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ACAT acetilkoenzim A koleszterin CcO,
aciltranszferaz
ACD acid citrate dextroz COX
AChE acetilkolinészteraz COX-2
ADAM a-szekretéaz Cpm
ADAS- Alzheimer's Disease Assessment CREB
Cog Scale Cognitive Iltems CT
AK Alzheimer-kor Cy3
ANOVA  variancia analizis Cy5
AP-1 aktivator protein-1 CYP46A1
apoAl apolipoprotein Al DA
apoAlV apolipoprotein AIV dATP
apoB apolipoprotein B dCTP
apoD apolipoprotein D dGTP
apoE apolipoprotein E DHA
APP amiloid prekurzor protein DK
APPmembr membran kotott APP DMEM
APPsol szolubilis APP DMSO
ATF-2 activating transcription factor 2 DNS
BACE beta-site amyloid precursor dNTP
protein cleaving enzyme DPH
BAP béta-amiloid peptid DPH-PA
BChE butirilkolinészteraz
BChE-K butirilkolinészteraz K allél DPT
BCIP/NBT 5-bromo-4-chloro-3-indolyl DSM-IV

BDNF
BNO-10

BZD

CAT
CAMP
CERAD

cGMP
CD3

CD3G

cDNS

C-fos

A nehéz legizése konnivel indul.
A nagy megtevése kicsinnyel indul.
Lao-ce

Roviditések és jeldlések jegyzéke

phosphate/nitro blue tetrazolium

agyi eredét neurotrofikus faktor DTPV

Betegségek Nemzetkozi DTT
Osztélyozasa

benzodiazepin dTTP
katalaz ECM
ciklikus adenozin-monofoszfat EDTA
Consortium to Establish EMSA
a Registry for Alzheimer's Diseasegnqo |1
ciklikus guanozin-monofoszfat EPA
CDa3 glycoprotein EST
(T-cell surface protein)

CD3G gamma EU
(gamma subunit of T3) FITC
komplementer Fpg

dezoxiribonukleinsav
FBJ murine osteosarcoma viral GABA
oncogene homologue

széndioxid

ciklooxigenaz
ciklooxigenaz-2
count per minute
cAMP response element binding protein
komputer tomograf
3'-fluoreszcein
5'-fluoreszcein
citokrom P46A1 enz
dopamin
2'-deoxiadenozin Bifoszfat
2'-deoxicitozin 5'- triizfat
2'-deoxiguanozin 5'fasizfat
dokozahexaénsav
Down-kor
Dulbecco's Modified Eagledvum
dimetil-szulfoxid
dezdyanukleinsav
dezoxi-nukleotid-trifoszfat
1,6-difenil-1,3,5-hexatrién

1,6-difenil-1,3,5-hexatrién-anion
propionsav

Diszlexiadgjnosztikai Teszt
Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders - Fourth Edition
Developmental Test osial Perception
ditiotreitol

2’-deoxitimidin 5’-trifoszfa

extracellularis matrix
etilén-dimatetraacetat
Electrophoretic Mobility Shift Assay
endonukleaz lll
eikozapensad

expressed sequence tag

Eurdpai Unié

fluoreszcein isotiocianat
formamidopirimidin DNS-glikozilaz

y-aminovajsav
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CaGl
CGlc
CGls
Cl
C-jun

HC
HDL

HEPES

HETE
HHT

3HK
HMG-CoA

H.0,

HPETE
HPLC

HRP
HSPG
5HT

ldLDL

19G
JNK-
SAPK
KAT |
KAT Il
KCI

KIN
KINA

KIR
KT
LDL
LOX
LRP

LSD
LTP
MD
MDA

Clinical Global Impression GFAP glial fibrillg acidic protein

Clinical Global Impression change GPO-PAP gasztriku peroxida-peroxida:-

Clinical Global Impression severity GPX glisatperoxidaz

konfidencia intervallum H2AZ hiszton (acetyl K¥1K4 + K7)

V-jun avian sarcoma virus NA noradrenalin

17 oncogene homologue NacCl natrium-klorid

magas koleszterin diéta NEDTA dinatrium-etilén-diamin-tetraacetat

high-density lipoprotein NaSSA noradrenerg Zdektiv szerotoninerg

antidepresszivum

N-(2-hydroxietil)-piperazin-N'-2  NEN NF-kB-kot6 oligonukleotid

etanolszulfonsav

hidroxeikozatetraénsav NF-kB nukledlis factokB

12-hidroxi-5,8,10- NFF neurofibrillaris fonadék

heptadekatriénsav

3-hidroxikinurenin NINCDS- National Institute of Neurological and
ADRDA Communicative Diseases and

3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzim A reduktaz

hidrogén-peroxid

Stroke/Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association

NINDS-AIREN  Nationaistitute of Neurological
Disorders and Stroke/Association
Internationale pour la Recherche et
'Enseignemenén Neurosciences

hidroperoxieikozatetraénsav NK natural killer

high pressure liquid NMDA N-metil-D-aszparaginsav
chromatography

torma peroxidaz NO nitrogén-monoxid
heparan-szulfat-proteoglikan NP Niemann-Péatkdség
5-hidroxitriptamin/szerotonin NP-40 nonidet-P40
intermediate-density NPC Niemann-Pick betegség C tipusa
low-density lipoprotein 8-OHG 8-hidroxiguanozin
immunglobulin G 8-OHdG 8-hidroxi-2'-deoxiguaiiroz
c-Jun-NH-terminal kindz — stressz-OH hidroxil gyok

aktivalt protein kinaz

kinurenin aminotranszferaz | OR odds hanyados
kinurenin aminotranszferaz | 0s oxidativestsz

kalium-klorid PAP peroxidaz-antiperoxidaz
kinurenin p38-SAPK p38 - stress activated piroténase
kinurénsav PBS foszfat pufferelt s6 oldat
kdzponti idegrendszer PCR polimeraz lancreakcio

kontroll PG proteoglikan

low-density lipoprotein PGAM1 foszfogliceromuta

lipoxigenaz PGD-2 prostaglandin D2

lipoprotein receptor PGE-2 prostaglandin E2

protein-related fehérje .

PGF-1 prostaglandin F1

least-square-deconvolution PGF-2 prostaglaRain

long-term potentiation PGI-2 prostaglandin 12

major depresszio PITP phosphatidylinositol tfangrotein

malondialdehid

PKC protein kinaz C
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MDMA 3,4-metiléndioximetamfetamin PMSF fenil-mesitdfonil-fluorid
MgCl, magnézium-klorid POPOP feniloxazolil-benzén
MHC major histocompatibility complex  PPO polifermlidaz
M-MLV Moloney murine leukemia virus  QRT-PCR guantitative reverse transcription
MR magneses rezonancia polymerase chain reaction
MRNS messenger ribonukleinsav TCA triklérecetsav
mSTI1 murine stress-inducible protein 1 Th tergpias
QUIN kvinolinsav TMA-DPH 1-(4-trimetil-ammaoéniumfenil)
RANBPM  Ran-binding protein M -6-fenil-1,3,5- hexatrien
RIP human cell death proteineceptor- TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand
interacting serine/threonine-proteinrr|s-Hc| TRIS-hidroklorid
kinase 2)
RNS ribonukleinsav TRP triptofan
RP-HPLC reversed phase high performanceTx toxikus
liquid chromatography TXB-2 tromboxan B2
rpm revolutions per minute uv ultraibolya
RT-PCR reverz transzkriptaz uvB ultraibolya B
polimeraz lancreakcio uve ultraibolya C
SDC néatrium deoxi kolat XeCl Xenon-klorid
SDS natrium dodecil szulfat VAG vér-agy gat
SNRI szelektiv noradrenalin és V-ATP-4z V-adenozintrifoszfataz
szerotonin reuptake inhibitor VD vaszkularis demencia
SNP egypontos nukleotid polimorfizmus VLDL very laensity lipoprotein
SOD szuperoxid-dizmutaz vvt vorosvértest
SPECT egyfoton emisszios komputer ~ WHO Egészségligyi Vilagszervezet
tomografia
SSC natrium-klorid-natrium citréat
SSRI szelektiv szerotonin és noradrenalin

reuptake inhibitor
SzP szenilis plakk

SZTE Szegedi Tudomanyegyetem
TBAR tiobarbitursav reaktiv anyagok
TC-199 tissue culture-199 medium

A transzkriptomikai kisérleteink eredményeinek beatdsakor a tablazatokban és néhany abra
esetben is szandékosan maradtak angol tykifejezések (gének, klénok nevei, néhany genetikai
terminus technicus, fogalom, vegyluletek nevei, ditesek) a doktori értekezésben. Ezek lefordithsat
tartottam célszének a doktori értekezés értbeége, szakmai nyelvezete szempontjabdl. Magyawinyel
forditasaik léteznek, de a szakmai nyelv kevésbszr#ja ezeket a forditAsokat. Sajnos az angol
szakzsargon haszndlata terjedt el bizonyos esetekimken a szakterlleteken. A doktori értekezésembe
amennyire csak lehetett, anyanyelvem, a magyar eted§f hasznalatara térekedtem. A forditasi
érthetség nehézségei és a szakmai kozéitiéet ,egyszdisitése” miatt vettem &t bizonyos korlatolt

szamu esetben az angol kifejezések és roviditesstnlatat.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. abra.

. abra

. abra

. abra

. abra

. abra

. abra

. abra

. abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

abra

Az abrak jegyzéke

Az amiloid prekurzor protein (APP) prefetartézkodasi helye a sejtmembran koleszterirgéag
régioi.

A reaktiv oxigén vegylletek sejtekbefioetiuld formai.

A két legjobban tanulmanyozott hidroxil ez gyok oxidalt DNS béazis termék. Guanozin: a guan
deoxiribdz szarmazéka, dR, deoxirib6z; OH; hidrgxibk.

A szabad gyokok keletkezésg (@H) és az oxidativ stressz elleni védekarechanizmusok.

A sejtmembran koleszterin tartalmanak wédka befolydsolja az APP kompartmentalizacidjat és
metabolikus sorsét.

A koleszterin eltavolitAsanak lehetséges a@itkozponti idegrendszerben. Az agyi kolesztbetyileg,
de novo szintetizalodik acetil CoA-bdl.

A neuroglidlis interakcio révén a kolesatedjrahasznosul a kozponti idegrendszerben. A
neurodegenerativ folyamat soran az asztrocitalcfeddk az elpusztult sejtek tormelékét.

APH-aktin hanyadosok a kontroll (wild-type), human BgOO transzgenikus (Tg /ap8B) és
koleszterin diétan (HC) tartott egerek agyaban.

A szolubilis (APPsol) és a membran kotd®PRmembr) APP frakcidk optikai denzitas értékei a
kontroll (wild-type), human apoB-100 transzgenikiig (apoB’") és koleszterin diétan (HC) tartott
egerek agyaban.

Az apoD immunoblot a: human szérumbaagikéregben, c: agyi ciszta folyadékban, d: likeorbe:
emls ciszta folyadékban.

Plazma és vorosvértest KAT | és KAT Ihatésok, KIN és KINA szintek.

Az AChE enzim molekularis formai a kortrekemélyek vordsvértestjeiben, limfocitaiban és
trombocitaiban.

A DNS bazisok oxidativ DNS k&rosodaséaekitexcizids javitd mechanizmusok.

Imipramin és citalopram kezelés hatdsARR immunoreaktivitasra patkany bazali§aglyi neuron
tenyészetekben (E18DIV8), Western immunoblot kéték.

Imipramin és citalopram kezelés hatasaehretdlt APP izoformdk mennyiségére patkany bszali
eléagyi neuron tenyészetek (E18DIV8) tapfolyadékahdestern immunoblot kisérletek.

Imipramin és citalopram kezelés hatagzlaatalt APP izoformak mennyiségére at fislggvényében.
Patkany bazalis éhgyi neuron tenyészetek (E18DIV8) tapfolyadékabsestern immunoblot
kisérletek.

Imipramin és citalopram kezelés hatads&@ munoreaktivitasra patkany bazali$adyi neuron
tenyészetekben (E18DIV8), Western immunoblot kéték.

Akut (a) és krénikus (b) terapias (Th)teéskus (Tx) haloperidol kezelés hatasa a kort&kahPP
szintekre patkany agyban. Szemikvantitativ Westamunoblot meghatarozasok.

Akut (@) és krénikus (b) terapias (Th)teédkus (Tx) risperidon kezelés hatasa a kortikdliiBP
szintekre patkany agyban.

A morfin és MDMA hatasa a szolubilis ésnbein kotott APP frakcidkra a patkany agykéregben.
A morfin és az MDMA hatasa a BACE proszimtekre patkany agykéregben.

Az APP mennyiségének valtozdsai terapié3 €s toxikus (Tx) dézisi diazepam és midazolam
adagolasa utan a patkany agykéregben.
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A tablazatok jegyzéke

1.tabldzat A kulénbdrdiétakon tartott patkdnyok agyi mikroereinek zsirgsszetétele.

2. tébldzat A kulonbdzdiétak hatasa a patkany agyi mikroerek arachidonmsstabolit 6sszetételére.

3. tdbldzat A koleszterin diétan tartott nyulakplézma, maj és kortikalis koleszterin tartalma.

4. tablazat Az oxidalt lipid szarmazékok mennyiséd®leszterin kezelt és kontroll nyulak vérplazahapn.

5. tébldzat Az oxidalt lipid szarmazékok mennyiségeoleszterin kezelt és kontroll nyulak temporalig/kéreg

mintaiban.

6. tablazat Az AP-1 és az NB transzkripcids faktorok kétiési aktivitdsa koleszterin kezelt és kontroll ayul

temporalis agykéreg nuklealis fehérje kivonat mbda.

7.tabldzat A koleszterin diéta hatdsa a PKC ésBAgntekre (optikai denzitds, OD) kontroll (wilgse), human

apoB-100 transzgenikus (Tg /ap6B és koleszterin diétan tartott egerek agyaban.

8.tablazat Az APP695 és APP770 mRNA szintek arkbinés human biglikan transzgenikus /Tg (biglik&,

valamint  ketbs human apoB-100 és biglikan transzgenikus /Tg Répbiglikan™)/ egerek
agykérgében.

9.tabldzat KT és AK-os betegek trombocita memipréparatumainak fluoreszcens anizotropia értékei.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

tablazat Plazma malondialdehid (MDA) szintékTaés AK-os betegek vérében.
tabldzat Az apoE allélfrekvencidk megoszldsatag KT és AK-os személyeknél.
tablazat Az apoE genotipusok és frekvenciakos®gsa KT és VD-s személyeknél.

tabldzat ApoE genotipusok és allél frekvenctakKT és expressziv beszédbejesi zavarban szenved
gyermekeknél.

tabldzat Az expressziv beszédfiflsi zavarban szenwediyermekek klinikai sajatossagai apoE alléltipusuk
flggvényében.

tabldzat A szelegilin kezelt AK-os betegek dgréfai jellem®i az apoE E4-es allélt hordoz6 és nem hordoz6
szemeélyeknél.

tablazat A szelegilin kezelt AK-os betegek apeBotipus és allél frekvencidk gyakorisagai.

tabldzat A vizsgélt klinikai valtozok eltérédd hetes szelegilin kezelést kden az apoE E4-es allélt hordozé
€s nem hordoz6 AK-os személyeknél.

tablazat ApoE allél frekvencidk a KT és AK-@tdgek csoportjaban.
tablazat ApoE genotipus és allél frekvencidklaheimer-koros és kontroll csoportokban.

tablazat ApoE promoter —491A/T genotipusok digl arekvencidk az Alzheimer-kéros és kontroll
csoportokban.

tabldzat ApoE promoter —491A/A genotipus gysiémi megoszlasa az apoE4 allélt hordozd és nenphor
AK és KT személyeknél.

tabldzat ApoE genotipusok és allél frekvengifkban és ids KT személyek esetében.
tabldzat CYP46A1 genotipusok és allél frekvé@kéiK-ban és ids KT személyek esetében.

tabldzat A CYP46 gén C-alléljanak és az apoEHEes alléljanak interakcidja AK-ban é8SKT személyek
esetében.
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25

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

.tabldzat Az AChE molekularis formainak szeditheids koefficiense az AK-os és KT személyek
vordsvértestjeiben (V), limfocitaiban (L) és tronciidiban (T).

tablazat Az AChE molekularis formainak (G2, @4,2) szazalékos megoszlasa az AK-os és KT szekélye
vorosvértestjeiben, limfocitaiban és trombocitaiban

tablazat ApoE genotipus és allél gyakorisagiik &s AK-os populacidkban.

tablazat A kontroll és hiperlipidémias szemklgeérum lipid értékei valamint AChE és BChE
aktivitasa.

tabldzat ApoE genotipusok és allél frekvenai&ontroll és hiperlipidémiéas betegcsoportokban.

tabldzat A szérum lipid szintek valamint ACh& BChE enzim aktivitdsok a kulonkibapoE genotipust
hordoz6 személyeknél.

tabldzat A szérum lipid szintek valamint ACREBEChE enzim aktivitdsok a kulonkbapoE gén E4-es és E2-
E3 allélt hordoz6 személyeknél.

tabldzat Az oxidativ DNS karosodas mértéke BKés KT személyek limfocitdiban (gyermek és ddin
alcsoportok kdzdsen).

tablazat Az oxidativ DNS karosodas mértéke BK®KT gyermekek limfocitaiban.
tabldzat Az oxidativ DNS karosodas mértéke BoKT felttek limfocitaiban.
tabldzat Az UVB-indukalt apoptozis mértéke koltts AK betegek limfocitaiban.
tabldzat Az AK betegek limfocitaiban repressgéhek listaja.

tabldzat Az AK betegek limfocitaiban fokozotémgkben expresszalt gének listaja.

tablazat Az akut (96 ora) (A) és kronikus (4t)h@) imipramin kezelés hatdsara a patkany agyban
represszalddott gének listaja és ismert funkcidi.

tabldzat Az akut (96 6ra) (A) és kronikus (4) {B) imipramin kezelés hatdséra a patkany agyfolinzott
mértékben expresszalddott gének listaja €s ismekcioi.

tabldzat Az akut (96 6ra) citalopram kezelésdé@ma a patkdny agyban represszalddott génela létdismert
funkcioi.

tablazat A kronikus (4 hét) citalopram kezélésisara a patkany agyban represszalodott gémdgh ks ismert
funkcioi.

tablazat Az akut (96 o6ra) (A) és kronikus (4) {B) citalopram kezelés hatasara a patkany agybkozott
mértékben expresszalodott gének listaja €s ismekcioi.

tablazat A citalopram kezelés hatasara fokozuotirtékben expresszalédott gének a KT személyek
limfocitaiban.

tabldzat A citalopram kezelés hatadsara fokorofrtékben expresszalédott gének az AK-os személyek
limfocitaiban.

tablazat A citalopram kezelés hatasara repikskat gének az AK-os személyek limfocitéiban.

tablazat A mirtazapin kezelés hatdsara meggittonértékben expresszalddott gének listaja a x&mslyek
limfocitaiban.

tablazat A mirtazapin kezelés hatdsara meggittonértékben expresszalddott gének listaja a z&mslyek
limfocitaiban.

tablazat A venlafaxin kezelés hataséara indgéilek listaja.
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49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

tablazat A venlafaxin kezelés hatasara rephtiggenek listaja.

tabldzat Az akut (96 6ras) haloperidol kezélatisara fokozott mértékben expresszalédott géstal a
patkany agykérgében.

tabldzat Az akut (96 6ras) haloperidol kezbBiéséara represszalddott gének listdja a patkaméeapben.

tabldzat A 4 hetes haloperidol kezelés hatasé&gvaltozott mértékben expresszalodott génelidistfpatkany
agykérgében.

tabldzat Az akut (96 oras) risperidon kezelétisara fokozott mértékben expresszalddott gérstdjdi a
patkany agykérgében.

tabldzat Az akut (96 0ras) risperidon keze#adéra represszalodott gének listaja a patkarkéeggben.

tabldzat A 4 hetes risperidon kezelés hatafdkm@zott mértékben expresszalddott gének listajpatkdny
agykéregben.

tabldzat A 4 hetes risperidon kezelés hatdsfrasszalodott gének listdja a patkany agykéregben
tablazat A diétdban hasznalt olajok zsirsazeiétele (a teljes mennyiség %-a).

tablazat Az RT-PCR és a QRT-PCR kisérletetehauei.
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Nem szép adszinte sz0,
nemdszinte a szép sz6.
Nem ékes-szavu a jo,
az ékes - szavl nem j6.
A tuddé nem beszél,
a nem-tudo beszél.
A bdlcs nem gijt,
mindent az emberekért tesz,
és néki is jut;
mindent az embereknek ad
és néki is jut.
A természet Gt-ja
segit, nem sarcol.
A bdlcs ember Gt-ja
hasznal nem harcol.
Lao-ce

Bevezeb

s sr 7z

Az idén, azaz 2006-ban, doktori értekezésem beadlisivében lesz 100 éve, hogy 1906.
november 3-an a Délnyugat-Németorszagi Pszichiat&? Kongresszusan, Tubingenben,
Alzheimer doktor beszamolt August D. betegének meszichiatriai és neuropatoldgiai
sajatossagairol. Ettaz idponttdl szamithatjuk az Alzheimer-kor torténeténgori fejezetét.

A centenariumi évforduld tekintélyt parancsold, sestekintésre, 6sszegzésre és
Unneplésre sarkall. llyen évfordul@estéjén az ember szinte 6sztondsen hélteaklarosszékben
és elgondolkodik, mit sikeriilt megtudnunk a KOR-rbOx10 év alatt? Egy szaz éves
visszatekintés a hosszu és j0l végzett munka eddpeédét sugallhatja, de kérdés, hogy van-e
jogunk az elégedettségre?

Mondhatjuk azt 100 év utan, hogy tudjuk mi az Alnfer-kor? Egyetlen betegségvan
egyaltalan szé, vagy tohli? Tudjuk, hogy mi, és hogyan okozza? Fel tudfdbén ismerni?
Meg tudjuk ebzni? Tudjuk gyogyitani? Tudjuk a tlineteit enyhitenifolyamatéat lassitani? Mit,
mennyit, és hogyan tudunk a csaladoknak, apolokegieni? A tomor és rovid valaszt ezekre a
kérdésekre nehéz szivvel irnd ide a papirra az rembehet, hogy hasonlé kérdések
foglalkoztattdk Alzheimer doktort iséddasanak éestéjen?

Ha sajat portdnkon nézink szét, és a magyarorsd#@iévet tekintjik, elégedettek
lehetlink-e azzal, amit elértink? Tudjuk hany Alnteikéros, és mas demens beteg van
orszagunkban? Felismerjik a betegeket? Segitinkkheklérhet szdmukra a segitség?
Képviseljuk a betegek és csaladjuk érdekeit? Tamdga hazai Alzheimer-koérral kapcsolatos
kutatast és szakemberképzést? Es még lehetnetiblytieérdések 6zonét.

Doktori értekezést készithetliink, a centenariumogimeepelhetjik, de elégedetten
hatradIni ennyi kérdéssel, intéznivaldoval nem lehet, nmttvan folyamatosan a nyomunkban a
SZAZ EV TALANY...
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Az ebzd mesterem megtanitott arra, hogy elfogadjam a szsileés a halalt.
Akkor miért jottél hozzam? — kérdezte a Mester.

Hogy megtanuljam elfogadni azt ami a Kétbzt van.

Anthony De Mello

Szubjektiv bevezedb

Az Alzheimer-kér és a demenciadk problémajaval kisépas koromban talalkoztam
eloszor, és mar ez az élstaldlkozd is tulsdgosan személyesre sikeredetiettem éb
nagymamam, Gy. M. akivel altalanos iskolai vak&uidegszebb heteit toltéttem, ebben az
id6szakban kezdett egyre feledékenyebbé valni, foksaat képtelen lett a haztartasi teidnd
elladtasara, és honapokkal &Bb mar nagyapam tlrelmes segitsége sem volt a etleqz
elegend. A csaldd haziorvos baratja érelmeszesedést, agdg@pllést diagnosztizalt és
értagitokat, keringést javitd Cavintont irt fel.alz&lunk nehéz dontés elé kerilt. Mivel hazi-
apolot nem tudtunk fogadni, a nagyi két lanya, kiglyiedesanydm, megegyezett, hogy fél éves
fizetés nélklli szabadsagokat vallalva felvaltvajas otthondban fogjak apolni. Ez a helyzet
szadmomra fél éves anyai tavolléteket jelentettekrminden hatranyaval. K&sb a nagyi mar
senkit sem ismert meg a csaladbél, agyhoz koté@titéés a helyzetet illéen mar csak neki volt
jokedve a csaladban. Mikor taplalasi és inkontiremproblémak jelentkeztek, kronikus elfékv
osztalyra kellett elhelyezni a szegedi alsovaresnglom kolostor részében, mely abban az
allapotdban a kozépkori ispotalyok hangulatat ég&zidézte. Itt szégyenemre mondva csak
egyszer latogattam meg. Aztdn mar csak a temetésengtem el 1980-ban. Mai fejjel
viszaemlékezve tlneteire, betegsége lefolydsara kelmneuropatoldgiai megésités, hogy
tudjam, Alzheimer-kéros volt.

1985-ben elvégeztem a Szegedi Orvostudoméanyi Egeetés a Pszichiatriai Klinikara
kerllve, Janka Zoltan adjunktus ur két gyakori geég és kutatasi téma kozotti valasztast
javasolt. Az egyik lehékég a depresszié és szuicidum vizsgalata lett yalnaasik pedig a
demenciak és az Alzheimer-kor...

Mar megvédtem a Ph.D. értekezésemet, melyet azimr-kor kisérletes immun
allatmodelljének vizsgalatabodl készitettem, és anlliemdria ambulancia vezgtként
dolgoztam, mikor édesanyam elesett, és a kovetkepsécombnyaktorés miatt megoperaltak. A
miitétet koveben vettik észre, hogy hangulata nem a régi, egtean felejt, és visszahtz6do,
kevésbé beszédes. Mivel az ismételt esések koektmaibbra is fennallt, és napkézben sem volt
Onellatasra képes annak ellenére, hogy k6zos éziban élt vellink, be kellett latnunk, hogy
mivel napkdzben nincs otthon senki, nem tudjukdrighgos életvitelét segiteni, ezért kdzésen
megbeszéltik, hogyddek otthonaba koltozik. Azéta is a gyakori telefoedienére csak
havonta tudjuk meglatogatni, de az innepeket mimelignk és unokaival kézdsen tolti. Annak

ellenére, hogy tudjuk, hogy j6 helyen van és adblyjellatast, segitséget kapja folyamatosan,
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bant és faj, hogy nem élhet koztliink, ésthdatom van. Ezt tovabb neheziti, hdgig sokszor
megfogalmazza, nem érzi ott j6l magat. Most donitpez hangulatjavitokat szed, a koponya CT
vaszkularis léziokkal... Amikor meglatogatom, mingignondja, hogy szeretne ott lenni a
doktori értekezésem védésén. Kévérem van, és apolipoprotein E genotipusom szegnt

darab E4 allélt is 6rokoltem...
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Nem Iép ki az ajton
és vildgot megismer,
nem néz ki az ablakon
és égi ut-at megismer;
mennél messzebb megy,
annal kevesebbet ismer.
Ezért a bolcs
nem jar, hanem megismer,
nem néz, hanem megnevez,
nem cselekszik, hanem végbevisz.
Lao-ce

1. Tudomanyos héttér és kutatasi ézmények

1.1. Az Alzheimer-kor és a demencia szindromak epéanioldgidja, gazdasagi hatasai

Az AK a leggyakoribb demenciahoz veieteurodegenerativ betegség a vilagon és ezért
a XX. szdzad csendes jarvanyanak tartjak. A Dedphszenzus vizsgalat eredményei szerint 24-
25 milli6 demens ember él napjainkban a vilagonrrfFés mtsai 2005). Evente 4-6 millio U]
esetet ismernek fel, minden hetedik masodperchget.efz ebrejelzések szerint a demencidban
szenvedk szama minden 20 évben meg fog duplazédni és @znan diagnosztizalt esetek
tobbsége a fejdé orszagokban fordul majd é&l(2040-re 71% lesz aranyuk). Az amugy is
tulnépesedett azsiai orszagokban példaul 300%é6er@llasi ndvekedés prognosztizalt.

Az idések varhatd életkilatdsai Magyarorszagon joval zalssak a nyugat-eurdpai
mutatoknal, hiszen annak val6sgsege, hogy egy férfi tuléli a 65. életévét, hazamkima
csupan 59%, mig ez az arany Ausztriaban 80% (K@PR2;2kovacs 2003). A kdzépkordkido
elétti haldlozasa is haromszor magasabb Magyarorszagmh az eurdpai atlag. A kedviien
halalozasi mutatdk ellenére mas eurdpai orszagokhsanléan Magyarorszagon is folyamatosan
né a 65 év felettiek részaranya a teljes populacidban

A mér korabban emlitett Delphi konszenzus vizsgélkatslései szerint (hiszen kelet-
eurdpai demencia epidemiolégiai vizsgalat még nértémt), a demens betegek szama Kelet-
Eurépaban a 2001-ben becsilt 1.8 milbosf 3.2 milliéra fog emelkedni 2040-re, azaz 84%-0s
ndvekedési Utem varhaté (Ferri és mtsai 2005).

Az AK-ral kapcsolatos nemzetkdzi epidemioldgiai tadkat alkalmazva Magyarorszagra,
hazankban 160 ezer ilyen beteg feltételezt®emillié 65 év feletti ids emberre vonatkoztatva
(Tariska 2000a).

A demens betegek szamanak ndvekedése mar ma issgakdpolitikai ténydey a
tovabbiakban pedig a vilaggazdasagot befolyasotblgmava valik. A WHO 2003-as adatai
szerint a 60 év felettieknél az 6sszes rokkantsdigpotban eltoltétt il 12%-at demencia
betegségek és ezzel kapcsolatos problémak okoZzdkemens betegek intézeti dpolasanak
koltségei Nagy-Britannia éves bruttd nemzeti teremek 0.6%-&t képezi példaul. Hasonlo
magyarorszagi adatokkal sajnos nem rendelkeziné&rt e&nytelen vagyok mas orszagok

adataira, illetve nemzetkozi mutatdkra hivatkozni.
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Az AK betegek elladtasi adatait attekintve az EU%08 0sszefoglald értékelése ramutat,
hogy Magyarorszagon csak az AK betegek 2.8%-a jut kaszetinek mondhato
farmakoterapidkhoz, szemben mas EU orszagok 30-d&6anyaival.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a tarsadalorgeiiése és az ezzel jaré demencia
szindrémak vilagmérétegészségigyi, gazdasagi és politikai problémékezrak. Az AK-ral,
mint komplex genetikai betegséggel kapcsolatosl@noék nagysédga arra kell, hogy 6sztondzze
a kutatokat, hogy megtalaljak rizikbténgéz megismerjék patogenezisét, klinikai jellefitz és
ezek alapjan hatékony prevencios, diagnosztikugrapias javaslatokat dolgozzanak ki (Uhl és
Grow 2004). A ,szaz év talany” betegsége azonbaaibtbra is megoldatlan, és rengeteg feladatot

ad és fog adni vizsgéaldinak.

1.2. Az Alzheimer-kor molekularis és cellularis pabmechanizmusa, etiolégiai hipotézisei

Ve

.....

ismerjilk. Atfogé modell, tedria tobb is ismert kiklilasat illeben, és ezek valtozatossaga
tudasunk hianyossagait bizonyitja (Tariska 2000b).

A legfontosabbakat és legismertebbeket emlitve duéldnapjainkban is elfogadott és
tudomanyos bizonyitékokon alapulé a kolinerg eliéenely 6sszefligg a ndvekedési faktorok
hianyan alapuld hipotézissel, az oxidativ stress@let, a sejthalal tedria, a sejtciklus zavaranak
hipotézise, a gyulladasos hipotézis, a glikéz arseg zavaranak teéridja, az agyi perfuzios
zavar hipotézise, a glutamat anyagcsere zavaramiktoxikus hipotézise, a koleszterin-lipid
anyagcsere zavaranak elmélete, az amiloid hipotg§eisetikai tedriak (Rajna és Tariska 2000;
Tariska 2000a). Ezeket mai ismereteink szerint @tk csapas” elmélet integralja a
legsikeresebb modon, és ez tekinthetegujabbnak is (Zhu és mtsai 2004a,b). Ez a teajités
genetikus és epigenetikus faktorok lancolaiat fel és magaban foglalja a sejtosztédasi zavar és
oxidativ stressz elméleteket. A koleszterin ésllipnyagcserezavar elmélete, az oxidativ stressz,
valamint a genetikai tedridk is targyaladsra kerkilazonban doktori értekezésemben. Ennek
kettés oka van. Egyrészt az értekezésem targyat képaatasi munkak ezekhez kapcsolhatok
elgsorban, masrészt ezek szorosan ¢sszefiuggnek égynimapjat képezik a két csapas és
sejtosztodasi zavar tedridknak is.

Az emlitettek kozul az amiloid hipotézis, akar mkintaltdé ok, akar mint végskozos Gt
(Hardy és Gwinn-Hardy 1998) szerepel szinte azdsstibbi megkozelités részeként, tovabba
ezzel a tedriaval kapcsolatosan rendelkeziink abdegtlinikai €s experimentélis bizonyitékkal is
(Hardy és Selkoe 2002), ezért a tovabbiakbatkélt és legrészletesebben az AK amiloid

elméletét targyaljuk.
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1.2.1. Az Alzheimer-kér amiloid hipotézise

Az AK betegek agyaban szovettanilag a kortikalib&zalis elagyi neuronok pusztulasa,
és a glia sejtek aktivacidja mutathaté ki, és arett sejtek karosodasabdl, pusztulasabdldamed
a szinaptikus kapcsolatok szama is csokken. Saikett) az AK-t az érintett terileteken az
extracellularis amiloid depozitumok lerakdédasa, zaza szenilis plakkok kilonbdzformai,
valamint az intracellularisan felhalmoz6dé hiperfosilalt tau proteinBl képzds, kezdetben
intracellularis, ké&bb a sejtek pusztulasaval extracellularissa vaffrexgatumok neurofibrillaris
fonadékok formajaban torténlerakdédasa lathaté. A betegség harmadik neurajssol
sajatossaga a vaszkularis amiloid depozitumok liddesa az agyi erekben.

Az amiloid vagy SzP-k tobbségében az APP korostdsddol keletkegz 40-42
aminosavbdl alldé peptid, BAP és mas fehérjék, kegs sejttormelékek aggregatumaibdl
képzdnek. A BAP az AK betegek agyaban a temporo-pdisekartex neuropiljében kialakulo
szenilis plakkokd komponense (Selkoe 1994). Kialakulasa egfedgrje, az amiloid prekurzor
protein (APP) kéros alternativ poszt-transzlacigecpsszingjének kovetkezménye. Ez a folyamat
€s bizonyitékai képezik az AK amiloid kaszkadd hizigét, amely a legelfogadottabb az
ismeretlen eredétbetegség etiologiajat illéen (Hardy és Higgins 1992).

A hipotézis centrdlis axibmdja szerint a 21-es losndma hosszu karjan elhelyezked
APP génél atirodd APP695, APP751 és APP770 mRNSéékbletke fehérje izoformak mind
tartalmazzak a BAP domént, a heparinékés proteaz inhibitor szekvencidk mellett. Normal
esetben, a szekretoros processzing soran a membegrans APP izoformakat az alfa-szekretaz
enzim a BAP domén Lys és Leu aminosavainal haséutgaggregaciora és toxicitdsra nem
hajlamos szolubilis fragmensekké alakitja (HaasSadsoe 1993). Az endoszomalis, lizoszomalis
APP processzing koros formaiban (ilyenek a ritkaifidris AK forméak is) nem az alfa, hanem a
béta és gamma szekretdzok egy 40-42 aminosavb&iloidogén peptideket hasithatnak ki az
szekvencidja miatt béta-lemezes strukturava alakulfBAP), és proto- valamint valodi
fibrillumokat képezve fehérje aggregatumok formajalrakdédhat le az AK betegek kdzponti
idegrendszerében a sejtek degeneracidjat okozvaviéittoés mtsai 2000). Az APP poszt-
transzlacios processzingjének harmadik lehetségjes soran a BAP fragmensek szolubilis
formakban szekretalédnak (Haass és mtsai 1992) zékree a peptidekre jelleiz hogy
neuronalis trofikus hatdsuk van (Selkoe 1994).
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1. &bra Az amiloid prekurzor protein (APP) preferdlt tarkkmasi helye a sejtmembran koleszterin szegéngireégi
(az abra bal oldala). Itt az ADAM enzimkomplexbeozd alfa-szekretdz enzim hasitja, és szolulnksn
amiloidogén fragmensek keletkeznek. Koéros esetlgan koleszterin gazdag lipid raftokba kerilhetréb
jobb oldala), ahol a béta és gamma-szekretdzolddalkbzva (ezek mindig a raftokban taldlhatok), az
amiloidogén BAP hasitédik ki az APBtb

A lassan, évtizedekkel a betegség klinikai tineteimegjelenése &t elinduld és
progredialé amiloid depoziciéval parhuzamosan aagtikus kapcsolatok szama is fokozatosan
csokken, mely egy kritikus mértéket meghaladva ak Rardinalis klinikai tlineteinek
megjelenéséhez vezet, azaz tanuladsi nehézséggtlefigzavart, hangulati és viselkedési
tlineteket okoz (Rajna és Tariska 2000; Tariska 2000

Az APP-©I tudjuk, hogy egy membran integrans protein, medy nagy extracellularis
régiobol, egy transzmembran hélixpés egy rovid citoplazmatikus farokrééilepil fel. Az
APP N-termindlis fele egy heparinkbegységet tartalmaz egy proteadzgatld szakasz mellet
APP N-terminalis felének szerkezete arra utal, hdgietelezheien egy cisztein gazdag
ndvekedési faktor fehérje szupercsalad tagja éstdddzhed heparin kédhellyel is rendelkezik.

A molekula rézkai egysége szerepet jatszhat a dimerizacidos és pitikteo folyamatban a
fehérje poszt-transzlacios processzingje soran.iAfdltételezhetik, hogy a rézkbtdomén ion-
transzporterként is funkcional.

Ma mar tudjuk, hogy a BAP kialakitasaért az APPtewlitikus hasitasa a feded (1.
abra). Mind a 40, mind a 42 aminosavbdl allé BAP varidngészleges helikalis strukturéat
mutatnak. Konforméciojuk figg mikrokdrnyezetbktaz ebben talalhatd ionoktél, pH-tol, és a
membranok fiziko-kémiai sajatossagaitél. A BAP l&@af*, F€* és Zi* ionok megkotésére
harom hisztidin aminosava /His 677, His 684, Hi%/68egitségével és eqgy tirozin /Tyr 681/
aminosav komponense is részt vehet az emlitettoféoki kotésében. Abban az esetben, ha a
BAP fémionokat kot meg, megvaltozik konformacidjgta lemezes szerkezete alakul ki, mely

autoaggregaciora hajlamossa teszi. Az AK amiloigotézisének masik axibmaja a BAP
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toxicitasa, hiszen szamos kisérlet igazolta, hagy enolekula a sejtek Eaanyagcseréjének,
mitokondridlis funkcidinak kozvetlen karositdsa@aneko és mtsai 1995), vagy a sejtek
excitotoxikus, oxidativ stressz, vagy hipoxia ifdoteranciajanak csokkentésével kbzvetve jarul
hozza a neuronok pusztulasahoz.

Mar itt fontos megemliteni, hogy mivel az APP egsanszmembran protein,
kompartmentalizaci6jat a sejtmembran koleszterimak@a befolyasolja(l. abra). Jelenlegi
ismereteink szerint két fAPP lokalizacié ismeretes: egy membran rafton lki€& egy rafton
beldli (Bouillot és mtsai 1996; Morishima-Kawashirda mtsai 1998; Parkin és mtsai 1999).
Normél esetben fiziko-kémiai tulajdonsagainal fogea APP preferdlja a rafton Kkivali,
koleszterinben szegény membran doméneket. Mivedlfaz szekretaz is itt fordul &l ezért a
szolubilis, nem toxikus, amiloidogén APP izoformiéletkezhetnek (Mizuno és mtsai 1999;
Kakio és mtsai 2001). Minden olyan folyamat, amedg APP kompartmentalizacios
preferenciajanak valtozasahoz vezebsefjiti tehat, hogy a raftokba keriljon és az détihato
béta- és gamma szekretazok hasitsak, azaz az Afffilspe amiloidogén utat segiti (Simons és
mtsai 1998; Lee és mtsai 1998; Frears és mtsai)189@t, rafton bellli és kivili kompartment,
€s az ezekbe beépullt szekretdzok vetélkednek aémwiefPP készletekért a membranban, és
ennek megfeléen vagy amiloidogén, vagy nem amiloidogén kaszk&thanizmus indul be,
amely elkeriilheti az AK kialakulasat, vagy éppea ogzet. Ennek megfetedn minden olyan
beavatkozas, amely az APP rafton kivili metabolgdihisegiti, hatékony lehet az AK kialakulasa
szempontjabol (Escriba 200@). abra).

Az APP fiziologids szerepe még nem teljesen ismertél a szekvenciajat tekintve
filogenetikusan nagyon konzervativ molekularéldtdtezik, hogy glikozilalt sejtfelszini receptor
(Kang és mtsai 1987) és hogy receptor funkcidj@rétbhen medialhatja a BAP toxicitasat is
(Lorenzo és mtsai 2000). Arra vonatkozéan is varnaknyitékok, hogy az APP-nek szerepe
van az idegrendszer féflési, érési folyamataiban, a szinaptikus kapcsklais funkciok,
plaszticitds fenntartdsaban (Kirazov és mtsai 200%) APP a koleszterin transzportjaban és
metabolizmusanak regulaciojaban is szerepet ja(¥alo és Papadopoulos 2002). Ez a hatasa
0sszefugghet azzal, hogy stressz-valasz fehérjisnegetjdk, tovdbba a neuronalis regeneracios
folyamatokban is részt vesz (Panegyres 2001). Migglighnem bizonyitott a kérdés azonban,
hogy valéban a SzP-k és az amiloid okozzak-e az Alegy csak jelként arrdl arulkodnak, hogy
kilonbod hatdsmechanizmusu KIR-i karosito térifexégs kozos utként amiloid depoziciot
okoznak az agyban. Annak ellenére, hogy az amitgisbtézis a jelenleg ismert legatfogdbb
magyarazat, mely tobbé-kevéshé sikeresen integaaljAK tobbi, mar kordbban emlitett mas
hipotézisét, mégis szamos gyenge pontja van, ésizefdlati eredmény szél ellene is:

1. Az AK esetek tdbbsége nem genetikus forma, haneomadikus, tehat az epigenetikus
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faktoroknak dort szerepe lehet az esetek tdbbségében (Singletots@s2004).

2. Az SzP-k nem demens emberek agyabarbferelulhatnak.

3. A BAP o6nmagaban nem feltétlenil toxikus (Crystal stsai 1988). Szamos kisérleti
eredmény utal arra, hogy nem a fibrillaris BAP, draninkdbb a szolubilis oligomerek
toxikusak, és karositjdk a szinaptikus plasztitifdgalsh és mtsai 2002).

4. Az AK amiloid hipotézisének masik gyenge pontjagh a szenilis plakkok szama nem
korrelal a demencia sulyossagi fokaval. Ujabb niggfiések arra utalnak, hogy a szinaptikus
kapcsolatok szaménak csokkenése és a szinaptikiléssk kialakuldsa joval megelk az
amiloid protofibrillumok és oligomerek kialakulasé&s a betegség korai jelének tekintket
Az érett plakkok csak a betegség diéstadiumaban alakulnak ki és okoznak neuronalis
zavarokat.

5. Az amiloid hipotézis révén a tau patoldégia csakezen magyarazhatdé. A NFF-ok, mint
neuropatoldgiai jelek, 6nmagukban nem diagnoszikusz AK szempontjabdl mas
neurodegenerativ betegségben, pl. szubakut szkEdtpanenkefalitiszben, progressziv
szupranukledlis bénulasban is kimutathat6ak.

Végul fontosnak tartom megemliteni, hogy egyre tdiibonyitékkal rendelkeziink
azonban arra vonatkozdéan, hogy koros, vagy korasgmegalodott fehérjék, protofibrillumok
kialakulasa, proteoszomalis diszfunkcid, ubikvitdgios zavar, excitotoxikus karosodas,
oxidativ- és NO-medialt stressz, mitokondrialidgikiddési zavarok, szinaptikus karosodas, az
axonalis és dendritikus transzport zavara, nyometeanyagcseréjének zavara, és szamos mas
genetikus és epigenetikus tényemind-mind részt vesznek az AK kialakitdsaban.

1.2.2. Az Alzheimer-kér 6rokletes formai és genatikipotézise

Ha az AK-t genetikai szempontbdl vizsgaljuk, fedlézhed, hogy komplex 6rokidégi
betegség, vagy inkabb betegségcsoport, hiszenebeSkEgi rizikdja a kilonbé§zanulmanyok
szerint 0.2-0.75 kozott van (Raiha és mtsai 1998z @s mtsai 1997; Bergem és mtsai 1997).
Mono- és oligogénes oOrddédi, és feltételezhét poligénes valtozatai killonboztetbletmeg,
melyek kialakuldsat, lefolyasat még korai pre- é@szmatalis, valamint kég korral jaro
kornyezeti kockazati tényék is modosithatnak. Az AK esetében tehat az okerdgnisztikus
és rizikbgének, és kornyezeti faktorok kdlcsonhatdsgyfoki genetikai komplexitasban valosul
meg (Juhasz és mtsai 2003). Ennek pontos részaijeibs éppen a leggyakoribb, agfelduld
esetek 80-98%-at (kulonbdzecslések szerint) kitévkésdi, 65 év felett kezdélds, sporadikus
formak esetében ismerjik legkevésbé (Singletontsai®004).

Az AK neurogenetikdjaval kapcsolatos egyik forobléma, hogy a feltételezett

patomechanizmusban nehéz elkiloniteni a feltétitlekeés a masodlagos eseményeket. A ritka,
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klasszikus mendeli 6roklésmenetet mutatd mutacibdzpdk az AK korai kezdétfamiliaris

formait, és ezek a genetikus varidnsok segitetbdlam hogy jobban megismerhessik az AK

kialakulasanak ékményeit és folyamatat, bar a neurodegenerativ afodf pontos
patomechanizmusa maig sem ismert.

Masrészt, az AK rizikbgénjei esetében ismert, h@gy egyes gének kisebb hatast
gyakorolnak a betegséggel kapcsolatos egyéni géekar A helyzetet bonyolitja, hogy a
rizikogének hatasa nem feltétlenil kozvetlen. Leheigy csak a betegség kialakitasaban részt
vew fehérjék anyagcseréjét méodositjak kdzvetve. Akdgén variansoknak a feltérképezése,
hatdsuk megismerése, a kornyezeti befolyasol6 rakkal vald interakciojuk és hatdsuk
mértékének felderitése sokkal nehezebb feladatizakyult eddig is és a tovabbiakban is, mint a
determinisztikus gének szerepének tisztazasa apa&mechanizmusaban (Uhl és Grow 2004;
Palotas és Kalman 2006Az emlitett szempontok alapjan az AK altalanosktietességét 0.53,
mendeli 6roklésmenetét 0.02-re becsulik (Uhl ésw52004). Osszehasonlitasul emlitve, hogy a
Huntington-kér estében 1.00; 1.00 és a szkizofréesetében pedig 0.70; 0.02 ezek a
viszonyszamok.

Az autoszém dominans oroklésmenetet mutatd fansili@K formak ritkak, és jelenlegi
tudasunk szerint harom gén pontmutacioi okozhailgek
1. Az amiloid prekurzor protein génjének pontmudadtzek az dsszes AK eset kevesebb, mint

2%-aért felalsek. Az APP mutaciok esetében példaul alig egyttycasalad ismeretes a
vilagon. Felismerésik azért nagy jeles#di, mert minden esetben fokozott méfté&miloid
lerak6dast eredményeznek és igy fontos szerepik aml AK amiloid hipotézisének
kialakitdsaban. Mivel DK-ban a 21-es kromoszomsznniaja vagy transzlokacibja fordul
elb, és az APP gén is ugyanezen a kromoszéman hetikzie az APP gén extra kdpiaja
azzal jar, hogy ezek a személyek mar akar a haasimddetéveikben az AK Klinikai és
neuropatoldgiai tineteit mutatjdk. Ezért a DK az éd§iik genetikai formajanak is tekintbiet
és fokozott kutatasi figyelmet kagdna és mtsai 20069,b

2. Preszenilin 1-es és 2-es enzimek génjeinek paddmi: Ezek a gének a 14-es és 1-es
kromoszoma hosszu karjan helyezkednek el, és divedbb pontmutaciojuk korai, akar 35
év alatt indulé AK-t okoz teljes penetranciaval.

3. Az apoE4 allél, mint genetikai rizikoténgezA 19-es kromoszOma hossza karjan
elhelyezked apoE molekula E4-es alléljanak o6roklése rizikoeaigek mirdstl mind a
sporadikus, mind az autoszém dominans oroklésriekiétformék esetében és hatassal van
az amiloid depozitumok és az NFF-k kialakulasanakésegi és mennyiségi sajatossagaira
(Kélmén és Janka 1996&alman és mtsai 2000kKalman és Janka 2005a; Palotas és

Kéalman 2008. Az ApoE polimorfizmus molekularis-cellularis aait az AK kialakuldsa
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szempontjabdl a koleszterin-lipid hipotézis fejbeet targyalom részletesen.

1.2.3. Ketfis csapas hipotézis

A kettés csapas hipotézis megalkotéja Smith és munkac§apeslt (Zhu és mtsai
2004b). Magyarazatuk szerint mind az oxidativ kadds, mind a neuronok koéros mitotikus
sejtosztédasi ciklusa keZdesemeényként 6nmagaban, majddkdsegymas hatasat kiegészitve,
felerésitve inditja el az AK molekularis patomechanizniy§aasetta és mtsai 2005; Ueberham és
Arendt 2005). Posztulatumuk szerint mindkét folyasmikséges az AK kialakuldsah@afa és
mtsai 2008. Ezt a megkozelitést integrativ jellege miatttdar fontosnak megemliteni

értekezésemben, mivel génexpresszios vizsgalatagtmeényei tobb szempontbdl is igazoljak.

1.2.3.1. A sejtosztddasi ciklus zavara, sejthakbe Alzheimer-kor

E hipotézis szerint a molekularis-biokémiai tau #&miloid patolégia a neuronok
sejtosztédasi ciklusanak koros aktivaciojara vestdthissza (Zhu és mtsai 2004b; Nagy 2005).
Tobbek ko6zott magyarazatot ad arra is, hogy az BKeteinek fefldése miért ismétli meg
forditott sorrendben az ontogenezist és miért @gdihetikailag legujabb terlletek érintettek
legebszor a betegség progresszidja sorarbdidgges principiuma, hogy a &6 agyban lezajlé
neuronalis migracio, proliferacio és differenciaéd felbttkori befejeddésével a normal
szinaptikus rikddés, plaszticitAs nem engedi a sejteket kilépmiifierencialt allapotukbol,
gatolja a mitotikus reaktivacioés folyamatokat. Kietes és neuropatologiai adatok bizonyitjak,
hogy a normal 6regedés sordn és AK-ban olyan shoap aktivitds zajlik, amely UGjra
beindithatja a kérosnak ndislib sejtosztodasi ciklust (Arendt 2003). A normabsedé emberi
agyban ez a folyamat azonban megall a korai mitetfd@zisban (G1) és alternativ iton a normal
Oregedéssel jard sejthalalhoz vezethet. AK-ban domemgulaciés zavarok miatt ez a folyamat
nem all meg azonban a G1 fazisban, kéros DNS @pbkindul be, és a sejtek akar adids2-
es fazisig eljuthatnak. Itt azonban mindenképperkasl a folyamat, mivel a neuronok nem
képesek citokinézisre. Mas sejtek ilyen esetbergz aha sejtosztédasi ciklusuk elakad,
apoptozissal pusztulnak el, mivel azonban a newrdiimwonyos enzimek, fehérjek hidnya miatt
relative védettek az apoptdzistdl, ezért hosszgbhiaval, aposzklézissel pusztulnak el az AK-os
betegek agyaban. E hosszu, évekig tartd folyamafnsalakulnak ki az AK jellegzetes
neuropatoldgiai eltérései, a SzP-ok, NFF-ok éssaktdaris amiloid depozitumok.

A koros sejtosztédasi ciklus beindulasat szamosAkKzszempontjabol genetikus és
epigenetikus rizikbétényének ismert faktor kivalthatja (Nagy 2005). llyenig#ul az oxidativ
stressz, hypoxia, vitamin hidny, dsztrogén hiangmbcisztein, APP, szinaptikus veszteség,

pszichés stressz és depresszid. Doktori munkam ssramos, a sejtosztdédasi ciklus zavara
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hipotézis szerint kiemelkédfontossagu epigenetikus és genetikus téhyeatdsat vizsgaltuk
meg.

1.2.3.2. Az oxidativ stressz és az Alzheimer-kor

Akar 6nmagaban, akar mint a Kettcsapas hipotézis vagy a sejtosztddasi zavardzigot
része, az OS az AK egyik legfontosabb patoplasztiés patogenetikus ténygz (Kalman és
mtsai 2000b;Takuma és mtsai 200%ana és mtsai 20069,bAz OS az AK mar igen Korai
stadiumaiban (még a neuropatoldgiai jelek megjslengbtt), valamint kisérletes (Pratico és
mtsai 2001) és huméan modelljeiben (DK, NP) is kimtl&td (Perry és Smith 1998), ami arra utal,
hogy a neurodegenerativ folyamat korai kontrib(teemy éppen kivalté tényéje (Zhu és mtsai
2004a). AK-ban és DK-ban OS indukdlt oxidativ kéadst mindenfajta biomolekuldban
kimutattak mar a KIR-ben, de periférias szbvetekibddana és mtsai 200642. abra).

Szabad gyokok (szuperoxid anion, nitrit oxid, hidrgyok)

Nem gyodkok (hidrogén peroxid, peroxinitrit, szalmxihén)

Reaktiv oxigén vegyUIetek<

Lipid peroxidacios termékek

Masodlagos termékek (pl. malondialdehid)

2. dbraA reaktiv oxigén vegyuletek sejtekbeficetiuld formai.

A neurondlis DNS és az RNS molekulak oxidaciojalaitibazisokat, 8-OHdG és 8-OHG
molekuldkat hoz létre, ezen kivib m DNS torések szama, és a DNS repair mechanizmsasok
dekompenzaldédnak3. abra). A fehérjék oxidativ modifikacidja a karbonil gydkdokozott
keletkezéséhez vezet és a tirozin aminosavak itkedett mértékben nitrifikdldédnak. A fehérje
szerkezetekll addéddéan a szélak kozott oxidativ keresztkotésklkudhatnak ki, melyek
ubikvitinizaciéjuk ellenére meggatoljak lizoszonsdlkebontasukat. A lipid peroxidacios termékek
kozul a tiobarbitursav reaktiv anyagok, izoprosat@nd-hidroxi-2-noneél és a foszfolipidek
zsirsav Osszetételének valtozasai utalnak a pexdxikarosodasra AK-ban. A szénhidratok

esetében fokozott glikoxidaciot és glikaciot figydl meg.
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3. &bra A két legjobban tanulmanyozott hidroxil szabad ggdidalt DNS béazis termék. Guanozin: a guanin
deoxirib6z szarmazéka, dR, deoxirib6z; OH; hidrgyibk.

