Részletes kutatasi jelentés

A 4 éves projekt a kdvetkezo6 célkitlizésekkel indult:

1, Szintetikus, neurotoxikus AB-peptid aggregatumok eldallitasa és
sokoldalu fizikokémiai jellemzése.

2, Az AB oligomerekkel, protofibrillumokkal és fibrillumokkal
kolcsénhatasba 1épd neuronalis fehérjék azonositasa

3, A Zn**-ionok szerepének vizsgalata (hogyan befolydsoljak az AR
aggregaciot és toxicitast), az 6sztradiol és a Zn** kdlcsdnhatdsok
vizsgalata.

4, Uj neuroprotektiv peptidomimetikumok tervezése, szintézise és
vizsgalata.

5, Az AB-peptidek hatdsmechanizmusanak és az Alzheimer-koér
patomechanizmusanak vizsgalata.

A kutatdsi célkitlizések megvalodsitasat az aldbbiakban részletezzik:

1/ A szintetikus AB-aggregatumok jellemzése

Az Alzheimer-koér (AK) betegségmodelljeink vizsgalataban
elengedhetetlen, hogy minden kisérletben az adott aggregacios foku
(oligomer, protofibrillum vagy fibrillum) B-amiloid (AB) peptidet
alkalmazzuk. Ez csak egyetlen modon érhet6 el: ha a monomer AB 1-42-
bdl kiindulva kontrollalt, standardizalt kortilmények kdzott vezetjik az
aggregacids folyamatot. Saito (2006) publikacioja alapjan ez a
standardizalas a kutatdcsoportunknak sikerilt el0szor a vilagon: a
homérséklet, a puffer dsszetétele és pH-ja és a reakcididd valtozasaval
szinte tetszOleges aggregacios foku AB 1-42 allithatd eld helyben (in situ),
a bioldgiai kisérletet kozvetlen megeldzéen. (Bozso Zs. et al: Peptides 31,
248-256, 2010.)

Az AB peptidek aggregacids fokat 3 mddszerrel hataroztuk meg:

1/ DLS (dinamikus fényszorddas)

2/ AFM (atomer6 mikroszkdpia; az oligomerek mérete meghatarozhato)

3/ TEM (transzmisszids elektron mikroszkdpia: a fibrillumok mérhetdk)
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kovetkeztettlink. A preparalasi modszerek paramétereinek helyes
megvalasztasa és standardizalasa lehetdvé tette, hogy a szintetikus
prekurzor-peptidekbdl mindig a kivant szerkezet( és aggregacids foku AB
1-42 polimer keletkezzen.

Kovetkeztetéseink:

1/ A preparalasra hasznalt pufferoldat kémiai 6sszetétele déntden
befolyasolja a keletkez6 AB-aggregatum polimerizacios fokat és
konformacidjat. Bizonyos pufferekben (pl. NaHCO5/CO,) csak AB 1-42
oligomerek keletkeznek, mas pufferek (pl. foszfatpuffer) a protofibrillum
és fibrillum képzddésének kedveznek.

2/ Alacsony pH-értékek (pH 5,5 vagy kevesebb) a protofibrillum és

fibrillum képzddésének kedveznek.

Az idegsejt bizonyos organellumaiban uralkodé alacsony, de fizioldgias
pH-értékeken (pH 5,5 v. kevesebb) gyorsan (< 24 éra) aggregal az AB 1-
42 protofibrillumokka, s6t 3 nap alatt fibrillumokka. Ezek az aggregacids
formak tehat az idegsejten belil fizioldgids korilmények kozott is
kialakulhatnak. Mivel vizsgalataink bebizonyitottak, hogy az AR 1-42
fibrillumok kiléndsen jél kétédnek bizonyos mitokondridlis (membran) ill.
a citoplazmaban és a mikrotubularis rendszerben el6forduld fehérjékhez,
elsddleges fontossagunak tartjuk az intracellularis AR 1-42 hatasainak
kutatasat.

3/ Az AB 1-42 konformacids valtozasainak CD-vizsgalata és az ezt kovetd
toxicitasi mérések azt mutatjak, hogy a B-amiloid toxicitas kialakuldsaban
nem csupan az aggregacié foka szamit, hanem a peptidlanc konformacidja
is. Kisérleteink szerint a toxikus konformacio kialakulasa viszonylag lassu,
az AB 1-42 koncentracidjatol fliggéen 1-3 napot vesz igénybe.
Hipotézislink szerint a toxikus konformacié a Tompa P. altal részletesen
jellemzett belsOleg rendezetlen (,intrinsically disordered”)

fehérjeszerkezetnek felel meg, emiatt az AB 1-42 szamos fehérjével



|éphet nem-specifikus kdlcsénhatasba.

2/Neuroprotektiv hatasa rovid peptidek és peptidomimetikumok
Az AB42 szalmodelljére molekuladinamikai modszerekkel dokkoltunk egy
nagy sorozat polipeptidet és mimetikumot, ezek kozll els6 1épésben a
legjobbakat (16 vegyilet) szintetizaltunk és MTT tesztben in vitro

screeneltik oket.

