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A protokoll azonositdja az OTKA-ndl: K68864 szamu kutatdsi timogatas.

A vizsgdlatban résztvevo senior kutatok személyében nem tortént valtozas a kutatds teljes
futamideje alatt. Véltozas tortént a kutatdsban résztvevd PhD hallgatok személyében mely szerint
Makkai Boglarka munkahelyet valtva kilépett a K68864 OTKA projektbol 2008 janudr 1.-i
datummal. 2008 szeptember 01.-t6] Dr. Farkas Szabolcs az OTKA K68864 projektben résztvevd
PhD hallgaté. Ezen véltozas késést eredményezett a projektben tervezett feladatok és munkélatok
végrehajtasaban.

Az OTKA K68864 sorszamu kutatdsi projekt 2007 janudr O1. helyett 2007 jdlius 01.-én
indult a palyazat jovdhagyasanak megfeleléen. A palyazat futamideje 2007 julius 1. — 2011 jinius
30. A kutatds az agymintdk gylijtésével indult, melyek tdroldsa indokolttd tette —80°C —os hiitésre
alkalmas mélyfagyaszté vasarlasat. A palyazat késobbi kezdése miatt az OTKA iroda a 2007-re
betervezett beszerzéseket szétosztotta a 2007-es és 2011-es évekre. Mindez sziikségessé tette a
beszerzésekre tervezett anyagi keret datcsoportositisdnak kérvényezését a mélyfagyasztd
megvasarlasdnak kivitelezése végett, melyet az OTKA iroda 2007 decemberében jovahagyott. A
MDEF-U73V tipusi mélyfagyaszté beszerzésére 2008 februdr 28.-dn keriilt sor 2 977 920 Ft
értékben.

2008-ban az EIK-702/1/2008.08.06. iktatészamu engedély alapjan az OTKA iroda 4ltal
2008. évre tervezett 1 400 ezer Ft tdmogatds befektetett eszkdzokre kolthetd Osszegéhez a 2008.
évi 2 161 ezer Ft dologi koltségbdl 1 200 ezer Ft-ot atcsoportositottunk. Ennek révén megtortént
egy a NIKON ES80i tipusi mikroszkép beszerzése diagnosztikai célbol.

Az aldbbiakban az OTKA K68864 sorszamu kutatdsi projektben elért eredményeket
foglaltuk 0ssze. A tudomdanyos folydiratban kozolt, kozlésre elfogadott, kozlésre bekiildott cikkek
illetve kéziratok a dokumentum végén keriiltek felsoroldsra. A kéziratokban az OTKA tdamogatdst
minden esetben feltiintettiik.



Jelen kutatdsi projektben Parkinson kéros valamint Alzheimer kéros mintdkon végeztiink
hagyomanyos receptor autoradiografids ¢és funkciondlis autoradiografids vizsgélatokat.
Hagyomdényos ligandkotddési autoradiografia sordn a radioliganddal kozvetleniil jeloljik a
célfehérjét (pl. receptorokat) vizsgdlva annak eloszldsat, relativ stirtiségét. Funkcionélis
autoradiografidval a receptor — G protein kozotti jeldtvitel vizsgdlhaté a G proteinnel kapcsolt
receptorok esetében, értékes informacidkat szolgdltatva a receptorok miikkodoképességérdl. Ezen
mddszerek lehetdvé teszik a dopamin valamint a cannabinoid receptor rendszerek tanulmanyozasat
az emlitett neurodegenerativ kérképekben.

A kutatas elsé két évére (2007 julius 01. — 2008 december 31.) az agymintdk gyiijtését
valamint az ezek tdroldsdhoz és feldolgozasahoz sziikséges eszkozOk beszerzését terveztiik. A
kontroll és Parkinson koéros agymintdkat a Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum, Patoldgiai Intézetével kozosen gylijtottiikk, mely sajnos a vartnal lassabb iitemben haladt
a Parkinson kér viszonylag alacsony incidencidjdnak tulajdonithatéan. Megalapozott tudomanyos
kovetkeztetések azonban csak megfelel6 mintaszdmon elvégzett vizsgalat alapjan vonhatdk le. A
mintagyiijtés 2009. évre valod Kkiterjesztése késést eredményezett az autoradiografids kisérletek
elkezdésében. Az iitemterv tartisa érdekében és elegendd mintaszdm hidnyaban 2009. év elso
felében mérlegelniink kellett, hogy kisérleteinket kiilondllo, a Parkinson- illetve Alzheimer koér
szempontjabol relevans agyi struktirdkat magédba foglalé blokkokon végezziik a human teljes
hemispheriumok helyett. Az agymintdk beszerzése érdekében az Amszterdami (Netherlands
Institute for Neuroscience, Amsterdam) valamint a Budapesti agybankokhoz (Human Brain Tissue
Bank, Budapest) fordultunk; az aldbbi agymintdkat kaptuk:

* Kkontroll nucleus caudatus

* Kkontroll gyrus frontalis medialis

= kontroll gyrus cinguli

= kontroll putamen

= Parkinson kéros nucleus caudatus

= Parkinson koros gyrus frontalis medialis
» Parkinson kéros gyrus cinguli

= Parkinson kéros putamen

A vegyszer-, miszerigény felmérésével és beszerzése, a megfeleld protokollok kidolgozasa
valamint, a kisérleti koriilmények optimalizdldsa utdn, 2009 mdasodik félévében illetve 2010-ben
elvégeztik a dopamin D2/D3 receptor hagyomdnyos receptor autoradiogradids és [SSS]GTPyS
kotédési funkciondlis autoradiografids, valamint a cannabinoid 1-es tipusu receptor (CBIR)
tradiciondlis receptor autoradiografids vizsgélatokat.