A neuronokat és gliasejteketééoxidativ stressz neuroprotektiv €s neurodegenerati
folyamatokat indukalhat(4. &bra). Az oxidativ mechanizmusok az antioxidans enzimek
indukciojahoz vezethetnek, ezért fokozotfTZn** szuperoxid dizmutaz, kataldz, hemoxigenaz-
1, glutation reduktadz aktivitas és emelkedeishock fehérje szintek mutathatok ki az AK
neuropatoldgiai elvaltozasai kdzelében, de azdutfetlendil is.

H,O+ 0O,
CAT
.. SOD
02 —>H202
GPX Oxidativ karosodas
Fenton reakcio H,0+OH ——»
* DNS
* protein
" > « lipid

4. dbra A szabad gyokok keletkezésg (@DH) és az oxidativ stressz elleni védékarechanizmusok.

A sejtek szignalizacios folyamatai is megvaltozfdku és mtsai 2004a). Stressz aktivalt
protein kinaz transzkripcios faktor rendszerek (JSIKPK, p38-SAPK) aktivalodhatnak,
amelyek a stresszjeleket a sejtmag felé tovabbitjgfolyasolva a defenziv fehérjék génjeinek
expresszidjat, vagy éppen apoptotikus, vagy ndiustsejthalal iranyaba terelve a folyamatot
(Kalméan és mtsai 2000QbLeBlanc 2005;Zana és mtsai 2009a Ezek az eltérések mind
kimutathatéak az AK betegek agyaban és szerepik azmmPP és tau proteinek koros
metabolizacidjanak fenntartasaban (Ueberham ésdAi2005). Fontos azonban megemlitenlink,
hogy annak ellenére, hogy a INK-SAPK szignalizapibslszer aktivacidja apoptotikus sejthalalt
indukal, az AK lefolyasanak ékinetikaja és sajatossagai inkabb nekrotikus sijtl@minanciat
feltételeznek.
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1.2.4. Az Alzheimer-kér koleszterin hipotézise

Epidemiologiai, genetikai, biokémiai és farmako#igi vizsgalatok eredményei
szolgaltatnak egyre tobb bizonyitékot arra vonabkoz hogy a koleszterin és koros anyagcseréje
fontos szerepet jatszik az AK kialakulasaban (Hofréa mtsai 199 cConathy és mtsai 1997;
Notkola és mtsai 1998alméan és Janka 200%aA tényt, hogy az AK betegek agyaban az erek
ateroszklerdzisa is jelen van, mar Alois Alzheimsgrleirta eredeti kdzleményében. Ezt a
megfigyelését azonban sokaig elhanyagoltak, meliéklek gondoltak a klinikusok és a
neuropatologusok, és csak az utdbbi években kapatfigyelmet az agyi erek szkler6zisa, mint
patoplasztikus tényézaz AK kialakuldsa szempontjabol (Roher és mts@B2®alback és mtsai
2004). Ez a hatas kétféleképpen is lehetségesésggynz emelkedett szérum koleszterin és
triglicerid szintek az agyi erek ateroszklerozisAhezetnek, amely agyi perflzié romlast okoz,
és rizikoként szerepel az AK, a vaszkularis dend@nas a Magyarorszagon igen gyakori kevert
demencia formék kialakuldsabakaiman és mtsai 199Kivipelto és mtsai 2001). Masrészt
longitudinalis nyomonkovetéses vizsgalatok eredraéngrra utalnak, hogy a ko&zépkoru
életszakasz emelkedett koleszterin szintjeiokbskozvetve kognitiv karosodashoz és az AK

kialakulasdhoz vezethetnek (Jarvik és mtsai 1995).

1.2.4.1. Az agyi koleszterin metabolizmus

Agyunk tartalmazza a legtbbb koleszterint szenig#dien. Ha a szintézis aranyait
tekintjuk, az 6sszes koleszterin készlet 3%-at édirrigy csak 2%-kal marad el a m4j szintetizalo
kapacitasatol (Dietschy és Turley 2001). A kolesatééléletideje 170 nap agyunkban. Ez a
a neuron és glia specifikus szignalizaciés és traov$ folyamatokat (Simons és lkonen 1997;
Puri és mtsai 1999; Sing és mtsai 1999; Suzuki R082 a sejtmembran koleszterin tartalma
emelkedik, annak rigiditdsa fokozodik, permealshbtépedig csokken a vizoldékony molekulak
szdmara Kalman és mtsai 1994 Ennek megfeléen a Kkoleszterin részt vesz a
neurotranszmitterek, receptoraik és transzportemeikodésének szabalyozasdban. Hatasat
kimutattdk a kolinerg, GABA-erg, szerotoninerg égitoros neurotranszmisszié esetében
(Koudinov és Koudinova 2005).

A koleszterin részt vesz tovabba a membran kommatunmok kialakitasaban is. Vannak
olyan specialis szfingolipid és koleszterin tartalfipid domének, raftok, melyeknek a membran
integrans fehérjék 6sszekapcsolasaban dbrg, vagy éppen elkilonitésében van szerepik
(Brugger és mtsai 2000, Cremesti és mtsai 2002afthkat 50 nm nagysagu, az exoplazmatikus
membran rétegben 0sz6 rendezett folyadékkristdbpdtia, specialis 6sszetdtemembran-
fehérje szigetek alkotjak (Edidin 2003). A spontdsszekapcsolddott szfingolipid molekulak
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szénhidrat lancai kozé beékad koleszterin molekuldk rendezett folyadék fazisokarva létre
tomoritik a membrant, befolyasoljak az idegi membia polaritdsat, a szignalizacios
folyamatokat, médositjak a membran integrans fékéfunkcionalis allapotat (Sankaram és
Thompson 1990; Smart és mtsai 1999; Escriba 20B6Xkoleszterin tehat a lipid raftok
alkotorészeként mikrokdrnyezetet biztosit a memlimtegrans fehérjéknek (igy példaul az APP-
nek is), mivel funkcionalis allapotban tartjzet a membranokban, vagy éppen modositja azok
funkciéit (Simons és Toomre 2000). Ha a neurormakisnbranok folyékony mozaik modelljében
gondolkodunk, nem csak a horizontalis kompartméedteb, hanem a sejtmembranok kett
cito- és exoplazmatikus rétegének koleszterintadais meghatarozé jeléisedi a neuronalis
miikodés szempontjabdl, és a korral is valtozik. Hardan mindkét membran oldal
koleszterintartalma alacsony; Ké&b a koleszterin egyre jobban az exoplazmatikusloid
halmozdédik fel. Ha az AK amiloid hipotézisét tekik, belathatjuk, hogy ez a folyamat is
amiloidogén, azaz a BAP felhalmozddasat segdti (Bloudinov és Koudinova 2005). Ennek
megfeleben nem meglep tehat, hogy a poszt mortem vizsgélatok adataiirizez AK-0s
betegek agya tobb koleszterint tartalmaz (Sparkd71®s mennyisége pozitivan korrelal a
hippokampalis BAP szintekkel (Simons és Ehehalt2200
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5. 4bra A sejtmembran koleszterin tartalmanak valtozasaolp@$olja az APP kompartmentalizaciojat és
metabolikus sorsat. A két lehetséges metabolikuetélkedik a membran APP készleteiért. A membran
koleszterin tartalmanak névekedése a kéros bégadsna szekretaz hasitdséat segiti, csokkentése pedig
normal, szolubilis, nem amiloidogén APP fragmentkirkialakulasanak kedvez az alfa szekretaz hatasa
révén.

Arra is vannak adatok, hogy a koleszterin kozvéileképes kotésbe lépni az APP
molekulaval (Koudinov és Koudinova 2005). Yao épd&poulos (2002) bizonyitotta, hogy a
koleszterin az APP alfa szekretaz hasité helyéb&k, gatolva annak tikodését. Masrészt, a
koleszterin-BAP interakcié fokozza az un. amiloidgraggregatumok képdését, mely a SzP-

ok kezdeti stadiumanak felel meg (Mizuno és mt€89). A koleszterin nem csak az APP
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s sz

Bjelik és mtsai 2006as a poszt-transzlacios processzingjében résétamzimek nikodését is
képes befolydsoln(s. abra). Magas koleszterin szint gatolja az alfa szekretd@@m niikddését

€s ez a hatas statin kezeléssel kivéilf@imons és mtsai 1998; Frears és mtsai 1999; &adsb

és mtsai 2001). A koleszterin szint csokkentéselg@ahz APP endocitdzisat is és igy nagyobb
eséllyel bontédhat el ez a fehérje a sejtmembifarsaékretazai révén (Racchi és mtsai 1997).

A koleszterin fontos kiinduld molekuldja a neuresaidok szintézisének is (Kabara

1973). A gliasejtek kdzil pedig kilondsen az oligodrocitdkban talalhatd nagy mennyiségben,
hiszen az altaluk képzett mielin hivetydpitkdve (Morell és Jurevics 1996).

/ Acenl CoA
{ A |

AQ | Koleszterm

ﬁ WAGM
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6. dbra A koleszterin eltavolitasanak lehetséges Utjai zpkiiti idegrendszerben. Az agyi koleszterin helyitke
novo szintetizalddik acetil-CoA-bdl. A feleslegelegzterin tobbségét a CYP46 enzim vizoldékony 4SO
koleszterinné alakitja, amely vizoldékonysagangdddképes atjutni a vér-agy gaton. A véraramba lkeru
a mdj felveszi, és epesavakkal kitirdl.

Az agyi lipid anyagcsere sajatossaga, hogy ép g¢mat esetén nem képes az enteralisan
felszivodd koleszterin és a transzportjaban szenépezd lipoprotein partikulumok felvételére
(Dietschy és Turley 2001; Roheim és mtsai 1979)yéte acetil-koenzim A-bdl kiindulde
novo koleszterin szintézis torténik mind a neuronokbamnd a gliasejtekben, melynek
kulcsenzime hasonléan a parenchimas szervekhez-halrdki-3-metilglutaril coenzim-A
reduktdz (HMG-CoA). Annak ellenére, hogy az LDLHISL partikulumok nem jutnak &t a vér-
agy gaton, ¢ koleszterin szallitd komponenseik az apolipoproteolekuldk bizonyos formai
(apoAl, apoAlV, apoB100, ApoD, apoE) jelen vannék,igen fontos szerepet jatszanak a KIR-
en bellli koleszterin transzportban és Gjrahastimisan §. abrg (Pitas és mtsai 1987; Csaszar
és mtsai 1997; Ladu és mtsai 20B6@&Iman és Janka 200%aA likvorban az apoE és apoAl
fordul eb HDL-re emlékeztét partikulumok formajabaii6. dbra). Az ApoB100 csak igen kis
mennyiségben mutathaté ki az agyvizben (Roheim &®im979). Ennek ellenére kdzponti
idegrendszeri szintézise folyik és koros esetekleint pl. AK, az apoE mellett a SzP-ok
komponense.
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Ma mar ismert, hogy a lipoproteinek egyik legfortiols KIR-i funkcidja a koleszterin
redisztribucidja (7abra). Az apoE molekulat két LDL és lipoprotein receptor protein-related
protein (LRP) receptorok szinte mindenttt kimut&ib& a KIR-ben, funkcidjuk azonban sok
esetben nem tisztdzott (Mahley 1988). Az azonbaonlitott, hogy mindkett képes az apoE és
BAP felvételére is. Idegi sériilés esetén mind aEamind receptorainak expresszidja fokozodik
a neuronokban és gliasejtekben, ezért feltételdzilgy a lipoproteineknek szerepe lehet a
neurondlis regeneracios folyamatokban. Kimutattédgy neuronalis degeneracié esetén az
asztroglia sejtek fagocitaljak a membran térmeléketés Ujrahasznositjak. A membranokbdl
szarmazo koleszterint a gliasejtek az acetil-kaenxikoleszterin-aciltranszferaz (ACAT) enzim
segitségével koleszterin észterek formajaban tdtjahy vagy a szabad koleszterint apoE
kotésben HDL partikulumok form4jaban rendelkezéd@resajtjdk a neuronoknak, melyek LDL
receptoraik segitségével képesek felvenni és (grwsitani a neurondlis névekedés és
regeneracios folyamatok sordi. abra). Az ApoE izoformak (E2, E3, E4) koleszterin &6t
kapacitasa eltér Az E4-es izoforma a legkevésbé hatékony a kadeiszszallitasdban (ezt a
hatranyt a 112-es és 158-as pozicidkbard leisztein aminosavak hianyara vezetik vissza)
(Zannis és Breslow 1981). A szallitasi deficit anmheanok koleszterin tartalmanak emelkedését
okozhatja, ezért nem megtephogy a neurondlis regeneracié szempontjabdl iE4es allélt
hordoz6 személyek mutatjak a legrosszabb teljesigmé

asztrocita neuron

< —E

_\ / LDL-receptor
ApoE
= A @
Koleszterin HDL
Qe:zterinészter
l 7~
ACAT i
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7. &bra A neuroglialis interakci6 révén a koleszterin Ujeaiznosul a kdzponti idegrendszerben. A neurodeginer
folyamat sordn az asztrocitak fagocitaljak az efuls sejtek tormelékét. A sejtmembranokbdl felsdald
koleszterint az acetil koenzim A aciltranszfer&2AAR) észterifikalt koleszterinné alakitja, és rakizbdhat.
A szabad koleszterint az apolipoprotein E (apoEekdak a HDL partikulumokba épitik, és az asziig|
szekretdljak. A felszabadult HDL-t a neuronok LBtaptoraik segitségével internalizaljak ésdkiiveire
bontjak. A felvett koleszterint egyrészt Ujrahas#tiak az axonok és a dendritek névekedésekor gés#saz
ACAT enzim révén észterifikalt formaban tarolhatjékacellularisan.

Nem csak a koleszterin szintézise, hanem lebodssdtavolitasa is eltér a tobbi szérvt
és ennek oka a KIR esetében a vér-agy gét tuladgaitzan kereseddKalman és mtsai 1992
(6. 4brg. Agyunkbdl a koleszterint ép vér-agy gat esetém kképesek a lipoprotein molekulak

atjuttatni, igy eltavolitani. A CYP46-0s enzim aldszterint vizoldékony 24S-OH koleszterinné
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alakitja agyunkban (Bjorkhem és mtsai 1997; Lundmésai 1999). Ez a szterol, melyet agy
specifikus volta miatt cerebroszterolnak is hivnaldr vizoldékonysaga miatt atjut a vér-agy
gaton és bekeril a keringésbe (Bjorkhem és mtg8)1%z enzim szérum szintjének valtozasait
a vérben és likvorban diagnosztikusnak tartjak Ezséempontjabdl (Papassotiropoulos és mtsai
2000, 2002). Az AK-os betegek agyaban csokkentedzimutathatok ki immunhisztokémiaval a
neuronokban, az AK specifikusan érintett agyteeliden, a gliasejtekben pedig kéros méiték
indukcidja jellemd (Bogdanovic és mtsai 2001). Az AK-ban kimutathatsdkkent agyi
CYP46A1 aktivitAs a membranok koleszterin tartalakdemelkedéséhez és az APP fehérjének a
koleszterin gazdag lipid raftokban torééfelhnalmozédsahoz és kdvetkezményes béta és gamma
szekretdz aktivitAsanak fokozodasahoz, azaz BARakkidsahoz vezethet. Az AK-ban
kimutathaté csokkent CYP46 aktivitds tehat amilgélo lehet. Masrészt a CYP46 2-es
intronjdnak T/C polimorfizmusa Ujabban felismerikbgén az AK kialakulasa szempontjabol
(Desai és mtsai 2002; Kolsch és mtsai 2Qadasz és mtsai 2006A TT homozigota hordozo
AK betegek agydban nagyobb az amiloid depozitumeknyisége, cstkken az enzim aktivitasa,
és igy tobb koleszterin halmozddik fel a betegefdhgn, disegitve az amiloid kaszkad kéros
folyamatét, a mar korabban emlitett médon (Wol&@£03).

A koleszterint azonban nem lehet szervezetink égsinkg "mérgének” kikialtani.
Lathatjuk, hogy alapvét épittké és fontos metabolikus anyag, mely nélkilozhetetlen
idegrendszeriink tikddésehez (Koudinov és Koudinova 2005). Mind tétehlemind hianya
karos lehet, mivel metabolizmusanak egyensulyaké&ing Ha mennyisége hirtelen csokken a
sejtmembranban, sejthalalt okozhat. Ae vitro kisérletes adatok szerint, ha a membranok
koleszterol tartalma 40 mol% ala esik, a sejtfuakcmikodéséhez elengedhetelen membran

mikrodomének 6sszeszerelése leall (Hailstones i 1998).
1.2.4.2. Az apoE szerepe az Alzheimer-koér kialakaldan

Az apoE az egyik legfontosabb koleszterin-szapitdtein (Brown és Goldstein 1986). A
KIR-ben az apoE-t elsorban az asztrocitdk és makrofagok szintetizaljlyet a neuronok
LDL receptoraik segitségével felvesznek, és a ptikiss végddésekben halmoznak fel (Boyles
€s mtsai 1985; Pitas és mtsai 1981, 1987h). Az &IBE funkcidja rendkivil dsszetett: szerepe
van a KIR fejbdésében, érésében, az oOregedés folyamataban, aptsais integritas
fenntartdsédban, a neurondlis citoszkeleton stakil&ban, az intracellularis Taszintek
felépitésében, a koleszterin KIR-en bellli redibaiéjaban, valamint neurotrof és szinaptotrof
hatasa révén a neuronalis regeneracios folyamatqkihahley 1988; Handelmann és mtsai 1992;
Poirier és mtsai 1993, 2000; Nathan és mtsai 18@4jiah és mtsai 1995, 1996).

Az apoE gén a 19-es kromoszoma hosszu karjan helgidzel (Lin-Lee és mtsai 1985).
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A 34 kDa sulyu proteinnek harom izoformaja ismét2,(E3, E4), melyeket egyetlen lokuszon
elhelyezked kodomindns modon ordds, harom kilonbdE allél hatdroz meg (E2, E3, E4)
(Zannis és Breslow 1981). A harom izoforma a 112es158-as pozicioban elhelyez&ed
aminosavak tekintetében tér el egymastol: E3-néllz-es helyen cisztein talalhat6, a 158-on
pedig arginin, az E2 esetében mindkét poziciobamtain, az E4 molekuldban pedig arginin
talalhaté (Mahley 1988; Han és mtsai 2003). Ez min@sav csere az oka, hogy az apoE4-es
molekula nem képes intra- és intermolekularis digkzikereszthidak kialakitasara (Selkoe és
Lansbury 1999). Az egyes izoformak eltéfiziko-kémiai tulajdonsagai eltér hatdsokat is
okoznak. Igazolast nyert példaul, hogy kulonbdzatasfokkal képesek fokozni a neuritok
névekedését a kovetkesorrendben: E2 > E3 > E4 (Nathan és mtsai 1994).

Polimorf génvariansai kdziul az E4-es allél, 1998, @hint rizikotényeé& ismert az AK
kialakulasa szempontjabol (Strittmatter és mts&@d3)9Az E4 allél a kés kezdeti familaris
esetek 65%-4ban, a sporadikus formak 50%-aban If@ldua vizsgalt populacioktol fudgegn
(Saunders és mtsai 1993, 2000; Roses és mtsai K@@Ban és mtsai 1996a,b, 1997, 1998,
2003; McConathy és mtsai 199Az E4 allélt hordoz6 személyeknek tehat nagyeddyik van
arra, hogy AK alakuljon ki naluk, de a kockazat ekedése mellett kordbban is beindul naluk a
neurodegenerativ folyamat, mint az E3 allélt hoédko#l (Mahley és mtsai 2006a,b). Tovabba, a
demencia foka is sulyosabb az E4 allélt hordozoktében. Ezt azzal a neuropatoldgiai
megfigyeléssel hozzak kapcsolatba, hogy az E4 &lidtozé AK-os betegek agya tdbb BAP-ot
tartalmaz (Schmechel és mtsai 1993; Gomez-Ramastgai 2001). Az E2-es allél oroklése
pedig ellentétes hatasu, hiszen étédyednek bizonyul az AK kialakuldsa szempontjabol. Ma
mar arra is vannak adatok, hogy az apoE polimofzregészséges személyek esetében is
befolyasolja a kognitiv mnesztikus folyamatokatyehiaz E4 allél hordozok vizuokonstruktiv
kapacitasa, tanulasa gyengébb, mint a mas allédolzé személyeké (Caselli é€s mtsai 2004).

Az apoE allélok megoszlasa nagyon heterogén a kébnnormal és AK populaciok,
etnikumok esetében, bizonyos kluszterek azonbagéreggiien megallapithatéak (Hallman és
mtsai 1991; Schmitt és Estus 2004). Egyes azsmusoportoknal (kinai, japan) a legalacsonyabb
az E4 allél difordulasa (Hu és mtsai 2000), és ez dsszefliggdshenazzal, hogy naluk az AK
ritkAbban fordul &, és az E4 allél o6roklése kevésbé jelent rizikét Ag kialakulasa
szempontjabol (Schmitt és Estus 2004). Mas azsidzagok (India, Indonézia egyes
népcsoportjai) az eurdpai, kaukdzusi apoE allékgysdgi mintazatot mutatnak (Hallman és
mtsai 1991). A magyarokat dsszehasonlitva mas aundgpcsoportokkal, Hallman és mtsai
(1991) munkéja szerint a finnekkel k6z6s klusztekeriliink. Ezek az adatok a kdzds finnugor
torténeti, nyelvészeti és genetikai eredetet (iadadpai) tamasztjak ala, habar szamos

ellentmondas is ismert ezzel kapcsolatosan (Rut@&7; Harding és Sokal 1988). Vizsgalataink
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egyik fontos célkiizése volt ezért a magyarorszagi AK és KT populagéketikai rizikdinak
feltérképezése.

Annak ellenére, hogy az E4 allélt mar kozel 10 Bweerik az AK rizikbgénjeként, még
mindig nem tudjuk pontosan, hogy hogyan is fejtekt a hatdsat a KIR-beKgIman és Janka
1996a; Kalman és Janka 2005a; Palotds és Kalmar6RGE4 allél hordozéknal fokozott BAP
lerakddast, csokkent BAP lebontast és csokkentomdlis javitd mechanizmusokat talaltak
(Weisgraber és Mahley 1996), de arra is vannakngitékok, hogy kozvetlenil a koleszterin
anyagcserére kifejtett hatasa révén fokozza az Adalkulasanak rizikdjat. Az apoE4 allél
oroklése magasabb szérum koleszterin szintekkelg@amint ahogy kordbban is emlitettik, ez
az izoforma kevésbé képes a molekula eltavolitaganauronokbdl (ezt a ciszteinek hidnyéara
vezetik vissza a 112 és 158-as pozicidkban), (&nDavignon 1985; Michikawa és mtsai 2000).
Az E4 allél hordozok fokozott AK rizikoja tehat magazhaté a kombinalt koleszterin-amiloid
hipotézis alapjan, hiszen a membranok kolesztenitalmanak elégtelen eltavolitasa, az APP-t
koros helyen hasitd béta és gamma szekretaz aktirdényaba tolja el az APP metabolizmus
torékeny egyensulyat.

Masrészt arra is vannak adatok, hogy az apoE mialdk@P eltakaritoként is tkodik,
mivel ha a toxikus peptidet megkoti az extracetislaérben, receptora, az LDL receptor
segitségével képes internalizalni azt az endoszefiddszomalis rendszer iranyaba (Beffert és
Poirier 1996; Bales és mtsai 1997). Az a tulajdgasdogy nem csak a fibrillaris, hanem a
szolubilis BAP formakat is megkdti, arra utal, hofigiologias funkcioi kozé tartozhat a BAP
szallitds a likvor iranydban (Russo és mtsai 1998m meglef, hogy a molekula ezen
funkcidja is izoform specifikus, csak éppen a ne&dfchatassal ellentétes sorrendben, azaz: E2 >
E3 > E4 (Raber és mtsai 2004). Az E4-es forma g@dfingteljesitményéért szerkezeti
sajatossagait, azaz a diszulfid hidak hianyat kedelelbssé (Nathan és mtsai 1994).
Feltételezhét, hogy az AK-os betegek agyaban, ha tul sok BARtkekik, akkor mar barmelyik
izoformérdl is van sz6, nem bir megbirkozni "tatd@tifeladataival, és az el nem szallitott BAP-
ApoE extracellularis komplexek formajaban rakdédik amely a plakkok képdésének magja
lehet Palotas és Kalman 2006

Az apoE nem csak a BAP-ot, hanem az AK masik naitadfgiai sajatossagat, a tau
proteint (az NFF-ok égikéve hiperfoszforilalt &allapotban) is képes megkotas ezzel
megakadalyozza annak hiperfoszforilaciojat (Maldeymtsai 2006b). Ha ez a szerepe elégtelen,
a tau fehérje kéros polimerizaciojahoz johet Iéitan és mtsai 1994). Ebben az esetben is az E4-
es izoforma bizonyul legkevésbé hatékonyoviizthyeének (Russo és mtsai 1998).
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1.2.4.3. A szérum lipidek és az Alzheimer-kor

Az emelkedett szérum koleszterin és lipoproteimtski, mind a kardiovaszkularis
betegségek, mind az AK vonatkozasaban rizikotéileek mirbsilnek a kognitiv zavarok
kialakulasét illeben (Buxbaum és mtsai 2002). A koleszterin szine2sAK rizikéjat elem#
keresztmetszeti vizsgalatok eredményei ellentmmuids Van ahol az emelkedett (Notkola és
mtsai 1998; Evans és mtsai 2000) és van, ahol kkest szérum koleszterin szinteket hoztak
kapcsolatba az AK rizikojaval (Romas és mtsai 1988sonld ellentmondasossag uralkodik a
lipid profil és AK rizikd 6sszefluggéseit vizsgaldoppektiv tanulmanyok eredményeiben is,
hiszen pozitiv és negativ eredményeket, de a kigicésszefliggés hianyat is leirtdk mar (Swan
és mtsai 1992; Zimetbaum és mtsai 1992; Yoshitaket8ai 1995; Moroney és mtsai 1999). A
biztos konkluzi6é hianyat valésdileg az esetszamok elégtelen volta és az AK diagadairli
talalati bizonytalansdg okozza. Kiemeléndgy longitudindlis finn vizsgalat, amelyben 6.5
mmol/I-nél magasabb szérum koleszterin szintekni#liginsan megemelték az AK rizikdjat a
nyomonkovetés soran (Kivipelto és mtsai 2001).

Ha a terapia oldalardl vizsgéljuk a szérum kolesztezintek és az AK dsszefliggéseinek
kérdését, akkor egyértelibbek az eredmények. A retrospektiv klinikai vizegdk szerint a
magas koleszterin szint miatt statinokat ékeel 60-73%-kal kisebb az AK prevalenciaja
(Hajjar és mtsai 2002; Rockwood és mtsai 2002)ehleen a témaban is ismeretesek negativ
eredmények (Scott és Laake 2001; Tokuda és mt€Hi)2@ koleszterin szintézis sebességét
meghatarozé enzimet, a HMG-CoA-t gatld statinok (k6xdbb (lovastatin, simvastatin,
pravastatin), lipid oldékonysaganal fogva atjuté-agy gaton, és gatolja az agyi HMG-CoA
reduktazt is (Tsuji és mtsai 1993; Saheki és ni88i¥). A hatas specifikussagat mutatja, hogy
mas statinok és lipid metabolizmust gatld anyagiitkrdtok, nikotinsav, kolesztiramin) nem
mutatnak preventiv hatast az AK kialakulasa szenjglodl (Jick és mtsai 2000).

Az epidemioldgiai adatok, és az AK koleszterin ésl@d hipotézisét aldtdmaszto direkt
és indirekt bizonyitékok ellenére a statinok AK-hartéré alkalmazaséval kapcsolatos klinikai
vizsgélatok eredményei nem hoztak atfogd sikerbled€ékonysagukat illéen (Scott és Laake
2001; Tokuda és mtsai 2001). A rendelkezésre alldraények szerint, annak ellenére, hogy a
24S koleszterol és a likvor BAP/tau protein hanygidkedved irdnyba maodositja a statin
kezelés, az AK Kklinikai tiineteiben nem figyeltekgrégdemi valtozast.

Arra, hogy a statin kezelés AK szempontjabol fomehanizmusidban mas, nem csak a
HMG-CoA-t gatld hatasuk szerepelhet Darvesh ésirf2884) mutattak ra. Kimutatték, hogy a
simvastatin és lovastatin olyan mértékben képesljahaz acetilkolin lebontaséért is fdisl
BChE enzimet, amely nagysagrendben megfelelt azkakelésében sikeresen hasznalt ChE

gatl6 molekuldk, pl. a galantamin terapias hatdsa8ajat vizsgalataink pedig arra mutattak ra,
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hogy a szérum triglicerid szintek és a szérum B@kitvitasa kozo6tt is van dsszefligg&alnan
és mtsai 2004a)b

1.2.5. A genomikai vizsgélatok jelaf#ege az Alzheimer-kér kutatasdban

A genomika a genomot alkoté gének egymassal ésrraydaettel vald kdlcsonhatasait
vizsgalé tudomany. A genomikai szemlélet és a gékmirkorszak sziletését 2003. aprilis Bd-t
szamitja a tudomanytorténet, mivel ezen a napemntették be a Human Genom Projekt sikerét,
azaz a teljes emberi genom szekvenalasat. A huedong tobb mint 10 milli6 SNP-t tartalmaz.
Mar tébb mint harminc éve ismert, hogy az SNP-kefes humén genomban szétszérva
helyezkednek el, és ezzel a genom hozzajuk kozelrészét jelolik is. Ezt a kvazi-jel®l
tulajdonsagukat hasznaljdk a kulonbobetegségekkel kapcsolatos gének felismerésében,
feltérképezésében ugy, hogy ha egy SNP és egyddgetdgzott kapcsolat mutathatd ki, akkor
feltételezik, hogy az SNP kozeli gének, vagy kotevetl az SNP maga szerepet jatszhat a zavar
kialakitasaban (Bunney és mtsai 2003; Mirnics €samR006). Ezért a neurodegenerativ
betegségekkel kapcsolatos kutatasok egyik igerofonélja az SNP-t hordoz6, vagy a kozel
rizikbgén megkeresése, feltérképezése (Wilson éaird004 Palotas és Kalman 2006Ma mar
tudjuk, hogy az SNP-k csoportokat, haplotipusoMaitaak, és az egyes csoportokat szerencsés
esetben akar egyetlen SNP felismerésével is azanokihet.

A genetikai jelled ikerkutatdsok adatai szerint az agyi betegségeaktaktarsadalmi
tehertétel 40%-a valésfileg genetikai hattérre vezethetissza és a koltségek tébbsége az
Osszetett, tdbbgénes betegségek és hatasok mnmgit/libhés Grow 2004).

Az egyes betegségspecifikus SNP-k felismerése nmigniosédi lehet az AK
patomechanizmusdnak megismerése szempontjaBélotds és Kalman 2006 Az AK
genetikajanak megismerésére iranyuld kezdeti kso&tarévén a klasszikus mendel
oroklésmenetet mutatdé AK-t okoz6 gének ismertik .nvdigel a monogénes AK formék csak az
esetek 2%-aért feledek, kéébb a joval gyakoribb, komplex genetikai hatdsokriz&kdgének
feltérképezésére teteltt a figyelem. Sajat vizsgalataink egyik célkiése is ezzel kapcsolatos
lett: az AK szempontjabodl rizikd SNP-nek ismert Bppolimorfizmus jellemzése kilonb®z
demenciakban és tarsuld korformakban, magyar poidian.

Genetikai vizsgalataink megkezdése Ota, a genotailtanikai €s ismereti féjtlésével az
0j cél, a human genom haplotipus térképének, ,HapMak és a betegségspecifikus haplotipus
térképeknek elkészitése lett a neurodegeneratiegdégek, igy az AK esetében is (The
International HapMap Consortium 2005). Ezekkel pmnddszerekkel, az izolalt SNP-k keresése
helyett, gyorsabban és egys#tdven lehet a betegségekkel kapcsolatos génekebsitam. Az
ilyen iranya kutatasok azért is fontosak, mert 8béget adhatnak a betegségcsoport tagjainak
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genotipus alapjan toérténcsoportositdsara, molekularis sdirjellemzésére. Tovabbd az AK
hatterében all6 genetikai sérilékenység jobb megise révén tisztazdédhatnak a genetikus és
epigenetikus koélcsbnhatasok is. Az etiolégiai ésoftgiai kérdések eldontése mellett az AK U,
komplex genetikaju betegségként vald értelmezédaitsddsa segithet a demencia spektrumba
tartozo betegségek Gj, genotipus szerint ,testbatt’ terapiainak kidolgozdsaban Rafotas és
Kalman 200§ Tobbek kozott ezért tarthatjuk fontosnak az Aketadminisztikus és

rizikbgénjeivel kapcsolatos kutatasokat.

1.2.6. A pszichofarmakonok hatasa az APP anyagdesed

A klérpromazint tébb mint 6tven éve kezdték alkatmapszichiatriai indikacioval, és
bevezetése forradalmasitotta a pszichofarmakoltgiamanyat. Azéta antipszichotikumokat,
antidepresszivumokat, anxiolitikumokat, hipnotiklkab és anesztetikumokat folyamatosan
hasznalnak a kulonbézeredet demencia szindromak, igy az AK-babferduld viselkedési és
affektiv tinetek kezelésére, bar a bizonyitékokapwd6 alkalmazas kritériumai nem teljestiinek
a legtdbb emlitett igskori indikacioban (Rajna és Tariska 2000; Tarid880a,b; Kovacs 2003).

A viselkedési és pszichés tlinetek igen gyakorialemencia szindromakban, pl. az AK
betegek 60-90%-anal fordulnakéelA Klinikai gyakorlatban, a demenciakhoz kapcsolod
pszichiatriai szindromakat tekintve, antipszichotiltokat alkalmaznak a delirium, pszichozis,
agitacio, agressziv viselkedés, és bizonyos esetelih affektiv betegségek esetében is, annak
ellenére, hogy ezek az indikacibk nem szerepelndkpusos és a legujabb atipusos szerek
indik4cios javaslataiban sem (Moretti és mtsai 20@hnek ellenére az ddek otthonaiban

elhelyezett személyek 25-30%-a szed antipszichotikat.

A helyzetet tovabb bonyolitjak az utdbbi 4-5 énidai vizsgalatainak megfigyelései arra
vonatkoz6an, hogy mind az atipusos, mind a tipastipszichotikumok névelik a mortalitast €s
a cerebrovaszkularis betegségek rizikgjat AK, aekeAK-VD betegek esetében (Schneider és
mtsai 2005). Tovabbi probléma, hogy ezeket a peficmakonokat a kulénbéz
neuropszichiatriai zavarokkal gondozott (nem demeetegek vilagszerte szedik évekig-
évtizedekig, annak ellenére, hogy nem, vagy alitjuly hogy ezek a vegyuletek milyen hatdssal
vannak az AK-ban lezajl6 neurodegenerativ folyamatizaz szedésik protektiv hatasu, vagy

éppen rizikbténye# jelent az AK kialakulasa, vagy éppen progresazizempontjabol.

Ha az AK amiloid hipotézisében gondolkodunk, ak&ar is el kell ismerniink, hogy nem
tudjuk, hogy ezek a vegyiletek hogyan befolyasofjakAPP anyagcseréjét. Az utdébbi években
néhany adat jelent meg arra vonatkozéan, hogy moferion és fenotiazin csoportba tartozé
antipszichotikumok proteaz aktivitds-modulalo hashss rendelkeznek, és igy szedésuk akar az

APP patogén poszt-transzlacios processzingjét dosithatja (Jarskog és mtsai 2006).
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Depressziés tunetek is gyakransfefdulhatnak az AK prodromalis ddzakaban, a
kognitiv deficit fokozott szubjektiv megélése sqr&@s a ké&sbbiekben a betegség enyhe-
kozépsulyos szakaszaiban (Rajna és Tariska 200@&k@a2000a,b; Kovacs 2003). Az affektiv
tinetek gyakorisaga AK-ban akar 40-70%-0s lehetylme szorongasos tinetek is tarsulhatnak
30-50%-0s gyakorisaggal (Burgut és mtsai 2006)k&iza szindromakat antidepresszivumok és
anxiolitikumok adagolasaval probaljdk enyhiteni AK-os betegek esetében. Hasonl6éan az
antipszichotikumokhoz, az antidepresszivumok ésodéinikumok hatdsat sem ismerjik az AK
patomechanizmusét iliéen. A szerotoninerg €s noradrenerg neurotranszidiiaskifejtett
stimuldldo hatasuk javithatja az AK kognitiv mneszs tineteit (Ownby és mtsai 2006).
Tovabba, az antidepressziv szerek bizonyitott nefikus hatasa kedvézehet az AK-ban zajlo
neurodegenerativ folyamat lassitasa, kezelése kazdgaban is, de a doktori értekezésemben
bemutatott vizsgalatokig nem rendelkeztiink adatblkka APP metabolizmuséara kifejtett
hatasukrol sem.

A legujabb genomikai modszerek, pl. a DNS lapkahtetdgia, EMSA, QRT-PCR
elterjedése lehéségeket adott szdmunkra a pszichofarmakonok hasksaikomplex
vizsgalatahoz a génkifejedés szabalyozasanak vizsgalataban. Ezeket a méklszetkalmazva
prébaltuk megvalaszolni az értekezés irodalmi aiték részében felvazolt problémakat.
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Nem érdemelsz bizalmat,
ha tdl sokat igérsz.
Ahol sok a kénnj ott sok a nehéz.
Ezért a bolcs
nem keruli a dolgok nehezét,
az eplkddés mégse veti szét
Lao-ce

2. Kutatasi célkitizések

1. Az n-3 zsirsavakban gazdag halolaj diéta hogyawlyfolja patkany agyi mikroerek
membranjainak zsirsav dsszetételét és arachidonstabolizmuséat?

2. Hogyan valtoztatja meg a magas koleszterin tartalidta az AP-1 és NdB transzkripcios
faktorok nikodését nyulak agyaban?

3. Hogyan hat a magas koleszterin tartalmu diéta e Aletabolizmusara apoB transzgenikus
egerek agyaban?

4. Hogyan hat a biglikdn és az apoB izolalt és kdzgwsesszioja transzgenikus egerekben az
APP agyi transzkripciojara?

Milyen az AK-os betegek trombocitainak membranditfisa és plazma MDA szintje?
Kimutathat6-e az apoD az AK-os betegek agyabanhasgen, jelenléte kapcsolatba
hozhat6-e a neurodegeneracio vagy az dregedésrfalgaal?

7. Milyen mértéki rizikotényesd az apoE génjének polimorfizmusa a magyar AK-oedmh
esetében? E4-es alléljanak oOroklése rizikbnak 6stike mas neuropszichiatriai
betegségekben (VD, expressziv beszétttégi zavar)?

8. Az apoE gén E4-es alléljanak oroklése befolyasmlpak-os betegek szelegilin kezelésének
kognitiv valtozit?

9. Befolyasolja-e az apoE gén E4-es alléljanak Og#kléAK-0s betegek kinurenin
metabolizmusét a vérben?

10. Hogyan befolyasolja az apoE gén promoter régidjad®1A/T polimorfizmusa az AK
rizikdjat? Kimutathaté-e interakcié az apoE géendsdalléljanak 6roklése és a gén promoter

11. Rizikbnak mirdsul-e a CYP46A1l enzim génjének T/C polimorfizmusanagyarorszagi
AK-0s betegek esetében? Kimutathaté-e interakcio appE gén E4-es allélja és a
24(S)hidroxildz gén C-allélja kozott?

12.Hogyan valtozik az AChE enzim aktivitasa AK-os lgetle vérsejtjeiben? Az AChE milyen
molekuléris formdéi fordulnak &l a veérsejtekben? Vannak-e AK specifikus eltérések
aradnyaikban? A BChE génjének K-allélja milyen gyakomagyar AK-o0s betegek esetében?
A BChE-K varians génjének hordozasa milyen kapt¢bala van az apoE gén E4-es
alléljanak oroklésével?
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13.Hogyan valtozik a szérum AChE és BChE enzimek @&sa Ilb tipusu hiperlipidémiaban?
Van-e kapcsolat az apoE gén E4 alléljanak 6roldése ChE enzimek aktivitasa kdzott?

14.Az oxidativ stressz milyen mértélés jelled DNS karosodast okoz kulonk®kord Down-
kéros személyek limfocitaiban?

15.Milyen mértékben fogékonyak az AK-os betegek linitfhic az UVB fény Kkivaltott
apoptotikus sejthalalra?

16.Milyen génexpresszids eltérések mutathatok ki azoskoetegek limfocitaiban?

17.Hogyan befolyasoljak az antidepressziv szerek gtz idegrendszeri génexpressziot
patkanyban?

18. Hogyan befolyasoljak az antidepressziv szerekRR Metabolizmusat patkany agyban?

19.Hogyan hat a szelektiv szerotonin Ujrafelvétel@éftalopram és a kombinalt noradrenerg
€s szerotoninerg hatasu mirtazapin AK betegek biitdmak génexpresszidjara?

20.Hogyan befolyasolja a kevert noradrenerg és szeimdog hatasa venlafaxin
antidepresszivum kezelés asdd pszeudodemens személyek limfocitdinak génexgiésss
mintazatat?

21.Hogyan befolyasoljak az antipszichotikumok a génessziot patkanyok agyaban?

22.Hogyan befolyasoljak az antipszichotikumok az AR anetabolizmusat patkanyokban?

23. Hogyan befolyasolja az addiktiv szerek kozil arBetiléndioximetamfetamin (MDMA) és
a morfin krénikus adagolasa az APP agyi anyagaseréj

24.Hogyan hatnak a benzodiazepinek az APP szintekkd&maagyban?

Modszertani 6sszefoglald
A kutatdsi modszerek Osszefoglald bemutatasa a diéldien talalhato.
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Nem azért figyelsz — mondta a Mester -, hogy feffedalamit, hanem azért hogy talalj valamit, ayazolja az elképzeléseidet.
Nem azért érvelsz, hogy rélelj az igazsagra, hahegy megvédd a sajat gondolataidat.
Anthony De Mello

3. A kutatasi eredmények értékdl ismertetése

Az eredmények ismertetése soran a doktori értekeadgagat képéz sajat
kozleményeket a tobbi irodalmi hivatkozastol vatinkyebb megkilonboztetés céljabddif)
betikkel emeltem ki. A hivatkozott sajat kdzleményedtdja kulon fejezetben talalhaté meg a
doktori értekezésben.

3.1. Az n-3 zsirsavakban gazdag halolaj diéta hogya befolydsolja patkany agyi
mikroerek membranjainak zsirsav 6sszetételét és achidonsav metabolizmusat?

A szenilis demenciat torténetileg az erek ,keméggeéde” vezették vissza (Hachinski
1990) és a VD-hoz hasonléan az AK etiopatogenegiséb kiemelkedlen fontos szerepet
tulajdonitanak a vaszkularis rizikoténgenek (Kalaria 2000, Atkinson 2001). Az AK
vaszkularis hipotézise szerint az agyi erek furkai@ra és strukturalis eltérései (vaszkularis
amiloid depozitumok) kovetkeztében kialakult mikés makro-ér eltérések agyi vérataramlasi
zavarokhoz, és az agyszOvet metabolikus krizisélezethetnek kovetkezményes neuron
pusztulassal és glia sejt aktivacioval (Nagy 20@3kerebrovaszkularis tényéz és az AK és
VD kozotti kapcsolatokat igazoljak az ,,Apaca” viddgt eredményei is (Snowdon és mtsai
1997) és sajat SNP vizsgalataink is (Janka és ra@fl). Kalaria (2003) ezért az AK és VD
kozotti kontinuum lehétségét veti fel, azaz olyan klinikai és neuropat@bdgzindromak
lancolatat, amelyekben a két betegség egydutt, abdz aranyokban fordul él

Az agyi mikroerek endotel sejtei és az ezeket kideldl gliasejtek alkotjak az agyba és
az agybdl kijutdé anyagok szdllitasa és immunfurikcitiatt kulonlegesnek tekintett
funkcionalis egységet, a VAG-at (Jo6 1986). Normalkoros korulmények kozott az agyi
mikrocirkulacié szabdlyozasdban a NO és a vazoakiurotranszmitterek mellett az
endotelidlis sejtek COX és LOX enzimjei altal tetmeazoaktiv prosztanoid szarmazékok is
fontos szerepet jatszanak (Gecse és mtsai 198HisiEkimtsai 2006). Mind AK-ban, mind VD-
ban kimutathaté a VAG tikddészavara is (Zlokovic 2005), ezért minden olpeavatkozas
(diéta, gydgyszerek), amely a VAGikddését, példaul a COX és LOX enzimeket befolyasolj
hatdssal lehet az AK és VD patomechanizmusara is.

A tengeri halak olajanakéfzsirsav komponensei az n-3 zsirsavak, azaz az ¢5Pa
DHA. A n-3 zsirsavak jotékony hatdsat az AK-val esglatosan is felvetették (Morris és mtsai
2003; Cao és mtsai 2005; Hashimoto és mtsai 20@8er és mtsai 2006). Pozitiv hatasukat

igazoltak a tanulasi és memoéria folyamatokra patkkban (Hashimoto és mtsai 2002), bar a
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human prospektiv vizsgalatok eredményei nefsitették meg ezeket a megfigyeléseket (Laurin
és mtsai 2003) és rovidtavu kisérletes alkalmazéeuk bizonyult hatékonynak AK-os betegek
esetében (Boston és mtsai 2004). Az Ujabb prospekitiemioldgiai vizsgalatok eredményei
azonban igazoljdk a korabbi pozitiv véleményeket aonatkozéan, hogy az n-3 zsirsavak
diétds hasznéalata kedvehatasu az AK és VD populacidkban, de csak a nevi dp4 allélt
hordozdk esetében (Huang és mtsai 2005).

A halolaj diéta & komponensének a DHA-nak neuroprotektiv hatasatanGss mtsai
(2004) hivtak fel a figyelmet az AK egér modellj@bés azéta ezt az eredményt masok is
megebsitették, mivel amiloid lerakddast csokk@&nhatdsat mutattak ki egy masik AK
modellben (Lim és mtsai 2005).

Az EPA-rél bizonyitottak, hogy a COX hatékony gitla trombocitakban és a periférias
endotel sejtekben. Az azonban nem volt ismert, hbgiplaj diétds adagolasa kisérletes
korilmények kozott hogyan befolydsolja az agyi d¢ebcsejtek zsirsav Osszetételét és
arachidonsav metabolizmusat. Ezért kisérleteink slakaszdban erre a kérdésre szerettiink

volna valaszt kapni.

1. tabl4zatA kulonbo# diétdkon tartott patkdnyok agyi mikroereinek zsir§sszetétele.

Zsirsav Kontrol Halolaj Napraforgd olaj
14:C 6.85+0.2¢ 6.14+0.3¢ 6.52+0.2¢
14:1 0.83+£0.1¢ 0.74+0.0¢ 0.70+£0.0¢
16:C 23.16+1.1¢ 22.16+ 1.4¢ 22.96+ 1.7¢
16:1r-9 0.8:+£0.0¢ 0.95+0.07 0.85+0.0¢
16:1r-7 1.32+£0.12 1.22+0.1C 1.3940.14
18:C 13.31+ 0.7z 13.87+0.8¢ 12.73+0.7¢
18:1r-9 17.8:+1.3¢ 16.3¢+1.12 18.11+0.81
18:2r-6 3.4€+0.2¢ 3.28+£0.27 3.9:+£0.22
20:C 1.2€+0.2¢ 1.0140.27 1.35+0.12
201 n9 1.0£+0.07 0.9:+£0.1Z 1.12+0.0¢
20:4r-6 14.7¢+2.1C 13.68+1.72 15.17+1.9C
20:5r-3 n.d. 0.80+0.07 n.d.
22:4r-6 1.5(+0.11 1.01+0.13* 1.5¢+0.0¢
22:5r1-6 0.7¢+£0.0¢ 0.4€+0.0%* 1.12+0.14
22:5r-3 0.51+£0.11 0.8¢+0.07* 0.44+0.0¢
22:6r-3 6.87+0.52Z 9.2¢ £ 0.65* 5.7:+£0.91
n-3 (6ssze) 7.1¢+0.8C 10.97+1.2¢ 7.31+£0.9¢
n-6 (6ssze) 20.31+£2.31 18.371+2.1¢ 21.72+ 2.5¢
n-3/n-6 0.34+ 0.0z 0.52+ 0.04** 0.32+0.07
n-3+ n-6 27.05+ 3.07 29.13+ 3.2¢ 28.89+ 1.61

A tdblazatban a zsirsavak szizalékos ardnyat tuktdel. Az adatok atlag +SEM-ben vannak
kifejezve. Minden mérési érték 7 allat 6sszevontaiiol lett kiszamitva. *0.05; ** p<0.02

Ahogy az 1. tablazatszemlélteti, méar rovid, 4 hetes halolaj diéta zgysifikansan

megemelte az n-3 zsirsavak mennyiségét (20:5; 2256) a KT és napraforgd olaj
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kezelésekhez viszonyitva a patkany agyi mikroenekb@gyelemre meéltd, hogy annak ellenére,
hogy az n-3/n-6 arany szignifikansan mégna halolaj kezelt allatok mikroereiben, a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak 6sszes mennyis&gevaltozott. Ez a megfigyelés arra utal,
hogy az agyi mikroerek membrénjainak zsirsav Oészlet rendkivil szoros metabolikus
kontroll alatt allhat, az n-3 és n-6 csoport mesége csak egymas rovasara valtozhat, és
0sszmennyiséguk a diétas kezelés altalunk alkalintmoanajaval nem befolydsolhaté. Ebben a
tekintetben az agyi mikroerek mas sejtekhez hasonliselkednek (Gibson és mtsai 1984).
Eredményeink szerint az n-3 zsirsavak kozil a DHdéalhatd meg legnagyobb
mennyiségben az agyi endotel sejtek membranjaliaim@n és mtsai 1992Ersl a zsirsavrol
tudjuk, hogy fontos szerepe van a sejtmembranolkditthsanak és permeabilitdsanak
fenntartasaban, mivel a membran integrans fehénigkokornyezetét alkotja (Glomset 2006).
Feltételezhét tehat, hogy a halolaj kezelés hatdsara megemedtked#n-6 arany is szerepet

jatszhat a kisérleteinkben megfigyelt arachidomsatabolit szint valtozasaib4®. tablazat).

2. téblazatA kilonbo# diétak hatasa a patkany agyi mikroerek arachidensatabolit 6sszetételére.

Kontrol % Halolaj % Napraforgd ola %
Osszes termék 22907 + 3973(100) | 11021 + 17477(100) 20104 + 2448 | (100)
6-keto PGF-1 803 + 56 3.5 566 + 92* 51 909 + 84 5 4.
PGF-2, 839 + 80 3.6 583 + 70* 5.8 770 £ 55 3.8
TXB-2 1011 +129 4.4 921 + 68 8.3 1176 147 5.8
PGD-2 966 + 152 4.2 939 +101 8.b 1271+ 54 6.3
PGE-2 703 + 84 3.0 542 + 83 5.0 858 + 91 4.2
HHT 1846 + 410 8.0 1072 + 247% 9.7 1554 + 334 .7
HPETE; HETE 16573 £ 3131 72.2 6399 + 1358*% 58.0 3526 + 2280 67.2
COX. 6334 + 689 27.6 4622 £ 4071 419 6578 + 351 732
LOX./COX. 2.50+0.30 1.33+0.16** 2.03+£0.30
vazokonstriktor/
vazodilatator arany 0.76 £ 0.04 0.78 £0.10 0.64 +0.05

Minden érték 8 mérés atlagdtSEM jelenti. Az adatokat dpm/10 perc/300mg nedggstomegben fejeztiik
ki és szazalélos aranyukat is bemutatja a tabl&pat0.05; **p<0.02

Figyelemre méltd, hogy a halolaj kezelt patkanyakraereiben kozel 50%-kal csokkent
az arachidonsav metabolitok mennyisége. Ez a ce@kkmind a COX, mind a LOX termékek
mennyiségére vonatkozott. A COX termékek kozul kitken a 6-keto PGFel PGF-21 és a
12-OH heptadekatetraénsav mennyisége csokkentgslenértékben, a PGD-2, PGE-2 és a
HHT mennyisége pedig nem valtozott. A halolaj diéliml okozott eltérésekkel sszevetve, a
napraforgd olaj kezelés nem valtoztatta meg senOX,Gem a LOX termékek arany&l. (
tablaza).

Az AK vonatkozasaban fontos megemliteniink hogy leduak vizsgalt COX és LOX
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metabolitoknak, prosztanoidoknak és oxidalt szaékaiknak az izoprosztanoknak vazoaktiv
hatasuk mellett (Bogatcheva és mtsai 2005), eggmto$abb szerepet tulajdonitanak a
neurodegenerativ folyamatok kialakitdsaban, diagi@gaban (Kriem és mtsai 2005) és
terapiadjaban (Patrignani és mtsai 2005, Firuzirésd® 2006).

Kisérletes adataink szerint a HHT mennyisége 42Ptddkkent a halolaj diéta hatasara.
A HHT-rél tudjuk, hogy gatolja a PGI-2 szintéziSadowitz és mtsai 1987) égiervazoaktiv
hatdsu prosztanoid szarmazék. A LOX termékek peuiigert, hogy fokozhatjak a vaszkularis
permeabilitast (Mayhan 2002). Adataink szerint emennyisége 60%-kal csokkent a halolaj
diéta hatasara kisérleti allatainkban.

Az is fontos megfigyelésiink, hogy egyik fajta d&tezelés sem valtoztatta meg sem a
vazokonstriktor, sem a vazodilatator hatasu aractsidv metabolitok aranyat. Eredményeink
megebsitik Moore és mtsai (1989), valamint Yerram és aintfl989) megfigyelését arra
vonatkozban, hogy az agyi mikroerek aranyaikatnteki tobb LOX, mint COX terméket
szintetizalnak.

Az irodalomban eBiként igazoltuk, hogy rovid, 4 hetes n-3 zsirsavlggzalolaj diétas
etetés megvaltoztatja feélh patkanyok agyi mikroereinek n-3/n-6 zsirsavaingnyat, és ez a
hatds befolydsolja az agyi endotel sejtek cikloexéy és lipoxigenaz termékeinek mennyiségét
és aranyait(Kalman és mtsai 1992 A halolaj diéta &ltalunk megfigyelt vazoaktiv resta
kapcsolatban lehetnek az n-3 zsirsavak ketduetasaival az AK patomechanizmuséban
szerepet jatsz6 folyamatokban és felhivjak a figgelterapias alkalmazasukdalyeire, de

egyben veszélyeire is.