Elso Iépésben két vegyiletcsalad bizonyult neuroprotektiv hatasinak a
szamitdgépes tervezés utan szintetizalt vegyulletekbdl:

1/ Az LPYFD pentapeptid analdgjai, amelyeket P29, P59, P79, P85 és BAM-
9 kdddal roviditlink. Ezek olyan peptidmimetikumok, amelyek
megkotédnek a fibrillumok (és valdszin(ileg az AB oligomerek) felszinén,
bevonjak azt és megakadalyozzak az AB 1-42 valamennyi kdlcsdnhatasat.
2/ Az RIIGL pentapeptid analdgjai, amelyek kozll a retro-inverzo peptid
bizonyult a legjobbnak. Ezek szintén az AB 1-42 felszinhez kotédve fejtik
ki neuroprotektiv hatasukat.

A tovabbi vizsgalatok soran az RIIGL analdgok in vivo nem mutattak
megfelel6 neuroprotekciét, ugyanakkor Uj vezérvegyuleteket is talaltunk.
A projekt folyaman 6sszesen négy peptid és peptidomimetikum csaladot
terveztiink és vizsgaltunk:

1, Az LPYFD pentapeptid és analdgjai in vitro kiemelkedden jé
neuroprotektiv hatasuak az AB 1-42-vel szemben, viszont in vivo
kisérletekben csak rovid ideig (2-3 déra) hatasosak, mert a szervezetbdl
gyorsan kilrilnek. Emiatt hosszabb bioldgiai felezési idejl vegylleteket
terveztlink, szintetizaltunk és vizsgaltunk, ezek kozll a P85, minden
szempontbdl alkalmas tovabbi gydgyszerfejlesztésre.

2, Mind in vitro, mind in vivo kisérletekben kivalé neuroprotektiv hatasuak
a 2 vagy 3 prolint tartalmazoé tetra- és pentapeptidek, ill.
peptidmimetikumok. Ezek hatdsmechanizmusat most vizsgaljuk, el6zetes
kisérletek az AB konformaciot megvaltoztatd hatast valdszin(sitik.

3, Egy Ujonnan bevezetett tetrapeptid (KEGV) és analdgjai szintén csak in



vitro voltak neuroprotektiv hatasuak.

4, Az AB 1-42 eredeti FRHDS szekvenciaja alapjan tervezett tri- és
tetrapeptidek, valamint ezek mimetikumai in vitro kisérletekben kivald
neuroprotektiv hatasuak az AB 1-42-vel szemben. Valdszinlileg az AB-
integrin kélcsdnhatast szabalyozzak.

Az 1. peptid- és mimetikum csaladbdél 6sszesen 90 neuroprotektiv
vegylletet szintetizaltunk és vizsgaltunk meg, kozilik a P85
peptidmimetikumot valasztottuk ki gydgyszerfejlesztési célra. A
vegylleteket szabadalmilag is védjlik, a szabadalmat 6sszeallitottuk
(»Amyloid structure modifying peptidomimetics as neuroprotective drug
candidates for treatment of Alzheimer’s disease”) és rovidesen benyujtjuk.
A 2. vegylletcsaladbdl 65 neuroprotektiv vegylletet védink
szabadalmilag (,,Small peptide inhibitors of amyloid toxicity for the
treatment of disorders associated with abnormal protein folding into
amyloid or amyloid-like aggregates”), ez a benyuijtas is folyamatban van.
3/ Peptidek, peptidomimetikumok és fehérjék molekularis
kolcsonhatasainak vizsgalata

Fizikai-kémiai mddszerekkel vizsgaltuk meg a B-amiloid peptid (AB 1-28)
és az irodalombdl ismert Leu-Pro-Phe-Phe-Glu (LPFFD) pentapeptid
kélcsonhatasat (Majzik A. et al.: Colloids and Surfaces B. 81, 235, 2010.):
1/Fellleti plazmon rezonancia (SPR) — a masodik plazmon rezonancia
maximum megjelenése az AR 1-28 és LPFFD 6sszekapcsoldodasat jelzi.
2/Optikai hulldamvezet6 fénymodus spektroszkdpia (OWLS)- SiO; és TiO;
nanorészecskéken - csak gyenge AB -LPFFD kotés mutathato ki.
3/Izoterm titracidés mikrokalorimetria (entalpiavaltozds mérés) - az LPFFD

gyengén kotodik az AR 1-28-hoz.

Uj tdmegspektrometrias vizsgalati mddszert dolgoztunk ki a fibrillaris AR
és a kedvez6 in vivo tulajdonsagokkal rendelkez6 pentapeptidjeink
kdlcsdnhatasanak (felszinén vald kotdédés) vizsgalatara. A vizsgalt 5
peptidnél (az LPYFD ill. az RIIGL analdgjai) hasonlé kotéseket kaptunk,

mint a korabbi NMR méréseknél.



A kolcsdnhatasok, a peptidek és mimetikumok lipofilicitasanak és
foszfolipofilicitdsanak meghatarozasara egy uj HPLC kromatografias
eljarast hasznaltunk: az ,immobilizalt mesterséges membran” (IAM)
kromatografiat, specialis adszorbensen. A 2. pontban felsorolt 4
vegylletcsaladbol egyediil a prolingazdag peptidek és mimetikumok (2.
csalad) mutattak er6s kdlcsonhatast a sejtmembrant modellez6

kromatografids adszorbenssel, ezek hatasat tovabb vizsgaljuk.