Jelen kutatdsi projekt elsd célkitlizése korrelaciokeresés az expresszalt dopamin receptor
sliriség és a dopamin receptor aktivitds vatozdsa kozott Parkinson kérban. Hagyomdényos
ligandkotddési receptor autoradiografidaval tanulméanyoztuk a dopamin D2/D3 receptor stirliséget
illetve dopamin 4ltal stimulalt [*>S]GTPyS kotédési funkciondlis autoradiografiat alkalmaztunk a
receptor — G protein kozotti jelatvitel (receptor szenzitivitds) vizsgédlatara.

A pélyézat kutatési célkitlizései kozott a periférids benzodiazepin receptorok (PBR) (ijabb
nevén: TSPO) humédn Alzheimer kéros agyakban torténd postmortem autoradiografids vizsgélata is
szerepelt Uj tipusi PBR ligand segitségével. Azonban az idokozben megjelent tudomdanyos
kozlemények [1,2] a projekt ezen részének Kkivitelezését indokolatlannd tették. Ugyanakkor
lehetdséglink nyilt egy uj tipusi CBIR ligand tesztelésére s ezéltal a CBIR denzitds valtozas
tanulmanyozdasara, Alzheimer koéros betegektdl szdrmazd agymintdkon. A CBIR siirtiség



detektalasat a 125I-SD7015 nevii radioliganddal végeztiik receptor autoradiogréfia segitségével.
Az SD-7015 ligandumot a kozelmultban fejlesztették ki, mely nagy érzékenységgel jelolte a
CB1R-kat normal humén agymintdkon. Célunk a CBIR denzitds vizsgdlata volt kiilonb6zd
neuropatoldgiai stidiumu, az Alzheimer kér (AK) teljes progresszidjat feloleld agymintdk illetve
kontroll mintak felhasznédldsaval. A jelen vizsgélatok voltak az 1) radioligandummal tortént elso
autoradiografias vizsgélatok kéros agyszovetben.

Tovabba Parkinson kor esetében parhuzamosan tanulmanyoztuk a dopamin D2/D3 receptor
illetve CBI1R stirtiségbeli véltozésait, tekintettel a két receptor rendszer kozotti kolcsonhatdsokra.

Végiil de nem utolsésorban teljes hemispherium agymetszeteken kidolgoztunk egy
szovettani mddszert az ischemids teriiletek megbizhat6 feltérképezésére annak érdekében, hogy a
karosodott ischémids agyteriiletek a neuroreceptor elvaltozdsokat vizsgdlé autoradiografids
kisérletek soran kizarhatok legyenek.

Vizsgalataink célja:
= A sztriatdlis, limbikus és kortikdlis dopamin D2/D3 receptor rendszer korrelativ vizsgdlata
Parkinson-koérban;
= A dopaminerg rendszer funkciondlis 4llapotanak a vizsgdlata Parkinson koérban kapcsolatot
keresve az expresszdlt, illetve funkcidképes receptorok szdmdénak valtozdsa kozott. Ezéltal
kovetkeztethetiink a dopaminerg rendszer funkciondlis &dllapotdnak valtozdsidra a betegség
soran;
= Sztriatdlis és kortikdlis CBI1R rendszer vizsgédlata Parkinson koérban illetve
korrelacidkeresés a CB1R denzitds és dopamin D2/D3 receptor denzitds valtozas kozott;
= Uj CBIR radioligandum (125I-SD7015) szenzitivitisdnak tesztelése Alzheimer-kéros
betegektdl és kontroll személyektdl szarmazd agymintikon,;
= A CBIR siirliség véltozds vizsgdlata kiilonb6z6 neuropatoldgiai stddiumui (AK Braak I. —
V1. stddium) Alzheimer kéros prefrontélis cortex mintakban.

Eredményeinket négy kéziratban foglaltuk ©Ossze melyek koziil egy mar tudomdanyos
folyGiratban kozlésre keriilt, harom pedig elbirdlds alatt all. Kisérleteink, és eredményeink
részletes bemutatdsdra az aldbbiakban keriil sor.

I. Dopamin D2/D3 receptor siiriiség és receptor — G protein jelatvitel vizsgalata Parkinson
kérban.

I. 1. Bevezetés

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban késziilt felmérés szerint a Parkinson kér az 50 év folotti
korosztaly megkozelitdleg 1%-4t érinti. A betegségben szenveddk szdma meghaladja az 500000-t.
Epidemiol6gai tanulminyok a Parkinson koér magasabb incidencidjat igazoltdk a fejlett
orszagokban [3], ugyanakkor a betegség ritkdbb dohdnyzoknal [4].

A Parkinson kor hétterében a dopaminerg rendszer progressziv degenerdcidja all, mely
elsdsorban a nigrostriatdlis dopaminerg palyét érinti [5]. A lecsokkent striatdlis dopamin szint a
Parkinson koér jellegzetes motoros tiineteiben nyilvanul meg (tremor, bradikinézia, rigiditds). A



betegség késObbi szakaszdban fellépd exekutiv zavarok, kognitiv hanyatlds a kozponti
idegrendszer egyéb dopaminerg palydinak karosodasaval hozhaték kapcsolatba [6,7].

A dopamin receptorok a G proteinnel kapcsolt receptorok csalddjdba tartoznak. Szerkezeti
és farmakoldgiai tulajdonsigaik alapjan megkiilonboztetiink D1-szerti (D1 és DS5) valamint D2-
szerli (D2, D3 és D4) dopamin receptorokat [8]. Bizonyitdst nyert, hogy ezen receptorok
kiilonboz6 elvaltozasokat szenvednek a Parkinson kérban fellépd dopamin deplécié kovetkeztében.
Els6sorban a D2 tipusi dopamin receptorok up-reguldcidjit, dopamin irdnti megndvekedett
affinitidsat igazoltdk Parkinson kéros human agymintdkon, illetve dllatmodelleken végzett in vitro
és in vivo mddszerekkel [9-12]. Cai és tarsai fokozott D2 receptor — G protein jelatvitelt figyeltek
meg parkinsonos dlladmodellen végzett kisérleteik sordn. A fenti dopamin receptorokat érintd
elvaltozasok azonban a I-DOPA kezeléssel visszafordithatok, sét, beszamoltak a receptor denzitds
kontroll szint ala valé csokkenésérol is [9,13-17].