3.2. Hogyan valtoztatia meg a magas koleszterin t@imu diéta az AP-1 és NkB
transzkripcios faktorok miikddését nyulak agyaban?

Az AK betegek vizsgalatabol és az AK Allatmodefigh vizsgalatabol szarmazo
eredmények egyre tobb bizonyitékot szolgaltatnala aronatkozéan, hogy a koleszterin
anyagcsere zavarai kozponti jelésddiek az AK-ban zajl6 neurodegenerativ folyamat
kialakulasanak rizikdja és patomechanizmusa szetj@tmh Ezért éllatetetéses kisérleteinket
folytatva, a koleszterin diétas hatasat kezdtlkvigbgalni a tovabbiakban olyan KIR-i
folyamatok esetében, amelyeket kiemeteu fontosnak itéltink meg az AK szempontjabdl.
Ide tartoztak a transzkripcios regulatorok KIR<iktidésére vonatkozo kisérleteitkdiman és
mtsai 200}

Az ateroszkler6zis nyul modelljét azért valasztotiisérleteinkhez, mert tébb adat
bizonyitotta, hogy a koleszterin diétan tartott lakuagyaban az AK-os beteghez hasonléan

extracellularis amiloid depozitumok ké&jmnek és rakddnak le (Sparks és mtsai 1995) és a
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mikroglia sejtek aktivalédnak (Streit és Kreutzb@@g7). Azt is igazoltak, hogy a koleszterin
diéta hatasara a neuronok fokozott apoE immunngiigt mutatnak (Sparks és mtsai 1995),
0szefuggésben az amiloid depozitumok megjelenésaweikroglia aktivaciojaval.

Osszefoglalva, mivel a Kkardiovaszkularis rizikotakk, mint példaul a magas
vérnyomas, koronaria betegség és az emelkedekolészterin szintek az AK rizikGténygiz
kozott is szerepelnekMcConathy és mtsai 1997tovdbba a koleszterin diétaval kisérletes
ateroszklerézist lehet kivaltani nyulakban a hunedbérésekhez hasonld elvaltozasokkal, az
ateroszklerozis rizikotény8k és az AK kapcsolata szempontjabdl is igéretesguaiati
lehetiséget nyujtott ez az allatmodell.

Vizsgalatainkat megétéen nem voltak adatok arra vonatkoz6an, hogy a magas
koleszterin tartalmd diéta hogyan befolyasolja @-1Aés az NkB transzkripcios faktorokn
vitro aktivitdsat a KIR-ben. Mindkét altalunk vizsgatanszkripcids faktorrdl ismert, hogy
immunoldgiai, gyulladadsos és apoptotikus sejth&dlamatok mediatorai (Schreck és mtsai
1992; Thanos és Maniatis 1995; Baldwin 19Q&Iman és mtsai 2000bTovabba, olyan, az AK
szempontjabdl fontos fehérjék génjeinek transzhdgpecegulatorai, mint az APP, apoE (Lahiri
€s mtsai 2004) és a COX-2 (Coyle és PuttfarckerB,1¥&an és mtsai 1995). MkOdésik
befolyasoldsa ezért fontos terapias célpont istleReéldaul az AK koleszterin terapigja
szempontjdbdl kiprobalt HMG-CoA reduktaz gatlo isiait aktivaljak ntikodésiket és

expressziojukat (Dichtl és mtsai 2003).

3. tAblazatA koleszterin diétan tartott nyulak vérplazma, éskortikalis koleszterin tartalma.

Kontroll Koleszterin kezelt
(n=5) (n=6)
M4j suly (g) 67 +11 94 +8
Plazma koleszterin mg/dl 5147 2342 +723
M4j koleszterin mg/g szovet 2.90t2 29.1 +3.8
Temporalis kortex koleszterin 13.9+1.00 15.5 41.85
ug/mg protein

Atlag + SD.? p<0.03;” p<0.0001;° p<0.0003
g

Eredményeink szerint a 10 hétig 1% koleszterinG® kdkuszolaj tartalmua diétan tartott
nyulak plazma és maj koleszterin szintjeit a diggan nagymeértékben megemelte, az
agykéregben azonban csak kismértékben, nem sk@mifimédon emelkedett mennyisédB8k
tablazat). Ez a megfigyelésiink mediti a mar ismert adatokat és sajat korébbi
megfigyeléseinket patkanyokon Kglman és mtsai 1992 az agy metabolikus
ellenalloképessegér lipidtartalmanak diétds modositasa vonatkozasaba

Adataink szerint az oxidalt lipidek mennyisége s#igans mértékben megit a
koleszterin kezelt allatok vérébed. tdblaza). A diének esetében kétszeres, a trienek esetében

haromszoros novekedést tapasztaltuk, a TBAR meégyipedig 0tszoroséréth
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4. tblazatAz oxidalt lipid szarmazékok mennyisége a kolészterelt és kontroll nyulak vérplazméjaban.

Kontroll Koleszterin kezelt
(n=5) (n=6)
Diének (nM/mL) 94 27 232 +135
Triének (NM/mL) 35 +14 103 455’
TBAR (nM/mL) 1.5+0.6 8.6 3.9

Atlag + SD.? <0.02;"” < 0.07;° < 0.002

5. tablazatAz oxiddlt lipid szarmazékok mennyisége a kolaszkerzelt és kontroll nyulak tempordlis agykéreg

mintaiban.
Kontroll Koleszterin kezelt
(n=5) (n=6)
Diének (nM/mg protein) 10.1+2.2 9.8 +2.8
Triének (NM/mg protein) 8.5+2.2 8.2 +3.0
TBAR(pM/mg protein) 807 +67 825 +285
Atlag + SD.

A vérplazmaban talalhato lipid oxidaciés termékelntgeinek emelkedésével szemben
ugyanezek a valtozok nem mutattak eltérést az aggkdintakban(5. tdblazat).A koleszterin
kezelt allatok agya tehat nem csak a lipid anyagcgésérletes modositasa, hanem a lipid
oxidacios termékek tekintetéberveen ellenallonak, stabilnak bizonyult. Ez a megdigglink
megebsiti Mooradian és mtsai (1995) adatait ugyanezenkisérletes allatmodellen.
Eredményeink arra utalnak, hogy a KIR kolesztesitigid anyagcseréje diétas hatasokkal nem,
vagy csak nagyon kis mértékben modosithatd, azadkinail szoros metabolikus kontroll alatt

7

all.
Ahogy a6. tabldzatbemutatja, az AP-1 nuklealis transzkripcios faktérel 60%-kal

kisebb kobdési aktivitdst mutatott az agykéreg nukledlis fghd&ivonataiban a koleszterin
diétan tartott nyulak agymintaiban a KT csoporékeivel 6sszehasonlitva. Ezzel szemben, a
masik altalunk vizsgalt nukledlis transzkripcioktéa, az NKB kotodési kapacitdsa nem

valtozott a koleszterin diétat koden.

6. tAbldzatAz AP-1 és az NMB transzkripcids faktorok kédési aktivitdsa koleszterin kezelt és kontroll alul
temporalis agykéreg nuklealis fehérje kivonat mbda.

Kontroll Koleszterin kezelt
(n=5) (n=6)
Nukledlis AP-1 (6nkényes 39.5+20.96 16.3 +7.18*
egységekben)
Nukledlis NKB (6nkényes 80.7 +3.7 80.1#4.1
egységekben)

Atlag + SD. *p<0.048

A magas szérum koleszterin szintek agyi hatdsgen keveset tudunk. A koleszterin
anyagcseréje genetikus-metabolikus kontroll ald#sakilonb6dképpen szabalyozott az egyes
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szervekben. Kisérleteink szolgaltattak as étsvivo adatokat a koleszterin diéta transzkripcios
szerepet jatszdé AP-1 komplex (Lahiri és Ge 2004rato-onkogének, vagy immediate-early
gének csoportjaba tartozé c-jun és c-fos homo-eésrdddimer egységeket is tartalmazza mas
faktorok: ATF-2, CREB stb. mellett. Ezeknek a koexglknek tobbek kdzott az oxidativ stressz
indukalt nekrotikus és apoptotikus sejthalal szgi@dsaban ismert a szerepuk (Xu és mtsai
1997; Zana és mtsai 2006a KIR-ben pedig az agyi iszkémia, kdvetkezménggserfizios
karosodas (Zwacka és mtsai 1998) és a gyulladasgeariatok bizonyitott mediatorai (Ahmad
és mtsai 1998). A kdzelmultban pedig BACE trangmkié reguladld hatasukat is igazoltdk
(Sambamurti és mtsai 2004).

Eredményeinkhez hasonldéan, Galter és mtsai (1993KRkent AP-1 kdtdési kapacitast
taldltak oxidativ stressz hatasara, de vitro korulmények kozott. Masok ellentétes
valtozasokrél, emelkedett AP-1 Kdtapacitasrol szamoltak be szdvettenyésztésedetaddven,
oxidativ stresszt kbvéen (Peng és mtsai 1995; Xu és mtsai 1997; Li éairhi@98). Az eltés
eredmeényeket a kulonb®kisérletes rendszerek, pl. az ditétigonukleotid probdk hasznalata
is okozhatja.

Erdekes modon, az altalunk vizsgalt masik tranpeids faktor, az NEB kotodési
aktivitdsa nem valtozott a koleszterin diéta hatsanyulak KIR-ében. Ez a megfigyelésiink a
két transzkripcios faktor elt€rszabalyozasi mechanizmusara utal. Eredményeinhdganioan,
eltérs AP-1 és NIkB aktivast igazoltak mas kisérletes rendszerekbekiiionb6d stresszorokat
alkalmazvajn vitro kdrilmények kozott mas székz (Sakurai és mtsai 1997; Zwacka és mtsai
1998). A miénkhez hasonléx vivomegfigyelés még nem volt ismeretes.

Az NFkB-rél tudjuk, hogy tobbek kozoétt az apoptdzis regulghén is szerepet jatszik,
és niikddése C& regulalt folyamat (Choi és mtsai 2006). Az is istnhogy aktivaciojat a BAP
és az AK patomechanizmusédban is szerepet jatszBadgsos folyamatok is kivalthatjak
(Valerio és mtsai 2006), ezérttikbdésének modulacidéja Uj AK ellenes farmakostratégi
(Collister és Albensi 2005). Az a megfigyeléstuinkgnaz NB aktivitds nem valtozik a magas
koleszterin diéta hatasara a nyulak KIR-ben, ataf hogy a koleszterin diéta nem valé$zin
hogy ezen a transzkripcios rendszeren keresztiikidjatasat.

Osszefoglalva, ef&ént az irodalomban, a koleszterin diéta diverg@fasasat mutattuk
ki két agyi transzkripcios faktor iffkodésére in vivo (Kdlman és mtsai 2001). Eredmékyei
szerint a KIR latszélagos lipid diétés rezisztejecéllenére, a magas koleszterin tartalmu diéta
szerepet jatsz0 AP-1 transzkripcios faktor aktsatagatolja, az NkB mikddésére azonban

nincsen hatassal.
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3.3. Hogyan hat a magas koleszterin tartalmu diéteaz APP metabolizmuséra apoB
transzgenikus egerek agyabah

A KIR koleszterin anyagcseréjének AK-val kapcsadasajatossagainak vizsgalatara
vizsgélati megkozelitést jelentett a transzgenifillstok létrehozasanak leldistge (Spires és
Hyman 2005;Bjelik és mtsai 2006a)b A genetikailag tervezett vektorok segitségével a
petesejtbe belltetett transzgén genomikus extra@ajepdranszkriptumanak fokozott termelése
olyan kisérletes paradigmék tervezésére ad debget, amelyek a természetben nem
fordulhatnak &, vagy jobban utanozhatjak az embereken megfidgetis jelenségeket.

Ennek megfelélen koleszterin etetéses kisérleteink kovetkezakaszaban olyan
génmanipulalt egereket hasznaltunk fel, amelyelataroszkler6zis patofiziolégiajanak egyes
sajatossagait modellaltdk.d26 kisérleteink gondolatmenetét folytatva, kdozvetleadiAPP gén
expresszidjat és a kulonkHzAPP izoformdk aranyat vizsgaltuk ezekben a kisgsle
rendszerekben.

Elssként az apoB gén belltetését valasztottijelk és mtsai 200§a mivel
expresszalédo fehérjéfdrtudjuk, hogy az apoE mellett a koleszterin legémabb periférias
széllitja és nem expresszalddik a KIR-ben, teledfitiset benniinket annak a kérdésnek a
vizsgalataban, hogy a periférian todémleszterin anyagcsere valtozasok hogyan nyilvéiul
meg, milyen hatassal vannak az AK-t &iitiR-i folyamatokra.

Emberben az apoB minden olyan lipoprotein komplex{L, idLDL, VLDL)
komponense, amely aterogén hatasu (Kim és Youn@)l9@lenléte mindig kimutathaté az
ateroszklerotikus plakkokban. Az apoB csaladba fobima is tartozik, ezek kdozil emberben az
apoB-48, és a kisérleteinkben vizsgalt apoB-108zaaterogén lipoprotein komplexek alagvet
komponensei. Egérben mas a helyzet, mivel ezetokllpoprotein profilja eltér az embetdt
hiszen esetiikben a legtbbb koleszterint a HDL isiga#ts tartalmazza. Az is fontos szempont,
hogy az egerek normal helyzetben védettek az aldevdzissal szemben, csak genetikai és
diétas kezeléssel lehet esetiikben kivaltani haseléiéseket (Breslow 1996). A kilonlkéoz
egértérzsek kozul a C57B6-ot talaltdk legfogékohyek a diétas ateroszklerozis kialakulasa
szempontjabdl (Jawien és mtsai 2004), ezért vadaktezt a torzset kisérleti paradigmankhoz.
E tdrzs apoB transzgenikus valtozata pedig kulomdsglamos az ateroszklerotikus jelenségek
rapid kialakulasara (Sanan és mtsai 1998).

Mivel human vonatkozasban az apoE mellett az apoBegdontosabb aterogén
koleszterint szallitd lipoprotein, tovabbé hasonléan az apoE-hez kimutathatdé a SzP-ban
(Namba és mtsai 1992), és vérszintjei is emelkekedz AK betegek esetében (Caramelli és
mtsai 1999), kisérleteinkben koleszterin diétatotaapoB transzgenikus és kontroll allatokat
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valasztottuk annak a kérdésnek a megvalaszolageb@klhogy ezek a periférias koleszterin
anyagcseréheiZ6do eltérések hogyan befolyasoljdk az AK szempontjdiaponti szerepet
jatszd APP gén transzkripcidjat és expresszidjaggban.

Eredményeink szerint a 17 hetes 2%-0s koleszteidtasl kezelés csak az apoB
transzgenikus egerek szérum koleszterin szintjeél® meg szelektiven, és az apoB transzgén

expresszidja bnmagaban nem hatott a kisérletollar lipid profiljara Bjelik és mtsai 2006a

O APP695

1,20 4 *
O APP770

1,00
0,80

0,60

0,40

APP izoforma/béta-aktin

0,20 -

0,00 ol

vad tipus HC vad tipus Tg (apoB+/+) HC Tg (apoB+/+)

8. &bra APP/B-aktin hanyadosok a kontroll (wild-type), huméan BgH00 transzgenikus (Tg /apbB) és
koleszterin diétan (HC) tartott egerek agyabanefedmények az optikai denzitdsok hanyadosai.

Atlag # SEM (n=5) *p<0.05.

Elssként sikerult igazolnunk, hogy a koleszterin diétéezelés 6nmagaban képes
megemelni az APP695 és APP770-es RNS izoformaljeitim nem transzgenikus (ezért
ateroszklerozis rezisztens) egerek agyatganabra). Ezt a megfigyelésiinket bizonyitéknak
tekintjuk arra vonatkozoan, hogy a vér (endogényvegogén okok miatt kialakult) magas
koleszterin tartalma direkt vagy indirekt moédon daktt APP transzkripciot és expressziot
eredményezhet az agyban, és a nagyobb mennyiségbeealt APP molekula igy nagyobb
lehetséget ad arra, hogy kéros poszt-transzlacidés pseicege révén BAP keletkezzen és

rakodjon le szenilis plakkok formajaban az AK beteggyaban.
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9. &bra A szolubilis (APPsol) és a membran kétott (APPmeiBP frakcidk optikai denzitas értékei a kontroll
(wild-type), huméan apoB-100 transzgenikus (Tg (dF9®s koleszterin diétan (HC) tartott egerek
agyaban. Atlagr SEM (n=5). A (*) KT csoporttal tortéhdsszehasonlitas viszonylatdbanmadz apoB

transzgenikus allatok viszonylatabanAd pedig koleszterin diétan tartott KT csoport visgataban
szamolt szignifikankiildnbségeket ( p<0.05) jelzi.

Erdekes médon, az apoB gén fokozott expresszidjmagaban, vagy a két hatas
(fokozott apoB expresszid €s magas koleszterimdigimbinalt formaban nem okozott tovabbi
valtozasokat az agyi APP mRNS izoformak mennyiségé®. abra),tehat a koleszterin és
apoB hatasa nem additiv jelleg=zt a megfigyelésiinket nem tudjuk magyaraznitibvadatok
hianya miatt. Az irodalomban ismert egyetienvitro kisérlet szerint a neuronok koleszterin
kezelése szoOvettenyészetben a telies APP RNS ns&géyi csokkentette (Galbete és mtsai
2000). Az AK iranyaban KIR-i vonatkozasban jobbamsgalt apoE esetében nem talaltak az
egyes alléloknak megfetedn kilonbségeket az egyes APP RNS forméak mennylsiziit AK
betegek agyaban (Johnston és mtsai 1996).

7. tablazatA koleszterin diéta hatasa a PKC és BACE szint@tkai denzitas, OD) kontroll (wild-type), human
apoB-100 transzgenikus (Tg /ap6B) és koleszterin diétan tartott egerek agyabataght SEM (n=>5).

Vad tipu: Tg (apoE™)
Vad kontroll Koleszterin Tg kontroll Koleszterin
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
PKC (OD) 159.8 +5.33 162.9+11.94 151.5+3.97 180.0 634.
Szolubilis frakcié
PKC (OD) 180.1+7.08 177.7+2.93 171.9 £ 6.47 180.0 +34.6
Membrén kotott frakcio
BACE (OD) 154.1+4.31 | 141.2+5.50 133.3 2.67 147.% 9.02

Kisérleteink masodik részében arra a kérdésre tinekevolna valaszt kapni, hogy a

koleszterin diéta és az apoB gén fokozott exprégsbinmagaban vagy kombinaciés formaban
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hogyan valtoztatjia meg az APP szubcelluléris |lakalidjat az agyban. Az APP izoformak
szolubilis és membran kotott frakcioit vizsgalvd tdaltuk (9. abra), hogy a membran kotott
APP izoformak aranya szelektiven megemelkedett raindT, mind az apoB transzgenikus
allatok agyaban a koleszterin kezelés hatasara, amigapoB gén fokozott expresszidja
onmagéban ellentétes hatdst mutatott, azaz csé@tteat membran kotott APP frakcié aranyat.
Erre tobbfajta magyarazat lehetséges. Mivel az ARdmbran integrdns protein, membréan
mikrokornyezetét (fiziko-kémiai tulajdonsdgok), itlp doménekben, raftokban valo
elhelyezkedését modosithatjak a koleszterin angagcsaltozasai, és ezéltal valtozhat a
szolubilis és membran koétott frakcidinak aranya. ékett APP-t normal esetben az (egyebek
kozott PKC regulalt) alfa szekretaz enzim hasigs, tobbségében szolubilis izoformak
keletkeznek a hasitas kovetkeztében (Weidemanrngses 1989). A szolubilis formak csdkkent
mennyisége tehat csokkent alfa-szekretdkddésre utalhat. Masrészt, a koleszterin anyagcsere
valtozasai médosithatjak az APP poszt-transzlapiaesszingjében részt evendszerek
miikodését is Kalman és Janka 200%aVizsgalataink harmadik szakasza ez utdbbi kérdés
megvalaszolasara iranyuf7. tablazat),és eredményeink szerint az APP poszt-transzlacios
processzingjében szerépfét enzim, a PKC és a BACE mennyiségét nem mdattsisem a
koleszterin-kezelés, sem az apoB gén fokozott egpi@a az egerek agyaban. Eredményeink
ellentmondanak Sidera és mtsai (2005) megfigyetdséakik pozitiv 6sszefliggést talaltak a
koleszterin szintek és a BACE expresszio kondtvitro korilmények kozoétt. A kulonbdz
kisérleti rendszerek is magyarazhatjak a kilonbsgige

Fontos megemliteniink, hogy a szolubilis APP izoftkmeuroprotektiv hatdsat mutattak
ki (Mattson és mtsai 1993). Ellba szempontbdl értékelve is magyarazhat6 a kaeszkaros
hatasa az agyra az AK folyamata szempontjabdlehiszedményeink szerint csokkentette ezek
mennyiségét az egerek agyaban. Az apoB izolalshahbl a szempontbdl éppen ellentétesnek
bizonyult. Az immunoblot kisérleteinkben az APPFdlerésére hasznalt ellenanyag nem adott
sajnos lehdiséget a neuroprotektiv és neurotoxikus szolubifP Aragmensek elkilonitésére,
ezeért eredményeinkb nem kovetkeztethetliink az altalunk vizsgalt folgaok neuroprotektiv,
vagy éppen toxikus jellegére.

Fontosnak tartjuk megemliteni, hogy a kisérleteamkkeirt agyi metabolikus eltéréseket
kozvetve is okozhatta mind a koleszterin diéta,chdim apoB molekula fokozott expresszidja az
endotel sejtek karosodasa, ateroszklerézis meftilamatok, a vér-agy gat karosodasa, és
szdmos mas indirekt folyamat révén.

Osszefoglalva, az irodalomban éként alkalmaztuk a human apoB transzgenikus egér
allatmodellt az agyi APP metabolizmus tanulmanyamagBjelik és mtsai 2006a). Korabbi

kisérleteinket kiterjesztve, Ujabb kisérletes ditadellt alkalmazva ésitettik meg éks
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megfigyeléseinket arra vonatkozoan, hogy a koleszeyagcsere periférias valtozasai hatnak
az KIR-i mikodésekre, modositjak az AK patomechanizmusabaepstejatsz6 biokémiai
folyamatokat. In vivo eredményeink arra utalnakgya koleszterin anyagcsere valtozasai
modositjak az agyi APP expressziot és a fehérjecsflularis lokalizaciojat. Ez a hatas nem
additiv jelledi a hiperkoleszterinémiaval. Kutatasi eredményeidriat az emlitett valtozasok
nem PKC és BACE mediélt folyamatok.

3.4. A biglikan és az apoB izolalt és kdzOs expreg§a transzgenikus egerekben hogyan
hat az APP agyi transzkripciojara?

Az ateroszklerdzist mind a VD, mind az AK rizikofakaként ismerjik NlcConathy és
mtsai 1997; Kalman és mtsai 199&omplex folyamatanak egyik elinditéja a kolesiter
gazdag lipoprotein molekuldk szubendotelialis feltezddasa (Olofsson é€s Boren 2005).
O’Brien és mtsai (2005) bebizonyitottdk, hogy tdblk&zott egy biglikan nel vaszkularis
extracellularis matrix (ECM) proteoglikdn molekutafelebs az aterogén lipoproteinek (apoB,
LDL) endotelidlis megkodteséeért. A két molekulacsopdlcsdénhatasa fiziko-kémiai termédget
hiszen a lipoprotein molekulak a glikézaminoglikésoportok negativ toltésszulfat és
karboxil csoportjaival léphetnek kodlcsbénhatasbao{€3lon és Boren 2005). Ez a megfigyelés
adta az oOtletet kisérleteink tovabbi szakaszahozelyen a biglikdnnak, mint aterogén
molekuldnak a szerepét vizsgaltuk a kordbbi Kkisgsle paradigmainkhoz hasonléan,
transzgenikus egerek agyanak APP transzkripciojgmekben a kisérleteinkben a human
biglikdn és az apoB izolalt és kombinalt hatasasgaltuk a kildnbdz APP mRNS izoformak

agyi szintjeire, de koleszterin etetés nélkdl.

8. tAblazatAz APP695 és APP770 mRNA szintek a kontroll és mubiwdikan transzgenikus /Tg (biglik&h)/,
valamint ketfs human apoB-100 és biglikan transzgenikus /TgR&pbiglikan™)/ egerek agykérgében

APP69! APP77(
oD % oD %
Kontroll 0.824.03 100 0.608.06 100
Transzgenikus (bigikan) 1.000.01* | 122* | 094001 157
Transzgenikus (apdB, biglikan™ 0.7940.01 96 0.768.02 127

OD: Optikai denzitas. Az elemszam minden csoportbatlag + SEM. A szazalék értékek a kontroll
csoport eredményeihez viszonyitva. *p<0.05.

Eredményeink szerint a biglikdn gént expresszanstzgenikus egerek agyaban mind az
APP695, mind az APP770 mRNS izoformak mennyiséggemelkedet{8. tablazat)de a 770-
es izoforma mennyisége nagyobb mértékben, kozeléisasresere dit. A ketids biglikan és
apoB transzgenikus allatok agykérgében azonban alzatdodott ez az eltérés.(tablaza}.
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Munkankkal el§ként szolgaltattunk Kkisérletes bizonyitékot arranatkozdéan, hogy egy
extracellularis méatrix molekula fokozott expresgitnegvaltoztatja az APP izoformak KIR-i
aranyat, és igy szerepe lehet mind az AK, mind apaibmechanizmusabaBjé€lik és mtsai
20068.

A proteoglikanok csoportjanak mas képwvigdll, a HSPG-r6l mar korabban
bizonyitottdk, hogy regulaljak az APP expressz&xthplefield és mtsai 2003). A lipoproteinek
endotelidlis megkotéséért feélsl ECM-ek szintén hatnak az APP biogenezisére és az
amiloidogén béta fragmensek kialakulasara (Bronfréanmtsai 1996). A HSPG-nak mas
szerepulk is ismert az AK patomechanizmusaban. Srowmtsai (1988) kimutatta jelenlétiket
mind a SzP-ban, mind az NFF-ban. Az is ismert, hagyAPP molekula legalabb négy HSPG
kotdhellyel rendelkezik (Clarris és mtsai 1997), valaimhogy a magas szulfattartalmu PG-ok
eldsegitik az APP amiloidogén hasitasat (Leveugle 8aim997). A biglikannal kapcsolatosan
azonban nem rendelkeztiink az APP vonatkozdsdban dgatokkal. Az egyetlen tény, ami
ismert volt, hogy ez az endotelialis sejtékézarmaz6 molekula kis affinitassal ugyan, de képe
a BAP megkotésére (Snow és mtsai 1995).

Az APP gén alternativ splicing-ja soran haromf&eP molekula keletkezhet. Nagység
szerint 770, 751 és 695-0s izoformakat ismerlnklygkenormal aranya a human agyban
potencialisan mindharom forma lehet amiloidogén.

Jelen eredményeink és az emlitett korabbi megfgpg arra utalnak, hogy az ECM
molekulak az amiloidogén iranyba modositjak az AR&abolizmust az agyban mar a mRNS
szintjén is, hiszen éfeg az APP770-es mRNS izoformak mennyiségét emeldgg. A
neuropatoldgiai vizsgalatok bizonyitottak, hogylsk#ven ennek az izoformanak a mennyisége
né meg az AK betegek agyaban is, a 695-6s izoformangisége pedig csokken (Rockenstein
és mtsai 1995). Kisérletinkben a huméan biglikdn gémalt expresszioja tehat az AK-hoz
hasonlé mRNS aranyokat hozott létre a transzgeragesek agyaban.

Az AK patomechanizmusanak jobb megértése és patendij terapias lehéségek
kidolgozasa szempontjabol lehet érdekes az a myadigiink, hogy a keis biglikan és apoB
transzgenikus egér esetében normalizalodott azaAlellemz 770/695 APP mRNS izoforma
hanyados. Ez az eredménylnk mégér korabbi kisérletiink adatait arra vonatkozdagy az
apoB transzgén expresszidja nincs hatassal a ABBIY mMRNS hanyadosrBjélik és mtsai
20069, tovabba arra utal, hogy az apoB expressziojé hatisu lehet az APP gén amiloidogén
splicing-ja szempontjabdl. Ennek a kérdésnek megealasdhoz azonban tovabbi kisérletek
szukségesek, melyek nem csak az RNS, hanem prhoszimgjén vizsgaljadk ezt a folyamatot.

Osszefoglalva kisérleteink eredményeit,dladat igazoltuk, hogy az ateroszklerdzis
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patomechanizmusédban kozponti szerepet jatsz6 plikéo és lipoprotein molekulak
expresszioja hat a KIR-i APP expressziora és smgica (Bjelik és mtsai 2006b). A human
biglikan, mint ECM, elsegiti az APP amiloidogén splicing-jat, mig az app@resszidéja nem
modositja ezt a folyamatot, vagy éppen protektithdia Eredményeink megsitik a
vaszkularis tényék szerepét az AK feltételezett patomechanizmusébzhba az AK és a VD

k6z6s mechanizmusaira hivjak fel a figyelmet.

3.5. Milyen az AK betegek trombocitdinak membran fluiditasa és plazma MDA szintje?

Zubenko és mtsai 1987-ben szamoltak be arrdl, hamyAK betegek trombocita
membranjai fiziko-kémiai tulajdonsagaikban, membrdloiditdsukban eltérnek a KT
személyekil. Ezt a megfigyelést mas munkacsoportok is megjeatték (Hicks és mtsai 1987;
Piletz és mtsai 1991; van Rensburg és mtsai 1982abba az AK betegek hippokampdlis
membran preparatumaiban is hasonl6 eltérésekaizédkmembran fluiditast talaltak (Zubenko
és mtsai 1986). A trombocita membranok fokozott im&m fluiditasat a korai kezdet
familiaris formak esetében talaltdk kifejezetteBon@ubenko és mtsai 1987), lehetséges
autoszom oroklésmenettel (Chakravarti és mtsai J1¥89az eltérés a korai demencia kezdet j6
prediktordnak bizonyult (Zubenko és mtsai 1988). sMszerék azonban nem tudtak
megebsiteni az eredményeket (Kukull és mtsai 1992). Azaiiloid hipotézise szempontjabol
az is fontos szempont, hogy a BAP és szarmazékarakcioba lépve a membranokkal,
onmagukban is képesek a fluidiast médositani, irgaidt okozhatnak (Eckert és mtsai 2005).

Vizsgalatainkban az emlitett székz megfigyeléseibl kiindulva léptink tovabb, és
haromféle membran jell parhuzamosan alkalmazva térképeztik fel az AKbesegek
trombocita membranjainak kulonhdzoltédi régidit Kalman és mtsai 1994 A DPH a
membranok hidrofob magjaban helyezkedik el, a TMRFHD a negativan toltétt membran
doméneket, régiokat (a membranok Betddala) jeloli, a DPH-PA pedig a pozitiv toltés
sejtfelszini domének fluiditas valtozasairél acdméciot.

Az AK trombocitak membran fluiditasat vizsgalva,bbd kérdésre szerettiink volna
valaszt kapni: 1. Reprodukalhatbéak-e a Zubenko mcsidport eredményei magyar sporadikus
AK-0s betegeket vizsgalva? 2. Van-e kulonbség aagfkus és pozitiv familiaris demencia
anamnézié betegek trombocitainak membran fluiditasaban? 8AK trombocita membranok
egyes, kulonbag toltédi doménjei kilonbdznek-e fluiditdsuk tekintetében?Adtrombocita
membranok fluiditasanak esetleges eltérései kapitsnlhozhatdk-e olyan lipid peroxidacios
paraméterrel, mint a plazma MDA szintje?

DPH fluoreszcens prébat alkalmazva, eredményeingerdsitik a korabbi vizsgalatok

adatait, azaz mind a pozitiv-, mind a negativ dsaddlamnézis AK-os betegek trombocita
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membranjai fluidabbaknak bizonyultak a membranokzék® rétegében, mint a KT
személyeké. A DPH-val mért membran fluiditds alapf@zonban nem lehetett a két AK
alcsoportot elkloniteni egymastol.

Az AK és KT trombocita membranok fluiditasi eredméit a9. tablazatfoglalja 6ssze.

9. tabldzatKontroll és Alzheimer-kéros betegek trombocita m@mlpreparatumainak fluoreszcens anizotrépia

értékei.
Alzheimer-kor a csaladi anamnézisben
Fluorescens festék Kontro]l Negat_|v csalac ] Pozm_v csalad N
(n=26 demencia anamnéz| demencia anamnéz
DPH 0.265+0.020 0.226+0.021* 0.238+0.016*
TMA-DPH 0.28810.024 0.292+0.026 0.295+0.019
DPH-PA 0.295+0.030 0.286+0.028 0.326+0.031*
*p<0,05

A membranok bets negativan toltott doménjeit jetHITMA-DPH-t alkalmazva nem
talaltunk kulonbségeket az egyes csoportok kd20kiils6, pozitivan toltott rétegek membran
fluiditAsa azonban szignifikAnsan cstkkent voltcsigk a pozitiv csalddi demencia anamnézissel
rendelked AK-o0s betegek esetében.

Mivel a membranok fluiditAsanak cstkkenését kompeeik peroxidacioja is okozhatja
(Dobretsov és mtsai 1977), méréseink masodik szdkas a vizsgalati személyek plazma
MDA szintjeit hataroztuk med10. tablazat).

10. tablazatPlazma malondialdehid (MDA) szintek a kontrollddzheimer-kéros betegek vérében.

Alzheimer-kor

Kontroll Negativ csalac Pozitiv csaladi demenc
(n=26) demencia anamnézis anamnézis
MDA (nM/ml) | 11.59+2.45 10.98+3.26 12.29+1.92

Az MDA szintek tekintetében nem talaltunk szigrdfits kiilonbségeket egyik vizsgalati
csoportban sem. Eredményeink arra utalnak, hogikazrombocitak membranjanak fluiditas
eltérései valoszieg kozvetlenil a membran komponensek fiziko-kéntidajdonsagainak
valtozasaira, nem pedig a plazma altalunk vizsgdibzbival vannak 6sszefliggésben.

Bér az itt bemutatott trombocita membran fluidithéréseink ota 13 év telt el, az ide
vonatkoz6 eredményeink az utdébbi évek AK kolesatetipotézisével kapcsolatos
megfigyeléseinek tikrében U] jeléseget nyertek. Az azota felhalmozodott ismeretaiakjan
a membranok fluiditas eltérései akar a KIR-ben,r akdrombocitak esetében, egyre tdébb, az
APP sejtmembranokhoz kotdtt metabolizmusaval éakazamiloid hipotézisével 6sszefligg

kozvetlen és kozvetett kapcsolatra utaln&lélhan és Janka 200haA trombocitakat tébb
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szempontbdl is az AK perifériAs modell rendszerételintjik: alfa granulumaikban nagy
mennyiségben taroljak, és aktivacidjuk soran falzisbaditjak az APP-t (Van Nostrand és mtsai
1990; Skovronsky és mtsai 2001). A kiulonboxPP izoformak kimutathatéak a trombocita
membranokban normél személyek és AK-os betegeléle=etis, és aranyaik valtozasa AK
specifikusnak bizonyult (Di Luca és mtsai 1998)ekXkivil, a trombocitak az APP poszt-
transzlacios processzingjéhez szikséges enzimedgeadifikus szekretdzokkal is rendelkeznek
(Colciaghi és mtsai 2004). Jans és mtsai (2006)gpkebizonyitottak, hogy az ateromaban
lerakddo trombocitak APP-t szabaditanak fel, m&l@AP is keletkezik, és a tobbi mediatorral
egyutt ezek az amiloidogén peptidek is részt vdsziae makrofagok iikddésének
szabalyozasaban, és az ateroszklerotikus plaklaikiiasaban. A trombocitak tehat egyrészt
az AK modell rendszerének is tekintlet masrészt a VD és AK kdzos patomechanizmusanak
szerepdi is.

Tovabba, a membran komponensek kozil a koleszéeignismert, hogy szerepet jatszik
a sejtmembranok fluiditasanak regulaciéjaban, lyékmlva az ide lokalizalod6 szignalizacios és
transzport folyamatokat (Simons és Ikonen 1997; €aumtsai 1999; Sing és mtsai 1999; Suzuki
2002). Ha a sejtmembréan koleszterin tartalma erdédkdokozodik rigiditasa (ezt tapasztaltuk
az AK trombocitdk membranjai esetében DPH-PA lohlkalmazva a betegek egy
alcsoportjanal), és csdokkenhet permeabilitdsa @ldékony molekuldk szamara. A koleszterin
részt vesz a sejtmembran kompartmentumok, a rafialakitdsaban is. A raftokban a
szfingolipid molekuldk szénhidrat lancai kdozé beéé#é koleszterin molekulak tomdritik a
membrant, rendezett folyadék fazisokat hozva ldiedolyasoljdk annak polaritasat és a
szignalizacios folyamatokat, médosithatjak a membnéegrans fehérjék pl. az APP molekula
és hasitd6 enzimjei, az alfa béta és gamma sze&ketfunkcionalis allapotéat, tkdodését
(Sankaram és Thompson 1990; Smart és mtsai 1999).

Ha a neuronalis membranok folyékony mozaik modadijé gondolkodunk, nem csak a
horizontalis, hanem a vertikalis kompartmentaliaga@, azaz a sejtmembranok rétegeinek
koleszterin tartalma is meghatéarozé jeteéigi lehet a membranokitkédése szempontjabol, és
az életkorral is valtozik. Fiatalkorban mind az €xmind az endoplazmatikus membran réteg
koleszterin tartalma alacsony az 6regedés sor&vlesterin egyre jobban az exoplazmatikus
oldalon halmozdédik fel, annak rigiditasat fokozeat(talaltuk a pozitiv csaladi anamnézisK
betegeink trombocitai esetében). Ha az AK amiloidotézisét vesszik alapul, kdnnyen
belathatjuk, hogy ez a folyamat a korabban emléetimpontok alapjan a BAP felhalmozddast
segiti eb.

A kisérleteinkben megfigyelt eltérések, azaz arsmjbranok fluiditdsanak valtozasa az

APP molekula poszt-transzlacidos processzingjébesztvéw enzimek nikddését is
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befolyasolhatja. A magas koleszterin szint és Kmnénye a rigidebb sejtmembran géatolhatja
az alfa szekretaz ithodését (Simons és mtsai 1998; Frears és mtsai F288bender és mtsai
2001). Masreészt a sejtmembranok fluiditdsanak foléza a koleszterin tartalmuk cstkkenése
révén gatolhatja az APP endocitézisét is, és igyaag/obb eséllyel bontddhat le a sejtmembran
alfa szekretazai révén (Racchi és mtsai 1997).

Osszefoglalva, a trombocita membranok kodépétegének fluiditds fokozodasat
mutattuk ki pozitiv és negativ demencia csaladimarézis magyar AK-os betegek esetében
(Kalmén és mtsai 1994), medgsitve a kordbbi adatokat. Eleént bizonyitottuk, hogy a pozitiv
demencia csaladi anamnézi8\K-os betegek trombocita membranjainak &iistege csokkent
fluiditasu. A vérplazma MDA szintjei (lipid pero&os metabolit) nem mutattak dsszefliggést a
membranok fizikai tulajdonsagainak valtozasavaledtnényeink magyarazhatjak az AK-os
betegek trombocidinak APP metabolizmus eltéréseit.

3.6. Kimutathat6-e az apoD az AK-os betegek agyaban, &s igen, jelenléte kapcsolatba
hozhat6-e a neurodegeneracié vagy az 6regedés fohataval?

A koleszterin transzportjaban az apoE mellett ni@gploteinek is részt vesznek. Az
apoD a HDL komplexumok részét képezi édHsdsban a reverz koleszterin transzportban van
szerepe, tehat a szovetékla majba szallit (McConathy és Alaupovic 1973, @97Az apoD
szerkezetileg eltér a tobbi lipoprotdihtezért a koleszterinen kivil tobbféle hidrofoblekula
széllitasara is képes, mint pl. az arachidonsdivulbin, szteroid hormonok (Drayna és mtsai
1986; Peitsch és Boguski 1990). Expresszidja altelda szervezetben, de kuléndsen a vérben,
és az endlben mutathaté ki nagy mennyiségben (Lea 1988; Balbimtsai 1990). Az agyban is
expresszalddik,6leg a gliasejtekben és a perivaszkularis ependéajtekben van jelen (Smith
és mtsai 1990). A fehérje KIR-i funkcidirél nagydteveset tudunk, de tobbek kozott
kapcsolatba hozzak a koleszterin tarolasi betefgsépe a Niemann-Pick betegség és a
spongiform enkefalopatiak feltételezett patomechansaval (Dandoy-Dron és mtsai 1998;
Suresh és mtsai 1998).

Az utébbi évek kutatasai szamos 0Osszefliggést igkza koleszterin anyagcsere
zavaraval jar6 Niemann-Pick betegség C variansazéAK kozott, hiszen az NPB-C-ben is
kialakulnak az agyi amiloid depozitumok a kolesirteéyrs az APP kdzos vezikularis transzport
zavara miatt (Jin és mtsai 2004alman és Janka 200haMivel az apoD-nek a koleszterin
transzportban és a neuronalis regeneracios folysdnan tulajdonitanak szerepet (Boyles és
mtsai 1990), ezért az AK szempontjabdl is fontdsete Az egyetlen korabbrél ismert adat
Terrisse és munkatérsaitol (1998) szarmazik, akilelkedett likvor és hippokampalis apoD
szinteket taldltak AK-ban, de az elvéltozas nent Wetegség specifikus, hiszen mas KIR-i

betegségekben is jelen volt pl. cerebrovaszkul&s motoneuron betegségekben és
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meningoenkefalitiszben. Az apoD szubcellularis ésllularis lokalizaciéjardl, az AK
neuropatoldgiai sajatossagaihoz valdé viszonyard@nban nem rendelkeztink adatokkal.
Morfoldgiai és biokémiai vizsgalatunk célja ezértagpoD KIR-i lokaliz&ciojanak feltérképezése
volt, kulonos tekintettel a normal dregedés és KadnatkozasairaKalman és mtsai 2000a

Immunoblot vizsgalatunk szerint az agymintak apebéfjéjének molekulasulya eltért a
tobbi szdvetmintaétol. Hg&ént igazoltuk, hogy a human agy egy 29 kD molekidial
izoformét tartalmaz, szemben a tobbi szovetben @&muszérum, likvor, erélciszta folyadék)
talalhatd 32 kD molekulasulyd izoformakk#&l0. &bra). A szemikvantitativ immunoblot
méréseink szerint az AK éso6sl KT betegek agymintainak apoD fehérje tartalma nem
kilonb6z6tt.

68k
4% _

33k |
28k — -
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10. abraAz apoD immunoblot a: human szérumban, b: agykémgh agyi ciszta folyadékban, d: likvorban,
e: emb ciszta folyadékban.

Immunhisztokémiai vizsgalatunk eredményei szerimoamdl, fiatal human agyban a
fehérallomany oligodendrocitai mutattak szérvanyoitoplazmatikus apoD fe&tlést, az
agykéreg neuronjai és asztrocitdi azonban nemoikik. Csak néhany gyengén taft sejt
volt kimutathaté a kortex granularis és piramis egétiben mindenfajta lokalizacios
preferenciatél fuggetlenil. A plexus choroideusaéperivaszkularis sejtek is csak gyengén
festodtek, az agyi erek endotel sejtjei pedig egyaltalém mutattak jelolést. A cerebellum
asztrocitdiban és oligodendroglidiban azonba¥s expoD pozitivitast talaltunk, de a kisagyi
neuronok, Purkinje-sejtek, és a granularis rétagamai nem mutattak immunopozitivitast a
fiatal KT személyek kisagyaban.

Az AK-os és ids KT személyek agyaban jelést variabilitdst taldltunk az
immunreaktivitds pozitivitasa és intenzitdsa, ato@dtt sejtek lokalizacidja és tipusa
tekintetében. A hét vizsgalt AK-os betéglharom esetében nem, vagy alig talaltunk pozitiv
festbdést, ezért a tervezett immunhisztokémiai kvardifiktol el kellett tekinteniink. A
kovetke®d tendencia-szérelvaltozasokat figyeltik meg azonban:

Az idés KT személyek agykérgében tobb volt az apoD imemktiv asztrocita és
neuron mint a fiatalokéban. Az apoD immunreaktivtraxitdk a kéreg fels rétegeiben, a

granuléris és molekularis rétegeknek megéelel helyezkedtek el. A fiatalokénal tobb volt a
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pozitiv festdédi sejt a fehérallomany oligodendrocitai esetében dlind az
oligodendroglidkban, mind az asztrocitdkban citpplatikus fesidést talaltunk, a nukleusz és a
sejtmembran nem jel@dott. A kortikélis neuronok koziléfeg a lipofuscin tartalmi sejtek
bizonyultak pozitiv festdédinek. Az axonok és az apikalis dendritek esetében tadéltunk
jelolést. Azokndl az AK-os személyeknél, akiknébBppozitivitast talaltunk, a fedtiés mertéke
erdsebb volt, mint az it KT személyek esetében. Az apoD immunopozitivitdis) mutatott
topoldgiai kapcsolatot sem a szenilis plakkokkak@snyezetikkel, sem az NFF-ok jelenlétével.
Az AK-0s betegek esetében a temporo-parietalisekben tobb apoD immunpozitiv asztroglia
és neurondlis sejtet talaltunk, mint a®dsdKT személyeknél, de az emlitett nagy egyéni
kulonbségek miatt az eredmények kvanifikalaséara veltriehetiség.

Immunhisztokémiai festéssel &kent igazoltuk, hogy az apoD kimutathatd a huméan
agyban. Eredményeink szeriiidg a gliasejtek, asztrocitak, oligodendrogliagefestdnek, a
neuronok esetében pedig a piramis és Purkinjeksggti®lodnek. Mindkét sejtcsoportra a
citoplazmatikus apoD festlés a jellemi Hasonld cellularis és szubcellularis lokalizaciét
mutattak ki mas specieszek esetében is (Smith éai m990; Provost és mtsai 1990, 1991;
Seguin és mtsai 1995). Eredményeink mégjitik a kordbbi adatokat arra vonatkozéan, hogy az
apoD a KIR-ben is termé&dik. Az in vitro adatok szerint az apoD-tlég a gliasejtek,
asztrocitadk termelik (Patel és mtsai 1995). MivebpoD a vérben is jelen van, ezért a VAG-on
atjutva is bekerlilhetne az agyba. Adataink szerinendotelialis és perivaszkularis sejtek nem
fesodtek, ezért ez a feltételezés kevéshé valdsitirets. Masik fontos megfigyelésiink, hogy
az agyi apoD molekulasulya eltér a mas szerveklhenépben talaltakétdl, sem tamasztja ala
KIR-i szarmazasanak hematogén eredetét. Bar ahétdéges, hogy a véilszarmazo apoD a
KIR-ben tovabbi poszt-transzlaciés modifikacion mégresztil, és igy alakul ki az &ltalunk
megfigyelt agy specifikus izoforma.

A nagy egyéni kulonbségek ellenére AK-os betedkkbzarmazd mintak nem
kvantifikalt, szubjektiv megitélésink szerinbsebben fesdtek mint az ids KT személyeké és
ez megeafsiti a Terrisse munkacsoport (1998) hippokampdlatait. Szemikvantitativ Western-
blot vizsgélatunk (az &k KT és AK-0s betegek tempordlis kortex agymint&sonlitottuk
0ssze) negativ eredménye valééidg a nagy inter-individudlis kildnbségekre veztthissza,
és 0sszhangban all Harr és mtsai (1996) negativreneyi génexpresszios vizsgalataival AK-o0s
betegek agymintéibol.

Az a megfigyelésiink, hogyéfeg a lipofuscin pozitiv kortikalis neuronok fédtek
apoD-vel, arra utal, hogy az apoD jelenléte nerAlizhanem inkdbb az éregedés specifikuma.
Az a tény pedig, hogy az apoD fokozott mértékbetathato ki az idsods és az AK-os betegek
agyaban, valamint mas KIR-i karosodassal jar6 folmkban, azt jelzi, hogy az apoE-hez
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hasonl6an ez a molekula is szerepet jatszik a nélisaregeneracidban. Ismert ligandjai alapjan
feltételezhetjik, hogy elsorban a pusztul6 sejtalkoté molekulak eltakaritaégzi.

Osszefoglalva, kisérleteink ék€nt szolgaltattak bizonyitékot arra vonatkozéagyhaz
apoD egy specifikus izoformdja forduldeh human agyban. Immunhisztokémiai médszerrel
elssként mutattuk ki, hogy a humén agyban mind a neakomind a gliasejtek tartalmazhatnak
apoD molekuldkat kis mennyiségben normél korulmékgeott, és nagyobb mennyiségben a
korral jaré agyi folyamatok részeként (Kalman ésanf000a). Vizsgélataink megsitették,
hogy az apoE-hez hasonldéan, ennek a lipoproteirekatdnak is szerepe lehet a neuronalis
degenerativ és regeneracios folyamatokban, de |ggnnem talaltuk specifikusnak az AK
neuropatoldgiaja szempontjabaol.

3.7. Milyen mértékii rizikbtényez6 az apoE génjének polimorfizmusa a magyar AK-os
betegek esetében? E4-es alléljanak 0Oroklése rizikdhk minésil-e mas
neuropszichiatriai betegségekben (VD, expressziv $dfejbdési zavar)?

Az apoE-nek a periférian tortékoleszterin szallitas mellett kozponti szerepe aafiR
lipid anyagcseréjének szabélyozdsabarK&nian és Janka 1996a; Kalman és Janka 2005a
Mahley és mtsai 2006a,b). Olyan specifikus idegsead hatasokkal rendelkezik tovabba, mint
az idegi nyulvdnyok novekedésénekiselgitése, a szinaptikus plaszticitas modulacidja,
neuroprotektiv hatds, részvétel a neuronalis jaiyitkarbantartasi folyamatokban, a BAP
eltakaritasanak &egitése és a tau protein fokozott foszforilacafagatlasa (Mahley és mtsai
2006a,b).

Molekularis biolégiai szempontbol az apoE egy polifrmolekula, melynek a normal
populacioban éforduld harom leggyakoribb allélja a kaukazusi pépibban elfordulasi
gyakorisag sorrendjében: apoE3 > apoE4 > apoE2idbBan és mtsai 1988, Hallman és mtsai
1991, Cséaszéar 1997). Az apoE allélok gyakorisadailanbdd emberfajtak kozott jelebs
kulonbségeket mutat (Davignon és mtsai 1988).

Az apoE gén E4-es alléljanak 6roklése egyedil ésKamas rizikbtényedivel kozbsen
befolyasolja a demencia szindrbma kezdeténdlpadtjat, progresszidjanak sebességét és
prognoézisat (Saunders és mtsai 1993; Strittmattemtsai 1993 Kalman és Janka 1996a;
Kéalman és Janka 2005a; Palotas és Kalman 208&) E4-es allél 6roklése rizikotényikent
szerepel mind a sporadikus, mind a familiaris AkKnfak kialakulasa szempontjabdl (Saunders
€s mtsai 1993; Strittmatter és mtsai 1993; Némstimtsai 1995), bar Lahiri és mtsai (2004)
jelentss etnikai kilonbségeket talaltak a rizikd nagysatiétéen, és annak a lelisegét is
felvetik, hogy nem minden etnikumban &l AK rizikbjanak. Az E4-es allél példaul

egészséges emberek esetében igen magas 30-37%abksrisgggal fordul él az afrikai
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(Sepehrnia és mtsai 1988) és Uj-guineai (Kambomtdai 1990) személyek kdzétt, mig mas
emberfajtak esetén (pl. maja indianok) gyakoriséa éri el a 10%-ot (Kamboh és mtsai 1991,
Schmitt és Estus 2004). Mivel a normal eurdpai pépd az apoE allél megoszlasa
szempontjabdl kilonésen heterogén (Hallman és mi€&il), ezért tartottuk fontosnak
meghatarozni a magyar AK-os betegek apoE polimonfgat. Az apoE és a demencidk
kapcsolatara iranyuld élsvizsgalatunk célja ezért a E4-es allél gyakorisagameghatarozasa
volt a magyar sporadikus tipusi AK populacié esmtéfkalman és mtsai 1996a,b, 1997
Eredményeinket &1. tAblazafoglalja 6ssze.

11. tAbldzatAz apoE allél frekvenciak megoszlasa a normal égtentroll valamint Alzheimer
kéros személyeknél.

apok allél tipus Normal kontroll Beteg kontroll Alzheimer demencia
(n=71) (n=60) (n=50)
E2 6% 10% 10%
E3 87% 81% 62%
E4 7% 9% 28%*

‘p < 0.001, *p < 0.02 Kruskal-Wallis proba. Az alléekvenciak az adott allél szazalékos gyakorisagat
tikrozik a homo- és heterozigéta esetékoetiulasat osszesitve.

Az apoE4 allél gyakorisagat szignifikdnsan nagyealbrialaltuk a magyar kés
sporadikus tipusu AK populacié esetében, mint amabrés beteg kontroll csoportokban.
Eredményeink 6sszhangban vannak a nemzetktzi ébliidrazai irodalmi adatokkal (Kamboh
1995; Németh és mtsai 1995), ahol adkég5 év feletti kezdéit AK esetében 24-47%-o0s E4
allél gyakorisagot irtak le.

Az egyes vizsgalatok eredményei kdzo6tti nagy kidégek részben a beteg bevalogatasi
szempontok kulénbségeéibadddhatnak, hiszen az AK klinikai diagno6zisa cgakszitiségi és
a neuropatoldgiai vizsgélatok adatai szerint mégpsderencsésebb esetben is csak 90%-0s
taldlati biztonsagu. Fontos megemliteniink, hogyenlb és mtsai (1994), Peacock és Fink
(1994), valamint Corder és mtsai (1994) tanulmédhean a koérbonctani vizsgalat alapjan
megedbsitett AK diagndzisu személyeknél az E4 allél gyadgot 40% korili értéknek talaltak.
Ez az érték joval magasabb, mint az altalunk mgakgrisagok.

Eredményeink megésitik Németh és mtsai (1995) korabbi hazai vizegakk adatait,
azaz a tobbi eurdpai kaukazusi népcsoportnak nmeddfapoE E4 allél gyakorisag jellemzi a
magyar, kééi kezdef, sporadikus AK betegeket (Kalman és mtsai 19968%y7).

A VD és az AK a két leggyakoribb demenciaforma, al&két betegség kapcsolata,
Osszefliggései alig tisztdzottak. Szamos nagy epodegai keresztmetszeti és
nyomonkdvetéses vizsgalat (Framingham, HonoluluiddzRotterdam) bizonyitotta, hogy a
cerebrovaszkularis betegségek névelik az AK riAk@yVhite és mtsai 2002; Tan és mtsai 2003;

Ott és Grace 1997) illetve, hogy a komorbiditasykkpri (Az apaca vizsgalat, Snowdon és
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mtsai 1996).

