,
szerotonin) szekrécidjara és a gyors efferens immunfunkciok ellatasara képes hizosejtek
csoportja (Dong és mtsai., 2014). lgazoltak a periférias eredetii T-sejtek, illetve dendritikus
sejtek jelenletét is, amelyek bejutdsa valosziniisithetben az alabbi harom teriletre
korlatozadik: 1) fiziologias koriilmények kozott minden bizonnyal a legjelentésebb a choroid
plexus érhalozatabol a cerebrospinalis folyadékba torténé mozgas, ii) atjutas a posztkapillaris
venulakon keresztiil a subarachnoidealis, és a perivaszkularis, Un. Virchow-Robin térbe, és
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iii) migracio a posztkapillaris venulakon keresztlil a perivaszkularis terlletre a KIR-i
parenchymaban (ez utobbi esetben a leukocitdk keresztlil haladnak a vér-agy gaton is)
(Ransohoff és mtsai., 2003).

Szilkséges megemliteni, hogy a neuroimmunoldgiai reciprok kapcsolat egyik
komponense a cerebrospinalis folyadék 0sszekottetése a cervikalis nyirokcsomokkal. Bar a
cerebrospinalis folyadék legnagyobb része az arachnoidealis villusokon keresztil visszajut a
szisztémas vérkeringésbe, egy része a limfatikus rendszerbe torkollik (Cserr és Knopf, 1992).
A legUjabb vizsgalatok pedig fényt deritettek a dura materhez kapcsolt nyirokrendszerre is
(Louveau és mtsai., 2015). Az agyhartyak, a perivaszkularis tér és kis mértékben a KIR-i
parenchyma folyamatos monitorozasanak jelentdsége a dinamikusan cserél6dé, KIR-i
leukocita populaciok altal pedig egyre inké&bb igazoltta valik (Ousman és Kubes, 2012).

A fentiek alapjan lathat6, hogy a citokinek a legfontosabb és legjobban kutatott
immunmediator molekulak kozé tartoznak, amelyek nélkilozhetetlenek a neuroimmunologiai
kommunikécidban is. A citokinek rendkiviil sok tagot szamlalo csaladja alapvetd szerepet
jatszik a KIR fejlédésében, hiszen fiziologias koriilmények kozt is érintett a neuro- €S
gliogenezisbhen, tehat a KIR-i sejtek keletkezésében és differenciacidjukban (Deverman és
Patterson, 2009). Az érett KIR, a fent leirtaknak megfeleléen pedig szamos ponton biztositja
a citokinek hatasanak kodzvetlen és kozvetett kifejtését ép vér-agy gat mellett is (3. abra).
Bizonyitotta valt az agyrégionként és citokin-tipusonként eltéré hatékonysagu, telitési
transzport rendszerek jelenléte, amelyekrdl altalanosan elmondhato, hogy a vérbol a KIR-be
egyiranyusitott citokin-szallitast teszik lehetévé (6sszefoglalva, Banks, 2005). A citokin és
vér-agy gat interakcio pedig fontos kozvetitje lehet a szisztémas gyulladas KIR irdnyaba
torténd tovabbterjedésének, mivel a citokin-kotédés altal indukalt jelatviteli utvonalak
novelik a ver-agy gat permeabilitasat az endothél sejtek kozti paracellularis transzport,
leukocita infiltracid, stb., elGsegitésével (Pan ¢és mtsai., 2011). A citokinek a
cirkumventrikularis szervek terliletén szintén kozvetlen KIR-i hatast fejthetnek ki (Roth és
mtsai., 2004). A kozvetett citokin-szignalizacio egyik eleme a vérerek luminalis oldala feldli
citokin-kot6dés altal indukalt abluminalis, KIR-i parenchyma felé iranyulo citokin szekrécio.
Ismert, hogy minderre az endothél sejtek és pericitak is képesek (Fabry és mtsai., 1993),
méghozza polarizalt modon, a citokin-szignal érkezésének iranyaval ellentétes oldali
szekrécioval (Verma és mtsai., 2006). A citokin-jeltovabbitas negyedik bizonyitott Utja végiil,

a mar emlitésre kerult bolygoideg-medialt itvonal (Maier és mtsai., 1998).
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3. abra. A periférialis
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afferens jeltovabbit6 Utvonala altal. (c) A vér-agy gatban talalhat6 telitési transzport-rendszer
veégzi a citokinek kozvetlen atjutasat a KIR-i parenchymaba az intakt vér-agy gat jelenléte
mellett is. (d) Citokinek és egyéb immun-aktiv elemek szintézise és a KIR-i parenchyma felé
torténd szekrécidja a vér-agy gat elemei altal a periféria fel6l érkezd citokin-szignalizacid
kdvetkeztében. A citokinek hatasanak centralis megjelenése masodlagos, els6sorban
mikroglia sejtek altal végzett, lokalis citokin-kibocsatast valthat ki (Seruga és mtsai., 2008,

nyoman).

Erdekes moédon, tradicionalisan az immunrendszerb6l ismert, immunfolyamatokban
kulcsfontossadgti mechanizmusok és molekulak is alapvetd szerepet jatszanak a KIR lokalis
miikodésében. A KIR-ben is expresszalodo, ,,immunmolekuldk™ kéz¢ szamos, klasszikusan a
velesziletett immunitasban szerepet jatszo fehérjét irtak le, igy a komplementrendszer
klasszikus, alternativ és lektin Utvonalanak elemeit (Veerhuis és mtsai., 2011), pro- és anti-
inflammatorikus citokineket és receptoraikat (Bartfai és Schultzberg, 1993; Deverman és
Patterson, 2009), az un. toll-szerii receptorokat (toll-like receptor 1-9, TLR1-9) (Hanke és
Kielian, 2011). Az adaptiv immunrendszer elemei koziil pedig elsésorban a {6
hisztokompatibilitdsi komplex (major histocompatibility complex, MHC) KIR-i jelenléte
emlitésre méltd, mely alapvetd szerepet jatszik a neurondlis plaszticitdsban (Shatz, 2009).

Fontos felhivni a figyelmet arra, hogy a felgyulemlett adatok alapjan a felsorolt
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jaro, pl. KIR-i gyulladasi vagy autoimmunitasban gyokerezé folyamatokra. Fehérjénkeént,
sejttipusonként, agyrégionként és fejlédési allapotonként ugyan eltéré mennyiségben, de
detektalhato a jelenlétik fiziologias korilmények kozt is. Az egy glutamaterg szinapszisban
megtalalhaté immun-mediator molekulak csoportjat és szinaptikus miikodésben jatszott
szereplket a 4. bra mutatja be.

a MHCI-MEF2-medialt szinapszis-eltavolitas b Citokin- és névekedési faktor-medialt szinaptikus plaszticitas
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4. abra. Immunmediator molekuldk egy glutamaterg szinapszisban. (a) Az elsésorban N-
metil-D aszpartét receptorokon (NMDAR) és fesziiltségfiiggé kalciumcsatornakon (VGCC)
keresztiil megno6tt intracelluléris kalcium-szint kivaltja a myocita-specifikus serkent6 faktor 2
(MEF2) aktivalodasat, a szinaptikus f6 hisztokompatibilitasi komplex 1 (MHCI) molekulak

altal inditott, calcineurin-kapcsolt jelatviteli utvonal altal, mely végsé soron a szinaptikus
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erdsség csokkenéséhez vezet. A MEF2 fehérje a fragilis X mentalis retardacios fehérje 1-gyel
(FRMP) kozosen eldsegiti a fontos posztszinaptikus fehérje, posztszinaptikus denzitas fehérje
95 (PSD95), protokadherin 10 (PCDH10)-medialt ubiquitinacidjat (Ub) és lebontasat. (b) A
citokinek és bizonyos névekedési faktorok (pl. hepatocita ndvekedési faktor (HGF)) citokin,
illetve hepatocita novekedési faktor receptor (MET) fehérjékhez kotddve, elsésorban a Janus-
kinaz/transzkripcios jelatvivo és aktivator (JAK/STAT) utvonal aktivalasaval valtjak ki az a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA) receptorok (AMPAR)
internalizciojat/degradaciojat. A neuronalis sejtvandorladsban és neuritnévekedésben
kulcsfontossagu neuronalis kemokinek (pl. CX3CL1) glialis receptorokhoz (pl. CX3CR1)
kapcsolodnak. (c) Az interleukin-1 béta (IL-1B) receptorahoz, az IL-1R1-hez kotédve a
receptorhoz toborozza az IL-1 receptor kiegészité fehérjét (IL-1RACP), amely fokozza az
NMDAR-jelatvitelt. Az IL-1RAcP a preszinaptikus tirozin foszfataz-c (PTP o), PTPS és
leukocitakban kdzds antigénnel kapcsolt fehérjéhez (LAR), mig a rokon, IL-1R kiegészito
fehérje-szerii receptor 1 (IL-IRAPL1) a PTPd molekulahoz kapcsolédva befolydsolja a
szinaptikus plaszticitast. (d) Az asztrocitélis transzformald ndvekedési faktor-béta (TGFp) a
neuronalis TGFB-receptor 2 (TGFBR2) fehérjéhez kotddve kivaltja a Clq fehérje
utobbit a mikroglia sejtek felismerik a C3 receptorokon (CR3) keresztil, és eltavolitjak az igy
,megjelolt” szinapszisokat. A kemokin-jelatviteli Gtvonal szintén szerepet jatszhat a

szinapszis-eltavolitasban (Estes és McAllister, 2015, nyoman).

2.2. A korai egyedfejlodés soran jelentkez6 immunaktivacio és pszichiatriai

betegségek kialakulasa

A korai egyedfejlédés alatt az €16 szervezet rendkiviil kiszolgaltatott a kdrnyezetének.
Az ekkor jelentkezé karos kornyezeti hatasok pedig hosszU tavu, sokszor az egész életre
sz0l6 kovetkezményekkel birnak. A pre- és perinatalis periddus kiemelt jelentOségére utal,
hogy szamos KIR-t érint6 betegség kialakulasa esetén ismert ma mar a korai fejlédésben
gyokerez6 zavar.

A Korai stressz-tényezok kozott, hosszi tava kovetkezményeit tekintve kiemelt
jelentdségii az immunaktivacio szerepe. Az elsGsorban a sziiletést megel6z6, prenatalis, anyai
immunaktivécid és bizonyos KIR-i betegségek kialakulasa kozti kapcsolat felismerése tébb

évtizeddel ezel6ttre datalhato. Ezekben a legelso, epidemioldgiai vizsgalatokban 0sszefiiggést
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mutattak ki az anya terhessége soran elszenvedett fertézések ¢és az utdodban kialakulo
skizofrénia kozott (Mednick és mtsai., 1988; Torrey és mtsai., 1988; Barr és mtsai., 1990;
Sham és mtsai., 1992). Ezzel dsszefliggesben emlitendd, hogy a jarvanyok, elsésorban téli
honapokra es6 megjelenése és a csalddi halmozodast nem mutatd skizofrén betegek téli
honapokra es6 sziiletési tendencidja kozti asszociacio hivta életre a skizofrénidhoz kothetd
,,szliletési évszak” teodriat is (Pulver és mtsai., 1983; Watson és mtsai., 1984). A kezdeti
munkakban ugyanakkor direkt kapcsolat helyett minddssze kiilonbozé jarvanyok és a
terhesség ideje kozti atfedés alapjan allapitottak meg korrel&ciét a prenatélis fert6zés és
bizonyos betegsegek kialakulasa kozott, amely komoly limitacionak tekinthetd
(0sszefoglalva, Brown, 2011). A kés6bbiekben kozvetlen bizonyitékok is alatamasztottak
bizonyos, fejlodési zavarral kapcsolt pszichiatriai betegségek €s a prenatalis fertdzés kozti
Osszefuggést. A terhes anyak vérszéruman végzett vizsgalatok soran kimutattadk, hogy
fertézésre utald6 molekularis jellemzok, pl. viralis (Buka és mtsai., 2001a; Brown és mtsai.,
2004a) vagy egysejtii (Brown és mtsai., 2005) pathogén elleni specifikus ellenanyagok és
citokinek (Buka és mtsai., 2001b; Brown és mtsai., 2004b) jelenléte korrelacidban all az
utdédban a skizofrénia és mas pszichotikus mentélis betegségek kialakulaséaval.

Egyeéb vizsgalatok pedig kapcsolatot mutattak ki a prenatalis fertézések és tovabbi
pszichitriai betegségek, igy foként az autizmus (Chess, 1971; Markowitz, 1983; Yamashita
és mtsai., 2003; Brown és mtsai., 2014), valamint a major depresszié (Machdén és mtsai.,
1997) és bipoléaris zavar (Parboosing és mtsai., 2013; Canetta és mtsai., 2014), illetve egyéb
KIR-i fejlodési rendellenességek, mint peldaul a cerebralis parézis (Grether és Nelson, 1997;
Wu és Colford, 2000) és bizonyos gyerekkori epilepszias korképek (Whitehead és mtsai.,
2006; Sun és mtsai., 2008) kozott. Az elmult évtizedekben egyre precizebb metodikai
eszkoztarral mutattak rd a prenatalis gyulladasra, mint kockazati tényezére szamos KIR-i
betegség esetén. A kezdeti epidemioldgiai és 6kologiai — mindossze a sziiletési id6 és a
jarvanytani adatok dsszevetésével kapott — vizsgalati eredmények utdn ma mar szeroldgiai és
magzatvizb6l kimutatott molekularis markerek is bizonyitottak tehat hajlamosité szerepét. A
napjainkig felhalmozott adatok alapjan pedig kiemelenddek a felsorolt betegségek koziil a
skizofrénia és az autizmus spektrum zavarok kozé sorolhatdé kérképek, mint a prenatalis
gyulladassal leginkabb 6sszefliggésbe hozott betegségek.

A skizofrénia a lakossag ~1%-at érint6, alapvetd viselkedési, kognitiv es affektiv
klinikai tlnetei mellett egy rendkiviil heterogén betegségcsoportnak tekinthet6 (Saha és
mtsai., 2005). A paciensek tiinetei hagyomanyosan harom csoportra oszthatok. Az Un. pozitiv

tinetek kozé a pszichotikus allapotra jellemz6 téves érzékelés (hallucinacid), téveszmék
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(deluziok) es az ekkor megnyilvanulé zavart, O0sszefiiggéstelen beszéd tartozik. Az un.
negativ tlnetekhez a motivacios és az emocionalis allapot kifejezését érinté zavarok
sorolhatok. A kognitiv funkciozavarok kézé pedig az informacio-feldolgozasi, figyelem- és
memoriadeficit tartozik. A betegség diagnosztizalasat alapvetéen megszabd tlinetek mellett
fontos figyelembe venni egyéb tényezoket, igy a szocialis és foglalkoztatottsaggal Gsszefiiggd
deficitet vagy a tlnetek fennallasanak hosszat (Tandon és mtsai., 2013). A legujabb betegség-
diagnosztikai irdnyelvek pedig mar nem kulonbodztetnek meg altipusokat a skizofrénia
esetében a kordbbi altipusok kozti jelentds atfedések és a rajuk jellemzo tiinetek sokszor
tapasztalhaté dinamikus valtozasai miatt (Tandon és mtsai., 2013). A kezelési lehetdségek
koziil elsédleges az antipszichotikumok hasznalata, amelyek a KIR-i dopaminerg rendszer
funkcidzavarara hatva ugyan a legtobbszor elényosnek bizonyulnak a pozitiv tiinetek
megszintetéséhez, ugyanakkor hatastalanok a negativ és kognitiv tiinetek orvosolasaban, és
igen sulyos mellékhatasokat (pl. motoros zavarokat) okozhatnak (Miyamoto és mtsai., 2012).
A skizofrénia minden bizonnyal jelentés mértékben a genetikai hattér altal is meghatarozott
betegség (Braff és mtsai., 2007). A fent leirtaknak megfeleléen azonban szdmos kdrnyezeti
faktor hatdssal lehet a betegség kialakulasara, mely tényezék kozé az egyedfejlédés korai
fazisat érint6 és késobb megjelend események is tartozhatnak. A korai rizikofaktorok kozé a
prenatalis immunaktivacion tul, tébbek kozt az anyai alultaplaltsdg, pszicholdgiai stressz,
terhesség alatti komplikaciok tartoznak, mig a kés6bbi tényezOk kozé példaul a gyermekkori
bantalmazas, valamint a serdiil6kori és azt kovetd kabitdszer-fogyasztas és szociookonodmiai
jellemzdk sorolhatok (Osszefoglalva, Dean és Murray, 2005). A skizofrénia mas fejlédési
betegségekénél hosszabb, elnyujtott kifejlddése hivta életre a betegség egyik leggyakrabban
emlitett, an. ,két-tés” hipotézisét, melynek értelmében egy korai egyedfejlédési faktor (ami
lehet genetikai vagy kornyezeti természetii is) skizofréniat-kKivalto hatasanak megjelenéséhez
egy késobbi, elsésorban a serdiil6korra, illetve fiatal felndttkorra esd negativ tényezé is
szlikséges (Maynard és mtsai., 2001).

A skizofrénia mellett a prenatalis immunaktivacioval legtébbszor korrelaciot mutato,
szintén KIR-i fejlédesi zavarban gyokerezé betegség az autizmus (illetve, a jelenlegi
nevezektan szerint az autizmus spektrum zavarok (ASD) csaladjaba esé betegsegek). Az
autizmus a vilag lakossaganak kissé kevesebb mint 1%-at érint6 betegségcsoport (Williams
és mtsai., 2006a), amelynek els leirasa Leo Kanner, osztrak-amerikai nemzetiségii
pszichiater nevéhez flizédik (Kanner, 1943). A betegek kozott jelentds mértékben
feliilreprezentaltak a férfiak a nékkel szemben (Werling és Geschwind, 2013). Az autizmus
és rokon betegségek csoportositasa gyokeres valtozasokon ment at az elmalt 70 évben.

21



Jelenleg az ASD betegseégcsoport klasszifikacidja egyesiti a kordbban kilonallo autisztikus
zavar, Asperger-szindroma ¢s a masként nem meghatirozott pervaziv fejlédési zavar
alkategodriakat (Volkmar és McPartland, 2014). Az ASD diagnézisanak felallitasa alapvetéen
a szocialis interakciokban jelentkez6, illetve kommunikécids deficit, valamint a repetitiv
viselkedési formak és rendkivil korlatozott érdeklédési teriilet korai gyerekkorban megjelend
és tartds jelenlétének fuggvénye (Volkmar eés McPartland, 2014). Az ASD-ben szenved6
paciensek esetén jellemzé szamos egyéb pszichidtriai, neuroldgiai betegség tlneteinek
megjelenése, tehat az un. komorbiditads példaul a figyelemhianyos hiperaktivitas-zavarral,
értelmi fogyatékossaggal, szorongasos zavarral és epilepsziaval (Mannion és Leader, 2013).
A tlnetek sulyossagéat tekintve, az ASD-ben szenvedd betegeknél jelentds kiilonbségek
allapithatok meg, bar altalanossagban elmondhato, hogy a betegek sokszor 6nall6 életvitelre
képtelenek, és egész életikben folyamatos apolasra szorulnak. Akarcsak a skizofrénia
esetében, az ASD betegségek kialakuldsa soran is feltételezhetd a genetikai hattér erds
szerepe (Miles, 2011), ugyanakkor, a korai kornyezeti faktorok kozott a tovabbiakban
részletezett prenatalis gyulladasi reakcio mellett, egyebek kodzt toxikus kémiai anyagok (pl.
6lom, higany, peszticidek), a gesztacios periodus alatt alkalmazott gyégyszerek (pl. az
antiepileptikum, valproat), D-vitamin hiany, pszicholdgiai stressz is megtalalhatd
(6sszefoglalva, Dietert és mtsai.,, 2011). Az ASD jelenleg gydgyithatatlan mentalis
betegségnek tekinthetd, azonban lehetéség van a beteg fejlesztésére az ASD tobb aspektusat
tekintve, elsGsorban a korai gyerekkori, specialis €s intenziv terapia révén (Warren és mtsai.,
2011).

A prenatélis immunaktivacio pszichiatriai betegségek, elsdsorban a skizofrénia és
ASD kialakuldsaban betoltott szerepének felismerése, a jelenség feltarasahoz sziikséges
allatmodellek Kkifejlesztéset és bevezetését eredmeényezte. Az anyai immunaktivacio
allatmodelljeiben a leggyakrabban alkalmazott immunogén &gensek kozé elsésorban a
poliinozin-policitidinsav (poly(l:C)), lipopoliszacharid (LPS), valamint influenza virusok
tartoznak. Koziilik az elsd kisérletesen alkalmazott immunogén az influenza virus volt,
amelynek alkalmazasaval kimutattak, hogy nemcsak sejtes (Cotter és mtsai., 1995; Fatemi és
mtsai., 2002) ¢s molekularis szintli (Fatemi és mtsai., 1998a, b) KIR-i fejlédési zavart, hanem
viselkedési abnormalitasokat (Shi és mtsai., 2003) is okoz az utddban a korai ontogenezis
sorén atelt immunaktivacio. A detektalt viselkedési eltérések kozt az explorativ és szocialis
viselkedés zavara mellett kimutathatd a szenzomotoros gatlas deficitje (az un. pre-pulzus
inhibicio (PPI) zavara) (Shi és mtsai., 2003), €s utdbbi a skizofrénia (Parwani és mtsai., 2000)
és autizmus (Perry és mtsai., 2007) egyik kozos, kozponti tlinete. Az utédok farmakolégiai
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vizsgalata antipszichotikus és pszichostimulans szerek alkalmazésaval szintén aldtdmasztotta
a human pszichiatriai betegségekkel valé hasonlosagokat (Shi és mtsai., 2003).

A prenatalis immunaktivacio és a skizofrénia- és autizmus-szeri tinetek kozti
kapcsolatot alatdmasztd bizonyitékok kezdeti kimutatasa utan el6térbe keriilt a preciz
immunaktivacio kivaltasdhoz hasznalhatd, mar emlitett viralis analdg, poly(l:C) és a Gram-
negativ bakterialis endotoxin, LPS alkalmazasa. El6nyiik, hogy adagolasuk rendkiviil
szabalyozott immunaktivaciot tesz lehetové, tekintve, hogy nem-replikativ természetiiek, a
kordbban alkalmazott virusokkal ellentétben (Meyer és mtsai., 2009a). A gesztacios id6
ismeretében igy id6ben szabalyozottan, a kisérlet szempontjabdl relevans egyedfejlodési
periédusban valthaté ki anyai immunaktivacio. Természetesen e modellek limitacioja, hogy
virélis és bakterialis antigének 6nmagukban nem képesek teljes mértékben reprodukalni az
intakt, pathogén virusok ¢és baktériumok altal kivaltott immunaktivacioval Osszefliggd
mechanizmusokat.

A napjainkban egyre elterjedtebben hasznalt, anyai immunaktivaciot alkalmazo
ragcsald és kisebb mértékben féemlds allatmodellek szamos viselkedési, anatomiai,
neurokémiai és egyéb molekularis kilonbséget tartak fel a kezelésen prenatélisan atesett
utddokban. Az utdédok viselkedési eltérései tobb aspektus szerint is megfeleltethetéek a
human betegeknél tapasztalt pathologids jelenségekkel. Kozéjuk tartozik a méar emlitésre
kertlt PPI-deficit mellett az Un. latens inhibicié (Zuckerman és mtsai., 2003), a szocialis
viselkedés zavara (Smith és mtsai., 2007; Bauman és mtsai., 2014) és a kommunikacios
deficit (Malkova és mtsai., 2012). Az autizmusra specifikus repetitiv viselkedési mintazat
szintén megfigyelheté a kezelésen atesett egereken (Malkova és mitsai., 2012), illetve
makakdokon (Bauman és mtsai.,, 2014). Emellett deficit mutathatd ki kiilonboz6
mechanizmusokon alapul6 memdrianyomok rogziléseben (Meyer és mtsai.,, 2008a;
Luchicchi és mtsai., 2016) és az exploracids viselkedésben (Smith és mtsai., 2007), illetve
tobbizben leirtdk depresszio-szerti tiinetek megjelenését is (Babri és mtsai., 2014; Khan és
mtsai., 2014). Az anyai kezelés hatdsara kiterjedt makro-, illetve mikroanatomiai eltérések is
mutatkoznak az utédok KIR-ében. A méretét tekintve nagyobb skalaja morfologiai
valtozasok kozott kulcsfontossagl a megndvekedett agyi oldalkamra (Li és mtsai., 2009),
amely a skizofrénia egyik kdzponti, agyi, strukturalis elvaltozasa (Owens és mtsai., 1985).
Csokkent hippocampalis piramissejt-szam es sejtmeéret (Fatemi és mtsai., 2002),
nagyagykérgi sejtes denzitas (Smith és mtsai., 2012) és dendritarborizacié (Coiro és mtsai.,
2015) mutathaté ki a ragcsédlomodellben, illetve dendrit-morfologiai eltérések a féemlds,
Rhesus majomban (Weir és mtsai., 2015). A patholdgias strukturalis eltérések kiterjedtségét
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jelzi, hogy a kiilonb6z6 agykérgi teriiletek kozti neurondlis aktivitds szinkronitdsaban
mutatkozo6 zavar szintén kimutathaté az allatmodellben (Dickerson és Bilkey, 2013). Mindez
ugyancsak ismert skizofréniaban (Spencer és mtsai., 2003) és ASD-ben (Rippon és mtsai.,
2007) szenvedd betegekben. Az idegsejtek vizsgélata soran, molekuléris szinten eltéréseket
talaltak tobbek kozt a dopaminerg (Luchicchi és mtsai., 2016), glutamaterg (Roumier és
mtsai., 2008; Holloway és mtsai., 2013) és gamma-aminovajsav (GABAerg) (Richetto és
mtsai., 2014; Labouesse és mtsai., 2015) neurotranszmitter-rendszerek komponenseiben,
tovabba a sejtmigracioban jelentds reelin (Meyer és mtsai., 2006) és a névekedési faktorok
kozott kiemelt fontossagu agyi-eredetti névekedési faktor (BDNF) (Golan és mtsai., 2005)
szintjében. Fokozott mikroglia (Juckel és mtsai., 2011) és asztrocita (Samuelsson és mtsai.,
2006) aktivaciot irtak le a kezelt utédok KIR-ében, amely jelenség hasonlésagot mutat a
human pszichiatriai betegeknél tapasztaltakkal (Patterson, 2009). A prenatalis
immunaktivacio hatasara kialakuld, fobb KIR-i elvaltozasok bemutatésa és a hattertikben allo

mechanisztikus magyarazat az 5. abran lathato.
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5. dbra. Mechanizmusok, melyek Gsszefliggesbe hozhatok a prenatalis immunaktivacio altal
kivaltott, felnéttkori agyi funkcionalis zavarokkal. A bélrendszer abnormalis mikrobiomja, az
immunrendszer miikddési zavaraival egyiitt, a perifériarol képes befolyasolni a felndtt
kdzponti idegrendszert. Az agyteruletek kozti, nagy skaldju kapcsolatokat tekintve a

fiziologiastol eltéré konnektivitas mutatkozhat a skizofrénidban és autizmus spektrum
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zavarokban is érintett struktdrak, igy a prefrontalis (PFC), anterior cingularis (ACC) és
orbito-frontalis (OFC) agykéreg, valamint az amygdala (AM) és hippocampus (HC) kdzott. A
lokalis neurondlis haldzatok szintjén zavart okozhat az agykeérgi és hippocampalis régiokban
a ventralis tegmentalis area (VTA) dopaminerg neuronjainak (DA), valamint a Kkortikalis
parvalbumin-pozitiv neuronok (PV) alulmiikbdése. A fiziologiastol eltéré mukodésért, az
egyes szinapszisok szintjén felelések lehetnek immun-molekulakhoz, igy a f6
hisztokompatibilitasi komplex 1-hez (MHCI) és citokin-jelatvitelnez kapcsolt sejtes
folyamatok, melyek — egy lehetséges kulcsszereploként — a rapamycin emlds/mechanisztikus
celpont fehérjén (MTORC1) Kkeresztul, alapvetéen befolyasoljak a szinaptogenezist ¢€s

normalis szinaptikus miikodést (Estes és McAllister, 2016, nyoman).

A fent sorolt pathologids elvaltozasok, és elsGsorban a viselkedési tiinetek a legtobb
esetben korfiiggd megjelenést mutatnak. Az érési folyamat szlikségességének kovetkeztében
a juvenilis kor el6tt tobbnyire nem, csak az un. posztpubertalis, illetve periadoleszcens kortdl
tapasztalhatd a karakterisztikus jelenségek megjelenése (Zuckerman és mtsai., 2003; Romero
és mtsai., 2010). A pathologias allapot kifejlodésének hosszi érési ideje az allatmodellekben
jelentds hasonlosagot mutat a skizofrénia hosszu lappangdsi idejevel és a tlnetek
tilnyomorészt serdiilékor utani megjelenésével (Walker és Bollini, 2002). Tovabbi
figyelemremélto jellemzdje a prenatalis immunaktivacio allatmodelljének, hogy elsésorban a
him utédok érintettek a fejlodési zavarok kialakulasaban (Xuan és Hampson, 2014). Ez
utobbi megfigyelés pedig 6sszhangban all a mar emlitett ténnyel, hogy a férfiak kozt nagyobb
ardnyban talalhatok ASD-ban szenvedd betegek, mint a nék korében. Az epidemioldgiai
adatok és az immunaktivacio hatasat vizsgald kisérletek eredményeinek egyik fontos
kovetkeztetése, hogy a tobb, kiilonb6z0 tipusu pathogén mikroorganizmus, illetve
immunogén &gens hasonld, pathologids fenotipus megjelenését indukélja az utddban.
Minderre utal, hogy a pszichiatriai betegségek és az anyai fert6zések kozti kapcsolatot tobb,
kiilonbo6z6 és rendkivil heterogén pathogen mikroorganizmusok esetében is leirtdk (Brown és
Derkits, 2010), valamint az allatmodelleken végzett kisérletek hasonld rendellenességeket
mutattak ki eltér6 tipust immunaktivacios modellekben is (Meyer és mtsai., 2009a). A korai
immunaktivacio fejlédési rendellenességben megnyilvanulé végkimenetele, minden
bizonnyal sokkal inkabb fiigg a beavatkozas idejétdl, id6tartamatol és az immunogen agens
dozirozasatdl (Meyer és mtsai., 2009a). Ez a fajta fuggetlenség a korokozo tipusatol és a
hasonlé fenotipikus eltérések Kialakuldsa az utédokban, minden bizonnyal annak a
kovetkezménye, hogy mig a pathogén agensek nem jutnak at bizonyos bioldgiai, fizikai
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barriereken (elsésorban a méhlepényben taldlhaté anyai-magzati hataron), addig az anyai
immunvalasz a magzatra is hatassal van (Meyer és mtsai., 2009a). A citokin-szint akut
megndvekedése kimutathatd az anyai szérumban (Ashdown és mtsai., 2006), a placentaban
(Urakubo és mtsai., 2001; Ashdown és mtsai., 2006), illetve az amnionfolyadékban (Urakubo
és mtsai., 2001), magzati vérplazmaban (Ashdown és mtsai., 2006) és agyban (Cai és mtsai.,
2000) is az anyai, periférids immunaktivacio utan. A lokalis, magzati pro-inflammatorikus
reakci0 bekovetkezik az anyai immunaktivacio indukaldsdhoz elterjedten hasznalt,
periféridsan bejuttatott LPS (Goto és mtsai., 1994; Ashdown és mtsai., 2006), illetve virusok
(Fatemi és mtsai., 2012; Shi és mtsai., 2005) helyi, fetalis megjelenése nélkul is. Ugyanakkor
fontos megemliteni, hogy bizonyos virusok esetében ezzel ellentétes kutatasi eredmények
felhivtak a figyelmet potencidlis atjutdsukra a placentan keresztil (Aronsson és mtsai., 2002;
Driggers és mtsai., 2016). A placenta, illetve a folyamatosan zar6d6 magzati vér-agy gat altal
alkotott hatar szigeteloképessége ellenére kialakulo KIR-i fejlédési rendellenességek
kialakulasa mutatott ra a gyulladasi mediatorok jelentdségére, és mindez elvezetett az anyai
immunaktivacié an. citokin-hipotézisének megalkotasahoz (Meyer és mtsai., 2009b).

Habar az allatmodelleken végzett vizsgalatok szamos agyfejlédési abnormalitéast
kimutattak, a prenatalis immunaktivacié altal kivaltott patholdgias, KIR-i ontogenetikus
folyamat mechanisztikus jellemz6i maig rendkivil kevéssé ismertek. Feltart ugyanakkor,
hogy az anyai immunvélasz sordn felszabadult IL-6 nélkllozhetetlen a koros allapot
kialakuldsdhoz (Smith és mtsai., 2007; 6. &bra). Az IL-6 jelentGségét mutatja, hogy tovabbi
munkak igazoltdk az altala indukalt Janus-kindz 2/transzkripcios jelatvivé és aktivator 3
(JAK2/STAT3) utvonal szerepét az allatmodell abnormalis viselkedési jellemzoéinek
kialakulasdban (Parker-Athill és mtsai., 2009), amely jelatviteli Utvonal a placentédban
aktivalodik az anyai véraramban jelenlévé 1L-6 altal (Hsiao és Patterson, 2011). Egy masik
bizonyitottan kiemelkedd szerepti citokin a segité T-17 sejtek altal termelt interleukin-17a,
amely altal mediélt jelatviteli folyamatok pathologias agykéreg-struktirat és autizmus-szeri
viselkedési jellemzoket indukalnak egér allatmodellben (Choi és mtsai., 2016). A citokinek
fiziologias egyensulyanak jelentéségét mutatja, hogy az egyik, anti-inflammatorikus
folyamatokban is kulcsszerepld citokin, az interleukin-10 koncentracidjanak csokkenése és
novekedése egyarant pathologids elvaltozasokért felelds a gesztacids idészakban (Meyer és
mtsai., 2008b).

Az anyaban indukalt, prenatdlis korban atélt gyulladasi reakcié tehat komoly
kdvetkezmenyekkel birhat az utdéd KIR-i ontogenezisére nézve. Az allatmodellekben kivaltott
patholdgids organogenezis pedig kiterjedt valtozasokat okoz a molekularistol egészen a
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viselkedési szintig, melyek meglepéen nagyfoku atfedést mutatnak a skizofrénia- es

autizmus-szeri jellemzokkel, és melyeket napjainkban is egyre intenzivebben kutatnak.

Anyai - Proinflammatorikus
immunaktivacio citokinek \

Decidualis immunsejt
aktivaciéo=- Placentalis

IL-6 az anyai IL-6 )
Decidua vérdrambol parakrin )
jelatvitel JA&{ STA_B
aktivacio
‘JAK{STAP csokkentd Meg-
) aktivacio H és IGE1. Valtozott
Spongiotrophoblast PLP és PL|
oOvetkezmeényes hatasok a
Labirintus

magzat fejl6désére

amagzat felé

6. dbra. Az interleukin-6 hatdsai a placentara és magzati fejlédésre az anyai immunaktivdcio
kovetkeztében. Az anyai immunaktivacio soran a spiralis artériakon keresztl a decidua,
spongiotrophoblast és labirintus teriiletére érkez6 pro-inflammatorikus citokinek kivaltjak a
placentélis sejtek, elsésorban a decidua immunsejtjeinek interleukin-6 (IL-6) szekrécidjat. A
lokalisan szekretalt IL-6 parakrin mddon hat a placenta spongiotrophoblast sejtjeire, ami a
placentalis JAK/STAT3 jelatviteli kaszkad aktivalédasahoz vezet. Mindez pedig csokkent
ndvekedési hormon (GH) és inzulin-szerii novekedési faktor 1 (IGF1) szintézist, tovabba
megvaltozott prolaktin-szerii fehérje (PLP) és placentdlis laktogén (PL) termelést okoz. A
patholdgiés placentalis kornyezet pedig karosan befolyasolja a magzat fejlédését (Patterson,

2011, nyoman).

2.3. A felnéttkori periférias immunaktivacié epileptogenezist fokozo hatasa

2.3.1. Az epilepszia jellemzése és kialakulasanak neuroimmunoldgiai

vonatkozasai

A perifériasan jelentkezé gyulladas alapvetden befolyasolhatja az érett KIR-i

idegsejtek excitabilitasat, igy az epileptogenezist. Az epilepszia a lakossag ~1%-at érintd
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betegség, amely abnormalis neuronalis szinkronitas kovetkeztében ismétlédéen megjelend
epilepszias rohamokkal karakterizalhatd. A rohamokat eredetliket és a hatterlikben allo
mechanizmusokat tekintve parcialis és generalizalt tipusokra oszthatjuk. Mig a parcialis, mas
néven fokalis rohamok esetén a koros hiperszinkronitas egy agyfélteke meghatarozott
teruletére korlatozodik, az utobbi esetben az epileptoid aktivitas egyszerre érinti mindkeét
agyféltekét (Stafstrom, 2006). A két tipuson beldli, Klinikai tiinetek és elektrofizioldgiai
elvaltozasok alapjan definialt fobb alkategoriak klasszifikacidja sokat médosult az elmult
évtizedekben (Mindruta és mtsai., 2011). A kovetkez6kben roviden bemutatjuk a jelenlegi
fobb csoportokat. A parcidlis rohamokon belil hagyomanyosan megkllénboztették az
eszméletvesztéssel nem jard, Un. egyszerii és az eszméletvesztéssel jaro, un. komplex
tipusokat (Commission on Classification and Terminology of the International League
Against Epilepsy [ILAE], 1981). A legtijabb klasszifikacié ugyan nem kiilonit el egyszeri és
komplex fokalis rohamokat, ugyanakkor hangsulyozza az eszméletvesztés meglétének vagy
hianyanak jelent6ségét (Berg és mtsai., 2010). Megemlitendd, hogy a parcialis rohamok
evolvalédhatnak bilateralis konvulziv rohamokka is (a régi nevezéktan szerint ,,masodlagosan
generalizdlédhatnak™). A generalizalt ronamokat gorccsel jard, konvulziv és nem-konvulziv
tipusokra osztjuk. Ezek kozil, a konvulziv rohamok jellemzéinek fiiggvényében a
tovabbiakban nem részletezett myokldnusos, kldénusos, tdnusos, tonusos-klonusos és aténias
kategoriak kiilonithet6k el. A nem-konvulziv generalizalt, Un. abszensz epilepszia harom
csoportra, a tipikus, atipikus, valamint a specialis jellemzéket is tartalmazo abszensz
rohamokra oszthatd. Végiil kiilon kategoriaként emlitendé egy a generalizalt és fokalis
rohamoktdl kilonallé csoportot alkoté halmaz is, amelybe a be nem sorolhat6 epileptikus
gorcsokkel jard betegségek tartoznak (Berg és mtsai., 2010).