4/ A kiillonbo6zo AB aggregatumok in vitro és in vivo hatasa
Harom AB-aggregatum tipust vizsgaltunk: kis (24 6ras) és nagy (168
oras) AB-oligomereket és AB-fibrillumokat.

In vitro MTT-teszten (viability teszt, SH-SY5Y sejtek) az oligomerek alig
toxikusak, a fibrillumok igen.

In vivo elektrofizioldgiai vizsgalatok szerint (egysejt-elvezetés) mind az
oligomerek, mind a fibrillumok hatasosak a neuronokon, de az NMDA
receptorokon eltérd hatast mutatnak (Id. 7. pont, Juhasz G. et al.: Brain
Res. 1233, 307-310, 2008.).

Sikerilt olyan AB 1-42 oligomereket el6allitanunk, amelyek az in vitro
MTT-tesztben (SH-SY5Y differencialt neuroblasztéma sejtvonal) is toxikus
hatasuak. Mivel a neuroblasztéma sejtvonal nem teljesen adja vissza az
agyban a sokféle sejttipus kozotti kapcsolatokat és kdlcsdnhatasokat, a
szOvetszelet-technika alkalmazasa mellett dontottliink. Egy Uj ex-vivo
(egér hippocampus szelet szervfiirdében, MTT-teszt) tesztmodszert
allitottunk be, hogy screenelni tudjuk az Ujonnan el6allitott szintetikus
vegylletek neuroprotektiv hatasat az AB-oligomerek altal okozott
sejtkarosodasra (Modzes E. et al: Brain Res. Bull. 2012, 521-525).
Ugyancsak elektrofizioldgiai kisérletekkel, egér hippocampus szeletekben
bizonyitottuk, hogy a kilénb6z6 AB 1-42 aggregatumok (oligomer, ill.
fibrillum) gatoljak a tanulasi folyamatokat (LTP gatlas).



Uj médszert dolgoztunk ki a kiilonb6zé AB-aggregatumok toxicitdséanak
meghatarozasara: mivel az AB 1-42 mar kis koncentracidéban karositja az
endotél sejteket, a toxikus hatas mind primer endotél sejtmembran, mind
a mesterséges vér-agy —gat modellen jol mérhet6. (Kooperacié az MTA-
SZBK-val, Deli Maria csoportjaval; Deli M. et al: J. Alz.Dis. 22, 777-794,
2010).

Sikerilt beallitani egy (j elektrofizioldgiai modszert az AR 1-42 toxikus
hatasanak mérésére: in vivo megmérjik patkanyagyban az icv bejuttatott
AB 1-42 hatdsat az LTP-re. Ezzel a modszerrel az Uj neuroprotektiv
vegylleteink hatasa is mérhetd, iv. ill. ip. beadas utan (Juhasz G. et al.: J.
Alz. Dis. 16, 189-96, 2009.).

5/ A kiilonb6z6 AB aggregatumokkal kdolcsonhatasba Iépo fehérjék

Az él6 szervezet, szbvet, sejt mikodésének molekuldris szinten
torténo vizsgalatara egyik legkorszer(ibb mddszer a proteomika, amely az
egyes fehérjék azonositasan tul képes azok mennyiségi valtozasainak, ill.
poszt-transzlacios maddosulasok mindségi és mennyiségi
nyomonkovetésére. A fehérje-expresszié valtozasanak nyomonkovetésére
legszélesebb kdrben hasznalt mddszer a 2D-poliakrilamid elektroforézis.
Barmilyen kisérletet csak akkor van értelme végezni, ha azt megfelel6
reprodukalhatésaggal meg tudjuk ismételni. Kilondsen igaz ez a kisérleti
allatokon végzett bioldgiai kutatdsokra, mert az egyedek kozotti
variabilitas jelentdsen befolyasolhatja az ismételhetdséget. Technikai
szempontbdl a 2D-poliakrilamid gélelektroforézis egy osszetett moddszer,
mellyel tobb mint ezer fehérje mennyiségi valtozasait tudjuk
nyomonkdvetni. Ennek kovetkeztében sok kérdéses volt az eljaras
ismételhetosége. Egyik vizsgdlatunknak az wvolt a célja, hogy
meghatarozzuk, milyen laboratériumi korlilményeink koézott milyen
biolégiai és technikai variabilitdsra szamithatunk egérben, vagy
patkanyban végzett neuroproteomikai kisérleteinkben. A jelen OTKA-
palyazat keretében megvasarolt FUJIFILM FLA-5100 Iézer szkenner

alkalmazasaval megallapitottuk (Journal of Proteomics 74, 894-901,



2011), hogy laboratériumunkban a nagyméretli gélen végzett 2D-PAGE
technikai variancidaja 9,3%, az egy fészekaljbdl szarmazdé egerek agyi
proteomjanak meghatarozasanak variancidaja 9,3-13,1%, mig az
ugyanabbdl az egértorzsbdl véletlenszerlen valogatott allatoknal ez az
érték 10,8-11,4% kozott valtozott. Ezekbdl a kisérletekbdl levonhatd az a
kovetkeztetés, hogy a 2D-PAGE-sel végzett proteomikai vizsgalatok
reprodukcidjaban a technikai variancia dominal a bioldgiai variancia felett.
Ebbdl kdvetkezik, hogy a proteomikai kisérletekhez is hasznalhatdé az
eddig kovetett gyakorlat, mely szerint egy-egy kisérleti csoportba
ugyanabbdl az allattérzsb6l random moddon is 0Osszevalogathatdok az
allatok.