Az apoE, mint koleszterin szallit6 fehérje, funkb@ adoddan részt vesz a
kardiovaszkuléris betegségek patomechanizmusabéimagpfizmusa, az E4 allél 6roklése pedig
bizonyitott kardiovaszkularis mortalitasi rizikd ¢finan és mtsai 1997; Breteler és mtsai 1998).
Ezek alapjan joggal feltételezhetnénk, hogy az €4kl a VD rizikogénjeként is szerepel, de
az ide vonatkoz6 adatok nem megzgfiek és ellentmondasosak: olasz, spanyol és japan VD
populaciokban emelkedett E4 allél gyakorisagottetd Shimano és mtsai 1989; Pedro-Botet és
mtsai 1992; Noguchi és mtsai 1993; Frisoni és mi€84; Myers és mtsai 1996), mig
ugyanezen orszagok mas populaciéiban nem volt degadhatd ez az dsszefliggés (Kawamata
€s mtsai 1994; Sakoda és mtsai 1994; Scacchi & 1835).

Mivel az eurdpai népcsoportok k6zott az apoE palfimmusa nagyon eltér(Lahiri és
mtsai 2004), és magyar adatok sem ismertek kor&labk@ betegek apoE polimorfizmusat
illetéen, kovetke& vizsgalatunk célja egy VD alcsoport, a szubkoligk¥D betegek vizsgalata
volt (K&lman és mtsai 1998Eredményeinket &2. tabldzatmutatja be.

12. tablazatAz apoE genotipusok és frekvenciak megoszlassolargrvaszkularis demens személyeknél.

Kontroll Vaszkularis demencial
Genotipus (n=79) (n=34)
Gyakorisag %
2/2 - -
2/3 9 (11%) 1 (3%)
3/3 59 (75%) 21 (62%)
Ya 10 (13%) 9 (26%)
4/4 1 (1%) 1 (3%)
2/4 - 2 (6%)
Allél
E2 6% 5%
E3 87% 76%
E4 8% 19%*

Fisher teszt *p<0.03, (t=4.394)

Az irodalomban el&ként szamoltunk be arrdl, hogy az AK-hoz hasonl&anpkortikalis
VD-ban az E4-es allél szignifikAnsan gyakoribb, tm@ KT személyeknél a magyar
populaciobanKalméan és mtsai 1998A VD betegek E4-es allél gyakorisag tekintetébeldT
és az AK betegek értékei (28% sajat adataink dzdrintablazatkozott helyezkednek el.

Az apoE E4 alléljanak oroklése dnmagaban nem aiégsés nem szikséges téryez
sem az AK, sem a VD kialakulasadhoz, ezért kornyezemas genetikus hatasok interakcigjat
feltételezzik Palotas és Kalman 2006Azok a személyek, akik E4 allél hordozok, ésaaly
cerebrovaszkularis rizikb6faktorokkal rendelkeznekjint hiperlipidémia, ateroszklerozis,
cerebrovaszkularis és periférias érbetegség, adisbéahellitusz, nagyobb az esélyik a kognitiv
hanyatlasra, mint akik nem 0orokoltek E4-es allélggy nem rendelkeznek vaszkularis
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rizik6faktorokkal (Kalmijn és mtsai 1996; Haan éssai 1999;McConathy és mtsai 1997;
Kalman és mtsai 1999

E4 allél gyakorisagi eredményeink ellentmondandib thjabb irodalmi adatnak is (Catto
és mtsai 2000; Luthra és mtsai 2004). Ez azzal araghatd, hogy a VD igen heterogén
betegségcsoport, melybe szamos igen &lhdechanizmusu, klinikuma szindréma tartozik. A
Rotterdam vizsgélat adatai példaul felhivjdk adigynet arra, hogy az E4-es allél 6roklése a VD
rizikojanak tekinthet, de a stroke esetében mar nem mutathatd ki ezszefiiggés (Slooter és
mtsai 2004). Raadasul nemcsak az AK, hanem a VDeélese is lehetnek diagnosztikus
bizonytalansagok a modern agyi képalkot6 eljargsmhtossaga ellenére is. Az is ismert, hogy
jelentbs mérték atfedés fordul él az AK és a VD kozoétt, amely tovabb fokozhatja mikéi
diagnozis bizonytalanségat.

Masrészt, tobb tanulmany igazolta az E4-es alléklése, a kardiovaszkularis
rizikofaktorok (hipertonia, hiperglikémia) és azskori kognitiv hanyatlas kdzotti kapcsolatot
(Carmelli és mtsai 1998; Peila és mtsai 2001; Jakatsai 2002), és ezek a megfigyelések
megebsitik a kis elemszamu, de homogén betegcsoportgretvizsgalatunk eredményeit arra
vonatkozo6an, hogy az E4 allél 6roklése és a VD t#dapcsolat létezik.

Eredményeink értékét, megbizhatosdgat csokkentsa ddemszam, hiszen dsszesen 34
szubkortikalis vaszkularis demens beteget gendtipink. Azt is figyelembe kell venni, mint
kovetkeztetéseink ésségét korlatozo tényéz hogy a VD diagnozisa csak Klinikai jeliegolt,
neuroradiol6gai képalkotd vizsgalatok igen, de apatoldgiai vizsgalatok nem torténtek a
vizsgéalati személyeknél.

Az apoE molekula nem csak a neurodegenerativ liEgelgsszempontjabdl fontos,
hanem olyan KIR-i funkciok szabalyozdja, mint dddgs és tanulés, hiszen szerepét igazoltak a
neuronalis differencidlodasi folyamatokban és anaggikus plaszticitds fenntartadsaban is
(Mahley és mtsai 2006a,b).

Az expressziv beszédiéjliési zavar egy olyan gyermekpszichiatriai megbetége
amelyben a nyelvi kifejezési funkcidok szelektiiddgsi zavara, késése mutathatd ki. Ezekre a
gyermekekre jellentz hogy intellektudlis funkcidéik megtartottak, és gyo non-verbalis
intelligencidjuk &ltalaban jobbnak bizonyul, mint w®erbalis. A korkép etiologiaja,
patomechanizmusa nem ismert. Kialakulasaban a KIRwatd genetikai és epigenetikai
hatdsokat feltételeznek. Mivel az expressziv nysdwviarok az AK korai jelei kozé tartoznak és a
betegség kialakulasanak j0 prediktorai (Snowdomissi 1996), masrészt az expressziv nyelvi
zavarok hatterében idegrendszeridiégisi, érési és genetikus téngket feltételeznek, ezeért
apoE allél polimorfizmus vizsgalatainkat ilyen lggtsoportra is kiterjesztettikCgapo és mtsai

1999. Eredményeinket 43-14. tdblazatokoglaljak 6ssze.
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42 16 expressziv beszédféjlési zavart mutatdé és 406 fKT gyermek apoE

polimorfizmusat megvizsgalva, az egyes allélok gysagat illeben nem talaltunk
kulonbségeket a csoportok kozoétt. Az expresszilédépi zavart mutatdo gyerekek Kklinikai
jellemzit az apoE allélok szerint csoportositva szintém telaltunk szignifikans kilonbségeket
(14. tablazat).Tendencia-széreltérések mutatkoztak azonban arra vonatkozéagy ha E4
allél 6roklése fokozza a hajlamot a nyelvi deles késésére (Id. élsszavak és mondatok
megjelenése). Az E4 allélt hordozé expresszivédési zavarral rendelkéz gyerekek
alacsonyabb pontszdmot értek el tovabba a vizueptiwcés altalanos intelligencia tesztekben,

mint a non-verbalis képességekben (Raven teszt).

13. tabladzatApoE genotipusok és allél frekvencidk a kontrollegpressziv beszédéajesi zavarban szenwéd

gyermekeknél.
Expressziv
Sgggﬁpus K(th%o)” beszédfepidési zavar
(43 16)
2/2 - -
2/3 6 5
3/3 25 27
Ya 9 10
4/4 - -
2/4 - -
apoE allél % %
E2 8% 6%
E3 81% 82%
E4 11% 12%

14. tdblazatAz expresszibeszédfefldési zavarban szenwedyyermekek klinikai sajatossagai apoE alléltipusuk

fuggvényében.

Expressziv beszédféfési zavar

E2 E3 E4

(2 16) (27 1) (10 )
EEG eltérések &) 1 5 4
Elsb szavak(év) 1.5+0.6 2.0+0.5 2.4+0.5
Els6 mondatok(é) 1.9+0.3 2.320.6 2.30.7
DTVP(PcQ)=Frostig 80.0+2.8 74.1+8.6 92.9+8.4
Diagnosztikai Teszt
Bp-i Binet Teszt (1Q) 96.8+10.8 93.6+8.4 92.9+8.4
Raven Teszt (1Q) 103.548.7 104.7+13.( 107.6+11.7
DPT (%) 45.9+20.3 47.1+£14.9 50.1+13.9

DTVP= Developmental Test of Visual Perception (=$ihg Diagnosztikai Test)
DPT=Diszlexia Prognosztikai Teszt

Osszefoglalva, az irodalomban &tént szamoltunk be arrél, hogy az AK-hoz hasonléan,
szubkortikalis VD-ban az E4-es allél szignifikansgyakrabban fordul &, mint a KT
személyeknél a magyar populacioban (Kalman és nit98B). Eredményeink szerint nem
valoszinisithet kapcsolat az E4-allél 6roklése és a gyermekkopressziv fefldési zavar
kozott (Csapd és mtsai 1999).
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3.8. Az apoE gén E4-es alléljanak oroklése befoly@dm-e AK-os betegek szelegilin
kezelésének kognitiv valtozoit?

Az apoE gén E4-es alléljanak oroklése a kognitiesménnyel is kapcsolatba hozhat6
mind a demens betegek, mind nem demens személgk&idiu esetében (Bretsky és mtsai 2003;
Palotas és Kalman 2006Az izoforma dependens hatds a memoria funkciddikel$sorban
az epizodikus memoériaval kapcsolatosan érvényeBigtgky és mtsai 2003), és hasonld
eltéréseket mutattak ki apoE transzgenikus egesetéken is (Raber és mtsai 2000). Az E4 allél
kognitiv funkciokat modulal6 hatasa nem demens éhgknél felidézési feladatokban
bizonyitott (Small és mtsai 2000). A nem demensli&l hordozok gyorsabb memaoria romlasét
nyomonkdvetéses vizsgalatok igazoltdk (Caselli é&sain2004), és ez a deficit csdkkent agyi
glukozfelhasznalassal is jar (Small és mtsai 2000).

Szamos bizonyiték van arra vonatkozéan, hogy neak ag AK kezdetének idejét és
progressziojanak mértékét, hanem az AK-os betegyekakoterapiakra adott valaszkészségét is
moddosithatja apoE genotipusukad(man és Janka 1996a; Kalman és Janka 200Ba AChE
gatlé gyégyszerek elsképvisebje, a takrin esetében mutattak ki példaul ilyerdsaf{Poirier és
mtsai 1995; Rigaud és mtsai 2000). M&s, hasonladsbamolekulak, mint pl. a metrifonat és a
galantamin alkalmazasakor azonban nem volt igaubligen O0sszefliggés (Farlow és mtsai
1999; Raskind és mtsai 2000). A magyar fejlesztzelegilin (L-deprenil) esetében pedig nem
rendelkeztiink ilyen jellégadatokkal, holott ezt a monoamino oxidaz géatloyidgtet sikeresen
prébaltak ki és alkalmazzak az AK kezelésében (fanotsai 1997).

Az apoE gén polimorfizmusa és az AK 0sszefiiggéseigalo kisérleteink kévetkéz
részében ezért egy 48 hetes placebo kontrollalticantrikus vizsgalat részeként az E4-es allél
hordozésa, és az AK betegek szelegilin kezelésodt ddrapias valaszanak o6sszeflggéseit
vizsgaltuk eléként az irodalombark@iman és mtsai 2003

15. tablazatA szelegilin kezelt Alzheimer-kéros betegek denfiagiallemzi az apoE E4-es allélt hordozé és nem
hordoz6 személyeknél.

apoE4 allélt apoE4 allélt
nem hordozok hordozok
(n=26) (n=17)
Atlagéletkor +SD 70 +8.3 70 +8.2
Férfilné (f6) 5/21 6/11
Iskolazottsag: ()
- Altaldnos 10 (38%) 6 (35%)
-Kozépiskola vagy 16 (62%) 11 (65%)
magasabb végzettség
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Az apoE E4-es allélt hordozd és nem hordozé AKagdogtok semmilyen demografiai
valtoz6 tekintetében nem tértek el egymagid. tdblazat).A E4-es allélt hordoz6 AK-os
betegek aranyat (25%}1§. tablazat hasonlonak talaltuk, mint a korabbi vizsgalatasuk
(28%), egy masik magyar populacida{man és mtsai 1997

A szelegilin vizsgélat efglleges és masodlagos kimeneteli valtozdinak kezdiés és
utani pontértékeit vizsgalvd 1. tablazat nem talaltunk kilonbségeket az E4-es allélt hnddo
€s nem hordozd AK betegcsoportok kozott. Az E44eEt ehordozOk azonban, ha nem is
szignifikAnsan, de rosszabbul teljesitettek mind ARYAS-COG/11, mind a CGls és CGlc

skalakon.

16. tablazatA szelegilin kezelt Alzheimer-koros betegek apptotipus és allél frekvencia gyakorisagai.

apoE 2/2 2/3 3/3 3/4 4/4
genotipus

1 (2%) 2(5%) | 23(53%) 12 (28% 5 (129)
apoE allél E2 E3 E4

4 (5%) 60 (70%) 22 (25%

17. tAblazat A vizsgélt klinikai valtozok eltérései 48 hetedegibn kezelést kdvéen az apolipoprotein E4-es
allélt hordozé és nem hordozo Alzheimer-koros syekmgél.

apoE4 allélt nem .
hordozok apol%;l_rlc;r)dozok
(n=26) B

Kimeneteli Atlag SD Atlag SD p érték
valtozo

ADAS -3.0 13.80 -5.6 12.67 0.576
ADAS-Cog/11 2.9 10.66 4.8 8.68 0.441
MMSE 1.3 5.59 3.3 3.60 0.213
CGlc 0.2 111 -0.2 0.97 0.197
CGls -0.1 0.97 -0.4 1.33 0.205

Mann-Whitney U teszt

Eredményeink szerint, a szelegilin kezelés hatékaggt nem befolyasolta az AK
betegek apoE allél statusza. Vizsgalataink hasarEdményre vezettek, mint az AChE
gatlékkal végzett 6sszehasonlitd elemzések jgderdésze (Farlow. és mtsai 1999; Raskind és
mtsai 2000), azaz az AK szemeélyek terapias valaszatbefolyasolja apoE statuszuk.

A szelegilinél tudjuk, hogy csokkenti a szabadgyok termelést gumtsai 1996) és
oxidativ stressz esetén neuroprotektiv hatast @€iluz és mtsai 1996). Az apoE molekula
E4-es izoformdja pedig kevésbé veéd a szabad gydéésito hatasa ellen, mint a tobbi
izoformak (Miyata és Smith 199&ana és mtsai 2006Ezek alapjan azt vartuk volna, hogy a
E4-es allélt hordozd AK betegek jobban reagélnakedegilin kezelésre, mint az E2 és E3 allélt

hordozdk.
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Vizsgalatunk negativ eredménye ellenére is nemzetkdomanyos érték hiszen ez az
elss ilyen jelledi adat a szelegilin terapiaval kapcsolatosan. Negaiidményeink oka lehet a
relative kicsi esetszam, a rovid kezelédi, i@s a kimeneteli valtozdk természete. Egy évnél
hosszabb klinikai vizsgalatok is ismertek az AKdgetk szelegilin kezelésével kapcsolatosan
(Sano és mtsai 1997; Filip és Kolibas 1999), badményeik szerint a hosszabb kezelés sem
hozott nagyobb mértéljavulast a kognitiv tiinetek esetében. Eredményésknas AChE gatld
molekuldkkal végzett hasonlé vizsgalatok negatiederényei nem zarjdk ki annak a
lehethségét, hogy a szelegilin molekularis hatasaivakzéfegd mas kimeneteli valtozék
valasztdsa pl. a vér oxidativ paraméterei, neumsgraitter anyagcsere, amiloid lerakddas
mértéke stb. tekintetében nem talaltunk volna E4Hésflgg) terapias valaszkészséget.

Osszefoglalva, vizsgélatunk eredményei azt a nététeasztjak ala, hogy annak
ellenére, hogy az AK és egészséges kontroll szsné&lygnitiv mnesztikus teljesitményét
befolyasolja apoE genotipusuk, a jelenlegi AK fakatarapiak kozil a szelegilin hatasat nem
moduldlja az apoE genotipus ezekre a tlinetekrenfidlés mtsai 2003).

3.9. Befolyasolja-e Az apoE gén E4-es alléljanak dklése AK-os betegek kinurenin
metabolizmusat a vérben?

Az AK etioldgiai hipotézisei kozott excitotoxikuslngéletet is ismertiink, amely az
oxidativ stressz és a sejthalél hipotézisekhezdapdik legjobban (Lipton és Rosenberg 1994;
Ramassamy és mtsai 1999). Az AK glutamat hipotéziseint az excitatoros rendszer fokozott
miikodése neuronalis karosodast, sejthalalt okoztarsbglili kalcium ion szintek emelése és
szabadgyok karosodas révéen (Lipton és Rosenbergh).19® posztszinaptikus glutamét
receptorok ikbdése az LTP, és igy az AK klinikuma szempontjabééndkivil fontos, hiszen
ez a jelenség a tanulasi és emlékezési folyamaalkdd/ozasaban is szerepet jatszik (Shimizu
€s mtsai 2000).

Az excitatoros és gatld neurotranszmisszié szababk@ban a koleszterinnek fontos
regulalé szerepét mutatték ki (Sooksawate és Sirdsn@A01). Annak ellenére, hogy az apoE a
koleszterin metabolizmus fontos regulatora, alpdcifikus hatasat nem vizsgéaltak a kinurenin
anyagcsere vonatkozasaban.

A KINA az ionotréf glutamat, és az7 nikotin receptorok endogén antagonistaja
(Gramsbergen és mtsai 1997). Ez a neuroprotektasfianolekula a KAT | és KAT Il enzimek
révén szintetizalodik a KINd (Guidetti és mtsai 1997). AK-ban a kinurenin nhetizmus
tobbfajta zavarat ismerjik (Baran és mtsai 1999n&fi és mtsai 2000). AK-ban a likvor KINA
tartalma csokkent (Heyes és mtsai 1992), ugyanakkostridtumban emelkedett szintjeit
mutattak ki kompenzatoros mechanizmusokat feltétele(Baran és mtsai 1999). A vérben
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emelkedett TRP/KIN hanyadosrél szamoltak be AK @pekeesetében (Widner és mtsai 2000).

A neuroprotektiv metabolikus Ut mellett a kinureramyagcsere masik lehetséges
vonalan keletkaz termékekél (pl. 3HK) pedig bebizonyitottak, hogy oxidativestszt okoznak
és apoptozist indukalnak (Okuda és mtsai 1998).LANX 6l a kbzelmultban igazoltak, hogy
oxidativ stressz indukalé hatdsa révén neurotoxfidusllemin és Brew 2002). Mivel az apoE
molekularol ismert, hogy izoforma specifikusan rguotektiv €s antioxidans hatasu (Mahley és
mtsai 2006a,b), ezért vizsgalataink kovetkezzakaszaban a periférias (vér) kinurenin
metabolizmuséanak egyes eltéréseit vizsgaltuk megosKetegek plazmajaban és vvt-iben az
apoE polimorfizmussal 6sszefliggéshetartai és mtsai 2006 Eredményeinket 8. tablazat
és all. abrafoglalja 6ssze.

18. tablazatApoE allél frekvencidk a kontroll és Alheimer ldletegek csoportjaban.

4 Kontroll személyek| Alzheimer-kor
apoE allél (= 29) y (n=26)
E2 6 (10.3%) 2 (4%)
E3 45 (77.6%) 37 (72.5%)
E4 7 (12.1%) 12 (23.5%)

Korabbi megfigyeléseinkhez hasonléddalman és mtsai 1996a,b, 1997; McConathy és
mtsai 1997; K&lman és mtsai 200Bihasz és mtsai 20033, les azt ismételten megsitve az
E4 allél kdzel 24%-0s gyakorisaggal fordul elz AK betegek esetébd8. tablazat).A
vizsgélt kinurenin metabolitok és enzimek kozul eyl a KINA szintek szignifikans
csokkenése volt kimutathaté mind a vérplazmabamdna vvt-ben 11 abrg. A kinurenin
metabolizmus altalunk vizsgalt téngézmnem mutattak dssszefliggést a vizsgalt személgek é

csoportok életkoraval, nemével és az E4 allél @<iklel.

Plazma KAT | és KAT Il aktivitasok Vorosvértest KAT | és KAT I
aktivitasok
800
700
800

e 700
g 500 600
% B control 5 500
§ 400 k 8D = 400 B control
= 300 €
3 3 g AD
£ g 300

200 5 00

100 100

0 0 T
KAT | KAT Il KAT | KAT Il
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Plazma KYN és KYNA szintek Vorosvértest KYN és KYNA szintek
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11. abraPlazma és vorosvértest KAT | és KAT Il aktivitagdhl és KINA szintek.

A KIR-i és periférias kinurenin metabolizmus oOssogféseinek és markereinek
vizsgalata nem csak az AK, hanem mas neurodegéndmetiegségek szempontjabdl is nagy
jelentbsédi, de ennek ellenére igen kevés az ide vonatkozé MExéseink az irodalomban
elgsként mutattak be a neuroprotektiv hatasiu KINA méségének csdokkenését az AK betegek
vérplazmjaban és vvt-ibemddrtai és mtsai 2006 Ezidaig mas periférids AK vonatkozasu
KINA adattal nem rendelkeztiink. A kinurenin metabmius prekurzoranak, a triptofannak
szintjeit azonban tébb tanulmanyban is alacsonyted&itak az AK-os betegek vérében és
likvoraban (Tohgi és mtsai 1995; Widner és mtsdi®0 Heyes és mtsai (1992) AK betegek
likvoraban talaltak szintén csokkent KINA értékekst AK-o0s betegek agyabdl egyetlen mérés
ismert, és az sem specifikusan AK érintetiistegiletl, a striitumbdl szarmazik. Itt emelkedett
KINA szinteket talaltak (Baran és mtsai 1999). &xtaltozast kompenzatoros jeliegk tartjak,
mivel a QUIN szintek emelkedése mutathaté ki nedllisngyulladasos, és sejthalallal
kapcsolatos folyamatokban is (Smythe és mtsai 2003)

Mivel az AK-os betegek vérében a KAT | és KAT Ilzémek aktivitasdban nem
talaltunk eltéréseket, feltélezbiet hogy nem a KINA termelés zavara, hanem ink&bb
metabolizmusanak mas eltérései lehetnekdeddd az altalunk megfigyelt csbkkent plazma, és
vt KINA szintekért. Ennek a kérdésnek a megvaldszthoz azonban tovabbi vizsgélatok
szilkségesek.

A vvt-k esetében sem rendelkeztiink semmilyen karabattal a neuroprotektiv KINA
metabolikus Ut tekintetében. Masik megfigyelésiinket, a vvt-k csdkkent KINA szintjeit
sejtek energia termelésének kdrosodasa is okozA#tjpan (Serra és mtsai 1994; Rossi €s
mtsai 2002; Vina és mtsai 200Zana és mtsai 2006amely visszavezethieta BAP okozta
specifikus peroxidativ és metabolikus karosodas(Meattson 2002).

Eredményeinket Osszefoglalva a neuroprotektiv KidBkkent szintjeit mutattuk ki
elssként az irodalomban az AK-os betegek vérében ébeavt(Hartai és mtsai 2006). A KINA
szintek periférias eltérései a kinurenin metabaligravarat igazoljak AK-ban, amely fliggetlen
a betegek apoE statuszatol.
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3.10. Hogyan befolyasolja apoE gén promoter régiofek -491A/T polimorfizmusa az AK
rizikojat? Kimutathato-e interakcié az apoE gén E4des alléljanak oroklése és a gén
promoter régiéjanak polimorfizmusa k6zott?

Abbédl a posztulatumbdl kiindulva, hogy az AK gekatiag is egy heterogén betegség,

.....

V4

és a 491A/T (Taylor és mtsai 1987; Artiga és mi€#i8). Ez utdbbi, a 491A/T polimorfizmus
esetében, az A allél homozigotak a legkevesebb] @&admozigétak pedig a legtobb apoE-t
expresszalnak a gén dozisatél fgg, és ez a jelenség a vizsgalati személyek fargitian,
vérében is nyomon koévetliebpoE szint valtozasokat okoz (Roks és mtsai 26@2otas és
Kalman 2006) Az A allél ebfordulaséat elsként Bullido és mtsai (1998) talaltdk 6sszefliiggasbe
a sporadikus AK-ral, az apoE polimorfizmustol flteedl.

Mivel mind az apoE, mind promoterének 491A/T polifimmusa nagyfoku etnikai
variabilitdst mutat (Schmitt és Estus 2004), vits@génk kOvetke# szakaszaban az A allél
gyakorisagat vizsgaltuk meg a magyar AK &si&T populaciékbanJuhasz és mtsai 200ba
Eredményeinket 49-21. tablazatokoglaljak dssze.

19. tablazatApoE genotipus és allél frekvenciak az Alzheimenskés kontroll csoportokban.

apoE Kontroll Alzheimer-kor
genotipus* (n=53) (n=52)
2/2 - -

2/3 6 (12%) 3 (6%)
2/4 - _

3/3 41 (77%) 31 (61%)
3/4 5 (9%) 15 (28%)
4/4 1 (2%) 3 (6%)
apokE allél**

2 6 (6%) 3 (3%)
3 93 (87%) 80 (77%)
4 7 (7%) 21 (209§

*Kontroll vs. Alzheimer-kér p<0.039, Pearsgfitest

** Kontroll vs. Alzheimer-kér p<0.011

# Kontroll vs. Alzheimer-kor p<0.047, Fisher’'s exéest, OR=2.140; 95% CI (1.02, 4.48)

# Kontroll vs. Alzheimer-kér p<0.004, Fisher's exsest, OR=3.578; 95% CI (1.449, 8.834)
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20. tdblazatApoE promoter -491A/T genotipusok és allél frekidnaz Alzheimer-kéros és kontroll csoportokban.

Kontroll Alzheimer-kor
(n =53) (n =52)
n (%) (95% Cl) n (%) (95% CI)

apoE promoter genotipus*

AIA 31 (58%) | (45.1-70.7) 25 (48%) (35.1-61.3)

AIT 20 (38%) | (25.9-51.2] 23 (44%) (31.6-57.7)

TIT 2 (4%) (1.0-12.7)] 4 (8%) (3.0-18.2
apoE promoter allél**

A 82 (77%) | (68.5-84.3] 73(70%) (60.8-78.1)

T 24 (23%) | (15.7-31.5) 31 (30%) (21.9-39.p)

A 95%-0s konfidencia intervallumok (Cl) a Wilsoplké szerint.
* Kontroll vs. Alzheimer-kog2 = 1.509, d.f. =2, P = 0.47, egzakt P = 0.477
** Kontroll vs. Alzheimer-kor P = 0.273; Fisher t#OR = 0.689; 95% CI (0.371, 1.28)

Jelen vizsgalatunkban is szignifikAnsan emelkeétallél gyakorisagot (20%) talaltunk
a magyar AK betegeknél9. tablazat) Az apoE -491A/T polimorfizmus esetében azonban nem
volt kulénbség a beteg és kontroll populaciok ktizés az A allél 6roklése nem emelte meg
szignifikAnsan az AK rizikojatpe0.237; OR=0.689; 95% CI: 0.371, 1.28). A -491AAg8pus

azonban szignifikAnsan gyakoribbnak bizonyult (288 és 6% KT) az E4 allélt hordozé AK
betegekné(21. tablazat).

21. tabldzat ApoE promoter -491A/A genotipus gyakorisagi megeazhz apoE4 allélt hordozé és nem hordoz6
Alzheimer-koros és kontroll személyeknél (oddsddogok és 95%-0s konfidencia intervallumok).

Kontroll Alzheimer-kor OR (95% ClI) p OR (95% CI)* p*

Eletkor % % 1.043 (0.99 — 1.10) 0.131
Nem (férfi) 23 434 | 16 30.7 0.510 (0.20, 1.27) 149.
apoE4 +, A/A+ 3 57 12 23.1 referencia Referencia
apoE4 -, A/A+ 28 52.8 | 13 25.0 8.615 (2.07-35.86) | 008. | 8.963 (2.10 —8.35) 0.003
apoE4 +, A/A- 3 5.7 6 11.5 2.0 (0.31-13.06) 0.469.222 (0.33 — 5.06) 0.414
apoE4 -, A/A- 19 358| 21 40.4 3.619 (0.88-14.81) | 07@. | 4.156 (0.98 — 17.61) 0.058

53 52 100.0

*Logisztikus regresszié a nemre és az életkorratkarzoan.

Az irodalomban elként vizsgaltuk az apoE promoterének -491A/T poltiimmusat
AK-0s betegek esetében a magyar populaciéban. Emghink szerint az apoE promoter
polimorfizmus 6dnmagéaban nem tekinthaizikbnak az AK vonatkozdsaban, hasonléan mas
eurdpai (holland, spanyol és francia) (Zurutuzanésai 2000; Alvarez-Arcaya és mtsai 2001;
Roks és mtsai 2002), tovabba amerikai és azsiduetiokhoz (Perry és mtsai 2001; Thome és
mtsai 1999; Chen és mtsai 1999).

A finn és a magyar etnikumot ugyanabba a csopatbaljak a normal populaciék apoE
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alléljainak megoszlasat iliéen (Hallman és mtsai 1991). Eredményeink arra akalhogy ez a
hasonlésagi megfigyelés igaz az apoE promoter -AR1polimorfizmusara is, hiszen a
finneknél sem talaltak AK specifikus -491A/T apomoter polimorfizmus rizikdt (Helisalmi
és mtsai 1999). Tovabba, a magyar népcsoport esetEb AA genotipus gyakorisagot még
alacsonyabbnak talaltuk, mint a finnek esetébendraz AK (49%vs. 87%), mind a KT (58%
vs.71%) populdcidokban (az emlitési sorrendnek megfetg!

Osszefoglalva, a nemzetkozi irodalombaledat szamoltunk be a magyar KT és AK
populacié apoE promoter gén -491A/T polimorfizmadagyakorisagi megoszlasardl (Juhasz
€s mtsai 2005a). Eredményeink szerint ez az SNRetemh 6nallé rizikdt az AK szempontjabal,
de az A allél kozos #fbrdulasa az apoE gén E4-es alléljaval kapcsoledelkedett AK rizikot
hordoz.

3.11. Rizikbnak mingsil-e a CYP46Al1 enzim génjének T/C polimorfizmusa a
magyarorszagi AK-os betegek esetében? Kimutathatoieterakcié az apoE gén E4-
es allélja és a 24(S)hidroxilaz gén C-allélja koztr

Ahogy az altalanos bevesetrész koleszterin metabolizmust targyald fejezatélse
emlitettem, az agy kulénleges helyzetben van ktdeszmetabolizmusa szempontjabol, hiszen
sajat magat latja el transzport hianyabde, novoszintézisével Kalman és Janka 200haa
molekula eltdvolitasa azonban mar a vér-agy gatresztul, vizoldékony formaban torténik
(Bjorkhem és mtsai 1997). A vizoldékony 24(S)hidsaterol szintézisét a KIR specifikus 24-
hidroxilaz enzim (CYP46A1) végzi (Bjorkhem és mt&808). Az agybdl a vérkeringésbe jutod
24(S)hidroxiszterol pedig a maj X-receptorain ketélsszabalyozza a lipid metabolizmusért
felelos gének expresszidjat (Bretillon és mtsai 2000).

Az AK-ban kimutathaté csokkent agyi CYP46A1 akthgita membranok koleszterin
tartalmanak emelkedéséhez, és az APP-nek a kolesziezdag lipid raftokban tortén
athelyeddéséhez vezet. Igy a feltételek inkdbb az APP adoitgén metabolikus Utjanak
kedveznek, amely kdvetkezményes BAP felhalmozédasieaethet (Simons és mtsai 2001;
Wolozin 2003). Az AK-ban megfigyelt cstékkent CYP4BAktivitast az enzim 2-es intronjanak
T/C polimorfizmusa is magyarazhatja, mivel a Ciali@roklsk esetében az enzim kisebb
aktivitassal nmikodik (Wolozin 2003). Ennek megfetein a C-allélt hordoz6 AK betegek
agyaban tdébb amiloidot mutattak ki, és likvor BAR/t hanyadosuk is csdkkent
(Papassotiropoulos és mtsai 20B2a|otas és Kalman 2006

Az AK-0s betegek koleszterin metabolizmusaval figlad vizsgalataink kovetkéz
szakaszaban ezért a magyar AK-0os betegek CYP46AA 8és intronjanak T/C
polimorfizmusét vizsgéltuk meg az AK rizikéja szesnjabdl Juhdsz és mtsai 200bkArra a
kérdésre is valaszt szerettiink volna kapni, hogyevanterakcié az apoE gén E4 allélja és a
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24(S)hidroxildz génjének C-allélja kozott?

22. tabldzatApoE genotipusok és allél frekvenciak Alzheimerafieidban és i kontroll személyek esetében.

*apoE Kontroll Alzheimer-kor
genotipus (n=102) (n =125)
2/2 - 1 (0.8% {0.004-5.0})
2/3 14 (13.7%{7.9-223)) |10 (8% {4.1-14.6})
2/4 - 1 (0.8% {0.004-5.0})
3/3 69 (67.6% {57.5-76.4}) |66 (52.8%{43.7-61.7})
3/4 15 (14.7% {8.73-23.4}) (37 (29.6% {21.9-38.5})
4/4 4 (3.9% {1.26-10.3}) 10 (8% {4.1-14.6})
Allél**
2 14 (6.9% {3.9-11.5)) 13 (5.2% {2.9-8.9})
3 167 (81.9% {75.7-86.6})[179 (71.% {65.5-77.0})
4 23 (11.3% {7.4-16.6}) 58 (23.96 {18.2-29.0})

A zéréjelben le§ adatok %-0s gyakorisagot és konfidencia intenrabidat jelentenek
(%, {95% CI Wilson képlet szerint}).

* Kontroll vs. Alzheimer-kér, Pearsgyf=12.409, df=5, p = 0.03, egzakt teszt p=0.015
=+ Kontroll vs. Alzheimer-kér, Pearsoxf=11.029, df=2, p = 0.004

23. tAbldzalCYP46A1 genotipusok és allél frekvencidk Alzhettearenciaban ésdd kontroll személyek esetében.

*CYP46A1 T/C Kontroll Alzheimer-kor
genotipus (n=102) (n =125)
TIT 50 (49% {39.5-58.6}) 54 (43.2% {34.8-51.9}
T/C 49 (48% {38.5-57.6}) 66 (52.8% {44.1-61.3}
Cci/C 3 (3% {1.0-8.2}) 5 (4% {1.7-9.0})
Allél**
T 149 (73% {65.5-78.6}) | 174 (70% {63.6-74.9})
C 55 (27% {21.3-33.4}) 76 (30% {25.0-36.3})

A zéardjelben le§ adatok %-os gyakorisagot és konfidencia intervabiat jelentenek (%,

{95% CI Wilson képlet szerint}).

* Kontroll vs. Alzheimer-kor, Pearsgy2=0.845, df=2, p = 0.655, egzakt teszt p = 0.712

** Kontroll vs. Alzheimer-kér, Pearso2=0.647, df=1, p = 0.421, exakt teszt p = 0.466,
OR=0.845; 95% CI (0.561, 1.274)

24. tabldzatA CYP46 gén C-alléljanak és az apoE gén E4-egailk interakcidja Alzheimer demencidban és
idds kontroll személyek esetében.

apoE E4 CYP46 C| Kontroll | Alzheimer-kor OR (95% CI) p
allél allél n (%) n (%)

- - 40 (39.2) 28 (22.4) referencia

- + 43 (42.2) 49 (39.2) 1.628 (0.864-3.066) 0.131
+ - 10 (9.8) 26 (20.8) 3.714 (1.549-8.908) 0.003
+ + 9 (8.8) 22 (17.6) 3.492 (1.401-8.707)  0.007

OR odds hanyadosok és Cl, konfidencia intervallumok
¥=13.176, df=3, p=0.004
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Eredményeinket a22-24. tablazatokfoglaljak Ossze. Edfként szamoltunk be a
CYP46A1 gén 2-es intron T/C polimorfizmusanak gy#dygi megoszlasardl a magyar AK és
KT populaciok esetében. A C-allél 27%-0s gyakoggsddordult eb a KT személyeknél2@.
tabldza). Ez az diforduldsi gyakorisdg hasonlonak bizonyult mas eardgkaukazusi
populaciok megfelél értékeihez (spanyolok 21%; francidak 30%) (Comlmrés mtsai 2004,
Kabbara és mtsai 2004). A német (51%) és kauké&musirikai (37%) etnikumok esetében a
magyarnal magasabb értékeket talaltak azonban dKas mtsai 2002; Desai és mtsai 2002).
Vizsgalatunk adatai szerint a magyar AK-os betegkln 24(S)hidroxilaz gén C-alléljanak
oroklése nem missll demencia rizikbnak, akar 6nmagéaban vizsgalkdr az apoE gén E4
alléljaval kdozosen A3-24. tdbldzatok Eredményeink megésitik mas etnikumokon végzett
hasonl6 vizsgalatok negativ kimenétddovetkeztetéseit (Desai és mtsai 2002; Chalmers és
mtsai 2004; Ingelsson és mtsai 2004; Kabarra ésin®604). Hasonlban mas AK-val
kapcsolatos potencidlis rizikd polimorfizmus viziegakhoz, a CYP46A1 gén 2-es intronjanak
T/C allél polimorfizmusa esetében is ellentmondéalkadatok, hiszen tobb pozitiv eredményt is
kozoltek (Kolsch és mtsai 2002; Borroni €és mtsd@l&@ohansson és mtsai 2004; Wang és mtsai
2004). A kulénbségeket ebben az esetben is etrdlsaimetodologiai (betegbevéalasztas
kritériumai, pontossaga, a klinikai diagnozis neatologiai megédisitése) eltérések okozhatjak.
A negativ eredmérily vizsgalatok pontossaga mellett sz6l, hogy ezekikéetis eseteben
neuropatoldgia is meggsitette az AK diagnézisat (Chalmers és mtsai 20igklsson és mtsai
2004), tovabbi kett pedig igen nagy létszamu betegcsoportot vizsd#iséi és mtsai 2002;
Kabbara és mtsai 2004).

Elssként szamoltunk be az irodalomban a CYP46Al gés idteon T/C alléljainak
elsfordulasi gyakorisagairél a magyar KT és AK popudkban (Juhasz és mtsai 2005).
Eredményeink szerint a C-allél 6roklése sem onmagakem az apoE E4-alléllal k6zosen nem
valtoztatja meg az AK rizikojat
3.12. Hogyan valtozik az AChE enzim aktivitasa AK-e betegek vérsejtjeiben? Az AChE

milyen molekularis formai fordulnak elé a vérsejtekben? Vannak-e AK specifikus

eltérések aranyaikban? A BChE génjének K-allélja mien gyakori a magyar AK-0s

betegek esetében? A BChE-K varians génjének hordosz milyen kapcsolatban van
az apoE gén E4-es alléljanak 6roklésével?

Az AK kolinerg hipotézise szerint a bazali$adyi kolinerg neuronok tobbfajta okra
visszavezethét elégtelen rikddése és pusztulasa azédleges feléls a demencia szindroma
kognitiv tlneteinek kialakulaséért. Az acetilkobainaptikus lebontasat két enzim végzi, az
AChE (EC 2.3.1.6), melyek aktivitasa csokken a limzélbagy kortikalis projekcidinak
tertletén AK-ban, és a BChE (EC 3.1.1.7), melynklivihasa inkabb fokozodik a betegség

progresszidja soran. A Meynert-mag kolinerg newimak akar 80%-a is elpusztulhat az AK
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sulyos stadiumaiban (Geula és Mesulam 1989). AK+mncsak az enzimek aktivitasa, hanem
sejten bellli lokalizaciojuk is megvaltozik, axoisatlhelyezkedést inkabb citoplazmatikussa
valik (Wright és mtsai 1993), tovabba a SzP-ok €318k komponenseiként is megjelennek
(Mesulam és mtsai 1987).

A kolinészterdzok nem csak a KIR-ben, hanem agré&# szovetekben, igy a vérben is
jelen vannak, lokalizaci6juknak megfdleh eltéé molekularis formakban. A globularis alakok
(G1, G2 és G4)dleg a KIR-ben, az aszimmetrikus, kollagén farokicaldelke# formak (A4,
A8 és Al2) pedig a periférias idegrendszerben, kban, vérben fordulnak &l Periférias, AK
specifikus marker funkcioik azonban nem bizonyébtfSayer és mtsai 2004).

Tovabbi vizsgalataink egyik célja ezért a vvt-knftocitdk és trombocitak AChE
aktivitasdnak és molekularis formainak meghatdmzésit AK és KT személyek vérében
(Rakonczay és mtsai 2005

Mivel a BChE enzim génjének K allélja és az AK kiizidbb tanulmany mutatott ki
kapcsolatot (Lehmann és mtsai 1997; Wiebusch éairhg99; Raygani és mtsai 2004), ezért
vizsgalataink masodik célja a BChE-K allél és az Kk o6tti kapcsolat vizsgalata volt a magyar
AK és KT populacidkban. Arra a kérdésre is valasaztrettiink volna kapni tovabba, hogy
milyen a két SNP (BChE-K allél és apoE gén E4-&d)ahterakcidja az altalunk vizsgalt AK

populaciéban?
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Az AChE enzim molekularis formai a kontroll szeglélyworosvértestjeiben, limfocitdiban és

trombocitaiban.

12. 4bra

A kolinerg rendszer eltéréseivel kapcsolatosan oadgevés periférias, azaz nem KIR-i
adat all rendelkezésre. Appleyard és mtsai (198bklent AChE aktivitast mutatott ki AK
betegek mellékveséjében. Inestrosa és mtsai (1894¢tegek limfocitaiban talalt csokkent
aktivitast, Sayer és mtsai (2004) pedig a beteggkaban talalt hasonld irdnya valtozast.
Eredményeink ellentmondanak a korabbi megfigyeldsiek hiszen az AK betegek véééb
tisztitott vwt-k, trombocitak és limfocitak AChE Bm aktivitdsa nem tér el a KT személyehét
Az eltés eredményeket metodikai (poszt mortem vizsgalaflminta) és beteg bevalasztasi

kulonbségek magyarazhatjak.
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25. tabldzat Az AChE molekularis forméainak szediment4cios laeffse (dtlag +SEM) az Alzheimer-kéros és
kontroll személyek vorosvértestjeiben (V), limébin (L) és trombocitéiban (T).

Kontroll Alzheimer-kor

G2 [S] G4 [S] Al12 [S] G2 [S] G4 [S] Al12 [S]

v 6.2+0.5 12.8+0.1 | 15.5+0.4 5.8+0.4 12.3+0.4 | 15.3+0.6
(n=3) (n=3) (n=3) (n=5) (n=5) (n=5)

T 6.2+0.4 12.9+0.7 | 16.0+0.8 5.8+0.5 11.9+1.1 | 15.9+1.4
(n=13) (n=13) (n=13) (n=12) (n=12) (n=12)

L 6.2+0.5 12.2+1.3 | 15.6+1.4 6.0+0.5 | 11.8+0.98 | 15.6+1.3
(n=12) (n=12) (n=12) (n=18) (n=18) (n=18)

A molekularis formakat vizsgalva a G2 forma fordall legnagyobb mennyiségben

(80%) minden Aaltalunk vizsgalt sejtféleségl{g@. dbra és 26. tdblazataz agyban tdébbnyire

eléfordulé G1 forma pedig nem volt kimutathat6é egyétspusban sem.

26. tablazatAz AChE molekularis formainak (G2, G4, A12) sziaad megoszlasa az Alzheimer-kéros és kontroll
szemeélyek vorosvértestjeiben, limfocitaiban éshtiamitaiban.

Kontroll Alzheimer-koér
G2% G4% A12% G2% G4% A12%
98.6:0.5 | 0.63:0.3 | 0.76:0.24| 99.0+0.3 | 0.61+0.25| 0.38:0.13
v (n=3) (n=3) (n=3) (n=5) (n=5) (n=5)
84.958 | 8951 | 6.2425 | 79.6:10.5| 10.4:6.5 | 9.984.1*
T (n=13) (n=13) | (n=13) | (n=12) | (n=12) | (n=12)
82.465 | 9.9845 | 7.743.8 | 76.0:10.7 | 12.6:7.3 | 11.44.4
L (n=12) (n=12) (n=12) (n=18) (n=18) | **(n=18)

V= vvt, T= trombocita, L= limfocita, atlag SEM. Student t-teszt *p < 0.025, **p < 0.01

27. tAblazatApoE genotipus és allél gyakorisagok a kontrolEheimer-koros populéciokban.

apoE genotipus
E2/E2 1 (1.4%) -
E2/E3 6 (8.5%) 4 (6.3%)
E2/E4 1 (1.4%) -
E3/E3 50 (70.4%)| 32( 50.0%)
E3/E4 13 (18.3%)| 23 (35.9%)
E4/E4 - 5 (7.8%)
apoE allél
E2 9 (6.3%) 4 (3.1%)
E3 119 (83.8%) 91(71.1%
E4 14 (9.9%) | 33(25.8%

2 ? teszt: 12.088, d.f.=2, p<0.002
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Az egyes sejtféleségekre jelletn AChE formék szedimentécids koefficiense nem
mutatott eltérést a vizsgalt csoportokl§ah. tabldzat) Az egyes molekularis formék szazalékos
megoszlasat vizsgalva azonbé&26. tablazat),az Al2-es, aszimmetrikus forma aranyanak
jelentds fokl novekedését figyeltik meg &ént az irodalomban az AK-os betegek
limfocitdiban (148%) és trombocitaiban (161%). HEnédyeink szerint a AK-os betegek
limfocitaiban és trombocitaiban a KIR-hez hasorltérések fordulnak é| hiszen az agyban is
az aszimmetrikus A8-as és Al2-es izoformak novek@biészamoltak be mas munkacsoportok
(Atack és mtsai 1983; Younkin és mtsai 1986; Skknésai 1990). Az altalunk a limfocitakban
és trombocitdkban leirtaknal azonban jéval nagywigintéKi, akar 400%-0s A8-as és Al2-es
izoforma novekedést talaltak a KIR-ben ezek a skerkMasrészt az is ismert, hogy az AK
specifikus neuropatoldgiai eltérésekben is az asmtrikus AChE molekulaformak jelenléte
dominal. A KIR-i aszimmetrikus formak ardnyanak ekedését az axonalis transzport
Osszefliggésbe (Fishman és mtsai 1986), de azrditalagfigyelt, a vér alakos elemeiben zajlé
jelenséget nem tudjuk magyarazni jelenlegi ismerketszerint. Feltételezhetjik a membran
kotott formak esetében lipid mikrokoérnyezetik vaéisait, de felmertlhet lehetséges okként az
enzim térbeli konformaciés valtozasa is (Lee 20@H).utdbbi feltételezést tamasztja alad az a
KIR-i megfigyelés, hogy az AK-os betegek agyabdalitato AChE jobban glikozilalt, és igy
hidrofob tulajdonsagai fokozédasaval az SzP-okdkilasi magja is lehet (Saez-Valero és mtsai
2003).

In vitro kisérletes adatok bizonyitjak, hogy az AChE-okdkbbz molekuléris formai
eltérb mértékben gatolhatok a ChE gatld vegyuletekkelnidi és mtsai 1997). Az a
felismerésiink, hogy az AK-os betegek limfocitai teembocitai az aszimmetrikus AChE
gyogyszerek farmakokinetikjanak és farmakodin&mildi, valamint hatds és mellékhatés
profiljanak jobb megértéséhez, tovabbéa uj AChEGgatblekuldk tervezéséhez.

A vizsgélati személyek apoE genotipusait és alkvienciait meghatarozva, a korabbi
vizsgélati értékeinkhez kozdljt26%-0s E4 allél gyakorisdgot talaltur®7( tablazat (Kalman
€és mtsai 1996a,b, 1997, 2003; McConathy és mts&7,19uhdsz és mtsai 2005g,b
Eredményeink szerint a BChE gén K-allélja nem gytikoribb az AK csoportban, és az apoE
gén E4-es allélja és a BChE gén K-allélja kozoth nelt kimutathatd interakcié az altalunk
vizsgalt magyar populaciokbaR#&konczay és mtsai 2005

A BChE enzimnek kulonbdz fiziko-kémiai tulajdonsagokkal, elt@r katalitikus
aktivitasokal rendelkéz variansai ismertek (Kalow 2004). Az enzim K vasanak aktivitasa

harmada a normal értékeknek (La Du és mtsai 199®-varians csokkent acetilkolin bonto
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hatdsa kedvézlehet az AK-ban éforduld kolinerg hipofunkcié szempontjabol. Masre#K-
ban emelkedett KIR-i BChE aktivitds mutathat6o kiek a szempontok voltak az okai, hogy az
enzim K-alléljanak élfordulasat tobben vizsgaltdk és probaltak kapdsaldiozni az AK-val
(Palotas és Kalman 2006A K varianssal kapcsolatos polimorfizmus vizegahk eredményei
nem tdmaszjék alé ezt a feltételezést a magyarlgpcipban, és megésitik a mas etnikumokon
végzett vizsgalatok negativ eredményeit (Hittunemnésai 1998; Yamamoto és mtsai 1999; Lee
és mtsai 2000). Fontosnak tartom megemliteni, hagBChE-K SNP tekintetében a finn
populacibban sem talaltak AK 6sszefliggést és apdiEifterakciot (Hiltunen és mtsai 1998).
Osszefoglalva, eredményeinkddnt bizonyitottak, hogy az AChE enzim molekularis
formdainak aranya a KIR-i elvaltozdsokhoz hasonl@maszimmetrikus formak irdnyaba tolodik
el az AK-os betegek trombocitaiban és limfocitdilfgakonczay és mtsai 2005). Kisérleteink
adatai tovabbi bizonyitékokat nyudjtanak annak idmgn, hogy az AK egy szisztémas, nem csak
a KIR-t érint megbetegedés. Eredményeink szerint a BChE génidsanak polimorfizmusa
nem AK specifikus, és nincs interakcioban az apéi g4-es alléljanak oroklésével sem a

magyar populacidban.

3.13. Hogyan valtozik a szérum AChE és BChE enzimelaktivitasa Ilb tipusu
hiperlipidémidban? Van-e kapcsolat az apoE gén E4lléljanak 6roklése és a ChE
enzimek aktivitasa kdzott?

A membranok koleszterin tartalma modulalja a katineeurotranszmisszi6 itkGdését
is (Zhu és mtsai 2006) és hatassal van pl. a mi&aii acetilkolin receptorok tkodésére is
(Campagna és Fallon 2006), a kolinészterazékauése szempontjabdl azonban kevés adattal
rendelkeziink.In vitro kisérletes adatok igazoltak, hogy az agyban, dBnkdzd mas
szervekben, igy a vériinkben igferdul6 ChE-ok aktivitasat befolyasolja mikrokormgelk.
Az enzimek aktivitasat moédosithatja déem hidrofob mikrokérnyezetének és aktiv
centrumanak konformacié valtozdsa (Saez-Valero é¢sain2003) és ezek a modulald
koérulményekin vivo is kialakulhatnak. Az AK-os betegek agyaban pdldauszP-okban és a
NFF-okban talalhaté formak AChE gatlé vegylleteknti érzékenysége csokkent (Geula és
Mesulam 1989; Rakonczay 2003). Az AK farmakotefiap@n jelenleg is hasznalunk AChE
gatld gyogyszereket, sajnos limitalt eredményekkdihoz, hogy hatékonyabb AChE gatld
molekuldkat lehessen tervezni, az enzim viselkadég@n patologias korulmények kozott
fontos megismernink, amelyek a demens betegeknglakran eifordulnak. A kordbban
bemutatott kisérletes adataink (diétas kisérletekbizonyitottdk, hogy a fehérjék hidroféb
mikrokornyezetének experimentélis modifikacidja dasatl van a fikddésikre Kalman és
mtsai 1992, 2001, Bjelik és mtsai 20063, dxért kdvetkaz vizsgalatunkban egy ,természetes”,

idéskorban is gyakori betegségcsoport, a hiperlipiddnChE enzim aktivitast modifikald
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hatasanak megismerésgéttiik ki célul Kalman és mtsai 20043,b

28. tablazatA kontroll és hiperlipidémias személyek szérund igstékei valamint AChE és BChE aktivitasa

(&tlag + SD).

Kontroll Hiperlipidémia .

(n = 55) p(n :p55) t Szabadsagfok érFt)ék
Szérum koleszterin 49+0.74 7.2 40.83 15.709 108 0.0001
(mmolll)
Szérum triglicerid 1.6+0.88 2.4+.3 3.567 108 0.001
(mmol/l)
Szérum AChE 0.54 +0.24 0.46 40.19 1.859 108 0.066
(nmol/perc/mg fehérje)
Szérum BChE 35.6 +15.9 49.6 #25.0 3.513 108 0.001
(nmol/perc/mg fehérje)

Egymintas t-préba. t = a teszt szamitott értéke.

Eredményeink szerirf28. tdblazat)a hiperlipidémias személyek szérum koleszterin és a
szérum triglicerid értékei szignifikAnsan magasakak, ezért a nemzetkdzi beosztas szerint Ilb
tipust alcsoportnak tekintettiéket. A llb tipusa hiperlipidémids csoport szérum HEC
aktivitasa is szignifikansan emelkedett volt, arge@ AChE aktivitds pedig szignifikancia
ertékhez kozeli mértékben csdkkent ugyanebben@oddian.

Az apoE gén E4-es allélja szignifikansan gyakrablda9o) fordult eb (29. tablazat)a
hiperlipidémias betegeknél, mint a KT csoportbayakprisdga azonban elmaradt a korabbi
vizsgalatainkban az AK-os betegeknél leirt értékekR3-28%) Kalman és mtsai 1997; 2003;
McConathy és mtsai 1997; Juhdsz és mtsai 2005akdaHes mtsai 2006)

29. tabldzatApoE genotipusok és allél frekvencidk a kontrohi@erlipidémias betegcsoportokban.

apoE Kontroll Hiperlipidémia
genotipus* (n=55) (n=55)
2/2 2 (4%) -

2/3 6 (11%) 2 (4%)
3/3 39 (71%) 38 (69%)
3/4 8 (14%) 15 (27%)
apoE alléf

2 10 (9%) 2 (2%)

3 92 (84%) 93 (84%)
4 8 (7%) 15 (14%)

* v ?teszt = 6.143, szabadsagfok = 3, p < 0.105,
# % teszt = 7.469, szabadsagfok = 2, p < 0.024,
ApOE 4/4 genotipus nem fordulte csoportokban.