A gyulladéas epileptogenezist fokozo hatasara utaltak azok a vizsgalatok, amelyekben
kimutattdk, hogy a szteroid és nem-szteroid anti-inflammatorikus anyagok alkalmazasa
csokkenti bizonyos epileptikus rohamok kialakulasanak valoszintiségét, kezelésnek ellenalld
paciensekben es kiserleti allatokban egyarant (Klein és Livingston, 1950; Wasserman és
mtsai., 1965; Steinhauer és Hertting, 1981; Wallenstein, 1987; Baran és mtsai., 1994).
Szintén a gyulladasi reakcio jelentéségére utalnak azok a klinikai szempontbdl rendkivdl
fontos megfigyelések, amelyek szerint a gyerekkorban jelentkez magas 14z rohamok
megjelenését indukalhatja (Dubé és mtsai., 2007). Ezek mellett a centralis, KIR-i gyulladas
szintén oki tényezOként szerepelhet epilepszias rohamok fellépésekor, a Kivaltd tényezok —
igy sok pathogén mikroorganizmus — ismert szdma pedig folyamatosan né (Rasmussen €s
mtsai., 1958; Annegers és mtsai., 1988; Farrell és mtsai., 1995; Misra és mtsai., 2008). A
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bakterialis és viralis fertézéseken tilmenden fontos megemliteni a KIR-t érint6 autoimmun
betegségeket, mint a rohamok kialakulasdhoz vezetd gyulladasi folyamatok okozoit
(McKnight és mtsai., 2005; Bien és mtsai., 2007; Dalmau és mtsai., 2008). Erdekes mddon, a
korai ontogenezis soran bekovetkez6 pro-inflammatorikus reakcio szintén befolyasolhatja a
késbébbi epileptogenezist. Az anya terhessege alatti immunaktivacio human paciensekben
(Ngrgaard és mtsai., 2012), valamint a prenatalisan (Yin és mtsai., 2015) és korai posztnatalis
korban (Galic és mtsai., 2008) indukalt gyulladas ragcsalokban szintén ndveli a rohamok
kialakulasanak valdszinliségét rovid és hosszl tdvon egyarant.

A fentiekkel 6sszhangban, szamos tanulmanyban leirtdk bizonyos citokinek
abnormalis szintjét epilepszias betegek vérszérumaban (Virta és mtsai., 2002; Liimatainen és
mtsai., 2009; Choi és mtsai., 2011; Wang és mtsai., 2015) és cerebrospinalis folyadékaban
(Peltola és mtsai., 2000; Wang és mtsai., 2015). Bar human paciensekbdl nem-invaziv mddon
vett mintakban tobb mas vizsgalatban nem detektaltak szignifikans citokin-szint kilénbséget
(0sszefoglalva, Li és mtsai.,, 2011), ugyanakkor miitétileg eltavolitott, relevans agyi
régiokban kimutattak bizonyos citokinek magasabb szintjét és egyéb gyulladasi markerek
jelenlétét (Choi és mtsai., 2009a). Nem szabad megfeledkezni tehat arr6l a tényrél, hogy az
epilepszias rohamok ©Onmagukban is Kkivalthatnak citokin-szint véaltozasokat, igy az
epilepszias rohamok megjelenése és a citokin-szint valtozasok kozti ok-okozati kapcsolat
sokszor nem egyértelmii. A citokinek csaladjanak tovabbi jelentdségére utal, hogy bizonyos
tagjainak genetikai polimorfizmusa 6sszeftiggésben all az epilepszia megjelenésével (Chou és
mtsai., 2010; Azab és mtsai.,, 2016). A citokinek mellett egyéb gyulladasi markerek
megjelenése, illetve szintjének szignifikans novekedése szintén bizonyitotta valt. Epilepszias
betegekbdl szarmazo, elsGsorban vérszérum mintakban leirtak a komplementrendszer
bizonyos komponenseinek (Basaran és mtsai., 1994), immunglobulinok (Basaran és mtsai.,
1989; 1994; Kumar és mtsai., 2013) és periférialis limfocitak (Basaran és mtsai., 1989; 1994)
szintjiének novekedését az elmalt évtizedekben. Allatmodelleken végzett kisérletek
eredményei szintén Kiterjedt valtozasok skaldjat mutattak ki pro-inflammatorikus molekularis
markerek tekintetében a rohamokat kovetdéen. A pro- és anti-inflammatorikus citokinek
szintjének gyors, ugyanakkor atmeneti valtozasat a rohamok indukcidja utan szamos
agyterlleten (Minami és mtsai., 1991; De Simoni és mtsai., 2000; Plata-Salaman és mtsai.,
2000), gliasejtekben (Vezzani és mtsai., 2002), valamint neuronokban (Ravizza és Vezzani,
2006) is kimutattak az epilepszia allatmodelljeiben. A citokinek kozé sorolt molekuldkon
kivil egyeb fehérjék, igy tobbek kozt a gyulladasi jelatvitelben kiemelt fontossagi NFkB
(Rong és Baudry, 1996; Voutsinos-Porche és mtsai., 2004) és szignal tovabbitd és aktivator
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transzkripcids faktorok (STAT; Choi és mtsai., 2003), a gyulladasi mediatorok szintézisében
kulcsszereplé ciklooxigenaz-2 (COX2; Voutsinos-Porche és mtsai.,, 2004), komplement
komponensek (Aronica és mtsai., 2007), a f& hisztokompatibilitdsi komplex Il, antigén-
prezentlasban szerepl6 fehérje (MHC Il; Shaw és mtsai., 1994) és leukocita adhézidban és
infiltracioban funkcionalé adhéziés molekulak (Fabene és mtsai., 2008) mennyiségének
novekedeset demonstraltak kisérletes korilmények kozoétt. Mindezen adatok az epilepszia és
az immunaktivacio kétiranyd kapcsolatéara utalnak: a gyulladasi reakcié epileptogenezishez, a
rohamok pedig helyi immunaktivacidhoz vezetnek (Vezzani és mtsai., 2011). A rohamok
kialakuldsat megeldz6 periférids és centralis gyulladas esetén is kdzponti szerepet jatszanak a
mikroglia sejtek (Riazi és mtsai., 2008), valamint az asztrocitdk (Robel, 2016). Hasonld
maodon, a rohamok indukcidja utan is konzekvensen kimutathato e két glialis sejtpopulacio
aktivacidja (Niquet és mtsai., 1994), valamint sok esetben idegsejt-pusztulds is (Meldrum,
1993), amelyek elvezethetnek az immunmediator szerepli molekulak fokozott lokalis
szintéziséhez és igy Ujabb rohamok kialakulasahoz. Az ismétlddé epileptoid tevékenység
valoszinliségét fokozza, hogy a rohamok altal indukalt helyi gyulladasi reakcio a vér-agy gat
funkcio-zavarat, illetve a perifériardl bejutd leukocitak KIR-i infiltraciéjat okozhatja (Oby és
Janigro, 2006; Fabene és mtsai., 2008).

Az utdébbi évtizedekben, sok esetben részleteiben is sikertilt magyarazatot talalni arra,
hogy a fentiekben bemutatott gyulladasi mediatorok miként képesek megvaltoztatni a
neuronalis excitabilitast. Ahogyan kordbban emlitettilk, a perifériasan szintetizalt citokinek
hatasukat tobb uton is kifejthetik a KIR-ben (3. abra). Akar periférias eredetli, Szisztémas,
akar KIR-i eredetli gyulladasrol beszélink, fokozott, lokalis, KIR-i citokin expresszié
kovetkezik be, els6sorban a mikroglia sejtek, asztrocitak és pericitak altal (6sszefoglalva,
Galic és mtsai., 2012). A citokinszint-emelkedésre pedig érzékenyek a KIR-i neuronok,
hiszen sejtfelszinikon megtalalhaté szamos citokin receptora (6sszefoglalva, Kronfol és
Remick, 2000). A citokinek KIR-i és neuromuszkularis junkcio-preparatumokon, a
szinaptikus transzmisszidra kifejtett hatasa viszonylag régéta ismert volt, kezdetben ugyan a
hattérmechanizmusok ismerete nélkil (Katsuki és mtsai., 1990; Caratsch és mtsai., 1994).
Késobb egyre tobb adat halmozddott fel a citokinek (pl. IL-1B, IL-6, transzformald
novekedési faktor (TGF)) és a neuronalis excitabilitas, valamint szinaptikus plaszticitas kozti
kapcsolat molekularis aspektusairol (6sszefoglalva, Jankowsky és Patterson, 1999; Galic és
mtsai., 2012; Vezzani és Viviani, 2015). EImondhato, hogy a receptorukhoz kotétt citokinek
(kulonos tekintettel a legtobb esetben vizsgalt IL-1B, IL-6 és TNFa) szdmos jelatviteli
utvonal és kozponti szignal transzdukcidés molekula bevonésaval (pl. NFKB, extracellularis
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szignal-regulalt kinaz (ERK), protein kinaz C (PKC), proto-onkogén tirozin-fehérje kinaz
(Src)) képesek befolyasolni gyakorlatilag a szinaptikus transzmisszio 0sszes aspektusat, a
neurotranszmitter Uriiléstél a neurotranszmitter receptor szdm szabalyozasig (Miller és mtsai.,
2013). Az idegsejt haldzatok aktivitdsdnak hiperszinkronnd valdsa tekintetében nagyon
fontos, hogy a citokinek bizonyitottan képesek hatékonyan modulélni az idegsejtek
membranpotencialjat szamos fesziiltségfiiggd ioncsatorna (igy tobb fesziiltségfiiged Na'-,
Ca®*- és K'-csatorna) miikodését befolyasolva (Ssszefoglalva, Vezzani és Viviani, 2015).
Erdekes modon, a citokinek koziil ebben a vonatkozasban talan legjobban karakterizalt
molekula, az IL-1B mas jelatviteli Gtvonalak aktivacidjat okozza receptordhoz koétédve
neuronokban és asztrocitdkban (Huang és mtsai., 2011). Az egyre novekvd szamu kisérletes,
elektrofiziologiai és molekularis bioldgiai munka tehat bizonyitékot és mechanisztikus
magyarazatot szolgaltatott tobb immunmediator molekula neuronalis serkenthet6ségre
gyakorolt hatasarél, amely segithet a rohamok neuroimmunologiai kélcsonhatasban
gyokerezd kialakulasanak megértésében. Az epileptogenezis gyulladdssal 6sszefiiggd, sejtes
és molekularis mechanizmusainak dsszefoglaldsa a 7. abrén lathato.

Végil fontos hangsulyozni, hogy az epilepszia pathogenezisében szamos mas,

genetikai és a gyulladastol eltérd, kornyezeti faktor is szerepet jatszhat.
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7. dbra. A gyulladasi folyamatok szerepe az epilepszia pathofizioldgias folyamataiban. A

periférias vagy centralis karos hatasok kovetkeztében aktivalodd leukocitak, illetve glialis és
neuronalis sejtek gyulladasi mediatorok (pl. interleukinek, kemokinek, adhéziés molekulak,
komplement komponensek, tumor nekrozis faktor (TNF), nagy mobilitasu csoport feherje 1
(HMGBL1), ciklooxigendz (COX)) szekréciojat végzik. A periférias és centralis gyulladasi
allapot egyarant elOsegiti a vér-agy gat serulését, amely, tobbek kozt, albumin és
immunglobulin G (IgG) fehérjék bearamlasat és a lokalis kalium és glutamat homeosztazis
felborulasat okozza — melyben az asztrocitalis TGF-p szignalizacio, és tovabbi asztrocitalis
pro-inflammatorikus molekuldk szekrécioja is szerepet jatszik. A glutaméat- és gamma-
aminovajsav (GABA)-homeosztazis felboruldsdhoz hozzajarulnak gyors valtozasok a
neuronalis glutamat és GABA receptorok, valamint az asztrocitalis glutamat szekrécio zavara
réven, melyet a neuronalis proto-onkogén tirozin-fehérje kindz Src (Src), foszfatidilinozitol-

3-kindz (PI3K) és mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK), valamint az asztrocitalis
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foszfolipdz A2 (PLA2) jelatviteli Utvonal befolyasol. A hosszu tavu, neurogenezist, és
angiogenezist is érint6 modosulasokban komoly szerepe van a nuklearis faktor-kappa B
(NF«B) és aktivator fehérje 1 (AP1) altal miikodo kaszkadoknak. Az igy megndtt neuronalis
excitabilitas fokozott rohamkeletkezést, ennek kdvetkeztében sejthalalt és tovabbi gyulladasi
folyamatokat indukal, amely ,,6rddgi korben” vezet a tartos epilepszias allapot kifejlodéséhez

(Vezzani és mtsai., 2011, nyoman).

2.3.2. Az abszensz epilepszia jellemzéinek és allatmodelljeinek bemutatésa

Az abszensz epilepszia (régebbi elnevezéssel: ,,petit mal” epilepszia) a generalizalt
rohamok csaladjaba tartozo, foleg gyerek-, illetve juvenilis korban jelentkezd betegség. A két
életkorban felléps korkép tuneteit és indukcidjat tekintve is eltér (Hughes, 2009).
Altalanossagban elmondhatd, hogy az abszensz epilepsziaban szenvedd paciensek a rohamok
megjelenésekor rovid ideig, nagyjabdl 5-20 masodpercig tarto, betegségtipusonként eltérd
mértékii tudat- €s eszméletvesztést élnek at, sokszor az izomtdnus megvaltozasaval, illetve
akaratlan izomkontrakcio- és relaxacio fellépésével. A Klinikailag fontos izomgorcsok
(myokldénus) jelenléte, egyéb tiinetek mellett, kiilon betegségeket definial a legujabb
klasszifikacio szerint (Berg és mtsai., 2010). Az abszensz epilepszias rohamok jol
karakterizalhatok elektroencefalografia (EEG) segitségével, mivel a rendkivil specialis, Gn.
tlske-hullam kistlések (,,spike-wave discharge”, SWD) detektalhatok megjelenésukkor, tehat
az un. iktalis periddusban (Panayiotopoulos, 1999). Klinikai és elektrofiziologiai jellemzék
alapjan is megkiilonboztetheté az un. tipusos és atipusos abszensz epilepszia. Az els6 esetben
3 Hz frekvenciaju SWD detektalhaté a rohamok alatt, mig az atipusos abszensz epilepszia
esetén 2,5 Hz, illetve az alatti frekvencidju, idonként szabalytalan SWD a dominéns. Az
atipusos abszensz epilepszias rohamok sordn a paciensekre jellemzd, hogy jelentdsen
lecsokken a kdrnyezeti ingerekre adott valaszkészseg, ugyanakkor a tudatvesztés nem mindig
lép fel (Tenney és Glauser, 2013). A nap folyaman tdbbszor is kialakulé rohamok
megjelenése leggyakrabban szabalytalan ritmusban torténik, ugyanakkor, altipusonként eltérd
valoszintiséggel, de kivaltd oka lehet sok esetben a szapora légzés (hiperventillacio), illetve
vizudlis stimulacio (Hughes, 2009).

Az abszensz epilepszia, mint sok mas epilepszias korkép, nagymértékben genetikai
tényezok altal meghatarozott betegség (Gardiner, 1990). A betegség régota ismert, nagyfoku

orokolhetésége mogott (amelyeket human ikervizsgalati eredmények is alatdmasztottak;
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Lennox és Jolly, 1954), évtizedekkel ezel6tt is tObb genetikai faktor szerepét feltételezték
(Doose és mtsai., 1973). Kés6bb leirtdk, hogy az érintett genek kozott szamos
fesziltségfiiggs- és ligandvezérelt ioncsatorna szerepel, igy tobbek kozt feszultségfiggo, T-
tipusti Ca®*-csatorna, fesziltségfiiggd Cl-csatorna és GABA-receptor alegységet kddold
gének (6sszefoglalva, Hughes, 2009), amelyek egyértelmiien befolyasolhatjak az idegsejtek
excitabilitasat. A legtobbszor hangsulyozott GABA-receptor és Ca®*-csatorna mutaciok
mellett, human genetikai vizsgéalatokban szdmos olyan genetikai polimorfizmust irtak le,
koztlk ionotrop és metabotrop glutaméat, nikotinos acetilkolin receptor alegységeket,
fesziiltségfiiggé Na'-, és K'-csatornakat, illetve neurotranszmitter transzportereket kdédold
génekét, amelyek potencialisan 6sszefliggenek a betegség megjelenésével (Osszefoglalva,
Crunelli és Leresche, 2002). A genetikai komponens szerepe az abszensz epilepszia
allatmodelljeinek felismerésekor, illetve fejlesztésikkor is kulcsfontossaginak bizonyult.

Az abszensz epilepszia pathomechanizmusanak vizsgalataval kapott eredmények
alapjan a betegség elsésorban az abnormélis kortiko-thalamo-kortikalis szinkronitasban
gyOkerezik, ugyanakkor az agykéreg és thalamus rohamok iniciacidjaban jatszott szerepe
évtizedek Ota vita targyat képezi (torténeti dsszefoglalds, Avoli, 2012 kdzleményében). Az
egyik legrégebbi, az *50-es években megalkotott Un. centrencephalikus tedria értelmében a
kozépvonali thalamus teheté feleldssé a hiperszinkronitas iniciaciojaért (Penfield és Jasper,
1954). A thalamus kozponti szerepét hangsulyozta az un. ,.thalamikus 6ra” elmélet, amely
ramutatott a thalamus retikularis magjaban talalhatdé ,,pacemaker” sejtek tiizelése altal
generalt, a nagyagykéregbe is atterjed6 ritmus jelentGségére (Buzsaki, 1991). A thalamikus
tedria létjogosultsagat azonban szamos kisérletes és klinikai vizsgalat megkérddjelezte a *60-
as évektdl kezdddden, amely tobb Un. kortikalis tedria megsziiletését eredményezte
(6sszefoglalva, Meeren és mitsai., 2005). A szintén a ’60-as evekben sziletett un.
kortikoretikularis elmélet pedig ramutatott, hogy a hiperexcitabilis nagyagykéreg a
thalamokortikalis neuronok ritmikus tiizelésének hatasara nem alvasi orsdk, hanem az SWD-
k megjelenését okozza (Gloor, 1968). A kortikalis és kortikoretikularis tedriak egyesitése
hivta életre az egyik legujabb, un. kortikalis fokusz hipotézist, amely a somatosensoros
agykéreg inicidlé szerepét mondja ki, elsésorban az abszensz epilepszia patkany
allatmodelljein végzett vizsgalatok alapjan (Meeren és mtsai., 2005). Az anatomiailag és
funkcionalisan intakt thalamokortikalis kapcsolatok (8. &bra) tehat eldfeltételeit képezik a
generalizalt, abszensz rohamok megjelenésének — a fokuszpontot érintd tedriak kozti
ellentmondasoktol fliggetleniil. Természetesen a rohamok nem fliggetlenek egyéb olyan

agyteriiletektol, mint példaul a substantia nigra, illetve a striatum, amelyek bidirekcionélis
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direkt, illetve indirekt kapcsolatban allnak a thalamus-szal és a nagyagykéreggel (Lenkov és
mtsai., 2013).

8. dbra. A thalamokortikalis

EEG WNWMWWWWW“W kapcsolatrendszer  vazlatos

bemutatasa. Az abszensz

Cortex i > epilepszias betegekre

jellemzo,

elektroencephalogramon
(EEG) detektalhato
patholdgids szinkronitds a

thalamokortikalis hal6zat

zavaraban gyokerezik. A

héalézatban a  kortikalis
piramissejtek serkentd bemenetet kiildenek a thalamus thalamokortikalis neuronjai (TC) felé,
amelyek szintén glutamaterg szinapszisokat hoznak létre a kortikalis piramissejtekkel. Az
agykérgi piramissejtek ugyanakkor kollateralisokat adnak a nucleus reticularis thalami (NRT)
gatlo sejtjeinek is. Az NRT sejtjei kollateralisokat kapnak tovabba a TC sejtektol is. A
kortikalis piramissejtek es TC neuronok kozti kommunikaciot befolydsoljadk az NRT
idegsejtek a TC sejtek, illetve egymés gatlasan keresztil (Crunelli és Leresche, 2002,

nyoman).

A betegség vizsgalatdhoz, sokaig rendkivil elterjedt volt a rohamok kémiai Gton
torténd indukcidja, igy példaul a penicillin macskamodell (Fisher és Prince, 1977), illetve a
pentiléntetrazol és egyéb farmakoldgiai ragcsadlomodellek (Snead, 1992). Kés6bb kimutattak,
hogy bizonyos egértdrzsek, példaul a ,tottering”, ,,stargazer”, vagy a ,lethargic”, abszensz
rohamok generalasara hajlamosak (0sszefoglalva, Frankel, 1999). Az emlitett egerekre
jellemzd szamos egyéb, elsdsorban motoros zavar miatt azonban a human epilepszias korkép
modelljeként valo alkalmazhatésdguk kérdéses volt. Fontos Iépés volt a megfelel6
allatmodell keresésében, hogy felfedezték, az allatkisérletes kutatdmunkakban altalanosan
hasznalt Wistar patkanytorzs spontan SWD generélasara hajlamos (Vergnes és mtsai., 1982).
A SWD-genezist mutato allatok szelektiv keresztezésével sikerllt létrehozni az abszensz
epilepszia egyik legaltalanosabban hasznalt patkany allatmodelljét, az Un. strasbourgi,
genetikailag abszensz epilepsziara hajlamos patkanyokat (GAERS) (Marescaux és mtsai.,
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1992). Egy masik, hasonld6 megfontolasok alapjan létrehozott térzs, az Un. Wistar-Albino-
Glaxo/Rijswijk (WAG/Rij) patkanytorzs (van Luijtelaar és Coenen, 1986) szintén
széleskoriien hasznéltta valt az elmalt harom évtizedben. Az abszensz epilepsziaban
szenvedO paciensekkel ellentétben ugyanakkor a patkdny allatmodellekben a rohamok
megjelenése nem korlatozédik a gyermek-/juvenilis korra, hanem kés6bbi megjelenés
(GAERS torzs: ~30. naptol kezdve, WAG/RIj torzs: ~75. naptol kezdve), illetve a kor
clérehaladtaval egyre novekvé rohamszam jellemz6é (Crunelli és Leresche, 2002). Eltérés
tovabba, hogy az SWD-k frekvencidja magasabb az eger (5-7 Hz) és patkany (7-11 Hz)
allatmodellekben is a betegeknél tapasztaltaknal (Crunelli és Leresche, 2002). A klinikumban
is alkalmazott antiepileptikus kezelés hatasosnak bizonyult a rohamok kialakuldsanak
meggatlasara az emlitett ragcsadlomodellekben, igy ezek az allatmodellek alkalmasak lehetnek
Uj antiepileptikus szerek tesztelésere (Loscher, 2011). Mind az egér (Frankel, 1999), mind a
patkanytorzsekben (Gauguier és mtsai., 2004; Rudolf és mtsai., 2004) sikertlt kimutatni t6bb
olyan genetikai eltérést, amelyek dsszefiiggésbe hozhatok a rohamok megjelenésével. A leirt
genetikai mutaciok sok esetben atfedést mutattak a human populéciéban felfedezett
polimorfizmusokkal, illetve mutaciokkal. Mindezek alapjan kuloéndsen hangsulyos a
fesziiltségfiiggd Ca’*-csatorna fehérjéket kodold gének mutécidjaban, illetve a fehérjék
expresszidjaban megnyilvanulo eltérések szerepe (Cain és Snutch, 2010; Zamponi és mtsai.,
2010). Az els6sorban patkany allatmodellekben leirt genetikai eltérések dsszevetése a human
populécidbol szarmazé genomikai adatokkal utat nyithat e multigénes betegség
kialakulasanak jobb megértéséhez. Osszességében elmondhatd, hogy a ragcsalomodellek
validitasat erdsiti a genetikai hattér szerepe az abszensz epilepszia kifejlodésében, valamint a
human paciensekre is jellemz6 spontan roham-genezis, szemben a korabban alkalmazott
farmakoldgiai modellekkel, amelyek sokkal inkabb az epilepszias rohamoknak, mintsem az
epilepszianak, mint krénikus betegségnek a vizsgalatara alkalmasak.

Kutatocsoportunkban és  egyiittmiikod6é laboratoriumokban  végzett korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy a szisztémas LPS-beadas ndveli az SWD-aktivitast WAG/RIj
(Kovacs és mtsai., 2006) es GAERS, valamint Long-Evans patkanyokban (Kovéacs és mtsai.,
2014), amely hatds kialakuldsa nem-szteroid gyulladasgatldkkal megakadalyozhato.
Hasonl6an a periférias gyulladas-indukcidéhoz, az SWD-aktivitas fokozhatd kdzponti, intra-
cerebroventrikularis LPS-beadés altal is WAG/RIj patkanyokban (Kovacs és mtsai., 2011).

A neuroimmunoldgiai kélcsonhatas zavara tehat komoly kockazati tényez6t jelent az
epilepszia, igy az abszensz rohamok megjelenését tekintve — elsGésorban az ezt el6segitd

genetikai hattérrel rendelkezé paciensek esetében. A gyulladasi mediatorok szisztémas és
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lokalis jelenlétének leirdsa, immunaktivaciot kivaltd kornyezeti események szerepének
felismerése és az immunrendszer-asszocialt molekulak genetikai eltéréseinek kimutatasa
mind ezt erdsitették meg az elmult évtizedekben. A kutatasi teriilet terapias jelent6ségét pedig
jol mutatja, hogy egyre inkdbb a fejlesztések fokuszaba keriill a gyulladascsokkentd

antiepileptikus gydgyszerek tervezése (Vezzani, 2015).

2.4. Az immunrendszer elemeinek fiziologias és koros szerepe a kozponti

idegrendszerben — a komplementrendszer és a szinapszisok eltavolitasa
2.4.1. A komplementrendszer elemeinek roévid bemutatasa

A tobb mint 30 fehérjébdl allo komplementrendszer (Ricklin és mtsai., 2010), a mar
emlitetteknek megfeleléen a klasszikus, alternativ és lektin ttvonalakon keresztiil
aktivalodhat és a fagocitdzisra képes sejtek szdmara kijeloli (opszonizalja), illetve elpusztitja
a szervezetbe jutd pathogéneket és egyéb eltdvolitandd sejtes elemeket. A
komplementrendszer tobbek kozt inaktiv zimogén fehérjékbdl all, amelyek egymast
szabalyosan kovetd, proteolitikus hasitdsa kovetkeztében aktivalodhat a rendszer. A
klasszikus utvonal beinditdsdhoz a leggyakrabban az antigén és az azt kot6 ellenanyag altal
alkotott komplex sziikséges, amelyet az (n. C1 komplexhez tartozé C1q fehérje ismer fel. Az
alternativ utvonal, ezzel szemben a C3 komponens spontan hidrolizise kdvetkeztében, illetve
idegen-eredetii fehérjék, lipidek és szénhidratok kotése révén aktivalodik. Végal, a lektin
utvonal a pathogének felszinén talalhatd szénhidratokat koté mannoz-koté lektinek (MBL) és
fikolinok segitségével inicializalodik (6sszefoglalva, Sarma és Ward, 2011). A harom utvonal
azonban szigordan nem Kkilénul el egymastdl, illetve e kaszkddokat szamos szabalyozé
fehérje is gatolhatja (pl. H faktor (Ferreira és mtsai., 2010)) vagy éppen serkentheti (pl. C-
reaktiv protein, pentraxin 3 (Gewurz eés mtsai., 1995)). A harom utvonal aktivalodasa
egyarant a C3 feherjén konvergal, majd a kaszkadok kozos dtvonalanak vegén alakulhat ki a
pathogén elpusztitasara képes membran-tamadasi komplex (MAC) (Miller-Eberhard, 1988).

A komplement kaszkad folyamatainak 0sszefoglalasa a 9. abran lathatd.
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ALTERNATIV UTVONAL KLASSZIKUS UTVONAL LEKTIN UTVONAL

Pathogén felszine, LPS I9G és IgM tartalmu Bakterialis felszinek
i N antigén-antitest komplexek
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9. dbra. A komplementrendszer Gtvonalainak Osszefoglaldsa. Az alternativ, klasszikus és
lektin  dtvonalak  6sszességében rendkivil heterogén agensek ellen képesek a
komplementrendszer aktivaciéjara, mely kaszkad opsoninok, anaphylatoxinok, illetve az
eltavolitandd sejt/mikroorganizmus elpusztitdsara létrehozott membran-tamadé komplex
kialakitasaval vesz részt a velesziletett immunitasban. A komplement kaszkad komponensein
(Clq, Clr, C1s, manndz-kot6 lektin (MBL), manndz-koté lektin szerin proteaz (MASP),
illetve C2, C3, C4, C5, valamint hasitasi termékeik és komplexeik, végil, C7, C8, C9) tul
szabalyozo faktorok (B faktor, D faktor, properdin) sziikségesek a komplement-aktivaciohoz.
A rendszert szdmos ponton szabalyoz6 elemek (lebontést eldsegitd faktor (DAF), H faktor,
komplement receptor 1 (CR1), Cl-inhibitor (C1-INH), C4-k6té fehérje (C4BP),
karboxipeptidazok és CD59 fehérje) tartjak féken (Sarma és Ward, 2011, nyoman).
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2.4.2. A komplementrendszer szerepe a szinapszisok eltavolitasaban

Korébbi vélekedések alapjan feltételezték, hogy a komplementrendszer szerepe a
KIR-ben az immunrendszer aktivaciojaval jar0 patholdgids, gyulladési és degenerativ
folyamatokra korlatozodik (Morgan és Gasque, 1996). Meglepetésre, az elmalt kortlbeliil ket
évtizedben napvilagot latott szdmos olyan kutatasi eredmény, amelyekben bizonyitottak,
hogy a komplementrendszer, illetve sok azt szabalyoz6 molekula expresszalodik az
elsédleges forrasnak szamitdé majon kiviil a KIR-ben is (0sszefoglalva, Barnum, 1995;
Morgan és Gasque, 1996). Ezekben a vizsgalatokban a fehérjék szintézisét elsdsorban az
asztrocitdkban és mikroglia sejtekben, kisebb mértékben pedig idegsejtekben és
oligodendrocitdkban mutattak ki. Fontos megemliteni, hogy a korédbbi értelmezés szerint a
KIR-i komplement-szintézis elsddleges célja a patholdgias hatasra adott gyors immunreakcid
biztositasa (Morgan és mtsai., 1997). Mindezzel ésszhangban allt az a régota ismert jelenség,
miszerint a komplement-aktivacio és komplement fehérjék fokozott szintézise kivalthatd
patholdgias korilmények kozott, mint a traumas agysériiléskor (Stahel és mtsai., 1998), agyi
ischaemia esetén (D’ Ambrosio és mtsai., 2001), fert6zések hatasara (Stahel és Barnum, 1997)
és kronikus neurodegenerativ betegségek, igy az Alzheimer-kor kdvetkeztében (Emmerling
és mtsai., 2000), tovabba, in vitro korulmények kozoétt, pro-inflammatorikus faktorok
hatésara (Lévi-Strauss és Mallat, 1987; Rus és mtsai., 1992; Perissutti és Tedesco, 1994).

A vizudlis rendszer ontogenezisének nagy-ateresztOképességili, molekuléris biolégiai
vizsgalata soran azonban meglepetésre fokozott Clq expresszidt fedeztek fel a retinalis
ganglionsejtekben fiziologias korulmények kozott is (Stevens és mtsai., 2007). E
nagyhorderejii kutatdsban felismerték, hogy a komplementrendszer klasszikus Utvonala
alapvetd fontossagl a retindlis ganglionsejtek és a thalamikus relésejtek kozti szinapszisok
szamanak fizioldgids szintli, az ontogenezis sordn programozott szabalyozdsdban. A
klasszikus utvonal elsé eleme, a mintazat-felismeré molekulaként funkcionalé Clq fehérje
képes hozzakotédni bizonyos szinapszisokhoz, amelyeket igy opszonizal. A Clg-kotes a C3
komplement komponens lerakddasat és hasitasat eredményezi, és végil a specifikus
komplement-receptorokkal (pl. C3-receptor) biré mikroglia sejtek a kijel6lt szinapszisokat
fagocitaljak. Mindebben asztrocitak Aaltal szekretalt parakrin faktorok, igy a TGF-B is
szlikségesek (Bialas és Stevens, 2013). A szinaptikus fagocitdzisért felelés mikroglia sejtek a
komplement-jellel ellatott szinapszisokat, azok aktivitasanak fliggvényében, szelektiven
tavolitjak el (Schafer és mtsai., 2012). E jelenséget magyaraz6 modell értelmeben tehat a

vizualis rendszer ontogenezisének szerves részét képezé Szinapszisszam csokkenés
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hatterében a kevésbé aktiv szinapszisok szelektiv eltavolitasa zajlik (10. abra; Stephan és
mtsai., 2012). A szinaptikus plaszticitas e formdajaban, a szinaptikus atvitel preciz
szabalyozasaért szorosan egyiittmikdodnek a lokalis asztrocitdk és mikroglia sejtek az
extracelluléaris komplement fehérjék nélkildzhetetlen kozremitkodésével. Az egyedfejlodés
alatti, fiziologias és komplement-fiiggd szinapszisszam csékkenés jelentdségét az is mutatja,
hogy a transzgenikus, C1q fehérjét nem expresszald (,,C1g-knock out”) egerek, a szamfeletti
szinapszisokkal Osszefiiggé hiperkonnektivitas kovetkeztében, epilepszias rohamok
genezisére hajlamosak (Chu és mtsai., 2010; Ma és mtsai., 2013). Leirtdk tovabba, hogy a
C1lq fehérje mennyisége a KIR-ben a kor elérehaladtaval folyamatos novekedést mutat, habar
a jelenség egzakt magyarazata még nem ismert (Stephan és mtsai., 2013).

A komplement fehérjék expressziGjat, majd szekrécidjukat kovetd hatasuk
sejtspecifikussaganak vizsgalatdt célzd kutatasok eredményei szintén megerdsitik a
komplementrendszer specialis hatasat az idegsejtekre. A komplementrendszer bizonyos
elemeinek szintézisére és a kaszkad aktivacidjara a neuronok (Thomas és mitsai., 2000),
asztrocitdk (Gasque és mtsai., 1995) és oligodendrocitdk (Hosokawa és mtsai., 2003)
meglepben nagymértékben képesek, a komplement-aktivacid altal indukalt sejtlizisre az
asztrocitdk mégis sokkal kevésbé érzékenyek, mint e masik két sejttipus (Morgan és Gasque,
1996; Rogers és mtsai.,, 1996). Ismert tovabbd, hogy a Clq fehérje elsésorban az
idegsejtekhez kotédik (Fonseca és mtsai., 2004a). A neurondlis felszinhez kapcsolddast
nagymértékben befolyésolja a felszini szénhidrat-lancok altal alkotott un. ,.glycocalyx”,
koztuk bizonyitottan a sejtfelszini szialsav (Linnartz és mtsai., 2012). A szinapszisok
komplement-, pontosabban Clg-medialt fagocit6zisat pedig kizarélag mikroglia sejtek és

nem asztrocitak végzik (Chung és mtsai., 2013).
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10. abra. A kevésbé aktiv szinapszisok komplement-mediélt, szabalyozott eltavolitasa a
fejlédo vizualis rendszerben. A retindlis ganglion sejtek (RGS) az egyedfejlédés kezdetén
szamfeletti szinaptikus kapcsolatokat képeznek a thalamus dorsalis corpus geniculatum
elényt élveznek az erésebb szinaptikus kontaktusok. A szinapszis-eltavolitas soran
asztrocitalis faktor(ok) (faktor ,,X”) megnévelik az RGS-ek C1 komplex szintézisét és
tartalmaz6 szinapszisokhoz kotédik. Ennek kdvetkeztében a C3 komplement komponens
iC3b fragmense Kkijel6li e szinapszisokat mikroglialis fagocitdzisra, mely immunsejtek
rendelkeznek a felismeréshez szikséges CR3 receptorokkal (Stephan és mitsai., 2012,

nyoman).