Tudomadsunk szerint, azonban hosszasan kezelt Parkinson kéros betegek esetében a D2/D3
receptor — G protein jelatvitel valtozasat még nem vizsgaltdk. Kutatdsunk célja a D2/D3 receptor
denzitds és D2/D3 receptor — G protein jelatvitel kozotti korrel4dcid keresése volt human Parkinson
kéros agymintdk esetében.

L. 2. Anyag és modszer

A vizsgélt humdn agymintdkat az Amszterdami Agybank bocsdtotta rendelkezésiinkre.
Tovabba részletes informécidkat szolgéltattak a kontroll és Parkinson koéros személyek klinikai
adatairdl, valamint az agymintdk neuropatoldgiai jellemzését illetéen (Parkinson kér Braak V-VI.
stddium). Az agymintdk krénikus 1-DOPA kezelt Parkinson kéros betegek és neuroldgiai illetve
pszichidtriai betegségben nem szenvedett kontroll személyek nucleus caudatus, gyrus frontalis
medialis és gyrus cinguli mintdi voltak.

A dopamin D2/D3 receptor denzitdst hagyomanyos receptor autoradiografidval vizsgaltuk
[18]. Radioligandként 3H-mal jelolt raclopride-t haszndltunk, mely szelektiv D2/D3 dopamin
receptor antagonista. A D2/D3 receptor stirliséget a raclopride fmol/gramm szdvet-ben kifejezett
koncentraciéjaban kvantifikaltuk 3H kalibracids skdla segitségével.

A dopamin D2/D3 receptor — G protein jeldtvitelt dopamin &ltal stimuldlt [3SS]GTPyS
kotédési funkciondlis autoradiografidval vizsgaltuk [19]. 14C kalibracids skalat alkalmaztunk a
koncentréciéba alakitottuk. A dopamin altal stimuldlt [*>S]GTPyS kotédésnovekedést a bazalis
kotodéshez viszonyitva szdzalékban is megadtuk.

I. 3. Eredmények

A dopamin D2/D3 receptor denzitds a Parkinson koéros nucleus caudatusban szignifikdnsan
alacsonyabb volt mint kontrollok esetében. Ugyanezen mintdk nem mutattak kiilonbséget a
dopamin 4ltal stimuldlt [*>S]GTPyS kotédésben.

A gyrus frontalis medialis €s a gyrus cinguli mintdkban sem a dopamin D2/D3 receptor
stiriségben, sem a receptor szenzitivitdsban nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a kontroll és
Parkinson koéros mintacsoportok kozott. Azonban a parkinsonos frontélis mintdk dopamin D2/D3
receptor szenzitivitdsa csokkend tendenciat mutatott.



I. 4. Megbeszélés és kovetkeztetések

1.

A postmortem humdn Parkinson kéros agymintdkon valamint dllatmodelleken végzett in
vitro vizsgalatok és in vivo PET és SPECT vizsgdlatok megallapitottdk a sztriatdlis D2
dopamin receptorok up-regulaciéjat a I-DOPA kezelés megkezdése eldtt. A receptor
stiriség novekedés a dopamin szint szinaptikus csokkenésére adott kompenzatérikus
mechanizmusként foghat6 fel [6,9-12]. L-DOPA kezelés hatdsara azonban jelentOs
csokkenés kovetkezik be a sztriatdlis D2 receptor stirliségben mely kontrollszint ald
siillyedhet. Megallapitottdk, hogy a dopamin D3 receptor slirliségben jelentds valtozas nem
kovetkezik be a 1-DOPA kezelés alatt [9,15,16]. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy
rendszeresen kezelt hosszas kérlefolydsa Parkinson kérban a nucleus caudatusban a D2
dopamin receptorok down-reguldlédnak, melynek oka a 1-DOPA szubsztiticids kezelés
lehet.

Cai és tarsai megéllapitottdk 6-hydroxydopamin (6-OHDA) Parkinson kéros dllatmodellen,
hogy a dopamin D2 receptor denzitds valamint a bazélis és stimulélt receptor - Gi protein
kotodés emelkedett. Ugyanakkor nem taldltak valtozast a D1 dopamin receptorok illetve a
G proteinek szintjében [13]. Jelen tanulmany elséként vizsgélta a dopamin D2/D3 receptor
— G protein jelatvitelt hosszasan 1-DOPA kezelt Parkinson koros betegek agymintdin. A
vizsgalt agyi régiokban — nucleus caudatus, gyrus frontalis medialis, gyrus cinguli — nem
mutatkozott jelentds véltozds a dopamin D2/D3 receptor szenzitivitisban. Ennek alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy elérehaladott Parkinson kérban kréonikus I-DOPA kezelés
mellett is a receptor — G protein jelatvitel normélis szinten marad.

Kutatasunk lehetové tette, hogy els6ként korellaltathassuk a D2/D3 receptor denzitdst és
szenzitivitdst kronikusan 1-DOPA kezelt humdn Parkinson koéros agymintdkon.
Megallapitottuk, hogy a nucleus caudatusban, a kontrollokhoz képest szignifikdns D2/D3
receptor stirliség csokkenés ellenére, a receptor — G protein jeldtvitel (receptor
szenzitivitds) a kronikus 1-DOPA kezelés mellett is megtartott. A megmaradt dopamin
D2/D3 receptorok fokozott szenzitivitisa a dopamin hidny kovetkeztében fellépd
funkciondlis kompenzicié megnyilvanulasa lehet a Parkinson koros nucleus caudatusban.