Amennyiben az apoE genotipusok megoszlasa szexsgaltuk a szérum lipid és ChE
aktivitas értékeket(30. tablazat), a szérum koleszterin szintek szignifikans emeaiked
tendencidjat figyelhettik meg az E3 és E4 allélodkig@sével. Ez az dsszefliiggés a szérum
triglicerid szintek esetében nem volt igazolhata. AChE és BChE enzimek esetében is apoE
genotipus-fugg aktivitas valtozast figyeltiink meg (ellentétegjelel), de egyik enzim esetében
sem érték el valtozdsok a szignifikancia szintemefnyiben az E4 allél hordozasa és nem
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hordozéasa szerint csoportositottuk a vizsgalatinghgeket, csak a szérum koleszterin szintek
tekintetében taldltunk szignifikans emelkedést 4alelt hordozokn&(31. tablazat).

30. tablazat A szérum lipid szintek valamint AChE és BChE eraftivitasok a kilonbd@z apoE genotipust
hordoz6 személyeknél. AtlagS.

apoE 2/2 apoE 2/3 apoE 3/3 apoE 3/4 = d.f
(n=2) (n=8) (n=77) (n = 23) -+ P

Szérum koleszterin
mmoll) 42+12 | 52+12 6.0 +1.4 6.6+1.4 | 3658 3| 0.015
Szérum triglicerid 1.9+1.7 | 22420 2.0+1.0 2245 | 0253 3| 0.859
(mmol/l)
Széum AChE | o ee1044| 0534025 | 05040.23| 0484015 | 0409 3| 0.747
(nmol/perc/mg fehérje
Szeérum BChE | 503 1135 4024206 | 42.84923| 438231 | 0259 3| 0855
(nmol/perc/mg fehérje
Variancia analizis Bonferroni prébaval.

apoE 2/2 vs. apoE 2/3, p < 1.0; apoE 2/2 vs. afp B/< 0.42; apoE 2/2 vs. apoE 3/4, p < 0.11, FzRpréba
értéke, d.f. = szabadsagfok.

31. tablaza® szérum lipid szintek valamint AChE és BChE eakiimitasok a kulonb@zapoE gen E4-es és E2-E3
allélt hordozd személyeknél. Atlagsb.

apoI(EnZ:38h?(;rdozo apo(Ei hzc;r)dozc ¢ Szabadségfo o

(Snifnrgm) koleszterin 5.9+1.4 6.7 +1.4 2.248 108 0.027
Szérum triglicerid 20+1.1 2.2+5 0.691 108 0.491
(mmol/l)

Szérum AChE

(nmol/perc/mg 0.50 +0.24 0.48 4#0.15 0.497 108 0.621
fehérje)

Szérum BChE

(nmol/perc/mg 42.3+21.9 43.8 #23.1 0.306 108 0.76Q
fehérje )

t-proba. t = a t-proba értéke; d. f. = szabadsdgfo

Eredményeink szerint a Ilb tipusu hiperlipidémialzaszérum ChE enzimek aktivitasa
ellentétes élellel valtozik meg, a BChE aktivitasa fokozddik AChE-é pedig csokken. Az
altalunk megfigyeltekhez hasonléan, emelkedettusréBChE aktivitast talaltak lla, Ilb és IV
tipusu hiperlipidémiakban is mas sz Cucuianu és mtsai 1975; Chu és mtsai 1978; €&in
mtsai 1983).

Kisérleti eredményeink alapjan sajnos nem lehetre&hi, hogy a ChE enzimek
aktivitasdnak valtozdsa a szérum triglicerid vagylekzterin szint eltérésekkel hozhato
Osszefliggésbe(. tablazat Egyes vizsgalatok szerint a triglicerid szintekiutat kapcsolatot
a BChE enzim aktivitAsanak emelkedése (Cucuianumgsai 1975 és 1976), mig masok
eredményei a HDL és LDL koleszterin szintekkel vakszefliggést igazoltak (Kutty és mtsai
1981). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a problddimiséhez.

Azt, hogy hogyan, milyen mechanizmus révén jaruzdoa szérum koleszterin és/ vagy
a triglicerid szintek emelkedése a BChE enzim dtiisnak fokozédasahoz, még nem tudjuk mai
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tudasunk alapjan megvalaszolni. Kozvetlen fizikonka, és kodzvetett génexpressziot,
metabolizmust regulélé hatdsok, ill. ezek interékfgltételezhetek.

Fontos megemliteniink, hogy a ChE lipid anyagcsaterakcidé forditott modon is
ervényesulhet, azaz a BChE enzimnek a KIR-i kojrfeatasai mellett szerepet tulajdonitanak a
lipid anyagcsere szabdalyozasdban is (Kutty és Pa@®el). Ezeknek az dsszefliggéseknek
nemcsak az AK, hanem a kardiovaszkularis betegségek cukorbetegség mechanizmusa,
terapidja szempontjbdl is jelésegik lehet. Hipertrigliceridémids cukorbetegektédsen
példaul csbkkent szérum BChE enzim aktivitast talkal(Rustemeijer és mtsai 2001), és
experimentalis diabétesz mellitusz esetén is nésffették ezt a megfigyelést (Annapurna és
mtsai 1991).

Az irodalomban elkeént foglalkoztunk a szérum ChE aktivitasok és paEaallélok
kapcsolataval, a szérum lipid profil figyelembealétvel. Adataink szerint a szérum koleszterin
és triglicerid szintek emelkedésével jar6 BChE \étiés csokkenés nem apoE allél és dozis
flggd. Rustemeijer és mtsai (2001) hasonld, negativnegegt talaltak Il-es tipusu diabétesz
mellitusz esetében.

Eredményeink az AK patomechanizmusa és terapidg@nmantjabol is fontosak
lehetnek. Hiperlipidémia nem csak a VD, hanem akgsiakevert AK és VD, tovdbba AK
esetében is élordul. Eredményeink alapjan feltételezihetiogy a hiperlipidémias demens
személyek mas ddzisu vagy kinetik4ju ChE gatlo kstagényelnek, mint a nem diszlipidémias
demencia alcsoportok. A kérdés megvalaszolasdhalbd célzott farmakoldgiai vizsgalatok
szilkségesek.

Osszefoglalva, eredményeink meégéették a korabbi adatokat arra vonatkozdan, hogy
a llb tipusu hiperlipidémia fokozott BChE enzimiatdssal jar (Kalman és mtsai 2004a,b).
Elssként igazoltuk, hogy ez a kapcsolat nem E4-es fdiffgds. Adataink a szérum lipid értékek

V4

3.14. Az oxidativ stressz milyen mérték és jelledi DNS k&rosodast okoz kulonbod koru
Down-koros személyek limfocitaiban?

A 2l-es kromoszOma triszOmiajaval vagy transzlaiaeal jar6 DK-t az AK
természetes modell betegségének tekintjik, hiszBiK-@as személyek tdbbsége akar mar 40
éves életkoruk felett az AK neuropatolégiai és ikhi tiineteit mutatja (Mann és mtsai 1990;
Zana és mtsai 2006A DK ,gén ddzis hatas” hipotézise szerint a 8lkeomoszoman talalhatd
gének extra példanyainak jelenléte, az altaluk kotEhérjék fokozott mértédk szubsztrat
fogyasztasat, valamint kovetkezményes tultermeléséja maga utan, és fokozott méfték

oxidativ karosodashoz vezet. Ezeket a folyamatobdként feltételezik a DK sajatos
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elvaltozasainakaz AK kialakulasanak, a féések iranti fogékonysagnak, és egyes tumorok
gyakoribb ebfordulasanakhatterében (Korenberg és mtsai 1990; Mann és 1@€4)).

Az AK-ban és DK-ban az oxidativ artalom szamos falautathaté Kalman és mtsai
1999 Schuessel és mtsai 2004; Zhu és mtsai 2(0&#a €s mtsai 2008aMind a lipidek, mind
a proteinek és a DNS esetében is talaltak szabkdgydital okozott valtozasokat (Mecocci és
mtsai 1994; Gabbita és mtsai 1998). A DNS oxideéirosodasa kimutathaté az AK-os betegek
agyaban; hasonl6 rendellenességeket azonban rédtaka DK-os személyek KIR-ében (Seidl
és mtsai 1997). A DK-os egyének limfocitai is sz&rdatalom hordozdi. Csdkkent B és T helper
sejtszamot mutattak ki, ugyanakkor az NK és a@iigtis T limfocitak szama megndvekedett
(Morale és mtsai 1992). A T sejtekben csokkehMP és emelkedett cGMP szinteket talaltak
tovabba (Tam és Walford 1980), és mitogén stimatacadott osztédasi valaszuk is gyorsabb,
mint a KT személyeké (Morimoto és mtsai 1984). Khidvizsgalataink szerint az AK-o0s
betegek limfocitdinak DNS-e nagymeértékoxidativ kérosodast hordoz, és ezt a
megfigyelésiinket masok is megsitették (Morocz és mtsai 2002; Kadioglu és mt€#42
Migliore és mtsai 2005). Mivel a DK-os személyeknflicitai esetében az oxidativ DNS
karosodas mértéke nem tisztazott és a folyamatiggitegédl sem rendelkeziink adatokkal,
ezeért kovetket vizsgalatunk célja ezeknek a kérdéseknek a meggp@issa volt{ana és mtsai
20068h).

Eredményeinket 82-34. tablazatoknutatjak be. A32. tabladzatbarathatd, hogy a DK-
os személyek (gyermekek és fihek egyltt) limfocitdi mar alapallapotban szigkdfhsan
nagyobb mennyiségben tartalmaztak oxidalt purin@sapirimidineket, mint a K6zemélyek

limfocitai.

1. 1épés: A DNS glikozilaz
ﬂ eltdvolitja a sériilt bazisokat

/ ﬁ | 3.1épés: ADNS deoxirib6z-
Toszlodiészierazok
eltavolitjak a visszamaradé
2. 1épés: Az AP endonukledzok, deoxiriboz foszfat
vagy AP lidzok cgyszall toréscket maradékokat
hoznak létre az 5 vagy 3" végeken \>
4. 1épés: A DNS polimerazok ¢és a

DN ligdzok kitoltik a réseket és
helyreallitjak a DNS szal
folytonossagat

13.4bra A DNS bézisok oxidativ DNS karosodaséat kbeetizids javitd mechanizmusok. Az egyiséer kedvéért
csak a DNS molekula egyik szala van feltiintetv@bean. AP, bazis nélkili hely; B, bazis (adenimiti,
citozin vagy guanin); dR, deoxirib6z; P, foszfat.
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A DK-os gyermekek limfocitdinak oxidativ DNS kéarassat kulén vizsgalvg33.
tablazat)a kisérletes OS és a repair allapotokat kbwetréseinkben minden vizsgalt (oxidativ
DNS kéarosodasra utald) paraméterben szignifikansllkedeést tapasztaltunk. A,6,-indukalt
€s a javitas utan megmarad6 oxidalt purinok mepggisis szignifikdnsanott a DK-o0s
gyermekeknél &or- €s nem szerint illesztett KT-jaikhoz viszomgit A felrbtt DK személyek
esetében sem a peroxid-kezelés hatasédra, sem akOweth repair szakaszban nem volt
kimutathaté oxidativ DNS karosodas egyik vizsga#trgméter vonatkozasaban sgBv.
tablazat).

Az irodalomban elként vizsgaltuk meg és hasonlitottuk 6ssze a Dkpesmekek és
felnéttek oxidativ DNS karosodasanak meértékéana és mtsai 200pbEredményeink szerint
DK-ban a limfocitak oxidativ stressz érzékenysége DNS karosodasa fokozott mériék
Gyermekkorban kifejezett deficit mutathatd ki, maj életkor érehaladtaval normalizalédnak
az emlitett paraméterek. Takeshita és mtsai (1882)nl6, korfiiggen csdkkeb érzékenységet
irtak le rontgen besugarzast kdv&tomoszoma aberraciok tekintetében DK-os limfdaita A
DK-os limfocitak életkor flig§ OS érzékenységét magyarazhatja a tulérzékenyksejte
kiszelektalodasa.

Az a medfigyelésiink, hogy a DK-os gyermekek ésotedk limfocitaiban, életkortdl
flggetlendl, nyugalmi allapotban is kimutathaté A fokozottoxidativ kdrosodasa3B-34
tablazatolf, megeésiti masok adatait arra vonatkozéan, hogy a DK-blforduld oxidativ
karosodas szisztémas jellegés nem csak a KIR-re korlatozédik (Muchova ésam901;
Pastore és mtsai 2003; Zitnanova €s mtsai 2004)abb#, a DK-os személyek limfocitdinak
nyugalmi allapotaban megfigyelt oxidativ DNS kard&e hasonld jelldg és mérték, mint
amirél korabban mi és masok is beszamoltak az AK betegekében (Morocz és mtsai 2002;
Kadioglu és mtsai 2004; Migliore és mtsai 2005),gessitve a két betegség kozotti
hasonlésagokat3@. tablazat Az AK és DK limfocitak DNS-ének hasonlé jelieglvaltozasait
magyarazhatja a sejtek emelkedett APP tartalmayaa®e APP kéros expresszidjara vagy
poszt-transzlaciés processzingjére vezétheissza (Pallister és mtsai 1997). A két
neurodegenerativ betegség kozotti parhuzamok szgjapdl fontos, hogy az APP gén mellett
a SOD gén is a 21-es kromoszoman talalhato, és fekazott mértékben expresszalodik DK-
ban, $t a legljabb kutatasok szerint az AK patogenezisébeszerepet jatszik, mival SOD
aggregatumok kimutathatdéak a szenilis plakkokbam{@s mtsai 2002Zana és mtsai 200pa
Az AK-os és DK-os személyek limfocitai nemcsak aidativ DNS ké&rosodas jeleit mutatjak,
hanem citokin termelésik is megvaltozott (Kalmamésai 1997; Park és mtsai 2000), tovabba
a CD4-pozitiv sejtek C& szignalizacios deficitje is igazolt (Grossmannnésai 1993). Az

azonban nem ismert, hogy az emlitett limfocita &id& zavarok kapcsolatba hozhatdk-e a
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sejtek DNS-ének oxidativ karosodasaval, és hogydaatuk természete ok, vagy okozati
jellegi-e.

32. tdbldzat Az oxidativ DNS karosodas mértéke DK-os és KT $pelnémfocitdiban (gyermek és féth
alcsoportok kdzdsen) (%-ok atlagsS8EM).

Kontroll Down kor Szianifikancia Az interakcio
Kisérleti korilmények (n =25) (n =25) 9 szignifikancia

P
DNS farok%| DNS farok% p-értek értékep®

Alapéallapot

egyszali DNS torések 8.7+ 0.4 9.1+ 0.6 0.42 0.53

Alapallapot

egyszalu DNS torések + oxidalt 9.8+ 0.5 11.2:0.6 0.04 0.37

pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)

Alapallapot 112405 | 132607 0.02 0.66

egyszalu DNS torések + oxidalt purinok
(Fpg hasitasi helyek)
H,O, indukalt oxidativ DNS karosodas| 26.0+ 1.6 20.0+ 1.2 0.04 0.07
egyszalu DNS torések

H,0, indukalt oxidativ DNS karosodas

egyszalu DNS torések + oxidalt 29.0+1.6 33.a:1.4 0.02 0.06
pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)
H,0O, indukalt oxidativ DNS karosodas 323+16 375+ 1.8 0.007 0.07

~

egyszalu DNS torések + oxidalt purino
(Fpg hasitasi helyek)

A repair utan megmaradt 19.0+ 1.2 21.9+1.1 0.02 0.06
egyszalu DNS torések

A repair utan megmaradt

egyszalu DNS torések + oxidalt 21.0+1.2 23.661.2 0.02 0.02
pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)
A repair utan megmaradt 253+1.3 | 29.7+1.4 0.004 0.02

~

egyszalu DNS torések + oxidalt purino
(Fpg hasitasi helyek)

& Kétszempontos ANOVA.,
® A KT és DK csoportok és a korcsoportok kézotirakciok szignifikancia értékei.
endonukleaz Il (Endolll); formamidopirimidin DNSigzilaz (Fpg)

Az oxidativ DNS kérosodas kijavitasanak legfonttssabechanizmusa a nukleotid
bazisok cseréje(13. abra) (Seeberg és mtsai 1995). Adataink szerint a pldzisok
fogékonyabbak az oxidativ kdrosodasra, mint a plinmbazisok és javitasi mechanizmusaik is
lassabbak32-34. tabldzatok Hasonld eredményeket figyeltek miegvitro kbrilmények kozott
mas szerdk (Jaruga és Dizdaroglu 1996; Migliore és mtsai5)0@s mi is AK-os betegek
limfocitain korabban (Mérocz és mtsai 2002).

Az oxidativ DNS karosodasok javitdsat tuinyomo bészvégé bazis excizibsepair
rendszer kapacitasét3. abra)korabbammég nem tanulmanyoztdk DK-os limfocitéketében.
Eredményeink szerint a DK személyek repair kapsaiz életkortdl figgetlenlil sem tér el a
KT csoporttol.
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33. tblazat Az oxidativ DNS karosodas mértéke DK-os és KT glarknlimfocitaiban (DNS cs6va %-ok atlaga

SEM)

Kisérleti korilmények

Kontroll
n=7

Down-kor
n=7

Alapallapot
egyszalu DNS torések

8.4+ 0.5

9.6+ 1.4

0.40

Alapallapot
egyszalu DNS torések + oxidalt
pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)

9.4+ 0.4

11914

0.09

Alapallapot
egyszalu DNS torések + oxidalt
purinok (Fpg hasitasi helyek)

10.5+ 0.3

13.1+1.5

0.12

H,0, indukalt oxidativ DNS karosod4
egyszalu DNS torések

S
23.0+1.2

31.4+23

0.02

H,0, indukalt oxidativ DNS karosod4
egyszalu DNS torések + oxidalt
pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)

S
25.3+1.2

3574+ 22

0.01

H,0, indukalt oxidativ DNS karosod4
egyszalu DNS torések + oxidalt
purinok (Fpg hasitasi helyek)

S
28.3+1.8

40. 7+ 2.6

0.008

A repair utan megmaradt
egyszalu DNS torések

16.0+ 1.3

240+ 2.1

0.01

A repair utan megmaradt
egyszalu DNS torések + oxidalt
pirimidinek (Endolll hasitasi helyek)

17.5+ 1.3

26.3+2.1

0.007

A repair utan megmaradt
egyszalu DNS torések + oxidalt

21.0+15

purinok (Fpg hasitasi helyek)

32.6- 2.3

0.002

Osszehasonlitdsok LSD médszerrel torténtek

A "f¢"Istatisztikai szempontbdl 1ényeges p értékekitskdmok jelzik(a tobbi értéket a teljesség kedvéé

tintettik fel)

endonukleaz Il (Endolll); formamidopirimidin DNSigzilaz (Fpg)

SEM).

Kisérleti korilmények

Kontroll
n=18

Down-kor
n=18

Alapallapot
egyszalu DNS torések

8.8+ 0.6

9.0+ 0.6

0.87

Alapallapot

egyszalu DNS torések + oxidalt
pirimidinek (Endolll hasitasi
helyek)

10.0+ 0.6

11.0+1.0

0.29

Alapallapot
egyszalu DNS torések + oxidalt
purinok (Fpg hasitasi helyek)

11.5+0.7

13.31.2

0.08

H,0, indukalt oxidativ DNS
karosodas
egyszalu DNS torések

27.2+2.1

27.9%1.4

0.76

H,0, indukalt oxidativ DNS
karosodas

egyszalu DNS torések + oxidalt
pirimidinek (Endolll hasitasi
helyek)

30.5+2.1

31.9+1.7

0.58

H,0, indukalt oxidativ DNS
karosodas

egyszalu DNS torések + oxidalt
purinok (Fpg hasitasi helyek)

33.9+2.1

36.3+ 2.2

0.40

34. tabldzatAz oxidativ DNS karosodas mértéke DK-os és KBtfelnlimfocitaiban (DNS cs6va %-ok atlaga
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A repair utan megmaradt
egyszalu DNS torések 20.2+1.5 21014 0.59

A repair utan megmaradt
egyszalu DNS torések + oxidalt

pirimidinek (Endolll hasitasi 22.4%1.5 226:14 0.91
helyek)

A repair utan megmaradt

egyszalu DNS torések + oxidalt 26.9+ 1.5 28.6+ 1.7 0.62

purinok (Fpg hasitasi helyek)
A péaronkénti 6sszehasonlitasok LSD médszerrelntidé

A "fg"Istatisztikai szempontbdl [ényeges p értékekiitstdmok jelzik; a tobbi értéket a teljesség kérvé
tuntettuk fel

endonukleaz Il (Endolll); formamidopirimidin DNSigzilaz (Fpg)

Osszefoglalva, a genomikus DNS életkortdl fliggetnativ karosodasat elként irtuk
le DK-os személyek limfocitaiban, oxidativ streissiukciora adott normal repair kapacitas
mellett (Zana és mtsai 2006b). A DK-os gyermekeiotitaiban taldlhat6 genomikus DNS
szelektiv és fokozott oxidativ stressz érzékenysedémutattuk. Eredményeink az oxidativ
karosodasok szisztémas jellegére, a limfocita DdI&i lkarosodaséara és a gyermekek fokozott
oxidativ stressz érzékenységére hivjak fel a figgteDK-ban, ezen kivil medsitik az oxidativ
DNS karosodas k6zds patoplasztikus szerepét miA& amind a DK vonatkozasaban.

3.15. Milyen mértékben fogékonyak az AK-os betegek limfatai az UVB fény kivaltott
apoptotikus sejthalalra?

Az AK patomechanizmuséban az apoptotikus sejtlsaélepét is feltételezik (Higami és
Shimokawa 2000Kalman és mtsai 20005chindowski és mtsai 2003; Takuma és mtsai 2005)
€s erre szamos bizonyitékot is talaltak mind a K&R; mind a periférias szévetekben (Migliore
és mtsai 2005Zana és mtsai 2006a

Az apoptotikus szignal kaszkad egyik elinditdjaejtek intracellularis Cd szintjének
emelkedése (Takuma és mtsai 2005). AK-os betegghditaiban példaul a mitogén stimulus
megnoévekedett intracellularis Easzinteket valt ki, ezaltal fogékonnya téve a sejte kaszpaz
kaszkad rendszer aktivacidjara (Sulger és mtsa®1¥9BAP-6l is kimutattak, hogy megemeli
a limfocitak intracellularis C& szintjét, azon kiviil, mas mechanizmusok révén @Sskoz és
igy noveli az apoptdzis kialakulasanak rizikojatel@z-Pardo és mtsai 2002). Az AK-0s
limfocitdk oxidativ karosodasat jelzi Mecocci éssait (1998) megfigyelése, akik a DNS
oxidativ k&rosodasara utald emelkedett 8-hidroxd@dxiguanozin szinteket mutattak ki a
betegek limfocitaiban.

Az UVB fényrdl bizonyitott, hogy apoptotikus sejtpusztulast katt ki kozvetlendl a
sejthalalért feldls receptorok aktivalasa, vagy kozvetve, reaktibbadgyokok létrehozasa és a
kovetkezményes oxidativ sejtkarosodas réven (KdélsnSchwarz 2002). Kisérleteink kovetkez
szakaszédban ezért AK-o0s betegek limfocitainak agiibpis valaszat vizsgaltuk meg kuloniboz

dozisu UVB sugarzasra) vitro. Eredményeinket 85. tdbldzafoglalja 6ssze.
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35. tdblazatAz UVB-indukalt apoptdzis mértéke kontroll és Atepek limfocitaiban (atlag -€D).

Apoptozis mértéke
UVB dozis (az alapérték %-a)
ml/cn? Kontroll Alzheimer-kor
(n=12) (n=22) P
0 3.13+1.70 3.81+1.82 | 0.840

100 55.5240.42 | 35.04+8.68 | 0.0001
200 69.40 46.87 | 51.76+9.4g | 0.0001
300 69.40 46.87 | 55.81+9.76 | 0:0001

Az UVC (254 nm) sugarzas hatasat 6sszesen két mésdgalat tanulmanyozta
korabban az AK-os limfocitak vonatkozasaban, dekeggm kdzvetlenll az apoptdzis mertékeét
elemezte. Kisebb UVC dézisokat alkalmazva sem RwebBs mtsai (1985), sem Parshad és
mtsai (1996) nem taléltak eltérést kromatin térettseg és életképesség tekintetében AK ill.
transzformélt AK-os limfocitakban.

Eredményeink szerint a nyugalmi apopt6zis aranyintetében nem talaltunk
kulonbségeket az AK-os és KT csoportok T limfockéezott. Meglepetésre, az UVB kivaltott
apoptézissal szemben az AK-os betegek limfocitdignifikhnsan és dozis-fuggn
ellenallobbnak bizonyultak, mint a KT személyeKarfa és mtsai 2005

Eredményeinket tobbféle médon magyarazhatjuk. Bgyréehetséges, hogy az AK-os
betegek limfocitainak apoptotikus kaszkdd mechanganmasképpeniikodik (az AK ketts
csapas” hipotézise és bizonyitékai). Ezzel felkztedsel kapcsolatosan érdemes megemliteni,
hogy az AK-os betegek limfocitdinak osztédasi seége elmarad a KT személyelét
(Lombardi és mtsai 1999) és a lassult osztédasessgly kisebb apoptotikus érzékenységet
jelenthet. A masik lehetséges magyarazat az AK-etedgek immunrendszerének fokozott
aktivitdsa lehet. Feltételezléethogy a betegek agyaban zajlé krénikus gyulladdetymmat
(Kalméan és mtsai 2000a) az immunrendszert, és fpriéérids T limfocitakat is aktivalhatja, az
aktivalt sejtek pedig ellenallobbak lehetnek az U\dBIgarzas altal kivaltott oxidativ
karosodassal és apoptotikus szignalizacios aktivatszemben.

Osszefoglalva, az irodalomban &ként bizonyitottuk az AK-os betegek limfocitainak
UVB-indukdlt csokkent apoptotikus érzékenységémngZas mtsai 2005). Eredményeink
megedsitik a korabbi megfigyeléseket arra vonatkozdéasgyhaz AK egy szisztémas jelleg
megbetegedés, és patomechanizmusaban az apopisziad eltérései is szerepet jatszhatnak.
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3.16. Milyen génexpresszids eltérések mutathatok ki az A¥s betegek limfocitaiban?

Sajat kordbbi adataink és masok eredményei is zalistik, hogy az AK egy
szisztémas megbetegedés, azaz a KIR mellett &pénifis kimutathatéak eltérések. Méréseink
szerint a vér alakos elemei kozil a trombocitakiéesn a limfocitakban is jelen vannak
valtozasok: a membranok fiziko-kémiai tulajdonsagmiosszetétel&@lman és mtsai 1994a
receptor funkciék, szignalizaciésikidések Rakonczay és mtsai 200z APP metabolizmus
peroxidativ kdrosodagéna és mtsai 200pas sejthalal tekintetében (Zubenko és mtsai 1989;
Di Luca és mtsai 1998; Eckert és mtsai 1998; Eteh@faray és Bhagavan. 1999; Mdérocz és
mtsai 2002Zana és mtsai 2005

A tovabbiakban, a biokémiai és lipid kutatasi mdiek mellett, a gének
kifejezbdésének sajatossagait vizsgaltuk meg transzkripgomés genetikai moddszerek
alkalmazasaval. Kisérleteinkhez a kordbbi mérésekimr sikeresen alkalmazott AK-o0s
betegekbBl és ibs KT személyekll szarmazé limfocitakat és pszichofarmakonokkalekez
patkanyok agyat haszndltuk fel modell rendszerk@atotds és mtsai 2003a,b; Palotas és mtsai
2004a,b,c; Kadlméan és mtsai 2005b; Fehér és mts@b2@Pakaski és mtsai 2005; Palotas és
mtsai 2005; Kalman és mtsai 2006a,b; Palotas ésin2306g.

Elssként az AK betegek limfocitdinak génexpressziosfilgib vizsgaltuk meg és
hasonlitottuk 6ssze d@ KT személyekéveK@alméan és mtsai 2005bEredményeinket 86-37.
tablazatokmutatjak be.

36. tdblazatAz AK betegek limfocitéiban represszalt génekjésta

szam mértéke
Alfa 2C-1 adrenerg receptor JO3853 0.362
Homo sapienslefenzin 5 gén M97925 0,363
Ribonuclease, RNase A family|  X55990 0.416
Gonadotropin releasing
hormone X01059 0.420
Human cell death protein (RIP u50062 0.426
Major histocompatibility
complex enhancer-binding M69043 0.504
protein
Oszteomodulin AB000114 0.512
Human TNF-related apoptosis
inducing ligand TRAIL U37518 0.513
Putative DNA binding proteir M59465 0.514
A20 )
Cytochrome P450 subfamily |
(aromatic compound-inducible} KO3191 0.519
polypeptide
Carboxypeptidase M J04970 0.519

86



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

A DNS microchip technikaval megvizsgalt 3200 génzikd20 esetben talltunk
szignifikdns valtozast expressziojukban. 12 génresgzalodott 36. tablazat, a masik 8
esetében pedig fokozott expressziot talaltuBk (ablazat A represszalt géneknél csak nagyon
kismértéki 0.3-0.5x-es valtozasokat figyeltink meg; a valsordértéke minden esetben az
altalunk 6nkényesen megvélaszott 1.5-es hatarégik volt (A jelen esetben és a tovabbi
kisérleteinkben is az altalunk onkényesen megwitast.5-es hatarértéket meghalad6
transzkriptum valtozasok meértékét félkovéritiptissal tintettik fel az értekezés eredményeit
bemutaté tablazatokbanBelss standard géntifaktin) alkalmazva, hét dnkényesen kivalasztott
gén esetében QRT-PCR segitségével validaltuk ameémyeket.

Vizsgalatainkat megétéen nem ismertiink adatokat az AK-os betegek lindarcatk
génexpresszios mintazatat ileh, hiszen a korabbi vizsgalatok tobbsége a KlReds#g-,
illetve régidspecifikus elvaltozasait vizsgalta giPatti 2001; Colangelo és mtsai 2002). Ez
utobbiak az AK-os betegek agymintainak génexprésszelemzése sordn a szignal-
transzdukcioval, stressz valasszal, és citoszKsletéikodésekkel kapcsolatba hozhat6 fehérjek
génjeinek csokkent expresszidjat mutattak ki. Sagfetaink szerint, az AK betegek limfocitai
esetében a vazoregulacio, immun, apoptdzis, vataampagcsere folyamatok szabalyozasaért
felelés gének expresszidja valtozik meg szignifikangf37. tablazatok

37. tAblazatAz AK-os betegek limfocitaiban fokozott mértékbxgnesszalt gének listaja

A gén neve Génbani A valtozas

szén mértéki

Human Golgi antigen gcp372 X75304 1.960

Human galectin-4 ABO006781 1.960

Fc fragment of IgE, High affinity I,

receptor fo3 polypeptide MB89796 2.041

Homo sapier cyclic nucleotide

phosphodiesterase D50640 2.100

Human insuloma rig-analogue 302984 2299

DNA binding protein

A vazoregulaciéban is szerepet jatszd gének kozih,gadrenoreceptor génjének
expresszidja tobb, mint harmadara csokkent az AKbetegek limfocitaiban. A human
limfocitdkon elhelyezked a,-adrenoreceptorok funkcioit nem ismerjik, dékddésiket tobb
neuropszichiatriai betegség szempontjabdl tanulo@ak és modell értékek talaltdk. Azo,
adrenoreceptorok géatld funkciéju autoreceptorkérikddnek a KIR-ben, az erekben pedig
tobbek kozott a vazokonstrikcid mechanizmusanakayazasban vesznek részt (Chotani és
mtsai 2000;Palotas és mtsai 2001cAz AK-ban a kolinerg rendszer degeneracioja etk

noradrenerg neuronok pusztulasa és hipofunkcidkamsitathatd a locus coeruleusban (Zweig
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és mtsai 1988). FeltételezBetehat, hogy an,c-adrenoreceptor génjének csokkent periférias
expresszidja hozzajarulhat az AK specifikus KIRpdperfuzié patomechanizmusahoz.

A csokkent expressziét mutatd gének kozil az imfolyamatokban résztvéket
emelhetjik ki masodikként eredményeink kozil. Aetefn és a karboxipeptidaz M génjének
csokkent expresszidja az AK-ban megfigyelt limfacidiszfunkcidkkal, citokin termelési
zavarokkal (Bergman és mtsai 2002), csokkent DNi&irdunkciokkal (Morocz és mtsai 2002)
hozhaté kapcsolatba. Az AK immunoldgiai hipotézieerint a betegek agyaban krénikus
gyulladasos folyamat zajlik (McGeer és McGeer 200R)a vonatkozéan azonban nem
rendelkeziink  bizonyitékokkal, hogy a KIR-i immunfamat periféerias limfocita
funkcidzavarokban is megnyilvanul. Periférias ligifdkon végzett génexpresszids kisérleteink
adatainak értékelése soran fontos figyelembe vdgniiogy az altalunk valasztott limfocita
kisérleti modell természetesen nem vonhaté mindskintetben parhuzamba a KIR-ben
talaltakkal, de barmilyen, ebben a rendszerbesnfelit, igazolt és masok altal is meigtett
megfigyelés segitheti az AK specifikus perifériggdtazasok megértését és esetleges biologiai
markerek kidolgozését.

Az AK betegek limfocitaiban megvaltozott expresgzibiisz darab gén kozil harom
NFkB szignalizacids rendszer részeként gatolja az tapsp (Karran és Dyer 200Zana és
mtsai 2006% Mind a RIP, mind a TRAIL gének csokkent exprégst talaltuk az AK-os
betegek limfocitaiban, bar ez utébbi pro-apoptatikiatasi molekulaként ismert (Ursini-Siegel
és mtsai 2002). A galektin-4 pedig a sejtek diffieiéciés, ndvekedési, valamint apoptotikus
folyamataiban fejti ki hatasat (Danguy és mtsai2§Enjének fokozott expresszidjat talaltuk az
AK-os limfocitdkban. Bar QRT-PCR eredményeink nembséették meg a TRAIL gén
represszidjat az AK-os betegek limfocitaiban, adétdasonlitanak és meg@gsitik az AK-os
betegek agymintaiban leirt expressziés mintazatfilpr hiszen Walker és mtsai (2001) és
Colangelo és mtsai (2002) szintén az apoptédzis ddpagének csokkent expresszidjarol
szamoltak be korabban.

Osszefoglalva, a sejthaldllal, az immun folyamaabkés a noradrenerg rendszer
mikodésével kapcsolatos gének expresszids eltéréakituk elgként AK-os betegek
limfocitaiban (Kalman és mtsai 2005b). Transzknipikai vizsgalataink eredményei t6bb
szempontbdl is Ujszémek midsilnek, hiszen eddig nem ismert adatokrol szamolhenaz AK
periférias eltéréseinek felismerése és a betegsé&gomechanizmusanak megértése
szempontjabél. Eredményeink meipiik azt a feltételezést, hogy egyszerre tobbirgratogén

folyamat vesz részt az AK specifikus neurodegendodyamat kialakitdsaban.
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3.17. Hogyan befolyasoljak az antidepressziv szerek a Koanti idegrendszeri
génexpressziot patkanyban?

Az affektiv tinetek és az ebbe a pszichopatolégsoportba tartozé depressziv
szindréma a demencidk gyakori prodromalis tlinet&édsbbi kisébt jelensége (Starkstein és
elvaltozasok, pl. neuronalis atréfia és sejtpugatig kimutathaté a betegek agyaban (Drevets és
mtsai 1997; Malberg és mtsai 2000; Hamidi és n26&i4). Bar szamos kisérletes és klinikai
adat utal a depresszié és demencia k6zds patdpleszényedire, de az atfogd magyarazat
hianyzik, mivel a megléy adatok még nem kapcsolhatok teljes rendszerbesgforitosabb
irAnyvonal a stressz-hatasok, stressz hormonok,roimeonunolégiai tényeik és a
neurodegenerativ folyamatok kapcsolatara hivja fegyelmet (Sapolsky 2003).

Antidepressziv hatdsu gyogyszereket az AK-os bktatjektiv és viselkedési tlineteinek
kezelésére is hasznalunk. Az utobbi évek kutatdizainyitottak, hogy az antidepresszivumok
egyes csoportjai, a SSRI-k, SNRI-k neurotrofikugibsal is rendelkeznek, tovabba serkentik az
0j hatasmechanizmusok nemcsak az affektiv betelgsbgeem a neurodegenerativ zavarok, igy
az AK Uj terapias lehéségei szempontjabodl is nagy jelésddiek. E megfontolasok alapjan
kezdtik azokat a kisérleteinket, amelyekben kulaébpszichofarmakonok génexpresszios
hatdsait viszgaltukn vitro ésin vivo, tovabba az AK feltételezett patomechanizmuséaban
kozponti szerepet jatszé6 APP molekula anyagcserdéignyuld specifikus hatasaikat is nyomon
kovettik a kilonbdg pszichofarmakonoknak. Otletiink  eredetiségét  az ouativ
Gyodgyszergyartok Egyesilete 2001-berb dlslyezéssel dijazta és tAmogatta kutatasainkat.

Elss transzkriptomikai vizsgélataink célja a tricikl&iszerkezét a noradrenalin és a
szerotonin Ujrafelvételét géatld, imipramin és aslegjektivebb SSRI hatasu citalopram akut és
kronikus in vivo hatasanak feltérképezése volt a patkany frontpoealis agykéreg
génexpressziés mintdzatarRalotds €s mtsai 200%aEredményeinket &@88-42. t4blazatok
foglaljak 6ssze.

Eredményeink szerint az imipramin akut és kronilllksiimazasa relative kisszamua gén
transzkripciojara hatott, hiszen dsszesen hat ggpresszalt, és nyolc darabot pedig fokozott
mértékben expresszalt a patkanyok kortexében. Bzeknek szignalizacios folyamatokban,
struktaralis fehérjék kédolasaban és a sejtmetaimol szabalyozasaban jatszanak sze(8get
39. tablazatok).A triciklikus antidepresszivum akut adagoldsa aromealis plaszticitassal és
citoszkeletonnal kapcsolatos gének expresszidjatositotta, mig a kronikus kezelésekben a

sejtciklus és tulélés génjein figyeltik meg hatasat

89



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

38. tAblazat Az akut (96 6ra) (A) és kronikus (4 hét) (B) imipma kezelés hatdsara a patkany agyban
represszalodott genek listaja és ismert funkcioi.

A:
A gén neve(mRNS) | Génbanki sza Funkci¢ A valtozas mértél
EST: AA27498] nem ismel 0.5C
EST: AA26789: nem ismel 0.51
B:
A gén neve Génbanki Funkei6 A véltozas
(mMRNS) szam mértéke
Mus musculugerritin vas anyagcsere
light chain 1 (Ftl1) AW536161 Es stressz fehé 0.39
Mus musculugranslin AW536161 ,sejtos_ztoc,ia_s, 0.50
(Tsn) és proliferacio
ESTs AA268054 0.51
Homo sapiens kromatin és
s AW544641 | transzkripcio 0.51
P regulacio

39. tdblazatAz akut (96 6ra) (A) és krdonikus (4 hét) (B) imipma kezelés hataséara a patkany agyban
fokozott mértékben expresszalodott gének listajsnésrt funkcioi.

A:
A gén neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio A vgltgzas
mértéke
ESTs W18449 1.94
Phosphoglycerate mutase type
B subunit AW536195 anyagcsere 2.02
Mus musculughosphatidylinosito szignal transzdukcié ¢s
transfer protein (Pitpn) AW540942 anyagcsere 2.03
Homo sapiensiovel centrosomal .
protein RanBPM AW539614 citoszkeleton 2.07
ESTs AA222181 nem ismert 2.07
Homo sapienshromosome 17, .
clone hRPC.1029 K 10 AW544531 nem ismert 2.37
ESTs AA268054 nem ismert 2.65
B:
A gén neve . Dz L A véltozas
(MRNS) Génbanki szam Funkcio mértéke
Midkine AA222497 Stressz és repair, anyagcsere¢  1.63

40. tdbldzatAz akut (96 6ra) citalopram kezelés hatdsara admafkagyban represszalodott gének listaja és
ismert funkcidi.

3 . . L A valtozas
A gén neve (MRNS) Génbanki szam Funkci6 mértéke

Mus musculué&\TPase-like vacuolgrAW544737 szignal atvitel, 0.32

proton channel (Atpl) anyagcsere

ESTs AA239367 0.36

Arabidopsis thaliana chromosome AW545614 0.30

BAC F20D21 genomic sequence,

complete

ATPase-like vacuolar proton AA276030 szignal atvitel, 0.38

channel anyagcsere

Rattus norvegicuproteasomal AW545662 metabolizmus 0.32

ATPase (MSS1)

ESTs, Highly similar to NADH- | AA434897 0.48

ubiquinone oxidoreductase B15

subunit Bos tauruy

ESTs, Weakly similar to ORF AA220458 0.43

YDLO15c (Saccharomyces

cerevisiae)
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ESTs, Weakly similar to TO6D8.8 | W44032 0.34
(Caenorhabditis elegahs
Mus musculuéibronectin receptor | AW544628 sejt adhézio, 0.44
B-chain (VLA5-homolog) migracio,

diffrenciacio
ESTs, Highly similar to NADH- | AA288040 0.47
ubiquinone oxidoreductase B15
subunit Bos tauruy
Rattus norvegicusbiquitin-like AW545652 metabolizmus 0.46
protein
Mus musculus-tubulin gene M- | AW536216 citoszkeleton 0.44
alpha-2, 3' end
Homo sapiensranscription factor | AW536271 transzkripcio 0.51
BTF3 regulacié

41. tdbldzatA kronikus (4 hét) citalopram kezelés hatdsaratkdray agyban represszalodott gének listaja és

ismert funkcioi.

A
A gén neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio valtozas
— mértéki

M‘L;Sinmlu(slgtﬂgémtm light AW536161 sejtszerkezet, anyagcserer®.38
Malate dehydrogenase,
mitochondrial AA266087 anyagcsere 0.51
Mus musculus
clone:2510040L10:homolog| AA244814 0.55
to 54TMP
ESTs AA245155 0.58
ESTs AA277583 0.56
ESTs AA268054 0.56
ESTs, Weakly similar to ORF
YDLO15c (Saccharomyces | AA220458 0.57
cerevisiae)
Mus musculugistone H2A.Z| AA466087 transzkripcié regulacio ®.5
Bﬁ&o sapiens poly(A) site | \\y544538 transzkripcié regulacié 0.59
Mus musculu&\TPase-like . A
vacuolar proton channel AW544737 szignalizacio és 0.63
(Atpl) anyagcsere
ESTs AA273553 0.64
Homo sapienslone 23783 AW539654 0.62
Rattus norvegicu$4-3-3 szignalizacio, anyagcsere,
proteiny-subtype AWS42425 stresszvélasz 0.57

42. tabldzatdz akut (96 6ra) (A) és kronikus (4 hét) (B) cipmblom kezelés hatdséara a patkany agyban fokozott
mértékben expresszalodott gének listaja és ismektioi.

A:

A gén neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio ﬁ;gﬁle;%as

Phosphoglycerate mutase, .
type B subunit AW536195 metabolizmus 3.20
ESTs AA268054 3.75
Mus musculu®NA
sequence from clone
RP23-92G13 on AA267286 4.57
chromosome 13 _
B&T\O sapienpoly(A) sitd A\y544538 transzkripcié regulacié 4.47
Mus musculumSTI1 AW536215 stresszfehérje 6.52

A gén neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio An)n/ gggigs
Mus musculu§LI-LRR
associated protein-1 W30242 1.81
Midkine AA222497 stressz-valasz és repail] 1.83

91



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

A PITP gén expresszidjat kétszeresére fokozta ggamin akut adasa. Ennek a génnek
a transzkriptumérdl tudjuk, hogy szignal-transzdo&c €s neurondlis differencidlodasi
folyamatokeért feldls (Utsunomiya és mtsai 1997). A fokozott mértéklexpresszaldédott
citoszkeletalis gének kozil a RanBPM emdlheki. A Ran egy mikrotubulusok
O0sszeszereléséért, és nuklealis membran strukiGeddkitasaért felés proteincsalad egyik
tagja (Nakamura és mtsai 1998). A PGAML1, azaz afdgdiceromutaz gén esetében is fokozott
transzkripciot talaltunk az imipramin kezelés hatds Ez az enzim a glikolitikus
folyamatokban, azaz a sejtek energiatermelésébeaikj&zerepet.

A krénikus imipramin kezelés a kromatin reguldcg@Enek nikodését (transzlin, CGl)
represszalta, az NF midkin esetében pedig fokdeatiszkripciot okozott. Ez utdbbinak a sejt
stresszvalaszaban és repair folyamatokban tuldftak szerepet (Wada és mtsai 2002).

Eredményeink publikdlasa 6ta Tsankova és mtsaig2@@sonlo megfigyelésalr a
depresszi6hoz gyakran tarsuld stressz helyzetekz émipramin egymassal ellentétes iranyu
kromatin regulaciés hatasarol szamolt be, ameligadnok acilaciés mechanizmusan keresztil
szabdlyozza az idegi ndvekedési faktorok pl. a BsdRszkripcidjat (Hyman 2006). Mind sajat
eredmeényeink, mind az emlitett szitzlegljabb munkai arra utalnak, hogy az imipramin
kezelés hosszabb tavon a neuronok transzkripcibjeerulacioja Gtjan is kifejti hatasat, és ez a

Kisérleteink szerint a citalopram haromszor tobh g@nszkripcidjara hatott, mint az
imipramin (40-42. t4blazatok)A 3200 vizsgalt gértd 29 represszalodott, 7 pedig fokozott
mértékben expresszaldédott. A citalopram esetébeitoiszkeletalis, metabolikus, transzkripcios
regulator, sejthalal és talélési gének transzkdjjpcivaltozott meg elsorban. Ezek kozil a
legfontosabbakat emlitve:

- A tubulin fehérjea-alegységének génje represszaldddt. tablazat).Ez a fehérje szamos
olyan folyamat résztvéje, amelyet mar korabban is kapcsolatba hoztak az
antidepresszivumok hatasaval pl. G-protein medidénilat ciklaz regulacié (Rasenick és
mtsai 1997), protein foszforilacid (Asakura és mt$896), mikrotubulus O6sszeszerelés
(Miyamoto és mtsai 1995).

- A proteoszomak egyik alegységének génje (MSSl1gpsesszalddoitd0. tablazat)mely a
degradalddé fehérjék féléletidejének ndvekedéser ludtja.

- Az ubuquitinhez hasonlé fehérjék génjének citalaprandukdlt represszidja szintén a
fehérjék proteolitikus degradaciojat késleltetli@@. tablazat).

- A sejthalél és talélés szempontjabol fontos génékik a 14-3-3 proteinek, mSTI1 és
midkine emelhdt ki. Az el$t represszalta, az utdbbi kittpedig indukalta a citalopram
kezelés. A midkin esetében mind az imipramin, menditalopram hasonld, szignifikans
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expressziot fokozo hatast mutat¢tl. tablazat).Ezek az eredményeink is meggitik az
antidepresszivumok neuroproliferativ hatdsat (Mallés mtsai 2000).

- Az imipraminhoz hasonl6an a citalopram esetébe¢aladtunk hiszton és kromatinikodést
regulalé hatast(40-42. tablazatok).A citalopram a H2AZ hiszton varians génjének
repressziojat okoztgdl. tabldzat),amely a kromatin struktirgjanak szabalyozasaéetste
(Cunliffe 2003).

- Mind az akut, mind a krénikus citalopram kezelégreeszalta a V-ATP-az génjének
transzkripciojat (40-41. tablazatok).Ennek a génnek a neurotranszmitterek vezikularis
Ujrafelvételében tulajdonitanak szerepet (CousiRa@sinson 2000; Murata és mtsai 2002) és
a citalopram j6l ismert tulajdonsaga, a szerotaljnafelvételének gatlasa szempontjabol
lehet fontos.

Osszefoglalva, transzkriptomikai kisérleteink @ipimaciokat nyujtottak az imipramin és
a citalopram molekularis hatasmechanizmuséaval kalptssan a KIR-ber(Palotas és mtsai
20049. Adataink arra utalnak, hogy az antidepresszivumuktasa a KIR-i gének
expressziojanak regulacidjara rendkivil Osszet&rignalizacios, metabolikus, regulacios,
sejthaldl, és kromatin regulator génelékiidésére hatnak. Az éksk6zott hivtuk fel a figyelmet
az antidepresszivumok kromatin regulaciés hatasammely a legujabb kisérletes adatok
fényében magyarazhatja a depresszié stressz-eéhédst neuronalis patomechanizmusat,
tovabba a kromatin regulator anyagok, mint poteligiéj gyogyszerek szerepére hivhatja fel a
figyelmet a depresszié és demenciak kezelésében.

3.18. Hogyan befolyasoljdk az antidepressziv szerek az RPmetabolizmusat patkany
agyban?

Az elbz6 pontban ismertetett kisérleteink igazoltak, hogkidnbdd tadmadaspontu
antidepresszivumok a transzkripcié szintjén is lyéiwljadk a neuronok tikodését Palotas és
mtsai 2004% Azt azonban nem tudtuk meg, hogy hatdssal vaenakz AK
patomechanizmusaban kdzponti szerepet jatsz6 APRabalzmuséara, azon belll is
(Pakaski és mtsai 2005

In vitro vizsgalataink ekként igazoltak, hogy mind a triciklikus imipramimind az
bazalis @lagyi neuronok tenyészetébgéiit. abra).A két vizsgalt molekulat sszehasonlitva az
imipramin hatdsa ésebbnek bizonyult, mint a citalopramé. Hasonl6 éiérthatast csak
szerotonin vagy muszkarin agonistak kozvetlen alkzbsaval mutattak ki kordbban (Buxbaum
€s mtsai 1992; Nitsch és mtsai 1992).

93



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

116 kDa-
s e
a b c d
116kDa- o A ,
RS e d g
d

a b c

C
s kontroll
400 * /31 M
I == 10 uM
3 100 uM.

300

s (%)

200

Optikai denzit

100

imipramin citalopram

14. 4bra Imipramin és citalopram kezelés hatasa az APP inomaaktivitdsra patkany bazalisdegyi neuron
tenyészetekben (E18DIV8), Western immunoblot &te&rlA reprezentativ immunoblotok az imipramin
(az &bra felg sora) és citalopram (az als6 immunoblot sor) kbliwi dbzisainak hatdsat mutatjak be
(@: kontroll; b: 1 uM; c:10 uM; d: 100 uM). Az &bra also része, a hisztogram, a szemilaibtit
immunoblot kisérletek eredményeit szemlélteti. kkatak és dozisaik kdzottt kvantitativ kilénbség a
optikai denzitas sz&zalékos egységeiben (harometiséedményeinek atlagai és SD; * p < 0.01; ** p
<0.02; =* p < 0.05.

Az AK amiloid hipotézise szerint az APP alternagplicing-ja két & iranyba torténhet,
melyek kozil csak a béta szekretaz altal medidiztamiloidogén. A sejtek mind amiloidogén,
mind nem-amiloidogén APP hasitasi termékeket stélkanak. Amennyiben a szekretoros,
alfa szekretaz medialt Gtikodik, akkor a nem-amiloidogén peptidek keletkezmntien
(Esch és mtsai 1990), mivel a BAP szekvencian bgliténik a hasitds. A béta szekretéz
hasitasakor szekretalddnak az aggregaciora hajlamidsidogén szekvenciak (Haass és Selkoe
1993). A szekretoros APP Ut &z vitro vizsgalatok eredményei szerint aranyaiban kevesebb
amiloidogén peptidet eredményez és ezért az AK paatjabol kedvedbbnek mibsithet,
mivel kevesebb ligand all a béta szekretaz rendéiere a membranban (Gabuzda és mtsai
1993). Ezért minden olyan terdpids beavatkozas,lyarfekozza az APP szekréciojét,
csokkentheti az amiloid depozitumok kialakulasaledietiségét, ezért hatékony 0j AK kezelési
stratégia kiindul6pontja lehet.

Amennyiben a szekretoros APP metabolikus Gt folpkgyobb mértékben, akkor
feltételezhet, hogy csdkken az APP molekuldk mennyisége a tetssejtek membranjaiban.
Nem meglep tehat, hogy az imipramin esetében az elvarasoknakfeleben csokkent
cellularis APP szinteket figyeltink meg, a citalpr esetében azonban nem volt kimutathaté
ilyen jelledi valtozads. Ennek ellenére, mivel a szekretalt imo&k mennyiségét mindkét
vizsgalt molekula il fuggsen noveli(15-16. abrék),az AK amiloidogén patomechanizmusa
szempontjdbdél mindkét antidepresszivum kefvéardpids hatdsu lehet. Figyelemre mélto
azonban, hogy mig az imipramin esetében inverz danécio-fliggés volt megfigyelkieta

94



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

szekretélt APP formdk mennyiségében, addig a gitatonal linearis 6sszeflggést talaltyhi.
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15. bralmipramin és citalopram kezelés hatasa a szekrétdR izoformak mennyiségére patkany bazaliagli
neuron tenyészetek (E18DIV8) tapfolyadékdban, West@munoblot kisérletek. A reprezentativ
immunoblotok az imipramin (az abra f&¢lsora) és citalopram (az als6 immunoblot sor) kbl
dozisainak hatasat mutatjgdk be (a: kontroll; b:uM; ¢:10 uM; d: 100 uM). Az abra alsé része, a
hisztogram, a szemikvatitativ immunoblot kisérlededdményeit szemlélteti. A molekuldk és doézisaik
kozottt kvantitativ kilonbség az optikai denzitzalékos egységeiben (hdrom kisérlet eredményeinek
atlagai és SD; * p < 0.05).
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16. 4bralmipramin és citalopram kezelés hatdsa a szekrétBIP izoformak mennyiségére as idiggvényében.
Patkany bazalis éhgyi neuron tenyészetek (E18DIV8) tapfolyadékdBéestern immunoblot kisérletek. A
molekulak és doézisaik kozoéttt kvantitativ kilonbaggoptikai denzitas szazalékos egységeiben (harom
kisérlet eredményeinek atlagai és SD; * p < 0.002) < 0.02; *** p < 0.05.

