Citoszkeletalis valtozasok vizsgalata neuropszichiatriai korképekben

Zarobeszamolo

A stressz, mint rizikdfaktor fontossagat a neurodegenerativ betegségek, koztik az
Alzheimer-kor (AK) kialakulasaban human epidemiologiai vizsgalatok és allatkisérletek
egyarant valoszintisitik. A stressz, depresszio és AK kozotti etiologiai kapcsolat tovabbi
megismerése céljabol jelen kutatdsunk célja annak vizsgalata volt, hogy a kiilonb6zd stressz
tipusok: immobilizacios stressz (IS), elektromos talp-sokk ingerlés (ETS), erdltetett usztatas,
pszichoszocidlis stressz hogyan befolyasoljak az AK patomechanizmusdban szerepet jatszo,
illetve a szinaptikus plaszticitasban, a neurodegeneracios folyamatokban részt vevd B-aktin,
kofilin, amyloid prekurzor protein (APP) és a mitogén-aktivalt protein kinaz-1 enzim
vér-agy-gat funkcidzavar fontos faktor mind a neurodegenerativ betegségek és a stressz
indukalt pszichiatriai korképek kialakuldsaban, ezért az alkalmazott stressz modell vér-agy-
gat morfoldgiai jellemzdit is vizsgaltuk.

A kiilonboz6 stressz tipusokat 3 naptdl 3 hétig alkalmaztuk Wistar patkanyokon, majd
hippokampusz és a kortex B-aktin, kofilin, APP és MAPK-1 mRNS és protein mennyiségét
mértiik.

IS hatasara a B-aktin és kofilin mRNS expresszioja jellegzetes U-alaku gdrbét mutatott
a hippokampalis mintakban. Az akut (3-napig tartd) és kronikus (21 napig tarto) IS 4-, illetve
10-szeres hippokampalis B-aktin mRNS szint emelkedést eredményezett. A kofilin mRNS
expresszio a 3, 7 és 21 napos IS kovetkeztében is megndvekedett. Az APP mRNS szint csak
21 nap utan emelkedett szignifikans mértékben. Fehérje szinten, a kronikus stressz egyarant
novelte a B-aktin, kofilin és APP szinteket a hippokampuszban. A B-aktin és kofilin mRNS
expresszio valtozashoz hasonloan, az akut és kronikus stressz szintén szignifikans emelkedést
indukalt a hippokampalis MAPK-1 mRNS expresszioban. A ndvekedés mértéke 2-szeres volt
az akut-, 2,7-szeres a kronikus stressz esetében, a MAPK-1 mRNS szint stressz indukalt
véltozasa szintén U-alak(l id6fliggést mutatott. A kortikdlis régioban IS hatdsdra nem
tapasztaltunk szignifikdns valtozast a p-aktin, kofilin, APP illetve a MAPK1 mRNS gén
expressziojaban ¢és fehérje szintjeiben sem.

Az IS bifazikus, dinamikus valtozast indukalt a p-aktin, kofilin és MAPK-1
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alapjan feltételezhetd, hogy az AK patomechanizmuséban szerepet jatsz6 mind a harom gén



stresszindukalt expresszids valtozasai hozzajarulnak a szinaptikus plaszticitas csokkenéséhez,
valamint az aktin citoszkeleton atrendez6dés szabalyozasahoz. Az IS hatas U-alaku kinetikai
gorbét mutat a vizsgalt gének mRNS expresszidjaban, mely a stresszhatdsok idofliggésére
illetve kronikus stressz esetén a kompenzacidos mechanizmusok kimeriilésére hivja fel a
figyelmet.

A kiilonb6zo stressz-tipusok eltér6 modon hatnak a [-aktin és kofilin mRNS
expressziora és fehérje szintekre. A 4 alkalmazott stressz tipus koziil az 1S indukélta a
legmarkansabb valtozasokat. ETS esetében a 3-aktin mRNS szintek az IS alkalmazasa esetén
tapasztalt bifazisos valtozashoz képest némi kiilonbséget, lassabb dinamikus valtozast
mutattak a 3 hét alatt, kiilonb6z6 idGtartamig alkalmazott stresszelést kdvetden, mely a fehérje
szintekben torténd valtozdsokban nem tiikkr6z6dott.