A Clq fehérje felhalmozddasa a sulyos neurodegenerativ betegség, Alzheimer-kor
pathomechanizmusaban kulcsfontossagu koros fehérjeaggregatumok, igy amiloid-plakkok
(Eikelenboom és mtsai., 1989) és neurofibrillaris kotegek (Afagh és mtsai.,, 1996)
kornyezetében régdta ismert, azonban a korabbi munkakban ennek jelentdségét csak a
fehérjeaggregatumok altal indukalt gyulladasi reakcioban feltételezték. Az Alzheimer-kor és
a Clg-indukalt komplement-aktivacio kozti kapcsolat feltarasara létrehozott Kisérleti
allatmodellen, az amiloid-p-taltermeld, ugyanakkor, C1q-t nem expresszalé egérmodelleken
végzett vizsgalatok ramutattak, hogy a C1lq fehérje hidnya ugyan nem befolyéasolja az
amiloid-B aggregatumok felhalmozodasat, ellenben Kkorlatozza az id6 el6rehaladtaval

jellemz6, fokozddd szinapsziszam-vesztést és mikrogliozist (Fonseca és mtsai., 2004b). A
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korabban uralkodo6 nézet szerint a koros fehérjeaggregatumok megjelenése elétt a Clq fehérje
elényos, neuroprotektiv hatasu a sejttormelékek eltavolitasanak eldsegitése altal, viszont az
amiloid-plakkok, illetve neurofibrillaris kdtegek felhalmozddésa sordn hozzajarul egy karos,
pro-inflammatorikus allapot kialakitdsahoz (Tenner és Fonseca, 2006).

Napjainkban a komplement-medialt szinapszisszam-vesztésre fokuszald kutatdsok
szamanak novekedésével mélysegeiben is egyre inkabb sikerult feltarni a jelenseg KIR-i
betegségekben jatszott szerepét, amely szemléletvaltashoz is vezetett. Amidta ismertté valt,
hogy a komplementrendszer klasszikus Utvonala képes a szinapszisok eltavolitasanak
inicialdsara (Stevens és mtsai., 2007), felmeriilt a lehetésége annak, hogy a komplement-
aktivacid a szinapszis- és neuronszam-vesztést nemcsak a fehérjeaggregaciot kovetd
gyulladasi reakcioban funkciondlva segiti el6. A legUjabb eredmények pedig valdban
alatdmasztottdk ezt a teoridt. Transzgenikus, amiloid-p-tultermeld, illetve vad tipusq,
valamint C1q és C3 fehérjet kifejez0, illetve C1g- és C3-hidnyos allatokon végzett, lokalis
amiloid-B beadassal, és idoézitett, reverzibilis és szelektiv Clg-gatlassal Kiegészitett
kisérletekben bebizonyitottak, hogy a szolubilis amiloid-f oligomerek a plakkok megjelenése
el6tt szinaptikus Clg-felhalmozddast okoznak. A Clg-jel6lés pedig szinaptikus C3-
lerakddashoz és a szinapszisok, C3-receptort kifejez6 mikroglia sejtek altali fagocitdzisdhoz
szintén Kkorlatozta a szinapszisok eliminécidjat az Alzheimer-kdr transzgenikus egér
allatmodelljeiben (Olmos-Alonso és mtsai., 2016; Spangenberg és mtsai., 2016). Az an.
fronto-temporalis demencia soran jelentkez szinapszisszam-vesztésért (Lui és mtsai., 2016),
és érdekes moédon, az un. nyugat-nilusi virus altal indukalt memdriaromlasért, és koros
szinapszisszam-csokkenésért is (Vasek és mtsai., 2016) szintén ez a mechanizmus tehetd
felelossé. Mindezek kovetkezteben megalkothatd egy egyre inkabb tdmogatott paradigma,
amely szerint a kognitiv hanyatlassal jaré betegségek, demenciak €és neurodegenerativ
korképek kialakulasanak egyik legels6 fazisa a fiziologiasnal nagyobb mértéki
szinapszisszam-vesztés, amelyet a lokalis komplementrendszer és a mikroglia sejtpopulaciok
kozremiikodve idéznek el6 (11. abra). A komplementrendszer és a mikroglia sejtek
egylttmikodésével Kivaltott szinapszisszdm-vesztés megakadalyozasa igéretes terapias
lehetéséget nyujthat a neurodegenerativ betegségek kialakulasanak, illetve progressziojanak
meggatlasaban.

Mindezek mellett természetesen nem lehet megfeledkezni a komplementrendszer mar
emlitett, ontogenezisben és minden bizonnyal a felndttkori plaszticitdsban jatszott szerepérdl

sem, amely azt sugallja, hogy a szinapszisok komplement komponensekkel val6 megjelélése
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fiziologias koriilmények kozott precizen szabalyozott, mig ,,fékezetleniil” Kiterjedt kérokat

okozhat.

Egészséges agy Korai Alzheimer-kor Késo6i Alzheimer-kor

Mikrogliézis és neurondlis
degeneracié

Szinapszis-vesztés

Szinaptikus kapcsolatok
bekebelezése

Ap oligorﬁgfek\‘

11. abra. A komplement-fiiggé mikroglidlis szinapszis-fagocitézis az Alzheimer-kor korai
stddiumaban. Az egészséges agyban a mikroglia sejtek motilis nydlvanyaik segitségével
folyamatosan monitorozzdk a kornyezetikben talalhatd szinaptikus kapcsolatokat. Az
Alzheimer-kor korai fazisaban, az amiloid-p (AP) oligomerek szinaptikus megjelenése
kovetkeztében felerdsodik a szinapszisok kijelolése mikroglialis fagocitozisra a komplement
komponens Clq és C3 szinaptikus lerakddasaval. A C3 receptorokat (CR3) expresszalo
mikroglia sejtek pedig bekebelezik az igy felismert szinapszisokat, mely mar erdteljes
szinapszisszam-vesztéshez vezet. Mindez megel6zi a késéi Alzheimer-korra jellemzd
patholdgiés elvaltozdsokat, igy a plakk-képzodés elérehaladasaval parhuzamosan fokoz6do
mikroglidzist és neuronalis degeneraciét (Hong és mtsai., 2016, nyoman).
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3. Célkitiizések

Kutatbmunkénk célja a fentiekben bemutatott neuroimmunolégiai interakciok
molekularis mechanizmusainak feltarasa. Az intenziv vizsgalatok ellenére e kdlcsdnhatasok
altal kifejtett, illetve az ezek hatterében allé molekularis valtozasok és folyamatok ismerete
még rendkivil hidnyos, igy munkéankat nagy-atereszt6képességili, explorativ vizsgalati
modszerrel inditottuk, amelyekkel a fehérjekészletre, illetve annak moddosuléasara
koncentraltunk. A tovabbiakban bemutatott neuroimmunologiai kélcsonhatasok proteomikai,
nagy-ateresztoképességii vizsgalati eljarasarol alapvetéen elmondhato, hogy un. ,,unbiased”
megkozelitést alkalmaz. E stratégia alapelve, hogy a mérési adatok alapjan felallitott
munkahipotézisre fokuszal. A Kkisérlet soran tehdt nem egy, vagy néhéany Kitlintetett, a
szakirodalmi informaciok alapjan feltételezhetéen relevans fehérje szerepére koncentraltunk,

hanem a proteomikai eredményeket alapul véve alakitottuk tovabbi kutatomunkankat.

3.1. A prenatéalis immunaktivacié rovid és hossza tavu proteomikai hatasanak

vizsgélata

e A patkdnyban a gesztaciés 13,5. napon, szisztémas, anyai LPS-kezelés hatasara, 24
Oraval késébb, az embriondlis telencephalonban bekovetkez6 molekularis valtozasok
vizsgélata.

o A kezelés hatasara az embriondlis telencephalon teljes szbveti proteomjaban
megjelend valtozasok kimutatasa kétdimenzios differencial gélelektroforézis (2-D
DIGE) technikaval és témegspektrometriaval.

o A proteomikai eredmények vizsgalata fuggetlen mddszerrel.

o Az eltér6 mennyiségben kimutatott fehérjék funkciondlis csoportositasa és a
gyulladassal 6sszefliggd fehérjevaltozasok értelmezése.

e Az el6z6 pontban ismertetett prenatalis immunaktivacié hatdsanak vizsgalata 35 napos,
him utédok szub-szinaptikus proteomjéra.

o Pre- és posztszinaptikus frakciok preparalasa patkany nagyagykeérgi mintakbol,
illetve a frakcionalas validalasa kiilonb6zo technikakkal.

o A kezelés hatasara a pre- és posztszinaptikus fehérjekészletben bekovetkezd
valtozasok vizsgalata proteomikai modszerekkel, kiilonb6zé gélelektroforetikus
technikakat is felhasznalva.

o A proteomikai vizsgalat validalasa fliggetlen modszerrel.
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o Az eltér6 mennyiségben kimutatott fehérjék funkcionalis csoportositasa és a

fehérjekészletek bioinformatikai analizise.

3.2. A felnéttkori immunaktivacié hatiasinak proteomikai vizsgilata — a

gyulladas epileptogenezist fokozé hatasanak molekularis hattere

e Az abszensz epilepszids rohamok generaldsara genetikailag fokozottan hajlamos, felntt
WAG/RIj patkdnyoknak szisztémasan beadott LPS, teljes szdveti proteomra Kifejtett
hatasanak kimutatasa az epileptogenezisben elsésorban érintett két agyterlleten, a fronto-
parietalis agykéregben, illetve a thalamusban.

o Az eltéré mennyiségben kimutatott fehérjék funkciondlis csoportositasa.

o A fehérjék szakirodalombol ismert kapcsolatainak vizsgalata az epilepsziéval,
gyulladassal és az alvas-ébrenléti ciklussal.

o A fehérjék szakirodalombdl ismert kapcsolatainak vizsgalata a gyulladési
reakcioval Osszefiiggd jelatviteli titvonalakkal, a periférias gyulladas kozponti

idegrendszeri hatdsanak jobb megértése érdekében.

3.3. Egy fiziologids neuroimmunoldgiai interakci6  bemutatasa: a
komplementrendszer szinapszisok eltavolitasaban jatszott, felnéttkori szerepének

proteomikai vizsgalata

e A komplementrendszer klasszikus utvonalat aktivalo C1q fehérje vizsgalata szinaptikus
preparatumokon.
o A Clq fehérje kimutatasa feln6tt egerek nagyagykérgi szinaptoszomainak
felszinén.
o A Clq fehérje kimutatasa pre- €s posztszinaptikus preparatumokban.
o A Clq fehérje kimutatasa human post mortem agymintakban.
o A potencidlis C1g-kotépartner, neurondlis pentraxin 1 (Nptx1) kimutatisa egér
nagyagykérgi szinaptikus preparatumaiban.
o A Clq és Nptx1 fehérjék kolokalizacidjanak vizsgalata.
e A Clq fehérjével ellatott, valamint a nem jel6lt szinaptoszomak elkllonitése és a
fehérjekészletiuk Gsszevetése.
o A Clg-jelolt és nem jeldlt szinaptoszomak elvalasztasa fluoreszcencia-aktivalt
sejtszortirozas (FACS) segitségével, valamint az elvalasztas validalasa.
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o A kilonvalasztott szinaptoszoma populdciok proteomjanak 0Osszevetése 2-D
DIGE technikaval és a szignifikansan eltéré mennyiségben jelenlévé fehérjék
azonositasa tomegspektrometridval.

o A megvaltozott fehérjék funkcionalis csoportositasa.

o A Clg-jeloleés hatterében all6 molekularis mechanizmusok bioinformatikai es

Kisérletes vizsgalata.

4. Anyagok és mddszerek
4.1. A felhasznalt anyagok

Az alapvetd laboratoriumi vegyszereket a Sigma-Aldrich cégt6l (St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok) vasaroltuk. Minden egyéb esetben, és specialis vegyszerek,
eszkdzok, berendezések felhasznalasanak emlitésénél feltintettlk a gyartd nevét és

szarmazasi helyét.

4.2. A kisérletekhez felhasznalt allatok és kezelésiik

A kovetkezokben felsorolt kisérletekben felhasznalt allatokat standard laboratériumi
kortlmények kozott tartottuk, 12-12 6rds fény-sotét ciklusban (vildgos periddus: 8:00-t6l
20:00-ig), 22 + 2 °C-os hémérsékletii szobakban. Biztositottuk az allatok taplalékhoz és
folyadékhoz vald szabad hozzaférését. A Kkisérletek alatt végig torekedtink az allatok
kontrollalatlan fert6zédésének megakadalyozasara.

A kovetkezokben felsorolt kisérletekben felhasznélt allatok tartasara és kezelésere
minden esetben teljesiiltek a kovetkezOkben leirt kovetelmények. Az allatok tartasa és
kezelése soran az Eurdpai Kozosségek Tanacsa 86/609/EEC kodu direktivajaban, az ,,Allatok
védelmér6l és kiméletérol” szolo, 1998. évi XXVIII. torvényben és az intézményi
eléirasokban foglaltak szerint jartunk el. Minden esetben torekedtink az allatok

szenvedésének és fajdalmanak, valamint a felhasznalt allatok szdmanak csokkentésére.
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4.2.1. A felhasznalt patkanyok és kezelésiik az 1. vizsgalatban

A kisérletekhez idére paroztatott, Wistar patkdnyokat hasznaltunk (Crl:WI torzs;
Toxi-Coop Zrt., Budapest, Magyarorszag). A vemhes patkanyok kezelt csoportjat (n = 6) a
gesztacio 13,5. napjan kezeltik 1 ml foszfat-pufferelt fizioldgias sooldatban (PBS) oldott,
intraperitonedlisan (i.p.), 20 pg/testtomeg kg dozisban beadott lipopoliszachariddal (LPS;
Escherichia coli, szerotipus: 0111:B4; Sigma-Aldrich), mig a kontroll csoportot (n = 6)
azonos térfogatl PBS-sel. A kezelt és kontroll allatok rektalis testhémérsékletét Ordnként
detektaltuk a kovetkezd 3 oraban. A kezelt és kontroll allatok testhomérséklete kozti
kilonbsegek statisztikai analizisehez kétmintas, kétvégii, Student-féle t-probat hasznaltunk.

A kezelést kovetben 24 Oraval a kezelt (n = 3) és kontroll (n = 3) allatok egy-egy
csoportjat 1 g/testtdbmeg kg ddézist uretan i.p. beadasaval altattuk. Ezt kdvet6en az allatok
haslregét felnyitottuk, a méhiket kipreparaltuk és eltavolitottuk a 14,5 napos embridkat. A
még a méhfallal és a magzatburkokkal koriilvett patkany embridkat eldszor jéghideg,
mesterséges agy-gerincveldi folyadékba (ACSF) helyeztiik. Ezutan egyesével Kipreparaltuk
az embriokat, és levalasztottuk azok kétoldali telencephalonjait. A vemhes anyanként ~12
embriobdl szarmazd telencephalon agymintdkat -80 °C-on taroltuk a késébbi
felhasznalasukig.

A kezelt (n = 3) és kontroll (n = 3) anyak masik csoportja zavartalanul megellette
kolykeit. A kolykoket a 25. posztnatalis napon (P25) kilonvalasztottuk anyjuktél, és
nemenként elkilonitve, 3-4 tagu csoportokban tartottuk. A P35. napon 6 kezelt és 6 kontroll
him utddot (anyanként 2-2 utdd) i.p. beadott, 1 g/testtomeg kg dézisu uretannal altattuk. Az
utddok agyat eltavolitottuk, jéghideg ACSF-ben rovid ideig mostuk, majd szarazjéggel hiitott
Petri-csészén levalasztottuk a kétoldali nagyagykérgeket. A nagyagykereg mintakat -80 °C-
on taroltuk a felhasznalasukig. Négy kezelt és 4 kontroll, P35 napos him utddot szintén
altattuk, majd transzkardialisan perfundaltuk azokat. A perfuziot elébb PBS-sel, majd 4%
(wt/vol) formaldehid, 0,1 M foszfat puffer (PB), pH 7,4 oldattal végeztiik, és a perfundalt
agyakat eltavolitottuk immunhisztokémiai vizsgalatra valo felhasznalasra.

A Kisérlet soran alkalmazott szubcellularis frakcionalasi eljaras validalasahoz tovabbi

felnott, him Wistar patk&anyokat hasznaltunk fel.
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4.2.2. A felhasznalt patkanyok és kezelésiik a 2. vizsgalatban

A Kisérlethez 12 db, 6 honapos, him WAG/RIj patkanyt (ELTE Savaria Egyetemi
Kdzpont, Szombathely, Magyarorszag) hasznaltunk és az allatkisérletes munka Dr. Kovacs
Zsolttal (ELTE Savaria Egyetemi Kozpont) kollaboracioban készilt. A kiserlet kezdetén az
allatokat 1 ml fiziolégias sooldattal, i.p. aton kezeltik naponta egyszer, 3 egymast kovetd
napon. A 3 napos kontroll periddus utdn a kezelt allatok csoportjat (n = 6) i.p., 1
mg/testtdmeg kg dozisban alkalmazott, 1 ml fiziol6gids sooldatban oldott LPS-szel, mig a
kontroll patkanyokat (n = 6) 1 ml fizioldgias séoldattal kezeltik. A kezelt és kontroll
allatokat 12 oraval a beavatkozas utan, i.p. beadott, 1 g/testtomeg kg dozisu uretannal altattuk
és agyukat eltavolitottuk. Az agyak ACSF-fel val6 mosasa utan, szarazjéggel hiitott Petri-
cseszén Kipreparaltuk a kétoldali fronto-parietalis agykérgeket, valamint a thalamusokat. Az

agymintakat -80 °C-on taroltuk a késobbi felhasznalasukig.

4.2.3. A felhasznalt egerek és kezelésik a 3. vizsgalatban

A Kkiserletekhez felné6tt (~4 honapos), him, Crl:NMRI BR egereket (Toxi-Coop Zrt.)
hasznaltunk. Cervikélis diszlokéacié utan eltavolitottuk az agyat, majd azt rovid idegig
jéghideg ACSF-ben mostuk. A kétoldali nagyagykérget ezutan lehiitott Petri-csészén
levalasztottuk, majd a kisérlet kovetelményeinek megfelelden, a mintat vagy -80 °C-on
taroltuk, vagy a tovabbiakban bemutatandé metodikai eljarasokra hasznaltuk fel kézvetlendil
azokat.

Bizonyos kisérlek soran elvégeztiik az allatok transzkardialis perfuzidjat is. Ekkor,
rovid izoflurdn-, majd uretén-altatast (1 g/ testtomeg kg dozis) kovetden, jeghideg ACSF-fel
végeztik el az egerek transzkardialis perfazidjat. A vér ilyen modon torténd eltavolitasa utan
végeztik el az agy, majd a nagyagykereg kipreparalasat. Immunhisztokémiai vizsgalatok
elvégzéséhez pedig az egerek elaltatasat kovetden a transzkardidlis perfuziot elébb 0,1 M PB,
pH 7,4, majd ezt kovetben, 2% (wt/vol) formaldehid, 0,1 M PB oldatokkal végeztik. Az
agyat ezutan eltavolitottuk a tovabbiak soran bemutatott immunhisztokémiai vizsgalatokhoz.

4.3. Human agymintak felhasznélasa

A 3. vizsgélat soran felhasznalt human agymintdk a Human Agyszovet Bank és

Laboratoriumb6l szarmaztak, amelyeket az intézmény vezetdje, Dr. Palkovics Miklds
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bocsatott rendelkezésiinkre. Az alanyok neme, életkora, a halalok és a mintagytijtésig eltelt,

post mortem id6 az 1. tAblazatban szerepel.

Minta szdma Nem Eletkor Post mortem id6 Halalok
Légzési
#112 férfi 45 3ora
elégtelenség
#178 férfi 43 4 6ra Ongyilkosséag
Guillain-Barré
#179 nd 70 6 ora )
szindréma
#180 férfi 73 6 ora Szivelégtelenség
#199 né 76 6 ora Szivelégtelenség
#213 férfi 75 5 6ra Szivelégtelenség

1. tAblazat. A kisérleti alanyok adatai.

4.4. A teljes szoveti mintak feldolgozasa és szubcellularis frakcionalasi eljarasok
4.4.1. A teljes agyszoveti mintak feldolgozésa

A teljes agyszOveti mintakat mechanikailag homogenizaltuk lizis pufferben (7 M
urea, 2 M thiourea, 4% (wt/vol) CHAPS, 20 mM Tris, 5 mM magnézium-acetat), Sample
Grinding Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Anglia) alkalmazasaval. A homogenizalt
mintékat ezutan 14 000 x g-vel, 1 éran keresztil, 4 °C-on centrifugaltuk. A fellliszo fehérjéit
acetonnal egy éjszakan at, -20 °C-on precipitaltuk. A fehérjéket masnap 14 000 x g-vel, 5
percig, 4 °C-on torténd centrifugalassal leiilepitettiik. A feliiluszo eltavolitasa utan a fehérje-

pelletet lizis pufferben felszuszpendaltuk és a mintakat -80 °C-on taroltuk felhasznalasukig.

4.4.2. A szinaptoszéma frakcié preparalasa

A szinaptoszoma frakcid preparalasa az eldszor Phillips és mtsai., 2001
kdzleményében publikalt, és Hahn és mtsai., 2009 altal modositott, szachar6z denzités-
gradiens centrifugalasi metodika szerint tértént. A preparalas soran a mintakat végig 4 °C-on
tartottuk, ¢és a homogenizalasi 1épésekhez eldre lehltott eszkézoket hasznaltunk. A
nagyagykéreg mintakat elészor mechanikailag homogenizaltuk 10-10 pl protedz- és
foszfatazgatld koktélt (Sigma-Aldrich) tartalmaz6, 0,1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 320 mM
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szachar6z oldatban, Dounce, small clearance szdveti homogenizalé (Sigma-Aldrich)
hasznalataval. A homogenizatum szachar6z koncentraciojat 1,25 M-ra allitottuk, és a mintara
azonos terfogatt, 1 M szachar6z, 0,1 mM CacCl, oldatot rétegeztink. Ezt kovetéen a mintat
ultracentrifugaltuk 100 000 x g-vel, 3 6rén keresztil, 4 °C-on. A szinaptoszomak frakciojat
az 1,25 M és 1 M szacharozt tartalmazé rétegek kozotti hatarrdl, fecskendével gytjtottiik
0ssze. A szinaptoszdma mintakon elvégzett direkt molekularis biologiai vizsgalatokhoz a
mintakat, a munka megkezdéséig -80 °C-on taroltuk. Ebben az esetben, a felolvasztast
kovetden ultrahangos szonikalassal a szinaptoszomakat roncsoltuk, a mintakhoz lizis puffert
adtunk és a feheérjéit kicsaptuk a 4.4.1. alfejezetben leirtak szerint. A szinaptoszdma mintak

egyéb feldolgozasanak leirasa a kovetkezo alfejezetekben olvashato.

4.4.3. Pre- és posztszinaptikus membran frakciok preparélasa

A preparalashoz az el6szor Phillips és mtsai., 2001 kdzleményében publikalt és Hahn
és mtsai., 2009 altal modositott szubcellularis frakcionalasi protokollt hasznaltuk. A szub-
szinaptikus frakciok elballitasa a 4.4.2. alfejezetben leirt metodika szerint preparélt
szinaptoszéma frakciobdl tortént. A preparadlast kozvetlenil a szinaptoszéma frakcid
eldallitasa utan kezdtik, és a mintdkat a munka sordn veégig 4 °C-on tartottuk. A
szinaptoszéma frakcidt 6tszoros térfogatd 0,1 mM CaCl, oldatban felszuszpendaltuk és a
mintat 15 000 x g-vel, 20 percig, 4 °C-on centrifugaltuk. A pelletet 5-5 ul proteaz- és
foszfatazgatld koktélt tartalmazd, 20 mM Tris, pH 7,4 pufferben szuszpendaltuk és a mintat
3-szor 10 masodpercig szonikaltuk. A mintdhoz végkoncentracioban 0,5% (wt/vol) digitonin,
0,2% (wt/vol) natrium-kolat és 0,5% (vol/vol) NP-40 detergenseket adtunk, majd 1 6ran
keresztll, 4 °C-on inkubdltuk azt. Ezt koveten, elébb 6tszords térfogati 0,1 mM CaCl,
oldatot, majd 5-5 pl protedz- és foszfatazgatld koktélt tartalmazd, végkoncentracioban 20
mM Tris, 1% (vol/vol) Triton X-100, pH 6 puffert adtunk a mintakhoz. Ujabb 30 percig, 4
°C-on torténdé inkubalas utan, a szinaptikus mintakat 35 000 x g-vel, 20 percig, 4 °C-on
ultracentrifugéltuk. Eltavolitottuk a detergens-kezelés hatasara szolubilizalt, pre- és
posztszinaptikus citoplazmatikus komponenseket a feliliszobol, majd a pelletet 0,1 mM
CaCl, oldatban felszuszpendaltuk és az ez utdbbi, Un. szinaptikus junkcio frakcioval
dolgoztunk tovabb. A mintaéval megegyezd térfogata, végkoncentracioban 20 mM Tris, 1%
(vol/vol) Triton X-100, pH 8 puffer hozzaadasa utan a szinaptikus junkciok frakcidjat 1 6ran

keresztul, 4 °C-on inkubaltuk. A magasabb pH-n torténé detergens-kezelés hatasara a pre- és
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posztszinaptikus membran elvalt egymastol, amelyek elkilonitéséhez a mintat 140 000 x g-
vel, 30 percig, 4 °C-on ultracentrifugaltuk. A feltiliszoban kaptuk meg a preszinaptikus
membranbdl és hozza asszocialt feherje-komplexekbdl allo, preszinaptikus frakciot (PRE),
mig a pelletben a posztszinaptikus membranbol, és a posztszinaptikus denzitasbol &llo,
posztszinaptikus frakciot (a frakcio gyakori roviditése szerint, a tovabbiakban: PSD). A PRE
frakciot fecskendOvel leszivtuk, a PSD frakciot pedig 0,1 mM CaCl, oldatban
felszuszpendaltuk. Az elektronmikroszkopos vizsgalatokra (lasd: 4.5. alfejezet) fel nem
hasznalt PRE és PSD preparatumok fehérjéit a 4.1.1. alfejezetben leirtak szerint precipitaltuk,

majd a mintakat -80 °C-on taroltuk.

4.5. Elektronmikroszkopos vizsgalat

Az elektronmikroszkdpos vizsgélatokat Kis Viktor (ELTE, TTK, Biologiai Intézet,
Anatomiai, Sejt- és Fejlédésbiologiai Tanszék) végezte.

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokat a szubcellularis frakcionalasi eljarasokkal
kapott szinaptoszoma, szinaptikus junkcié és PSD preparatumokon végeztik el. Frakcionként
négy-négy parhuzamos minta elektonmikroszkopiai vizsgalata tortént. A frakcionalés utan, az
eltérd siriiségii szacharoz-oldatok kozotti hataron taldlhatd szinaptoszomak frakciojat (lasd:
4.12. alfejezet), végkoncentracioban 2% (wt/vol) formaldehid (paraformaldehidbél frissen
depolimerizéltatva), 1% (vol/vol) glutaraldehid, 0,1 M Na-kakodilat puffer hozzéadasaval
fixaltuk. Az ultracentrifugalasi lépések utan kapott szinaptikus junkcio, illetve PSD
preparatumokat (lasd: 4.4.3. alfejezet) 0,1 mM CaCl, oldatban szuszpendaltuk fel, majd
hozzéadtuk a fenti 6sszetételii fixalo oldatot. A mintakat minden esetben 30 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten a fixalo oldatban. A fixalt mintakat leulepitettik 14 000 x g-vel, 20
percig, szobahdmérsékleten torténd centrifugalassal, a pelletet felszuszpendaltuk 0,1 M Na-
kakodilat pufferben, majd ajbdl letlepitettik. A pelletet 0,5% (wt/vol) ozmium-tetroxid,
0,75% (wt/vol) kalium-hexacianoferrat oldatban 45 percig uto-fixaltuk szobahémérsékleten.
A mintakat 1% (wt/vol) uranil-acetattal en bloc festettiik szobahdmérsékleten, 30 percig tartd
inkubalassal, majd dehidralast kovetden beagyaztuk LR White gyantaban (Sigma-Aldrich) a
gyartd utasitasai szerint. A mintakbol készitett ultravékony metszeteket (70 nm vastag) réz
mikrorostélyokra vittik fel (300 mesh grid; Sigma-Aldrich), majd 5 percig 1% (wt/vol)

uranil-acetat, és 30 masodpercig 6lom-citrattal kontrasztositottuk azokat. A mikrorostélyokon
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1év6 mintakat JEM-1011 elektronmikroszkép (JEOL, Tokyo, Japan) segitségével vizsgaltuk.
Az elektronmikroszkdpban hasznalt gyorsitofesziiltség 60 kV volt.

A mintékrol rogzitett felvételeket 11 megapixeles Olympus Morada kamera (Olympus
Corporation, Tokyo, Japdn) és IiTEM szoftver (Olympus Corporation) segitségével
készitettik. Minden mintarol 10-10 felvételt készitettink mikrorostélyonként, igy
frakcionként dsszesen 40 képet kaptunk.

A szinaptoszoma frakci® manualis analizis¢éhez 40 kiilonboz6 felvétel 5972

partikulumat vizsgaltuk meg, illetve klasztereztiik azokat.

4.6. Western blot

Az alébbi alfejezetben bemutatjuk a jelenlegi munkaban Aaltalanosan hasznalt
metodikat a kisérletekre specifikus jellemzok feltlintetésével.
Healthcare) segitségével, a gyartd utasitasai szerint. Két Kisérleti csoport adott fehérje
mennyiségének Western blot technikaval torténd Osszehasonlitdsakor ugyanannyi fehérjét
tartalmaz6 mintat vittiink fel a zsebekbe. A fehérje koncentracié meghatarozasa nem tortént
meg a FACS technikéval elkilonitett szinaptoszéma-populaciok analizise soran. Ez esetben
azonos szami szinaptoszomat gyujtottik és hasznaltunk fel, ugyanakkor a fehérje
koncentracié megéllapitasara nem volt lehetéségiink az elérhetd kis fehérje mennyiség miatt.

Az azonos mennyiségli fehérjét, illetve szinaptoszomat tartalmazd mintakhoz
megegyez6 térfogatl, kétszeres toménységli mintakezelé puffert (8% (wt/vol) natrium-
dodecil-szulfat (SDS), 3% (wt/vol) dithiothreitol (DTT), 24% (vol/vol) glicerin, 0,2%
(wt/vol) brémfenol-kék, 100 mM Tris, pH 6,8) adtunk és 5 percig, 96 °C-on inkubéaltuk
azokat. A fehérjék elvalasztasa Tricin-SDS diszkontinuus poliakrilamid gélelektroforézis
(PAGE) segitsegével tortént, Schagger, 2006 publikacidja alapjan. A felhasznalt felsd, tn.
tomorité gél akrilamid koncentracidja minden esetben 4% (wt/vol) volt, mig az also, an.
szeparalo gélé az elvalasztani kivant fehérje méretétl fliggben kiilonb6z6 (15%, 12,5% vagy
10% (wt/vol)). Az SDS-PAGE-t kovetden a gélben elvalasztott fehérjéket Hybond-LFP
PVDF membranra (GE Healthcare) transzferaltuk. A membrant 5% (wt/vol) szarvasmarha
szérum albumint (BSA) és 0,05% (vol/vol) Tween-20 detergenst tartalmazo, Tris-pufferelt
fizioldgias séoldatban (TBS) inkubaltuk 1 6rén keresztiil, szobahémérsékleten az aspecifikus
fehérje-fehérje kotédés blokkolasahoz. A poliakrilamid gélt 0,25% (wt/vol) Coomassie
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Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad Laboratories, Berkeley, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok),
50% (vol/vol) metanol, 10% (vol/vol) ecetsav vizes oldataval festettik. A blokkolas utan a
membrant elsddleges antitestet tartalmaz6 blokkold oldatban inkubaltuk 4 °C-on, egy
¢jszakan at. A felhasznalt elsddleges antitestek listaja a jelen alfejezet végén talélhato, a 2.
tablazatban. A membrant masnap 0,05% (vol/vol) Tween-20 tartalma TBS pufferben (TBS-
T) mostuk, majd masodlagos antitestet tartalmazd TBS-T-ben inkubaltuk 2 6éran keresztil,
szobahémérsékleten. A felhasznalt masodlagos antitestek listija szinten a 2. tablazatban
talalhat6. Végil a membrant TBS-T-ben, majd TBS-ben mostuk. A fluoreszcens jel
detektalasahoz Typhoon TRIO+ szkennert (GE Healthcare) hasznaltunk a fluoroféroknak
megfeleld lézerek és sziir6k alkalmazasaval. A gélképrol készitett felvétel rogzitését
GeneGenius Bioimaging System (Syngene, Cambridge, Anglia) késziilékkel végeztik.

A gel- és membran-felvételek denzitometrids kiértékelését ImageJ szoftver

(http://imagej.nih.gov/ij/; Abramoff és mtsai., 2004) segitsegével végeztik. Kezelés hatasara

bekovetkezd fehérjeszint valtozéas igazoldsakor haszndlt denzitometrids kiértékelés soran, a
specifikus fehérjéhez tartozo fluoreszcencia intenzitas értékét minden esetben normalizaltuk a
mintadhoz tartozd teljes fehérje mennyiséghez (Coomassie Brilliant Blue R-250 festék
intenzitasa a gél megfeleld zsebéhez tartozd sdvban). Ez a moddszer lehetdvé teszi az
eredmények kvantifikalasat az alapvetd sejtes feladatokat ellatd, ugyanakkor esetlegesen
valtozd mennyiségben jelenlévé un. ,, housekeeping” fehérjék szintjére torténé normalizalas
nélkil (Eaton és mtsai., 2013). Szintén a teljes fehérje mennyiség kimutatasahoz SYPRO
Ruby Protein Blot Stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesilt
Allamok) reagenst is hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. A statisztikailag szignifikans

valtozasok megéllapitdsahoz kétmintas, kétvégii Student-féle t-probat hasznaltunk.

Antitest neve Faj Fajspecifitas Higitas | Katalogusszam és forgalmazo

Elsédleges antitestek

sc-25856; Santa Cruz Biotechnology,

anti-C1gA nyul egér/patkany 1:200 | Dallas, TX, Amerikai Egyesilt
Allamok
anti-C1QA nyul human 1:500 | ab76425; Abcam, Cambridge, Anglia
anti-C1q nyul egér - ab182451; Abcam
MAZ1-048; Thermo Fisher Scientific,
anti-Camk2a egeér patkany 1:2 000 | Waltham, MA, Amerikai Egyesilt
Allamok
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o ; ) ) PA5-41004; Thermo Fisher
anti-Clicl nyul patkany/egér, stb. 1:500 S
Scientific
anti-aktiv ) ) ) ] STJ97448; St John’s Laboratory,
] egeér human/egér/patkany - _
kaszpaz 3 London, Anglia
anti-Mif nyul egér, patkany 1:500 |ab7207; Abcam
anti-Nptx1 kecske | egér/patkany/human | 1:200 | sc-12122; Santa Cruz Biotechnology
_ 20656-1-AP; Proteintech, Rosemont,
anti-Nptx1 nyul human/egér/patkany | 1:200 o i
IL, Amerikai Egyesult Allamok
_ ) ) ) ) 04-1066; EMD Muillipore, Billerica,
anti-Psd95 nyul egér/patkany/human | 1:2 000 o .
MA, Amerikai Egyesult Allamok
anti-Syp egeér egér/patkany/human | 1:100 | sc-55507; Santa Cruz Biotechnology
) ) ) ) ) 101 006; Synaptic Systems,
anti-Sypl csirke | human/patkany/egér - ) ) )
Gaottingen, Nemetorszag
anti-Vdacl nyul egér/patkany/human | 1:2 500 | AB10527; EMD Millipore
Maésodlagos antitestek
ECL Plex IgG- . PA43009; GE Healthcare, Little
kecske nyul 1:2 500 )
Cyb Chalfont, Anglia
ECL Plex IgG-
kecske egér 1:2500 | PA45011; GE Healthcare
Cy3
SC-362255; Santa Cruz
lgG-CFL 488 szamar kecske 1:1500 |
Biotechnology
IgG-Alexa Fluor ) ] L
188 kecske egeér 1:1 000 | A11001; Thermo Fisher Scientific
711-545-152; Jackson
19G-Alexa Fluor ) ) Immunoresearch Laboratories, West
Szamar nyul - o
488 Grove, PA, Amerikai Egyesult
Allamok
IgY-Alexa Fluor ] ) S
kecske csirke - A-21103; Thermo Fisher Scientific

633

2. tablazat. A felhasznalt antitestek listaja. A feltiintetett higitasi aranyok a Western blot

technika soran hasznalt ertékek, az antitestek mas metodikaknal hasznalt higitasi aranyai az

adott technika leirdsanal szerepelnek.
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4.7. Kétdimenziés poliakrilamid gélelektroforézis

A gél-alapt proteomikai vizsgélathoz 2-D DIGE technikat alkalmaztunk a GE
Healthcare gyartd A&ltal kifejlesztett fluoreszcens festékek és speciélis berendezések
felhasznalasaval, a gyartdé metodikai utasitasait kovetve. A munkaban izoelektromos
fokuszalason (IEF) és SDS-PAGE fehérjeszeparalason alapulo, hagyomanyos kétdimenzids
PAGE technikat, illetve benzildimetil-n-hexadecilammonium-klorid (16-BAC)- és SDS-
PAGE-re ¢épiilé eljarast is alkalmaztunk. A 2-D DIGE technikdhoz Minimal Labeling és
Saturation Labeling festést hasznaltunk. Az els6 festési eljaras soran lehetéség van egy gélen
megfuttatni és — normalizalast kovetéen — 6sszehasonlitani a kezelt és kontroll mintékat, a
gyakorlatban ~25-50 pg fehérje felhasznalasaval. A méasodik technika minddssze 5-5 pg
fehérje fluoreszcens festését is lehetévé teszi, a kezelt és kontroll mintadk ugyanakkor kilén
géleken futnak, osszevetésiik viszont ebben az esetben is normalizalas utan torténik. A
fluoreszcens fehérje-jel6lési technikak elvi hatterei és a metodika részletei a kovetkez6, 4.7.1.

alfejezetben olvashatok.