A PKC a biogén aminok szubcellularis hatasanak kegwiediatora, és az
antidepresszivumok hatadsanak egyik kozéjetiiMann és mtsai 1995). Kisérleteinkben a PKC
mennyiségét eltéen befolydsolta a két antidepresszivum a kezdkldegn(17. abra).Mig az
imipramin kezelés fokozta az enzim mennyiségétjgaddcitalopram esetében nem taléltunk
valtozasokat. Adataink medesitik Morishita és Aoki (2002) megfigyeléseit, akik
trombocitakban talaltak hasonlé eltéréseket imipnakezelést kovéen. Eredményeink szerint
az imipramin hatasatél eli&n a citalopram kezelés nem befolyasolja a PKC amglis
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mennyiségét, és ez arra utal, hogy a kiloahfmsu antidepresszivumok hatasa él@PKC
vonatkozasédban. Mivel a két altalunk vizsgalt molakPKC mennyiségre iranyulé hatasa eltért,
ugyanakkor APP szekrécidra irdnyuld hatdsuk megesie feltételezhetjik, hogy eltér
hatdsmechanizmussal fokozzak az APP szekrécidjaérlgteink azonban nem adnak valaszt

arra, hogy ez a folyamat hogyan térténik.
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17. 4bra Imipramin és citalopram kezelés hatdsa a PKC immeaddivitdsra patkany bazdlis &lgyi neuron
tenyészetekben (E18DIV8), Western immunoblot &fe&rlA reprezentativ immunoblottok az imipramin
(az &bra felg sora) és citalopram (az als6 immunoblot sor) kbliwi dbzisainak hatdsat mutatjak be
(@: KT; b: 1uM; ¢:10 uM; d: 100uM). Az abra also része, a hisztogram, a szemilatatitmmunoblot
kisérletek eredményeit szemlélteti. A molekulald&saik kozottt kvantitativ kilénbség az optikai
denzitas szazalékos egységeiben (harom kisértiinérg/einek atlagai és SD; * p < 0.05).

Az altalunk vizsgélt két antidepresszivum neurcizamtterek szintjen ismert
hatasmechanizmusa is etiéellegi (Veenstra-VanderWeele és mtsai 2000). Az imipramin
kronikus kezelésekben déein a noradrenalin Ujrafelvételét gatolja, a szetatokevésbé, és
alkalmazasa soran kovetkezményes S4H€ceptor down-regulaciot figyeltek meg (Eison és
mtsai 1991). A szerotonin receptorok aktivitdsaosdkkenése révén az imipramin esetében az
APP szekrécié csokkentését varnank, de eredményadinkans szekrécié fokozodast igazoltak,
tehat mas mechanizmusok is szerepet jatszhatrai@ntat szabalyozasaban.

Mar az ebz6, pontban ismertetett, az imipramin és citalopreandzkriptomikai hatasat
vizsgalo kisérleteink eredményei is arra utalnalgyhaz antidepresszivumok hatasa rendkivil
0sszetett, a neurotranszmitterek szintje mellatbgekus szabalyozasi folyamatokat is érinthet
(Veenstra-VanderWeele és mtsai 2000). Ezért tovatbérletek sziikségesek az APP
metabolizmusra kifejtett hatasaik pontos megéregséh

Osszefoglalva, a triciklikus antidepresszivumokéktartozd imipramin és az SSRI
citalopram kedve¥ az APP szekréciot fokozo hatasat mutattuk Kkiitio \6zOvettenyészetes
kisérleti rendszertiinkben (Pakaski és mtsai 2008atadnk szerint a két molekula eléén hat a
cellularis PKC szintekre, az imipramin emeli, aatopram kezelés pedig nem valtoztatja meg.
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Eredményeink a triciklikus antidepresszivumok és S&RI-ok kedvézterapids hatdsat
valoszinisitik AK-ban, de feltételezlden elté hatdsmechanizmus révén.

3.19. Hogyan hat a szelektiv szerotonin Ujrafelvéltegatiéd citalopram és a kombindlt
noradrenerg és szerotoninerg hatasu mirtazapin AK-s betegek limfocitainak
génexpressziojara?

Korabbi vizsgélatainkban az AK-os betegek limfoicisk génexpresszidés profil
jellemzése utankKalman és mtsai 200%ka triciklikus és az SSRI tipusu antidepresszivkimo
genomikus hataséat térképeztik fel patkdnyok kobemé Palotas és mtsai 2003a
Megallapitottuk, hogy a vizsgélt molekuldk dderban a neurondlis szignalizacios
folyamatokban, plaszticitasban, metabolikus funkioahn, sejthaladlban és tulélésben fédel
gének transzkripciojat modositjak. Ugyanezt a gtatdwenetet folytatva, a tovabbiakban arra
voltunk kivancsiak, hogy a noradrenerg és szero&wgi hatdsu antidepresszivumok milyen
specifikus transzkripcids valtozasokat indukainak Betegek limfocitaibanRalotas és mtsai
2004h. Kisérleteinkben 3200 génen kovettik a citalopésma mirtazapin 4 hetes szedésének
hatasat AK-os betegeken. EredményeinkéB-d5. tablazatoknutatjak be a citalopram, é<é-

47. tAblazatoka mirtazapin esetében.

Az alacsony szerotoninerg aktivitAs nem csak aadsgio sajatossaga, hanem az AK-os
betegek agyaban is kimutathaté (Bowen és mtsai)12&3AK-os betegek limfocitéi pedig sajat
€s masok vizsgalatai szerint is szamos specifikifssés hordozo6i, metabolikus, immun és
szignalizaciés funkciondlis zavarokat okozva aekejimikdodésében (Eckert és mtsai 1998;

Etcheberrigaray és Bhagavan 1999; Morocz és mi&#i;Zana és mtsai 2005

43. tablazatA citalopram kezelés hatiséra fokozott mértékbpreszzalddott gének a KT személyek limfocitéaiban.

- . - "
A klon neve (MRNS) G:;:rz:]nkl An;/ 2::;:‘
DNA G/T mismatch-binding protein u73737 3
Retinoblastoma-binding protein 1
(alternative products) oP S66427 324
Human mRNA for KIAA0118 gene, partial cds D42087 3.28
EST AA768866 3.29
EST AA424932 3.3
Homo sapien&IAA0421 mRNA, partial cds ABO007881 3.54
TIAL cytotoxic granule-associated RNA-binding D64015 363
protein-like 1
Homo sapien&IAA0414 mRNA, partial cds ABO07874 3.74
EST AA034298 3.79
Eukaryotic translation initiation factor 3 (elF-3
036 oburt (EIF-3)  |y39067 3.83
Spectrine, non-erythrocytic 1o-fodrin) J05243 3.83
Defender against cell death 1 D15057 3.89
Homo sapien&RG1 mRNA, complete cds L76159 3.9
Core-binding factorf3-subunit L20298 4.17
Homo sapiensimilar to 60S ribosomal XM046136{1 4.42
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protein L30 isolog (LOC123334), mRNA
ESTs, Highly similar to KIAAO187H. sapieny AA203278 5.63
Human glioma pathogenesis-related protein

(GliPR) mRNA, complete cds U16307 575
Human mRNA for KIAA0137 gene, complete cds D50927 6.52

A négy hetes citalopram kezelés a 3200 vizsgéltlgé¥h-aban, azaz 39 esetben okozott
transzkripcios valtozasokat az AK-os személyek#édi47. tablazatok)A KT személyek génjei
kozul 6sszesen 19 esetben taldltunk fokozott egpis mig szignifikans repressziv hatast
egyik gén esetében sem forduli &13. tablazat).

A citalopram szedése mind a KT, mind az AK szenélgé néhany citoprotektiv és
anti-apoptotikus folyamatokban részt &egen transzkripcidjat fokozta. lde tartoznak: a
defender against cell death 1, mismatch-bindingegmp citotoxic granule-associated RNA-
binding protein-1 génjei. Ez utdbbi fokozott kifejelése mindkét vizsgalt csoportban
kimutathato voli(43-44. tablazatok).

A citoszkeletdlis fehérjék génjei kozll azfodrin fokozott transzkripciojat figyeltiik
meg a citalopram kezelés hatasara, de ez a haéktdzen csak a KT csoportot érintette. Az
fodrinrdl ismert, hogy az apoptézisban szefekhszpaz-3 enzim egyik célmolekulaja, és az
NFF-ban a tau proteinnel egyitt fordul elz AK-os betegek agyaban. AZodrin gén szelektiv
citalopram valaszkészsége dsszhangban all kor&pi galman és mtsai 200%kés masok
megfigyeléseivel arra vonatkozéan, hogy a citostldis és sejt adhézios molekuladk kdzul tobb
csokkent mértékben expresszalddik és diszfunkdored AK-os betegek limfocitaiban ill.

fibroblasztjaiban (Takeda és mtsai 1992).

44. tabldzat A citalopram kezelés hatasara fokozott mértékbepreszzalddott gének az AK személyek

limfocitaiban.
. : A valtozas
A kl6n neve (MRNS) G:;;;nk' mértéke
(atlag)
Gonadotropin-releasing hormone (luteinizing-hormone
releasing hormone) X01059 2.05
Major histocompatibility complex enhancer-binding
protein MAD3 M69043 2.08
Homo sapien&lAA0414 mRNA, partial cds ABO007874 2.10
Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransggrt
member 1 L29339 2.11
Human mRNA for KIAA0118 gene, partial cds D42087 2.11
EST AA044813 2.13
Homo sapienslone 24723 mRNA sequence AF055023 2.17
ESTs, Weakly similar to zinc-finger protein 85
(Homo sapiefs N30728 2.20
MYB proto-oncogene protein U22376 2.21
Utrophin X69086 2.22
MAX protein X60287 2.22
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Eg&nﬁgtgecrétgr protein klna-se F?K428 le\-lA, U59305 226
e P roiaed 2cnger ol
Core-binding factor3-subunit L20298 2.30
EST H73202 2.33
Human mRNA for KIAA0137 gene, complete cds D50927 2.37
EST AA583145 2.39
EST R98130 2.58
Myeloid cell nuclear differentiation antigen M81750 2.59
Platelet factor 4 M25897 2.67
Human ras inhibitor mRNA, 3'-end M37190 2.72
:)—:ét%e icn)ﬁi?(tg?c granule-associated RNA-binding D64015 2 89
Sodium channel, voltage-gated, typ@-holypeptide L10338 3.06
MOC 27330 IMAGE. 4667201 mRNA, complete cds | BCO16378 3.10

Mar kordbbi sajat és masok vizsgalati eredményalotas és mtsai 2004a,bhsankova
és mtsai 2006) felhivtak a figyelmet arra, hogy rcikdikus és az SSRI tipusu
antidepresszivumok transzkripcid és kromatin rdguiftatasokkal is rendelkeznek (Veenstra-
VanderWeele és mtsai 2000). Ezbsdti meg jelenlegi megfigyeléseink kézll az a tédmygy a
citalopram kezelés mind az AK, mind a KT csoportmkiiokozta egy transzkripciés faktor, a
core binding factor atirodasat, amely tobbek kozbticitoszkeletalis és matrix proteinek
génjeinek mkodését is szabalyozza.

Korabbi, limfocitakon végzett génexpresszids vitsgmk eredményei szerint szamos,
immunfunkciékhoz kapcsolhatdé gén represszaldodotiAkzos betegekbenK@man és mtsai
2005h. Jelenlegi kisérletiink eredmeényei szerint a aitedm kezelés nem hatott ezeknek a
géneknek a kifejgalésére, szamos mas, szintén az immunfunkciokhozsk&mo gén
mikodését megvaltoztatta azonb&alptas és mtsai 200)blde tartozik pl. a platelet factor-4,
myeloid cell nuclear differentiation antigen, MH@hancer binding protein, core binding factor.
A citalopram immunfunkciokhoz kapcsolhaté géneketodaoialdé hatasa kozvetlendl
0sszefuigghet a molekula 5HT szintet eif@tasaval, hiszen az 5HT receptorok jelen vanmak a
immunsejteken, igy a limfocitakon is (Mossner ésdte1998; Stefulj és mtsai 2000).

45. tablazatA citalopram kezelés hatdsara represszalodott gémekkK személyek limfocitaiban.

A klon neve (MRNS) Genpank A vgltqzas
szan mérteki
Fibronectin 1 X02761 0.10
Homo sapiengukaryotic translation elongation
factor-Tu BC018641.1 0.13
EST AA233054 0.14
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Human mRNA for KIAA0137 gene, complete cds D50927 150
Human putative mono-ADP-ribosyltransferase
(htMART) mRNA, complete cds U47054 0.17
Proliferation-associated gene A
(natural killer-enhancing factor A) X67951 0.17
EST AA258550 0.21
Adenine nucleotide translocator 2 (fibroblast) RR26 0.21
CDC28 protein kinase 2 X54942 0.22

Homo sapiensibosomal protein L10 (RPL10), mRNA XM 048415.1 2D.

Homo sapiensimilar to 60S ribosomal protein L30

isolog (LOC123334), mRNA XM 046136.1 0.25
Homo sapiensimilar to ribosomal protein L10;

QM gene; DNA segment XM 048417.1 0.28
Homo sapiensimilar to 60S ribosomal protein L10

(QM protein homolog) (LOC90571), mRNA XM 032658.1 0.29
Homo sapientectin, galactoside-binding, soluble,

1 (galectin-1)(LGALS1), mRNA XM 038717.1 0.29
Immunoglobuling X58529 0.30

Az imipramin az eBként haszndlt triciklikus antidepresszivum molekukevert
noradrenerg €s szerotoninerg hatasokkal, és ahp$aimakoldgiai vizsgalatokban altalanosan
elfogadott referencia szerként szerepel. Korabbieggresszids profil és APP metabolizmust
vizsgalo kisérleteinkben ezért is hasznaltukdiegesen. Az 1950-es években tértént bevezetése
Ota szamos Uj hatdsmechanizmusu, kethezmellékhatas profild hangulatjavitd szer kertlt a
klinikai hasznalatba. Ezek kozil a mai napig lebtib hasznalt csoportot, az SSRI
készitményeket az 1970-es évek kozepén hoztékidonga. Az SSRI-k és az azbdta bevezetésre
kerilt még Ujabb generéacios vegyuletek génexp@sszas AK specifikus hatasairol
vizsgélataink publikaciojaig, az imipraminhoz halsan nem rendelkeztiink informaciokkal.

A mirtazapint 2000-ben torzskdnyvezték Magyarorerég depresszié kezelésére, és az
imipraminhoz hasonléan noradrenerg és szelektinogmtnerg (NaSSA) hatassal rendelkezik,
de a hisztamin H receptorokat is blokkolja. A molekula noradrenengtasai kozil a
preszinaptikusu, auto- és hetero- (5HT neuronok) receptorainak dugk a legkifejezettebb,
szerotoninerg hatdsa pedig az 5HE 5HT receptorok gatlasan keresztil érvényesul. Korabbi
kisérletinkben az,. receptorok génjének represszigjat figyeltiik meg Ad¢-0s betegek
limfocitdiban Kalman és mtsai 200%b Ezért végeztink kisérleteket a tovabbiakban arra
vonatkozd6an, hogy azi,-adrenoreceptor hatassal rendetkezartazapin hogyan befolyasolja az
AK-0s betegek limfocitainak génexpresszios mintdzatPalotas és mtsai 200¥c
Eredményeinket 46-47. tabldzatokoglaljak 6ssze.
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46. tablazatA mirtazapin kezelés hatasara megvaltozott mértéldxpresszalddott gének listdja a KT személyek

limfocitaiban.
. Génbanki A valtozas

A klén neve (MRNS) S7Am mértéke
Human G0S3 mRNA, complete cds L49169 0.26
Human scaffold protein Pbpl mRNA, complete cds ATEH2 0.30
Homo sapiendet3 (BET3) mRNA, complete cds AF041432 0.34
Epidermal growth factor X04571 0.35
Formyl peptide receptor-like 2 D10922 0.42
Ubiquitin-conjugating enzyme E2B M74525 0.43
(RAD6 homologue)
H. sapiengyrin (MEFV) mRNA, complete cds AF018080 0.43
Tumor necrosis factor-inducible M31165 0.43
protein tsg-6 precursor
Zinc finger protein 2 (A1-5) X78925 0.44
Image EST R78712 0.45
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, M80254 0.46
mitochondrial precursor
Human mRNA for KIAA0227 gene, partial cds D86980 2.19
CD3G antigen, gamma polypeptide X04145 2.19
(TiT3 complex)
Proliferation-associated gene A X67951 2.20
(natural killer-enhancing factor A)
T-cell receptor, beta cluster K01571 2.28
Mannose phosphate isomerase X76057 2.34
60S ribosomal protein L41 212962 2.41
Human ring zinc-finger protein (ZNF127-Xp) U41315 2.63
gene and 5’ flanking sequence
Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus X65923 2.63
(FBR-MuSV) ubiquitously expressed (fox derived)
Human mRNA for NADPH-flavin reductase, D32143 2.87
complete cds

A DNS lapka technikdval vizsgalt 3200 gén kozulgkh (1.4%) esetében talaltunk a
mirtazapin kezelés utan transzkripcios valtozdét47. tablazatok A KT személyeknél 9/11,
az AK-os betegeknél pedig 7/17 volt a represszéltir@lukalt gének aranya az egyes
csoportokban.

Eredményeink szerint egyetlen noradrenerg vagyoszenerg rendszerrel kapcsolatos
gén esetében sem talaltunk szignifikans transziérip&ltozast a mirtazapin kezelést kde,
hasonl6an kordbbi kisérleteinkhez, amelyekben @&aramin és citalopram hatasait vizsgaltuk
(Palotas és mtsai 20043,bEz a megfigyelésiink arra utal, hogy az antidesm® hatasu
pszichofarmakonok hatasa kifejezettebb a limfocitédém noradrenerg és szerotoninerg
funkciokkal kapcsolatos genetikus allomanyara, mantmonoamin rendszerekkel kapcsolt
génekre.

101



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

47. tablazatA mirtazapin kezelés hatasara megvaltozott mértéldxpresszalddott gének listdja a KT személyek

limfocitaiban.
A klon neve (MRNS) Gir;g;nki An;/g:giz

(atlag)
H. sapien defensin 5 gene, complete M9792¢ 111
Human cell death proteirrip) mRNA, partial cd U5006: 0.76
Tumor necrosis fact-inducible protein TS-6 precursc M3116¢ 0.78
Carbonic anhydrase J0303 0.86
Putative DN/-binding protein A2 M59465 1.27
H. sapien stimulator of F-transport mRNA, complete ¢ AF02076: 0.73
apc-1 adrenocepte JO385: 1.06
Human retinoic aci-responsive protein (NM4AG) u5038: 0.94
Human mRNA for KIAA0O059 gene, complete D3188: 253
H. sapien HP protein (HP) mRNA, complete « AF03511¢ 1.06
Human BAC clone GS025M0fom 7q2:-q22 AC00254( 1.02
H. sapien mRNA for villin-like protein, complete ci D8815¢ 1.03
EST AAB10122 1.09
Cysteinerich proteir M3314¢ 1.09
Bone morphogenetic proteit M2249( 1.09
H. sapien atrophir-1 interacting protein 4 (AIP4) mRNA, particds | AF03856¢ 0.94
EST AAO3844¢ 1.07
H. sapien torsinB (DQ1) mRNA, partial ct AF00787: 1.01
EST AAO01861¢ 0.92
Homolocue of Drosophile slowpoke (potassium chanr U1391: 1.02
H. sapien mitotic feedback control protein Madp2 homcwue mRNA| U6541( 1.10
EST AAB84542¢ 1.10
Glucosaminyl (I-acetyl) transferase 1, core M9734h7 1.03
EST AABA852E 122
H. sapien putative tumor suppressor protein unspliced fdfoe-2) | AF04070¢ 0.92
EST AAB8679: 112

A mirtazapin kezelést koue&n a legnagyobb véltozasokat a limfocitdk
immunfunkcidival kapcsolatos génjei esetében tatalEzek kozul a KT személyek esetében a
natural killer-enhancing factor A, CD3G antigén déme& ki (43. tablazat Szamos apoptdzis és
metabolikus hatasu gén esetében talaltunk repéessXT csoportban. Ez utdbbiak valtozasait
magyarazhatja a mirtazapin periférids szerotonidsrgoradrenerg receptorokra kifejtett hatasa,
hiszen a limfocitdk rendelkeznek ilyen tipusu reoegkkal (Ferriere és mtsai 1996), tovabba a
limfoid szervek noradrenerg és szerotoninerg beiéseket is kapnak (Bellinger és mtsai 1988)
és a biogén aminok a limfocitakilkbdését kozvetlentil is befolyasoljdk (Aune és miS&0).

A mirtazapin nem csak a szerotoninerg, hanem adnemarg rendszeren keresztil is
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kifejtheti direkt, vagy indirekt médon limfocita imun-modulalé és génexpressziét modositd
hatdsat, hiszen a T-sejteken talalhatdadrenoreceptorok stimulalasardl kimutattak, hogy
csokkenti a sejtek reaktivitasat (Felsner és mi€85). Az a-receptorok serkentése tovabba
csokkenti minden fajta limfocita alcsoport esetébesejtek szamat az NK sejtek kivételével
(Stevenson és mtsai 2001). Az NK sejtek katekolardlasza eltér a tobbi limfocitaétdl, hiszen
ezek a sejtek; ésp, receptoraik szamanak csokkentésével reagalnagaista hatasra, mig a
T sejteka, receptoraik szaméat névelik meg (Jetschmann és afi€6). Sajat megfigyeléseink
szerint a mirtazapin eltéliranyban hat az olyan NK és T-sejtek funkcidéihepésolhatd gének
expresszidjara, mint pl. a natural-killer enhanciiagtor A, a CD3G antigén, stb4g-47.
tablazatol.

Mivel az immunrendszer szerepét feltételezik mindhaagulatzavarok, mind az AK
kialakitdsaban (a depresszio stressz-medialt nedoiein-neurodegenerativ hipotézise), ezért a
mirtazapinnal, és kordbban az imipraminnal és ajt@mmal kapcsolatos hasonld
eredményeink - azaz hogy ezek a molekuldk az imamkaefékhoz kapcsolt gének
expresszidjat modulaljak a limfocitakban — fontosethetnek mind az affektiv betegségek, mind
az AK terapiaja és immun-patomechanizmusanak meggdzempontjabol.

Osszefoglalva, az SSRI csoportba tartozé citaloprtamkezelve AK-os betegeket, a
citoszkeletdlis, immun, sejthalal és tulélésselckatatos gének transzkripcidja valtozott meg.
Elssként bizonyitottuk, hogy mind a citalopram, mind nartazapin genomikus hatdsa
elssdlegesen az immunfunkciokat regulalé gének traiEdkjanak maédositdsaban nyilvanul
meg mind a KT, mind az AK-os személyek limfocitéifl@alotas és mtsai 2004a,b).
Eredményeink megésitik a kordbbi allatkisérletes és human adatainkahangulatjavitok
genomikus hatésait illéen, és felhivjak a figyelmet az SSRI és az NaS@BAthantidepressziv
kezelés potencidlis @lyeire az immunfolyamatok és az AK vonatkozasaBasérleteink
transzkriptomikai szinten nyujtottak tovabba Ujabldatokat az immun és idegrendszeri

folyamatok, valamint az antidepresszivumok kolcasi@isainak megértéséhez.

3.20. Hogyan befolyasolja a kevert noradrenerg észerotoninerg hatasu venlafaxin
antidepresszivum kezelés az &b, pszeudodemens személyek limfocitainak
génexpresszids mintazatat?

A venlafaxin az SSRI-ok utdn megjetenharmadik generéciés, SNRI tipusu
antidepressziv hatasu molekula, amely hatasatratsn@, noradrenalin és kisebb mértékben a
dopamin Gjrafelvételének gatlasan keresztil fejiMuth és mtsai 1986). Hangulatjavité hataséat
tekintve nem hatékonyabb, mint az imipramin, vagy t@bi ismert molekula, de
kardiovaszkularis és mas jellegmellékhatasprofilja lényegesen kedéela (Pacher és

Kecskeméti 2004). Ez utébbi kiulondsen assiddepresszios €s a depressziés és demens
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komorbid betegek szempontjabdl fontos, hiszen aligarés cerebrovaszkularis betegségek
rizikGja az életkorral & Kisérleteink kovetkdzszakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy ez a
harom neurotranszmitter rendszerre is haté molekdgyan maddositja & depresszios
személyek limfocitainak génexpresszidos mintazakdingan és mtsai 200hc A kordbban
alkalmazott kisérletes protokolljainktél annyibantiink el, hogy a vizsgalati személyekisd
nem demens, depresszids betegek voltak, a vizgogdg dnkontrollos volt. Eredményeinket a
48-49. tablazatokoglaljak 6ssze.

48. tdblazat A venlafaxin kezelés hatdséra indukalt gének hstdj masfélszeresnél nagyobb valtozasok félkovér

betitipussal jeldltek.

A KI6n neve (MRNS) Génpanki Funkcio A vz@ltqzés
szam mértéke

Homo sapienstress-induced-phosphoprotein NM 006819 | stressz-vélasz 0.81
1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) (STIP1),
Homo sapienaristaless homeobox NM 005169 | DNS transzkripci6  0.87
(Drosophila) (ARIX), mMRNA regulacio
Homo sapiensireidopropionasg-(UPB1), NM 016327 | nitrogén 0.89
MRNA metabolizmus
Homo sapiensDNA FLJ12643 fis, clone AKO022705 | citoszkeleton 0.93
NT2RM4001969, moderately similar Rattus
norvegicuamRNA for IP63 protein
Homo sapiensnRNA for ribosomal protein | D28378 ismeretlen 0.95
S12, partial cds
Homo sapiengrion gene complex, NM 012409 | ismeretlen 0.96
downstream (PRND), mRNA
Homo sapiené&\DP-ribosyltransferase NM 006437 | DNS javitas 0.99
(NAD™; poly (ADP-ribose) polymerase)-like fL
(ADPRTL1), mRNA
Homo sapiensDNA: FLJ20892 fis, clone AKO024545 | ismeretlen 1.00
ADKA03430
Homo sapiensibonuclease/angiogenin NM_002939| RNS anyagcsere 1.04
inhibitor (RNH), mRNA
Homo sapiensnRNA for KIAA0869 protein, | AB020676 | citoszkeleton 1.13
partial cds
Homo sapientemoglobinf; NM 005331 | oxigén szallitas 1.20
(HBQ1), mRNA
Homo sapienfragile X mental retardation 1 | NM 002024 | egyedfefidés 1.20
(FMR1), mRNA
Homo sapiensiypothetical protein LOC51059NM 015912 | egyedfefidés 1.25
(LOC51059), mRNA
Homo sapiensDNA: FLJ22332 fis, AK025985 | DNS transzkripcip  1.29
clone HRC05753
Homo sapiensudix (nucleoside diphosphate NM 002452 | DNS javitas 1.30
linked moiety X)-type motif 1 (NUDT1),
mRNA
Homo sapienkiematopoietic protein NM 005337 | hematopoézis 1.31
1 (HEM1), mRNA
Homo sapiensDNA: FLJ23064 fis, clone AKO026717 | spermatogenezig 1.34
LNG04783, highly similar to AF015283omo
sapiensselenoprotein W (hSelw) mRNA
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Homo sapiensnRNA; cDNA KFZp564H0616 AL110175 | ismeretlen 1.34
(from clone DKFZp564H0616)

Homo sapien#lix.1 homeobox-like protein | AF211891 | transzkripcio 1.35
(MIXL) mRNA, complete cds regulacié

Homo sapienfetaine-homocysteine NM 001713 | metionin 1.40
methyltransferase (BHMT), mRNA bioszintézis

Homo sapien$ipase, endothelial NM 006033 | lipid metabolizmys 1.57
(LIPG), mRNA

Homo sapiensynaptotagmin IV mRNA, AF299075 neurotranszmissgiéo 1.59
complete cds

Homo sapiensing finger protein 1 NM 002931 | kromatin szerkezet 1.68
(RING1), mRNA

Homo sapienshromosome 1 unknown u67037 komplement 1.71
protein mRNA, partial cds aktivacio

Homo sapiensnRNA; cDNA AL137489 | ismeretlen funkci6 2.11
DKFZp43401230

Homo sapien€17orfl gene, exon 8 3’ AJ008128 citokinézis 2.11
Homo sapiensal-like 1 Drosophila NM 002968 | embriogenezis és  2.12
melanogastgr(SALL1), mRNA morfogenezis

Homo sapiensDNA: FLJ20896 fis, AK024549 | szignal 2.16
clone ADKAQ3527 transzdukcio
RCC1=RCC1-I {alternatively spliced, S75708 mitosis 2.21
exon 6’, insertion site}

Homo sapienslone FLB7527 PRO1999 AF113699 spermatogenezis 2.22
MRNA, complete cds

Homo sapiensDNA FLJ11795 fis, clone AK021857 | ismeretlen funkcio  2.50
HEMBA1006155

A biogén amin tipusu neurotranszmitterek, a norsalie, szerotonin és a dopamin a
hangulati-érzelmi élet, a kognitivilkkodések, az addikcio, alvas, étvagy, szexualiskasgeés,
immunfunkcidk és sok mas olyanikddés szabalyozasaban vesznek részt, amely a dienésnc
depresszié szindrémak igen fontos Klinikai kompmeeifFelten és mtsai 1987; Ader 1991,
Meredith és mtsai 2005).

49. tablazatA venlafaxin kezelés hataséara represszalt géngdjdisA masfélszeresnél nagyobb véaltozasok félkovér

betitipussal jeldltek.

A klon neve (MRNS) Genpank| Funkcio A vgltgzas

szam mértéke

Homo sapiengutative tumor AF156166 | ismeretlen -4.28

suppressor mRNA funkcio

Homo sapiensDNA FLJ14017 fis, AK024079 | protein -3.97

clone HEMBA1000505 komplexumok

Homo sapienset finger protein 2 NM 005798 | embriogenezis, -3.40

(RFP2), transcript variant 1, mRNA morfogenezis

Homo sapienfiypothetical protein NM 017755/ transzkripcid -3.15

FLJ20303 (FLJ20303), mRNA regulacié

Homo sapien&IM domain only 7 NM 005358 protein -3.03

(LMQY7), transcript variant 1, mRNA anyagcsere

Homo sapienacid phosphatase 5, NM 001611 | szfingolipid -2.85

tartrate resistant (ACP5), mRNA anyagcsere

Homo sapiensnajor vault protein NM 017458 | metabolizmug -2.56

(MVP), transcript variant 1, mRNA
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Homo sapiensike-glycosyltransferase NM 004737 | N-acetil- -2.34

(LARGE), transcript variant 1, mRNA glikézamin
metabolizmus

Homo sapien$iSPCO052 protein NM 014150 RNS -1.98

(HSPC052), mRNA processzing

Homo sapiensDNA FLJ13310 fis, AK023372 | ismeretlen -1.78

clone OVARC1001453 funkcio

Homo sapiengranscription factor 12 (HTF4, helikM 003205 | transzkripcid -1.68

loop-helix transcription factors 4) (TCF12), mRINA regulacio

Homo sapiengallikrein 10 (KLK10), NM 002776 | proteolizis -1.68

transcript variant 1, mRNA

Homo sapien®lICE-5 protein NM 017582 | proteolizis -1.57

(HSA243666), mMRNA

Homo sapiensoltage-dependent anion NM 003375| anion -1.35

channel 2 (VDAC?2), mRNA transzport

Homo sapiensetinoblastoma binding NM 005056 | transzkripcio -1.34

protein 2 (RBBP2), mRNA regulacio

Human rap2 mRNA for ras-related protein X12534 1saig -1.31
transzdukcio

Homo sapiensnRNA for KIAA1151 AB032977 | citoszkeleton -1.31

protein, partial cds

Homo sapienpolymerase (DNA-directed), NM 019896 | ismeretlen -1.22

€4 (p12 subunit) (POLE4), mRNA funkcio

Homo sapiengurinergic receptor P2X, NM 002558 | iontranszport -1.18

ligand-gated ion channel, 1 (P2RX1), mRNA

Homo sapiensnRNA; cDNA DKFZp434B2119 |AL137529 | lipid -1.13

(from clone DKFZp434B2119); partial cds anyagcsere

Homo sapiensDNA: FLJ20980 fis, AK024633 | transzkripcid -1.10

clone ADSU01986 regulacio

Homo sapien&TP-binding protein sara NM 016103| intracellularis -0.96

(LOC51128), mRNA protein

Homo sapienpolymerase (DNA directed), NM 006230 | DNS replikacio  -0.92

82, regulatory subunit 50kDa (POLD2), mRNA

Homo sapienallograft inflammatory NM 004847 gyulladas -0.91

factor 1 (AIF1), transcript variant 2, mRNA

Homo sapiensDNA: FLJ21932 fis, AK025585 | RNS -0.87

clone HEP04318 metabolizmus

Homo sapienscarcinoembryonic antigerelate{NM 001815 | immunvélasz -0.79

cell adhesion molecule 3 (CEACAMS3), mRNA

Elssként szamoltunk be az irodalomban a venlafaxinstziarptom szini hatasairdl ids
depresszids betegek limfocitaibafa{man és mtsai 200hcA négyhetes SNRI kezelés hatasara
a 8 000 vizsgalt gén 0.71%-4anal, azaz 57 gén esetidyeltiink meg szignifikdns expresszio
valtozast (48-49. tablazatok)Ezek kozil 11 db-ot random mddon kivalasztva, 6tédmen
erositette meg a DNS lapka vizsgalatunk eredmény@iR@-PCR. A venlafaxin tdbb génnek az
expresszidjat valtoztatta meg, mint a korabbi késéinkben az imipramin, citalopram és a
mirtazapin kezelésP@lotas és mtsai 2003; Palotas és mtsai 2004p,B\z 57 gén kozil 36
fokozott mértékben expresszalodet8(tablazat, mig 26 darab represszaléd@t®. tablazat).

A

immunfunkciékban és a neuro-immurikiddésekben szerepet jatsz6 géndikidésére hatott

venlafaxin a cellularis szignalizaciés és plastdsi folyamatokban,

legnagyobb mértékben. A kordbban vizsgalt hanqudt) hatasi molekulakhoz hasonldéan, sem
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a noradrenerg és szerotoninerg, sem a dopaminemgzinisszioval kapcsolatos gének
miikodését nem befolyasolta déah a venlafaxin kezelés a periférias limfocitakl@alotas és
mtsai 2003; 2004a,b,c) hiszen egyetlen neurotranszmisszioval kapcsolagEs), a
szinaptotagmin 1V fokozott expresszidjat figyeltitkkeg. A szinaptotagmin a szinaptikus
vezikularis transzport komponense. Fontos megjetuydz azonban, hogy eredményeink nem
zarjak ki annak a leh&tégét, hogy a KIR-ben teljesen mas génexpressiitiazatot kapnank,
mint a limfocitakban.

A korabban vizsgalt molekuldkhoz hasonléan, a Varia is efisen megvaltoztatta
expresszidjat. Ezek kozil a RING1, MIXL esetébekofmtt transzkripciof48. tablazat) mig a
FLJ20303, HSPCO052 és a TF 12 gének esetében pepligssziot okozotf49. tdblazat). A
venlafaxinnal kapcsolatos eredményeink is felhii@hat a figyelmet az antidepresszivumok
genomikus hatasainak fontossdgara. Ez a hatds@uragenezis és a neuronalis regeneracio
szempontjabdl is fontos lehet (Duman 2004).

A venlafaxin citokinézissel kapcsolatos génekre7@fl; KIAA1151) kifejtett hatasa a
limfocitak migracios készségéhez és a diapedenkciajahoz kapcsolhatd, mivel a migraciés
folyamat a citoszkeletalis fehérjék jelést fokl atrendemését kivanja. A venlafaxin
genomikus hatasaval kapcsolatos kisérleteink eregends megejsitik az antidepresszivumok
immunfunkciékat modulalé hatasardl sz616 adatoRatsso-Neustadt és mtsai 1999).

Osszefoglalva, ef&ént szamoltunk be a SNRI hatasu venlafaxin traipsakn szink
hatasairél idis, depresszidos betegek limfocitaiban (Kalman ésin#805c). Korabbi, mas
antidepressziv hatdsu vegyuletekkel végzett vatsg@khoz hasonléan, ez a molekula sem a
biogén aminok anyagcseréjével kapcsolatos génekegsgidjat valtoztatta meg a human
limfocitakban, hanem a kromatin dkbdésében, cellularis szignalizaciés és plaszscita
folyamatokban, immunfunkciokban szerepet jatszélgatikbdésére hatott, és ezért a molekula
periférias immun-modulator hatasa is feltételezheEredményeink az antidepresszivumok
komplex, nem csak a neurotranszmitterek szintj@nyilganuld hatdsait éisitik meg.

3.21. Hogyan befolydsoljdk az antipszichotikumok génexpressziot patkanyok agyaban?

Antipszichotikumokat hasznalunk a demens betegs&lkedési és pszichés tlineteinek
kezelésére, és azoskori delirium szindrémak agitacios tinetcsopaegatén is (Tariot és Ryan
2001). Ezek a tlnetek a demens betegek 90%-abdualdak eb, és gyakorisaguk a betegség
progresszidjaval fokozédik (Merriam és mtsai 19B8jna és Tariska 2000; Tariska 2000). Az
agitalt és az agressziv viselkedés kilowhidzmai, a hallucinaciok és téveszmék miatt kialaku

apolasi problémak képezik tovabba az intézeti iésmé és apolasi otthonokban valé elhelyezés
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legfobb indikacidit (Ferris és mtsai 1987; Coen és n26aR2).

Annak ellenére, hogy a tipusos és az atipusossaitimptikumokat gyakran irjak fel a
demencia szindrémakhoz tarsul6 emlitett indikacadkbalig rendelkeziink adatokkal arra
vonatkozdan, hogy ezek a molekuldk hogyan befoljsaz AK és a tobbi demencia forma
kimenetelét, patomechanizmusat. Arra vonatkozéam sameriink adatokat, hogy hogyan
hatnak ezek a molekulak transzkriptom szinten a-B&R. Mivel az utdbbi harom évben tobb
klinikai farmakol6giai vizsgalat hivta fel a figyakt arra, hogy eddig ismeretlen okbdél tobb
atipusos antipszichotikum noéveli azé#ori cerebrovaszkularis betegségek gyakorisagat és
mortalitasi rizikoit (Wang és mtsai 2005), ezéxiskori indikaciojukat szamos orszag hatésaga
visszavonta, vagy korlatozta (Rabins és Lyketso@5R0Az atipusos, masodik generacios
antipszichotikumok iéiskori alkalmazasanak és hatasmechanizmusanakztifiaid kérdései
miatt dontottink ugy, hogy vizsgélataink kovetkegzakaszaban ezeknek a molekuldknak
transzkriptomikai hatasat térképezzik fel a KIR-ijPalotas és mtsai 2003a; Fehér és mtsai
20095.

Kisérleteinkben a referencia molekulanak szamitidpeasidol és a jelenleg egyetlen
idéskori indikacibban engedélyezett atipusos szerjspenidon 96 6ras, akut, és 4 hetes,
kronikus in vivo kezelésének hatasait hasonlitottuk ©6ssze patkanggkkérgében.
Eredményeinket ag0-56. tablazatokoglaljak dssze.

Eredményeink szerint, a vizsgalt 8 000 gdnB6 gén (0.45%) agyi transzkripcibjat
valtoztatta meg a haloperidol kezelés0-62. tadblazatok Az akut kisérletekben 15 gén
represszalodott, 13-nal pedig fokozott expresgaziditunk 60-51. tdblazatok A krénikus, 4

hetes kezeléseket koven pedig 0/9 volt ez az ararp2( tablazax

50. tabldzat Az akut (96 Oras) haloperidol kezelés hatasara folktomértékben expresszalodott gének listaja a

patkany agykéregben.
. Génbanki . A valtozas
A klén neve (MRNS) S7Am Funkci6 mértéke
Follistatin-like protein AA818445 sejtciklus és 1.09
ndvekedés
Rat basic fibroblast growth factor M22427 sejtciklus és 1.19
(FGF) mRNA, complete cds novekedés
Protein O-mannosyltransferase 1 NM 053406 anyagcser 1.15
Rattus norvegicusDNA clone, similar to AA900186 iontranszport 1.96
Human B12 protein mRNA
S100 calcium-binding protein NM 053822 | iontranszport 1.41
A8 (calgranulin A) (S100A8)
Glutamate receptor subunit GluR2-flip AF164344 neurotransz- 1.22
MRNA, complete cds misszio
Calmodulin 2, mRNA, complete cds BC058485 iontrpasiz 1.13
Glutathione S-transferase A5 (Gsta5),mRNA| NM 031508nyagcsere 1.19
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Rattus norvegicusimilar to eosinophil XM 220834 | anyagcsere 1.21
peroxidase (LOC303414), mRNA
Adrenal mitochondrial protease NM 153311  protein 1.97
anyagcsere

G protein-binding protein CRFG NM 053689  szigndlga 1.06
dukcio

Ly-49 stimulatory receptor 3 NM 153726  szignaltmans 1.20
dukcio

Rattus norvegicudPP770 mRNA, AF513015 ismeretlen 1.76

complete cds

51. tabldzaiAz akut (96 6rés) haloperidol kezelés hatdsdraespralodott gének listdja a patkany agykéregben.

A klon neve (MRNS) Genb}ank| Funkcio A vgltgzas
szam mértéke
. . L . sejtciklus és i
Pleiotrophin (heparine binding factor) NM 017066 novekedes 1.11
N anyagcsere, i
Serotonin N-acetyltransferase NM 012818 szignalizacio 2.15
S\rcot![\gltg regulated cytoskeletal-associated NM 019361 citoszkeleton -1.99
a-prothymosin M86564 immunvalasz -1.48
o iontranszport,
Inwardly rectifying K-channel D61687 szignalizacio -1.89
Voltage-dependent calcium changpel subunit iontranszport, i
(Cacng7) mRNA, complete cds AF361349 szignalizacio 121
Tyrosine aminotransferase NM 012668 anyagcsere -2.68
Rattus norvegicusmiRNA for endothelial nitric
oxide synthase, 3’ region, partial AJ011116 anyagesere "L57
. : protein i
Clathrin assembly protein long form AF041374 anyagcsere 1.04
L . protein )
SH3 domain binding protein (CR16) U25281 anyagcsere 1.82
. . . 4 protein )
Disintegrin and metalloprotease domain 2 NM 0200 7anyagcsere 2.15
. o . transzkripcié
MIBP1 (c-myc intron-binding protein 1) D37951 regulacio -0.99
Gap junction membrane chanfél NM 019241 sejt interakcip -1.24
Type | proe; collagen-like sequence AF050214 szkeleton -3.25
TPCRO09 protein X89698 anyagcsere -2.07

Az akut haloperidol kezelés szignifikans mértéklmtukalta a patkany APP mRNS-
ének transzkripciojats5Q. tablazax Az APP fiziologids funkcidéi nem ismertek pontosale
neurotrofikus, neuroprotektiv, szinaptikus plasi requlalé és CGa haztartast szabalyoz6
hatésait is feltételezik, illetve bizonyitottdk (tkn és mtsai 1993; Masliah és mtsai 1997). Az
APP mRNS-ének indukcidja lehet egyrészt a halopérisimert neurotoxikus hatdsanak a
kovetkezménye (Avent és mtsai 1996), masrészt alképzelhet, hogy az akut kezelés direkt
neuroprotektiv mechanizmusokat indukal az agybahal@peridolrél ismert, hogy OS-t valthat
ki és neurotoxikus, valamint apoptdzis indukéléasatl is rendelkezik (Behl és mtsai 1996), de
genomikus hatasai nem tisztdzottak. Eredményeiakrazaz akut haloperidol kezelés szamos, a

biogén aminok anyagcseréjével kapcsolatos gén ssqfgat is represszalta pl. 5HT N-
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acetiltranszferaz, tirozin aminotranszferaz. Ezelellett, a szinaptikus kapcsolatok és
plaszticitds, valamint a szkizofrénia patomechanigan szempontjabdl fontos dezintegrin
génjének represszalasat tartjuk eredményeink kikizithelked fontossagunak5(. tablazax
Eredményeink szerint a krénikus haloperidol kezed#ésvizsgalt gének transzkripcijara
minimalis mértékben hatott, és ezek tobbsége éppgy meghaladta az altalunk 6nkényesen
meghatérozott 1.5-0s hatarértéké&2.( tAblazat és ez hosszutavi human alkalmazasanak

biztonsagossagara utal.

52. tAblaza A 4 hetes haloperidol kezelés hatasara megvaltomditekben expresszalddott gének listaja a patkany

agykéregben.
A klon neve (MRNS) Génbanki sza Funkcio A vgltgzas
mértéke
Follistatin-like protein AA818445 sejtciklus és 1.58
ndvekedés
Transducin-like enhancer of split 4 NM 019141 degis 1.51
K*-channel (erg2) AF016192 iontranszport 1.11
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, |NM 016986 anyagcsere 0.97
C-4-12
Extracellular signal-related kinase M64300 szignal 1.02
(ERK2) transzdukcid
G protein-binding protein CRFG NM 053689 szignal 1.31
transzdukcio
Relaxin-like factor AF139918 szignal 1.37
transzdukcio
Endothelin receptor NM 017333 szignal 1.69
transzdukcio
U2 RNA 3’ end M10882 1.59

Az APP génjének indukcidja mellett a masik, fokdzétdekbdésre szamot tarthatd
megfigyelésiink az endotelin receptoranak génjéapt&olatos, hiszen a kronikus haloperidol
kezelést kovéten a legnagyobb mértékvaltozast (1.69) az endotelin receptor génjének
indukcidjaban talaltuk52. tablazat).Ugyanezt a gént hasonl6 mértékben indukalta az aku
risperidon kezelés is, kronikus alkalmazasa esaepémban kismértékrepressziojat figyeltik
meg(53. és56. tabldzatok)Az endotelin és receptora neuroendokrin és neudalator hatassal
rendelkezik és a kardiovaszkularisikidések szabalyozasaban is részt vesz. Az is ishuagy
az endotelin receptorok stimulacidja dopamin fedszhulast okoz a KIR-ben (Van den Buuse és
Webber 2000), valamint, hogy hatasuk a foszfatighbzitol kaszkadot aktivalva, az
intracellularis C&" szintek emelésével érvényesiil (Reiser és Doni@®)199 haloperidol és a
risperidon tehat kozvetlenil vagy kdzvetve, az ésldoexpresszio fokozasaval neuroendrokrin,
neuromodulator vagy akar neurotoxikus hatasu istleA molekula ilyen jellefy genomikus
hatasa kapcsolatba hozhaté az antipszichotikumdknez mas hatasaval (pl. endokrin) és
mellékhatasaval (pl. kardiovaszkularis). Kataokandsai (1995) adatai szerint az endotelin

rendszer stimuldlasa a glutamét rendszert, azan &2INMDA receptorokat is aktivalja és igy
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excitotoxikus és peroxidativ karosodast okoz. Anegyfigyelésiink, hogy mind a haloperidol,
mind a risperidon képes az endotelin rendszer fottoaktivacidjara, transzkripcids szinten
magyarazhatja az antipszichotikumok mér kordbbsdlismert szabad gyok indukaldé és
neurotoxikus hatasat (Behl és mtsai 1996).

Az antipszichotikumok endotelin receptor gén inddkdatdsa magyarazhatja a
szedésikkel kapcsolatosan megfigyelt és az utddilien igen sokat vitatott emelkedett
kardiovaszkularis rizikdt, mortalitast fokoz6 hatiéat is (Herrmann és Lanctot. 2005), hiszen az
endotelinek a kardiovaszkularidgikbdések szabalyozasanak igen fontos regulatoraia@dailo
€s mtsai 2006). Eredményeink arra utalnak, hoggnaipszichotikumok szedése a periférias és

centralis endotelin rendszer stimulacidja révénleeti a vaszkularis betegségek és az ezzel

kapcsolatos szédmények kockazatat a fogékony személyek esetében.

A risperidon kezelés kétszer annyi transzkriptorttozast okozott mint a haloperidol,
hiszen 89 gén (1.11%) esetében talaltunk elt&f®3t56. tabldzatok)Ezek tobbsége akut
hataskeént jelentkezett (43 gén indukélodott, 46esgzalodott]53-54. tablazatok)A kronikus

kezelési modellben 6/11 volt ez az aréby-56. tablazatok)Az a megfigyelésiink, hogy az akut

risperidon kezelés tobb gén aktivacidjat eredmémyemint a haloperidol, a risperidon

haloperidolnal gazdagabb receptorddidsi profiljara vezethétvissza, hiszen aD5HT,, as, a;

adreno és Hreceptorokhoz is kédik, a haloperidol pedigéfeg D, ésc; receptor antagonista

hatasu.

53. tdblazat Az akut (96 oras) risperidon kezelés hatasara foltomértékben expresszalodott gének listdja a

patkany agykéregben.
. . S . A valtozas
A klén neve (MRNS) Geénbanki szam Funkcid mértéke

Integrin a-subunit 558528 sejt adhézid 1.13
Integrinp; NM_017022 sejt adhézid 1.70
Plakoglobin U58858 sejt adhézid 2.20
Pleiotrophin (heparine binding factor) NM_017066 | jtciklus és ndvekedgs 1.11
KIAA1536 protein NM_139190 sejtciklus és novekegdés 1.28
Follistatin-like protein AA818445 sejtciklus és reledés 1.96
Protein O-mannosyltransferase 1 NM 053406 anyagcser 1.57
HES-related repressor protein 1 (HERP1) AY059382 | andrkripcio 1.00
RING finger protein AF036255 anyagcsere 2.07
Transducin-like enhancer of split 4 NM 019141 salgrécio 1.52
Transmembrane receptor Robol AF041082 szignaliziweibun 1.71
T-cell receptom-chain RT1L haplotype L11027 immun 1.57
Small inducible cytokine subfamily A20 NM 019233 rman 2.31
Synaptotagmin VII U20106 szignalizacio 1.62
RAB15 M83679 szignalizacio 2.24
ryk-tyrosine kinase-related protein AB073721 szigréalia 2.67
Janus protein tyrosine kinase 1, JAK1 AJO00556 NSHIZACIO 1.48
YMEL1 (S. cerevisiaglike 1 NM 053682 anyagcsere 1.14
Aminopeptidase PILS AF148324 anyagcsere 1.15
Adrenal mitochondrial protease NM 153311 anyagcsere 1.47
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Cathepsin K AF010306 immun 1.89
CLN2 tripeptidyl peptidase | AB043870 anyagcsere 2.35
Similar to human B12 protein AA900186 iontranszport 1.77
K*-channel (erg2) AF016192 iontranszport 2.08
Na'-channel, voltage-gated, type 10a NM 017247 ioiszport 1.01
Vacuolar adenosine triphosphatdise- Y12635 iontranszport 1.40
ATPase, N§K" transportinggy NM 012504 iontranszport 2.00
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4-12 NM 016986 agogere 2.13
Kruppel-like factor LKLF AA925780 transzkripcio ralgcid 1.92
Prophet of Pit1, paired-like homeodomain NM 153627 |transzkripci6 regulacid 1.96
Activating transcription factor 3 NM 012912 trangpkio regulécid 2.50
Splicing factor 1 homolog AF079873 szignal trangaiio 1.75
SH-PTP2 protein tyrosine phosphatase 11 NM 013088| zignal transzdukci6 2.74
Receptor activity modifying protein 2 AB042888 srditranszdukcid 1.00
Interleukin 6 receptor NM 017020 immun 3.12
G protein-binding protein CRFG NM 053689 szignahszdukcid 1.89
Endothelin receptor NM 017333 szignal transzdukcf6 2.04
P-glycoprotein-like ATP cassette transporter ~ AFBBB5 transzport 1.02
Mgl AY035343 1.48
FSH-regulated protein L26292 anyagcsere 1.71
Integrin-binding sialoprotein NM 012587 szignahsadukcid 2.14
Ly-49 stimulatory receptor 3 NM 153726 szignal sadukcio 1.84
Neurexin Illa (axon guidance) L14851 szignalizacio 2.84

54. tdblazat Az akut (96 6ras) risperidon kezelés hatdséra reggélodott gének listaja a patkany agykéregben.

. . L s A valtozas
A klén neve (MRNS) Génbanki szam Funkci6 mértéke
Neural adhesion molecule F3 D38492 sejt adhézié -1.37
BIT D38468 sejt adhézid -1.12
CD5 X78985 sejt adhézid -2.60
Growth accentuating protein 43 NM 017195 sejtcildaniovekedés -1.01
Serotonin N-acetyltransferase NM 012818|szignalizacio -1.31
Activity regulated cytoskelet-associatec | NM 019361 |citoszkeleton, fefldés -2.31
a-actinin 4 AF190909 citoszkeleton, fefidés -1.19
Protein phosphatase 1, regulatory 14a NM 13040@netabolizmus -2.61
a-prothymosin M86564 immun -1.62
EFA6 exchange factor for ARF6 AB040468 |protein metabolizmus -1.40
ARL5 ARF-like protein 5 X78604 protein metabolizmus -1.31
Ubiquitin C (Ubc) NM 017314 |protein metabolizmus -1.54
Clathrin assembly protein long form AF041374 |protein metabolizmus -1.61
SH3 domain binding protein (CR16) U25281 protein metabolizmus -1.59
Hippocalcin (Hpca) NM 017122 |protein metabolizmus -1.63
Disintegrin and metalloprotease domain P NM 02007 fprotein metabolizmus -2.15
Disintegrin and metalloproteinase domain NM 020078 |protein metabolizmus -1.09
Voltage-dependent calcium channel g8 NM 080696iontranszport -2.21
Plasma membrane GAATPase 3 M96626 iontranszport -1.47
Inwardly rectifying K'-channel D61687 iontranszport -2.32
Mitochondrial H-ATP synthase J05266 metabolizmus -1.16
Uncoupling protein 2, mitochondrial NM 019354 |metabolizmus -1.53
Alkaline phosphatase, tissue-nonspecifig NM 013059metabolizmus -1.17
Tyrosine aminotransferase NM 012668 |metabolizmus -1.52
y-glutamylcysteine synthetase NM 017305|metabolizmus -2.12
MIBP1 (c-mycintron binding protein 1) D37951 transzkripcié ukio -1.13
Extracellular signal-related kinase (ERK2)  M64300 |szignalizacio -1.95
Interleukin 10 receptow- NM 057193 |immun -2.68
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Basignin (Ox47 antigen or CE-9) NM 012783 |szignalizacio -2.02
Relaxin-like factor AF139918 |szignalizacio -1.95
Soluble adenylyl cyclase (SAC) AF081941 |szignalizacid -2.37
Messenger RNA for preproalbumin V01222 metabolizmus -1.17
Vesicular GABA transporter AF030253 |szignalizacid -1.41
gcd-10S AB046592  |transzport -1.17
Gap junction membrane chanifél NM 019241 |sejt interakcio -1.11
Type | proe, collagen-like sequence AF050214 |SZKeleton -3.77
Putative zinc-finger protein AJO07467 |metabolizmus -3.40
U2 RNA 3’ end M10882 -2.63
Glucagon (Gcg) NM 012707 |metabolizmus -2.17
LIM homeodomain protein(B AF370447 szignalizcio -1.61
Limkain 1 (Lkap) NM 133421 |szignaliz4cio -1.38
mud-2 U70266 metabolizmus -1.28
Zinc finger protein 2 (DZF2) U78130 metabolizmus -1.11
Axomer-8, transported in axons AB097858 |citoszkeleton é -1.00
DnaJ-like protein (heat shock response) U53922 |stressz-valasz -1.15
TPCRO9 protein X89698 metabolizmus -1.21

A krénikus risperidon szedést kotetvaltozasok kdzul a protein phosphatase 1
regulatory 14a és a receptor activity modifyingtpio 2 gének fokozott transzkripcios aktivitasa
emelhed ki (55. tablazat Mindket a szubcellularis szignalizaciés folyamatok kompmaeés
a neurondlis plaszticitas modulatora. Erdekes rggglésiink, hogy sem a krénikus haloperidol,
sem a krénikus risperidon kezelés nem okozott §#gns mérték repressziot az altalunk
vizsgalt génekben56. tabldzat Mivel azonban tudjuk, hogy a DNS lapka trangziaimikai
vizsgélatok egyik igen komoly metodoldgiai problgapéhogy a kis elemszambarsierduld
gének transzkripciojara nem igazan érzékeny ez@ten, és a doktori értekezés tdbbi részében
bemutatott hasonld vizsgalataink esetében is szamblkell azzal a lehéséggel, hogy ezekre
a génekre nem adnak pontos informaciokat kisénletei

55. tdbldzat A 4 hetes risperidon kezelés hataséra fokozott &kiéein expresszalddott gének listdja a patkany
agykéregben.