Az IS indukalt kofilin és MAPK-1 mRNS ¢és fehérje valtozasokat a tobbi stresszmodell
esetében nem sikeriilt reprodukélni. Vagyis, sem az ETS, sem az erdltetett isztatas és a
pszichoszocidlis stressz sem okozott szignifikans valtozasokat a kofilin és MAPK-1 mRNS és
fehérje szintekben a kontroll 4allatokhoz képest egyik vizsgdlt agyrégioban és egyik
idépontban sem. A 4 stressz tipus citoszkeletalis hatasara vonatkozolag eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy az IS és az ETS indukalt B-aktin transzkripcids és transzlacios
valtozasai kiilonboz6é mechanizmusok altal regulaltak. Az IS az aktin dinamikat a kofilin és
MAPK-1-re gyakorolt hatdsan keresztiil szabalyozza, mig az ETS valamilyen mas moédon
keresztiil hat, mely mechanizmus feltérképezése még tovabbi vizsgéilatokat igényel. Az
erOltetett Usztatdas a P-aktin mRNS expresszid atmeneti fokozodasat eredményezte akut
stresszhatast (3 nap) kovetden mindkét vizsgalt agyi régioban, mig a pszichoszocidlis stressz
hatasara citoszkeletdlis valtozds nem kovetkezett be, melynek alapjan kisebb foku
érzékenység feltételezhetd ezen stressz tipusokkal kapcsolatosan.

Immunhisztokémiat koveté konfokalis mikroszkopias vizsgalataink az endothel
sejteket, ill. tight junction-t jelolé gliikkoz-transzporter-1, occludin, claudin-5 stressz-indukalt
fluoreszcencia intenzitds ndvekedését mutattak a hippokampusz és a frontalis kortex teriiletén,
mellyel parhuzamosan a glialis marker, a GFAP intenzitdsa szignifikdnsan csokkent. A [3-
aktin immunfestés intenzitasa iS megemelkedett a kronikus stresszkezelés hatasara a
hippokampalis teriileteken.

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy nemcsak a stressz, hanem az ateroszklerozis is
befolydsolja az AK kialakulasat. Transzgenikus egérmodellen végzett stressz kisérleteink
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milyen citoszkeletalis valtozasokat indukal. Ennek megvalaszolasara a révid €s hosszatavu IS
B-aktin szignalizacidra és regulacios faktoraira, valamint APP szintre gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk az atherosclerosis (human apoB-100) és az AK (APPswe/PSldeltaE9)
transzgenikus allatmodellek és vad tipusu egerek agyaban.

A B-aktin és kofilin mRNS expresszidja a 3. napra szignifikdnsan emelkedett a stressz
hatasara a hippokampuszban, majd a 21. napra lecsokkent az ApoB transzgénikus allatoknal.
Hasonl6 irdnyt valtozasok jellemezték a MAPK1 mRNS kifejezddés id6-kinetikajat nemcsak
a hippokampuszban, hanem a kortexben. A vizsgalt fehérjék kifejezodésében szintén
megfigyelheté volt az emelkedés, majd csokkenés az id6 fliggvényében. Az eredmények
alapjan valdszintlsithetd, hogy az ateroszkler6zisnak szerepe lehet a stressz indukalt
citoszkeletalis valtozasok modositasaban. A citoszkeletalis mRNS ¢és fehérje forditott U-alaka
gorbével jellemezhetd expresszid valtozdsa kronikus stressz altal aktivalodd adaptacios
mechanizmust feltételez. Az AK transzgenikus egérmodellben a B-aktin és kofilin mRNS
expresszidja a frontalis cortexben lecsokkent, hippokampuszban megemelkedett. Az APP
mRNS kifejezddést a stressz nem befolyasolta szignifikdnsan egyik agyteriileten sem, az APP
fehérje szintek valtozasai viszont szintén régio specificitast mutattak mind a vad tipust, mind
pedig az AK transzgén egértorzsben. A transzgén egérmodellen végzett vizsgalataink is
megerdsitik a stressz indukalt B aktin citoszkeleton és APP valtozasok szerepét a
neurodegeneracio és az AK kialakulasaban.

Human beteganyagon végzett vizsgalatunkban arra a kérdésre szerettiink volna valaszt
szer, a donepezil hogyan befolydsolja AK-ban a centralis lipidmetabolizmus zavaraért
felelossé tehetd szérum adipokin szinteket és a metabolikus paramétereket. Klinikailag
diagnosztizalt 26 enyhe és kozépsulyos AK beteg 6nkontrollos vizsgalata soran 10 mg/nap
donepezil bedllitasa tortént a szakmai protokoll elvéarasai szerint. A vizsgalat kezdetén,
valamint 3 és 6 honap mulva szérum adiponektin, leptin, LDL, HDL, triglicerid szinteket
mértiink, valamint testtémeg (BMI) indexet és ApoE polimorfizmust hataroztunk meg. A
donepezil kezelést megeldzd kiindulédsi értékekhez képest a szérum adiponektin szintek
tendenciaszeriien néttek, a leptin értékek pedig tendenciaszertien csokkentek a harmadik
honapban. A kezelés hatodik honapjara az adiponektin szintek szignifikansan ndttek, a leptin
értekek pedig csokkentek. A BMI (p<0.001) és a haskorfogat (p=0.017) is szignifikans
mértékben csokkent a hatodik honapban a kiindulasi értékekhez képest.