4.7.1. IEF/SDS-PAGE

A metodika elsd 1épésében meghataroztuk a proteomikai analizisnek alavetett 6-6
kezelt és kontroll minta fehérjekoncentracidjat 2-D Quant Kit segitségével, a gyarto utasitasai
szerint. Ezt kovetden beallitottuk a mintak pH-jat pH 8,5 (Minimal Labeling), illetve pH 8
(Saturation Labeling) értékekre. A Minimal és Saturation Labeling festési eljaras soran a
gyartd utasitasait kovettik. A Minimal Labeling metodika alkalmazasakor dimetil-
formamidban (DMF) oldott, kiilonb6z6 spektralis tulajdonsagi Cyanine (Cy), fluoreszcens
festékkel jeloltiik a lizin aminosav €-amino csoportjat. A reakcidt feleslegben adott lizin
hozzéaadasaval allitottuk le. A festési eljaras soran 3-3, 50-50 pg fehérjetartalmu, kezelt és
kontroll mintéat jel6ltiink Cy3, illetve Cy5 fluoreszcens festékekkel, a gyartd utasitasai szerint.
A tovabbi 3-3, szintén 50-50 ug fehérjetartalmi mintat pedig a festékeket felcserélve jeloltik.
A kisérleti csoporton bellli vegyes fluorofor felhasznalassal kikuszobolhetjiik a Cy3 és Cy5
festékek kozti kiilonbségekbdl adodod, potencidlis miterméket. Huszonot-huszondt pg
fehérjetartalm(, a 6 kezelt és 6 kontroll allatbdl szarmazd mintat egyesitettiink és 50-50 ug
fehérjetartalmi mintakat Cy2 fluoreszcens festékkel jeloltik. Egy-egy, véletlenszeriien, Cy5
vagy Cy3 festékkel jeldlt, kezelt valamint kontroll mintat, tovabba egy Cy2-vel jel6lt,

egyesitett”, ,,belsé standard” mintat futtattunk meg egy gélen. A Saturation Labeling festési
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eljaras soran a minta fehérjeit redukaltuk, majd DMF-ben oldott Cy3, illetve Cy5 festékkel
jeloltik a fehérjék szulfhidril-csoportjait. A technika alkalmazasakor egy-egy kezelt vagy
kontroll minta kildn-kiilon gélen futott egy-egy belsé standard mintaval egyitt. Ot-6t ug
fehérjetartalm( kezelt és kontroll mintat Cy5 festékkel, mig szintén 5 pg fehérjét tartalmazo,
belsé standard mintat Cy3 festékkel jeldltik. A kezelt és kontroll mintakat kulon-kilén
egyesitettiik egységnyi belsé standard mintaval.

A fluoreszcensen jelolt fehérjéket tartalmazé mintdkhoz, a fentiekben leirt
egyesitéseket kovetéen Un. rehidratacios puffert (8 M urea, 4% (wt/vol) CHAPS, 1,5%
(vol/vol) glicerin, 130 mM DTT, 0,5% (vol/vol) IPG puffer) adtunk. Egy éjszakan at tartd
inkubalassal a mintat Immobiline DryStrip gélbe (24 cm; pH 3-10, nem-lineéris) juttattuk. A
fehérjék izoelektromos fokuszalasat masnap végeztik Ettan IPGphor 3 IEF Unit késziilék
segitségevel, az alabbi fokuszalasi bedllitasokkal: 1.: 30 V, 2 6ra; 2.: (gradiens) 500 V, 3 6ra;
3.: (gradiens) 2000 V, 4 o6ra; 4.: (gradiens) 8000 V, 8 ora; 5.: 8000 V, 6 ora. A fokuszalast
kovetéen a fehérjéket equilibrald pufferben (6 M urea, 30% (vol/vol) glicerin, 2% (wt/vol)
SDS, 0,002% (wt/vol) brémfenol-kék, 75 mM Tris, pH 8,8) redukéltuk 0,1% (vol/vol)
merkaptoetanollal, majd karbamidometilaltuk 2,5% (wt/vol) jodacetamiddal. Ezt kovetéen a
cm-es) poliakrilamid gélre, majd 0,5% (wt/vol) agardzzal rogzitettiik. A masodik dimenzids
fehérje-szeparalds egy Ettan DALTsix Electrophoresis System hasznélataval, ~4 Oran &t
tartott.

Az izoelektromos fokuszalas és az azt koveté SDS-PAGE reven fehérje-foltokba
futott fehérjék mennyiségét, azok fluoreszcencia intenzitasan keresztil detektaltuk egy
Typhoon TRIO+ szkenner alkalmazéséval. A hasznalt 1ézereket és sziir6ket a Cy festékeknek
megfeleld konfiguraciod szerint alkalmaztuk. A fotoelektron-sokszorozd csé (PMT) detektort
~600 V fesziltség beallitasaval hasznaltuk.

A beolvasott gélek fehérje-foltjainak szoftveres analizisét DeCyder 2-D Differential
Analysis Software segitségével végeztilk. A szoftver elsé, un. DIA (Differential In-gel
Analysis) moduljaban, automatizalt keresést kovetd manualis ellenérzéssel megallapitottuk a
valos fehérje-foltokat és kizartuk a mitermékeket minden egyes gélképen. Az un. BVA
(Biological Variation Analysis) modulban pedig 6sszepéarositottuk az azonos fehérje-foltokat
a kiilonbozo géleken. Az dsszeparositas alapos manudlis ellendrzését kovetden, szintén ebben
a modulban allapitottuk meg az egyes fehérje-foltok valtozasanak mértékét a ket kisérleti

csoport kdzott. A statisztikailag szignifikans valtozdsok megéallapitdsdhoz kétmintés, kétvégii
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Student-féle t-prébat hasznaltunk az 1. és 2. kiserletben, illetve parositott, kétvégli Student-
féle t-probat a 3. kisérletben.

A statisztikailag szignifikans valtozast mutato fehérjék azonositasa egy un. preparativ
g¢élb6l tdmegspektrometriai Gton tortént (lasd: 4.8. alfejezet). Az azonositas céljabol
végrehajtott kétdimenzids PAGE a fentiekben leirtak szerint tortént az alabbi kilénbségekkel:
i) minddssze egy, 800 pg fehérjét tartalmazo mintat futtattunk, amely azonos mennyiségii
kezelt és kontroll minta egyesitésébdl allt (illetve szortolds nélkiil eldallitott szinaptoszéma
preparatumbdl a 3. kisérletben), ii) nem jeloltik a fehérjéket fluoreszcens festékekkel a
futtatas elétt, iii) a fehérjéket az SDS-PAGE-t kovetéen, Coomassie Brilliant Blue G-250
(Merck Millipore, Billerica, MA, Amerikai Egyesilt Allamok) festékkel tettiik lathatova. A
statisztikailag szignifikans valtozast mutatd és teljes biztonsaggal beazonosithatd fehérje-
foltokat manualisan, pipettaheggyel vagtuk ki a gélbdl. A géldarabokat 1% (vol/vol) jégecet

vizes oldataban, 4 °C-on taroltuk a tomegspektrometriai azonositasig.

4.7.2. 16-BAC/SDS-PAGE

A modositott kétdimenzios PAGE metodika elsé 1épésében ugyancsak meghataroztuk
a proteomikai analizisnek alavetett 6-6 kezelt és kontroll minta fehérjekoncentréciojat 2-D
Quant Kit segitségével, a gyartd utasitasai szerint. A kisérletben felhasznalt, 30-30 ug fehérje
fluoreszcens jelolését a 4.7.1. alfejezetben részletezett, Minimal Labeling technika szerint
végeztik.

A hasznalt 16-BAC/SDS-PAGE technikat els6ként MacFarlane, 1989 irta le.
Munkank soran a Hartinger és mtsai., 1996 altal kidolgozott protokollt alkalmaztuk, a
fehérjék fluoreszcens jelolésével kiegészitve, néhany mddositassal. A fluoreszcensen jelolt,
¢s a kisérleti csoportoknak megfelelden egyesitett mintdkhoz kétszeres toménységii puffert
(10% (wt/vol) 16-BAC, 7,5 M urea, 10% (vol/vol) glicerin, 225 mM DTT és 0,05% (wt/vol)
Pyronin Y) adtunk. Az elsé dimenziés fehérje-szeparélas savas PAGE (pH 2,1) segitségével,
2,5 mM 16-BAC tartalmd, 7,5% (wt/vol) akrilamid gélben tortént Ettan DALTSIiX
Electrophoresis System hasznalataval, ~10 oran keresztil. A futtatas utan kivagtuk az elvalt
fehérjeket tartalmazd gélcsikokat, majd a fehérjéket egy éjszakan at fixaltuk
izopropanol:ecetsav:desztillalt viz 3,5:1:5,5 térfogataranyl elegyében. A fehérjéket masnap
equilibraltuk a 4.7.1. alfejezetben leirt kértlmenyek kozott, és a gélcsikokat 8,5% (wt/vol)
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akrilamid gélre helyeztlk, illetve azokat 0,5% (wt/vol) agardzzal rogzitettik. A masodik
dimenzios fehérjeszeparalast hagyomanyos SDS-PAGE segitségével végeztik.
A geélek szkennelése, a gélképek kiértékelése, és a fehérje-foltok manualis kivagasa a

4.7.1. alfejezetben leirtakkal megegyez6 modon tortént.

4.8. Tandem tomegspektrometriai (MS/MS) fehérjeazonositas

A fehérjék azonositasa az 1. kisérletben részben a Dr. Drahos Laszl6 vezette MTA
TTK, MS Proteomikai Kutatécsoportban, részben a Bécsi Orvostudoméanyi Egyetemen, Dr.
Gert Lubec proteomikai laboratériumaban készilt, a 3. kisérletben szintén az MTA TTK, MS
Proteomikai Kutatocsoportjaban, mig a 2. kisérletben a Szegedi Tudomanyegyetemen, az
Orvosi Vegytani Intézetben, Dr. Jandky Tamas laboratériumaban készult. A fehérjék gélen
belili, triptikus emésztési munkajaban, valamint az adatok szoftveres kiértékelésében aktivan
részt vettem.

A fehérjék geélen belli, triptikus emésztése Shevchenko és mtsai., 2006 protokollja
alapjan tortént, kisebb maddositasokkal. A kivagott géldarabokat elészor Milli-Q vizben, majd
acetonitril:Milli-Q viz/1:1 (vol/vol) elegyében, végul acetonitrilben mostuk 15-15 percig, ezt
kovetden pedig kiszaritottuk miVac Duo Concentrator (Genevac, Ipswich, Anglia)
segitségével. A fehérjéket redukaltuk 10 mM DTT, 100 mM ammdnium-bikarbonat oldatban
45 percig, 56 °C-on torténd inkubalassal, majd karbamidometilaltuk 54 mM jodacetamid, 100
mM ammonium-bikarbonat oldatban, 30 percig, sotétben, szobahémérsékleten valo
inkubalassal. A géldarabokat ezutan 100 mM ammonium-bikarbonatban 15 percig mostuk,
majd acetonitrilben addig inkubaltuk, ameddig 6ssze nem zsugorodtak. A géldarabok
kiszaritasat kovetden a fehérjéket tripszinnel emésztettiik (Promega, Madison, W1, Amerikai
Egyesiilt Allamok), egy éjszakan at, 37 °C-on. A triptikus peptidek gélbdl torténd kivonasa
1% (vol/vol) hangyasav oldatban, majd 25% (vol/vol) acetonitril, 1% (vol/vol) hangyasav
oldatban, végil acetonitrilben, 30-30 percig torténé inkubalassal, és adott id6kozonként,
vortexeleéssel tortent. A peptideket, kiszaritasukat kovetden, ujra feloldottuk 0,1% (vol/vol)
hangyasav oldatban a hagyomanyos, IEF/SDS-PAGE technika esetén, illetve 5 mM
ammonium-bikarbonét oldatban a 16-BAC/SDS-PAGE modszer alkalmazasakor.

Az 1. és 3. kisérletben, a hagyoméanyos, IEF/SDS-PAGE vizsgalatok soran, Ultimate
3000 RSLC Nanosystem folyadék kromatografids rendszerrel (Dionex, Sunnyvale, CA,
Amerikai Egyesult Allamok) kapcsolt, amaZon, 3D high capacity ion trap
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tomegspektrométert (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) hasznaltunk, CaptiveSpray
ionforras  (Bruker Daltonics) alkalmazasaval, HyStar szoftver (Bruker Daltonics)
koordinalasaval. A mintakat PepMap100 C-18 (300 um x 5 mm) trap oszlopba (Thermo
Scientific, Sunnyvale, CA, Amerikai Egyesilt Allamok) injektaltuk, 30 pl/perc aramlasi
sebességgel. A peptidek szeparalasat Acclaim PepMap RSLC (75 pm x 50 cm) szeparalo
oszlop (Thermo Scientific) segitségével végeztiik, 300 nl/perc aramlasi sebesség mellett. Az
alabbi gradienst alkalmaztuk: 4% B oldat 0.-t6l 4. percig, 4-13% B oldat 4.-t61 10. percig, 13-
35% B oldat 10.-t61 45. percig, 35%-90% B oldat 45.-t61 46. percig, 90% B oldat 46.-t6l 51.
percig, 90-4% B oldat 51.-t61 51,5. percig, amit egy equilibracids Iépes kovetett az 51,5.-t61 a
65. percig (A oldat: 0,1% (vol/vol) hangyasav desztillalt vizben, B oldat: 0,08 % (vol/vol)
hangyasav 80% (vol/vol) acetonitrilben). A tomegspektrometriai azonositas pozitiv ion-
modban, 400-1400 m/z tartoményban tortént, és 50-3000 m/z tartomanyban az MS/MS
azonositas soran, az informacio-fliggé adatgyijtés alatt.

A 2. kisérletben, a hagyomanyos, IEF/SDS-PAGE vizsgalatok soran Agilent 1100
Series nano-LC folyadék kromatografids rendszerhez (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) kapcsolt Agilent LC-MSD XCT Plus ion trap
tomegspektrométert (Agilent Technologies) hasznaltunk. A kromatografids rendszerben a
minta-dasito/sdomentesité moédban ZORBAX 300SB-C18 (300 um x 5 mm) oszlopot (Agilent
Technologies), mig a peptidek kromatogréfias szeparalasa soran ZORBAX 300SB-C18 (75
pm x 150 mm) oszlopot (Agilent Technologies) alkalmaztunk. A peptidek eldcidja 300
nl/perc aramlasi sebességgel tortént, 100% A oldatbol (0,1% (vol/vol) hangyasav desztillalt
vizben) 40% B oldatba (0,1% (vol/vol) hangyasav acetonitrilben) 25 perc alatt atmend
gradienssel. A pozitiv ion-modban torténé tomegspektrometriai peptid-azonositas, a 300-
1600 m/z tartomanyban tortént, mig az MS/MS azonositas 100-1800 m/z tartomanyban, az
automatizalt, informacio-fiiggd adatgytijtés alatt.

Az 1. kisérletben alkalmazott 16-BAC/SDS-PAGE eljaras utan a fehérjék azonositasa
nanoAcquity UPLC folyadek kromatografias rendszerhez (Waters Corporation, Milford, MA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) kapcsolt Q-ToF Premier tomegspektrométer (Waters
Corporation) segitségével tortént. A mintakat Symmetry C18 (180 pm x 20 mm) trap
oszlopba (Waters Corporation) injektaltuk, majd a kromatogréafias elvalasztast Symmetry C18
(75 pm x 200 mm) (Waters Corporation) analitikai oszlopon végeztiik. A peptidek elicidja
250 nl/perc aramlasi sebességgel tortént az alabbi gradiens alkalmazasaval: 3%-tol 8% B
oldat 4 perc alatt, 65 percig tartdé gradiens 40% B oldatig, 2 percig tartdé gradiens 40%-t0l
75% B oldatig, 2 percig tartd atmenet 3% B oldatig, majd 18 percig tartd equilibralds (A
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oldat: 0,1% (vol/vol) hangyasav desztillalt vizben, B oldat: 0,1% (vol/vol) hangyasav
acetonitrilben). A peptid-azonositds a 400-1800 m/z tartomanyban, az informacid-fiiggéd
MS/MS adatgyijtés az 50-2000 m/z tartomanyban tortént.

A fehérjék azonositadsa, a tomegspektrometriai adataik alapjan a Mascot Server
(Matrix Science, London, Anglia) szoftvercsomag segitségevel tortént, a 2. Kisérletben
X!Tandem keresémotor (http://www.thegpm.org/tandem/) hasznalataval kiegészitve. A
fehérjék azonositasa soran minden esetben az elérhetd legjabb SwissProt adatbazist
hasznéltuk, egy hidnyz6 hasitési hely engedélyezésének, a karbamidometilalt cisztein fix
modosulas és az oxidalt metionin lehetséges modosulas beéllitasaval. A legalabb két,
kiilonb6zé peptiddel azonositott fehérjéket fogadtuk el valésan azonositottaknak. A
fehérjeazonositéasi adatok szoftveres kiértékeléséhez, a nagy biztonsaggal kimutatott fehérjék
meghatarozasahoz Scaffold 4 szoftvert (Proteome Software, Portland, OR, Amerikai Egyesult
Allamok) hasznaltunk. A legalabb 95% folotti, a program altal kalkulalt, valoszintiséggel

azonositott peptideket, illetve fehérjéket fogadtuk el valos azonositasnak.

4.9. Kétdimenzios Western blot

Az Nptx1 fehérje poszttranszlaciés moddosulasainak vizsgalatdhoz alkalmaztuk a
technikat egerek nagyagykérgébol a 4.4.2. alfejezetben leirtak szerint preparalt szinaptoszéma
mintak felhasznalasaval. Az eljards soran 1 mg fehérjét tartalmazé minta fehérjéit a 4.7.1
alfejezetben leirtak szerint elvalasztottuk kétdimenzids gélelektroforézissel a fehérjék
fluoreszcens festékkel torténd jelolése nélkiil. Ezt kovetéen a gélben 1évo fehérjéket
membranra transzferaltuk a 4.6. alfejezetben foglaltaknak megfeleléen, majd megfestettiik
elébb a foszforilalt fehérjéket Pro-Q Diamond Phosphoprotein Blot Stain Kit (Thermo Fisher
Scientific), majd a membran teljes fehérje mennyiségét SYPRO Ruby Protein Blot Stain
hasznalataval, mindkeét esetben a gyartd utasitasait kovetve. A fluoreszcencia detektalasahoz
Typhoon TRIO+ szkennert hasznaltunk, majd a membranokat a 4.6. alfejezetben irtakat
kovetve inkubaltuk eldbb 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten blokkolé pufferben, majd
blokkolo pufferben higitott anti-Nptx1 (Proteintech) elsédleges antitesttel egy éjszakan at, 4
°C-on, amit masnap a megfelel6 masodlagos antitesttel (ECL Plex 1gG-Cy5) valo inkubalas

és a membran szkennelése kovetett.
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4.10. Immunhisztokémia

Az 1. és 3. kisérletsorozatban egyarant vegeztiink immunhisztokémiai vizsgalatokat.
El6szor az 1., a prenatalis immunaktivacio hatasat vizsgald kisérletsorozathoz hasznalt
immunhisztokémiai eljarast mutatjuk be, melyben nélkilézhetetlen segitséget nyujtott Gellén
Barbara munkatarsam (ELTE, TTK, Biologiai Intézet, Proteomikai Laboratorium). A
transzkardialisan perfundalt patkdnyok agyat 4% (wt/vol) formaldehid, 0,1 M PB, pH 7,4
oldatban utd-fixaltuk 24 6rén keresztil, majd tovabbi két napig 20% (wt/vol) szachar6z, 0,1
M PB, pH 7,4 oldatban tartottuk azokat. Ezt kovetéen 40 pm-es koronalis metszeteket
készitettiink a szarazjéggel lehiitott agyak nagyagykérget is tartalmazo teriiletébdl Leica
SM2000R szankamikrotom (Leica Biosystems, NuRloch, Németorszag) segitségével. Az
agyszeleteket 0,1% (wt/vol) natrium-azidot tartalmazé, 0,1 M PB, pH 7,4 oldatban taroltuk, 4
°C-on felhasznalasukig.

Az immunhisztokémiai vizsgalatot az els6dleges somatosensoros, valamint a
prefrontalis agykérgi teriileteket tartalmaz6 metszeteken végeztik el. Az immunhisztokémiai
eljaras soran minden esetben egy-egy kezelt és kontroll &llatbol szarmaz6 metszetet jeloltik
és inkubaltuk egydtt, egy taroloivegben. A metszeteket el6szér 10 mM citrat pufferben, pH
6,0 inkubaltuk, 70 °C-on, 1 Orédn keresztul. Ezt kdvetéen Gjabb 1 o6ra, szobahémérsékleten
torténé inkubacio kovetkezett, 3% (wt/vol) BSA, 0,5% (vol/vol) Triton-X 100 és 0,05%
(wt/vol) natrium-azid tartalmu, 0,1 M PB-ben az aspecifikus fehérje-fehérje interakciok
blokkolasahoz. A metszeteket anti-Camk2a elsdleges antitesttel inkubaltuk, 1:200
higitasban, a fenti blokkold-pufferben oldva, két napig, szobahdmérsékleten, majd 1 Orén at,
szobahdmérsékleten, a szintén a blokkolo-pufferben oldott, 1:1 000 higitasban alkalmazott,
biotinilalt masodlagos antitesttel (kataldgusszam: 715-065-151; Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az ABC kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) reagenseivel, 1 6ran &t torténd
inkubaciéo utan a jelek eléhivasa 0,02% (wt/vol) 3,3’-diaminobenzidin (DAB) és 0,2%
(wt/vol) nikkel(I11)-szulfat tartalmd, 0,05 M Tris pufferrel (pH 8,0) tortént 0,001% (vol/vol)
hidrogén-peroxid hozzdadasa utan. A metszeteket ezt kovetéen zselatinnal boritott
targylemezekre helyeztik és egy éjszakan at szaradni hagytuk, majd maéasnap DPX
fedéanyaggal (Sigma-Aldrich) vontuk be.

A metszeteket egy Eclipse Ni-U mikroszkoppal (Nikon Instruments, Amsterdam,
Hollandia) vizsgaltuk, viladgos-latoteri modban. A metszetekrél 1600 x 1200 pixeles

felbontasu felveteleket készitettink SPOT Xplorer digital CCD kamera (Diagnostic

61



Instruments, Sterling Heights, M1, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével, 10-szeres
nagyitasu objektivvel (numerikus apertira = 0,30; Plan Fluor).

A felvételeket ImageJ szoftver segitségével értékeltiik ki. A Kiértékelés soran a
kisérleti csoportokat nem ismerve szdmoltuk meg a Camk2a-immunoreaktiv foltok szamat az
azonos méretli kortikalis teriiletet tartalmazo felvételeken. A statisztikai analizis soran
parositott, kétvégii Student-féle t-prébat alkalmaztunk, ahol a parokat az eljaras soran azonos
tarolouvegben tartott, kezelt és kontroll allatokbdl szarmazd mintak alkottak, ezzel
kikiszdbolve a festési eljaras esetleges kilonbségeib6l adodd miitermékek figyelembevételét.

A 3., a KIR-i komplementrendszer szerepét vizsgalo Kkisérletsorozatban az
alabbiakban Kkifejtett moddon végeztik az immunhisztokémiai eljarast. Az egerek
transzkardialis perfizidja utdn az agyakat eltavolitottuk és utd-fixaltuk azokat, 2% (wt/vol)
formaldehid, 0,1 M PB, pH 7,4 oldatban 3 6ran keresztiil, szobahOmérsékleten. A fixalod
oldatot ezt kovetéen 0,1 M PB oldatra cseréltiik és Leica VT1000S vibratommal (Leica
Biosystems) 60 pm-es, sagittalis metszeteket készitettlink, amelyeket ugyanebben a
pufferben, végkoncentraciéban 0,1% (wt/vol) nétrium-azid hozzaadasa utan, 4 °C-on
taroltuk. Az immunjeldlési eljaras kezdetén a metszeteket tobbszér TBS oldattal mostuk,
majd blokkolé pufferben (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 100 mM L-lizin, 3% (wt/vol) BSA,
0,2% (vol/vol) Triton X-100, pH 7,4) inkubaltuk azokat, 45 percig, szobahdmérsékleten. A
harmas immunjeloléshez a metszeteket elsddleges antitest pufferben (150 mM NaCl, 50 mM
Tris, 100 mM L-lizin, 1% (wt/vol) BSA, pH 7,4) inkubaltuk anti-C1q (1:1 000 higitasban),
anti-aktiv-kaszpaz 3 (1:100 higitasban), anti-szinaptofizin 1 (anti-Syp1) (1:500 higitasban)
antitestekkel 48 oran at, 4 °C-on. A metszetek TBS oldattal torténé mosasa utan azokat TBS-
ben higitott, anti-nyal, Alexa Fluor 488-konjugélt (1:400 higitasban), anti-egér, Cy3-
konjugalt (1:1 000 higitasban) és anti-csirke, Alexa Fluor 633-konjugalt (1:400 higitasban)
masodlagos antitestekkel inkubaltuk 3 oran keresztiil, szobahOmérsékleten. Végil a
metszeteket TBS oldattal mostuk, targylemezre helyeztilk és Agqua-Poly/Mount médiummal
(Polysciences, Warrington, PA, Amerikai Egyesilt Allamok) bevonva fedtik le. A
metszetekrdl a felvételeket konfokalis mikroszkoppal készitettik (lasd: 4.13. alfejezet).

4.11. A szinaptoszomék immunjel6lése

A 4.4.2. alfejezetben olvashatdak szerint preparalt szinaptoszomakat, a masnap

megkezdett immunjeldlésig 4 °C-on taroltuk. Az immunjeldlési protokoll soran, kezdetben, a
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sok esetben hasznalt PBS puffert hasznaltuk. Ez a kézeg a szinaptoszomak jelentds
aggregaciojat okozta, igy kezdeti vizsgalataink utan, az un. SET-puffert alkalmaztunk (320
mM szachar6z, 1 mM EDTA, 5 mM Tris, pH 7,4), amelynek hasznalata lehetoséget teremtett
tovabbi, aramlési citometriai munkakhoz is (lasd: 4.12. alfejezet). A kisérletben felhasznalt
els6dleges és masodlagos antitestek listaja szintén a 2. tAblazatban olvashato.

Els6 1épésben a szinaptoszomakat enyhén fixaltuk, 0,25% (wt/vol) formaldehiddel, 4
°C-on, 1 O6ran keresztiil tartdé inkubdldssal. A hasznalt enyhe fixdlas kell6 mechanikai
stabilitast biztosit az immunjel6lési és tovabbi munké&khoz, ugyanakkor nem rontja a
specifikus antigén-antitest kolcsonhatas kialakulasanak hatékonysagat (Schmid és mitsai.,
1991). Ezutdn a szinaptoszéma frakciét 1% (wt/vol) BSA tartalmu blokkol6 pufferben
inkubaltuk, 30 percig, szobahdémérsékleten. Ezt kovetden az elsddleges antitesttel vald
inkubalas kovetkezett a fenti blokkold pufferben 30 percig, szobahémérsékleten, a kisérlettol
fliggéen, anti-C1gA (1:30 higitas) és/vagy anti-Nptx1l (1:30 higitds, Santa Cruz
Biotechnology) elsddleges antitestekkel. Az inkubacio végével a mintakat két, a blokkolo
pufferrel torténd szuszpendalasi/lellepitési Iépéssel mostuk. Ezek utdn a mintékat blokkold
pufferben higitott ECL Plex 1gG-Cy5 (1:1 500 higitas), és/vagy 1gG-CFL 488 (1:200 higitas)
mésodlagos antitesttel inkubaltuk 30 percig, sotétben, szobahdmérsékleten. Az Un. negativ
kontroll mintdkhoz nem adtunk elsédleges antitestet, azonban minden eddigi és ez utani
kezelési 1épés megegyezett a tobbi mintanal alkalmazottal. Amennyiben az intracellularis
helyzetli szinaptofizin (Syp) vagy aktiv-kaszpaz 3 fehérjék kimutataséara is sziikség volt,
kétszeri TBS-es mosas utan gyenge permeabilizalas kovetkezett, 0,2% (vol/vol) Tween-20
detergens tartalma SET pufferel, 37 °C-on, 15 percig tartd inkubalas altal. A permeabilizalt
szinaptoszémakat ezutan anti-Syp (1:50 higitas) vagy anti-aktiv-kaszpaz 3 (1:100) antitesttel
inkubaltuk 30 percig, szobahémérsékleten, 1% (wt/vol) BSA tartalmu permeabilizald
oldatban, amit két mosasi lépés kdvetett. A mintakat ezt kovetéen 1% (wt/vol) BSA tartalmu
permeabilizal6 oldatban higitott anti-egér Alexa Fluor 488 fluoroférral konjugalt masodlagos
antitesttel (1:1 000 higitas) inkubaltuk. Ujabb, kétszer elvégzett mosast kovetéen a mintakat
atszlrtiik egy-egy 5 um porusatméréjii Durapore membransziirén (Merck Millipore), hogy
megvaljunk az esetleges szinaptoszoma aggregatumoktol és nagyobb szennyezddésektol,
sejttormelékektdl. Annexin V-jeldlés esetén, a sziirést megel6zden a szinaptoszéma frakciot
annexin V-koté pufferben (eBioscience, San Diego, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
felszuszpendaltuk, majd fluoreszcein izothiocianat (FITC)-konjugalt annexin V fehérjét
(katalogusszam: 640906; BioLegend, San Diego, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) adtunk a
mintdhoz a gyarto utasitasai szerint. A calcein-AM (katalogusszam: C3099; Thermo Fisher
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Scientific) jelolés szintén a szlirés elbtt tortént a gyartd utasitasai szerint. Végil, 0,5%
(vol/vol) Pluronic F-68 detergenst (Thermo Fisher Scientific) adtunk a mintdkhoz, amely a

kés6bbi munka soran potencialisan bekovetkez6é aggregacios folyamatokat meggatolta.

4.12. Aramlasi citometria és fluoreszcencia-aktivalt sejtszortirozas (FACS)

A szinaptoszdmak aramlasi citometriai analizisét és levalogatasat kozvetlenul az
immunjel6lési protokollt kovetden végeztik. A vizsgalatokhoz BD FACSAria Il &ramlési
citométert és sejtszortert (BD Biosciences, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
hasznaltunk. A készllék kezelését, az adatok rogzitését és feldolgozasukat BD FACSDiva
szoftver (BD Biosciences) segitsegével végeztik. A fluoroférok gerjesztéséhez 633 nm,
valamint 488 nm hulldmhosszu fényt kibocsato lezereket hasznaltunk. A szinaptoszomakat
tartalmazo folyadékcseppek generaldsdhoz 70 um-es Un. ,,nozzle-t alkalmaztunk. A készulék
bedllitasi paraméterei az aldbbiak voltak: elére iranyuld fényszords (FSC) PMT detektor
erGsitési beallitasa = 350 V; a detektor elé 1,5-6s tipusu sziir6t helyeztiink; oldalirdnyu
fényszoras (SSC) PMT detektor erdsitési beallitasa = 600 V; FSC kiiszobérték = 5000 (AU);
SSC kiiszObérték = 2000 (AU); allofikocianin (APC) csatorna (633 nm-es lézerrel
kompatibilis) PMT erdsitési beallitasa = 508 V, FITC csatorna (488 nm-es lézerrel
kompatibilis) PMT erdsitési bedllitasa = 455 V. A fényszoras és fluoreszcencia detektalasa
soran minden esetben a detektor altal generalt, az id6 fiiggvényében abrazolt elektromos jel
(pulzus) intenzitasanak gorbe alatti terlletét (pl. FSC-A (,,FSC-area”), APC-A) vettik
figyelembe. A mintainjektalé kamraban, valamint a szortolt mintakat tarolé egységben 4 °C-
os homérséklet volt.

A szinaptoszoma mintak analizise ¢és levalogatdsa el6tt a minta higitdsat és a
készlleken bellli aramlasi sebességet gy allitottuk be, hogy az az egyes szinaptoszomak
optikai jellemzoéinek (pl. fluoreszcencia) detektaldsa és feldolgozasa szamara optimalis
legyen (<20 000 esemény/perc beallitasara torekedtiink). Az aramlasi citometriai analizis
soran, a partikulumok méretérdl tajékoztatd FSC jel, valamint azok belsd granulaltsagarol,
komplexitasardl informéacidt nyujtd SSC jel alapjan, elészor kijeldltiik a szinaptoszomak
populaciojat, elkilonitve azokat az egyeéb sejttormelékektél és miitermékektl. A
tovabbiakban, az ebben a populacidban detektalt fluoreszcens jeleket hasznaltuk fel. A valddi
fluoreszcens jeldléssel ellatott szinaptoszémak megbizhato elkilonitéséhez megallapitottuk a

negativ kontroll minta altal generalt ,hattérfluoreszcenciat”. A valodi fluoreszcens jeloléssel
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ellatott szinaptoszomak csoportjanak kijel6lésekor a hatterfluoreszcenciat meghaladd
fluoreszcens jeleket vettuk figyelembe. A fluoreszcensen jel6lt és nem jeldlt szinaptoszomak
levalogatasat, kulonvalasztasat az an. purity szortoldsi beallitdssal végeztik, amely a
fluoreszcensen jeldlt és nem jeldlt partikulumokat a legszigorabb kritériumok alapjan kiloniti
el, igy a legprecizebb szétvalasztast teszi lehet6vé.

A kisérletnek megfelelé darabszamu szinaptoszoma szortolasat kovetden, az aramlasi
citometria soran tobbszordsére higult mintakat betdményitettik 100K Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit, membransziirével ellatott centrifugacsovekben (Merck Millipore). A
mintak fehérjéit kloroform-metanolos technikaval precipitaltuk (Fic és mtsai., 2010). Végul a
mintakat lizis pufferben felszuszpendaltuk és a tovabbi felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.
A szortolt szinaptoszdma frakcid elektronmikroszkdpos vizsgélatahoz sziikséges Iépéseket
(lasd: 4.5. alfejezet) a szinaptoszOma preparatum betoményitése utan kozvetlendl elkezdtiik.

A Clq fehérje szinaptikus kolokalizaciojanak kvantifikalasahoz az Nptx1, illetve az
apoptotikus marker, aktiv-kaszpaz 3 vagy annexin V fehérjékkel, szintén aramlasi citometriai
technikat alkalmaztunk. Az analizishez minden esetben, &llatonként 250 000 szinaptoszoma
mérési adatait hasznaltuk fel. A kolokalizacio mértékének statisztikai elemzéséhez parositott,
Student-féle t-prébat alkalmaztunk.

A FACS technikaval kapott adatok megjelenitéséhez FCS Express 5 szoftvert (De
Novo Software, Glendale, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk.

4.13. Konfokalis mikroszkopia

A mikroszkopos technikdt a szinaptoszomakrol és metszetekrdl készitett nagy
felbontast felvételek el6allitasahoz hasznaltuk. A szinaptoszomak konfokalis mikroszképos
vizsgalatat kozvetleniil az immunjel6lési protokollt kovetéen végeztiik. A vizsgalatokhoz egy
argonion lézerrel (excitacios maximum: 488 nm) és két hélium-neon lézerrel (excitacios
maximumok: 543 nm és 633 nm) felszerelt FluoView 500 konfokalis lézer pésztazé
mikroszképot (Olympus Europe, Hamburg, Németorszag) hasznaltunk. A miiszer kezelése
FluoView 5.0 szoftverrel (Olympus Europe) tortént. A mintak differencial interferencia
kontraszt (DIC), illetve fluoreszcencia modban torténd vizsgalatdhoz és a felvételek (1024 x
1024 pixeles felbontas) készitésehez 60-szoros nagyitast, olaj-immerzids objektivet
(numerikus apertdra = 1,10; Plan-Apokromatikus) hasznaltunk. A mikroszkdoppal készitett
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képek bedllitasait és feldolgozasukat FluoView 5.0 és ImageJ szoftverek segitségevel

végeztik.

4.14. Bioinformatikai analizis és irodalomkutatas

A proteomikai technikak segitségével azonositott, valtozo fehérjekészlet elemeit
minden esetben alapos irodalomkutatas és adatbazisok réven is vizsgaltuk. Az adatgyiijtés
sordn a szakirodalmi folyoiratokban publikdlt kozleményeken tal a UniProt
(http://www.uniprot.org), valamint a GeneOntology (http://www.geneontology.orqg)

adatbazisokat hasznaltuk. Mindezek alapjan elkészitettik a fehérjék funkcionalis
klaszterezését a sejtes folyamatokban betoltott szerepuk szerint.