A klon neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio A vqltqzas

mértéke
Follistatin-like protein AA818445 sejtciklus és ndvekedés 1.09
Protein phosphatase 1, regulatory 14a NM 130403 |metabolizmus 2.30
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4-12 NM 016986 |metabolizmus 1.24
Prophet of Pit1, paired-like homeodomain NM 153627 |transzkripcio regulacid 1.69
Extracellular signal-related kinase (ERK2) M64300 szignaliz&cio 1.35
Receptor activity modifying protein 2 AB042888 szignaliz&cio 3.35

56. tabl4zatA 4 hetes risperidon kezelés hataséra repressztilgdoek listdja a patkany agykéregben.

A klon neve (MRNS) Génbanki szam Funkcio A vgltgzas
mértéke
EFA6 exchange factor for AR AB04046¢ protein anyagcse -1.04
Clathrin assembly protein long fo AF04137- proteinanyagcser -1.4¢
Janus protein tyrosine kinase 1, J4 IAJO0055t¢ szignalizaci -1.37
Inwardly rectifying kK'-channe D6168 iontranzpori -1.6¢
Uncoupling protein 2, mitochondr NM 01934 metabolizmu -1.2¢
Alkaline phosphatase, tiss-nonspecific  |[NM_01305¢ metabolzmus -1.67
Endothelin receptt NM_01733: szignalizacii -1.0¢
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P-glycoproteir-like ATP cassettt AF10656: metabolizmus -1.1:
U2 RNA 3’ enc M1088: -1.5€
Limkain p1 (Lkap NM_13342: szignalizacii -1.1€
TPCROQ9 protei X8969¢ -0.91

Osszefoglalva, a tipusos antipszichotikumok kom®zia haloperidol és az atipusos
risperidon akut és krénikus transzkriptomikai haiésvizsgalva a patkanyok KIR-ében a
szinaptikus plaszticitasban és sejt szignalizaméslszerekben részt vegének expresszidjanak
modulaciéjat mutattuk ki (Fehér és mtsai 2005). denényeink szerint az akut haloperidol
kezelés szelektiven fokozta az APP gén transaijapcamely az AK-os betegekben téétén
alkalmazasa szempontjabdl lehet fontos. Az endotetieptor transzkripciojat pedig mindkét
antipszichotikum stimulalta. Ez a hatds az antgsaikumok emelkedett dskori
kardiovaszkularis mortalitasi rizikojaval hozhat@gcsolatba. A nemzetkdzi viszonylatban is
Ujnak missils eredményeink az antipszichotikumok komplex, nek a&seurotranszmitterek
szintjén megnyilvdnulé hatasara szolgaltatnak byi@kokat, és felhivjdk a figyelmewtstori

alkalmazasuk veszélyeire is.

3.22. Hogyan befolyasoljak az antipszichotikumok azAPP agyi metabolizmusét
patkanyokban?

Az elbz6 pontban ismertetett kisérleteink eredményei amanak, hogy a tipusos
antipszichotikum csoport etalon molekulajanak, doperidolnak terapias dozisai akut
kisérletekben fokozzék az APP transzkripcidjatedea hatds nem érvényesil sem a molekula
kronikus alkalmazasakor, sem az atipusos szewspariion esetéberréhér és mtsai 2005
Mivel a haloperidol altalunk megfigyelt transzkripcszinti hatasai nem feltétlendl jelentik azt,
hogy a varhaté eltérések fehérje transzlacios exzirg megnyilvdnulnak, azaz emelkedett agyi
APP szinteket taldlunk a haloperidol kezelt patk&nggyaban, ezért kisérleteink kovetkez
szakaszaban akut és krénikus, terapias és toxidopdridol és risperidon kezelések APP szint
in vivo hatasainak nyomonkovetésértiik ki célul Palotas és mtsai 200BbEredményeinket a
18-19. abrakmutatjak be.

Fontos metodikai szempont, hogy a kisérleteinkbaseimalt monoklonalis ellenanyag
nem kulonboztette meg az egyes APP izoformakaghio& az amiloidhoz hasonld, 2-es tipusu
prekurzor proteint is felismerte (Wolozin és mt$8D6). Az amiloidogén és nem amiloidogén
peptidek aranyait €s mennyiségét ezért nem tudaghatarozni.

Eredményeink szerint az akut terapias és toxikussddaloperidol kezelés kismérték
(2-6%-0s), de szignifikans APP szint emelkedéstzoko12-96 6raval a beadast ke (18.
abra). A kronikus 1-4 hetes kezelés, sem a terapias, adoxikus dozist alkalmazva nem
valtoztatta meg az agyi APP szinteket.
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18. abraAkut (a) és krénikus (b) terdpias (Th) és toxiking haloperidol kezelés hatasa a kortikalis APPitekire
patkany agyban. Szemikvantitativ Western immunateghatarozasok. (C) Kontroll csoport
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19. abraAkut (a) és kronikus (b) terapias (Th) és toxikiDe) fisperidon kezelés hatasa a kortikalis APP tekire
patkany agyban. Szemikvantitativ Western immunafghatarozasok. (C) Kontroll csoport.

A jelen kisérleteinkben megfigyelt, akut halopelikezelés kévetkeztében létrejott APP
szintek kismérték emelkedés mértékét aranybandléek tartjuk az éiz6 pontban bemutatott és
megbeszélt transzkriptomiai kisérleteinkben leirPPA RNS mennyiségi ndvekedésének
mértékével (1.76x50. tablazat (Fehér és mtsai 2005 Az APP egy filogenetikusaidsi
molekulaként ismert, analdg szekvenciai méar a fdyge és az izeltldbuakban is kimutathatdak,
anyagcseréje pedig rendkivil szoros és multipleb&lyozas alatt all (Selkoe 2001; Mattson
2004), ezért feltételezhiethogy megfigyeléseinkhez hasonld, relative kiséMirtexpresszios
valtozasok is mar jelebts eltéréseket okozhatnak a fehérje KIR-i funkciaiba
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Az irodalomban elként igazoltuk a haloperidol APP szinteket ejrtetaséatn vivo. Az
itt bemutatott protein szifit kisérleti eredményeink megsitik korabbi, transzkriptomikai
eredményeinket a haloperidol akut hatasaitdi#et

A haloperidol APP szinteket endelhatdsanak patomechanizmusa nem ismert. Az
antipszichotikum multiplex hatasa feltételezhehiszen lehet, ahogy &6 pontban emlitett
kisérleteink is bizonyitjak, hogy az APP gén trémgriojat fokozza Fehér és mtsai 2005de
az is lehet, hogy a transzlacié vagy a poszt-ttaogxs processzing, vagy akar mas receptorok
miitkodésének szabalyozasa réven fejti ki hatasat.

A transzkripcios faktorok kozil a haloperidol tokbkozott az NkB aktivitasat is
fokozza (Paul és Purdy 1992), @&ria transzkripcios faktorrol pedig ismert, hogy APP
transzkripciojanak szabalyozasaban is részt veam €6 mtsai 1995).

Az antipszichotikumok az APP poszt-transzlaciéscpsszing szintjén kifejtett hatasat
tAmasztjak ala Higaki és munkatarsainak (1997)méegei, amelyek a haloperidol szekretaz
gatld képességét igazoltdk, és igy feltétemmet részt vehet az APP amiloidogén
metabolizmusanak gatlasdban. A klinikai megfigye#éss fontos ide vonatkozé érveket
nyujtanak, hiszen a szkizofrénids betegek kozotldzritkabban fordul & (Arnold és mtsai
1994; Higaki és mtsai 1997), és ezt a jelenségatrémikus antipszichotikum hasznalat
kovetkezményének tartjak (Casanova és mtsai 1993).

Az emlitetteken kivil a molekula ;Dreceptor antagonista hatasat, a kdvetkezményes
csokkent PKC medialt folyamatokkal és *Caszignalizacioval (Giambalvo 1988; Cedazo-
Minguez és mtsai 2001), vagy @ antagonista hatdséat is feltételezhetjuk azonbant m
potencidlis APP metabolizmussal interferald tévker A KIR-I o, receptorok a CA
szignalizaciés folyamatokkal kapcsolt ionotréf, afmitrof és fesziltség-fuggCe" csatornak
mitkodését modulaljak (Walker és mtsai 1990). MivelA2P metabolizmus is Earegulalt
folyamat (Mattson és mtsai 1993; 1997), annak a@ftlsBgét sem zarhatjuk ki, hogy a
haloperidols; receptor antagonista hatasa f&dedz altalunk megfigyelt eltérésekért.

Eredményeink szerint a risperidon kezelések eggiknéja sem okozott szignifikans
kortikalis APP szint valtozasokat, bar enyhén, dmszignifikans mértékben emelkedett fehérje
arra utalnak, hogy a risperidon alkalmazasa az A#ilodd anyagcseréje szempontjabdl
biztonsdgosnak tekintiet A receptorialis funkciokat tekintve a risperid@n monoaminerg
receptorok antagonistgjaként idikidik, igy az 5HT receptorok kdzil éorban az 5HI, és
az 5HT; receptorokat blokkolja (Kinon és Lieberman 199%).5HT,a receptorok stimulécioja
azin vitro adatok szerint APP szekréciot fokoz6 hatasu (Nits mtsai 1992; Arjona és mtsai

2002). Ezt figyeltik meg sajat vizsgalatainkbariHakaski és mtsai 20p5Az akut risperidon
11€



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A kutatdsdmények értékg&ismertetése

kezelés 5H7a receptor blokkol6 hatdsa tehat csokkentheti arst@k APP izoformak aranyat,
mennyiségét. A risperidonnak az 5HT receptorokogmadvanulé effektusa is magyarazhatja
kisérleti eredmeényeinket, feltételezve, hogy az ikeggeurotranszmitter rendszer APP
0sszmennyiséget ndvelhatdsat a masik rendszer ellentétes iranyu hdtésgpenzalhatja.
Kisérleteink egyik legfontosabb klinikai GUzenetegi a risperidon akut és krénikus szedése
nincs hatassal az agyi APP metabolizmusra és ealr$zirileg biztonsagosan adagolhaté az
AK, vagy AK rizik6ju betegeknek.

Osszefoglalva, az APP szintek agyi valtozasait oysves kisérleteink eredményei
szerint csak a haloperidol révidtavi szedése emmdg a kortikdlis APP mennyiségét, a
risperidon nem rendelkezik ilyen jelledpatasokkal (Palotds és mtsai 2003b). Adataink arra
utalnak, hogy hosszu tavon mindkét fajta antipsgikbm biztonsagosan alkalmazhat6 az APP
metabolizmusa szempontjabdl az AK viselkedésidiimeit kezelésére. Adataink azonban nem
zarjak ki méas, akar eredményeinkkel ellentétes am@zimusok érvényesilését e gyogyszerek AK

specifikus hatasaiban.

3.23. Az addiktiv szerek kozil a 3,4-metiléndioximtamfetamin (MDMA) és a morfin
kréonikus adagolasa hogyan befolyasolja az APP aggnyagcseréjét?

El6z6, antidepresszivumokkal és antipszichotikumokkalzeét kisérleteink eredményei
arra hivtak fel a figyelmet, hogy a KIR-i biogén iamendszereken haté pszichofarmakonok
moédosithatjak az APP transzkripcidjat és posztsiri@rtios processzingjéPdlotas és mtsai
2003b; Pakaski és mtsai 2005; Fehér és mtsai 2005

Az addiktiv szerek, igy az MDMA és morfin APP mailibmusra kifejtett hatasai
egyaltalan nem ismertek az AK vonatkozasaban, hepék a molekulak neurotranszmitter
szinten a biogén aminokon fejtik ki hatasukat (Qougs mtsai 1991), kronikus abuziv
alkalmazasuk tovabba kognitiv zavarokat okozhak @ mtsai 2002), amelyeknek a demencia
szindréma is komponense, tovabb4 neurotoxikus bigtas is rendelkeznek (Gyarmati és mtsai
2002; Harlan és Kailas 2004). Annak ellenére, hmdmasznalatukkal vald visszaélések az egész
vilagon komoly pszichiatriai és tarsadalmi problé&atdokoznak, hosszu tavu KIR-i hatasaikroél
alig rendelkeziink ismeretekkel. Raadasul a morfin sgarmazékainak ddkori Kklinikai
alkalmazasa gyakori a széniummal tarsuld traumakljgmus folyamatok kezelése soran, a
tarsuld fajdalmak csillapitasa céljabol. llyen péohak az AK-os személyeknél is
eldfordulhatnak. Vizsgalatainkat me¢eben nem rendelkeztiink adatokkal arra vonatkozoan,
hogy a morfin és szarmazékainak terdpids alkalraalzégyan hat az AK patomechanizmusara,
klinikai tineteire, lefolyasara stb. Kisérleteinkvietke® szakaszaban ezért Kettegymastol

teliesen eltéf tipusu addiktiv szer APP metabolizmusra és BACEtazre kifejtett kronikus
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hatdséatvizsgaltuk megex vivo (Kalman és mtsai 2006&redményeinket &0-21. abrak
mutatjak be.

Szemikvantitativ eredményeink szerint az APP RN$®eknyisége nem valtozott sem a
42 napos MDMA, sem a hasonlé ideporfin kezelés hatasaa0. abra).Tehéat, annak ellenére,
hogy ezek az anyagok is ugyanazokra a biogén amimotranszmitterekre hatnak, mint a
korabbi kisérleteinkben vizsgalt pszichofarmako(®#&lotas és mtsai 2003a,b; Palotas és mtsai
2004a,b; Fehér és mtsai 2008)PP transzkripcios hatasuk etigellegi.

Kisérleteink eredményei szerint a BACE fehérje ny@@ge 25%-0s novekedést
mutatott, de csak a MDMA adagolas hatdsara a mddirelés nem valtoztatta az enzim
mennyiségét (21. abra). A BACE enzimnek az APP amiloidogén metabolizmusédba
bizonyitottdk a szerepét (John 2006). Két izofoem@mert, melyek kodziul az 1-es fokozott
mértékben expresszaldodik AK-ban (Holsinger és m€i2) és mennyisége is emelkedett a
betegek agyaban (John 2006). Mivel a termelt BARnysége a BACE expresszié fokozasaval
parhuzamosan novekszik (Bigl és mtsai 2000), eregleidk arra utalnak, hogy az MDMA
kezelés az amiloidogén APP metabolikus utat fokgeheEzt el$ként bizonyitottuk az

irodalomban.
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20. &braA morfin és az MDMA hatésa a szolubilis és membu#att APP frakcidkra a patkany agykéregben. A
mintdk sorrendje: (a) kontroll; (b) morfin (¢) MDMAA szemikvantitativ  Western blot mérések
eredményeit a KT csoport%-ban fejeztiik ki. Az eéegek atlag £ SD formaban vannak abrazolva.

* p <0.001 a KT csoporthoz viszonyitva

Az MDMA tobbféle mddon befolyasolhatja a BACE ésARP metabolizmusat. Tudjuk,
hogy szinaptikus szintervleg az 5HT felszabaditdsat fokozza, de noveli a &Aa NA
mennyiségét is (Gough és mtsai 1991). Szubcelbaariazonnali és korai géneket indukal,
tovabba fokozza a szabad gyokok termelését ésherminyes sejtkarosodast okoz (Colado és
mtsai 1997). Tamagno és mtsai (2002) bizonyitottéigy az OS fokozza a BACE aktivitast és
expressziot. Hasonl6 eltéréseket taldltak agyiéeriban és sérilésekben is (Wen és mtsai
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2004). Az MDMA indukalt fokozott BACE termelés teéhinmagaban is hozzajarulhat a neuron
pusztuldshoz. Eredményeink 0j szempontok alapjanARP metabolizmusra kifejtett hatadsa
révén valoszitisitik az MDMA neurotoxikus hatasat.

A masik fontos, nemzetkdzi viszonylatban is Ujnalérsité megfigyelésiink szerint a
szolubilis és membran kotott APP szinteket Osszmiiiga az MDMA kezelés 45%-0s
szolubilis APP szint cstkkenést okozott, de a mamtkotott frakcid mennyiségére nem volt
hatassal Z0. 4bra). A morfin kezelés pedig nem befolyasolta a katikk APP szinteket. Az
altalunk hasznalt kétfajta monoklonélis ellenanyagamiloidogén és nem-amiloidogén APP
fragmenseket nem kiloniti el, igy arra vonatkozganos nem vonhatunk le kovetkeztetéseket,
hogy az MDMA kezelés altal okozott szolubilis APBbformak aranyanak csokkenése az
amiloidogén vagy a nem amiloidogén processzingekegséi. Nitsch és mtsai (1996) mar
korabban igazoltak, hogy a szerotonin rendszerudicibja PKC és PLAmedialt folyamatok
révén fokozza az APP szekretoros metabolizmusédraényeink alapjan feltételezbehogy
az MDMA kezelés altal okozott kronikus 5HT deplé@é szinaptikus degeneracié okozza a
szolubilis APP izoformak szignifikans csdkkenésit,a membranok fokozott anyagcseréje, és
az APP metabolizmus kronikus down-regulacioja esejzet jatszhat a kialakitasaban.

75KDa- ..

160 - mmmm kontroll
70 morfin
140 A s MDMA

120 4
100
80 -+

60 -

Optikai denzitas (%)

40 4

20 4

BACE

21. 4braA morfin és az MDMA hatdsa a BACE protein szintekpatkany agykéregben. A mintak sorendje: (a)
kontroll; (b) morfin (c) MDMA. A szemikvantitativedlern blot mérések eredményeit a KT csoport%-ban
fejeztik ki. Az eredmények éatlag = SD formaban sknébrazolva. * p < 0.01 a KT csoporthoz
viszonyitva.

Véleménylnk szerint annak ellenére, hogy a kronikasfin adagolassal kapcsolatos
eredmeényeink negativak, a klinikum szempontjdbdynglentisédiek, mivel a morfin és
szarmazékainak az APP metabolizmus szempontjalidbiztonsagos hasznalatara hivjak fel a
figyelmet.

Osszefoglalva, a doden szerotoninerg hatasi MDMA krénikus adagolasa£tk az
APP amiloidogén metabolizmusaban kozponti szergist6 BACE enzim mennyiségét, és
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csokkentette a szolubilis APP izoformék aranyatatkgnyok agykérgében, anélkil, hogy az
APP transzkripciéjat befolyasolta volna (Kalméan réssai 2006a). A kronikus morfin kezelés
nem okozott ilyen eltéréseket. A nemzetkdzi vietbap Gjnak szamitdé eredményeink arra
utalnak, hogy az abuziv potenciallal rendetkddDMA az APP metabolizmus megvaltoztatasa
révén is hat a KIR-ben, amiloidogén hatasai révénratoxicitasa valdszifsithet. A KIR-i
Opiat rendszer stimulacidja az A&ltalunk vizsgalt rgyaéterek szerint pedig nincs

kélcsdnhatasban az APP metabolizmusaval.
3.24. Hogyan hatnak a benzodiazepinek az APP szikte patkany agyban?

A leggyakrabban hasznalt pszichofarmakonok harmaddsoportjanak, a
benzodiazepineknek a hataséat szintén nem vizsga#tdkPP metabolizmus iranyaban, holott
hasznalatuk igen elterjedt (ad&lszemélyeknél is sajnos) az alvdszavarok alterkatielésére.
Hasznélatukkal kapcsolatos veszély, hogy nagy sabuymtenciallal rendelkeznek. Az
aneszteziolégiaban premedikacioként és az altalanesztézia részeként is alkalmazzak ezeket
a molekulékat.

Az éltalanos anesztéziat, mint a kognitiv hanyaté&saz AK kialakulasanak rizikojat
tobb Klinikai tanulmény is bizonyitotta (Breteles éntsai 1991; Bohnen és mtsai 1994;
Gasparini és mtsai 2002). Az a kérdés azonban neatédzott, hogy az altalanos anesztézia
hatasai, vagy maga aiitéti beavatkozas pl. leggyakrabban koronaria bypdgét (Mullges és
mtsai 2000), illetve sz@dményei (pl. az invaziv beavatkozasok kodvetkeztékmtakuld
mikroembolizacios folyamatok) (Roach és mtsai 1¥@wn és mtsai 1997; Newman é€s mtsai
2001) milyen mértékben vesznek részt az AK speadfikfolyamatok beinditdsaban,
kialakitdsaban.

Az emlitett megfontolasok alapjan kisérleteinkbera azerettiink volna valaszt kapni,
hogy két, neuropszichiatriai és &ltalanos anesztéiidikacibban gyakran hasznalatos
benzodiazepin molekula, a diazepam és a midazaeapiais és toxikus dozisai akut és kronikus
adagolasban hogyan valtoztatjdk meg az APP memgétig@atkanyok agykérgébelglman és
mtsai 2006 Eredményeinket 22. abrafoglalja dssze.
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22. 4braAz APP mennyiségének valtozasai terapias (Th)dleuo (Tx) ddzist diazepam és midazolam adagolasa
utdn a patkany agykéregben. Az eredmények a Kk éftban kifejezett optikai denzitdsok, melyek
szemikvantitativ Western immunoblot meghataroz&ssaliltek (atlag €D).

Kisérleteinkben a kereskedelmi forgalomban elériét mér korabban is alkalmazott
22C11 monoklonalis ellenanyagot hasznaltuk az ARKsnfierésére. Ahogy korabban is
hangsulyoztam, ez az ellenanyag azonban sajnokéees az amiloidogén és nem amiloidogén
APP izoformédk elkilonitésére, igy az APP alternatplicing-jara vonatkozéan nem
kovetkeztethetlink elbba kisérletiinkbl sem.

Eredményeink etként bizonyitottak, hogy a diazepam és a midazotardpias és
toxikus dozisai sem akut, sem kronikus adagulaskikaetten nem médositjdk az APP szintjeit
a patkany agykérgében, és ennek medfeteh BZD-ek semleges hatasat feltételezhetjiik az AK
amiloid hipotézise szempontjab&dlman és mtsai 2006b

A rendelkezésre A&ll6 igen kevés kisérletes adatZ®-& és a GABA rendszer
vonatkozasaban igen ellentmond6 és nehezen megitéda AK ismert patomechanizmusa
szempontjabél. A BZD-ek tobbek kdzott a GABA gdffiusu neurotranszmitter hatdsaiséik
a GABA. receptorokon. Ennek megfeleh a GABA rendszer aktivacidjan keresztil
fokozhatjak a GABA kivaltott gatldé hatast a KIR-@llnerg neuronokon (Farr és mtsai 1999) és
ez a tanulasi és memodria funkciok romlasahoz vetzettmely killbndsen keduitien lehet az
AK és mas demenciaformdk vonatkozasaban. Masrégztexcitdtoros neurotranszmisszio
gatlasaval a BZD-ek altal kivaltott gatlas kedvelehet az AK glutamat hipotézise
szempontjabdél (Fastbom és mtsai 1998).

AK-ban, hasonléan mas neurotranszmitter rendszerekd GABA szintek csokkenését
mutattak ki (Rossor és mtsai 1982; Lowe és mts@8BL9A BZD-ekkel kapcsolatosan pedig a
koézelmultban igazoltak, hogy gatoljdk az amiloidoggamma szekretazikodését (Churcher
és mtsai 2003). A BZD-ek tehat tobb szempontbotgktds, mas szempontok alapjan pedig
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karos hatassal rendelkezhetnek az AK vonatkozas&baumeényeink arra utalnak, hogy az
APP szintek tekintetében nincs szignifikans hatasuk

Osszefoglalva, ef&ént vizsgaltuk és bizonyitottuk, hogy a BZD-ekt aeu kronikus
adagolasa nincs hatdssal az agyi APP szintekre dpgtian (K&lman és mtsai 2006b).
Eredményeink arra utalnak, hogy a BZD-ek hasznééataAPP metabolizmusa szempontjabol

biztonsagosnak miisdil.
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A tudoyes eredmények dsszefoglalasa

A tokéletes: akar a
tokéletlen.
Mikodése mérhetetlen.
A teljesséq: akar az
Uresség.
Mikodése mérhetetlen.
Az egyenes mint a gorbe,
a szellemes, mint ajk,
az ékes sz6, mint a dadogé.
A mozgas a fagyot leggi,
a nyugvas a hevet ledgi,
a béke a rendet méryi.
Lao-ce

4. A tudomanyos eredmények dsszefoglalasa

3.1. Elstként igazoltuk, hogy 4 hetes n-3 zsirsav gazdagldjaldiétas etetés képes
megvaltoztatni felétt patkanyok agyi mikroereinek n-3/n-6 zsirsav ggnés modositani
az endotel sejtek ciklooxigenaz és lipoxigenazrajenek niikodését.

3.2. A koleszterin diéta divergald hatadsat mutattuk kebleent az irodalomban, az AP-1 és
NF«B transzkripcios faktorok tikodéséren vivo.

3.3. Elstként alkalmaztuk a human apoB transzgenikus eg@tn@dellt az agyi APP
metabolizmus tanulmanyozasata.vivo eredményeink szerint a koleszterin anyagcsere

valtozasai modulaljdk az agyi APP expressziot ésharje szubcellularis lokalizaciojat,
de az apoB hatasa nem additiv jelleghiperkoleszterinémiaval.

3.4. Elstkeént igazoltuk, hogy az ateroszklerdzis patomedamansdban kdzponti szerepet jatszo

biglikan ebsegiti az APP amiloidogén splicing-jat, mig az ape®resszidja nem
modositja ezt a folyamatot.

3.5. Elstként bizonyitottuk, hogy a demencia tekintetéberitpo csaladi anamnéZisAK
betegek trombocita membrénjainak Kilsétege csokkent fluiditasa. Eredményeink
magyarazhatjak az AK-os betegek trombocitaiban AP metabolizmus eltéréseit.

3.6. Kisérleteink el8ként szolgaltattak bizonyitékot arra vonatkozéamgyhaz apoD specifikus
izoformdja fordul @ a human agyban. Immunhisztokémiai médszerrékélst mutattuk
ki, hogy a human agyban mind a neuronok, mind asgjiek tartalmazhatnak kis

mennyiségben apoD molekuldkat normal korilményextko de jelenlétét nem talaltuk
specifikusnak az AK neuropatoldgidja szempontjabdl.

3.7. Elsbként szamoltunk be arrél, hogy hasonléan az AK-hemjbkortikélis VD-ban is

gyakoribb az E4-es allél mint a KT személyeknélagyar populacioban. Eredményeink

szerint nem valosziisithet kapcsolat az E4-allél 6roklése és a gyermekkagpressziv
fejlodési zavar kozott.

3.8.Elsdként bizonyitottuk, hogy a kognitiv, mnesztikugeasitmény apoE genotipus fliggge

ellenére a szelegilin kezelés kognitiv hatasait maadulalja az AK-os betegek apoE
genotipusa.

3.9. A neuroprotektiv KINA csOkkent szintjeit mutattuk dsoként az AK-os betegek vérében

és wvt-iben. A KINA szintek eltérései a kinureninetabolizmus periférids zavarat
igazoljak AK-ban, amely azonban fliggetlen a betea€& statuszatol.
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3.10.Elstként szamoltunk be a magyar KT és AK populaciébaamE promoter gén -491A/T

3.11.

polimorfizmusanak gyakorisdgi megoszlaséarol. Eredraénk szerint polimorfizmusa
nem jelent 6nalld rizikot az AK szempontjabdl, defaallél k6zds difordulasa az apoE
gén E4-es alléljaval kapcsolt és emelkedett Akkdizhordoz.

Elsdként szamoltunk be a CYP46A1 gén 2-es intronjanAk dllél gyakorisagairdl a
magyar KT és AK populacibkban. Eredményeink szedntC-allél oroklése sem
onmagéban, sem az apoE E4-alléllal k6zdsen newzvadlfa meg az AK rizikdjat.

3.12.Eredményeink etiként bizonyitottdk, hogy az AChE enzim molekuldoisnainak aranya

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

az aszimmetrikus formék irdnyaba tolodik el az A¥K-betegek trombocitaiban és
limfocitaiban. Kisérleteink szerint a BChE gén Krigasanak polimorfizmusa nem AK
specifikus és nincs interakcidban az apoE gén Ealiéganak droklésével sem a magyar
populaciéban.

Eredményeink megésitették a korabbi adatokat arra vonatkozéan, hodib tipusu
hiperlipidémia fokozott BChE enzim aktivitassal . j&lsoként igazoltuk, hogy ez a
kapcsolat nem E4-es allél fiigyg

A genomikus DNS életkortol figgetlen oxidativ ké&ydasat elsként irtuk le a DK-o0s
személyek limfocitaiban, a sejtek oxidativ stressdukciéra adott normal repair
kapacitasa mellett. A DK-os gyermekek limfocitaibbatlhaté genomikus DNS szelektiv
és fokozott oxidativ stressz érzékenysegeét is kattwk.

Elséként bizonyitottuk az AK-os betegek limfocitdinaksokkent apoptotikus
érzékenységét UVB indukciora.

A sejthalallal, az immun folyamatokkal és a noradrg rendszer tkodésével
kapcsolatos gének expresszios eltéréseit irtulsdéént AK-os betegek limfocitaiban.

Transzkriptomikai kisérleteink Uj informéaciokat riyitak az imipramin és a citalopram
molekularis hatasmechanizmuséardl a KIR-ben. Adkelgzott hivtuk fel a figyelmet az
antidepresszivumok kromatin regulaciés hatasara.

A TCA imipramin és az SSRI citalopram az AK szentpl kedved, az APP
szekréciot fokoz6 hatdsat mutattuk ki 6&8nt in vitro szovettenyészetes kisérleti
rendszertinkben. Adataink szerint a két molekukdn hat a cellularis PKC szintekre.

3.19.ElIssként szamoltunk be arrdl, hogy az SSRI csoporttiazé citaloprammal kezelve AK-

3.20.

3.21.

0s betegeket, a citoszkeletdlis, immun, sejthaldl téléléssel kapcsolatos gének
transzkripciojat valtoztatta meg a limfocitakbagyagyszer.

Els6ként szamoltunk be az SNRI hatasu venlafaxin tkaipm szinfi hatasairdl ids,
depresszidés betegek limfocitaiban. Kordbbi, masdeptessziv hatasu vegyuletekkel
végzett vizsgalatainkhoz hasonléan, ez a molelsutakromatin ritkodésében, cellularis
szignalizacios és plaszticitasi folyamatokban émumfunkciokban szerepet jatszé gének
miitkodésére hatott.

A tipusos antipszichotikumok k6zé tartozé halop&rigs az atipusos risperidon akut és
kronikus transzkriptomikai hatasait vizsgalva akpayok KIR-ében, a szinaptikus
plaszticitdsban és a sejt szignalizacids rendsherekészt vey gének expresszidjanak
modulaciéjat mutattuk ki. Eredményeink szerint &mtahaloperidol kezelés szelektiven
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fokozta az APP gén transzkripciojat, az endotadireptor transzkripcidjat pedig mindkét
antipszichotikum stimulalta.

3.22. Az APP szintek agyi valtozasait nyomonkdvedisérleteink szerint csak a haloperidol
rovidtavi adagolasa emeli meg a Kkortikalis APP mges@gét; a risperidon nem
rendelkezik ilyen jelle@ hatdsokkal.

3.23.Elstként bizonyitottuk, hogy az MDMA krénikus adagoldekozta az APP amiloidogén
metabolizmusaban kdzponti szerepet jatsz6 BACEmemaennyiségét és csokkentette a
szolubilis APP izoformak aranyat a patkanyok aggkéen anélkil, hogy az APP
transzkripciojat befolydsolta volna. A krénikus fior kezelés nem okozott ilyen
eltéréseket.

3.24. Elsbként vizsgaltuk és bizonyitottuk, hogy a BZD-ek taks kronikus adagolasa nincs
hatdssal az agyi APP szintekre patkanyban.

Osszefoglalva, a lipid anyagcsere eltéréseit vizéganetabolomikai, valamint genomikai és
biokémiai vizsgalataink mege#6sitik azt a nézetet, hogy az AK kialakuldsa egy retkivil
komplex folyamat és () adatokat nyudjtottak ennek megértéséhez. Kisérleteink
hozzdjarultak a jelenleg is hasznéalatos pszichofarakonok és pszichoaktiv szerek
hatdsmechanizmusanak feltérképezéséhez, AK specifik hatdsaik megismeréséhez és (j
terapias lehetségek kidolgozasahoz.
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Nincs nagyobb csapas,
mint az eleget nem ismerni,
se nagyobb veszély, mint szerzésre
torekedni.
Ezért: aki az eléggel megelégll,
elégedettnek kell nevezni.
Lao-ce

5. Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

- Az AK és mas gyakori demencia szindromak hatékdstydéeges prevencidéjahoz ismernink
kell kialakulasuk patomechanizmusét, valamint kémefi és genetikai rizikdtéeny@r A
lipid anyagcserével kapcsolatos biokémiai és glkaietiizsgalataink ezek megismeréséhez
jarultak hozza.

- Alipid anyagcserével kapcsolatos biokémiai és gekai vizsgalatok lehéséget adnak az
AK molekularis szini jellemzésére, csoportositasara. Kisérletes adtatsagithetnek a
demencia spektrumba tartozé betegségek 0j, nemmiemologiai jelled osztalyozasanak
kialakitasaban.

- Az utdbbi években egy Uj terdpids iranyzat alakilta membran lipid terapia (Escriba
2006), amely a membranok lipid és nem lipid kompseének farmakologiai médositasaval
igyekszik kezelési stratégiakat kidolgozni, tobdakz6tt a neurodegenerativ betegségek
kezelésére. A lipid anyagcsere AK specifikus e#émek feltérképezésére iranyuld
kisérleteink 0] lipid terapias modszerek kidolgaasegithetik &l

- A jelenlegi terapias lehéségek korlatait belatva fontos feltérképezniink ahasznélatos
pszichofarmakonok hatdsmechanizmusat az AK vonaddmn, azért, hogy
csokkenthessik az esetleges karos hatasaik rizik@8& hogy Ujabb, hatékonyabb
molekulakat lehessen tervezni. Nemzetkdzi viszdbgla is Gjnak szamitdé adatokroél
szamoltunk be ebben a vonatkozasban.

- A halolaj diéta altalunk megfigyelt vazoaktiv haiags magyardzhatjak az n-3 zsirsavak
kedved hatasait az AK vonatkozasaban. Eredményeink fdkia figyelmet terapias
alkalmazasuk éhyeire és veszélyeire is.

- In vitro kisérletes adatok bizonyitjak, hogy az AChE kudtmébmolekularis formai eltér
mértékben gatolhatok a ma ismert gatld vegylletekke a felismerésiink, hogy az AK
betegek limfocitai és trombocitai az aszimmetrilAGhE formakbdl tdbbet tartalmaznak,
hatassal lehet az eddig is hasznalt ChE gatld oprEygk farmakokinetikajanak és
farmakodinamigjanak, valamint hatas és mellékhptafiljianak jobb megértéséhez, és (j
generacioés AChE gatlé molekulak tervezésehez.

- Az a felismerésink, hogy a szérum lipidszintek &CaE enzim aktivitasa kozott kapcsolat
mutathatd ki, segithet (j, hatékonyabb AChE géatéEgwiletek tervezésében az AK

farmakoterépidja vonatkozasaban.
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A UVB indukédlt apoptézis vizsgalatok eredményei jemdn 0j AK specifikus
farmakoterapias stratégiak (apoptdzis és sejtcdabalyozas) kidolgozasat segithetik.

Az AK-o0s betegek limfocitdinak génexpresszios pjaiak feltérképezése tébb szempontbdl
is Gjszetinek miresiil. Uj transzkriptomikai adatokrol szamoltunk be AK periférias
eltéréseinek felismerése és a betegség patomephesdinak megértése szempontjabol. A
sejthalallal, immun-folyamatokkal és a noradreneegdszer mikddésével kapcsolatos
gének expresszids eltéréseitognt irtuk le az AK-os betegek limfocitaiban. Adata
megebsitik azt a feltételezést, hogy egyszerre tobb gaiofolyamat is hozzajarul a
neurodegeneracio komplex mechanizmusahoz.

Az elbk kozott hivtuk fel a figyelmet a kilonbéhatdsmechanizmusu antidepresszivumok
kromatin regulaciés hatasara, amely a legujablrleisé adatok fényében magyarazhatja a
depresszi6 stressz-elméletét és szubcellularisonalis patomechanizmuséat. Eredményeink
a kromatin regulator molekuldk, mint potenciélisgyogyszerek szerepére hivhatja fel a
figyelmet a depresszié és demencidk kezelésében.

Mivel az immunrendszer szerepét is feltételezik dnan hangulatzavarok, mind az AK
kialakitAsaban, ezért az antidepresszivumok genmmikhatdsaval kapcsolatos
eredmeényeinknek, azaz, hogy ezek a molekuldk azuimfumkciokhoz kapcsolt gének
expresszidjat is modulaljak, jelésége lehet mind az affektiv betegségek, mind az AK
terapidja és immun-patomechanizmusanak megértésapsntjabdl. Tovabba, kisérleteink
transzkriptomikai szinten nyujtottak Ujabb adato&atimmun- és idegrendszeri folyamatok,
€s az antidepresszivumok kblcsdnhatasainak megketés

A nemzetkdzi viszonylatban is Ujnak rgul transzkriptomikai eredmeényeink az
antipszichotikumok komplex, nem csak a neurotraitsgzrak szintjén megnyilvanuld
hatdséat bizonyitottak és felhivjak a figyelmeiskiori alkalmazasuk veszélyeire is.

Elssként igazoltuk, hogy a BZD-ek nincsenek hatdssalagyi APP szintekre, ezért
alkalmazasuk eldtha szempontbdl biztonsagosnak val6gsithet.

Vizsgalati eredményeink a kulonk®zpszichofarmakonok és pszichoaktive molekuldk Uj
tulajdonsagainak és hatdsmechanizmusanak megisgheres () hatdssal rendelkez
molekulak kifejlesztéséhez és az ismeretlen eted&t patomechanizmusanak pontosabb
megértéséhez jarulhatnak hozza. Hangsulyozni kikdagonban, hogy nem kdzvetlendl
ezeknek a molekulaknak az anti-demencia szerkdathasznalatara gondolunk (bar ilyen
irAnya kedveé hatasuk csak ésitheti alkalmazasuk érveit a demencidkhoz téarsuld
viselkedési zavarok kezelésében), hanem vizsgélatiményeink alapjan 0j tAmadaspontu
molekulak tervezhék pl. az APP metabolizmusra kifejtett szelektiv dsatl, vagy a
membranok fiziko-kémiai tulajdonsagainak megvaktasaval.
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Ha tudds leszel, sok informéciod lesz, de a Valdd&agmmit sem fogsz tudni.
Mert nem probalnak meg semmi Gjat sem.
Anthony De Mello

6. A tudomanyos munka onkritikaja

Az AK-os betegekkel kapcsolatos vizsgalatainkban Ad¢ klinikai valdsziniségi
diagndzisanak neuropatoldgiai meggitésére az esetek tdbbségében nem voltdsdgt ez
csak néhany esetben tértént meg.

Az AP-1-es komplexum c-jun vagy c-fos homo- vagyehedimerekBl, vagy c-
jun/ATF-2, c-jun/CREB elemek variacioibél allhat. mdkor a koleszterin diéta hatasat
vizsgaltuk az AP-1 és NB transzkripcios faktor komplexumok aktivitAsaraulak agyi
nukledlis extraktumaiban, nem volt lebstglink olyan EMSA Kkisérletek elvégzésre,
amelyekben a komplexumok méas komponenseinek, a,@jios, ATF-2 vagy CREB hatasait,
interakcioit vizsgalhattuk volna.

A koleszterin etetéses apoB transzgenikus kis&bete nem hataroztuk meg a diéta
hatdséat az agyi koleszterin szintekre, igy nemaitjakz, hogy ez valtozott volna.

Az apoB-t normal esetben a maj és a belek termalikapoB transzgenikus egerekkel
folytatott kisérleteink sordn nem igazoltuk egyienteen, hogy az apoB transzgén
expresszalddott-e kisérleti allataink agyaban. Emrmegfeleben kisérleteink nem valaszoljak
meg a kérdést, hogy az altalunk talalt eltérésekvédenil KIR-i vagy a periférias apoB
hatasoknak kdszonlitek.

A biglikan transzgenikus egerekkel végzett kiséntdt hatranya, hogy ezekkel az
allatokkal nem végeztink koleszterin etetéses leisdet. A koleszterin diéta hatasat ezért nem
tudtuk a biglikdn és apoB hatasokkal sszevetvageini az APP gén splicing-jara.

Az apoB transzgenikus allatokhoz hasonléan, aKdiglitranszgenikus egereknél sem
hataroztuk meg a biglikan agyi expresszibjat. igy &talunk megfigyelt eltérésekr sem
mondhatdk ki egyérteltien, hogy szisztémas, vagy lokélis agyi hatasok tkézenényei.
Biglikan expresszios kisérleteink tovabbi hatraryagy fehérje szinten nem kovettik nyomon a
megfigyelt APP mRNS izoforma valtozasokat.

A trombocita membran fluiditassal kapcsolatos kétékben a peroxidativ karosodas
mértékét csak a vérplazmaban, és nem a membranbkbaroztuk meg, pedig az utdbbi jéval
informativabb lett volna a membranok fiziko-kéméiérései vonatkozdsaban, és kozvetlendl
kapcsolatba lehetett volna hozni a megfigyelt meémbiuiditas valtozasokkal.

Az AK rizikbgén hatasok eredményeinek értékelésératig figyelembe kell venniink,
hogy csak az allél specifikus expresszié vizsgéla@dményei képesek az AK folyamataban

zajlé finom genetikai hatasok feltérképezésérediBton és mtsai 2004).
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A szubkortikalis VD betegek szama alacsony a VIa2ZspoE gén polimorfizmusanak
Osszefluggéseit vizsgald tanulmanyunkban. Ma marinmim 100 & feletti elemszamu
csoportokat hasznalnak hasonlé 0Osszefliggések lar8ga a  statisztikai probak
kovetelményeinek megfeten.

A szelegilin hatas és az apoE polimorfizmus figggének vizsgélata soran csak a
klinikai, kognitiv tlinetek valtozasait vizsgaltulh szelegilin bioldgiai, molekularis hatasait
tekintve szerencsésebb lett volna valamilyen OSkenanyomonkdvetése is, hiszen a molekula
tobbek kdzott az OS véHatasarol ismert. Erre azonban vizsgalatunk regkidpjellege sajnos
nem adott lehékéget.

A kinurenin metabolizmus vizsgalata soran csak &lAl és a szintéziséért fedesl
enzimek aktivitasat vizsgaltuk a neurotoxikus metitdik (3HK, QUIN) mennyiségét nem
mértik, igy méréseink nem adtak teljes képet ar&mn metabolizmusrél. Ennek megfélel
kinurenin metabolizmus altalunk leirt eltéréseingedjuk magyarazni komplexitdsukban. Nem
végeztink Kisérleteket a KINA metabolizmusanak dlasztas) mas iranyu feltérképezésére
irAnyaban sem. A peroxidativ karosodas mértékét kataroztuk meg tovabba a vizsgalati
személyek vérében, igy nem tudtunk kozvetlen oO8gmpékeket keresni a peroxidacios
mechanizmusok és a kinurenin metabolizmus visz télyéan.

Az apoD agyi lokalizaciéjanak meghatarozasara nykisérleteinkben a limitalt
esetszam €s a nagy inter-individudlis kilonbségiit mem tudtuk kvantifik&lni a morfolégiai
kulonbségeket (csak szemikvantitativ Western-bkszéhasonlitast végeztink az AK és KT
csoportok dsszehasonlitaséra). Az altalunkkeélst leirt, a tobbdl eltérs molekulasulya agyi
apoD tovabbi jellemzésére sem allt médunkban toMéilsBrleteket végezni.

A llb tipusu hiperlipidémia és a szérum ChE akéisit kapcsolatat vizsgalo
tanulmanyunkban csak egyféle hiperlipidémia visiatdpan kerestiink 6sszefliggéseket. Pontos
kapcsolatot csak a miénknél nagyobb elemszamu alad@an, illetve izolalt
hiperkoleszterinémia €és hipertrigliceridémia elesek®r derithetiink fel a valtozok
Osszefuggésdit. Tovabbi metodikai problémaja vizsgalatunknak,gyhonem a nemek és
korcsoportok szerinti alcsoportokban vizsgéltukpalleltérések és ChE enzimek aktivitasanak
kapcsolatat, hiszen ezek a faktorok fontos és kmedifikdld ténye#i a szérum lipid és
koleszterin szinteknek.

Az UVB hatasdnak vizsgalata soran nem hataroztug merl limfocitak szamat, a
besugarzast medgeben a kilonbdd vizsgalati csoportokban. Ezért nem zarhatjuk kiskna
leheth)ségét, hogy az AK-os és KT személyek mar aldmreteltéé T sejt szammal
rendelkeztek, és emiatt volt kilonbség apoptoti&mekenységikben is. A vizsgalati alanyok

k6zott mindkét csoportban kevés volt a férfi (seamA, sem a KT csoportban nem volt meg a
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2/1-es ®/férfi arany), bar nem ismeretesek adatok arra tkomzéan, hogy nemi, vagy
hormonalis kulénbségek hatassal lennének a lindfk@poptotikus fogékonysagara.

A limfocitak oxidativ DNS karosodasanak vizsgala@ran metodikai problémanak
tekintjiuk a DK-os gyermekcsoport kicsi elemszanyafs). Azt sem tisztdztuk kisérleteinkben,
hogy az egyes limfocita alcsoportok kdzul melyek,ndlyen mértékben k&rosodtak, és hogy
alaptulajdonsagaik tekintetében kimutathatoak-érédiek (pl. funkcié zavarok) az altalunk
vizsgalt csoportokban. A mitokondrialis DNS-ek @ity allapotat sem tisztaztuk, pedig ez a
DNS fajta még inkabb hajlamos a k&rosodasra mintikdedlis DNS. A demencia fokat sem
mértik fel a feldtt DK személyek esetében.

Transzkriptomikai vizsgalatainknak szamos metodikaioblémajat ismerjik és
tovabbiak is felmertlhetnek a moédszer dd@sével (Bunney és mtsai 2003; Wilson és mtsai
2004;Palotas és Kalman 2006A vizsgalatok koltségei miatt csak kicsi elemmpé&at tudtunk
alkalmazni. Ezt a hatranyt a vizsgélati alanyokatesztasanak szigoru feltételeivel prébaltuk
athidalni (homogén csoportok kialakitasa, diétaghggszeres faktorok figyelembe vétele,
idések otthona lakdi stb.).

Masik fontos szempont, hogy human transzkriptomik@&@sgalataink nem KIR-i
szbvetmintakbdl, hanem periférias, vérsejtdkllimfocitakbol torténtek. Ezért eredményeink
értékelése soran figyelembe kell venniink, hogyrdokitakon talalt eltérések nem feltétlendl
tukrozik a KIR-i folyamatokat. Az idegrendszeri Yamatok 0Osszehasonlithatatlanul
komplexebbek, mint egy sejtpopulacié vizsgélata. sidézt, az egyes limfocita
transzkriptomikai eltérésefd mint biologiai markerekil, nem rendelkeziink szenzitivitasi és
specificitdsi adatokkal egyik altalunk alkalmazdgérleti paradigméban sem.

A limfocita transzkriptomikai kisérletek értékelésé azt a szempontot sem szabad
elfelejtentink, hogy a limfocitdk nem homogén sqjudaciot képeznek, és nem vizsgaltuk az
egyes alcsoportokat az egyes valtozokra vonatkaztgyik kisérletiinkben sem.

Tovabbi hatrany, hogy transzkriptomikai kisérlekegredményeinek értékelésekor nem,
vagy csak alig tudtuk az epigenetikus faktorok $eata kontrollalni kisérleteinket.

Fontos interpretaciés szempont, hogy a DNS lapgérkiteinket "latszélagos” hipotézis
vezéreltséggel terveztik, és kiviteleztik (célzdktrdésfeltevések), ennek ellenére az
eredmények interpretaladsakor a hipotézis vezégatséigyekeztiink eredmény alapu
interpretaciéval kiegésziteni.

A transzkriptomikai eredmények értékelésekor foramesm eitt tartani, hogy az ilyen
tipusu kisérletek sajatossaga és egyben héatrangg veriabilitasuk, reprodukalhatésdguk
sokszor bizonytalan (Mirnics és mtsai 2006gemikvantitativ eredményeinket nem minden

esetben validaltdk a QRT-PCR kisérleteink adataiis®probléma, hogy a QRT-PCR validalast
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nem mindig a hipotézisek szempontjabdl legfontosaliozdék, hanem gyakran random
kivalasztott gének esetében végeztik el. Tovalblbadatok halmaza tbbbféle interpretéciora is
modot adhat. Ezeknek a dilemmaknak folyamatosamdatéban voltunk az eredményeink
értékelésekor, és sajnos csak igen kisfoku ,tedgss tudtunk torekedni.

A DNS lapka technika az utobbi 3 évben végzettridsdink alatt rengeteget fégott.

Az egy kisérletben vizsgalt gének szama ma mar akdarmincezret is elérheti (Bunney és
mtsai 2003). Mi kezdetben csak 3 ezer, majdbBBLO ezer gént tudtunk vizsgéalni. Az adatok
kiértékeléséhez is egyre bonyolultabb, specializdmitogépes statisztikai programokat
hasznalnak és kdvetelnek meg (Verducci és mtsd)200

Mirnics és mtsai (2006) a pszichiatriai transzloiptkai vizsgélatok metodikai
nehézseégeit, problémait targyalva hivjak fel a digyet a ,molekularis hub”-ok leh&tégére,
azaz olyan géncsoportokra, amelyek expresszidjazegge €s hasonldéan valtozik, betegség,
vagy paradigma specifikusan. Tudatdban vagyunky leagk a ,hub”-ok a pszichofarmakonok
hatdsainak vizsgéalatakor is jelen lehetnek eredeigkigen. Transzkriptomikai eredményeink
ezért ebbl a szempontbdl is tovabbi validacios kisérletegényelnek, és kdvetelnek meg.

Ahogy korédbban is emlitettem, de ismételten szérathangsulyozni, hogy kisérleteink
igen fontos hatranya, hogy az expresszidés adatosat kisszamu random valasztott gének
esetében tudtuk QRT-PCR segitségével nisifeni, és ezek esetében sem volt 100%-0s a
validitdsi ardny. A megléy taldlati ardnyt tovabbi kereszt-hibridizacios pémhak is
bonyolithattak.

Az is ismert, hogy a DNS lapka transzkriptomikazsgalatok egyik igen komoly
metodoldgiai problémaja, hogy a kis elemszambdifordulé gének transzkripcidjara nem
igazan érzékeny a médszer. Ezért vizsgalatainiélesptszamolnunk kell azzal a letsdggel
is, hogy ezekre a génekre egyaltalan nem inforralatiisérleteink.

Az antipszichotikumok hatasait vizsgaldé APP immaoohlot kisérleteinkben hasznalt
monoklonalis ellenanyag nem képes megkulonbozietnegyes APP izoforméakat, ezért az
amiloidogén és nem amiloidogén peptidek ardnyaiméanyiségét nem tudtuk meghatarozni
kisérleteinkben.

A pszichofarmakonok (antidepresszivumok és antpstikumok, anxiolitikumok,
addiktiv szerek) KIR-i, APP transzkripciora és rbet@musra Kkifejtett hatasat vizsgalo
kisérleteink csak protein és transzkriptom szinteiasgaltak az emlitett kérdéseket.
Eredményeink ezért nem zarjak ki annak lébégét, hogy ezek a pszichofarmakonok az
amiloid anyagcsere mas szintjein, pl. aggregadmbis,| toxicitds, plakk kialakulas, NFF
kialakulas, fejtik ki hatasukat.

Az MDMA és morfin, APP és BACE kortikdlis szintekrkifejtett hatasanak
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vizsgélatakor, az altalunk hasznalt poliklonalis®A ellenanyag nem kilonboztette meg az 1-
es és 2-es BACE izoforméakat, igy csak az dsszmségwaltozasait tudtuk mérni. Az APP
mennyiségi vizsgalatara hasznalt monoklonalis elgag pedig az amiloidogén és nem
amiloidogén APP formdak elkilonitésére nem volt kfkes. Ezért kisérleteink nem adtak
egyértelni valaszt arra vonatkozoéan, hogy az MDMA az amilg@&o vagy nem amiloidogén
APP metabolizmusra hat. Tovabbi metodikai probléhmyy csak egyetlen MDMA és morfin
dozissal végeztik kronikus kisérleteinket, ezérh m@rhatjuk ki annak leh&égét, hogy méas
dozisokat alkalmazva eredményeiileitérs jellegi hatasokat figyelhettiink volna meg.

A BZD-ek APP szinteket médosité hataséat vizsgahmtén nem tudtuk az amiloidogén
és nem amiloidogén APP metabolitokat elkilonitefgy nem tudtunk valaszt adni arra a
kérdésre, hogy a BZD-ek amiloidogén hatasuak-ey gagn? Az APP transzkripciéra kifejtett
hatdsukat sem vizsgaltuk.
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Aki tudja
dicsiségét,mégiérzi rejtettségét;
volgy a vilagon,
Aki volgy a
vilagon,
erény-ben lesz
tokéletes,
egyszef és természetes.
Lao-ce
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Ezért a bolcs
vigyaz az emberekre,
senkit meg nem vetve;
ugyel a létedkre,
semmit el nem vetve.
Ez a kétszeres vilagossag.
A j6 a roszznak tanitdja,
arossz a jonak tamasztoja.
Ha nem becsiilik tanitéikat,
ha nem szeretik tAmasztéikat:
olyan a legbdlcsebb, mint a
legvekabb.
ime a legmélyebb és
legsulyosabb.
Lao-ce

8. Kdszonetnyilvanitas és az elnyert tematikus kutasi palyazatok listaja

Tanitdmestereimek tartom és buszke vagyok ra, hogy ismerheiket: tJo6 Ferenc(MTA

Szegedi Biolégiai Kdzpont Biofizikai Intézet)Fdrkas Tibor(MTA Szegedi Biologiai Kbzpont
Biokémiai Intézet), Szilard Janos (SZTE Pszichiatriai Klinika), Janka Zoltan (SZTE
Pszichiatriai Klinika), ¥argha Miklosprofesszor (SZTE Pszichiatriai Klinikagzentistvanyi
Istvan (SZTE Pszichiatriai Klinika),Engelhardt J6zse{SZTE Neurolégiai Klinika),Penke
Botond (SZTE Orvosi Vegytani Intézet) tanszékvézegyetemi tanarokat és professzorokat,
valamint Dux Ermg tudomanyos &dmunkatéarsat (MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont Biofiaik
Intézet). Tudomanyos szemléletet, szeretetet, t@iazaisztességet és tlrelmet tanultam
példajukbdl, munkajukbdl a targyi tudas mellett, edlgel felvérteztek. Eletik, munkéajuk

példaként szolgal szamomra folyamatosan.