A szinaptikus dopamin szint egyik legfontosabb szabdlyozé mechanizmusa a dopamin
preszinaptikus visszavételéért felel6s dopamin transzporter (DAT). A dopamin hidny maga
utdn vonja a DAT szint kompenzatérikus csokkenését [20,21]. Azonban a kevesebb DAT
képtelen az endogén illetve exogén eredeti dopamin szinaptikus szintjének a
szabdlyozdsara, ugyanakkor a posztszinaptikus dopamin D2/D3 receptorok szenzitivitisa
valtozatlan. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a megmaradt dopamin D2/D3 receptorok
kompenzatérikusan megnodvekedett szenzitivitdsa tarsulva a kritikusan lecsokkent DAT
szinttel novelheti a diszkinézidk megjelenésének esélyét. Mindezt fokozhatja az exogén 1-
DOPA dopaminnd torténd &talakitisa a nem dopaminerg sejtek &ltal, melyek szintén
képtelenek az aktiv dopamin neurotranszmisszié optimdlis neurotranszmitter szintjének a
biztositasdra tovabb novelve a szinaptikus dopamin szint regulacidjanak zavardt [22].



5. A gyrus frontalis medialisban és a gyrus cinguliban nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget
sem a dopamin D2/D3 receptor denzitdst sem a szenzitivitdst illetéen. Mindazondltal a
frontdlis mintdkban a dopamin D2/D3 receptor — G protein jelatvitel csokkend tendenciat
mutatott. Mindez aldtdmasztja azon feltevést, hogy Parkinson kérban a kiilonb6z6 agyi
régiok eltérd mértékben érintettek, magyardzva a betegség progresszidja sordn fellépod
extrasztriatdlis tiinetek fokozatos megjelenését €s silyosbodasat [7,23].

I1. A cannabinoid 1-es tipus receptor autoradiografias vizsgalata 1251-SD7015 ligandummal
human prefrontalis cortexben az Alzheimer kor progresszioja soran.

II. 1. Bevezetés

A cannabinoid 1-es tipusti receptor (CBIR) a kozpont idegrendszer legelterjedtebb G
proteinnel kapcsolt receptora mely szoros kapcsolatban van a legfontosabb neurotranszmitter
rendszerekkel, illetve idegpdlydkkal [24]. Mindez magyardzhatja az endocannabinoid rendszer
tanulast, kognitiv teljesitményt, memoridt befolydsold hatdsait, mely funkcidk jellegzetesen
karosodnak Alzheimer kérban [25-27]. Azonban az Alzheimer kor progresszidja sordn a CBI1
receptorokat érinto elvaltozdsok ma is vita targyat képezik.

A CBIR in vivo detektdldsdra szdmos probdlkozas tortént, azonban az idedlis ligandum
kifejlesztése még varat magira. Az endocannabinoidok kozepes CBI1R affinitdssal és magas
lipofilicitdssal rendelkeznek, mig utébbi jelenti a hétrdnyt a novényi eredetli cannabinoidok
esetében is. A pirazol szdrmazékok, aminoalkilindolok €s egyéb nemrégiben kifejlesztett PET
ligandumok szdmos elénnyel birnak de ugyanakkor héatranyos tulajdonsédgaik is jelentdsek [28-32].
A jelen kisérletben alkalmazott radioligandum, 1251-SD7015, egy uj tipusi CB1R agonista, mely
kontroll agymintdkon nagy érzékenységgel detektdlta a CB1 receptorokat [33].

Alzheimer koér (AK) Braak IlI-as neuropatoldgiai stddiumdban igazolt a prefrontdlis cortex
hisztopatoldgiai érintettsége. Azonban a Braak I-II stddiumud mintdk lehetové teszik az Alzheimer
kor illetve dementia szempontjdbol fontos de hisztopatologiailag még ,.Erintetlen” prefrontélis
régid vizsgalatat [34]. Ezéltal jelen tanulmédnyban lehetdségiink nyilt a CB1R rendszer korai,
reaktiv denzitds valtozdsainak tanulmédnyozdsara; tovabba a 1251-SD7015 radioligand CBI1R irénti
érzékenységének tesztelésére, lehetséges stirliségbeli kiillonbségek feltardsara a kiilonb6z6 Braak
stddiumu Alzheimer kéros mintdk esetében.

A CBIR strliség valtozadsait az Alzheimer kér neuropatoldgiai (Braak) stiddiumainak
megfelelden vizsgaltuk a betegség teljes progressziojat felolelve.

II. 2. Anyag és modszer

Kisérleteink sordn 6 idegrendszeri betegséggel nem diagnosztizalt személytél valamint 11
Alzheimer koros betegtdl szarmaz6 prefrontélis cortex mintat vizsgaltunk, melyeket a Budapesti
Agybanktdl kaptunk. Az Alzheimer koros mintdkat a neuropatoldgiai diagnézis alapjan a CBIR
autoradiografidhoz a kovetkezOképpen csoportositottuk: 3 db minta AK Braak I-II stddium; 4 db
minta AK Braak III-IV stadium; 4 db minta AK Braak V-VI stadium.



A 20 pm vastagsagu metszetek elkészitése utan elvégeztiik a CB1 receptor autoradiografiat.
a nemrégiben kifejlesztett SD7015 ligandummal, melynek jelolése a 125-6s jodizotéppal [T
tortént [33]. Baskin és Wimpy (1989) [35] 4altal kidolgozott médszerrel kvantifikéltuk a receptorok
denzitdsat: az ismert radioaktiv koncentraci6ji 14C kalibracios skéla értékeinek megfeleléen
kiszamoltdk a szovet egységnyi teriiletén adott id0 alatt bekovetkezd ['*1] radioizotép hasadast
(DPM/mm?) az aldbbi masodfokd polinom egyenlet alapjén:

y (['*°I] DPM/mm?) = -26.798 + 104.261x - 1.295x"
A 14C kalibréciés skéla '*I DPM/mm?” —be dtalakitott értékei alapjan kvantifikdlhatok a mért
optikai denzitdsokat.