Azt tapasztaltuk, hogy a 2D-PAGE vizsgalatainknal csaknem minden
detektalt foltban tobb fehérje volt kimutathaté. Ez érthet6 is, mert egy-
egy sejt-, szovet-mintdban tobb ezer, tobb tizezer fehérje is van, mig
festési moddszert6l fiiggben egy-egy gélen csak 1000-3000 folt
detektalhatd. Annak megallapitasara, hogy egy-egy foltban detektalt tébb
fehérjének  milyenek a mennyiségi  aranyai, ,jelzés-mentes”
tomegspektrometrias médszert dolgoztunk. (Kimutattak, hogy egy fehérje
oldatfazisu tripszines hidrolizissel kapott harom legintenzivebb peptidjének
intenzitdsa aranyos a fehérje mennyiségével. Ezt az eredmény
terjesztettik ki gélben tortént emésztésre is.) Segitségével a két
mintaban 1évd, azonos foltban jelentkezd fehérjék expresszidja, ill. annak
valtozdsa pontosabban meghatarozhatd. Mddszeriinkkel jol meg tudjuk
becsilni az egy foltban levd kiilonb6z6 fehérjék abszolit mennyiségeit is
ki (Journal of Proteomics, kodzlésre bekdildve).

Korabbi proteomikai vizsgalatainkban megallapitottuk (Journal of
Neurochemistry 94, 617-628, 2005), hogy egér agy szinaptoszéma
membran preparatumbdl szamos fehérje specifikusan koétddik fibrillaris B-
amiloid-hoz. A 40 fehérjét csoportokba osztottuk: 1. Alzheimer
betegséggel, 2. citoszkeletadlis szervez6déssel, 3. idegsejt adhézidval, 4.
neuronadlis membrannal kapcsolatos fehérjék, 5. idegsejt-specifikus

fehérjék és mitokondrialis fehérjék. Kozilik egyiket, a glicerinaldehid-3-



foszfat dehidrogendz (GAPDH) fehérjét tovabbi vizsgalatoknak vetettik
ala, mert felmerilt a lehet6ség, hogy az Alzheimer-kér kialakuldsaban
feltételezett kaszkadfolyamatokban szerepet jatszik. Transzmisszios
elektronmikroszkdpiaval kimutattuk, hogy a szintetikus GAPDH er6sen
kotoédik fibrillaris B-amiloid(1-42)-hdz. Western-blott vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy a kotddés nem ionos kdlcsonhatdason alapul, mert
novekv6é sékoncentracid nem befolydsolta a kotédést. Igazoltuk, hogy a
GAPDH az amiloid mas formaival is kdlcsonhatasba Iép, melyben a peptid
C-terminalis része felel6s. Kilonb6z6 cellularis kompartmentekben levd
GAPDH fehérjék is kotédnek a B-amiloid(1-42)-h6z. Kisérleteink
megerositették a feltételezést, hogy ez a kdlcsbnhatas szerepet jatszhat
az Alzheimer-kér kifejlodésében (Verdier Y. et al.: Journal of Peptide
Science 14, 755, 2008).

Tovabb vizsgalva a B-amiloid peptid Alzheimer-kdr patogenezisében
jatszott szerepét, kotési tesztet végeztiink fehérje-chipen lév6é 8100
human rekombinans fehérje és a B-amiloid(1-42) peptid kdzott (Virok D.
et al.: Journal of Proteome Research 10, 1538, 2011). Kisérleteink soran
324 fehérjét taldltunk, melyek potencidlis kolcsénhatd partnerei az
oligomer B-amiloid-nak. A kdlcsdnhatd fehérjék funkcionalis osztalyozasat
Gene Ontology (GO) analizissel, az internet-alapiu DAVID tudasbazis
felhasznalasaval végeztik, ami a 324 fehérjét 30 funkcionalis kategdriaba
sorolta. Ezek kozil a legérintettebb GO bioldgiai funkcié kategoria a
fehérje-bioszintézisé: a transzlacid, amelybe 24 fehérje és a transzlacios
elongacio, amelybe 13 fehérje tartozott. Ezen fehérjék jelentés része
mitokondridlis és nem- mitokondridlis riboszoéma-komponens, ill.
transzlaciot inicializald faktor. Ezeken tul, sok fehérje tartozik az RNS
processzalas, axonalis transzport és sejtciklussal kapcsolatos
kategoriakba, tamogatva az AB1-42 intracelluldris hatdsanak hipotézisét.
A GO alapu funkcionalis csoportositason tul elvégeztilk a STRING analizist
is, amely kilonb6z6 adatbazisok (Pubmed, MINT, KEGG, BIND, BioGRID)

szlirésével elkészitette a kélcsénhatd fehérjék halozatat.