A Vvéltoz6 fehérjekeszletben “feldisulé” funkciondlis kategoriak elemzéséhez DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 adatbazist és programot (http://www.david.abcc.ncifcrf.gov;

Huang és mtsai., 2009) hasznaltuk. A feltoltott fehérjék mellett, Gn. “hattérként” a megfelel6
faj, adatbazisban szerepl6 teljes, ismert génkészletét hasznaltuk. Az analizis soran az 6sszes
“biologiai folyamat” (“biological process”) és “molekularis funkcié” (“molecular function”),
GeneOntology annotacids kategoriat felhasznaltuk, kizarva a “sejtes lokalizacidé” (“cellular
components”) kategoériat, valamint a keresést kibovitettiik az osszes “atvonal” (“pathways”)
kategoriara. A felllreprezentalt funkcionalis kategoriak meghatarozasakor a Kritérium
legalabb két hozzatartozo fehérje besorolasa volt. A valtozo fehérjekészletben statisztikailag
szignifikansan feldlsult funkcionalis kategériak megallapitaséhoz maodositott Fisher-féle
egzakt tesztet (Hosack és mtsai., 2003) hasznéltunk. A teszt minden kategdriara egy
modositott p-értéket, un. EASE-értéket (Expression Analysis Systematic Explorer érték)
szdmol. Vizsgalatunkban a 0,05-nél kisebb, hamis felfedezési aranyra (“false discovery rate”)
vonatkozé Benjamini-Hochberg korrekcioval modositott, EASE-értékkel rendelkezd
funkciondlis kategoriakat tekintettik felllreprezentaltnak. A statisztikai szamitasokat az
analizishez hasznélt programban végeztik el. Eredményeinkben csak az elsé 15, legkisebb
korrigalt EASE-értékkel rendelkezé kategoriat tiintettiik fel, az eredmények konnyebb
kezelhetdsége érdekében.

A megvaltozd fehérjék potencialis, ko6zos szabalyozo elemeinek kereséséhez a
Pathway Studio 11.0 szoftvert (Elsevier Life Science Solutions) hasznaltuk. Olyan fehérjéket
kerestlink, amelyek, az altalunk manualisan is validalt, szakirodalmi adatok alapjan részt

vesznek tobb, megvaltozott fehérje expressziojanak, poszttranszlaciés modosulasanak, vagy
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lokalizéaciojanak szabalyozéasaban. Egy-egy szabalyozo fehérje és a szabalyozott, megvaltozo
fehérjek egy csoportja kozotti kapcsolat statisztikailag szignifikans megjelenésének
meghatarozasahoz, az alfejezetboen mar emlitett, mddositott Fisher-féle egzakt tesztet
hasznaltuk. A kozos regulatorok EASE-értékének, a fenti teszttel torténd kiszamolasahoz
2x2-es kontingencia tablazatokat hoztunk létre, amelyek az alabbi elemeket tartalmaztak: i) a
valtozo fehérjék szama, ii) a lokalis kapcsolatok szdma egy-egy ko6zos regulator és a
megvaltozott, szabalyozott feherjék csoportja kozott, iii) egy-egy kozds regulator
adatbazisban ismert 6sszes kapcsolatdnak szama, iv) az adatbazisban ismert 6sszes, egyedi
fehérje szama. A 0,05-nél kisebb EASE-értéket mutatd kozos regulatorokat tekintettiik
szignifikansan jelent6seknek. Az els6é 5, legkisebb EASE-értékkel rendelkez kozos
regulatort tiintettiik fel az eredményekben, a kdnnyebb kezelhetdség érdekében.

Ismert fehérjehdldzatok, valamint a megvaltozé feherjek kozotti interakciok
kereséséhez és megjelenitéséhez szintén a Pathway Studio szoftvert hasznaltuk. A fehérje-
fehérje interakciok kozott a fizikai kolcsonhatasokat, expresszids-, és poszttranszlacios
modositas-szintii — akar kolcsonds — kapcsolatokat vettiik figyelembe. Az interakciok
automatizalt megallapitasa utdn minden kapcsolatot ellendriztiink a kdlcsonhatdst bizonyito
hivatkozasaikon keresztil.

Egy adott fehérjekeszlet altal szabalyozott vagy az azt szabalyozd sejtes folyamatok,
fehérjék és egyéb elemek meghatarozdsahoz a Pathway Studio feldusulédsi analizisét
hasznaltuk, mely lehetévé tette adott szignifikancia szint mellett (p < 0,05, Fisher-féle egzakt

teszt) a potencialisan regulalt vagy regulalo szerepii entitasok megallapitasat.

4.15. Statisztikai analizis

Az adataink statisztikai analiziséhez és az eredmények megjelenitéséhez Origin
(OriginPro 2016, OriginLab) szoftvert hasznaltunk, amennyiben a kisérlethez hasznalt
specifikus szoftverekben (pl. DeCyder 2-D Differential Analysis Software) nem volt ra
lehetdség. A haszndlt statisztikai modszert az adott metodikai leirdsnadl minden esetben

feltlintettik.
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5. Eredmények

5.1. A prenatélis immunaktivacio rovid és hossza tava proteomikai hatasanak

vizsgélata

Az els6ként prezentalandd vizsgalatsorozatban bemutatjuk a prenatalis
immunaktivécié altal indukalt fejlédési zavar mogott rejlé rovid és hosszd tavd molekuléris,
fehérje-szintii eltéréseket. A beavatkozas kozvetlen hatdsanak vizsgalata elOsegitheti a
fejlodési zavar megértését a molekularis modosulasok alapjan feltételezhetd sejtbiologiai
valtozasok felismerésével. A kezelés utan hossz( tavon, az érett nagyagykéregben, a
szinaptikus proteom szintjén megjelend eltérésekbdl pedig kovetkeztethetiink a

funkciozavarok szinaptikus atvitelben gyokerezé okaira.

5.1.1. A prenatalis immunaktivacié rovid tdva hatdsai — az embrionalis

nagyagykéreg proteomjanak athangolasa

Az aldbbiakban bemutatasra keriil6 vizsgalatok célja annak feltarasa, hogy a proteom
szintjén milyen valtoz&sok kisérik az anyai immunaktivaciot 13-14. gesztacios napon 1évé
patkany embriok fejl6dé telencephalonjaban. Az igy kapott eredmények informaciot
nyujthatnak arrél, hogy miként modosul a fejlodé nagyagykérget felépitdé sejtek
intracellularis miikddése ¢€s extracellularis kornyezete, mely végill a nagyagykéreg

patholdgias kialakulasat eredményezi.
5.1.1.1. Az anyai testhomérséklet valtozasa a kezelést kovetden

Az LPS-beadast koveté immunaktivacid az anyaallatok fokozatosan emelkedd
testhdmérsékletét okozta az aldbbiak szerint: -0,16 + 0,22 °C (atlag + kdzépérték standard
hibaja) a beadast kovetéen 1 oraval, +0.38 = 0,12 °C a 2. oraban (statisztikailag szignifikans
valtozés a kontrollokhoz hasonlitva, p = 0,035), illetve +0,54 + 0,12 °C a 3. Ordban

(statisztikailag szignifikans valtozas a kontrollokhoz hasonlitva, p = 0,019).

5.1.1.2. Az embrionalis telencephalonban kimutathat6é proteomikai valtozasok 24

oraval a kezelés utan

Az akut, anyai gyulladasi reakcio kdvetkeztében, a folyamat elinditasa utan 24 éraval,
a 14,5 napos patkany embridk telencephalonjaban (12. abra) 16 fehérje spot fluoreszcencia
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intenzitasanak statisztikailag szignifikans valtozasat mutattuk ki vizsgalati technikankkal. A
fehérje spotok kozul 11 darab tomegspektrometriai azonositasara volt lehetOségiink,
melyekben Osszesen 16 kiilonbozo fehérjét mutattunk ki (13. &bra). Erdekes modon, a 16
fehérje kozul 15-6t talaltunk megndvekedett mennyiségben (a névekedés mértéke a 1,17—
1,43-szoros tartomanyba esett), mig minddssze egy fehérje szintje csokkent (-1,3-szoros

csokkenes) a kezelés hatasara (3. tablazat).

12. &bra. Felvétel a kisérlet soran felhasznalt egyik,
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13. abra. A prenatdlis LPS kezelést 24 oraval kévetden az embriondlis telencephalonban

megvaltozo mennyisegii fehérjéek a gélen.
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UniProt fehérje név ;Jgri]iré?/t \{égﬁ?&m‘fﬁf Sejtes funkcio
1 | 60S acidic ribosomal protein PO Rplp0 1,21 Fehérjeszintézis
2 | Adenine phosphoribosyltransferase Aprt -1,30 Purin metabolizmus
3 | Alpha-enolase Enol 1,27 Glikolizis
4 [ Chloride intracellular channel protein 1 Clicl 1,30 lontranszport
5 [ Cofilin-1 Cfl1 1,40 Mikrofilamentum organizécié
6 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F Hnrnpf 122 mRNS processzalas
7 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H Hnrnphl 1,43 mRNS processzalas
Hsc70-interacting protein St13 1,25 Chaperone
Macrophage migration inhibitory factor Mif 1,17 Pro-inflammatorikus citokin
10 | Protein disulfide-isomerase A6 Pdia6 1,25 Chaperone
11 | Rho GDP-dissociation inhibitor 1 Arhgdia 1,25 Sejtmotilitas szabalyozésa
12 | Secernin-1 Scrnl 1,42 Exocitozis szabalyozasa
13 :)—fc:?eTnETC repeat-binding factor 2-interacting Terf2ip 1,42 Transzkripcio szabalyozasa
14 | Tubulin beta-5 chain Tubb5 1,42 Citoszkeletalis
15 Eflqumn carboxyl-terminal hydrolase isozyme Uchll 1.25 Fehérje lebontés
16 | UV excision repair protein RAD23 homolog B Rad23b 1,42 E?S:}gi&ggg;gi;fjggﬁ

3. tablazat. A prenatalis immunaktivacié utan 24 6raval az embriondlis telencephalonban

detektalhatd proteomikai killénbsegek.

5.1.1.3. A telencephalon proteomikai elemzésével kapott eredmények értékelése

A vizsgélt teljes szOveti minta potencialisan tartalmazta a telencephalont az adott
embrionalis periddusban felépit6 valamennyi sejttipus sejten beliili organellumainak és a
citoplazmanak, tovabba az extracellularis kornyezet, szekretélt fehérjéinek Osszességet. A
kisérleti korilmények folytan, az eredményeink tehat a telencephalon legjelentdsebb, eredd
proteomikai kilonbségeit tartak fel a kezelésen atesett és kontroll csoportok kozott. A
fehérjék funkcionalis klaszterezése alapjdn leginkabb kiemelend6, hogy a megvaltozott
mennyiségll fehérjék kozott feliilreprezentiltak a fehérje szintézisben, feltekeredésben és
lebontasban érintett proteinek (a 16-bol 6sszesen 8 feherje jatszik szerepet az emlitett
folyamatokban; 3. tablazat). Az eredmény a proteom alapvetd athangolasara utal, melyben a
génexpresszios szabalyozo elemekt6l (Hnrnpf, Hnrnphl és Terf2ip) a transzlacion (Rplp0) és

fehérje feltekeredésen (Pdia6 és St13) at, az ubikvitin-medialt katabolizmusban eérintett
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(Rad23b és Uchll) fehérjék egyarant szerepelnek. Megjegyzendd, hogy koziiliik a telomer
ismétlédés-kotd faktor 2-interakcios fehérje 1 (Terf2ip) fehérje egyben az NFkB, gyulladasi
utvonal altal regulalt génexpresszid pozitiv szabalyozo faktora (Teo és mtsai., 2010). A
kialakuld/fejlodé nagyagykéregben az A&ltalunk vizsgalt, 13-14 napos korban intenziv
neurogenezis  es  sejtvandorlas  zajlik  (Clancy és  mtsai., 2007; és
http://www.translatingtime.net). Az intenziv motilitassal jellemezhet6 periddus LPS-indukalt
zavaréra utal, hogy a citoszkeleton dinamikus modosulasat alapvetéen befolyasolo fehérjéket
(Arhgdia és Cfl1) tovabba a sejtvaz egyik fontos épitéelemét (Tubb5) egyarant szignifikansan
megvaltozott mennyiségben detektaltuk. Az anyai gyulladasi reakcié kozvetlen pro-
inflammatorikus hatasara utal a magzat fejlodé KIR-ében, hogy az embrionalis nagyagykeérgi
mintaban Kimutattuk a pro-inflammatorikus citokin, makrofag migraciot gatlé fehérje (Mif)
megnovekedett mennyiségét, mely eredményt Western blot technikaval validaltunk is (14.
abra, A, B). Erdekes modon, a Mif fehérje a teoretikus, kalkulalt izoelektromos pontjanal
(teoretikus pI = 6,8) jelentdsen lugosabb tartomanyban helyezkedett el a kétdimenzios
gélelektroforézis utdn (13. &bra; ©sszehasonlitasul: RplpO teoretikus pl = 5,90, Enol
teoretikus pl = 6,16, Cfl1 teoretikus pI = 8,22). Ebbdl kifolydlag elmondhatd, hogy a megnétt
mennyiségii Mif fehérje feltételezhetéen egyben a protein egy poszttranszlaciosan médosult
formaja. A szakirodalombol ismert, hogy a Mif fehérje szamos poszttranszlaciosan eltérd
formaban lehet jelen a szervezetben (Magi és mtsai., 1998), tovabba kiemelendd, hogy a
fehérje mennyisége oxidalt allapotban, a redukalt formatol eltéréen, els6sorban patholdgids
allapotban emelkedik meg (Schinagl és mtsai., 2016). A Mif fehérje pontos poszttranszlaciés
modosulasa  kisérletiinkben ugyanakkor egyelére nem tisztazott. Erdemes tovabba
megemliteni, hogy proteomikai vizsgalatunk rdmutatott a klorid intracelluléris csatorna
fehérje 1 (Clicl) megndvekedett szintjére a kezelés hatasara. Ez utdbbi fehérje jelen lehet a
citoplazmaban, illetve beadgyazddhat a plazmamembranba, amelynek soran dimer
struktaraban, CI" ateresztésére képes ioncsatornaként funkcional (Littler és mtsai., 2004). A
Clicl plazmamembranba iranyito szignalszekvencia nélkil, szokatlan médon és topoldgiaval
épil a plazamembranba, mely folyamat a sejt redox allapotatdl fugg, amit a fehérje
kozvetlenil érzékelni képes (Singh és Ashley, 2006). Western blot technikaval nem talaltunk
mennyiségi killénbséget a Clicl fehérje expresszidjaban (14. abra, C, D), mely azt jelzi, hogy
a fehérje valamely poszttranszlaciésan mddosult formajaban kaptunk szignifikans ndvekedest
a proteomikai vizsgalatban. Mint emlitettiik, a Clicl redox-érzékel6ként poszttranszlacios

maodosulason megy at (oxidalodik), amely egyben a strukturalis valtozasok és a membranba
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valo beépiilésének kivaltdja, igy feltételezhetd, hogy az oxidalt forma ndvekedését
detektaltuk proteomikai vizsgalatunkban.

Osszegezve, elmondhatd, hogy az anyai gyulladasi reakcié proteomikai szinten is
megnyilvanulé hatassal birt, még a frakciondlasi eljarasnak ald nem vetett, teljes
telencephalikus embrionalis szdvetmintaban is, 24 éraval az akut gyulladési reakcio utan. A
megvaltozott fehérjekészlet szintjén tetten érhetd a pro-inflammatorikus hatas az embrionalis
KIR-ben is, tovabba kiemelkedik a fehérjeexpresszios es citoszkeletélis rendszer érintettsége.
A Clicl fehérje nettdé mennyiségi véaltozast ugyan nem mutatott, de az egyik detektalt,
poszttranszlaciésan modosult forméjanak fokozott megjelenése feltételezhetéen a

telencephalonban fellépd oxidativ stressz kdvetkezménye.

14, abra. A makrofag

A

v y)

2 migraciot gatld  fehérje
kontroll LPS < ik _ .
—14kDa g 1.04 (Mif) és klorid
g intracellularis csatorna
£ 05 . . y
5 fehérje 1 (Clicl) expresszio-
[r=4
< 2 0.0 valtozasanak vizsgalata
g ’
i xantrell LPS Western blot technikaval.
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8 anyak magzatainak (n = 6-
200 6) telencephalonjaban a
= kontroll LPS ) ) o
4 kezelés utan 24 oraval, a

megfeleld gélzsebekbe felvitt teljes fehérje mennyiség bemutatasaval. (B) A denzitometriés
kvantifikalas eredményeként lathatdé a Mif expresszidjanak fokozodasa az LPS-kezelés utan.
(C) Reprezentativ Western blot felvétel a Clicl fehérje mennyiségérél az (A) pontban
leirtaknak megfeleléen. (D) A denzitometrids kvantifikélads eredménye alapjan a Clicl fehérje
expresszidja a kontroll és LPS-kezelt csoport kozt statisztikailag szignifikans valtozast nem
mutat (nem szignifikans, n.sz.). Az atlag + kozépértéek standard hibaja felhasznalva; * p <
0,05.
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5.1.2. A prenatalis immunaktivacio altal indukalt hosszt tava valtozasok — az
adoleszcens utédok nagyagykérgi fejlédési zavara a proteom valtozasainak

tikrében

A kovetkezd vizsgalatsorozatban a kifejlodott, érett nagyagykéregben megjelend
proteomikai eltérések kimutatdsat vegeztuk el. Az adoleszcens koru patk&dnyokban maér
detektalhatdéak a viselkedési és egyéb funkciozavarok (Meyer és mtsai., 2009a), melyek
mechanizmusanak megértéséhez célzottan, kilon-kulon vizsgaltuk a pre- és posztszinaptikus

régio fehérjekészletét.

5.1.2.1. Az alomméret és az utdédok ivari eloszlasanak valtozasa az

immunaktivacio hatasara

A gesztaciés immunaktivaciéo hatékony befolydsold szerepét mutatja az 5.1.1.1.
alfejezetben bemutatott, anyai testhdmérséklet-valtozason tul, hogy hatast fejtett ki a vilagra
jott és életben maradt utédok szamara is. Mig a kontroll anyadllatok utédszama 13,3 + 1,05
(az atlag és a kozépérték standard hibaja felhasznalasaval), addig az LPS-kezelt anydké 9,5 +
1,21 volt, amely marginalisan statisztikailag szignifikans csokkenést jelent (p = 0,048) a
kezelés hatdsara. Az utddok ivari eloszlasa ugyanakkor nem mutatott jelentds eltéréseket,
amennyiben a him:ndstény utodok aranya 1,3 + 0,40 volt (nem szignifikans eltérés a két ivar

dsszehasonlitasakor, p = 0,63).

5.1.2.2. A nagyagykérgi mintdkon végzett szubszinaptikus frakcionalas validalasa

A prenatalis immunaktivacion atesett és kontroll utddok molekularis neurobioldgiai
vizsgalatat szubszinaptikus preparatumokon végeztiuk. A preparatumok validalasa a munka
kulcsfontossagu része, amely eredményeinek bemutatasa igy e helyen torténik. A validalas
magaban foglalta a neuronalis preparatumok morfoldgiai analizisét elektronmikroszk6pos
technika segitségével, illetve specifikus molekularis markerek kimutatasat Western blot
hasznélataval. Egy szubcellularis frakcio ultrastrukturalis, morfologiai vizsgélata
elektronmikroszkopia segitségével abban az esetben lehetséges, amennyiben az egy bizonyos
feliiletre letilepithetd, majd bedgyazhatd. A jelen kisérletben lehetségiink volt igy az allatok
nagyagykérgéb6l preparalt szinaptoszoma, szinaptikus junkcid, illetve posztszinaptikus

denzitas analizisére. A proteomikai vizsgalatra felhasznalt preszinaptikus membran frakcio
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viszont nem felelt meg e kritériumnak. Osszességében ugyanakkor elmondhatd, hogy a
szinaptoszéma, illetve szinaptikus junkcio frakciok megbizhatd becslést nyujtanak a
frakcionalasi 1épés elérehaladasardl, mig végul megkapjuk az elektronmikroszkopiéval
szintén vizsgalhatd posztszinaptikus denzitas preparatumot és annak, ekkor mar egyeddili,
komplementer parjat, a preszinaptikus membran frakciot. Az elsé Iépésben megkapott
szinaptoszéma preparatum a legrégebb oOta hasznalt és legjobban ismert szubcellularis
frakciok koze tartozik. A szinaptoszomak frakcidja az elektronmikroszkopos felvételen jol
lathatdan szinaptikus vezikulumokkal-teli, mitokondriumot tartalmaz6 preszinaptikus
axonterminalisokbol (esetenként ©nallé varikozitasokbol), és a hozzajuk kapcsolodo
posztszinaptikus kompartmentekbdl all (Whittaker, 1993) (15. abra, Al). A szinaptoszoma
preparatum manuéalis analizisével kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a frakcio
~85%-ban szinaptoszomakbol all, és az egyéb szennyezddések szama elhanyagolhatd (15.
abra, A2). A szinaptikus junkciok frakcidja mar minddssze a preszinaptikus aktiv zonat
tartalmazd preszinaptikus membranokbdl, illetve a hozzajuk kapcsolodo, esetenként jol
lathat6d posztszinaptikus denzitassal is asszociélt, posztszinaptikus membranbdl all (Hahn és
mtsai., 2009) (15. abra, B). Végiil, a posztszinaptikus denzitas frakcidja a tobbnyire levalt és
aggregalt, gomb-szerii posztszinaptikus denzitasbol, illetve a palcika-szerli posztszinaptikus
membranbol all (Cohen és mtsai., 1977; Carlin és mtsai., 1980) (15. abra, C).

Tovabbi validalast végeztink a frakciok molekularis Osszetételének vizsgalataval.

Tekintve, hogy a pre- és posztszinaptikus régiok molekuldris Osszetétele jelentds eltéréseket

mutat (6sszefoglalés: http://www.synprot.de/, szinaptikus fehérje adatbazis), igy a megfeleld
molekularis markerek detektalasaval kovetkeztethetlink a preparatum tisztasagara. Jelen
kisérletben vizsgaltuk a preszinaptikus Syp (Wiedenmann és Franke, 1985), illetve a
posztszinaptikus Psd95 (Cho és mtsai., 1992) fehérjék mennyiségéet a PRE és PSD
frakciokban egyarant. Habar a Syp fehérje elsdsorban a szinaptikus vezikulumok
membranjaban elhelyezked6, integrans membréanfehérje, ugyanakkor jelen van a
preszinaptikus membranban is a szinaptikus vezikulumok reciklizacioja kovetkeztében
(Wilhelm és mtsai., 2014), tehat hasznalhatd kisérletlinkben preszinaptikus markerként. A
pre- és posztszinaptikus oldal hatékony elvalasztasat igazolta, hogy a posztszinaptikus Psd95
fehérje mennyiségének szintje minddssze 3,6 + 0,5% volt a PRE frakciéban a PSD
preparatumban mérthez képest, mig a preszinaptikus Syp fehérje értéke csupan 11,6% + 2,2%

volt a PSD frakcidban a preszinaptikus mennyiséggel 6sszehasonlitva (15. abra, D-G).
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15. abra. A szinaptoszdma, pre- és posztszinaptikus frakcidk vizsgalata. A szinaptoszoma
frakcio (Al) a preszinaptikus, mitokondriumot (M) és szinaptikus vezikulumokat (SV)
tartalmazo axonterminalisbol és a hozza kapcsoldédd posztszinaptikus kompartmentbdl all,
melyben posztszinaptikus denzitds (PSD) is felismerhet. A szinaptoszdma frakcio
tisztasdgadnak manualis ellendrzésével kapott eredmények (A2). A szinaptikus junkcidk
frakcidjaban (B) a pre- és posztszinaptikus membran-kapcsolatok (SJ), illetve helyenként
posztszinaptikus denzitas (PSD) ismerhet6 fel. A posztszinaptikus membran/posztszinaptikus
denzitas frakcio (C) lefiiz6dott és aggregalddott PSD-bdl, illetve posztszinaptikus membran
fragmentumokbol all. Reprezentativ Western blot felvételen lathat6 a posztszinaptikus Psd95
(D) és a preszinaptikus Syp (E) fehérje mennyisége a posztszinaptikus (PSD), illetve
preszinaptikus (PRE) frakciokban (n = 6-6). A denzitometrias kiértékelés eredményei alapjan
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lathatd a Psd95 szignifikans feldusulasa a PSD (F), mig a Syp proteiné a PRE (G)
preparatumban. Mérce = 0,5 um; az atlag + kdzépérték standard hibaja felhasznalva; *** p <
0,001.

5.1.2.3. A nagyagykergi szinaptikus proteom véltozasa adoleszcens korban, a

prenatalis immunaktivacio kovetkezteben

A nagy-atereszt6képességli neuroproteomikai vizsgalathoz a kontroll és kezelt allatok
PRE, illetve PSD frakcidit két kiillonbozé gél-alapu proteomikai technikaval hasonlitottuk
0ssze. Mindkét technika hasznalata sordn kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézissel
végeztlk el a fehérjék elvalasztasat, azonban a két metodika, egymast kiegészitve lehetévé
tette, hogy a proteom rendkiviil széles spektrumban vizsgalhatova valjon. Az elsd,
konvencionalis, izoelektromos fokuszalasbol, illetve az azt kovetd SDS-PAGE elvalasztashdl
allé metodika (IEF/SDS-PAGE) altal lehetdség van a kb. 10-100 kDa molekulatomegi, Kb.
4-9 izoelektromos pont (pl) tartomanyba esd, els6sorban szolubilis, vagy kis mértékben
hidrofoéb fehérjék elvalasztasara, igy tovabbi analizisiikre (Chevalier, 2010). Habar az €16
szervezetben megtaldlhatd fehérjék tobbsége a fenti kritériumoknak megfelel, a vizsgalt
szinaptikus membran preparatumok esetében fontos volt kibdviteniink a detektalhatd fehérjék
listajat a 16-BAC/SDS-PAGE technika alkalmazasaval, amelynek soran a minta fehérjéi két,
molekulatdmeg alapjan torténd szepardlason mennek keresztiil. A fehérjék gélben torténd
elkiilontilését az egymast kovetd, de azonos elvl elvalasztas ellenére a gélelektroforézis
alapvetd kiilonbozosége biztositja: mig az elsé dimenzids szeparacio savas pH-n, a kationos
detergens 16-BAC jelenlétében torténik, addig a masik dimenziéban végezzik a
hagyoméanyos SDS-PAGE-t (MacFarlane, 1989). Ez a metodika megkeriili az izoelektromos
fokuszalashol adodo fehérje-szolubilitasi problémakat, igy lehetdség van a rendKiviil hidroféb
integrans membranfehérjék vizsgalatara is, illetve detektalhatdéak az extrém izoelektromos
pontl proteinek is. A 16-BAC/SDS-PAGE elvalasztast, a poliakrilamid gél akrilamid
optimalizaltuk. Mindezek altal, a kis és kozepes méretii, elsésorban szolubilis fehérjék
elvalasztasa és analizise az IEF/SDS-PAGE, mig a kozepes és nagy méretii, szolubilis és
hidrofob fehérjéké pedig a 16-BAC/SDS-PAGE technikaval tortent. A mindkét technika
esetén alkalmazott 2-D DIGE fluoreszcens fehérje-jel6lési és kvantifikalasi technika lehetové

teszi a rendkivil megbizhaté proteomikai analizist, potencidlisan akar tobb ezer kiilonb6z6
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fehérje esetén, ugyanakkor, természetesen a mintaban rendkiviil kis kdpiaszamban jelenlévé
fehérjek detekcioja jelenleg is limitacidt jelent.

Az |EF/SDS-PAGE vizsgalat soran a hatbdl legalabb 6t gélen megbizhat6an
azonositottunk 872 fehérje-foltot a PRE preparatum, mig 602 darabot a PSD frakcid analizise
végén. A 16-BAC/SDS-PAGE technikaval 140 PRE és 185 PSD fehérje-folt
Osszeparositasara ¢és elemzésére volt lehetdség. E fehérje-foltok koziil 62 (PRE) és 23 (PSD)
fluoreszcens intenzitdsdban mutattunk ki statisztikailag szignifikéns véltozést az IEF/SDS-
PAGE kisérletekben, mig ugyanez a szdm 16 (PRE) és 10 (PSD) volt a 16-BAC/SDS-PAGE
vizsgalatban. Mindez, az 6sszes detektalhato fehérje-folt szamat is figyelembe véve, kiterjedt,
rendkiviill sok fehérjét érinté eltérésre utal az utdbdok nagyagykérgi szinaptikus
fehérjekészletében. Fontos felhivni ra a figyelmet, hogy az ¢sszes kisérlet kombinalasaval jol
lathat6 a preszinaptikus oldal nagyobb érintettsége a posztszinaptikussal dsszehasonlitva. Az
IEF/SDS-PAGE és 16-BAC/SDS-PAGE Kkisérletek 0Osszesitésekor a szignifikansan
megvaltozott és Osszes elemezhet6 fehérje-folt aranya 78/1012 = 0,077 volt a PRE
preparatum, mig 33/787 = 0,042 a PSD frakcié esetében. Erdekes tovabba a fehérjék
mennyiségi valtozasait is megvizsgalni, tekintve, hogy a szubcelluléris frakcionélassal kapott
mintak sok esetben ,,felszinre hoznak™ olyan jelentés molekula mennyiségi Kilonbségeket,
amelyeket egyébként ,.elmaszkolnanak” az egyéb sejtkompartmentumokbodl és irrelevans
szoveti elemekbdl szarmazo, abundans fehérjék. A csokkend és novekvd fehérje mennyiségi
valtozasok az alabbi tartomanyokba estek: 1) 1,16-2,21 (atlag: 1,52) és -1,17—(-2,87) (atlag: -
1,54) az IEF/SDS-PAGE kisérletben a PRE frakciot vizsgalva, mig 1,2-51,79 (atlag: 1,52) és
-1,3-(-2,97) (atlag: -2,11) a PSD preparatumban; 2) 1,16-1,46 (atlag: 1,3) és -1,25 a 16-
BAC/SDS-PAGE kisérletben a preszinaptikus, mig 1,17-1,4 (atlag: 1,26) és -1,16—(-1,26)
(atlag: -1,22) a posztszinaptikus preparatumban (16. abra). A nagymértéki, tobb esetben
kétszeres értéket is meghaladd valtozasok szintén arra utalnak, hogy a kisérleti modellben
jelentds egyedfejlodési eltérés kovetkezett be, amely a szinaptikus prepardtumok szintjén
tetten érhet6. A tOmegspektrometriai uton azonositott, statisztikailag szignifikansan eltéré
mennyiségi kilonbségeket mutatd fehérjék listaja a 4. és 5. tablazatban lathato. A valtozo
fehérje-foltok elhelyezkedése az azonositott fehérjékkel, illetve azok valtozasainak mértéke a
17. és 18. abran lathatok.
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17. abra. A valtozo preszinaptikus fehérjék elhelyezkedése a gélen, illetve valtozasaik
mértéke az IEF/SDS-PAGE (A) és 16-BAC/SDS-PAGE (B) kisérletekben.
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18. abra. A valtozd posztszinaptikus fehérjék elhelyezkedése a gélen, illetve véaltozasaik
mértéke az IEF/SDS-PAGE (A) és 16-BAC/SDS-PAGE (B) kisérletekben.
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Valtozas mértéke

Valtozas mértéke

Kapcsolat az ASD

UniProt
UniProt fehérje név o (kezelt/kontroll), (kezelt/kontroll), 16- Sejtes funkcio (A) és skizofrénia (S)
én név
g IEF/SDS-PAGE BAC/SDS-PAGE betegségekkel
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate .
1 ) Plcbl 1,29 Jelatvitel A'S
phosphodiesterase beta-1
2 | 14-3-3 protein epsilon Ywhae -1,24 Jelatvitel A S
3 | 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspdl 137 1,46 Fehérje feltekeredés S
4 | Aconitate hydratase, mitochondrial Aco2 1,19 Citromsav-ciklus S
5 | Actin, cytoplasmic 1 Actb 191 1,37 Citoszkeletalis S
6 | Actin, cytoplasmic 2 Actgl 128 1,77 Citoszkeletalis
Adaptin ear-binding coat-associated protein Klatrin-medialt
7 Necapl 1,24 .
1 endocitozis
. Vezikulum exocitozis
8 | Alpha-synuclein Snca -1,34 1,60 5 ’ S
szabalyozasa
9 | Aspartate aminotransferase, cytoplasmic Gotl 1,22 Aminosav anyagcsere
10 | ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Atp5al 1,35 Energia haztartas A
11 | ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5b 1,75 1,24 Energia héaztartas
] Vezikulum exocit6zis
12 | Beta-synuclein Sncb 1,64 o
szabalyozasa
13 | Brain acid soluble protein 1 Baspl 2,21 Neurit ndvekedés S
Complement component 1 Q
14 | subcomponent-binding protein, Clgbp -1,24 Apoptozis szabalyozasa
mitochondrial
15 | Contactin-1 Cntnl 129 1,46 Neurit ndvekedés A'S
16 | Creatine kinase B-type Ckb 1,32 Energia héaztartas A'S
17 | Creatine kinase U-type, mitochondrial Ckmtl -1,46 -1,70 -1,80 Energia haztartas
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, o ]
18 . . Uqcrcl 1,25 1,37 Energia haztartas
mitochondrial
Mikrofilament
19 | Destrin Dstn L S
organizacio
20 | Dihydropyrimidinase-related protein 1 Crmpl -1,25 Neurit ndvekedés S
21 | Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysl2 1,71 1,76 1,92 Neurit ndvekedés A'S
22 | Dihydropyrimidinase-related protein 3 DpysI3 1,50 Neurit ndvekedés S
23 | Dihydropyrimidinase-related protein 5 Dpysl5 149 163 Neurit ndvekedés
Intracellularis
24 | Dynactin subunit 2 Dctn2 1,75 vezikulum/organellum S
transzport
25 | Dynamin-1 Dnm1l -1,31 1,34 Endocitozis S
26 | Endophilin-Al Sh3gl2 177 191 Endocitozis
27 | Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial Echsl -1,20 Lipid metabolizmus
Gamma-aminobutyric acid receptor- Vezikulum transzport
28 . L Gabarapl2  -1,40 5 ’
associated protein-like 2 szabalyozéasa
29 | Gamma-enolase Eno2 125 128 Glikolizis A'S
30 | Growth factor receptor-bound protein 2 Grb2 1,16 Jelatvitel S
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Guanine nucleotide-binding protein

31 . Gnbl -1,26 Jelatvitel
G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit
32 . . ldh3a -1,71 Citromsav-ciklus
alpha, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] L )
33 . . . Ndufv2 1,25 Energia haztartas S
flavoprotein 2, mitochondrial
34 | Neuronal-specific septin-3 Sept3 -1,27 Sejtvaz szabalyozas
35 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia 1,18 Fehérje feltekeredés
36 | Peroxiredoxin-2 Prdx2 1,79 Oxidativ stressz reakcio S
37 | Peroxiredoxin-5, mitochondrial Prdx5 1,18 | -2,87 Oxidativ stressz reakcio
38 | Phosphoglycerate kinase 1 Pgk1 -1,70 Glikolizis
39 | Protein DJ-1 Park7 1,29 Oxidativ stressz reakcio
Protein kinase C and casein kinase substrate . L o
40 | . . Pacsinl 1,41 Sejtvaz szabalyozés S
in neurons protein 1
41 | Septin-11 Septll -1,31 1,24 Sejtvaz szabalyozas
42 | Stress-induced-phosphoprotein 1 Stipl 1,35 154 1,70 Fehérje feltekeredés
43 | Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial Sod2 -1,21 Oxidativ stressz reakci6 A'S
. Szinaptikus vezikulum
44 | Synapsin-1 Synl -1,47 1,20 . A S
exocitozis
. Szinaptikus vezikulum
45 | Synapsin-2 Syn2 -154 1,40 194 133 L A 'S
exocitozis
] ) Vezikulum dokkolas
46 | Synaptosomal-associated protein 25 Snap25 1,42 1,48 5 ’ A'S
szabalyozasa
. Szinaptikus vezikulum
47 | Synaptotagmin-1 Sytl -1,81 L
exocitozis
48 | T-complex protein 1 subunit beta Cct2 -1,75  -1,84 Fehérje feltekeredés
49 | T-complex protein 1 subunit epsilon Cctb 153 167 Fehérje feltekeredés S
Thioredoxin-dependent peroxide reductase, o »
50 . . Prdx3 1,27 Oxidativ stressz reakci6
mitochondrial
51 | Transgelin-3 Tagin3 133 133 Sejtvéaz szabalyozas S
Mikrofilamentum
52 | Tropomodulin-2 Tmod2 1,49 L
organizacio
53 | Tubulin alpha-1B chain Tubalb 1,58 Citoszkeletalis
54 | Vesicle-fusing ATPase Nsf 1,16 Vezikulum reciklizacio A
Voltage-dependent anion-selective channel lontranszport
55 . Vdacl 127 1,36 1,26 A'S
protein 1 szabalyozas
Voltage-dependent anion-selective channel lontranszport
56 . Vdac3 1,87
protein 3 szabalyozas
V-type proton ATPase subunit B, brain lontranszport
57 Atpévlb2 = 1,58

isoform

szabalyozas

4. tablazat. A prenatalis immunaktivacio altal befolyasolt preszinaptikus fehérjék 35 napos
korban. A fehérje azonositasara szolgalé adatokon (UniProt fehérje, illetve gén neve) tul, a
tablazatban feltintettiik az egyes fehérjékhez tartozé mennyiségi valtozasok mértékét, illetve

a sejtes funkcioikat és az autizmus spektrum zavarral (ASD), valamint skizofréniaval vald
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kapcsolatukat (az ez utobbihoz tartozo hivatkozasok a Gyo6rffy és mtsai., 2016 kdzleményben

érhetdk el).
UniProt Véltozas mértéke Valtozas mértéke Kapcsolat az ASD (A)
niPro
UniProt fehérje név o (kezelt/kontroll), (kezelt/kontroll), 16- Sejtes funkcid és skizofrénia (S)
én név
9 IEF/SDS-PAGE BAC/SDS-PAGE betegségekkel
1 | Actin, cytoplasmic 1 Actb -2,67 Citoszkeletalis S
2 | Alpha-internexin Ina -1,88  -2,09 Citoszkeletalis S
Klatrin-medialt
3 | AP-2 complex subunit mu Ap2ml -1,18 . S
endocitozis
ATP synthase subunit alpha, L ’
4 . . Atp5al -1,25 Energia héaztartas A
mitochondrial
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1- . o
5 . . Baiap2 -1,18 Jelatvitel A'S
associated protein 2
Calcium/calmodulin-dependent protein "
6 . . Camk2a -1,49 | -2,54 -1,18 -1,16 -1,25 Jelatvitel A 'S
kinase type Il subunit alpha
o . Klatrin-medialt
7 | Clathrin light chain A Clta 1,49 L
endocitdzis
o . Klatrin-medialt
8 | Clathrin light chain B Cltb 1,58 L S
endocitozis
9 | Coronin-1B Corolb -2,09 Jelatvitel
10 | Disks large homolog 4 Dlg4 -2,54 Jelatvitel A'S
) . Fehérje
11 | DnaJ homolog subfamily B member 6 Dnajh6 i
feltekeredés
Intracellularis
. . vezikulum/
12 | Dynactin subunit 2 Dctn2 1,67 S
organellum
transzport
13 | Glial fibrillary acidic protein Gfap 1,67 -1,25 Citoszkeletalis A'S
Glyceraldehyde-3-phosphate o
14 Gapdh -1,26 Glikolizis
dehydrogenase
15 | Growth factor receptor-bound protein 2 Grb2 -2,36 Jelatvitel S
Guanine nucleotide-binding protein G(o) .
16 . Gnaol 1,17 Jelatvitel A
subunit alpha
. Fehérje
17 | Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 -1,25 S
feltekeredés
18 | Myelin basic protein Mbp -2,50 Citoszkeletalis A'S
. . . Vezikulum
19 | Myosin regulatory light chain RLC-A Ric-a 1,25
transzport
. . Oxidativ stressz
20 | Peroxiredoxin-2 Prdx2 1,64 » S
reakcio
21 | Phosphoglycerate mutase 1 Pgaml1 -1,49 Glikolizis
o Sejtciklus
22 | Prohibitin Phb -1,30 5 S
szabalyozas
. Vezikulum
23 | Ras-related protein Rab-1A Rab1A 1,40
transzport

83




Vezikulum

24 | Ras-related protein Rab-1B Rab1b 1,40
transzport
Vezikulum
25 | Ras-related protein Rab-35 Rab35 1,40
transzport
Szinaptikus
26 | Synaptotagmin-1 Sytl -1,84 -1,95 1,26 vezikulum
exocitozis
. Sejt-sejt interakcid,
27 | Thy-1 membrane glycoprotein Thyl 1,27 . .
szinaptogenezis
28 | Transgelin-3 TagIn3 1,29 Sejtvaz szabalyozas S
Mikrofilamentum
29 | Tropomodulin-2 Tmod2 1,48 1,79 L
organizacio
30 | Tubulin alpha-1B chain Tubalb -1,88 Citoszkeletalis
31 | Tubulin beta-2A chain Tubb2a 1,67 Citoszkeletalis
32 | Tubulin beta-5 chain Tubb5 -1,88 1,67 Citoszkeletalis
33 | Visinin-like protein 1 Vsnll 1,53 Jelatvitel S
Voltage-dependent anion-selective lontranszport
34 ) Vdacl 147 1,79 | -2,54 o AS
channel protein 1 szabalyozas
V-type proton ATPase subunit B, brain lontranszport
35 | Atp6v1b2 -1,25 o
isoform szabalyozas
] lontranszport
36 | V-type proton ATPase subunit C 1 Atp6vicl 1,19 ) 5
szabalyozas
N . Transzkripcio
37 | WD repeat-containing protein 61 Wdr61 -1,88

szabalyozas

5. tdblazat. A prenatalis immunaktivacié altal befolyasolt posztszinaptikus fehérjék 35 napos
korban. A fehérje azonositasara szolgalo adatokon (UniProt fehérje, illetve gén neve) tdl, a
tablazatban feltintettilk az egyes fehérjékhez tartozé mennyiségi valtozasok mértékét, illetve
a sejtes funkciodikat és az autizmus spektrum zavarral (ASD), valamint skizofrénidval vald
kapcsolatukat (az ez utdbbihoz tartoz6 hivatkozasok a Gyorffy és mtsai., 2016 kdzleményben
érhetdk el).