II. 3. Eredmények

Az Alzheimer kéros prefrontdlis mintdk atlagos CBIR stirtiségének valtozasdban az aldbbi
tendencia rajzolédott ki: AK Braak I-II stidium > AK Braak III-IV stddium > AK Braak V-VI
stddium. Szignifikdns kiilonbség mutatkozott az AK Braak I-II stddiumd mintdk valamint a
kontroll prefrontdlis mintdk CBI1R denzitdsa kozott (p < 0.05). Szintén szignifikdns eltérést
eredményezett amikor az Osszes Alzheimer kéros minta CBIR denzitds értékét hasonlitottuk a
kontroll mintakon kapott adatokkal. Azonban a kontroll és AK Braak I-II stddiumud mintacsoportok
egyesitett eredményeinek Osszevetése az AK Braak III-IV stddium denzitds értékeivel nem hozott
szignifikanciat.

IL. 4. Megbeszélés és kovetkeztetések:

1. A kozelmdultban ellentmondésos eredmények sziilettek az Alzheimer kérban bekovetkezd
CBI1R denzitas valtozasokat illetéen. Westlake és tarsai (1994) csokkent CB1R denzitasrol
szamolnak be a bazdlis ganglionok, hippocampus, entorhindlis cortex teriiletén Alzheimer
kérban melyet a normadlis oregedés sordan bekovetkezd neuron vesztéssel magyaraztak,
mivel a csokkent CBI1R denzitds nem mutatott Osszefiiggést az AK jellegzetes
hisztopatologiai elvaltozdsainak el6forduldsdval [36]. Mdés szerzok csokkent illetve
véltozatlan CBIR slrliségrdl irnak Alzheimer kérban, azonban ezen tanulmdnyokban nem
soroltdk kiilon csoportba a kontroll illetve AK Braak I-II stddiumd mintakat [37,38]. Jelen
tanulmanyban a CBIR silirliség emelkedését talaltuk az Alzheimer kor korai stddiumaiban
(AK Braak I-II stddium), mely a betegség progresszidjaval parhuzamosan csokkenni latszik
de még elorehaladott (AK Braak V-VI stadium) korédllapotban sem siillyed kontroll szint
ala.

2. Kiilonboz6 kisérletek igazoltdk az endocannabinoidok neuroprotektiv hatdsat, a B-amiloid
peptid altal indukélt neurotoxicitds kivédése valamint a direkt és indirekt immunmodulaci6
révén. Megfigyelték a cannabinoid agonistdk és antagonistdk kognitiv funkcidkra kifejtett
pozitiv hatdsét is [25-27,37,39]. Az éltalunk kimutatott CB1R denzitds emelkedés a CB1R
rendszer neurodegenerdcidra adott reaktiv vélasza lehet, mely pontos mechanizmusanak
feltarasa tovabbi kutatdsok targydt képezi.

3. Kisérletiinkkel igazoltuk, hogy humdn prefrontdlis kortex mintdkon a CBIR denzitds az
Alzheimer kor teljes progresszidja sordn kontroll szinten vagy az folott van. A CBIR



stiriség véltozds tendencidja: AK Braak I-II stddium > AK Braak III-1V stidium > AK
Braak V-VI. A CB rendszer sokrétii funkcidjanak koszonhetdéen (neuromodulécid,
neuroprotekcid, antiinflamatdrikus hatds) az Alzheimer kor kezelésének alternativ célpontja
lehet.

4. Normal patkdny agy bizonyos teriiletein kimutattdk a CBIR populdciénak az életkor
elOrehaladtdval tortén6é megfogyatkozasat [40-42]. Humdn agymintdkon a CBIR
expresszio évtizedenkénti 8-10%-os csokkenését allapitottdk meg [43]. Jelen tanulményban
a kontroll mintdknal enyhe életkor fiiggé CBIR slirliség csokkenést taldltunk. Azonban a
kontroll és AK Braak I-II stadiumi mintacsoportok egyesitésével ez a tendencia eltlint,
aldtdmasztva azon elképzelésiinket miszerint célszerli a Braak I-II stddiumd Alzheimer
kéros €s kontroll mintacsoportok elkiilonitése kiilonb6z6 vizsgdlatok sordn. Ezzel
megeldzhetd az egyes agyi régiokban bekdvetkezd korai elvaltozasok rejtve maradésa.

5. A 125I-SD7015 radioligand nagy szenzitivitdst mutatott a CB1 receptorok irdnt az
Alzheimer kor kiillonbozo stadiumaiban, lehetové téve a CB1R denzitas valtozasok finom
kiilonbségeinek detektalasat. A 1251-SD7015 radioligand nagy segitséget nyujthat az in
vivo alkalmazhat6 CB1 ligandumok kifejlesztésében, ezdltal a CBIR populédciét érintd
kozponti idegrendszeri elvaltozasok tanulményozasiban és diagnosztikdjaban, gydgyszerek
optimdlis adagjanak bedllitdsaban, kezelések hatékonysdganak kovetésében.

III. A dopamin D2/D3 receptor és a cannabinoid 1-es tipusi receptor denzitas valtozasa
Parkinson kérban

ITI. 1. Bevezetés

A cannabinoid 1-es tipusi (CBIR) receptor a huméan kozponti idegrendszer egyik
legelterjedtebb receptora, melynek legnagyobb siirliségét a bazalis ganglionokban (globus pallidus,
lateralis caudatum putamen, substantia nigra) és a kisagyban mérték, ezeket limbikus
(hippocampus, amygdala, cinguléris cortex) €s kortikalis, elsdsorban frontalis, teriiletek kovetik. A
CBI1 receptorok legfontosabb funkcidja a retrograd szinaptikus neuromodulédcid, mely 4ltal
kozremiikodnek a legtobb neurotranszmitter szinaptikus reguldcidjaban [24,36,44]. Ismert a
neuroprotekcidban betdltott szerepiik is [37,39].