ELISA kisérletben igazoltuk, hogy B-amiloid (1-42) koncentraciéfliiggdéen
kotédik patkany hippokampuszbdl tisztitott riboszéma komplexekhez,
valamint, hogy az B-amiloid(1-42) gatolta a riboszomalis fehérjeszintézist
(nyul retikulocita transzlacids reakciéban csokkent a fluoreszcens luciferaz
enzim bioszintézise).

Az Alzheimer-kor patogenezisében az egyik érintett sejtkompartment
a mitokondrium, ahol az AB toxikus szerepe ismert. A mitokondrium
karositasaért az AB mitokondridlis fehérjékhez valo kotddését teszik
feleléssé. Valdszind, hogy az altalunk talalt 13 mitokondridlis és 6
riboszomalis fehérjén okozott egylttes hatdsa az, ami a fehérjeszintézist
gatolja.

Az egyre szaporoddé ismeretek ellenére még ma sem ismert az
amiloid peptidek altal indukalt folyamatok 6sszessége, raadasul az
AB1-42 kilonbdz6 formai masképpen hatnak az egyes biokémiai
folyamatokra. Az oligomer AB1-42 toxikus hatast vizsgalva
meghataroztuk, hogy egy kontrolldlt aggregaltsagi fokd AB1-42 peptid
milyen globalis fehérjeszint-valtozasokat okoz az Alzheimer-kér
kutatdasaban elfogadott SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalon.
Proteomikai moddszerekkel 47 megvaltozott expresszidju fehérjét
detektaltunk, amelyek koézdl 22 mennyisége noévekedett, 25-é
csOkkent  AB1-42-vel tortént kezelés hatasara (Foldi I. et al.: 1.
Neurochem. 117, 691, 2011). A down-reguladlt fehérjék a fehérje
bioszintézisben (transzlacid), metabolikus folyamatokban, citoszkeletalis
organizaciéban, transzkripcié szabalyozasaban, mRNS processzalasaban,
fehérjefeldolgozasban (transzport, proteolizis, poszt-transzlacios
modositds), mig az up-reguldlt fehérjék legnagyobb része a
stresszvalasszal kapcsolatos, de taldltunk fehérje-feldolgozassal,
metabolikus folyamatokkal és a transzkripcidoval 6sszefliggésbe hozhatd
fehérjéket is. Az azonositott fehérjékbdl lathatdé, hogy az AB1-42
toxicitasa szamos intracellularis életfolyamatot érintett. A

stresszfehérjék nagy szama jelzi a sejtek beindult védekezési



mechanizmusat az AB1-42-vel szemben. Tdbbségik az endoplazmas
retikulum chaperon fehérjéje.

Az Alzheimer- kér eléforduldsa a nemek kozott eltérd és kapcsolatba
hozhatéd az 0Osztrogének mennyiségének id6 el6rehaladtaval torténd
csOkkenésével. Az Osztradiol-alapu hormonpétld terapia néhany klinikai
kiprobalasnal csokkentette az Alzheimer-kor kockazatat és a kognitiv
muikodési zavarokat, amely felveti az Osztradiol (E2) védd szerepét.
Kimutattuk (Szegd E. et al.: Neuroendocrinology 93, 90-105, 2011), hogy
az E2 szabalyozza a szinaptikus fehérjéket és folyamatokat, megnoveli a
citoszkeleton flexibilitdsat és megvaltoztatja az agy szénhidrat-
metabolizmusat. Eredményeink arra utalnak, hogy az E2 Kkicsiny, de
lényeges valtozast indukadl kilonb6zo fehérjehaldézatokban és mintegy
kumulativ hatasként az agy mikodését alapallapotbdl egy flexibilisebb,
gyorsabb reagaldképességli allapotba allitja. Az agyi proteom
Osszetételének nyomonkovetésével fehérjeszintl valaszt kerestink az
AB1-42 in vivo neurotoxicitasara, ill. az 6sztrogén elokezelés hatasara. Azt
talaltuk, hogy az AB1-42 a nucleus basalis magnocellularis-substancia
innominata agyterilet szamos biokémiai folyamatot érintett, de karos
hatdsai E2 elOkezelésre csokkentek, nem alakultak ki, ill. ellenkez6
iranya folyamatok indultak be. Pl. a dihidropirimidindz-2 fehérje
expresszidja AB1-42 kezelés hatasara 44%-kal megemelkedett, mig az
E2 el6kezelés 27%-kal csdkkentette azt. Hasonld jellegld valtozasok
torténtek az szomatoszenzoros kéregben is (Psychoneuroendocrinol 35,
807-819, 2010).