Mivel az adiponektinnek kedvezd hatasa van a sporadikus AK olyan rizikotényezdivel
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atheroszklerozis, és metabolikus szindroma, a donepezil kezelés hatasara bekdvetkezd
adiponektin szint emelkedés is elonyds az AK progresszidja szempontjabol. Masrészt a
donepezil kezelés a szérum leptin szintet csokkenti AK-s betegekben, és mivel a csokkent
leptinszint amiloidogén hatast, az AChE gatlo kezelés az AK amiloid metabolizmus
patomechanizmusanak vonatkozasaban kozvetleniil vagy kozvetve kedvezétlen hatasa lehet.
A pontos hatasmechanizmus feltérképezéséhez azonban még tovabbi kutatasok sziikségesek.
Vizsgalatunk arra is felhivja a figyelmet, hogy a kronikus AChE gatlo kezelés
testsulycsokkenést okozhat és a kezelésnek ezt a szempontjat is figyelembe kell venniink az
AK betegek hosszu tava terapiaja soran.

Az AK-ban szenvedd betegek tudomanyos kisérletekbe torténd bevonasanak egyik
alapkritériuma kognitiv statuszuk minél pontosabb meghatarozasa. Ennek érdekében végeztiik
el az Alzheimer’s Disease Assessment Scale kognitiv mérdskala (ADAS-Cog) magyar
verziojanak validalasat. 66 enyhe és kozépsulyos stadiumu, klinikailag diagnosztizalt AK-s
beteget és 47 kontrollszemélyt vontunk be a vizsgalatba. A kognitiv statust az ADAS-Cog
magyar valtozatanak és a Mini-Mental Teszt (MMT) felvételével allapitottuk meg. A
diszkriminacids validitast, az ADAS-Cog ¢letkortol és iskolazottsagtol fiiggd kapcsolatat, a
teszt szenzitivitas- és specificitas értékeit hataroztuk meg.

Mind a MMT, mind az ADAS-Cog szignifikansan elkiilonitette az enyhe és
kozépsulyos AK-s betegeket és a kontrollcsoportot. Az ADAS-Cog tesztpontszam nagyon
erds negativ korrelaciot mutatott a MMT pontszamaval az enyhe és kozépsulyos AK-s
csoportban. Az ADAS-Cog teszt az iskolazottsag és a mért kognitiv teljesitmény kozott
gyenge negativ kapcsolatot mutatott, mig az életkor és az ADAS-Cog tesztpontszam kdzotti
pozitiv korrelacio csak a kontrollcsoportban volt bizonyithatd. A ROC-gorbe analizise szerint
az ADAS-Cog teszt szenzitivitas- és specificitdsértékei igen magasak.

Az ADAS-Cog teszt magyar verzidja nagy megbizhatdsdgu, valid skala, amelynek alapjan
alkalmazasa ajanlhaté az AK-ban szenvedd betegek allapotdnak meghatirozasara és nyomon
kovetésére.

25 AK beteg és 25 kontroll személy liquor mintdinak proteomikai Osszehasonlitd
vizsgalatat is elvégeztiik ultraszenzitiv peptid mikroarray modszer segitségével. 7 fehérje
mutatott csokkent relativ koncentraciot AK esetében. Nevezetesen a neuron pusztulds elleni
protektiv funkciokkal rendelkez6 POLG, MGMT, parkin és ApoD mennyisége csokkent az
AK betegek cerebrospinalis folyadékaban, valamint tovabbi 3 olyan fehérje (PAR-4,
granzyme B, Cdk5) mennyisége is, melyek a neurondlis sejtpusztulast triggerelik.

Vizsgalataink révén a POLG ¢és a granzyme B pathognosztikus szerepét AK-ban kordbban



még nem irtdk le. Eredrnényeink nem csupan potencidlis 0j rnarkereket szolgéltathatnak,

hanem hozzajarulnak az AK patomechanizmusanak pontosabb megértéséhez.