A dopamin és CBI1 receptorok kozotti kolcsonhatdsokrdl illetve a dopamin — CBI1
receptorok heterodimerizacids képességérol tobb kozleményben beszamoltak. Mindkét receptor
tipus a G proteinnel kapcsolt receptorok csalddjdba tartozik [45-51]. Szamos tanulmény igazolta a
CBIR expresszié zavarat az extrapiramidalis rendszert érintd neurodegenerativ kérképekben, pl.
Parkinson kérban, Huntington chorea-ban [48,51,52].

Jelen tanulmany a dopamin D2/D3 receptor és CB1R stirliség viszonyat vizsgalta Parkinson
koéros emberi agymintdkon. Célunk a két receptor rendszer denzitasbeli elvaltozdsainak
korreldltatdsa volt.



III. 2. Anyag és modszer

Vizsgdlatainkat pszichidtriai és neuroldgiai betegségben nem szenvedett kontroll
személyektdl illetve Parkinson koros betegektdl szarmaz6 putamen, nucleus caudatus és gyrus
frontalis medialis mintdkon végeztiik. A Parkinson koros esetek szovetmintai el0rehaladott Lewy-
test patologiat mutattak sulyos neokortikdlis érintettséggel mely a Braak alfa-synuclein V és VI
stddiumnak felelt meg. A betegek hosszu tava 1-DOPA kezelésben részesiiltek (1446 év).

A dopamin D2/D3 receptor valamint a CBIR striiséget hagyoményos receptor
autoradiografidval vizsgaltuk. Triciummal jelolt raclopride-t haszndltunk radioligandumként a
D2/D3 receptorok detektdldsara. A mért optikai denzitdsokat 3H kalibracids skéla segitségével
kvantifikaltuk és a receptor siirliséget a raclopride fmol/gramm szdvet koncentracidéjaban fejeztiik
ki.

A CBIR denzitds kvantifikdldsa a fentiekben mar részletesen leirt, Baskin és Wimpy
(1989) altal kidolgozott médszer alapjin tortént 14C kalibricids skdla segitségével. A receptor
slirliséget a szovet egységnyi teriiletén adott ido alatt bekovetkezd ['*1] radioizotép hasaddsdban
(DPM/mm?) fejeztiik ki [35].

III. 3. Eredmények

Jelent0s dopamin D2/D3 receptor denzitds csokkenést figyeltiink meg a Parkinson koros
betegektdl szarmazd putamen és nucleus caudatus agymintdk esetében a kontroll mintdkhoz képest.
Gyrus frontalis medialis mintdkban nem taldltunk 1ényeges eltérést a két mintacsoport kozott.

A tanulmdnyozott agyi régiok egyikében sem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a CB1R
denzitdsban a kontroll és Parkinson kéros mintacsoportok kozott.

III. 4. Megbeszé€lés és kovetkeztetések

1. Parkinson korban, kréonikus 1-DOPA szubsztitucios kezelés mellett, a CB1R denzitds nem
valtozik, melynek magyardzata az aldbbiakban keresend6:
= az alkalmazott 1251-SD7015 ligandum CBI1R agonista; ismert, hogy az agonistdk
csak a nagy-affinitdsa receptorokhoz kétddnek [53];
= szamos vizsgdlat igazolta jelentds CBIR rezerv jelenlétét, azonban ezen CBI1
receptor populdcionak csak toredéke taldlhaté miikodd, nagy-affinitdsi allapotban
biztositva a normalis cannabinoid funkciét [54-56];
= ismert a receptorok interkonverzids képessége az alacsony- illetve nagy-affinitasu
allapotok kozott [57,58];
Ezek ismeretében feltételezhetd, hogyha a CBIR szamban véltozas 4ll be, a nagy receptor
rezervnek és a receptorok alacsonybdl nagy-affinitdsd allapotba torténd konverzidjanak
koszonhetden az agonistdval detektdlhatdé nagy-affinitdsi receptorok stirlisége
véltozatlannak latszik. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CB1R rendszer
normalis miikodoképessége a Parkinson kor teljes progresszidja sordn megtartott.



2. Jelen tanulmdny elsOként hasonlitja 0ssze a dopamin D2/D3 és CBI1 receptor slriiség
valtozdsait huméan Parkinson kéros putamen €s nucleus caudatus mintdkban. Mindkét
vizsgdlt sztriatdlis régidban jelentosen csOkkent dopamin D2/D3 receptor silriiséget
taldltunk melynek hatterében a kronikus I-DOPA szubsztiticios kezelés dllhat. Ugyanakkor
a CB1R denzitds nem mutatott eltérést a kontroll illetve Parkinson kéros mintacsoportok
kozott a vizsgalt agyteriiletekben.

= A jelenség egyrészrol magyardazhaté a két receptor tipus kozotti interakcidkkal.
Kimutattdk, hogy egyes CB1 — dopamin receptor kolcsonhatdsok kizarélag dopamin
jelenlétében mennek végbe [47,50]. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a Parkinson kéros
nucleus caudatusban a D2/D3 receptor — G protein jelatvitel nem valtozik [59]. Igy a
1-DOPA kezelés visszafordithatja a dopamin hidnyos allapotban bekdvetkezett korai
CBIR denzitas valtozasokat, illetve kontroll szinten tarthatja a CBIR siiriséget.

=  Masrészrol, Parkinson korban a CBIR expresszid valtozdsaval foglalkoz6
beszamolok ellentmondésosak [48,51,60-63]. A dopamin hidny kivélthatja a CB1R
rendszer korai reaktiv vdlaszdt azonban késdbb hatékonyabb kompenzatérikus
mechanizmusok és/vagy a 1-DOPA kezelés hatdsiara a CB1 receptorokat érintd
elvéaltozasok visszatérhetnek kontroll szintre. Ez magyardzhatja a kiilonb6z6 szerzok
altal leirt ellentmonddsos eredményeket illetve, esetiinkben, a Parkinson koéros
mintdkban talalt valtozatlan CB1R denzitést.