6/ Az osztrogének és a cinkionok szerepe az AB aggregacioban

A glutamaterg aktivitds soran felszabadulé Zn** bizonyitottan el8segiti
az Alzheimer-kérra (AD) jellemzd neokortikalis B-amiloid (AB)
aggregaciéjat. Patkanybdl szarmazé akut hippocampus szeleteken
megvizsgaltuk, hogy az 6regedés befolydssal van-e a Zn** dinamikajara
(felszabadulds-visszavétel), mivel a jelenség magyarazattal szolgalhat

arra nézve, hogy az Alzheimer-kér esetében miért rendkivil fontos



kockazati faktor az életkor. A szeleteken a K*™-mal indukalt cink
felszabadulas szignifikansan nagyobb mértékd volt az idésebb (65 hetes a
10 hetes allatokkal 6sszehasonlitva) patkanyok esetében, tovabba az idos
nostényeknél kiemelkedden a legnagyobb mértékil cink felszabadulas volt
tapasztalhatd. A jelenséghez tarsult az id6sebb agyszeletek lassabb
cinkfelvétele az extracellularis térbdl, illetve a fiatal agyszeletek enyhe
mitokondridlis mérgezése. A Zn**-Ap1-42 aggregatumok toxikusnak
bizonyultak az agyszeleteken, szemben az énmagaban alkalmazott Ap1-42
kezeléssel. A szbvet stimulalasa (K*-mal indukalt depolarizacioval), amely
az endogén Zn®* felszabaduldsdhoz vezetett, a szintetikus AB1-42
idosebb agyszeletek sokkal érzékenyebbek voltak. Ez a mechanizmus
jelzi, hogy az extracellularis fémek homeosztazisa, kilénésen az
extraneurondlis Zn** kiurilése, a korfiiggé AD AP patholdgidjaban fontos
szerepet jatszik.

Jelenlegi tudasunk alapjan ez volt az elsd olyan eset, hogy a Zn®*
indukalta AR aggregaciot bisANS fluoreszcens festék, illetve ultarcentrifuga
alkalmazasaval jellemeztik. Kimutattuk, hogy az AB1-42 az endogén
cinkkel masodpercek alatt bis-ANS koétd formaba aggregalddik, melynek
kovetkezménye az LTP és a mitokondrialis aktivitas gatlasa. Korabbi
vizsgalatok soran, mi és mas kutatocsoportok is azt taldltuk, hogy
sejtkultirdban a Zn** megakadalyozta az AB1-42 toxikus hatdsat, habar a
toxicitasi vizsgalatok hosszabb id0 alatt (pl. 48 déra) zajlottak le, ez pedig
lehetévé tette, hogy a Zn?*" AP reakcid soran az AP fibrillumokba
rendez6djon, amely kevésbé toxikus az oligomer valtozathoz képest. Ezzel
ellentétben, az agyszeletek esetében azt taldltuk, hogy a Zn?* indukalta
AB aggregatumok mar harom ora elteltével toxikusak voltak és egy 6ran
bellGl LTP gatld hatasuk volt. Az oligomer (de nem a fibrillum) aggregacio
mértéke aranyos a toxicitds mértékével, ebbdl kdvetkezik, hogy a Zn** az
AB aggregacio felgyorsitasaval el0segiti, megnoéveli annak toxicitasat.

A bisANS festék az AB1-42 toxikus, oldhatd, oligomer formajat jeldli,

amely hasonl6é az oldhatd, toxikus ugynevezett AR ADDL-oligomerekhez.



A 13,8 S (300 kDa) méret(i zZn?* segitségével képzédott AB-bisANS
formak, tomeglket és méretiiket tekintve rendkivili hasonldsagot
mutatnak a korabban mar leirt amyloidbdl szarmazd diffuzibilis
ligandokban (ADDL) kimutatott AB oligomerekkel. A hasonldosagot
szedimentacios sebességvizsgalattal mutattuk ki. Az ADDL formak mérete
4 és 12 S kozott mozgott és ezekhez hasonldéan a cink indukalta AR
oligomerek is neurotoxikusnak bizonyultak, illetve a neuronok felszinéhez
kotdédtek (1. abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy a cink eldsegiti az
ADDL-hez hasonld erdsen diffuzibilis oligomerek képzodését és
meggyorsitja a képzddés folyamatat. Az ADDL formanak 24 6ras
inkubdcioés idére van szilksége, mig a Zn?" indukdlta AB oligomerek

minddssze 3 ora alatt kifejtik toxikus hatasukat.

A AB aggregario
(F max- Fo)/mm?

Fiatal Idds

1.Abra: Kor és nem fiiggé AB aggregacié bis-ANS
fluoreszcenciaval vizsgalva. Az eredmények bis-ANS AFmax
értékei hippokampdlis szeleteken K* kezelést kdvetden.. A AZn** és
a AAB aggregacid szignifikansan nagyobb az id0s (65 hetes)
patkanyokban, mint a fiatalokban, és szignifikdnsan nagyobb a
ndstényekben, mint a himekben *** p<0.001, # p<0.002, ANOVA

with post hoc t-tests, n=30 szelet/eset.



A Zn®** indukdlta AB1-42 egy kildnleges formdaja meglehetdsen
gyorsan jut be az idegsejtekbe, ugyanis méréseink soran mar igen
alacsony koncentraciéban (<0.5 uM) detektalhatd volt a neuronokban. Ez
a Zn** altal modositott oldhatd Ap, amely elég kisméretii (<20 nm) ahhoz,
hogy belépjen a szinaptikus résbe, kisérleteink soran kiloéndsen
neurotoxikus formanak bizonyult.