A kapott fehérjek altal nyujtott, bioldgiai eltéresekre és sejtes mechanizmusokban
megnyilvanulé kilénbségekre vonatkoz6 informaciok kinyerésére bioinformatikai analizist
végeztink. A fehérje adatbazisok és szakirodalmi publikaciok alapjan a fehérjéket el6szor
sejtes funkcidik szerinti csoportokba soroltuk (19. &abra). Ezek alapjan a valtozd
preszinaptikus fehérjék elsdsorban a kovetkezd klaszterekbe sorolhatok (feltiintetve a
besorolt fehérjék darabszdmat): sejtvaz/neurit ndvekedés (n = 15), szinaptikus vezikulum
exo- és endocitdzis (n = 12) és energia haztartas/szénhidrat anyagcsere (n = 10). A tovabbi

kategoriak kozé tartozik az oxidativ stresszre adott valaszreakciéban (n = 5), feheérje
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feltekeredesben (n = 5), jelatviteloen (n = 4), iontranszportban (n = 3), aminosav
anyagcserében (n = 1), lipid anyagcserében (n = 1) és apopt6zisban (n = 1) szereplé fehérjék
csoportja. A posztszinaptikus kompartmentben a sejtvaz/neurit ndvekedés (n =10), vezikulum
exo-, endocitozis és transzport (n = 9) és jelatviteli folyamatok (n = 7) kategoriaja dominalt.
Az egyéb, érintett klasztereket az energia haztartas/szenhidrat anyagcsere (n = 3),
iontranszport-szabalyozas (n = 3), fehérje feltekeredés (n = 2), oxidativ stressz (n = 1),

transzkripcid regulacio (n = 1) és sejtciklus szabalyozas (n = 1) képezi.

19. abra. A pre- (A) és
m Neurit névekedés,

citoszkeletalis posztszinaptikus (B) fehérjék
@ Vezikulum exo-, . ,
endocitozis és transzport  funkcionalis klaszterezésének

® Energia haztartas és

szénhidrat anyagcsere eredmenye.

u Oxidativ stresszre adott
valaszreakcio

m Fehérje feltekeredés
4 Jelatvitel

ulontranszport
szabalyozasa

@Aminosav anyagcsere
uLipid anyagcsere

mApoptoézis szabalyozasa

m Transzkripcio szabalyozasa

m Sejtciklus szabalyozasa

Az érintett funkciondlis kategériak jobb megismeréséhez tovabbi, Un. ,.feldasulasi”
bioinformatikai vizsgalatot végeztiink, amellyel megallapitottuk a valtozo fehérjekészletben
statisztikailag szignifikansan felddsult funkcionalis kategériakat — a fehérjék fenti
klaszterezésének kiegészitése gyanant, melyet az eltéré mennyiségben Kimutatott fehérjék
nagy szama indokolt. Az analizis eredménye megerdsitette a leginkabb érintett sejtes
folyamatok, Klaszterezéssel is kimutatott potencialis jelentdségét (6. tablazat), valamint
hangsulyozta az oxidativ stressz-reakcié szerepét a preszinaptikus, és sejtvazat érintd

modosulédsok jelentdségét a posztszinaptikus oldalon.
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Preszinaptikus fehérjék

Benjamini-
Kategéria Kifejezés Darabszam | Szazalék (%) | p-érték Hochberg
korrekcid
GOTERM_BP_FAT prekurzor metaolitok kepzése 12 21,4 4,00E-09 3,30E-06
-7 és energia haztartas
GOTERM_BP_FAT | szinaptikus transzmisszio 10 17,9 3,30E-07 1,40E-04
GOTERM_MF_FAT | peroxiredoxin aktivitas 4 7,1 1,80E-06 3,90E-04
GOTERM_BP_FAT | idegi impulzus tovabbitasa 10 17,9 2,80E-06 7,80E-04
GOTERM_BP_FAT | sejtes l1égzés 6 10,7 7,60E-06 1,30E-03
GOTERM_Bp FAT | cldllidsa szerves| 125  |610E-06|  1,30E-03
- komponensek oxidacidjaval
PANTHER_MF_ALL | sejtvaz fehérje 13 23,2 1,90E-05 1,30E-03
GOTERM_MF_FAT | nukleotid kotés 21 37,5 1,30E-05 1,30E-03
PANTHER_BP_ALL | exocit6zis 7 12,5 2,00E-05 1,40E-03
GOTERM_BP_FAT | sejt-sejt jelatvitel 10 17,9 9,80E-06 1,40E-03
PANTHER_BP_ALL | intracellularis fehérje szallitas 14 25 4,10E-05 1,40E-03
GOTERM_BP_FAT sejtes valasz - az - oxidatlv 5 8,9 1,40E-05 1,50E-03
stresszre
GOTERM_BP_FAT | oxidativ foszforilaci6 6 10,7 1,30E-05 1,50E-03
GOTERM_BP_FAT ideg'ide_g 5 szinaptikus 5 8,9 1,80E-05|  1,70E-03
transzmisszio
GOTERM_BP_FAT neurotranszmitter-szintek 6 10,7 2,90E-05 2,40E-03
- szabalyozésa
Posztszinaptikus fehérjék
Benjamini-
Kategoria Kifejezés Darabszam | Szazalék (%) | p-érték Hochberg
korrekcid
PANTHER_BP_ALL | intracellularis fehérje szallitas 12 32,4 2,70E-06 1,40E-04
PANTHER_BP_ALL | sejt struktira 10 27 7,70E-06 2,00E-04
PANTHER_MF_ALL | citoszkeletalis fehérje 10 27 2,20E-05 1,10E-03
PANTHER_BP_ALL | sejt struktdra és motilitas 10 27 3,50E-04 6,20E-03
PANTHER_BP_ALL | mitdzis 6 16,2 7,00E-04 9,30E-03
PANTHER_BP_ALL | kromoszéma szegregacio 4 10,8 1,40E-03 1,50E-02
PANTHER_MF_ALL | tubulin 3 8,1 6,20E-04 1,50E-02
GOTERM_MF_FAT | guanil nukleotid k&tés 7 18,9 2,80E-04 1,80E-02
GOTERM_MF_FAT | guanil ribonukleotid kotés 7 18,9 2,80E-04 1,80E-02
GOTERM_MF_FAT | GTP kotés 7 18,9 2,20E-04 2,80E-02
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GOTERM_MF_FAT ‘strukturélismolekulaaktivités 8 21,6 ‘1,00E-O3‘ 4,40E-02

6. tblazat. A fehérjekészlet feldusulasi analizisének eredményei. A megfelel6 annotacios
kategoriaba (,,Kategoria”) molekularis/sejtes funkcionalis fogalmakat (,,Kifejezés”) a p-eérték
Benjamini-Hochberg korrekcioval torténd modositasa alapjan kapott szamértékek szerint
rangsoroltuk. A téblazatban feltintettlk a megvaltozd fehérjekészletiinkb6l az adott
kifejezéshez tartozo fehérjék szamat (,,Darabszam”), illetve e fehérjék szazalékos aranyat

(,,Szazalék (%)) az Gsszes valtozo fehérje kozil.

Megvizsgaltuk azt is, hogy mely fehérjek lehetnek a kisérletiinkben kapott molekulak
potencidlis koz0s regulatorai (7. tAblazat). A kapott szabalyozo fehérjék koziil kiemelend6 az
amiloid béta 4 A4 fehérje (App) és az inzulin-1 (Ins), amelyek mind a PRE, mint a PSD
frakcidban a leginkabb valoszinli regulatorok kozott szerepelnek. Az oxidativ stressz
jelent6ségét a preszinaptikus kompartmentben tovabb erdsiti, hogy a legmagasabb pozicidban
taldlhatd a PRE csoport kozos szabalyozo fehérjéi kozt, az oxidativ stresszre adott

valaszreakcioban kulcsszerepld szuperoxid diszmutaz (Sod1) fehérje.

Preszinaptikus fehérjék

A kozos regulator fehérje neve (a gén neve) LOké_“S_ Telje?s. EASE-érték
konnektivitas konnektivitas

Superoxide dismutase [Cu-Zn] (Sod1) 14 655 2,493E-08

Brain-derived neurotrophic factor (Bdnf) 14 1240 2,841E-05

Amyloid beta A4 protein (App) 15 1528 5,745E-05

Insulin-1 (Ins1) 15 1607 9,861E-05

Cellular tumor antigen p53 (Tp53) 13 1636 1,556E-03

Posztszinaptikus fehérjek

A kozbs regulator fehérje neve (a gén neve) LOké_“S_ Telj(?s- EASE-érték
konnektivitas konnektivitas

Amyloid beta A4 protein (App) 14 1528 1,209E-06

Angiotensinogen (Agt) 12 1261 8,093E-06

Insulin-1 (Ins1) 12 1607 7,618E-05

Pro-epidermal growth factor (Egf) 11 1428 1,466E-04

Transforming growth factor beta-1 (Tgfb1) 11 1564 3,069E-04

7. téblazat. A kozOs regulator-analizis eredményei. Az EASE-érték alapjan rangsorolt,
potencialis k6zos regulator fehérjék felsorolasa mellett feltiintettiik az adott regulator, valtozd
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fehérjekkel képzett kapcsolatainak (,,Lokalis konnektivitas™) és az adatbazisbol ismert 6sszes

kapcsolatanak (,,Teljes konnektivitas”) szamat.

Veégul, 6sszehasonlitottuk az altalunk a korai immunaktivacié ragcsalé allatmodelljén
végzett vizsgalattal kapott valtozé fehérjéket a skizofrénidban és ASD-ben szenvedd
betegekb6dl szarmazo mintakon végzett kutatasokbol kapott molekulakkal. Annak
megvalaszoldsara, hogy van-e, és ha igen, milyen mérték(i az atfedés a korabbi molekularis
eredmeényekkel, figyelembe vettiik a skizofrénia és ASD agyi, proteomikai vizsgalataibol
kapott eddigi eredményeket, valamint az Aaltalunk kapott fehérjék kodold génjeiben,
betegekben leirt variabilitasokat, mutaciokat. A jelenlegi munkéaban a PRE frakcidban leirt
valtozd fehérjék 49%-a ismerten fehérje-szintii/genetikai eltéréseket mutat skizofréniaban,
mig 23%-uk ASD-ben szenvedé paciensekben (4. tablazat). A PSD frakcioban az atfedés
46%-0s skizofrénidban, és 22%-0s ASD-ben szenved6 betegekben (5. tablazat).

5.1.2.4. A proteomikai eredmények validalasa a Vdacl fehérje mennyiségének
kvantifikalasaval

A kapott proteomikai eredmények validalasahoz elvégeztiik a fesziiltségfiiggd anion-
szelektiv csatorna 1 (Vdacl) fehérje mennyiségének analizisét, melynek kivalasztasat az
indokolta, hogy a Vdacl fehérje mind a PRE, mind a PSD frakcidban, tébb fehérje-foltban is
valtozast mutatott, ugyanakkor, érdekes modon, ellenkezé elbjellel. A Western blot
technikaval lathatd ~33 kDa-os molekulatomegii fehérje, amely megfelel a Vdacl intakt
forméajanak, a PRE preparatumban 1,28 + 0,14-szer nagyobb mennyiségben volt jelen, amely
megerdsitette a proteomikai eredményt (20. abra, A, C). A PSD mintabdl szarmazo, teljes
fehérje a gélen, szintén a megfelelé pozicioban -1,4 + 0,16-szoros csokkenést mutatott, ami
ugyancsak osszhangban all az ugyanebbdl a preparatumbol, a proteomikai vizsgélatban
kapott valtozassal (20. &bra, B, D). A PSD frakcidban tovabba kimutattuk egy ~20 kDa
Vdacl izoforma meglepOen nagy, bar jelent6s allatok kozti varianciat mutatd, -3,69 + 0,83-
szoros csokkenését is (20. abra, B, E), amely mérete alapjan megfeleltetheté a Vdacl,
fiziologias korulmények kodzt m-kalpain altal hasitott formajanak (Ozaki és mtsai., 2009).
Osszességében elmondhatd, hogy a proteomikai eredményeinket megerdsitették a fliggetlen
technikaként alkalmazott, Western blot metodikaval kapott adatok. A Vdacl egyéb,

poszttranszlaciésan modositott (hasitott) forméja szintén egyezd iranya valtozast mutatott,
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ami 6sszhangban all azzal, a proteomikai munkankbol kapott megfigyeléssel, hogy a fehérje
szamos fehérje-foltban mutathatdé ki statisztikailag szignifikans valtozassal. A Vdacl
fehérjérél pedig ismert, hogy rendkiviill heterogén ¢és kiterjedt poszttranszlacios
modositasokon mehet keresztll (Kerner és mtsai., 2012) — amely a szamos fehérje-foltban

vald jelenlétért felel6s.

A B 20. d4bra. A Vdacl fehérje
roteomikai eredményeinek
kontroll ip:ﬁg' kontroll m‘::ﬁl?n P y
! validalasa. Reprezentativ Western
3o e Dlemes eme Dblot felvétel a Vdacl fehérje
— a
2 mennyiségér6l a pre- (A) és
17 kDa . . i
posztszinaptikus (B) preparatumban
L=

a kontroll és prenatalis

immunaktivacion  atesett  (pren.

immun.) utédokban (n = 6-6), a

C D megfeleld gélzsebekbe felvitt teljes
1a 1b
e — é » —* fehérje mennyiség bemutatasaval. A
5 1 g 15 preszinaptikus Vdacl intakt
52 08 5210 formajanak (1a) (C), valamint a
= S 05 . . .
2 S posztszinaptikus Vdacl intakt (1b)
& ol kontroll Pren- e o kontroll Pren.
immun immun. (D) és hasitott (2) (E) forméajanak
p E denzitometrias kvantifikalasaval
;<,§ ik . kapott eredmények. Az atlag =+
g . kozépérték  standard  hibaja
)
=5y, felhasznalva; * p < 0,05, *** p <
g .l ] 0,001.
x kontroll Pren.

immun.

5.1.2.5. A Camk2a fehérje véltozasa a posztszinaptikus kompartmentben — a

prefrontalis agykeérgi régio érintettsége

A tovabbi vizsgélataink sordn a kalcium/kalmodulin-fiiggé kinaz 2-es tipus, alfa
(Camk?2a) feheérjére fokuszaltunk. A véalasztast az indokolta, hogy a szinaptikus mitkdésben

kulcsfontossagu  fehérje (Hell, 2014) mennyisége jelentds csokkenést mutatott
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kisérleteinkben: 3-3 feheérje-foltban detektaltuk csokkenését az IEF/SDS-PAGE és 16-
BAC/SDS-PAGE vizsgalatokban. Az eredmények validalasara végzett Western blot
kisérletekben a fehérje -1,31 £ 0,09-szoros csokkenését detektaltuk a PSD frakcioban, ezzel
igazoltuk a fehérje csokkent mennyiségét a posztszinaptikus kompartmentben (21. abra, A,
B).

A tovabbiakban immunhisztokémiai technikaval vizsgaltuk a Camk2a fehérje
mennyiségét nagyagykérgi struktiradkban. Az immunhisztokémiai kisérleteinkben, a
pszichiatriai betegségekben kiemelked6 modon érintett dorsolateralis prefrontalis
nagyagykéreg (dIPFC) régiojara (Callicott és mtsai., 2000; Koenigs és Grafman, 2009),
illetve az e betegségekben joval kevesebb szerepet jatszo, elsédleges somatosensoros
agykeéregre koncentraltunk. Ez utobbi agyteriilet, bar csak kevéssé érintett a skizofréniaban
(Edgar és mtsai., 2005; Thoma és mtsai., 2007), ugyanakkor leirtdk szerepét autizmusban
szenvedd betegek szenzoros deficitjeiben (Marco és mtsai.,, 2012). A pszichiatriai
betegségekben jatszott szerepével 6sszhangban, immunhisztokémiai vizsgalataink kimutattak
a Camk2a mennyisegének -1,35 + 0,09-szoros csokkenését a dIPFC-ben (21. abra, C, D),
mig az els6dleges somatosensoros agykéregben statisztikailag szignifikans kilénbséget nem
mutattunk ki (22. bra).

A kontroll ; |mmun C °”t° immun.

. —52 kDa

S ' = '! . . : 3 .1,
5 ?
$1 5 *k o ‘%
\2BRE} \ W
© \ x Bl
S \ u‘&%i“’;
£1.0 &If:i é \ AT 1.}&.
kS
50,5
S © —~
s D :s
=0, TS
® kontroll Pren. o N 10
& immun. -
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21. &bra. A Camk2a mennyiségi kilonbségének validalasa és a fehérje kvantifikdlasa a
dorsolateralis prefrontalis agykéregben. Reprezentativ. Western blot felvétel a Camk2a
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mennyiségérél kontroll és prenatalis immunaktivacion atesett (pren. immun.) utédok (n = 6-
6) posztszinaptikus frakcioiban, a megfelelé gélzsebekbe felvitt teljes fehérje mennyiség
bemutataséval (A) és a denzitometriés kiértékelés eredménye (B). Reprezentativ felvétel a
kontroll és kezelt (pren. immun) utédok (n = 4-4) dorsolateralis prefrontalis (dIPFC)
agykérgérol, Camk2a-immunoreaktiv (Camk2a-IR) foltokkal (nyilak) (C), és a Camk2a-IR
foltok szdmanak meghatarozasaval kapott eredmények (D). Mérce = 100 um; az atlag +

kdzépértek standard hibdja felhasznélva; * p < 0,05, ** p < 0,01.

22. abra. A Camk2a fehérje

kvantifikalasa a primer somatosensoros

A

kontroll
agykéregben. Reprezentativ felvétel a

kontroll és kezelt (pren. immun) utédok
(n = 4-4) somatosensoros agykérgérol,
Camk2a-immunoreaktiv (Camk2a-IR)
foltokkal (A), és a Camk2a-IR foltok
szamanak  meghatarozdsaval  kapott

© — eredmények (B). A kontroll és kezelt
B = (g Nn.SZ.

NS 1.6 1 utddok somatosensoros agykérgében a
x® | [ )
2 g Camk2a-immunoreaktiv ~ foltok szama
Sl e e e gt
= p 05 nem mutat statisztikailag szignifikans
NS L, e et s .
= = eltérést (nem szignifikans, n.sz.). Mérce =
%L 00
o= : , s s

kontroll if:f]ﬂa 100 um; az atlag + kozépérték standard

hibaja felhasznélva.

5.2. A periférias gyulladés agyi proteomra kifejtett hatasanak vizsgalata

A kovetkezékben bemutatott vizsgalatunkban arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy
molekularisan, a proteom szintjén milyen valtozasok kovetik a perifériasan indukalt
gyulladast a KIR-ben, abszensz epilepszias rohamok generalasara genetikailag hajlamos,
feln6tt, WAG/Rij patkanyokban (Coenen és van Luijtelaar, 2003). A kisérletek kdzponti
eleme a korabban leirt élettani jelenségek és a kapott proteomikai valtozasok kozti kapcsolat
felderitese, mely segitheti a periférias immunaktivacié, KIR-i funkcidzavarban

megnyilvanuld hatdsdnak megértéset.
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5.2.1. A fronto-parietalis agykéreg és thalamus proteomjanak megvéltozasa 12

oraval az LPS-kezelést kovetoen

A laboratoriumunkban korabban végzett kutatasok Kkimutattdk, hogy a feln6tt
WAG/RIj patkanyoknak periféridsan (intraperitonealis Uton) beadott bakterialis endotoxin, az
immunogén LPS képes az abszensz epilepszias rohamokra jellemz6, un. tiske-hulldm
kisilések (SWD-k) szdménak ndvelésére, ddzis-fiiggé modon (Kovacs és mtsai., 2006). A
perifériasan bejuttatott LPS, a vartnak megfeleléen, pro-inflammatorikus citokin-szint
emelkedést eredményezett, mig egy anti-inflammatorikus &gens (a prosztaglandin szintézist
gatld, indometacin) beadasa képes volt az LPS epileptogenezist fokozd hatasanak
meggétlasara (Kovacs és mtsai., 2006). A kovetkez6kben bemutatott proteomikai vizsgélatot
megel6zden laboratoriumunk, Kisérletei soran reprodukalta az LPS SWD-genezist el6segitd
hatdsat WAG/RIj patkanyokban (Gyo6rffy és mtsai., 2014). Az 1 mg/testtémeg kg dozisban,
intraperitonedlisan beadott LPS megndvelte az SWD-k szdméat és teljes id6tartamat,
ugyanakkor fragmentalta a korabbi, hosszid SWD-dominélta periddusokat (Gyorffy és mtsai.,
2014). A kezelés tovabba akut testhomérséklet csokkenést idézett elé (Gyorffy és mtsai.,
2014), amely dsszhangban all az LPS akut hipothermiat el6idéz6, kutatocsoportunk (Kovacs
és mtsai., 2006) és masok (Dogan és mtsai., 2000) altal korabban is leirt hatasaval.

Tekintve, hogy az abszensz epilepszias rohamok hatterében, anatomiai vonatkozéasban
a patholdgias hiperszinkron aktivitast mutatd fronto-parietalis és thalamikus teriiletek allnak
(la&sd: 8. abra), e két agyi struktira proteomikai analizisét végeztiik el. A mintagy(ijtés az
LPS-kezelést kovetden 12 oraval tortént, mely idépontban, hipotézisiink szerint mar, a
fokozott SWD-tevékenységgel Osszefiiggd, kiterjedt valtozasok mentek végbe az érintett
teruletek fehérjekeszletében. Vizsgalatunkban szélesebb spektrumd fehérje-szintii valtozast
detektaltunk a thalamusban, mint a fronto-parietalis agykéregben: mig a nagyagykérgi
mintaban 15, szignifikans valtozast mutatd fehérje spot-ot, addig a thalamusban 28 darabot
azonositottunk. A csokkent fehérje abundanciat mutatd fehérje-foltok a fronto-parietalis
agykéregben -1,11-(-1,31)-szoros, mig a thalamusban -1,12—(-1,38)-szoros redukciot
mutattak. A novekedés mértéke a fronto-parietalis agykéregben az 1,06-2,04-szeres, mig a
thalamusban az 1,11-1,69-szeres tartomanyba esett. A fehérje spot-okban &sszesen 16
fehérjet azonositottunk témegspektrometriai uton a fronto-parietalis agykéregben (23. abra),
mig 35-0t a thalamusban (24. abra) (8. tablazat). Kozulik minddssze négy fehérje, az ATP-
szintdz, d alegysége (Atp5h), a glidlis fibrillaris savas fehérje (Gfap), a gliceraldehid-3-
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foszfat dehidrogenaz (Gapdh) és a neurofilamentum konny(i lanc (Nefl) fehérje szintje

mutatott mennyiségi killonbséget mindkét agyterileten egyarant.

Valtozas
. o UniProt gén Véltozas mértéke mértéke . »
UniProt fehérje nev név (kezelt/kontroll) - thalamus | (kezelt/kontroll) Sejtes funkcio
— agykéreg
1 |Adaptin ear-binding coat-associated Necapl -1,38 Endocitozis szabalyozas
protein 1
2 | Alpha-enolase Enol 1,27 1,38 Glikolizis
3 | Alpha-internexin Ina - Citoszkeletalis
4 | Apolipoprotein E Apoe 1,13 | 1,46 Lipoprotein transzport
5 | ATP synthase subunit d, mitochondrial Atp5h -1,17 -1,14 Energia héaztartas
ATP synthase, H+ transporting,
6 | mitochondrial F1 complex, beta Atp5b 112 119 123 -112 Energia héaztartas
polypeptide
7 Cytochromg b-c1 complex subunit 1, Uqcrel 1,17 Energia haztartas
mitochondrial
8 | Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysl2 - Neurit névekedés
9 | DnaJ homolog subfamily B member 11 Dnajb11 1,22 Fehérje feltekeredés
10 | Endophilin-Al Sh3gl2 1,26 Endocitézis
11 | Glial fibrillary acidic protein Gfap 112 -112 -1,14 1,23 Citoszkeletalis
Glyceraldehyde-3-phosphate ) _ I
12 dehydrogenase Gapdh 1,2 1,22 1,22 Glikolizis
Guanine nucleotide-binding protein o
13 G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 Gnb2 1,13 | 1,46 Jelatvitel
14 | Guanylate kinase 1 Guk1 -1,14 Nukleotid metabolizmus
15 | Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 1,16 -1,17 Fehérje feltekeredés
16 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Hnmpa2bl 1,06 MRNS processzalds
A2/B1
17 :;terogeneous nuclear ribonucleoprotein Hnmph2 112 MRNS processzalés
18 | Inorganic pyrophosphatase Ppal 1,46 Foszfat metabolizmus
19 Isoamy! acetate-hydrolyzing esterase 1 lahl 117 Lipid metabolizmus
homolog
20 | Lamin-A Lmna -1,24 Sejtmag organizacio
21 | Lamin-B1 Lmnb1 -1,12 Sejtmag organizéci6
22 | Macrophage-capping protein Capg 1,22 Mikrofilamentum organizécio
23 | Malate dehydrogenase, cytoplasmic Mdhl 132 -114 Szénhidrat anyagcsere
. . Motor-protein funkcid,
24 | Myosin, heavy chain 1; skeletal muscle Myh1 -1,24 intracelluléris transzport
- . Motor-protein funkcid,
25 | Myosin, light chain 1 Myll -1,24 intracellularis transzport
oy | DRI GEllepe st GULeie] Ndufv2 1,11 1,19 Energia haztartés
flavoprotein 2, mitochondrial
27 | Neurofilament light polypeptide Nefl -1,14 -1,11 -1,19 Citoszkeletalis




28 | Neuronal-specific septin-3 Sept3 122 1,38 Sejtvaz szabalyozas
29 | Peroxiredoxin 6 Prdx6 132 146 1,53 Oxidativ stressz reakcio
Platelet-activating factor acetylhydrolase - .
30 IB subunit beta Pafah1b2 1,17 Lipid metabolizmus
Fehérje lebontés,
31 | Proteasome activator complex subunit 1 Psmel 1,17 immunproteaszéma
alkotoelem
32 | Protein disulfide-isomerase 6 Pdia6 1,15 Chaperone
33 | Protein DJ-1 Park? 1,53 Oxidativ stressz reakcio
34 | Septin-5 Sept5 122 1,38 Sejtvaz szabalyozas
35 | Smooth muscle alpha-actin Acta2 -1,24 Citoszkeletalis
36 | Stress-induced-phosphoprotein 1 Stipl -1,24 Fehérje feltekeredés
Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] s
37 subunit beta, mitochondrial Sucla2 -1,13 Szénhidrat anyagcsere
38 ;ﬁ";‘;c”pt"’“a' activator protein Pur- Pura 122 138 Transzkripcio szabalyozés
39 | Transgelin 2 Tagin2 -1,17 Sejtvaz szabalyozas
40 | Triosephosphate isomerase Tpil -1,31 Glikolizis
41 | Tropomyosin 2 (beta chain) Tpm2 1,15 Mikrofilamentum organizécio
42 | Tubulin beta-2A chain Tubb2a 1,19 | 1,38 Citoszkeletalis
43 | Tubulin beta-2C chain, Neuron-specific Tubb2c 1,19 138 1,46 Citoszkeletalis
44 | Tubulin beta-3 chain Tubb3 1,19 Citoszkeletalis
45 _Ublqumn carboxyl-terminal hydrolase Uchl1 111 1,19 Fehérje lebontss
isozyme L1
Voltage-dependent anion-selective a a
46 channel protein 1 Vdacl - lontranszport szabalyozas
47 | V-type proton ATPase subunit E 1 Atpbvlel - -1,31 lontranszport szabalyozas

8. téblazat. A perifériasan indukalt gyulladasi reakcio hatasara a thalamusban, illetve a

fronto-parietalis agykéregben megvaltozo mennyiségii fehérjék listdja.
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23. abra. A fronto-
parietalis  agykéregben
megvaltozo  mennyiségii

fehérjék eloszlasa a gélen.
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A fehérjék funkcionalis klaszterezése alapjan az alabbi sejtes folyamatok/funkcidk
érintettek a kezelés altal (az adott kategdriaban érintett fehérjék szdmanak feltiintetésével).
Els6ként emlitend6 a citoszkeletalis valtozasok Kiterjedtsége (thalamus (Th): 14; fronto-
parietalis cortex (Ctx): 3), els6ésorban a thalamusban. Emellett jelentds mértékben
kimutathat6 az energia haztartasban és szénhidrat anyagcserében szerepet jatszo feherjék (Th:

6; Ctx: 5), illetve a fehérje szintézisben és feltekeredésben érintett proteinek (Th: 5; Ctx: 2)
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megvaltozott mennyisége — elsésorban szintén a thalamusban. A tovabbi klasztereket a
vezikulum reciklizacidban (Th: 3; Ctx: 1); lipid metabolizmusban (Th: 1; Ctx: 2); oxidativ
stressz reakcioban (Th: 2; Ctx: 0); fehérje lebontdsban (Th: 1; Ctx: 1); iontranszport
szabélyozésban (Th: 1 Ctx: 1); nukleotid anyagcserében (Th: 0; Ctx: 1); foszfat
metabolizmusban (Th: 1; Ctx: 0) és jelatvitelben (Th: 1; Ctx: 0) szerepld fehérjék alkotjak (8.
tablazat).

Osszességében kiterjedt fehérje-szintii valtozasokat detektaltunk a periféridsan
indukalt, akut gyulladési reakciot kovetden. Erdekes modon, a thalamus fehérjekészletének
athangolasa joval jelent6sebbnek mutatkozott, mint a fronto-parietalis agykéregben
megmutatkoz6 proteomikai modosulés. A kiterjedt fehérje mennyiségi valtozasokat tekintve
er6sen feltételezhet6 a thalamus sejtvaz struktarajaban megnyilvanulé modosulas, melyre a

citoszkeleton szamos elemének eltéré abundanciaja utal az LPS-kezelést kdvetden.

5.2.2. A gyulladas, epilepszia és az alvas-ébrenléti ciklus kapcsolata — a

proteomikai adatok dsszhangja az élettani valtozasokkal

Ismert, hogy a szervezetben megemelkedett citokin-szint, az &ltala indukalt egyéb
pro-inflammatorikus molekuldkkal képes az alvas-ébrenléti ciklus alapveté modositasara
(Krueger, 2008). A citokin-szint valtozasanak alvasra gyakorolt hatasa egyarant lehet
fiziologias szerepli, illetve adaptiv, patholdgias kortilmények kozoétt, gyulladasi reakciok
esetén (Opp, 2005). Ezzel 6sszhangban, a patkanyoknak perifériasan beadott LPS megndveli
a lassU-hulldmu alvas mennyiségét, mig csokkenti az ébrenléti és paradox alvasi periédusokat
(Krueger és Toth 1994; Schiffelholz és Lancel, 2001). A pro-inflammatorikus talsuly
epileptogenezis-fokoz6 és egyben szomnogén hatasan tul, pedig ismert, hogy a WAG/RIj
patkanyokban a fokozott SWD-genezis éppen az alvasi periodus kezdetére, az un. konnyi
lassu-hullami alvési periodusra, illetve passziv ébrenlétre jellemz6 (Drinkenburg és mtsai.,
1991). Laboratériumunkban végzett kutatasok szintén megerésitették ezt az Gsszefiiggést,
mivel az LPS periférids beadasa, a fokozott SWD-aktivitds mellett, megnovelte a konnyi
lassu-hullamu aktivitast, mig csokkentette az ébrenléti allapotot az elektrofiziologiai mérések
ideje alatt, az abszensz epilepszia WAG/RIj allatmodelljében (Gyorffy és mtsai., 2014).

Az élettani jellemzok ismeretében tehat kivancsiak voltunk arra, hogy a jelenlegi
vizsgalatban megvaltozott mennyiségben kimutatott fehérjék milyen, szakirodalomban ismert

kapcsolatban allnak a gyulladassal, epilepsziaval és alvas-ebrenléti ciklussal. A kapott 47
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fehérje kozul 25 dsszefliggesben all a gyulladasi reakcidval, 28 az epilepsziaval, mig 32 az
alvas-ébrenléti ciklussal. Osszesen 14 fehérje pedig mindharom kategdriaval kapcsolatban
van, korabbi tanulményok alapjan (25. &bra). Az irodalmi adatok szisztematikus elemzésevel
kapott adatok 6sszhangban &llnak a harom latszélag kilénallo bioldgiai, élettani jelenség
kapcsolatarol szolé korabbi eredményekkel, és molekuléris szinten is kapcsolatot mutattak Ki
koztuk. Proteomikai eredményeink tamogatjak a mechanisztikus elméletet, amelynek
értelmében a pro-inflammatorikus reakcié tovabbterjed a perifériarol a kodzponti
idegrendszerbe (a folyamat lehetséges Utvonalainak egy dsszefoglaldsat lasd: 3. dbra), mely
folyamat hiperszinkronitast eredményez a thalamo-kortikalis aktivitasban, ami egyrészt
noveli az alvas kezdeti periodusara jellemzd, konnyi lassu-hullamua kortikalis aktivitast, és

emellett megemeli az SWD-képzodést.