3. A cannabinoid agonistak fokoztidk a dopamin anyagcserét, csokkentették a tremort €s
javitottdk a motoros teljesitményt Parkinson koéros 4allatmodellekben, ugyanakkor a
cannabinoid antagonistdk hipokinézist javito hatasarol is beszdmoltak [64-66]. Tovabba a
cannabinoid receptorokat célozva neuroprotektiv és antiinflamatérikus hatds is elérhetd
[37,39]. Eredményeink igazoljdk egy ép CB1R populicio jelenlétét a Parkinson kor teljes
progresszidja sordn, mely alternativat jelenthet a Parkinson koér gydgyszeres terdpidjaban,
valamint 0j perspektivat nyujthat a korkép neuroprotektiv €s antiinflamatdrikus kezelésében.

IV. Regionalis szoveti kalium disztribacié alapjan torténo fokalis 16zi6 feltérképezése human
teljes hemispherium metszeteken.

IV. 1. Bevezetés

Mind Parkinson kérban, mind Alzheimer kérban a kérfolyamat jellegzetes neuroanatémia
eloszlast és progressziot mutat. Mint az I. - III. fejezetekben ismertetett eredményeink is
megerdsitik, a receptor autoradiogrifia a patomechanizmus megismeréséhez fontos, mas
modszerrel nem nyerhetd eredményekkel jarul hozza. E metodika a fokdlis iszkémids 1€zi6
kornyezetében zajlé receptor-medidlta folyamatok vizsgélatdban és terdpids célu befolydsoldsaban
is hasznos lehet. A vizsgdland6 agyteriilet pontos azonositisa azonban problematikus, mivel a
1€zi6 betegenként eltéré anatémiai eloszlasu és a stroke kiterjedése — elsGsorban korai, terdpidsan
JOl befolyasolhatd stddiumdban — rutin hisztotechnikai festési eljarasokkal bizonyossdggal nem
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lattathat6. Ez jelent6s metodikai probléma, mivel elhalt teriilet meghatdrozasa az iszkémias 1€zi6
kornyezetében tervezett receptor autoradiografiai vizsgalatok eldfeltétele.

Mies és munkatdrsai dllatmodellen végzett kisérleteik sordn igazoltdk, hogy a regiondlis
szoveti kdlium koncentracié vizualizaldsa révén megbizhatéan feltérképezhetéek az ischaemids
agyteriiletek [67].

Ezen experimentdlis eredményekre alapozva adaptaltuk a fenti eljardst stroke-ban elhunyt
betegektdl szdrmazé agymintdk teljes hemispherium metszeteire. Célunk egy olyan moddszer
kidolgozdsa és megbizhatésdgdnak felmérése volt mellyel biztonsdggal kizarhattuk
ligandvizsgélataink sordn a potencidlis ischemids teriileteket emberi teljes agyféltekei metszeteken.
A regiondlis szoveti kdlium disztribicié kimutatdsdnak moddszerét, az ischemids és ,,ischemia-
mentes” agyteriiletek elkiilonitésére, az alkalmazott eljardssal késziilt teljes hemispherium
metszetek kdlium eloszlasi ,térképének” posztmortem MRI felvételekkel valé Osszehasonlitasa
révén illetve a ,kédlium térkép” alapjan végzett mintavételezés (kdlium- és viztartalom
meghatdrozasara) segitségével validaltuk.

IV. 2. Anyag és modszer

A feldolgozott agyak autopszidjara 24 o6rds posztmortem id6ablakon beliil keriilt sor. A
nativ agyakon posztmortem MRI vizsgdlatot (T1 és T2 stlyozott) végeztiink az infarktusos teriilet
azonositdsdra. A 100 um vastagsdgd teljes hemispherium metszeteket cryomictrotommal
készitettiik —20 °C-on majd elvégeztiik a kaliumfestést, a Mies és tarsai altal leirt mdédszer alapjan
[67]. A festett szovettani metszetet ,térképként” haszndlva mintdkat vettiink az infarktusos
teriiletekrol valamint az ép agyi régiokbol a kdlium mennyiség (ldng atomabszorpcids
spektroszkdpia) valamint a viztartalom meghatdrozasara.

IV. 3. Eredmények

Az infarktusos teriiletekrdl szarmaz6 mintdkban szignifikdnsan alacsonyabb kélium szintet
taldltunk mint az ép agyteriiletek esetében. Ugyanakkor a kdrosodott agyteriiletek viztartalma
jelentdsen meghaladta az ép régiébol szarmazd mintakéit.

A posztmortem MRI felvételeken kirajzol6dé infarktusos teriiletek kiterjedése megegyezett
az alacsonyabb kélium koncentraciét mutatd, ischemids agyteriiletekkel.

IV. 4. Megbeszélés és kovetkeztetések

1. Kisérletiinkkel igazoltuk, hogy a humédn 100 um vastagsagu teljes hemispherium mintdk
esetében a regiondlis kdlium disztribicié szovettani vizualizaldsa megbizhatéan azonositja
az infarktusos agyteriileteket. Ellentétben az in vivo képalkoté eljardsokkal az &ltalunk
alkalmazott médszerrel kapott agyféltekei metszetek az infarktust kozvetleniil, anatémiai
kornyezetben mutatjak.
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2. A mddszer alkalmazhat6 egyéb teljes emberi agyféltekei metszeteket feldolgozo
vizsgalatok esetében az infarktusos agyteriiletek kizdrdsara, ezdltal novelve a tervezett
kisérlet megbizhatdsagéat (pl. teljes hemispherium autoradiografia).