Az LTP gatlas felléphet az NMDA receptor blokkoldsa vagy a cink altal
indukalt AB oligomerek intrinzik toxicitasa kovetkeztében. Elképzelhetd,
hogy a szinaptikus résben felhalmozédé AB, azaltal hogy csapdazza a Zn**
ionokat, - amelyek az LTP-t szolgal6 NMDA receptorok mikodését
biztositjdk - felboritja a szinapszisok fizioldgidjat. A szolubilis AR
oligomerek 1:1 aranyban kotédnek a cinkhez alcsony mikromolaris
affinitassal, ugyanakkor az AP precipitacié altal okozott egyensulyi
zavarbdl kifolydlag, az aggregatumok a cink fizioldogias megfeleldjének
akar haromszorosat is megkoéthetik. Idovel az AP oligomerek cinkkel
kitoltott fibrillumokka alakulnak, amelyek - korabbi eredményeinknek
megfeleléen - az oligomer allapotnal kevésbé toxikusak.

Eredményeink bizonyitékul szolgdlnak az extracelluldris Zn%*-
szabdlyozas megvaltozasanak hatdsmechanizmusdra, és magyarazatot
adnak az 6regedés és a nem mint rizikofaktorok jelenlétére az Alzheimer-
kér kialakuldsanak tekintetében. Feltételezzik, hogy az 6regedéssel jaro
ATP termeléscsokkenés miatt, a szovetszelet nem képes hatékonyan
visszavenni a cinket annak neurotranszmisszids felszabadulasa utan.

Ez megnovekedett extracellularis cink-koncentraciohoz vezet, amely
el6seqiti az AB aggregaciot. Ap felszabadulds a szinaptikus aktivitds soran
is végbemegy, amely lehetdvé teszi a peptid és a cink fizikai kdzelségét az
extracellularis térben. Ez a jelenség kilondsen fontossa teszi a visszavétel
mechanizmusat, amely megel6zi a cink és az AP reakcidjat. Azt talaltuk,
hogy az extracellularis AB jelenléte megakadalyozza a cink bejutasat a
sejtbe, amely hozzajarul a sejten belilli cinkhaztartas felboruldasdhoz az

Alzheimer-kér soran. Azt is megfigyeltiik, hogy a cink altal indukalt Ap



aggregatumok gatoljak a mitokondridlis aktivitast, amely tovabb rontja az
energia-fliggl cinkfelvételt, igy egy 6rddgi kor alakulhat ki.

Az agyszelet aktivalasat kovetd cink-felszabaduldas mértéke a korral
egyltt novekedett, ugyanakkor a patkany nOstényekbdl szarmazo
szovetszeletek extracellularis terében a cink szignifikdnsan nagyobb
koncentracidkat ért el a himekbdl szarmazd szovetszeletekhez képest. Mig
ez a novekedés csak =20% volt, addig az Oregedéssel jard relativ
kockazata a ndstényekben mindossze =1.56 dsszehasonlitva a himekkel.
Ebbdl kovetkezik, hogy az Alzheimer-kér kockazatanak kismértékd
novekedése a nOstények esetében aranyos a kismértékben
megnovekedett cink felszabadulassal. A n6stény patkanyok hippokampalis
szovete a kor el6rehaladtdval nagyobb cink-felszabaditd képességgel
rendelkezik a szinaptikus aktivitds soran, amely megfelel annak a
tapasztalatnak, hogy az id6s nGstény egerek hippocampuszaban
magasabb koncentracioban taldlhatd felszabadithatd cink. A vezikularis
cink koncentracid szintje a korral egyltt megemelkedik a ndstény egerek
hippocampuszaban, mivel az 6sztrogén koncentracido csokkenése a ZnT3
fehérje koncentracidojanak megemelkedését eredményezi. A korabbi
tapasztalatokkal 6sszhangban, elsdéként irtuk le a kor- és nemfliggd cink
felszabadulas AB aggregaciot eldsegité hatasat.

Egy olyan Alzheimer-kér modellt hoztunk létre, amely 0sszefoglalja a
kor- és nemfliggé valtozasokat, amelyek kozvetlen kapcsolatban allnak
azokkal a neurokémiai valtozasokkal, amelyek a betegség kronikus

lefolyasahoz vezetnek (2. abra).
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2. Abra: Az Alzheimer-koér cink-amiloid szinaptikus modellje. A
szinaptikus aktivitas alatt a glutamaterg neuronokbdl cink ionok
szabadulnak fel, amelyeket energia-fliggben a sejtek vissza is
vesznek. Az életkor el6rehaladtaval a mitokondrialis karosodasok és
az energetikai viszonyok miatt ez a visszavétel csokken. A Zn-AB
komplex képes behatolni a sejtekbe és gatolni a mitokondrialis
aktivitast. Karos hatasként a komplex tovabb rontja a szabad cink
ionok visszavételét a neuronokba. A krénikus cink hiany a neuronok

pusztulasdhoz vezet.

7/ A kiilonb6zo AB aggregatumok hatasa a szinaptikus
plaszticitasra

A kiloénb6z6 AB aggregatumok (oligomerek, fibrillumok) kilénb6z6
jelatviteli utakat aktivalnak. A fibrillaris AR 1-42 egyik kot6fehérje csaladja
az integrinek. Ezek heterodimer, transzmembran sejtadhézids receptorok.
Kisérleteink (in vivo, patkany hippocampus) szerint a protofibrillaris -
fibrillaris AB 1-42 az integrinek aktivalasan keresztll is szabalyozza az
NMDA és AMPA receptorokat, igy hosszabb tavon a szinaptikus
plaszticitast.