. , _ 25. abra. A megvaltozott
Gyulladas, LPS Epilepszia

mennyiségii fehérjék kapcsolata

a gyulladassal (illetve az LPS-

~ AtpSh kezeléssel), epilepsziaval és

Acta2 ‘ Hnrnph2
Myh1 CaPg | Lminb1 alvas-ébrenléti  ciklussal. Az
: ' Sept3 .y ,
Tagin2 Shagl2 egyes  fehérjékhez  tartozo

Sucla2 hivatkozasok a Gyorffy és
mtsai.,, 2014  kozleményben
talalhatok.

lah1
Necap1

Ppa1
Sept5

Alvas-ébrenléti ciklus

5.2.3. Az LPS-indukalt NFkB-utvonal jelentésége a KIR-i fehérjekészlet

maodosulasaban

Mint korabban utaltunk ra, a periférids LPS KIR-i hatasat kozvetett Gton fejti ki,
tekintve, hogy nem képes atjutni a vér-agy gaton (3. abra). A kozvetett hatds pedig
elsésorban a KIR-i kapillarisok endothelialis sejtjeinek felszinén talalhat6, LPS-ko6té toll-
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szerl receptor 4 (TLR4) fehérjén keresztiil valosul meg (Singh és Jiang, 2004). Az LPS-
TLR4 interakcid pedig indukalja az NFkB jelatviteli utvonal aktivalodasat (Kawai és Akira,
2007). E fontos gyulladasi Gtvonal iniciacija, tobbek kozt szamos citokin szintézisét és
szekréciojat idézi el6, melyek Onmagukban is képesek az NFxkB jelatviteli dtvonal
aktivalasara (Bonizzi és Karin, 2004), ezzel dngerjeszté folyamatot inditva el. Mindez KIR-i
citokin-szintézist és szekrécidt valt ki (lasd: 2.1.2. alfejezet), mely Kiterjedten képes
befolyasolni a KIR-i miikodést. Lathatd, hogy a mechanizmusban kulcsfontossaga a TLR4-
aktivacio altal indukalt NFxB jelatviteli Gtvonal. Hipotézisiink szerint ez a molekularis
kaszkad kozponti jelentdségli lehet a thalamo-kortikalis hiperszinkronitds kialakulasaért is.
Feltevésunket bioinformatikai Gton, a jelatviteli Gtvonalak és a proteomikai eredményink
Osszevetésével teszteltik. Az analizis soran a Pathway Studio program segitségével
Iétrenoztuk az NF«B jelatviteli Utvonal modelljét. A fehérje-halozati modellben szerepelt az
atvonalat aktivalo LPS, az NFkB utvonal, és az ez utébbi altal szabalyozott faktorok mellett
kilén a fronto-parietalis agykéreg és thalamus proteomikai analizisével kapott, valtozd
fehérjek listaja is. A bioinformatikai vizsgalat értelmében jelentds mértékli konnektivitas all
fenn az LPS—NF«B atvonal, illetve az altalunk jelenleg kimutatott fehérjék kozott: a 16-bol
10 fehérje mutat kapcsolatot a haldzattal a fronto-parietalis agykéregbdl, illetve a 35-bdl 23
fehérje a thalamusbdl (26. abra).

A sejtes jelatviteli utvonalak komplexitasa miatt természetesen nem allithatjuk, hogy
a fentiekben bemutatott mechanizmus felelds kizarolag a gyulladasi reakcio altal okozott
KIR-i funkciozavarért, ugyanakkor halozati modellezéssel kapott eredményeink erésen
feltételezik, hogy a thalamus és fronto-parietalis agykéreg proteomjanak athangolédsa az

NF«B jelatviteli tvonal &ltal befolyasolt.
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26. abra. A fronto-parietalis agykéregben és a thalamusban azonositott, valtozé mennyiségii
fehérjék kapcsolata az NFxB, gyulladasi jelatviteli utvonallal. Az abran lathato, hogy az LPS
altal indukalt jelatviteli folyamatok pro-inflammatorikus gyulladasi reakciét véltanak Ki,
amely citokinek szekrécidjahoz és a gyulladasi kaszkad feler6sodéséhez vezet, €s amelynek
egyik kozponti szerepldje az NFkB transzkripcios faktor. A periférias gyulladast kovetden
indukalt, NFkB-medidlt jelatviteli folyamatok kdzponti idegrendszeri funkciokra gyakorolt
jelent6ségére utal, hogy az LPS-en tdl az NFkB, illetve az azt szabalyoz6 (piros elemek), és
az é&ltala szabalyozott (kék elemek) fehérjék is szdmos kapcsolatot létesitenek az &ltalunk
azonositott fehérjékkel a fronto-parietalis agykéregben (A) és a thalamusban (B) (z6ld
elemek; soOtétzOld: a mennyiségi valtozasért biztosan felelés fehérje; vilagoszold: a
mennyiségi valtozashoz hozzajarult fehérje).

Roviditések, melyek nem szerepeltek a 8. tablazatban: CCL2: C-C motif chemokine 2;
CCL3: C-C motif chemokine 3; CCL5: C-C motif chemokine 5; CSF2: granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor; ICAML1: intercellular adhesion molecule 1; IKBK:
inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase; IL1B: interleukin-1 beta; IL1R1: interleukin-1
receptor type 1; IL6: interleukin-6; IL8: interleukin-8; IRAKI: interleukin-1 receptor-
associated kinase 1; IRAK4: interleukin-1 receptor-associated Kkinase 4; LPS:
lipopolysaccharide; MAP3K7: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7; MYDB88:
myeloid differentiation primary response protein MyD88; NF-kB: nuclear factor NF-kappa-
B; NFKBIA: NF-kappa-B inhibitor alpha; NOS2: nitric oxide synthase, inducible;
PLA2G1B: phospholipase A2; PTGS2: prostaglandin G/H synthase 2; SELE: E-selectin;
TIRAP: toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein; TLR4: Toll-like
receptor 4; TNF: tumor necrosis factor; TOLLIP: toll-interacting protein; TRAF6: TNF
receptor-associated factor 6; VCAML: vascular cell adhesion protein 1.

5.3. A kozponti idegrendszeri komplementrendszer szerepe a szinaptikus

miikodésben — a C1qg-jel6lt szinapszisok jellemzése

Ismert, hogy a komplement-medialt szinapszis-eltavolitasban a C1q fehérje kituintetett
szerepll, hiszen, akarcsak a periférian, ez a komplementrendszer klasszikus utvonalanak az a
komponense, mely hozzakdt az eltavolitando elemekhez, ezzel kijeldlve azokat az eliminaciot
végz0 sejteknek (Perry és O’Connor, 2008). Ebben a folyamatban tehat dominansan a KIR-i
immunsejtek, a mikroglia sejtpopulacio altal szintetizalt és szekretalt C1q fehérje (Fonseca és
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mtsai., 2017) szelektiven megjeldl bizonyos szinaptikus kapcsolatokat szintén a mikroglia
sejtek altali fagocitézisra. A tovabbiakban bemutatand6 vizsgalatok célja elsé 1épésben a
szinaptikus Clq fehérje lokalizacidjanak jellemzése, ezt kovetden pedig a Clq-jeldlt
szinapszisok molekularis karakterizaldsa. Az elsésorban a proteomikai analizisre épiild
tovabbi kutatasok célja annak feltarasa, hogy milyen folyamatok jatszhatnak szerepet a

szinapszisok C1q-jeldlésében.

53.1. A Clg fehérje kimutatdsa a szinaptikus régidban - elsésorban

preszinaptikus lokalizacio

Vizsgalatainkban elészor a Clq fehérje szinaptikus jelenlétének igazolasat és
szinapszison beldli lokalizacidjanak kimutatasat végeztiik el. A fehérje szinaptikus jelenlétét
szinaptoszoma preparatumokon vizsgaltuk, mely szubcellularis frakcié tisztasagat korabban
validaltuk (15. abra). A teljes nagyagykeérgi szévethomogenizatumon tul, kimutattuk a C1q
fehérjét szinaptoszoma preparatum homogenizatumaban is (27. abra, A). Kizarhatd, hogy
pusztan az agyszOvet érhal6zatadban talalhato, periférias eredetti C1q fehérjét detektéltuk,
mivel a fehérje jelenlétét demonstraltuk transzkardialis perfazion atesett egerek nagyagykérgi
és szinaptoszoma preparatumaban is (27. abra, A). A szinapszisok felszinén talalhatd6 Clq
detektalasahoz elvégeztilk az intakt szinaptoszomakat tartalmazo preparatum immunjeléléseét.
A szinaptikus marker, Syp-tartalmu szinaptoszomék csoportja jol lathaté volt
fénymikroszkopos technikdkkal is, amennyiben azokat a nagy ionerejli, de hasonld
vizsgalatokban gyakran alkalmazott PBS oldatban kezeltlk (27. 4bra, B). A tovabbi, aramlasi
meggatlasa (lasd: 5.3.2. alfejezet), ezért a PBS-kdzeg helyett szachar6z-alapu, kis ionereji
oldatot (SET-puffert) alkalmaztunk. Ebben a kozeghen nem kovetkezik be a szinaptoszomak
aggregacioja, ahogyan azt korabban Choi és munkatarsai bemutattak (Choi és mtsai., 2009b).
Konfokalis mikroszképos vizsgalatainkban kimutattuk a C1q fehérje jelenlétét az egyedi
szinaptoszomak felszinén (27. abra, C). Végil, prezentaltuk, hogy a Clq fehérje jelen van
kiilonboz6 kortl és nemili human alanyok, két kiilonb6z6 nagyagykérgi teriiletébol preparalt,

post mortem szinaptoszoma preparatumainak homogenizatumaban (27. abra, D).
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27. &bra. A Clq fehérje kimutatasa a szinaptikus frakcidban. (A) A Clq fehérje kimutatasa
az egér nagyagykérgében Western blot technikaval. A Clq fehérje detektalhatd a teljes
agyszoveti homogenizatumban és a szinaptoszoma frakcioban is. A fehérje kimutathatd
perfundalt egérbdl szarmazo, igy vérszennyezOdést nem tartalmazd mintdkban is. (B)
Szinaptofizin (Syp)-pozitiv szinaptoszomak fénymikroszkopos felvétele. A szinaptoszémak
aggregalddtak a PBS-kbzegben (a szinaptoszoma-frakciot nem sziirtiik 4t sziirdmembranon a
felvétel készitése elott). (C) Diszpergalodott szinaptoszomak a SET-pufferben. A Clg-pozitiv
szinaptoszomak kolokalizaciot mutatnak a szinaptikus marker, Syp fehérjével. (D) A Clq
fehérje kimutathatdé human alanyok kiillonb6z6 nagyagykérgi régioibol preparalt szinaptikus
frakcidiban Western blot technikaval. A human Cl1q fehérje izolalasat Kun Judit (MTA-
ELTE NAP B Neuroimmunologiai Kutatdécsoport) végezte. Mérce = 20 um (B), 5 um (C).

Annak megéllapitasara, hogy dominansan mely szinaptikus oldalon talalhaté a Clq
fehérje, a 15. Abran prezentalt pre- és posztszinaptikus membran frakciokat preparaltunk,
melyek homogenizatuméban vizsgaltuk a fehérje mennyiségét. A Western blot technikaval
végzett analizis soran a jelen mintakban is igazoltuk a preszinaptikus Syp fehérje feldusulasat
a preszinaptikus frakcioban, mig a posztszinaptikus marker, Psd95 fehérje szinte kizarolagos
jelenlétét a posztszinaptikus oldalon (28. abra). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
C1q fehérje dominansan a preszinaptikus oldalhoz asszocialt (PSD/PRE Cl1g-szint = 0,26 *
0,03 (atlag + kdzépérték standard hibaja), p = 0,0013) (28. abra). Mindez azt feltételezi, hogy

a szinapszisok C1g-altali, szelektiv kijellése elsésorban a preszinapszishoz kotott.

102



PRE PSD Psd95 IPRE @ C1q —JPRE
102 kD 1,01 ek PSD X 10 - PSD
a Psd95 5 ;
76 kDa =
52 kDa 05 s Zos
O
N
3
i : 7
38 kDa ypP bo S oo
i
C1q [JPRE
31 kDa » PrRe

24 kDa

(AU)

o

Fluoreszcencia intenzitds Fluoreszcencia intenzitas

28. dbra. A C1q fehérje eloszlasa a pre- és posztszinaptikus membrénban. (A) Reprezentativ
Western blot felvétel a preszinaptikus marker, Syp, a posztszinaptikus Psd95, valamint a C1q
fehérje mennyiségérél a pre- (PRE) és posztszinaptikus (PSD) membranfrakciokban (n = 6-
6). (B) A Syp, Psd95 és Clq fehérjék denzitometrias kvantifikalassal kapott mennyiségi
eloszladsa a PRE és PSD frakciokban. Az atlag + kdzépérték standard hibaja felhasznalva;
**p<0,01;, *** p<0,001.

5.3.2. A Clg-jelolt szinaptoszomak szortolasanak bemutatasa

A C1g-jel6lt szinapszisok molekularis karakterizlasahoz, immunjelolésiiket kovetden
fluoreszcencia-aktivalt aramlasi citometriai és sejtszortirozési technika segitségével
kulonitettik el a felszinukon C1lg-jelet tartalmazd szinaptoszomakat a nem jeloltektol. A
szinaptoszémak aramlasi citometriai vizsgalatanak (Wolf és Kapatos, 1989; Gylys és mtsai.,
2000; D’Amelio és mtsai., 2011; Postupna és mtsai., 2014; Caesar és mtsai., 2015), tovabba
szortolasanak (Biesemann és mtsai., 2014) megvaldsithatosagat napjainkig minddssze néhany
kutatdcsoport irta le. Fontos tovabba megjegyezni, hogy a korabban kozolt munkak
metodikailag jelent6s eltéréseket mutattak (pl. fluoreszcencia detektalasa antitest-alapu
technikaval vagy transzgenikusan eldallitott konstrukcié segitségével). A Clg-jeldlt
szinaptoszomak aramlasi citometriai vizsgalata igy a technika el6zetes optimalizalasat
igényelte. Legfontosabb kiilonbségként emlithetd, hogy a mar emlitett modon, metodikai
eljarasunkban a kordbbi munkankban alkalmazott PBS helyett SET-puffer kdzeget

hasznaltunk a szinaptoszémak immunjelélése soran, kiegészitve 0,5% (vol/vol) Pluronic F-68
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detergens hozzaadasaval. Ebben a meédiumban a szinaptoszomak nem mutattak a PBS
kdzegben tapasztalthoz hasonld aggregaciot (27. abra, B, C). Mindezt kiegészitettik a
szinaptoszéma-szuszpenzi6 atsziirésével egy 5 pum porusatméréjic membranon, mely
procedurat korabban sikeresen alkalmaztdk szinaptoszoma preparatum eldallitasara a
szinaptoszémak méretének figyelembevételével (Johnson és mtsai., 1997; Bajor és mtsai.,
2012). igy eltavolitottuk a mégis aggregalddott szinaptoszomaékat, illetve a nagyméretii
szennyezéseket. Az aramlési citometriai vizsgélat soran, az igy eléallitott szinaptoszoOma-
frakcié homogén populécidt alkotott, méretiiket és bels6 granulaltsdgukat tekintve (29. abra,
A), illetve az egyedi szinaptoszdmak mérete a 0,5-1 um-es tartomanyba esett, kalibracios
gyongyokkel val6 dsszevetésik alapjan. Ez a mérettartomany megegyezik a korabban is leirt
eredményekkel (Biesemann és mtsai., 2014). A szinaptoszéméak granulaltsagarol informaciot
nyUjto fényszorodasi paraméterek nem véltoztak a szortolas ideje alatt, mely arra utal, hogy
integritasukat a procedura alatt megdrizték. A frakcid sejtes tormeléktdl mentesnek bizonyult,
tekintve, hogy a szinaptikus frakcio szinte teljesen jelolhetd volt a sejtes életképességi
vizsgalatokban gyakran alkalmazott calcein-AM fluoreszcens festékkel (29. abra, B).
Tovéabba, a szortolt szinaptoszOmak frakcidjaban intakt szinaptoszOmakat mutattunk Ki
elektronmikroszkopos technikaval is (29. abra, C).

A Clg-jel6lt és nem jeldlt szinaptoszomak proteomikai 6sszehasonlitasahoz dsszesen
6 allat nagyagykérgébol izolalt szinaptoszoma frakciot vizsgaltunk. A C1g-jeldlt és nem jel6lt
szinaptoszomak kuldnvalasztasa soran, minden esetben szigorGan elkilonitettik a valodi
Clg-pozitiv szinaptoszomakat a nem jel6lt populéaciotdl, melyhez a negativ kontroll (csak
masodlagos antitesttel jel6lt) minta szolgalt alapul (29. abra, D). Szortolt szinaptoszémak
homogenizatumanak Western blot technikaval torténé vizsgalataval igazoltuk a szortolas
nagyfoku tisztasagat (29. abra, E). A szinaptoszomak 15,60 + 1,24%-a (atlag + kdzépérték
standard hibaja felhasznalva, 6 fiiggetlen vizsgalat) bizonyult C1g-pozitivnak. Osszességében
elmondhatd, hogy munkank soran sikeriilt megvalésitani a C1qg-jeldlt szinaptoszomak

elkiilonitését a nem jelolt populacidtdl, ami lehetdve tette a tovabbi, proteomikai vizsgalatot.
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29. abra. Szinaptoszoméak aramlasi citometriai analizise és szortolasuk a C1g-jel alapjan.
(A) A szinaptoszomak homogén populécidja méretilk (FSC) és belsé granulaltsaguk (SSC)
alapjan. (B) Reprezentativ aramlasi citometriai felvétel, mely demonstrélja, hogy a
szinaptoszoma frakcié csaknem teljesen jelolhet6 az életképességet jelz6 calcein-AM
fluoreszcens festékkel (n = 4 fuggetlen kisérlet). (C) Elektronmikroszképos felvétel egy
szortolt, intakt szinaptoszomardl. (D) A szinaptoszémak fluoreszcencidjat bemutatd
reprezentativ hisztogram (n > 6 fuggetlen kiserlet). A kék hisztogram a csak mésodlagos
antitesttel jelolt, negativ kontroll minta, mig a z6ld hisztogram az anti-C1gA els6dleges
antitesttel is jeldlt szinaptoszémak fluoreszcenciajat demonstralja. A G1 kapu a C1g-val nem
jeldlt, mig a G2 a Clg-jel6lt szinaptoszdmakat jeldli. (E) Reprezentativ Western blot felvétel
a Clq fehérje mennyiségérél a Clg-val jelolt és nem jelolt 6-6 millio, levalogatott
szinaptoszdma homogenizatumaban, kiegeszitve a teljes fehérje mennyiséget kimutato,
SYPRO Ruby festéssel kapott felvétellel (n = 4 fliggetlen kisérlet). Mérce = 0,25 pm.

5.3.3. A Clg-jelolt szinaptoszomak proteomjanak karakterizalasa

A ket szinaptoszoma populacié fehérjekészletének 6sszehasonlitasahoz 6 allat 2-2

millid, szortolt C1qg-jel6lt és nem jel6lt szinaptoszoma homogenizatumat hasznaltuk fel. A
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gél-alapt proteomikai vizsgalathoz az un. Saturation Labeling 2-D DIGE technikét

alkalmaztuk, mely lehet6vé teszi minddssze néhany mikrogram fehérje fluoreszcens festékkel

torténo jelolését és kvantifikdlasat (Arnold és Frohlich, 2012). A proteomikai munka végére

19 olyan, szignifikans valtozast mutatd fehérje spot-ot kaptunk, melyek fehérjetartalméanak

meghatarozasat elvégezhettik (9. tablazat). Kéziluk 10 fehérje spot fluoreszcens intenzitasa

szignifikans csokkenést, mig 9 ndvekedést mutatott. A valtozdsok mértékét tekintve a

csokkenés a -1,23—(-1,60)-szoros, mig a névekedés a 1,32-2,24-szoros tartomanyba esett (30.

abra, A, B). Osszességében 18, szignifikans valtozast mutatd fehérjét azonositottunk (30.

abra, A, B).
UniProt fehérje név l;griliréci;c ( C\lls-l}:glzbéllf/rrgirztjéeklgl 1) Sejtes funkcié
1 |14 kDa phosphohistidine phosphatase Phptl 1,37 Ismeretlen
2 | Aconitate hydratase, mitochondrial Aco?2 1,39 Szénhidrat anyagcsere
3 | Actin, cytoplasmic 1 Actb 1,78 1,77 - Citoszkeletalis
4 | Alpha-enolase Enol -1,40 Glikolizis
5 ﬁ-il;gcsh)gnrfgfizel subunit alpha, Atp5al - Energia haztartas
6 | Beta-synuclein Snch -1,55 Szinaptikus transzmisszié
7 | Calcineurin subunit B type 1 Ppp3rl -1,55 Jelatvitel
8 | Complexin-1 Cplx1 -1,60 Szinaptikus vezikulum exocitézis
9 | Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa 1,99 Glikolizis
10 | Quarine nuslectideinding protein oy 1.2 seice
11 | Neuronal pentraxin-1 Nptx1 -1,40 Szinaptikus transzmisszio
12 | Peroxiredoxin-6 Prdx6 -1,29 -1,34 Oxidativ stressz reakcio
13 Zlg?]zprszagfigmnositol transfer protein Pitpna 1.32 Jel4tvitel
14 | Proteasome subunit alpha type-5 Psma5 -1,23 Fehérje lebontas
15 | Synapsin-2 Syn2 - Szinaptikus vezikulum exocitozis
16 | Tropomodulin-2 Tmod2 -1,55 Mikrofilamentum organizacio
17 itiggl#]teinljarboxyl-terminal hydrolase Uchll -1,25 Fehérje lebontas
qip || VB g EEpemete Ao S B nYE Vdacl  -1,45 lontranszport szabélyozas

channel protein 1

9. tAblazat. Fehérje mennyiségi killénbségek a C1g-jeldlt és nem jel6lt szinapszisokban.
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30. bra. A Clg-jelolt és nem jelolt szinaptoszomak proteomikai Osszehasonlitasdnak
eredménye. (A) Reprezentativ felvétel az eltér6 mennyiségli fehérjék elhelyezkedésérol a
gélen, a valtozasok mértékének feltliintetésével. (B) A vizsgalatban kimutatott fehérje
mennyiségi kiilonbségek mértékének Osszefoglalasa. A valtozas mértékét, a kiértékeléshez
hasznalt DeCyder 2-D Differential Analysis Software altal, parositott mintaknal prezentalt,
un. pérositott atlagos aranykent tuntettik fel. (C) Az eltéré mennyiségben kimutatott fehérjék
funkcionalis klaszterezése sejtes szerepik alapjan.

Az eltér6 mennyiségben azonositott fehérjéket funkciondlisan klasztereztiik

sejtbioldgiai  szerepuk alapjan. Eredményeink alapjan megéllapithatd szdmos Aaltalanos
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sejtszintii folyamat (szénhidrat anyagcsere és energia haztartas, sejtvaz atalakulds, fehérje
lebontas, oxidativ stressz reakcid, iontranszport), valamint a specifikus, szinaptikus
mechanizmus, a szinaptikus transzmisszié érintettsége is (30. abra, C). Erdekes mddon, mig
a szinaptikus transzmisszioban érintett négy fehérje kozul harom is csokkenést mutatott,
addig ezzel ellentétben, a szénhidrat anyagcserében szereplé négy fehérjéb6l harom
szintjének emelkedését irtuk le. A proteomikai eredmények alapjan a szinaptikus régié eltéré

funkcionalis allapota feltételezhet6, mely a C1g-jeldlés alapjat kepezheti.

5.3.4. A lokalis, szinaptikus apoptotikus mechanizmus szerepet jatszik a

szinapszisok C1g-jeldlésében

A KIR-ben eltdvolitand6 szinapszisok Clg-jellel vald ellatdsa mogott allé
mechanizmusok jobb megértése céljabol elvégeztilk a megvaltozott mennyiségben kimutatott
fehérjék tovabbi bioinformatikai analizisét a Pathway Studio szoftver segitségével. Az
analizis magaban foglalta a jelen proteomikai munkaban leirt fehérjék kdzos célpontjainak és
szabalyoz6 elemeinek keresését is. A potencialis célpontok és szabalyozd elemek kozott
figyelembe vettiik az adatbazisban szereplé 0Osszes kis molekulat, fehérjét, molekularis
komplexet és sejtes folyamatot. A potencidlis k6zos célpontok kozott az elsd helyen kapott
,szinaptikus plaszticitas” (p = 1,34 x 10™) utan, masodikként az ,,apoptozis” folyamatat (p =
3,58 x 107 talaltuk (31. abra). Ez alapjan feltételezhets, hogy a Clg-jel6lés azon
szinapszisokat érinti, melyekben apoptotikus mechanizmusok indultak el. Ezt a feltételezést
tovabb erdsitette, hogy a proteomikai vizsgéalatban kapott fehérjék legvaldszinlibb kozos
szabalyozo faktoranak a ,,Ca®" adodott (p = 3,38 x 10™2) (31. 4bra), és ismert, hogy a
lokalis, dendritikus kalciumion-szint megemelkedése apoptotikus folyamatokat aktival, és

végsoésoron a dendritek eltavolitasat eredményezi (Kanamori és mtsai., 2013).
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Regulator: #1 “Ca?”, p=3,38 x 102

Célpont: #1 “Szinaptikus plaszticitas”, p = 1,34 x 10"
#2 “Apoptozis”, p = 3,58 x 10°

31. &bra. Az apoptotikus folyamatok szerepe a szinaptikus C1g-jel6lésben. A bioinformatikai

r_- r . sz 2+
analizis eredményei alapjan a ,,Ca”™"”

tekinthetd a megvaltozott fehérjék legvaloszinlibb kdzos
regulatoranak, mig az ,,Apoptdzis” a fehérjék masodik legvalosziniibb k6zos célpontjanak a
»Szinaptikus plaszticitds” utdn. A halézatban az élek vastagsdga ardnyos a vonatkozd

hivatkozasok szamaval.

A lokalis apoptotikus mechanizmus szerepének Kkisérletes igazolasahoz aramlasi
citometriai  és immunhisztokémiai  vizsgalatokat végeztink. Aramlasi citometriai
Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon kimutathato-e a Clg-jel6lt
szinaptoszémakban apoptotikus markerek, igy az aktivalt-kaszpaz 3 megjelenése, illetve az
annexin V szinaptikus felszinhez kotése. A kaszpaz 3, hasitodasa és igy aktivalodasa utan
kulcsszerepet jatszik az apopt6zis végrehajtasaban (Earnshaw és mitsai., 1999), mig az
annexin V specifikusan hozzakét a plazmamembran extracelluléris oldalara transzlokalddott
foszfatidilszerinhez, melynek kihelyez6dése az apoptézis soran megy vegbe — igy
alkalmazasa az apoptdzis detekciojanak egyik leggyakoribb metodikdjanak tekinthetd (van
Engeland és mtsai.,, 1998). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a Clg-jeldlt
szinaptoszomak statisztikailag szignifikansan nagyobb mennyiségben tekinthetéek
apoptotikusnak a nem jeldltekhez képest: a Clq- es aktiv-kaszpaz 3-dupla pozitiv (p =
0,0054) (32. &bra, A, B), valamint a C1g- és annexin V-dupla pozitiv (p = 0,014) (32. abra,
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C, D) szinaptoszomak szama egyarant jelent6s. Meg kell jegyeznilink tovabbé, hogy a C1g- és
annexin V-dupla pozitiv szinaptoszomak szdma, minden bizonnyal, alulbecsult. A feltételezés
alapjat az a mar leirt kutatasi eredmény képezi, mely szerint az annexin V fehérjén kivil, a
Clq fehérje is képes az externalizalodott foszfatidilszerin kdtésére, ugyanakkor az annexin V-
nél kisebb affinitassal (Paidassi és mtsai., 2008). Az immunjel6lési procedira soran a
szinaptoszéma preparatumhoz feleslegben hozzdadott annexin V igy leszorithatta a Clq
fehérjét kozos kotépartneriikrdl, igy lecsokkentve a Clg- és annexin V-dupla pozitiv
szinaptoszOmak szdmat. Mindezzel 0Osszhangban 4ll, hogy amig a csak Clg-jelolt
szinaptoszémak 15,60 + 1,24%-at képezték a teljes szinaptoszOma populacionak, addig
annexin V-hozzaadast kovetéen ez az érték minddssze 3,71 + 0,36%-ra csokkent. Végil,
tovabb er0siti ezt az elképzelést, hogy a hozzdadott annexin V mennyiségének ndvekedése
ardnyosan csokkentette a C1Q-jelolt szinaptoszomak mennyiségét eldkisérleteink soran.
Eredményeink tehat erdsen feltételezik, hogy a Clq (egyik) kotOpartnere a szinapszisok
felszinén az apoptotikus marker, foszfatidilszerin lehet. Az aramlasi citometriai vizsgalati
eredményeket megerdsitettiik egy alternativ metodikaval is: immunhisztokémiai technikaval
kimutattuk, hogy a C1g-jelolt szinapszisok jelent6s hanyada kolokalizaciét mutat egyben az
aktiv-kaszpaz 3 fehérjével is (32. &bra, E). Osszességében, bioinformatikai és kisérletes
eredményeink egyarant arra utalnak, hogy az eltavolitandé szinapszisok C1q-jel6lése szoros

osszefliggésben all a bennik inicializalédott apoptotikus folyamatokkal.
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32. abra. Az apoptotikus folyamatok és a szinaptikus C1q-jelélés kapcsolatanak kisérletes
vizsgalata. (A-D) Aramlasi citometriai vizsgalataink alapjan, a kapuzasi kritériumok
figyelembeveétele mellett (negativ kontroll minték: bal panel az A és C abran), a C1g-jeldlt
szinaptoszomak jelentds hanyada pozitiv az aktiv-kaszpaz 3 (Casp3) (jobb panel az A &bran
és B abra), valamint az annexin V fehérjére (A5) is (jobb panel a C abran és D abra), tehat
apoptotikusnak tekinthetd (n = 4-4 fliggetlen kisérlet). (E) C1q, aktiv-kaszpaz 3, szinaptofizin
harmas immunjeldléssel kimutattuk a szinaptikus Clq fehérje kolokalizaciojat az aktiv-
kaszpaz 3-mal (fehér korrel jeldlve) a hippocampalis gyrus dentatus molekularis rétegében.

Mérce = 5 um. Atlag + kozépérték standard hibaja felhasznalva; * p < 0,05; ** p < 0,01.

111



5.3.5. A potencialis C1g-kotépartner, neuronalis pentraxin 1 vizsgalata

Proteomikai vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a C1qg-jel6lt szinaptoszoméakban a nem
jeloltekt6l eltér6 mennyiségben van jelen a neuronalis pentraxin 1 (Nptx1) fehérje (9.
tablazat). Ez az eredmény kiilon kiemelendd, tekintve a szakirodalmi adatokat a
komplementrendszer, és els6sorban a Clq fehérje, valamint a pentraxin fehérjecsalad
kapcsolatdnak vonatkozasaban. A periférian nagy mennyiségben termel6dd, evolicidsan
6sinek tekintheté pentraxin csaladba tartozo un. ,,rovid” pentraxinok, a C-reaktiv fehérje, és
szérum amiloid-P komponens (Du Clos és Mold, 2011), valamint a ,,hosszi” pentraxin,
pentraxin-3 (Baruah és mtsai., 2006) egyarant képes a komplementrendszer, valamint a C1q
fehérje szabalyozasara. A hosszu pentraxinok csoportjanak tagjai a neuronalis pentraxinok,
melyek kdzé a neurondlis pentraxin 1, 2 és a neurondlis pentraxin receptor tartozik. A
neuronalis pentraxinok a KIR-ben jelenlévd, extracellularis és bizonyos esetben
intracellularis lokalizaciot is mutato fehérjék, melyek jelentdsen befolyasoljdk a szinapszisok
keletkezését/eltavolitasat és a szinaptikus miikodést (O’Brien és mtsai., 2002; Xu és mtsai.,
2003; Sia és mtsai., 2007; Figueiro-Silva és mtsai., 2015; Pelkey és mtsai., 2015). A
neuronalis pentraxinok feltételezhetéen képesek a lokalis, KIR-i komplementrendszer
szabalyozasara, nem pusztdn a pentraxinok csaladjanak mas tagjaival valé rokonsagukat
figyelembevéve, hanem mert egyik tagjuk, az altalunk a jelen munkéban is kimutatott Nptx1,
minden bizonnyal kdlcsonhat6 partnere a C1q fehérjének (Stevens és mtsai., 2007) — habar
ez, a hivatkozott kdzleményben felvetett allitas, ez idaig nem kerilt publikalasra.

Az Nptxl fehérje jelenlétét eldszor igazoltuk egér teljes nagyagykérgi
szévethomogenizatumaban, illetve specifikusan, a szinaptoszoma frakcioban is (33. abra, A).
Kimutattuk tovabba, hogy a Clq fehérjével ellentétben, az Nptx1l fehérje dominansan a
posztszinaptikus membranhoz kotott (33. dbra, B). Ez az eredmény 6sszhangban all azzal az
ismert ténnyel, hogy az Nptx1 képes a serkent6 szinapszisokban posztszinaptikus helyzetben
lokalizalt AMPA receptorokhoz kotni, ezzel stabilizalva azok helyzetét (Sia és mtsai., 2007).

Vizsgalatunkban az Nptx1l fehérje csokkeneset mutattuk ki a Clg-jelélt
szinaptoszomakban. Ez az eredmény latszolag ellentmondhat a komplementrendszer
szabalyozasaban jatszott feltételezett szerepének, illetve a Cl1lq fehérjével vald
kolcsonhatasanak. Meg kell ugyanakkor emliteni, hogy az altalunk is alkalmazott, gél-alapl
proteomikai metodika altal demonstralt fehérje mennyiségi kilénbség nem nyujt feltétlendl
egyértelmii informaciot arrdl, hogy a fehérje expressziojaban bekdvetkezett-e valtozas. Egy

fehérje spot-ban detektalt fehérje véaltozasat ugyanis eredményezheti annak valamely

112



poszttranszlaciésan modosult formajanak abundancidjaban megnyilvanulé eltérés is
(Chevalier, 2010). igy, hipotézisiink szerint, az Nptx1 fehérje alacsonyabb szintje a C1g-
jelolt szinaptoszomakban valdszinisithetden annak egyik poszttranszlacidosan modosult
forméjanak csokkenésének kovetkezménye. Ezt a feltevést tAmogatja, hogy 2-D Western blot
technikaval sikerlt kimutatnunk a szinaptoszoma prepardtumban az Nptx1 tobb,
poszttranszlaciésan modosult forméajat, melyek eredmenyeink alapjan bizonyitottan
kiilonboz6 mértékben foszforilalt allapotot jelentenek (33. &bra, C). Mindemelett erésen
feltételezhetd, hogy a foszforilalt formak tovabba glikozilacion is atestek, tekintve, hogy
nagyobb molekulatomegiiek, mint a nem modosult Nptx1, és a fehérje glikozilacidja mar
ismert (Hooper és mtsai., 2016). A proteomikai (30. &bra, A) és 2-D Western blot technikaval
kapott (33. d&bra, C) eredmények &sszevetésével lathatd, hogy a Clg-jeldlt
szinaptoszoméakban a nem foszforilalt (és minden bizonnyal nem glikozilalt) fehérje
csokkenését mutattuk ki (33. &bra, D). A C1g-jeldlt szinaptoszomakbol kinyerhetd alacsony
fehérje mennyiség és az Nptx1l poszttranszlaciosan maédosult formainak kis abundanciaja
miatt, ugyanakkor a poszttranszIlacios valtozason atesett Nptxl nem volt a kell6 szamu
(legaldbb 5 allathoz tartozd) gélen detektalhatd, igy kvantifikalhatdé a proteomikai vizsgalat

soran.
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33. &bra. A neuronalis pentraxin 1 (Nptxl) fehérje szinaptikus lokalizacidja és
poszttranszlacios formainak kimutatasa a szinaptikus preparatumban. (A) Az Nptx1 fehérje
kimutatdsa egér teljes nagyagykérgi és szinaptoszOma homogenizatumaban. (B) A
reprezentativ Western blot felvételen (lasd: 28. &bra) és az oszlopdiagramon lahaté az Nptx1
feldusuldsa a PSD frakcidban, szemben a PRE preparatummal (n = 6-6). (C) Az Nptxl
foszforilalt allapotanak kimutatasa a szinaptoszéma preparatum homogenizatumabdl készitett
2-D Western blot segitsegevel. A poszttranszlaciosan modosult Nptx1 fehérjék elsésorban
izoelektromos pontjukban (pl), és kis mértékben molekulatémegiik alapjan térnek el
egymastol. A SYPRO Ruby, teljes, és Pro-Q Diamond, foszforilacio-specifikus fehérje
festékek, tovabba az Nptx1 elleni antitest egyuttes hasznalata kimutatta, hogy a Nptx1-spotok
kozil detektalhatd ket, a savasabb pH-tartomanyba esd, foszforilalt, és a nem foszforilalt
forma is. (D) Megallapithat6, hogy a proteomikai vizsgalat soran detektalt Nptx1 (bal oldali
abra), a 2-D Western blot felvétel alapjan (jobb oldali &bra), a poszttranszlaciosan nem

modosult fehérje. Az atlag + kozépérték standard hibaja felhasznalva; * p < 0,05.