3. A jelen mddszerrel készitett teljes hemispherium metszetek megbizhatéan haszndlhaték
Htérképként” célzott mintavételezés sordn ischaemids agyi kdarosodds esetén (pl. gén
expresszio, stroke teriiletén bekovetkezd molekuldaris elvéltozasok vizsgdlata stb.). Tovabba
ezen metszetek 0sszehasonlithaték egyéb, a szomszédos metszeteken végzett, vizsgalatok
eredményeivel (immunhisztokémia, autoradiografia stb.). Terveink ko6zott szerepel, hogy a
kozeljovoben az autoradiogréafids vizsgédlatainkat kiegészitjiik a jelen médszerrel vizsgalat
ischémids agyszovet vizsgdlatara.
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Az OTKA K68864 kutatasi projektben elért eredmények osszefoglalasa:

10.

11.

Els6ként 6sszehasonlitva a dopamin D2/D3 receptor denzitds és szenzitivitds valtozasait
hosszasan kezelt Parkinson koéros betegektdl szirmaz6 agymintdkon, megéllapitottuk, hogy
a nucleus caudatusban a lecsokkent dopamin D2/D3 receptor stirliség ellenére a receptor —
G protein jeldtvitel normalis szinten marad, mely a dopamin hidny kovetkeztében kialakulo
funkcionélis kompenzacié megnyilvanuldsa lehet.

A kronikus 1-DOPA szubsztitucids terdpia szignifikdns csokkenést eredményez a dopamin
D2/D3 denzitdsban, ugyanakkor a receptor — G protein jelatvitelt nem befolyasolja.
Eredményeink tovabbi magyarazattal szolgdlnak a I-DOPA kezelés kovetkeztében fellépd
diszkinézidk megjelenésére, melyet a kompenzatérikus preszinaptikus dopamin
transzporter (DAT) szint és a posztszinaptikus receptorok véltozatlan szenzitivitdsanak
egyiittes jelenléte okozhat.

A gyrus frontalis medialisban és a gyrus cinguliban véltozatlan dopamin D2/D3 receptor
denzitast és szenzitivitds aldtdmasztja azon feltevést, hogy Parkinson kérban a kiiléonb6zo
agyi régiok eltérd mértékben érintettek, magyardzva a betegség progresszidja soran fellépo
extrasztriatdlis tiinetek fokozatos megjelenését €s silyosbodasét.

A putamenben €és nucleus caudatusban Parkinson kor teljes progresszidja sordn a CBIR
denzitds nem valtozik, melyet magyardzhat a jelentés CBIR tartalék jelenléte valamint
ezen receptoroknak az alacsonybdl nagy-affinitdsa dllapotba val6 konverzids képessége.
Mivel az alkalmazott 1251-SD7015 ligandum CBI1R agonista, megallapithatjuk, hogy a
milkodoképes, nagy-affinitdisi CB1 receptorok szdma a betegség teljes idOtartama alatt
megtartott.

Jelen tanulmédnyban els6ként korreldltattuk a dopamin D2/D3 és CB1 receptor silirtiség
valtozdsait human Parkinson kéros putamen €s nucleus caudatus mintdkon. A dopamin
D2/D3 receptor denzitds csokkenés 0sszhangban volt az el6z0 kisérletiinkben taldltakkal,
melyet a krénikus 1-DOPA kezeléssel magyaraztunk. A valtozatlan CB1R siirtiség oka a két
receptor rendszer kozotti kolcsonhatdsokban keresendd: egyrészrél a megtartott dopamin
D2/D3 receptor szenzitivitds egyiitt a -DOPA kezeléssel visszafordithatja a korai CBIR
slirliség valtozast illetve fenntarthatja a CB1R denzitdst; masrészrdl a Parkinson koérban
kialakulé korai CB1R siirtiségbeli elvaltozasok visszadllhatnak kontroll szintre a késobbi
hatékonyabb kompenzatérikus mechanizmusoknak koszonhetden.

Igazoltuk a normélis CB1R denzitdst a Parkinson kér végsd stddiumaiban. Az ép CBIR
populdci6 alternativ kezelési célpont lehet Parkinson kor esetében a neuromodulécids,
neuroprotektiv valamint az antiinflamatérikus hatdsok révén.

A CBIR denzitds emelkedett az Alzheimer koéros betegektdl szarmazé prefrontélis cortex
mintdkon. A szignifikdns eltérés a kontroll és AK Braak I-II stddiumud agyak kozott a
cannabinoid rendszer neurodegenerédcidra adott korai reaktiv megnyilvanuldsa lehet, mely a
neuromoduldciét, neuroprotekciot célozza.

Prefrontélis cortexben a CB1R denzitds az Alzheimer kor végsd stadiumaiban is kontroll
szinten marad megfeleld0 molekuldris célpontot biztositva a neuromoduldcios,
neuroprotektiv és antiinflamatérikus hatdsi cannabinoid kezelésnek.

Bizonyitast nyert, hogy a CBIR esetében az Alzheimer kér Braak I-II neuropatoldgiai
stdidium nem tekinthetd kontroll csoportnak, mert rejtve maradhatnak a CBI1 receptor
rendszert érintd korai elvéltozasok.
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12.

13.

14.

A 1251-SD7015 igéretes CB1 receptor ligand, mely nagy érzékenységgel detektdlta a
CBIR receptor stirtiségbeli eltéréseket kontroll illetve kiillonb6zd neuropatoldgiai stadiumu
Alzheimer koros prefrontalis cortex mintdkon.

A regiondlis szoveti kdlium disztribticié vizualizdldsa 100 um vastagsagd humén teljes
hemispherium agymintdn megbizhaté moddszer az infarktusos agyteriiletek kozvetlen
szovettani feltérképezésére.

A teljes hemispherium metszetek ,.kalium térképe 6sszevethetd, kombindlhat6 egyéb teljes
emberi agyféltekét feldolgoz6é modszerrel, pl. autoradiografidval. Tovabba irdnyt mutathat
a szomszédos agyteriiletekbdl torténd mintavételezés soran.

Az OTKA K68864 projektbol késziilt publikaciok listaja:
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