A kilonboz6 aggregaltsagu AB 1-42 peptidek eltéréen befolyasoljak a
szinapszisok mikodését. A protofibrillaris-fibrillaris AB 1-42 az NMDA

receptort aktivalja, ezzel szemben az AMPA receptor aktivitast



szignifikansan csokkenti. Az oligomer AB 1-42 viszont mindkét receptort
aktivalja (megnovekedett neuron tlizelési aktivitas). Ezek az in vivo
(egysejtelvezetés, patkany hippocampus) vizsgalatok azt bizonyitjak,
hogy csak jol jellemzett aggregaltsagi foku AR peptidekkel érdemes

kisérletezni.

A prekurzor peptidbdl frissen eldallitott Abeta-oligomerek hatasat
tanulmanyoztuk egér hippocampus szeleteken. Révid és hosszu tavu
szinaptikus plaszticitast vizsgaltunk, melyek a tanulasi folyamatok
hatterében alld jelenségek. A kezelt szeleteken a rovid tavu szinaptikus
plaszticitas egyik formaja, a paired-pulse facilitacié megvaltozott a
kontroll szeletekhez képest. Szintén karosodast mutatott a hosszu tavu
szinaptikus potenciacid, melyet 180 percig regisztraltunk. A depotenciacio
soran az er6sodott szinapszisok gyengitését idézzik el6, mely szintén
fontos folyamat a memorianyomok kialakitasaban. Az amiloid-bétaval
kezelt szeleteknek megvaltozott a depotenciacios tulajdonsaga.

Ezek az eredmények magyarazzak a korai Alzheimer-korban tapasztalt

kognitiv hanyatlas hatterében all6 folyamatokat.

7 s

1-42 hatdsat a glutamat (NMDA és AMPA) receptorokra, ill az integrinekre.
Kisérleteink alapjan az integrin B1 alegységén kotodik az AB 1-42 és a
kotddés egy hosszu jelatviteli folyamatot indit el, amelynek egyik |épése
az src-kinaz aktivitdsa. (Juhasz G. et al.: J. Alz. Dis. 19, 1053-67, 2010.)
Hipotézislink szerint ez a |épés vezet az NMDA receptor fehérje, ill. a tau-

fehérje foszforilacidjahoz, ill. hiperfoszforilaciéjahoz.

8/ Tanulasi - magatartasi és memaoria vizsgalatok

Patkany Morris vizlabirintus teszten vizsgaltuk az AB-oligomerek ill.
fibrillumok hatasat a tanulasi és memoria folyamatokra (10 ul-es
mikroinjekcids bevitel az entorhinalis kéregbe, ill. hippocampusba). A

fibrillumok ebben a kisérletben hatastalanok (kicsapdédnak a bevitel



helyén), a mozgékony AB-oligomerek szignifikdnsan rontjak a tanulasi és
memboriarogzitési folyamatokat, 25 uM és 200 uM kozotti dozisban.

Uj médszert alkalmaztunk az AB-oligomerek bevitelére patkany agyba: az
intranazalisan bevitt B-amiloid kdzvetlentl bejut az agy bulbus olfactorius
részébe és lerontja a tanuldsi-memoariardgzitési folyamatokat (Sipos E. et
al.: Cell. Mol. Neurobiol. 30, 405-413, 2010.)

Kidolgoztuk az Alzheimer-kor Uj allatmodelljét (patkany, 3 honapos,
atlagosan 12-15 nm atmérd6jl AB-oligomerek icv bevitele mindkét oldalon,
1 hét rekredcié utan Morris vizlabirintus kisérletek, ill. szévettani
vizsgalatok). Parhuzamos kisérletekben APPxPS1 transzgén egereket
alkalmazva megallapitottuk, hogy az Uj patkdnymodelliink (standard AR
oligomerek icv bevitelét alkalmazva) az APPxPS1 transzgén egerekhez
igen hasonld tanuldsi és memoria problémakat mutatott, igy a jovoben a

kutatasban helyettesitheti a dragabb transzgén egereket.

Az Uj allatmodelliinket (oligomer ABa4; icv bevitel) dsszehasonlitottuk a
szakirodalomban rendelkezésre all6 standard AD patkanymodellel. Két
kilonb6z6 mddon juttattuk be az agyba AB 1-42 oligomereket, ill.
protofibrillumokat: a 3. agykamraba (icv) ill. mikroinjekcioval a
hippocampus CA1 régié kdzvetlen kozelébe. Az operacio utan 2 héttel
vizsgaltuk az AB 1-42 bevitel kilonbségeinek hatasat az allatok térbeli
protofibrillaris AB 1-42 komoly memodria és teljesitményromlast idézett
eld, az Uj allatmodellink tehat jol mlkodik. A hippocampalis AR 1-42
mikroinjekcié is szignifikans teljesitményromlast idézett eld. A két
allatmodell (kdzvetlen AB4> bejuttatas patkany agyba mikroinjekcioval,
intracerebroventrikularisan (icv) ill. intrahippocampalisan (ihc)) azonos
értéklnek tekinthetd, mindkettd alkalmas az AB oligomerek toxicitasanak

ill. az Uj neuroprotektiv anyagok védo hatasanak tesztelésére.