114



Annak tovabbi vizsgalatara, hogy a Clq és Nptx1l fehérjék egymas szabalyozo,
kolcsonhatd partnerei lehetnek, meghataroztuk szinaptikus kolokalizaciojuk mertékét.
Konfokalis mikroszkdpiaval kapott eredményeink kimutattik a két fehérje egyuttes jelenlétét
szamos egyedi szinaptoszoma felszinén (34. abra, A). Aramlasi citometriai vizsgalataink
alapjan pedig megallapithatd volt, hogy a két fehérje kolokalizacidja statisztikailag
szignifikdnsan nagyobb mértékben jellemz6 az egyes szinaptoszémakon, mint a két fehérje
egyedi jelenléte (34. &bra, B). A Clqg és Nptx1 fehérjék, 28., illetve 33., B &bran bemutatott,
leginkabb ellentétes oldali szinaptikus elhelyezkedése pedig, kolokalizacios vizsgalatainkkal
egylitt, arra utal, hogy a két fehérje feltételezhetden egy a szinapszis két oldalat athidalo, Gn.
,Htransz-szinaptikus” kapcsolatot 1étesit egymassal az eltavolitando szinapszisokon.

Osszegezve, feltételezhetd, hogy a C1q és Nptx1 fehérjék egymas valds interakcios
partnerei a szinaptikus felszinen, mely kapcsolat befolyasolhatja az eltavolitand6
szinapszisok kijelolését. A proteomikai és 2-D Western blot vizsgalatok eredményeinek
figyelembevételével egyiitt pedig megéllapithatd, hogy a foszforilalt (és minden bizonnyal
glikozilalt) Nptx1 talalhatd a szinapszisok felszinén, tekintve, hogy a poszttranszlacidsan nem
modosult, és valdszinisithetéen intracellularis Nptx1 csdkkent mennyiségben detektalhatd a
Clg-jeldlt szinaptoszomakban (30. abra, A), mig a szinaptikus felszinen talalhat6 Nptx1

jelent6s kolokalizaciot mutat a C1q fehérjével.
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34. abra. A Clqg és Nptx1l fehérjék kolokalizaciojanak vizsgalata. (A) Konfokalis
mikroszkdpos vizsgalat alapjdn a Clq és Nptx1 jelentds mértékii kolokalizaciot mutat a

szinaptoszomak felszinén (fehér korrel jelolve). (B) A kolokalizécidé &ramlasi citometriai
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technikaval torténé kvantifikalasa. Szinaptoszomak aramlasi citometriai felvétele a C1g- és
Nptx1-immunjelolés mértékének abrazolasaval (jobb felsé dbra), a negativ kontroll, csak
mésodlagos antitestekkel jel6lt szinaptoszomak aramlési citometriai felvétele alapjan (bal
felsé abra) megéllapitott kapuzéasi kritérium figyelembevételével. A Clg- és Nptx1-dupla
pozitiv szinaptoszomék szama a csak az egyik vagy masik fehérjét tartalmazdokénal
szignifikdnsan nagyobb (oszlopdiagram, alsé abra) (n = 4 fliggetlen kisérlet). Merce = 10

pum. Az atlag + kozépérték standard hibaja felhasznélva; * p < 0,05.

6. Megbeszélés

6.1. A patholdgias agyfejlodésért felelossé teheté prenatalis gyulladasi reakcio

rovid és hosszu tava neuroproteomikai hatasainak értelmezése

A neuroimmunolégiai folyamatok kolcsonhatasanak kiemelkedden nagy jelentOsége
van a korai egyedfejlédés idején, melyet az is bizonyit, hogy szdmos KIR-t érintd
megbetegedés kialakuldasaban ismert az immunrendszer aktivaciojanak jelentdsége a korai
ontogenezis soran (Knuesel és mtsai., 2014). A fentiekben bemutatott Kisérletsorozatunkban
az elsdsorban skizofrénia-, illetve ASD-szer( tiineteket széles spektrumban mutato, Gin. anyai
immunaktivacié ragcsédlomodellt hasznaltuk. A kisérletek elsddleges célkitiizése az LPS-
indukalt korai, magzati korban megmutatkozo és késdi, adoleszcens kori KIR-i molekulris
véltozasok  feltérképezése volt nagy-ateresztoképességli, proteomikai  technikak
alkalmazésaval.

Az akut LPS-kezelés a human ontogenezis masodik trimeszterének megfelelé magzati
fejlddés idejére esett, amely periodusban ismerten jelentds az anyai gyulladasi reakcid, mint
rizikofaktor szerepe az utddban késébb megjelend pszichiatriai korképek kialakulasaban
(Mednick es mtsai., 1988; Wright és mtsai., 1995; Atladottir és mtsai., 2010). A 13,5 napos
gesztacios korban elvégzett LPS-kezelés idOpontja egyben a patkany telencephalonjat képezd
idegsejtek keletkezésének kezdetével mutat jelentds atfedést (ez igaz bizonyos neokortikélis,
limbikus és piriform agykérget felépité neuron-populécidkra egyarant, Bayer és mitsai.,
1993). Fontos megemliteni, hogy az agykérgi strukturak kialakitasaban kozponti szerepii
Cajal-Retzius sejtek keletkezésének és proliferacidjanak ideje is a kisérletesen indukalt
gyulladasi reakcié idejére esik (Bayer és mtsai., 1993). Az abnormaélis nagyagykéreg

kifejlédésében tehat a neuronalis migracié iranyitasaban fontos Cajal-Retzius sejtek is
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szerepet jatszhattak, amely sejtpopulécid régdta ismerten érintett szamos KIR-i betegség
(tobbek kozt a skizofrénia) kialakuldsdban (Soriano és Del Rio, 2005). Az anyai
immunaktivaciot el6idéz6 beavatkozas sikerességét mutatta, hogy a 20 pg/testtdmeg kg
dozisban, i.p. beadott LPS gyors testhdmérséklet novekedést idézett el6 az anyaallatokban,
amely valtozas megegyezett egy korabbi munkank soran ugyanekkora dozisban beadott LPS
hatasara kapott eredményekkel (Kovacs és mtsai., 2006).

A kezelés a teljes szoveti telencephalon szintjén is megmutatkozd proteomikai
eltéréseket eredményezett 24 draval a beavatkozas utan. A vizsgalt szovetmintan kimutathatd
proteomikai valtozasok jelentdsége figyelemreméltd, hiszen a rendkivil valtozatos sejtes
allomanybol felépiild magzati telencephalonban, nagyfoku heterogenitésa folytan, az eredd
fehérje mennyiségi kiilonbségek konnyen ,,elmaszkolhatjak” egymast. Tudomasunk szerint
ez az els® nagy-ateresztoképességli vizsgalat, amely a fehérjék szintjén vizsgalja az anyai
gyulladasi reakcié magzati, fejlodo telencephalonra kifejtett hatasat. A fehérjék funkcionalis
besorolasa ramutatott a fehérje szintézisben, feltekeredésben és lebontasban érintett proteinek
szembetiing feldusulasara a megvaltozott fehérjék kozt. E megfigyelés a jelenleg detektaltnal
még Kiterjedtebb proteom-szintli modosulasokra utalhat, melyek valdszintsithetéen csak
bizonyos sejtpopuléaciok analizise soran valnanak kimutathatova. Specifikusan a neuronalis
géntranszkripcio altalanos athangolasara utal a heterogén nuklearis ribonukleoprotein H
(Hnrnphl) megndvekedett mennyisége, amely csokkenti a neurogenezist az idegsejtek
expresszidjanak szabalyozasan keresztil (Grammatikakis és mtsai., 2016). Erdekes médon,
ez utobbi fehérje egyik interakcids partnerét, a Terf2ip proteint szintén megvaltozott
mennyiségben detektaltuk. A Terf2ip fehérje pedig egyben az NFkB-jelatviteli Gtvonal egyik
fontos eleme, amely nemcsak a kaszkad pozitiv regulatora, de mennyisége egyben
novekedeést is mutat e jelatviteli Gtvonal aktivalodasakor (Teo és mtsai., 2010). Amennyiben
az NFxB-jelatviteli utvonal valdban inicializalodik kisérleti modelliinkben, Ggy ez
megmagyarazhatja a kiterjedt KIR-i fejlodési zavart, tekintve, hogy ez a molekularis kaszkad,
citokinek ¢és kemokinek expresszidjanak szabalyozasan keresztiil alapvetden befolyasolhatja a
fejlodé progenitor és idegsejtek extracelluléris kornyezetét (Zhang és Hu, 2012). Az
kulcsfontossagu citoszkeletalis és nyulvanynovekedést befolyasold fehérje megvaltozott
mennyisege, melyek kozll kiemelendé a nagyagykéreg fejlodési zavaraban bizonyitottan
érintett cofilin-1 (Cfl1) fehérje emelkedett szintje (Bellenchi és mtsai., 2007).
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Végil megemlitendd, hogy eredményeink feltételezik a fokozott oxidativ stressz
jelenlétét az anyai immunaktivaciot kovetéen a magzati, fejlodé agyi kompartmentben is.
Erre utal a gyulladasi mediator, Mif fehérje mennyiségi ndvekedése, amelynek szekrécidja
ismerten fokozddik e korilmények kozott (Gupta és mtsai., 2016), illetve egyben védekez6
funkciot 1at el az oxidativ stressz indukcidjat kovetéen (Nguyen és mtsai., 2003). Tovabbi
bizonyitékot jelenthet az oxidativ stressz szerepére a Clicl fehérje detektalasa.
Vizsgalatunkban a fehérje poszttranszIlacids és nem expresszios valtozasat mutattuk ki (nem
valtozott a fehérje teljes mennyisége Western blot vizsgélatunk alapjan), és ismert, hogy a
Clicl, az oxidativ stressz érzékeldjeként, poszttranszlacids valtozason megy at (Littler és
mtsai., 2004). A Clicl oxidativ stressz kovetkeztében bekovetkez6 modosulasa és
transzlokacidja a plazmamembrénba pedig hozzajarul a tovabbi reaktiv oxigéngydkok
képzO6déséhez és a gyulladasi folyamat tovabbgyliriizéséhez (Milton és mtsai., 2008; Xu és
mtsai., 2016). Az irodalmi adatok altal nyujtott bizonyitékok alapjan megalkotott
hipotézislink szerint a Clicl fehérje kézvetlenul hozzajarulhat az anyai és magzati, szisztémas
gyulladasi reakcio lokalis megjelenéséhez és felerdsitéséhez a fejlédé KIR-ben. Az altalunk
kapott eredmények 0Osszhangban vannak kordbbi tanulméanyokban megfigyeltekkel,
amelyekben kozvetlen bizonyitékokat talaltak a reaktiv oxigéngyokok altal indukalt
maodosulasokra (pl. fokozott fehérje karbonilacid) (Lanté és mtsai., 2007), illetve az oxidativ
stressz reakcioval 6sszefliggésbe hozott gének megemelkedett expresszigjat irtak le (Oskvig
és mtsai., 2012) a fejl6édé embrionalis agyban, anyai LPS-kezelést kovetGen.

Osszességében, vizsgalatunk ramutatott, hogy az anyai immunaktivacio szamos
ponton képes beavatkozni a fejlodd telencephalon miikodésébe e kritikus ontogenetikus
periodusban. A fent felsorolt molekularis- és sejtes mechanizmusok pedig egyutt
hozzajarulhatnak a késdbb megnyilvanulo pathologias tiinetek megjelenéséhez.

A beavatkozas hosszu tavu hatasait 35 napos koru patkanyokon vizsgaltuk. Ebben az
életkorban mar kimutathatok a koéros elvaltozdsok az anyai immunaktivacio
ragcsalomodelljében (Meyer és mtsai., 2009a). A 35 napos kor megfeleltethetd tovabba
emberekben a fiatal felnéttkorral, mely életkorban sokszor mar megjelennek a skizofrénia
tlnetei (Spear és mtsai., 2000). Kisérletinkben a skizofrénia és ASD betegségekben
Kiterjedten érintett nagyagykérget (Cheung és mtsai., 2010) vizsgaltuk. A teljes agyszovet
komplexitasa sokszor ellehetetlenitheti a kis mennyiségben detektalhatd, de funkcionalisan
jelentds fehérjék mennyiségi valtozasanak kimutatdsat, igy kutatasunk soran az ASD (Chen
és mtsai., 2014) es skizofrénia (Seshadri és mtsai., 2013) pathomechanizmuséban kiiléndsen

jelent6s szerepli, szinaptikus struktarara fokuszaltunk. Munkank sordn sikeresen
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clvalasztottuk a nagyagykéregbOl preparalt szinaptoszoma frakcion belill a pre-, illetve
posztszinaptikus strukturakat, és kiilonbozo, gél-alapu proteomikai technikdk kombinalasaval
kiterjedt valtozasokat tartunk fel a prenatalis immunaktivacion atesett allatokban. Erdekes
modon, kiemelkedéen tobb pre-, mint posztszinaptikus fehérje érintettségét mutattuk ki,
amely ugyanakkor 6sszhangban all a preszinaptikus funkciozavar skizofréniaban (Mirnics és
mtsai., 2000; Siegert és mtsai., 2015) és az ASD-vel 6sszefliggésben allé Fragilis X-
szindroméaban (Klemmer és mtsai., 2011; Broek és mtsai., 2016) kordbban mar hangsulyozott
szerepével.

A megvaltozott mennyiségben kimutatott fehérjék listajanak bioinformatikai analizise
ravilagitott, hogy a pre- és posztszinaptikus kompartmentre egyarant jellemzo a sejtvaz
rendszer, illetve a vezikulumok reciklizacidjat végz6 molekuléris gépezet érintettsége. A
citoszkeletalis fehérje mennyiségi valtozasok figyelemreméltd Kiterjedtsége jol tukrozi a
paciensekben, illetve a hasznalt allatmodellben mar korabban kimutatott, nagyagykeérgi sejtes
rétegekben (Boksa, 2010; Smith és mtsai., 2012), és dendritarborizacioban (Penzes és mtsai.,
2011; Weir és mtsai., 2015) megnyilvanuld eltéréseket. A vezikula reciklizacioért felels
rendszer, illetve specifikusan a klatrin-medialt endocitézis hibas mikodése kozvetlen
Osszefliggésben allhat a skizofréniaval (Schubert és mtsai., 2012). Az analizis kimutatta
tovabba, hogy a preszinaptikus oldalt minden bizonnyal az energia haztartas zavara, illetve az
oxidativ stressz allapota jellemzi, amely megfigyelés szintén kapcsolatba hozhat6 korabbi
kutatasi eredményekkel (Chauhan és Chauhan, 2006; Yao és Keshavan, 2011). Az oxidativ
stressz szerepének valoszinliségét erdsiti, hogy a preszinaptikus oldalon megvaltozott
mennyiségli fehérjék potencialis kozos regulatorai koziil a legvaldsziniibb éppen a szuperoxid
diszmutdz (Sodl) fehérje, bioinformatikai analizisink alapjan. Eredményeink a
posztszinaptikus térben, ezen tilmenden ramutattak szamos olyan jelatviteli utvonalra,
amelyek potencialisan kozvetlen kapcsolatban allhatnak a szinaptikus funkciézavarral. Az
altalunk leirt, megvaltozott mennyiségben kimutathatd jelatviteli fehérjék, illetve az ASD
és/vagy skizofrénia kozott korabban mar Gsszefuiggést allapitottak meg a Camk2a (Yamasaki
és mtsai., 2008), a ndvekedési faktor receptor-kotott fehérje 2 (Grb2) (Sun és mtsai., 2011),
az 1-foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat foszfodiészteraz béta-1 (Plcbl) (Lo Vasco és mtsai.,
2012), a vizinin-szer(i fehérje 1 (Vsnll) (Braunewell és mtsai., 2011) és a 14-3-3 fehérje
epszilon (Ywhae) (Kido és mtsai., 2014) esetében. Kilondsen figyelemremélto a Camk2a
fehérje csokkent szintje a posztszinaptikus kompartmentben, mivel ez a jelatviteli fehérje
kdzponti szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitasban, tobbek kdzt neurotranszmitter
receptorokkal és sejtvdz komponensekkel interakcioban allva (Hell, 2014). Vizsgalataink
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ramutattak, hogy a Camk2a csokkent expresszidja a pszichiatriai betegségekben kuléndsen
érintett dIPFC régioban (Callicott és mtsai., 2000; Koenigs és Grafman, 2009) ugyan
kimutathatd, de nem Ugy a somatosensoros rendszer els6é agykérgi allomasanak megfelel6
primer somatosensoros kéregben. Eredményiink alapjan feltételezhetd a patholdgias
allapotban leginkabb érintett terlileteken a posztszinaptikus kompartment plaszticitasanak
zavara, amelyet a folyamat kulcsszereplGjének, a Camk2a fehérjének az egyértelmiien
csokkent expresszidja jelez. Végezetul, a kapott fehérjéek irodalmi adatokkal valo
Osszehasonlitasa alapjan elmondhatd, hogy jelentds mennyiségben detektaltunk szignifikans
véltozast mutatd, kordbban az ASD, és elsdsorban a skizofrénia betegségekkel mar
0sszegfliggésbe hozott fehérjéket. Eredményeink tehat tovabb erdsitik a hasznalt allatmodell
relevancidjat az ASD és skizofrénia kutatasaban, és ramutattak a prenatalis immunaktivacion
atesett patkanyok proteomjaban leirhatd, a vartnal joval Kiterjedtebb pre- és posztszinaptikus

valtozasokra.

6.2. A felnéttkori, periférias gyulladasi reakcié A&ltal indukalt fokozott

epileptogenezisben szerepet jatszo neuroproteomikai valtozasok értelmezese

Laboratoriumunk altal koradbban publikalt eredmények alapjan elmondhatd, hogy a
perifériasan indukalt gyulladasi reakcié jelent6sen emeli az SWD-genezist az abszensz
epilepszias rohamok kialakulaséat fokozottan mutat6, WAG/RIj patkanytdrzsben (Kovacs és
mtsai., 2006; Gyorffy és mtsai., 2014). Az akut gyulladasi reakcid altal kivaltott, KIR-i
molekularis valtozasok vizsgélatat 12 Oraval az LPS-kezelést kovetden végeztiik.
Feltételezésiink szerint ebben az idépontban mar a proteom szintjén is megnyilvanulhattak és
technikai eljarasunkkal detektalhatovd valhattak a gyulladasi reakcio kdvetkezményei,
ugyanakkor a hatas befejeztével feltételezhetden bekovetkezé fehérje degradacio még nem
ment kiterjedten végbe (habar az SWD-genezis viszonylag hamar, 24 o6raval a kezelést
kovetden lecsokken, sét visszaall a kontroll periddusnal is alacsonyabb szintre; Gyorffy és
mtsai., 2014). A kisérlet soran a fronto-parietalis agykérget és thalamust vizsgaltuk, melyek
reciprok kapcsolatrendszere a rohamok inicializalasaban és fenntartasaban egyarant
kulcsfontossagu (Avoli, 2012). A két agyterllet kdzil Kiterjedtebb valtozast mutattunk ki a
thalamusban, mint a fronto-parietalis agykéregben a proteom szintjén. Mindez arra utalhat,
hogy a thalamus az agykérgi teriiletnél jelentdsebb funkcionalis zavart szenved a periférias
gyulladas hatasara. Habar a mintagyQjtés id6pontjanak egyezése, tovabba a proteom

valtozasanak idobeli monitorozasanak hidnya miatt nem allapithaté6 meg, hogy a kettd koziil
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els6dlegesen melyik agyteriilet felelés a rohamok kialakulasaért, viszont erdsen
feltételezhetd, hogy a thalamus az a struktira, ahol a molekularis atrendez6dés nagyobb
mértékben ment végbe.

A Kkapott fehérjék funkciondlis klaszterezése utan vildgossa Vvalt, hogy a
legszembetlinObb eltérés a citoszkeletalis fehérjék mennyiségében érhetd tetten a
thalamusban. Habar a sejtvaz rendszer nagyfokl érintettsége Osszhangban all korabbi
megfigyelésekkel, melyekben kimutattdk szdmos mikrotubularis, intermedier, és aktin
filamentum-alkoté fehérje direkt és indirekt kapcsolatat az epilepszia pathogenezisével
(Gardiner és Marc, 2010), e rendszer jelenleg kimutatott valtozasa a thalamusban a vartnal is
Kiterjedtebb — kilonbsen az agykérgi proteom modosulasaival 6sszehasonlitva. A rohamok
altal indukalt dendritikus sejtvdz destabilizacio ismert jelenség (Wong, 2008), melynek
felismerése egyben terapias célpontokat is szolgaltatott a rohamokkal 6sszefiiggésben
bekovetkez6, KIR-i, degenerativ folyamatok gatlasa érdekében (pl. a calcineurin esetében
(Zeng és mtsai., 2007)). Eredményeink 6sszességében ramutattak e folyamat relevancidjara a
thalamusban is a gyulladés altal kivaltott abszensz roham-fokozddas soran.

Proteomikai  vizsgalatunk  eredményeinek  szakirodalmi  adatokkal  val6
Osszehasonlitdsa ramutatott, hogy a kapott fehérjék jelentds hanyada mar ismert kapcsolatban
all a gyulladassal, epilepsziaval, tovabba az alvas-ébrenléti ciklussal. Ez az eredmény
molekularis szinten is aladtdmasztja, hogy a gyulladasi reakcid 0Osszefliggésben van az
abszensz epilepsziads rohamok kialakulasaval, az alvas-ébrenléti ciklus modositasaval egy
idében. E megfigyelés feltételezi, hogy a gyulladast kivaltdé &gensek szomnogén
mediatorokon (elsésorban pro-inflammatorikus citokineken) keresztil, az alvés-ébrenléti
ciklus valtozadsaban is megnyilvanulé mddon, athangoljak a thalamo-kortikalis aktivitast,
mely elvezet az SWD-tevékenyseg emelkedéséhez fokozott fogékonysag esetén — ahogyan a
genetikailag hajlamos, WAG/RIj patkanyok vizsgalata soran lathatova valt.

Az eredmények analizise soran kivancsiak voltunk arra, hogy a kapott fehérjék részét
képezik e valamely jol definialhato molekularis halozatnak. A bioinformatikai elemzés
kimutatta, hogy az LPS els6dleges receptora, a TLR4 altal indukalt NFkB-utvonal szoros
kapcsolatban van a megvaltozott fehérjekészlet tagjaival, a korabbi szakirodalmi adatok
alapjan. Ismert, hogy ez az utvonal nemcsak aktivalddik az epilepszias rohamok alatt (Rong
és Baudry, 1996), hanem egyben befolyasolja is a rohamok kialakulasahoz sziikséges
,,Kiszobot” (Lubin és mitsai., 2007). Eredményiink, miszerint az NFxB-szignalizacio
aktivalasara képes LPS fokozza az abszensz rohamok kialakulasat, tovabba, ez az utvonal

szerepet jatszik szamos megvaltozott mennyiségili fehérje szabalyozasaban, feltételezi, hogy a
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fenti jelatviteli kaszkad inicializacioja nemcsak a rohamok kovetkezménye, hanem egyben

oki tényezo6ként is szerepel az abszensz epilepszia kialakulasaban.

6.3. A komplementrendszer altal kdzvetitett szinapszis-vesztés héatterében allo

szinaptikus proteom-valtozasok értelmezése

A szinaptikus kapcsolatok kialakitdsa és megsziinése dinamikus folyamat, amelynek
egyediilallo jelentésége van a KIR plaszticitdsdnak biztositasaban, és amelyet alapvetden
befolyasolnak a szinapszisokat koriilvevé makrofagok, a mikroglia sejtek (Schafer és mtsai.,
2013). A klasszikusan az immunrendszer elemének tekintett komplementrendszer szinaptikus
kapcsolatok eltavolitasaban jatszott szerepének felfedezése dta (Stevens és mtsai., 2007) eltelt
egy évtizedben pedig egyre fokozddd érdeklédés mutatkozott a komplement-medialt,
mikroglia sejtek altal elvégzett, szelektiv szinapszis-fagocitdzis jelensége irant. A jelenleg
bemutatasra keriil6 munkankban a Clq-jel6lt szinapszisok molekularis karakterizalasat és a
szelektiv szinaptikus C1g-jel6lés hatterében all6 mechanizmusokat vizsgaltuk feln6tt egerek
nagyagykérgében, fiziologias korilmények kdzott.

Elséként, kimutattuk, hogy a szinaptikus szubcellularis frakcidoban jelenlévé Clq
fehérje elsdsorban preszinaptikus helyzetll. Feltételezheté tehat, hogy a Clq fehérje altal
felismert, a szinaptikus felszinen bizonyos koriilmények kozott megjelend, C1g-kotd
molekulak elsdsorban preszinaptikusan lokalizaltak. Mindez tovabba arra is utalhat, hogy az
eltavolitandé szinapszisok esetleges funkcidzavara kozvetlenil a pre-, és nem a
posztszinaptikus oldalhoz kapcsolt. Eredményink dsszhangban all a megfigyeléssel, mely
szerint a mikroglia sejtekben elsdsorban a fagocitalt preszinaptikus specializaci6 figyelhetd
meg a fejlodo vizualis rendszer neuronalis aktivitas- €és komplement-fliggé atalakulasa soran
(Schafer és mtsai., 2012).

Az eltdvolitando, C1g-jelolt szinapszisokat jellemzé molekularis valtozasok
kimutatasahoz elvégeztiik a FACS technikaval kulonvalasztott, C1g-jel6lt és nem jel6lt
szinaptoszomak proteomikai analizisét. Munkank soran a szinaptoszomék szortolasat
optimalizaltuk, és egy olyan, a korabban publikalt protokolloktol részben eltér6é eljarast
javasoltunk, mely lehetdvé teszi egy gyorsan eldallithatd, igy életképes, ugyanakkor
nagyfoku tisztasagot mutatd szinaptoszoma frakcido immunjel6lését, majd az egyes
szinaptoszémak multiparaméteres analizisét, és szortolasat. A két szinaptoszoma populécio

proteomikai 6sszehasonlitdsa szamos sejtes funkciéban megnyilvanuld kilénbségre
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ramutatott. Erdekes madon, a fehérjék mennyiségi valtozasanak iranya és a funkcionalis
klaszterezésuk feltételezi a szinaptikus transzmisszio csokkenését az energia haztartasban
érintett fehérjék mennyiségi nodvekedése mellett. Adataink specifikusan a szinaptikus
vezikulumok reciklizaciojanak zavaréra is utalnak, tekintve, hogy harom, a folyamatban
kiemelten érintett fehérjét is kimutattunk (komplexin-1 (Cplx1), béta-szinuklein (Snch) és
szinapszin-2 (Syp)) a valtozé proteinek kozott. A szinaptikus  kommunikacio
hatékonysaganak zavarat feltételez6 hipotézist alatdmasztja, hogy a kevésbé aktiv szinaptikus
kapcsolatokat jelentésen nagyobb valdszinliséggel tavolitjadk el a mikroglia sejtek a
hatékonyabb szinapszisoknal (Schafer és mtsai., 2012). Kimutattunk tébb jelatviteli fehérjét
is, melyek kozil a foszfatidilinozitol transzfer fehérje alfa izoforma (Pitpna) a foszfolipaz-C
utvonalon keresztil érintett az idegsejt nyulvanyok novekedésében (Xie és mtsai., 2005), mig
a kalcineurin B alegység 1-es tipus (Ppp3rl) a szinaptikus plaszticitdst szamos ponton
befolyasolo fehérje (Baumgartel és Mansuy, 2012).

A proteomikai eredmények egyuttes, bioinformatikai elemzése ramutatott az
apoptozis folyamatanak jelentéségére a Clqg-jelOlt szinapszisokban. A szinaptikus
kompartmentben detektalhatd apoptotikus folyamatok és a Clg-jel6lés kozotti kapcsolatot
pedig Kisérletes uton is igazoltuk. A szinaptikusan lokalizalt, Ugynevezett limitalt apoptozis
jelenségét korabban mar leirtak (Mattson és mtsai., 1998; Williams és mtsai., 2006b; Ertlirk
és mtsai., 2014), de eddig még nem mutattdk ki ennek Osszefiiggését a szinaptikus C1g-
jeloléssel. A szinaptikus kompartmentben inicializalédé apoptotikus mechanizmusok
jelentdségét mutatja, hogy szerepiiket hangsulyozzak példaul az Alzheimer-kor (Mattson és
mtsai., 2001) és skizofrénia (Glantz és mtsai., 2006) esetében is. Specifikusan a lokalis
kaszpaz-3 aktivalddas és szinaptikus funkcidzavar kdzott pedig ok-okozati 0sszefliggést irtak
le (D’ Amelio és mtsai., 2011). A Clq fehérje ismerten szerepet jatszik az apoptotikussa vald
sejtek felismerésében a periférian (Navratil és mtsai., 2001; Nauta és mtsai., 2002; Fox €s
mtsai., 2015), tovabba neurondlis sejttenyészetek esetében is (Fraser és mtsai., 2010).
Ugyanakkor vizsgalatunk kimutatta, hogy a lokalis, szinaptikus apoptotikus folyamatok a
KIR-ben képesek kivaltani a C1q-kotddést. Feltételezésiink szerint a szinaptikus funkcidzavar
kovetkezmeényeként kialakuld lokalis apoptotikus kaszkad inicializacidja olyan, eddig
szisztematikusan nem vizsgalt kotépartner, illetve kotopartnerek megjelenését valtja ki,
melyekhez a Clg fehérje kapcsolodva eléidézi e szinapszisok lokalis, mikroglialis
fagocitozisat.

A Clg-kotépartnerek egyike lehet a proteomikai vizsgalatunkban is kKimutatott Nptx1,
tekintve, hogy a pentraxin fehérjecsaldd mas tagjai esetében publikalasra kerult direkt
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interakcidjuk a Clqg fehérjevel (és ennek szerepe a komplement-aktivacidéban) (Nauta és
mtsai., 2003; Du Clos és Mold, 2011). Kisérletes vizsgalataink soran, kiilonb6z6 metodikai
eljarasokkal igazoltuk az Nptxl és Clq fehérje kolokalizacidjat, amely valosziniisiti a két
fehérje feltételezett interakcidjat a KIR-ben, a szinapszisok felszinén. A Clg-jelolt
szinaptoszémak proteomikai analizise, majd az Nptx1l poszttranszlacids allapotanak
vizsgalata pedig ramutatott, hogy az Nptx1 foszforilalt és minden bizonnyal glikozilalt
forméaban lehet képes a szinaptikus felszinen a C1q kotésére. Az Nptx1 expresszidja alacsony
neuronalis aktivitds esetén indukalodik és a fehérje pro-apoptotikus szereppel bir
(DeGregorio-Rocasolano és mtsai., 2001). Tovabba ismert, hogy az apoptdzis inicializacidja
kivaltja e fehérje szekrécidjat (Thatipamula és Hossain, 2014). Eredményeink 6sszhangban
allnak az Nptx1 korébban leirt funkcioival, és feltételezik, hogy az apoptotikussa vald
szinaptikus kompartmentben aktivalédd, majd poszttranszlaciésan moddosult Nptx1l a
szinaptikus felszinen a Clq fehérje ,,célpontjaként” jatszhat szerepet az apoptotikus
szinapszisok szelektiv kijeldlésében, majd eltavolitasaban.

Hipotézisink szerint a C1g-medialt szinapszis-eltavolitas mechanizmusa segithet a
funkciozavart szenvedd, apoptotikus szinaptikus kapcsolatok lokéalis eliminaciojaban, miel6tt
Kiterjedt szinapszis- és neuronvesztés indukalddhatna, amely 6sszhangban allhat a Clq
feltételezett neuroprotektiv hatasaval (Fraser és mtsai., 2010). Mindemellett, a fokozott
szinapszis-vesztéssel jaré neurodegenerativ betegségek, igy az Alzheimer-kér esetében is
szintén Kkulcsszerepet jatszik a komplement-mediélt, mikroglidlis szinapszis-fagocitdzis a
betegség kialakulasdban (Hong és mtsai., 2016). A fiziologias és patholdgias komplement-
medidlt szinapszis-vesztés kozti kilonbség megeértése tehat kiemelt jelentdségli lehet a

jovoben.
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Osszefoglalas

Az ideg- és immunrendszer, latszdlagos elszigeteltséguk ellenére, szoros funkcionalis
kapcsolatban van egymassal, amely kétirdnyu interakcio jelentdségére egyre tobb fiziologias
és pathologids folyamat soran dertl fény. A dolgozatban harom ilyen, a kozponti
idegrendszer (KIR) miikodését befolyasold neuroimmunologiai kdlcsonhatas vizsgalataval
kapott eredményeket mutattuk be. E folyamatok molekularis mechanizmusainak jobb
megismerése erdekében vizsgalataink alapjat nagy-ateresztOképességii, proteomikai technikai
megkozelités képezte. Els6 vizsgalatsorozatunkban, a pszichiatriai betegségek kialakulasaval
Osszefuiggésbe hozott, prenatdlis immunaktivacio rovid és hosszU tava neuroproteomikai
hatasait irtuk le. Az eredményeink alapjan elmondhat6, hogy e korai stresszor képes a
magzati telencephalonban is pro-inflammatorikus és oxidativ stresszel jellemezhetd
kornyezetet teremteni. Kimutattuk, hogy mindez molekularis szinten is hossz( tavu
kdvetkezmeényekkel jar, elsésorban a preszinaptikus kompartment érintettségével. A detektalt
fehérjék kozt szamos, korabban mar a skizofrénidval és autizmussal 6sszefiiggésbe hozott
proteint kimutattunk, és leirtuk a Camk2a fehérje csokkent expresszidjat a pszichiatriai
betegségekkel szoros kapcsolatban allo dorsolateralis prefrontalis agykéregben. Ezt kdvetd
vizsgalatainkban a felnéttkori, perifériasan indukalt gyulladasi reakcié epileptogenezist
fokoz6 hatdsanak molekuléris hatterére fokuszaltunk. Kimutattuk, hogy az abszensz
epilepszids rohamok kialakulasaban kulcsfontossagu thalamus és fronto-parietalis agykéreg
kozll az elobbi érintett kiterjedtebben, és kiilondsen dominans a sejtvaz rendszer modosulésa.
A kapott fehérjék kiemelkedden magas hanyada kapcsolatba hozhatdo a gyulladasi
folyamatokkal (és kuléndsen az NFxkB-Otvonallal), epilepszidval és az alvas-ébrenléti
ciklussal, szakirodalmi adatok alapjan, amely igy molekularis szintii bizonyitékot is jelent e
harom mechanizmus szinergikus kapcsolatara a betegségben. Végil, utolsé témakdriinket a
szinapszisok mikroglia sejtek altali, komplementrendszer-medialt eltavolitasanak hatterében
allo folyamatok vizsgalata jelentette. Kimutattuk, hogy az eltavolitandd szinapszisokat
kijel6l6 Clq molekula els6sorban preszinaptikus helyzetii, és kidolgoztuk a Clg-jel6lt
szinaptoszémak szelektiv szortolasanak technikajat. Proteomikai és tovabbi kisérletes
eredményeink ramutattak a lokalis, szinaptikus apoptotikus folyamatok szerepére a
szinaptikus C1g-jeldlésben, tovabba karakterizaltuk az ebben potencialisan érintett Nptx1
szinaptikus lokalizaci6jat és poszttranszlaciés mddosulasait. Osszességében, eredményeink
hangsulyozzék a neuroimmunoldgiai kommunikacio szerepét a KIR-i miikbdésben és tovabbi

adatokat szolgaltatnak e kdlcsonhatasok hatterében allé molekularis mechanizmusokrdl.
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Summary

Despite their apparent isolation, the nervous and immune system are in a tight
functional connection with each other, and the significance of this bidirectional interaction is
uncovered in the case of an ever-growing number of known physiological and pathological
processes. In the dissertation, we presented the results obtained from the investigation of
three of these neuroimmune interactions influencing the functions of the central nervous
system (CNS). To gain a better understanding on the molecular mechanisms of these
processes, the high-throughput, proteomic technical approach formed the basis for our
investigations. In our first study, we described the short- and long-term neuroproteomic
effects of the prenatal immune activation linked to the development of psychiatric disorders.
According to our results, this early stressor is able to induce a pro-inflammatory environment
characterized by oxidative stress in the fetal telencephalon. We demonstrated that this leads
to long-term consequences at the molecular level, primarily in the presynaptic compartment.
Among the detected proteins, we identified numerous ones which were previously already
associated with schizophrenia and autism, moreover, we revealed the reduced expression of
Camka2a in the dorsolateral prefrontal cortex tightly connected with psychiatric disorders. In
the next series of experiments, we focused on the molecular background lying behind the
epileptogenic effects of the peripherally induced inflammatory reaction in adulthood. We
uncovered that among the thalamus and fronto-parietal cortex, two brain structures playing
key role in the genesis of absence seizures, the former is affected primarily, and the
modification of the cytoskeleton is prominent. The outstanding portion of the identified
proteins is linked to inflammatory processes (and especially to the NFxB-pathway), epilepsy
and sleep-wake cycle, according to the literature, therefore, providing evidences at the
molecular level on the synergic connection between these three mechanisms. Finally, our last
topic was the investigation of the background mechanisms of the complement-mediated
microglial elimination of synapses. We unveiled that the C1q protein, responsible for the
tagging of the eliminable synapses is mainly presynaptically localized, and we elaborated the
method for the selective sorting of Clg-tagged synaptosomes. Our proteomic and further
experimental results pointed out the role of local, synaptic apoptotic processes in synaptic
Clg-tagging, moreover, we characterized the synaptic localization and posttranslational
modifications of Nptx1 which protein is presumably involved in this process. In sum, our
results emphasize the role of neuroimmune communication in CNS functions and provide

further details on the molecular mechanisms lying in the background of these interactions.
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