Kbszonettel tartozom kalfdldi tanitomestannek: William Parry-Jones(Department of Child

and Adolescent Psychiatry, University of Glasgowptand), Stanley Appel(Department of
Neurology, Baylor University, Houston, Texas, USAndras G. Lackdé(Departments of
Molecular Biology and Immunology, University of NbrTexas Health Science Center, Fort
Worth, Texas, USA)Walter McConathyDepartment of Internal Medicine, University of ftfo
Texas Health Science Center, Fort Worth, Texas, U$mfesszoroknak, akik kulfoldi
O0sztondijaim alatt elviselték honvagyam, egyengetaétézkodasom nehézségeit és szamomra
emlékezetes szigorral eliénzték és segitették munkdmat.

Kozvetlen munkataesmnak tekintem:Juhdsz Anna, Pékaski Magdolna, Rimanéczy Agnes,
Boda Krisztina, Zana Marianna, Palotds Andras, Bjéinnamaria, Rakonczay Zoltan, Santha
Miklés, Magléczky Erzsébet és Puskas Ladabdiégakat, akikkel folyamatosan gyurtuk,
alakitottuk egymast, és a munkat, célkéseket a laboratériumi és klinikai munka minden
dromeével és banatéaval.
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A k6z0s kdzleményekben szeréphunkatarsalés egyuttrikods partnerek (névsorban), akik az

értekezésben emlitésre keriilt vizsgalatokban mukkaj részt vettekAbraham Gyoérgy, Baltas
Eszter, Bari Ferenc, Barzé Pal, Bencsik KrisztinBereczki Erika, Bhalachandra J.
Kudchodkar, Bjelik Annamaria, Boda Krisztina, Boristvan, Araoz Carlos, Czibula Agnes,
Csaszar Albert, Csibri Eva, Csont Tamas, DobozijaAboma Eszter, Domoki Ferenc, Donko
Teodéra, Ladislav Dory, Dux Laszlo, Fehér Laszlérdinandy Péter, Flrst Zsuzsanna, Galsi
Gabriella, Gecse Arpad, Gonda Szilvia, Gyarmatitdim| Hartai Zsuzsanna, Horvath Zoltan,
Hugyecz Marietta, Janka Zoltan, Janaky Tamas, Jénday Tamas, Juhasz Anna, Kanka
Andor, Kasa Péter, Kemény Lajos, Kenderessy Szaha, KXlivényi Péter, Kiss Erika, Kitajka
Klara, Kovacs Zoltan Ambrus, Lackd Andras Gabor,gMazky Erzsébet, Marki-Zay Janos,
Molnéar Jézsef, Murray Kathrine, Neeraj Agarwal, ©@eszki Imre, Pakdski Magdolna, Palotas
Andrés, Palotas Miklés, Papp Gyula, Penke Botorakka Istvan, Puskas G. Laszl6, Raghu
Krishnamoorthy, Rakonczay Zoltan, Rimandczy AgReslas Laszl6, Santha Anna, Santha
Mikl6s, Szabd Zoltan, Szab6 Szilvia, Szakacs Fkavik Gyzs, Szili-Toérok Tamas, Szécsényi
Anita, Sz#cs Péter, Varga llona, Telegdy Gyula, Timar Jaliath Gabor, Vetro Agnes, Vécsei
L&szl6, Vincze Gabor, Walter McConathy, Zana Mam@rZvara Agnesoltak.

Az adminisztrativ munkdlan végzett temérdek segitségudob6é Sandorné (Margd), Dobos

Nikoletta, Csonka Petra és Novak de@érdemel igen nagy halat és kdszonetet.

A doktori értekezésben emlitett tudomanyos kutddidsn sziikséges anyagi forraaplkutatasi

tamogatasok tették letie, amelyekben kozreikddé partnerként, vagy témave#ként
vettem részt. Koszonetem szeretném ezért kifejazmagyar allami intézményeknek (ETT,
OTKA, MKM, FKFP, RET), bizottsdgoknak és a palyasatelbiraloinak a kovetkéz
palyazatokban val6 részvételemért:

ETT 106/90(1991-1993, 3 év): ,A dementiak epidedugdi é€s klinikai vizsgalata”

ETT T 04-589/93 (1994-1996, 3 év): ,A dementia epiiblogiai és klinikai vizsgalata”

MKM 228 (1996, 1 év): ,Kvantitativ EEG mapping vidatok pszichiatriai betegségekben”

ETT 580/1996 04 (1990-1993, 3 év): ,Klinikai vizégdk kilonbosd eredet dementiakban”

FKFP 0092/1997 (1997-2001, 4 év): ,Neuropszichadtés biokémiai vizsgalatok Alzheimer
dementiaban”

1997 Eli Lilly/WFSBP International Research Devetognt Award
OTKA T 025160 (1998-2001, 4 év): ,Neuropszicholdgiaizsgalatok schizophrenia

spektrumban: elméleti és gyakorlati alkalmazas”
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ETT 01807/2000 (2000-2002, 3 év): ,Molekularis bBpiki vizsgalatok Alzheimer
demenciaban”

Békésy 6sztondij (2002-2005)

ETT IV/93 (2003-2005, 3 év): ,Molekularis és farnoglenetikai vizsgalatok dementiaban,
szkizofrénidban és depresszidban”

OTKA T 046452 (2004-2007, 4 év): ,Pszichiatriai dgségek kezelésének és bioldgiai
hatterének farmakodinamikai és molekularis genetikagalata”

ETT 3/2000 (2000-2002, 2 év): ,A primér nociceptieuron NGF-c-jun-BDNF rendszere: a
kronikus fajdalom neurogenetikai alapjai”

OTKA TO 38346, (2002-2005, 4 év): ,Periférias masgke jelentsége az Alzheimer-kor
diagnozisaban és terapiajaban”

ETT 257/2003, (2003-2005, 3 év): ,Lipid anyagcse¥s kolinerg eltérések vizsgalata
hiperlipidémidban és dementiakban”

OTKA T143418 (2003-2006, 4 év) ,Gyogyszeres terdgii@l indukalt amyloid prekurzor
protein metabolizmus és amyloid képgs valtozasanak vizsgalatavitro ésin vivo”

RET palyazat, 2004-2008, Délalfoldi Neurobiologiaidaskdzpont

OTKA 5K526 (2006-2009, 4 év) ,Az Alzheimer-kor tfdigénjeinek keresése és ismert
rizikbgének dsszehasonlitd vizsgélata hazai ronmegsroma populaciokban”

KbdszOnetet szeretnék mondaniJanssen-Cilag, Eli Lilly, Wyeth, Organon, Egis, @&jin,
Novartis, Lundbeck, GlaxoSmithKline, TEV@yogyszergyaraknak, akik egyes kutatasi
projektjeinket kdzvetlenil is tAmogattak.

Kbszonet illeti azinnovativ Gyogyszergyartok Szovetsggdtel palydzatukkal és az elnyert

elsy helyezésiinkkel jaré anyagi dijjal jelésen hozzajarultak farmakoldgiai kisérleteink
sikereihez.
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Atisztelet
a hiség és bizalom hianya,
a zirzavar kezdete.
A kulsi tudas
az (tviraga,
a beld tudatlansag kezdete.
Ezért az igaz ember
a valddit akarja és nem a
latszét,
a gyumolcsot akarja és nem a
virdgot,
a kozelit akarja és nem a
tavolit.
Lao-ce
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Ha szétszeded a rézsat, hasznos informaciéid lkshiee de semmit sem fogsz tudni a
rozsakrol
Anthony De Mello

10. Fuggelék
10.1. Médszertani 6sszefoglalod

10.1.1. Vizsgalati személyek

Az egyes vizsgélati protokollokat a SZTHuman Orvosbiologiai Kutatdsetikai
Bizottsdga hagyta jova. A vizsgalatok a részévexemeélyek, indokolt esetben hozzatartozok és
gondvisebk részletes tajékoztatasa, a beleegyezési nyilatkkzalairdsa utan kertltek sorra a
Helsinki Deklaracio és revizidinak figyelembe vétell.

Az AK Kklinikai valésziriségi diagnézisat a BNO-10, DSM-IV (1994) és a
NINCDS-ADRDA (McKhann és mtsai 1984) diagnosztikesdszerek kritériumai segitségével
allapitottuk meg. A Klinikai valdsziiségi diagndzis neuropatologiai megstésére az esetek
tobbségében nem volt leliség, ez csak néhany esetben tértént meg. A vizagddban részt
vett AK-0s betegeket késtipusu, sporadikus AK alcsoportba tartozoknakreittiik, mivel 65
éves életkor felett kezdték a demencia szindrénmkki tlineteit mutatni, valamint az auto- és
heteroanamnesztikus adatok szerint AK tekintetdigen fordult ed halmozédas csaladjukban.

A VD Klinikai diagndézisat NINDS-AIREN kritériumoklapjan allapitottuk meg (Roman
és mtsai 1993). A moddositott iszkémia skalat ihdstnaltuk az AK és VD elkilonitésére
(Hachinski és mtsai 1975).

A demencidk diagnosztikus protokolljainak megfédel az AK-os és VD betegek
esetében belgybdgyaszati, neuroldgiai, rutin Klinikémiai laboratoriumi vérvizsgalatokat is
végeztink. A diagnézis megallapitasdhoz minderbesefigyelembe vettik a koponya CT és
MR agyi képalkoto vizsgalatok eredményeit is. Szameteg esetében agyi SPECT vizsgalat is
késziilt.

Az AK és kontroll (KT) személyek agyanak immunh@amiai vizsgalataihoz
felhasznalt agymintdkat a SZTE Pszichiatriai KlanikAlzheimer-kér Kutatocsoportjanak
agybankjabdl, valamint az Osteopathic Medical Qenténiversity of North Texas Health
Science Center, Forth Worth, TX, USA patologiaidedioriuméanak mintaibdl valasztottuk Ki.
Az AK diagnozisét, illetve a KT személyek esetéla@nAK kizarasat, a CERAD kritériumok
szerint végeztik (Mirra és mtsai 1991).

A gyermekkori expressziv beszéddeles zavaranak diagnozisa a BNO-10 és DSM-IV
kritériumokon alapult és a kevert receptiv — exgzés nyelvfejpdési zavarban szenwuid
kizarasra kerultek.

A DK diagndzisat kromoszoma analizissel allapitottmeg, és minden vizsgalati

15¢



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

személy esetében a 21-es kromoszoma triszOmiajdimakyult. A DK gyermekek és feittek,
valamint az életkor és nem szerint egyeztetett K&n&lyek a szegedi Dr. Waltner Karoly
Egészséglgyi Gyermekotthon, a Fogyatékosok Nappéliete (Szeged) és az SZTE Gyermek-
és Ifjusagpszichiatriai Osztalyanak gondozottjazikdkerlltek bevalogatasra. A kiskoruak és
korlatozottan cseleldképes személyek esetében a &zfbndvised, gondnok hozzajarulasat is
kértlk a vizsgalatokhoz.

A 60 év feletti idbs személyek esetében a MD diagndzisa a BNO-10 BSM-1V
kritériumok szerint lett megéllapitva. A depresse® demencia szindromak komorbiditdsat a
korabban emlitett AK és MD kritériumok szerint glmttuk meg.Tekintettel a génexpressziés
vizsgélat metodikai kovetelményeire, a MD betegela#letkor és nem szerint egyeztetett KT
személyek a ruzsaiddek Otthona lakdibodl kertiltek kivalasztasra.

A llb tipusu hiperlipidémias betegeket és KT szgmigbt a SZTE |. sBelgydgyaszati
Klinikajanak és Pszichiatriai Klinikdjanak jaro- Bennfeké betegei kozul valasztottuk ki. A
hiperlipidémia diagnézisanak és tipusanak megéflapia szérum koleszterin és triglicerid
értékek meghatarozasa alapjan tortént.

Amennyiben az egyes specialis vizsgalati csopoébkmlitésre nem kerilt, az egyes
vizsgélatokhoz az életkor és nem szerint egyert&€t személyeket a SZTE Pszichiatriai
Klinika bennfekw, valamint Memdria Ambulanciajanak jarébetegei é@xzzatartozoi kozul
valasztottuk ki. A KT személyek esetében is végdetipelgydgyaszati, neurolégiai és
pszichiatriai vizsgalatokat, klinikai kémiai labédaumi vérvizsgalatot és részletes anamnézis

felvételt a belgydgyaszati és neuropszichiatrisetpeégek kizarasa céljabol.

10.1.1.1.Alzheimer-kéros ésdd depresszidos személyek kezelése pszichofarmakahokk
A kuldnb6s tipust antidepresszivumokkal 4 hétig kezeltik zsgalt személyeket az
orvosi indikacioknak megfeléén. A vérvételek a kezelést meiglen és az utolsé gyogyszer

bevételének napjan torténtek.

10.1.2. Vizsgalati allatok

Az allatkisérletes modellekben laboratoriumi patidn (Rattus norvegicys egerek
(Mus musculys és nyulak Qryctalagus cuniculys beltenyésztett torzseit hasznaltuk. A
laboratériumi allatok tenyésztését és felhasznél&sabalyozd 1998. évi XXVIII. tv. 32 §
elbirdsai és az Eurdpai Uni6 86/609/EEC jogszabalyarist jartunk el. Az allathazi
koriilményeket a Csongrad Megyei AllategészségiigyEeimiszer Elletrzé Alloméas, mint
szakhat0sag feliigyelte. Az allatkisérletek protigiobz egyetemi Allatetikai Bizottsag hagyta

jova.
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10.1.2.1. Allatetetéses kisérletek

10.1.2.1.1. Halolaj diéta patkanyokban

Ot hetes him Wistar patkanyokat tartottunk szabvg@atkany tapon, 4 héten keresztill,
amely 10% halolajjal vagy 10% napraforgéolajjalt kiegészitve. A halolaj zsirsav 6sszetételét
az57. tAblazatmutatja be. Az olajdus tapokat naponta frissezikétsiik és peroxid-tartalmukat

rendszeresen ellériztik. A diétadk E vitamin tartalma 1.0 1U/g lipilt.

57. tAbldzatA diétaban haszndlt olajok zsirsav dsszetételelj@stmennyiség %-a).

Zsirsa Szabvany t8 Halola Napraforgo ole

14:C 1.3 6.6 -
16:C 22.4 7.1 6.0
16:1 3.1 9.9 0.7
18:C 9.1 3.3 4.9
18:1 32.6 17.3 16.3
18:2r-6 25.7 1.2 63.2
20:1r-9 - 4.9 -
20:4r-6 0.4 0.7 -
20:5r-3 - 19.7 -
22:4r-6 - 0.8 -
22:5r-3 - 1.9 -
22:6r-3 - 17.3 -
Osszes tébbi beleértve 5.4 9.3 8.9
Total r-3 - 41.6 -
Totél r-6 26.1 2.7 63.2
n-3/n-6 - 14.4 _

10.1.2.1.2. Koleszterin diéta nyulakban
Him, 1.5-2 kg sulyd Gj-zélandi nyulakat 1% kolesategés 10% kokuszolaj tartalmu
diétan tartottunk 10 héten keresztil, szabvanyberéoriumi allathazi korilmények kozott,

onalld ketrecekben.

10.1.2.1.3. Koleszterin diéta transzgenikus egesrkb

Hathetes &stény, apoB transzgenikus és KT egereket tartottlinkhéten keresztil
szabvany tapon, illetve 2% koleszterin kiegészétiédsbben a kisérletben azért csdstany
egereket hasznaltunk, mert az irodalmi adatok (Ksmwoung 1998) szerint @&stény egyedek

esetében az ateroszklerdzis mértéke nagyobb.

10.1.3. Patkanyok kezelése pszichofarmakonokkal
Him Sprague-Dawley patkdnyokat naponta oltottunk zigh®farmakonokkal
intraperitonealisan. A 250-300 gramm toriiédlatokat terapias és toxikus farmakon dozisokkal,
valamint viwanyaggal (0.9% NaCl oldat) oltottuk. Az akut kiséekben egyszeri oltast
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koveben 6, 12, 24, 96 dra tulélésivket alkalmaztunk a krénikus kisérletekben pedig,13, 4
hétig tartott a kezelés. Az allatok elaltatdsa @Amgyakat eltavolitottuk. A hippokampuszt és a
tempordlis agykeérget felhasznalva 150 mM NaCl-otmM PMSF-et, 2 mM EDTA-t, 2ig/ml
leupeptint és Lig/ml pepsztatint tartalmaz6é 50 mM TRIS pufferbeH (f5) homogenizaltuk a
mintakat, és -86C-on taroltuk a felhasznalasig.

10.1.4. Agyi mikroerek tisztitasa

A hal- és napraforgoolaj diétan tartott patkanyalyd a sziv bal kamrajan keresztil
tortérd perfundaldg0.9%-o0s NaCl oldattal) utan tavolitottuk el. Azyagiikroereket Hwang és
mtsai (1980) moédositott modszere szerint szep&ralRoviden dsszefoglalva: az agyakat
mechanikusan megtisztitottuk a piélis rétegeks a mielindl, majd az 6sszevagott kortikalis
allomanyt teflon-iiveg homogenizéléban, 9 térfoganld-os HEPESufferben, amely 0.32 M
szukrézt tartalmazott, 4 fel-le huzassal homogédinika A szuszpenziét 1000 g-vel 10 percig
centrifugaltuk 2 °C-on. Az Uledéket 5 térfogat HERP&ukroz pufferban 2 fel-le hizéssal
ismételten homogenizaltuk, majd centrifugaldssaktoio (1000 g, 10 perc 2 °C-on). Az
Uledéket kétszer mostuk HEPES-szukroz pufferbentribggélassal (100 g, 15 s), és a két utolso
centrifugalas feluluszéjat 6sszdigfye ismételten centrifugéltuk azt, 200 g-vel 1qigmC-199
szovettenyésat médiumban (pH 7.4). Az Uledék moséasat hasonlé masimételtik meg. Az
agyi mikroér preparatum tisztasdgarol, a sejtetképességét tripankék teszttel gizodtiink
meg faziskontraszt mikroszkép alatt. Csak olyarparétumokat hasznaltunk fel, amelyekbe a

sejtek tobb mint 90%-a életképesnek bizonyult.

10.1.5. Agyi membran preparatumok készitése

A koleszterin diétan tartott nyulak agyat a sziVv kemrdjan keresztil PBS-sel toréén
atmosasuk utan tavolitottuk el. A kortéxlszarmazo agyszovet darabokat PBS oldatban teflon-
Uveg homogenizatorban 10 fel-le huzassal, jégerolgenizaltuk, majd 5008-vel 10 percig 4
°C-on centrifugalva valasztottuk el a tormetdktA feliliszét, mint durva agyi membran

preparatumot hasznaltuk a tovabbi mérésekhez.

10.1.6. Patkany bazalis ékhgyi neuron tenyészet készitése

A pszichofarmakonok hatasanak vitro vizsgalatahoz 18 napos patkany embridbdl
szdrmaz6 bazalis @&gyi neuron tenyészeteket hasznéltunk. A% elapon (1) a neuron
kultirakat 37°C-on, 5% CQ-ot tartalmazo (95% levéy atmoszféran tartottuk fenn 10% fotalis
borju szérumot és antibiotikumokat (penicillin, reptomicin) tartalmazé Dulbecco’s Modified
Eagle Mediumban (DMEM) (Gibco), majd szérummentésiezethez adaptéaltuk fokozatosan

a sejteket. Az antidepresszivumokkal tost&ezeléseket a 8. napon(B) végeztikin vitro az
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imipramin és citalopram kulonbézkoncentracidival (1, 10 és 10M — szérummentes, de
mesterséges szérum-helyetidsit tartalmazé DMEM-ben) 2 6ran keresztil kezeltédk
tenyészeteket. A KT és kezelt kulturak tapfolyadtekieoxikolat/triklorecetsav maodszerrel
precipitaltuk (Loffler és Huber 1993).

10.1.7. Human trombocitak tisztitasa teljes vérbl

A membran fluiditasdnak vizsgélatahoz Menashi ésam{1984) mddszere szerint
EDTA-val alvadasgétolt vénas véitbszeparaltunk trombocitakat. A vért 200 g-vel 1€rqig
centrifugaltuk szobatmérsékleten, majd a fellluszé frakciot k&pepmbocita-gazdag plazmét
leszivtuk, és ezzel a frakcidval megismételtik Ezdéekben emlitett centrifugalasi lépést. A
maradék vért ugy tavolitottuk el a trombocita-gagp@azmabol, hogy egyforma térfogata ACD
pufferrel (36 mM citromsav, 5 mM KCI, 90 mM NaCl,rBM gliik6z, 10 mM EDTA, pH 6.8)
200 g-vel 10 percig centrifugalasssal mostuk. Allfedzokat 6sszegjottik és 2000-vel 10
percig szobabmérsékleten centrifugaltuk. Az tledéketamely a trombocitakat tartalmazta -
tovabbi két alkalommal mostuk 10 ml foszfat-puffeidaCl oldatban (PBS), amely EDTA-t is
tartalmazott. A mosott trombocita szuszpenziokatm PBS-ben -80 °C-on taroltuk a
felhnasznalasig. A trombocita membrén frakciot ayéegtott mintak 4 °C-ra vald kiolvasztasaval
készitettlink, haromszori, PBS-ben toét@msas soran (25 0@ 20 perc, 4 °C).

10.1.8. Limfocitak tisztitdsa verll

A perifériAs mononuklearis sejteket Ficoll 400 vagiistopaque 1077 (Sigma,
Németorszag) oldatra rétegzett, EDTA-val alvadadpafriss vénas ved, gradiens
centrifugalassal tisztitottunk (200 g, 15 perc, bs#omérséklet). A fazisrétegek hataran
elhelyezked limfocita gyirit pipettaval tavolitottuk el és a sejteket kétsmmstuk PBS-ben
(200 g, 5 perc). Egy milliliter véiih atlagosan 10sejtet nyertiink.

10.1.9. Genomikai médszerek

10.1.9.1. ApoB-100 transzgenikus egereéadlitasa

Az ApoB-100 transzgenikus egerek tenyésztésétémy, C57B6 x CBA F1 egerekb
nyert megtermékenyitett petesejtekkel kezdtik. Aegmjtekbe tisztitott P1 fag DNS-t
injektaltunk 1 ng/ml koncentracioban, amely tart@ma a 43 kb hosszu teljes human ApoB-100
gén szekvenciat, tovabba a 19 kb 5’ és 14 kb ho3sgaomszédos genomikus szekvenciakat,
melyeket Professzor E. Rubintdl kaptunk (UniversityCalifornia, CA, USA). A mikroinjektalt
petesejtek visszalltetése utan sziletett trandag®eiil generaciot és a KT allatokat is kétszer
kereszteztilk vissza az eredeti C57B6 torzzsel. Geakozigéta ApoB-100 transzgenikus
egereket hasznaltunk fel kisérleteinkben. A traéetztpgjobban expresszalé tenyésztési vonalat
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az allatok farok szovetdarabjabdl tisztitott DNSWwaiRT-PCR vizsgalataval valasztottuk ki. A
PCR primer szekvencidk az ApoB-100 gén 5’ promegaikaszarol késziltek (Callow és mtsai
1994).

10.1.9.2. Biglikan transzgenikus egerekséllitasa

Az expressziora ékészitett biglikdn klént az Invitrogeditvasaroltuk meg. A klon a
teljes human biglikan cDNS-t tartalmazta Citomegdtas promoterhez kapcsolva, tovabba egy
V5 epitépot és egy 6X His Tag szekvenciat a cDN8Egén. Egy 3440 bp nagysagu fragment -
amely a transzkripcidos egységet is tartalmaztatavelitasa utan 2 ngl cDNS-t juttattunk
mikroinjekciés technika segitségével C57BX6CBA egemegtermékenyitett petesejtjeibe. A
transzgént hordozokat farokmintabdl tisztitott Dbih-PCR vizsgéalattal és dot-blot médszerrel
azonositottuk a kovetkézprimerek hasznalataval: forward primer 5 -GGACTGT CAC
ACC CAC CT- 3, reverse primer: 5-AGC TCG GAG ATGCG TTG TT- 3. A dot-blot
hibridizaciohoz egy 824 bp hosszd Nru | - Hind flagmenst jelsltink?P izotéppal és 5 pg
genomikus DNS-el hibridizaltattuk. A kulonb®zszévetek (agy, maj, sziv, izom) transzgén
kifejezodését RT-PCR segitségével hataroztuk meg, és akangimRNS-t legnagyobb
mennyiségben expresszald tenyésztési vonalat wdtagz ki. Homozigota apoB-100-as és
biglikan homozigo6ta transzgenikus allatokat kemesz: heterozigota, kég transzgenikus
egereket (apoB x biglikan ") hoztunk létre, és hasznaltunk fel kisérleteinkhey
transzgenikus egerek agyabol Western blot méddzautattuk ki a biglikan expresszidjat. A
biglikdn immunoblot kisérletekhez az d@&Meges ellenanyagot nyulakban Aallitottuké el
immunizéacioval.

10.1.9.3. Gén polimorfizmus vizsgalatok

10.1.9.3.1. Vérmintak vétele, limfocitak tisztitdééa a DNS kivonasa

Négy milliliter EDTA-val alvaddsgatolt vénas veéretilink a vizsgalati személyékt
és -80 °C-on taroltuk a mintdkat felhasznalasuldg.teljes vérmintakbdl standard fenol-
kloroform extrakcios technikaval preparaltunk DNS-t

Méas esetekben periférias v8tbpreparaltunk leukocitakat vénas vért rétegezve
Histopaque 1077-re. A mintdkat 15 percig 200 gaetrifugéltuk 4°C-on. A fels réteget,
amely a limfocitakat tartalmazta, eltavolitottuk f&szfat-pufferrel (pH 7.2) centrifugalassal
(200 g, 3 perc) kétszer mostuk a sejteket. A masgjtszuszpenzidbdl tortént a DNS kivonasa
ezt kdveben (Davies 1986).

10.1.9.3.2. ApoE polimorfizmus
Az apoE allél meghatarozast Crook és mtsai (198#ada szerint végeztik PCR

modszerrel. A primerek nukleotid sorrendje a kogaikvolt:
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5-TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA-3,

5-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA-3'.

A PCR reakcibéelegy 20-400 ng genomikus DNS-t, JiBba 20 mM-os dATP, dGTP,
dCTP, dTTP nukleotidok keverék&dpegyenként 1.25 pul 20 pM-os primert, 2.5 pl 5% SOt
0.5 E Taq DNS-polimerazt, 1.5 pl 25 mM Mggt tartalmazott 67 mM TRIS-HCI pufferben
(pH 8.8). A végtérfogat 25 pl volt. Ot perces 95-0€ denaturacié utan, 30 darab 30
masodperces 94 °C-o0s, 22 masodperces 63 °C-os émal30dperces 72 °C-os ciklus
kovetkezett, amelyet 3 perces 72°C-os extenzio learA PCR reakciét PTC 100, Thermal
Controller MJ Res. Inc. készulékkel végeztik. Azphfikacié utan 5 egységfol (Promega)
enzimet adtunk a PCR reakcidelegyhez, és 37°C-a&nbaituk a mintakat egy éjszakan
keresztil. A termékeket 8%-0s poliakrilamid/bisiknid gélen szeparaltuk és etidium-

bromidal tettik lathatéva.

10.1.9.3.3. ApoE -491 A/T promoter polimorfizmus

Az apoE promoter szakaszanak -491A/T polimorfizmizsgalatdt Wang és mtsai
(2000) leirasa szerint végeztik. A primerek nuktestrrendje a kdvetkéavolt;

forward primer 5-CAA GGT CAC ACA GCT GGC AAC’; rearse primer 5-TCC
AAT CGA CGG CTA GCT ACC-3'. A PCR termékeké&xral restrikcios enzimmel hasitottuk,
majd 8% poliakrilamid/bis-akrilamid gélen valasttix el.

10.1.9.3.4. CYP46 T/C polimorfizmus

A CYP46 C/T polimorfizmust Borroni és mtsai (2004)tal leirt mddszer szerint
vizsgaltuk. A forward primer: 5-TGA AAA CGA GTT TC CGT CC-3’; a reverze primer
pedig: 5-GTG TGA CCA GGT AAC AGT CA-3’ volt.
95 °C volt a kezd denaturacios dmérséklet 5 percig, amelyet 32 cikluson kereszQl:s-os
denaturaciéo 95C-on, annealing 30 s-ig 5%-on, rovid, 30 s-0s extenzidségkak 72°C-on
kovetett, és végul, egy hosszabb, tiz perces dagterszakasz zart le 72ZC-on. A PCR
termékeketMsp restrikciés enzim segitségével hasitottuk. A fragese& kozil a 209 bp és 76
bp hosszuak feleltek meg a C allélnak, mig az eh masitott 285 bp nagysagu terméket T
allélnek tekintettik.

10.1.9.3.5. A BChE-K polimorfizmus

A BChE-K allél polimorfizmuséat Wiebusch és mtsa®99) modszere szerint vizsgaltuk,
modositasokkal. 500 ng genomikus DNS mintdhoz 5| gwdammféle primert (&ltalanos, K-allél
specifikus és vad-tipus) adtunk. Felsorolasi saiven:
5-CTGTACTGTGTAGTTAGAGAAAATGGC-3;
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5’ATGGAATCCTGCTTTCCACTCCCATTCCGT-3;
5ATCATGTAATTGTTCCAGCGTAGGAATCCTGCTTTCCACTCCCATTCTC-3 volt a
primerek szekvencidja. $& (2 perc) volt a keZildenaturaciésdmérséklet, melyet 40 cikluson
keresztul: 30 s-os denaturacié 95-on, annealing 45 s-ig 6-on, rovid, 45 s-0s extenzios
idészak kovetett 72C-on, és végul, egy hosszabb, harom perces exgeszakasz zart le P2-

on. 4%-0s agar6z gélen valasztottuk szét a keletké2CR termékeket és etidium-bromidos
festéssel, UV fény alatt azonositottuk a genotipasdEgy 169 bp hosszl termék felelt meg a
vad tipusnak, a 149 bp hosszl pedig a K-allélnakéttermék egyuttes jelenlétét heterozigéta

allapotnak tekintettik.

58. tAblazatAz RT-PCR és a QRT-PCR kisérletetek primerei.

Az RT-PCR Méret

. .. | Forward primer Reverse primer . .| Irodalom
célmolekuli (bazispar)

s AcTACTIGCACORC | S SCTCTTOCOSTERTeS
APP695 TATGGCATGCTGCTGCC 242

CCAC A-3, 861-901 bp

CTG-3', 500-537 bp Kang és mtsai 1987

5-CTTGAGTAAACTTTGGG

5.CTACCACTGAGTCT ATGACACGCTGCCACACAC | 401 | Shivers és misai 1988

APP770 ) '
GTGGAG-3’, 848-868 bp CGCC-3', 1028-1068 bp Sola és mtsai 1993
B-aktin 5-GTGGGCCECTCTA g_GCATTCTTTTCT-gAg&T-gAﬁ)C&CA 537
GGCACAA-3’, 25-45 bp '
Az RT-PCR . .
. .. | Forward primer Reverse primer
célmolekulai
5-CAAGAGGTATTTAAA 5-CGTAGCACCTCTGTGGT
apoB-100 Munkacsoportunk tervezte
GCCATT-3’ CTT1G-3
5'-CAGCAGATGTGGATC | 5-CTTGCGGTGCACGATGG-
B-aktin

AGCA-3 3

10.1.9.4. Az APP mRNS szintek meghatarozasa agydkiran

Az APP mRNS-ének mennyiségét RT-PGRgitségével hataroztuk meg. Az agyi kortex
mintakbol a teljes sejt RNS-t guanidium tiocian&ndl-kloroform maddszerrel vontuk ki
(Chomczynski és Sacchi 1987) (@ mRNS cDNS-sé val6 visszairasa oligo sgibyimerek
(RevertAid"™ First Strand cDNS Synthesis Kit (Fermentas) ségésel tortént. A keletkezett
cDNS-t PCR mddszerrel sokszoroztuk megp-aktin, APP770 és APP695 (539, 401 és 242
bazispar PCR termékek) primerek szekvenciajdi7fazablazaffoglalja 6ssze. A PCR reakciot
My Cycler™ Thermal Cycler (BioRad, CA, USA) PCR gépvégeztik 2%l végtérfogatban,
amely 2.5ul 10x PCR puffert, 2ul 25 mM MgCb-ot, 4ul 5 mM dNTP keveréket és 3 pmol
specifikus primert tartalmazof-aktin-ra és APP695-re, valamint 10 pmol primertPXrP0-re

vonatkozban, tovabba Rl templat cDNS-t és 0.2% Taq DNS polimeraz enzimet (5
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egységil). A 30 db PCR ciklus a kdvetkéképpen zajlott: denaturacioé (30 s, ¥), annealing
(30 s, 55°C) extenzio (1 perc, 72C). A szintetizalt termékeket elektroforézisselagatottuk
szét 1.3%-0s agar6z gélen. Az APP@Aaktin és APP77@+aktin mRNS hanyadosokat

kiszamitottuk.

10.1.9.5. Gén expresszids profil vizsgalatok DN$ahddszerrel

Az oltott allatok kortexél és human limfocita preparatumokbél telies RNS-t
tisztitottunk a NucleoSpin RNS izolaciés kit segdtsvel (Macherey-Nagel, Dirren, Germany).
A tisztitott RNS mennyiségét és rtgegét spektrofotometriasan és gélelektroforézis
segitségeével elléniztik. A DNS mintakat az egyes kisérletekben ddirszerint, csoportokba
vontuk dssze. A tisztitott telies RNS-t hasznaltelka mikrochip technikdhoz és a QRT-PCR-
hez.

A mikrochipek elkészitése és hasznalata Kitajkamésai (2002) és Puskas és mtsai
(2002) modszerei alapjan tortént. A mikrochip pidk& linearis felsokszorozasechnika
moddositott mddszerével késziiltek (Puskas és mhee)2

Roviden 6sszefoglalva: a human chipek esetében 83269 9000 cDNS inszertumot
valasztottunk ki human cDNS konyvtarakbdl, melyelyiaperiférias ganglion, sziv és kevert
szoveti génszekvencidkat tartalmaztak. A kérdégegvenciakat MultiScreen-PCR lapokon
(Millipore, Bedford MA, USA) amplifikaltuk fel és @%-os dimetilszulfoxid/viz oldatban
feloldva amino-szilanizalt Gveglapkékra vittiink fislicroGrid Total Array System robotok
segitségével DNS duplikatumok formajaban el 4x4-es formatumban. Minden egyes gén-
nyomtatvany folt-atmeéje 200 um volt. A nyomtatds utdn 700 mJ UV fénnyel hoztuétke
keresztkotéseket a DNS szalak és az Uveglap felspinott(Stratalinker, La Jolla, CA, USA).
Ezt kdveten SDC-ben (0.2%-os Na-dodecilszulf@DS) oldatban feloldott 1%-os borju
szérum albumin) blokkoltuk az tveglemezeket 30 iged2 °C-on, majd vizes mosas utan
szaritottuk.

A csoportok szerint dsszevont teljes RNS mintakgd €s Cy5 fluoreszcens festékkel
jeloltik a reverz transzkripcié soran, melyet Hient-mutans M-MLV reverz transzkriptazzal
végeztink (Fermentas, Vilnius, Litvania) random theperek hozzaadasaval. A reverz
transzkripciot koveten a mintakat alkalikusan hidrolizaltuk, és a jeIDNS-t NucleoSpiH
PCR (Macherey-Nagel) segitségével tisztitottuk. A Ks kezelt allatok agyabdl készitett
mintakat hibridizaciés pufferben (50% formamid, S5 0.1% SDS, 10Qg/ml lazac sperma
DNS) vittik fel a mikrochipre 5 perces, 85 °C-elvégzett denaturacié utan. Az lveglemezt
feddlemezzel boritottuk le a parolgds mégeélse ceéljdbdl, melyet ragasztéval rogzitettiink. A

lemezeket 18 6ran keresztil inkubaltuk 42 °C-ofrithizacios kamraban. A hibridizaciot
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kovetben a fedlemezt és a ragasztot eltavolitottuk, és méartogatdmostuk a lemezeket 10
percen keresztul &@zor SSC oldatban, amely 0.1% SDS-t tartalmazatjd .1x SSC és 0.1%
SDS-t oldatban és ezt kdven 0.1x SSC-t tartalmazé oldatban szdvaérsékleten. Ezt
kovetben megszaritottuk a lemezeket.

Minden kisérletet kétszer végeztink a téves po#sivnegativ eredményeltanyanak
csokkentése céljabdl. Minden egyes csoportonké&zeyent RNS mintabol kétfajta, egy Cy5 és
egy Cy3 jeldlt mintat készitettlink a szinvaltasise€ket céljabdl (Eisen és mtsai 1998).

10.1.9.5.1. Mérés és adatelemzés

A chipeket z6ld (543 nm) és voros (642 nm) léfBay alatt vizsgaltuk ScanArray Lite
(GSI Lumonics, Billerica, MA, USA) leolvaséval, aipel0 um konfokalis fluoreszcens
leolvaso fejjel volt felszerelve. A képanalizist 8®ix Pro 3.0 szamitdgépes program (Axon
Intruments Inc., Foster City, CA, USA ) segitsédévégeztik. Minden foltot automata
pozicionalé allitott be a lemezen. A pixel inteégitk atlagat és medianjat az egyéni hatterek
figyelembe vételével szamitottuk ki mindkét csatoresetében. Az atlagos expresszios
hanyadost minden gén esetében 1.0-hoz normalizakukéttér korrekcidszamitasokhoz az
adatokat negativként kezeltik, és a fluoreszceameniitasi pixelek szazalékaban adtuk meg a
héattér intenzitast is figyelembe véve (% > B649 $[2 és% > B550 + 2 SD) mindkét csatorna
esetében. A mérések és kisérletek kétszeri israébleszesen 4 adatpontot adott minden egyes
gén esetében. Azoknak a pontoknak az adatait netiikvéigyelembe az értékeléskor a
tovabbiakban, amelyeknél az ismételt kisérletekdrapmyei kozott 1.85 x-nél nagyobb
kulonbséget talaltunk. Az ismételt kisérletek dseméugyanezeket a kritériumokat alkalmaztuk
a regulalt gének expresszids valtozasainak megiztsahoz.

10.1.9.5.2. QRT-PCR

A DNS mikrochip eredmények med@sitése ceéljabdl a QRT-PCR-t Rotor Gene 2000
géppel végeztik (Corbett Resarch, Sydney, Ausajr&li5ug telies RNS-8I kiindulva minden
egyes mintabol reverz transzkripciot végeztink (gdl szekvencidk jelenlétében 20
végtérfogatban. Eldlha keverékbl, amely a keletkez cDNS-t is tartalmazta, l-t hasznéltunk
fel templatként a QRT-PCR-hez. A PCR reakciouR@egterfogatban, amelya-t tartalmazott
mind a forward, mind a reverz primerékb 1x BioRad SybrGreen pufferban (BioRad,
Magyarorszag), a kovetképrotokoll szerint végeztik: 10 perc denaturaci¢®@mn, 45 ciklus
25 masodperces denaturacié 94 °C-on, 25 s annezlirfi-on és 25 s extenzié 72 °C-on. A
fluoreszcens jeleket minden egyes extenzios I|éps umérte az automata 72 °C-0s
hémérsékleten. Az adatokat korrekcios modszerekiigyelembe véve szamitdgép elemezte az

alapvonalhoz kozeli adatok kizarasaval. A relatixpressziés hanyadosokap-aktin
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expressziojahoz viszonyitottuk standardként. Mindem kisérletet négyszer ismételtiink meg.

10.1.9.6. Comet vizsgalatok

10.1.9.6.1. A vizsgalat elméleti alapjai

A comet vizsgalat, vagy masnéven ,egy-sejt géletdtézis”, a genomikus karosodas
mértékénekfelmérésére alkalmas modszer, amellyel az egyelsi $28S toréseket, az un.
lag-labilis helyeket, és a DNS-DNS valamint DNS4pin keresztkotéseket vizsgalhatjuk.

A reaktiv oxigén gyokok altal okozott nukleinsavrdgodas bézis-modosuladsokat is
eredményezhet a DNS lanc egyik, vagy akar mindkétasak térése mellett, ha azok kdzel
helyezkednek el egymashoz. Az alkalikus comet vledgkombinaciés alkalmazasa két,
karosodas specifikus endonukleaz enzim, endonukié&Endo Ill) és formamidopirimidin
DNS-glikozildz (Fpg) emésztéssel, amely a DNS makeloxidativ karosodasanak réségi
sajatossagairol adhat informéciot, mivel ezek azneek az oxidalt pirimidin €s purin bazisok
felismerésére, kihasitasara képesek és e karodualpétket egyes szalu torésekké alakitjak. A
kialakul6 DNS szal toredékek a comet vizsgalat tetdtrézise soran az anod felé vandorolnak.
Ezek az elektroforetikusan vandorl6 DNS szélak kipaz Ustokds csovajat (,farkat”). Minél
tobb a karosodas a DNS-ben, annal nagyobb lesgtakds csovaja.

10.1.9.6.2. A comet vizsgalat

A szeparalt periférids limfocitdkat harom részretotuk. Egyharmadukat nem kezelttik
és az alapszifif spontan DNS karosodas meghatarozdsadhoz haszff@ltuk tobbit 100uM
PBS-ben higitott kD—al kezeltik 5 percig jégen, igy indukalva az oid®NS karosodast,
mely jellemzia sejtek antioxidans kapacitdsat is. A kezeléste@n haromszor mostuk a
sejteket PBS-ben, majd a sejtmennyiség felét 1 RVIR1640 tapfolyadékban szuszpendaltuk
fel (Gibco, Skocia), amely 2 mM L-glutamint és &idiikumokat tartalmazott. A
sejtszuszpenziot 1 6raig inkubaltuk 37 °C-on 5%, (@knlétében azzal a céllal, hogy a DNS
repair folyamatok végbemenjenek.

Az alkalikus comet vizsgalatot Collins és mtsai 989 valamint a korabban leirt
mobdszeriink Moérocz és mtsai (2002) szerint végeziKikebb mddositasokkal. Normal
olvadaspontt, 1%-o0s agardzzal feliletkezelt mikeOpz targylemezeket 4 °C-on taroltuk
felhasznalasukig. A kordbban emlitettek szerintekelimfocita szuszpenzidkat (minimudD
ezer sejt lemezenként) 100.75%-0s, alacsony olvadaspontt agardz oldatleaarkik el, és a
mar koradbban agardzzal fellletkezelt mikroszkopgyiémezekre cseppentettik, majd
feddlemezzel fedtik le. Az Gj agardzréteget 5 percigC4on hagytuk megdermedni. Miutan
megdermedt, a fédemezeket eltavolitottuk a targylemezélkrés a sejtek fehérjetartalmanak
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eltavolitdsa céljabol egy oran keresztil hideg Ififferben (2.5 M NaCl, 0.1 M NADTA, 1%
Triton X-100 (frissen hozzaadva), 10 mM TRIS, pH) Kezeltik éket. Ez a lizis pufferes
kezelés a sejtmagokat mintegy feltarta, elénhetette az endonukleaz kezelés szamara.

A targylemezek lizis puffed tortérd eltavolitdsa utdn haromszor mostuk a mintakat 5
percig enzim pufferben (40 mM HEPES, 0.1 KCIl, 0.M&DTA, 0.2 mg/ml borju szérum
albumin, pH 8). Ezt kdvéen, 50ul enzim puffert (a kontroll lemezekre), vagy 10exzhigitasu
Endolll (Biolabs, New England), vagy 3 ezres higitd&pg (Biolabs, New England) oldatot
cseppentettiink a targylemezekre, éslmuezzel ismételten lefedve, nedveskamraban 37n°C-o
45 percig inkubaltuk a mintakat.

Az inkubécios id leteltével a fedlemezeket eltavolitottuk és frissen készitett, dpide
elektroforézis pufferbe helyeztik a targylemezekiisz perces inkubalas utan (a torott DNS
szalak denaturalddasa céljabdl) a DNS toredékelzszimtes elektroforézissel valasztottuk el
(20 percig, 25 V-os feszililtség mellett, 300 mA-es@&Bsséggel). Ezt kovéen neutralizald
pufferrel mostuk a lemezeket, és etidium-bromidestiettiik.

A mintak vizsgalata digitalis kameraval felszefklbreszcens mikroszképpal (Axioskop
2 MOT, Zeiss) tortént. Szaz, véletlensmer kivalasztott sejtet vizsgaltunk a Comet 5.0
képanalizalo szamitdgépes program segitségévektginmaging Ltd. Liverpool, Egyesult
Kiralysag) és a DNS mennyiségét a comet csOvabddiNg farok %"-ban adtuk meg. Mivel az
enzimes kezelések szaltoréseket indukaltak, azrekeielt lemezek esetében kapott ,DNS
farok %"-értékek az enzimek nélkil detektalhatéemggzalu toréseket, és az adott enzim altal
felismert (és ott szaltorést okozott), oxidativaardsodott bazis-tipus (purin vagy pirimidin)
mennyiségét is magukban foglaljak. A ,javitott” &aodasok szamat pedig ugy kaptuk meg,

hogy az oxidativ stressz-indukalt térések szamkivéhtuk a megmaradt torések szamat.

10.1.9.7. Ultraibolya B sugarzas-kivaltott apopt®zizsgalata limfocitakon

A vénas vérbl tisztitott periférias mononukleéaris sejteket {&@jtet mérési pontonként)
308 nm-es hullamhosszon, XeCl ultraibolya UVB léf&ay (Photomedex Incorporation, USA)
segitségével sugaroztuk be, 100, 200 és 300 rhléomoziciés doézisokat alkalmazva. A
besugéarzast koveen RPMI 1640 tapfolyadékban szuszpendaltuk feltalsst, amely 10% AB
vércsoport pozitiv, drinaktivalt human szérummal, 2 mM L-glutaminnal &tibiotikumokkal
volt kiegészitve, és 5%-0s GROzegben, 37 °C-on, 20 éran keresztil tartotttngészeteket

termosztatban.

10.1.9.8. Aramlasos citofluorimetrias mérések
Az UVB fénnyel besugarzott limfocitdkat human-CORres FITC-jelolt monoklonélis

ellenanyaggal jeloltik (Dako, Dénia), majd 2%-os raf@maldehiddel fixaltuk, és
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membranjaikat 0.01%-0s szaponin oldattal permezdtilik, amely 1% borja savét és 0.02%
Na-azidot tartalmazott. Ezutdn Apo2.7-PE monoklsn&llenanyaggal jeloltik a sejteket
(Immunotech, Franciaorszag). Az &l-pozitiv reakciiveédése céljabol a KT mintdk esetében
izotipus szerint egyeztetett IgBE monoklondlis ellenanyag jeldlést is alkalmaktui flow
citometrias méréseket FACStar Plus (Becton DickinddSA) flow citométerrel végeztik, az
eredményeket pedig CellQuest szamitégépes progegiiségével szamitottuk ki (Becton
Dickinson, USA). Mintanként legalabb tizezer sejteirtiink le. A vizsgalatban az Apo2.7-PE
és a CD3-FITC pozitiv fedtiédi polimorfonukledlis sejtek szaméat viszonyitottukbazzes CD3

pozitiv T-limfocita szaméahoz.
10.1.10. Biokémikai és immunhisztokémiai moédszerek

10.1.10.1. APP és PKC szemikvantitativ meghatésa2&/estern immunoblottal

A transzgenikus egerek és a pszichofarmakon gaiitanyok maj- és agymintait teflon-
Uveg homogenizatorban homogenizaltuk protedz ddalokiegészitett TRIS pufferben. Az
agymintak esetében a homogenatumokat 100 000 §6évedercig 4°C-on centrifugaltuk. A
keletkezett felllisz6 frakciot ,szolubilis” frakdiént kezeltiik a tovabbiakban. A szolubilis és
membran kotétt frakciok megkilonboztetésének az ARBPPKC immunoblot eredmények
értékelése szempontjabdl van jetesdtge. Az lUledéket 1% SDS-t és proteaz gatlokatihaaizo
TRIS pufferben szuszpendaltuk fel Gjra és d&zdekentrifugalasi Iépést megismételve mostuk.
A keletkezett feluluszé frakciot ,membran” frakcadn tekintettik a tovabbi immunoblot
kisérletekben.

Az agyi BACE tartalom mérése soran nem kilonitdttéinszolubilis €s membran kotott
frakcidkat. A mintak fehérje tartalmat Lowry és ait§1951) modszere szerint hataroztuk meg.
A 25 ug fehérje tartalmu mintdkat 9%-os poliakrilamid egélfuttattuk, a szétvalasztott
fehérjéket pedig nitrocellul6z membranra transifieka A membranokat APP ellen termelt
monoklonalis antitesttel (22C11, Boehringer MannheiNémetorszag) inkubaltuk egy éjszakan
keresztll. Az APP vizsgéalatok esetében a masodlagtitest (HRP jelolt egér ellenes birka
IgG, Sigma, USA) volt, amellyel egy 6ran at inkubak. A PKC ellenanyag szintén
monoklonalis volt, a BACE esetében pedig poliklséllenanyagot hasznaltunk. Ez utébbinal
HRP jel6lt nyul ellenes kecske IgG kertilt felhadaséa. A munkafazisok kozotti mosésok 0.2%
Tween-20-at tartalmazo 0.1 M TRIS puffer - 0.9% INbBé&n torténtek, razégéppel, 5x5 percig.
Az immunoblot reakciét Supersignal West Pico kemileszcens reagensben (Pierce, USA)
tortént 5 perces inkubacioval és 1 perces rontipereitortés hivassal tettik lathatéva. A

csikokat denzitometriaval kvantifikaltuk.
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10.1.10.2. Elektroforetikus mobilitasi shift vizsigéok (EMSA)

10.1.10.2.1. A nuklealis fehérje kivonat készitése

A koleszterin diétan tartott nyulak agyabol a nékkefehérje prepardtumot Yan és mtsai
(1995) mbdszerével készitettiik. Az agymintakated 9H-ju HEPES oldatban — amely 1.5 mM
MgCl,, 10 mM KCI, 10% glicerol, 1 mM DTT és 0.5 PMSF+eftalmazott - teflon-lveg
homogenizatorral homogenizaltuk 10 fel-le huzaésal5 percig jégen inkubaltuk. 3ml 10%-o0s
NP-40-et adtunk a szuszpenzibhoz és rdviden vdtidxeA sejtmagokat centrifugalassal
valasztottuk el (4000 g, 5 perc;y@-on). A nukleuszokat tartalmazo tledéketuf@uffer D-ben
szuszpendaltuk (20 mM HEPES, pH 7.9, 400 mM Na@,riM MgCh, 0.2 mM EDTA, 20%
glicerin, 1 mM DTT, 0.5 mM MPMSF). A szuszpenziot’@-on 20 percig inkubéltuk, majd
8000 g-vel 5 percig centrifugaltuk. A felllisz6ttémazta a nuklealis protein preparatumot,
amelynek fehérje tartalmat Detergent CompatabldeRroAssay Kit segitségével hataroztuk
meg (BioRad, USA). Borju szérum albumint haszn&itstandardként.

10.1.10.2.2EMSA

Az EMSA vizsgalatokban az NkB molekula DNS kdt szekvencigjat tartalmazo
kettss szalu oligonukleotidot hasznaltunk a transzkéipcfaktor DNS kdt képességének
mérésére. A hasznalt szekvencidja a kovétkett: -AGT TGA GGG GAC TTT CCCAGG C-
3'-(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Az alahtuaasNF«B-t koto szekvenciat jeloli. Az

EMSA mérést Andrews és mtsai (1991) modszere $2&¢geztik. Roviden: 50 ng kést szalu

NF-kB-k&té oligonukleotidot [g32P]-ATP (NEN) jeloltiink a végein T4 polinukleotid riéiz
segitségével, és a jelolt prébakat etanol kicsapaisztitottuk meg. A DNS koétési reakciohoz
hasznalt oldat a kovetké&izet tartalmazta: 10 pug nukleéris protein kivond, M TRIS (pH
7.6), 60 mM NaCl, 1 mM DTT, 4 mM MgGl1 mM EDTA, 6 fmol*P-jeldlt oligonukleotid
(kb. 20 000 cpm-nek megfetekrték) és 5% glicerin 20 pul végtérfogatban. A ciadlegyet
nem-jelolt oligonukleotidok hozzaadasaval, és diléik, 20 percig 37 °C-on inkubaltuk. A
mintadkat 4%-o0s nativ poliakrilamid gélen elektr@pissel valasztottuk el. Az izotop-kotéssel
jelolt fehérjéket a széritas utan autoradiografiéetitk lathatéva a géleken. A jelblésisseget
lézer denzitometriaval kvantifikaltuk és relativamyokat szémitottunk, amelyeket relativ
egységekben fejeztlink Ki.
Az AP-l-et kod ketiss szalu oligonukleotid szekvencidja a kovetkemlt: 5'-

CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3’ (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). ranszkripcios
faktor-ko®t szekvenciat ebben az esetben is aldhuzassakjelohz EMSA méréseket az NF-
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KB-EMSA mérési médszeréhez hasonldéan végeztik at agetében.

10.1.10.3. Az AChE és BChE enzimek aktivitasanalkgimetdrozasa

AChE és BChE aktivitAs meghatarozasat Ellman éxini®61) spektrofotometrias
modszerével hatdroztuk meg. Szubsztratként aok&blint vagy butiriltiokolint hasznéltunk. Az
AChE-t specifikus BChE inhibitor (ethopropazin®), a BChE-t pedig specifikus AChE
inhibitor jelenlétében (1,5 bis(allildimetilammonigenil)pentan 3-dibromid, BW284c51, 10
M) mértik.

10.1.10.3.1. Az AChE enzim molekularis formainalészlasztasa

A mosott vt membranokat és trombocitakat 0.5%0frK-100-t és 0.4 M NaCl-ot
tartalmazo, 12.5 mM-os néatrium-foszfat pufferbed (7.2) homogenizaltuk, és az enzim
molekuléris formdit 5-20%-0s szukr6z gradiensentracéntrifugalassal kulonitettik el
(Rakonczay és mtsai 1981). A plazma mintakat kdemét rétegeztink a gradiensre. Az
ultracentrifugalas SW-65 rotorral, 60 000 rpm-enrtét 8 oOran keresztil 4 °C-on.
Szedimentécios markerként borju szérum albunfigfalatozidaz és katalaz enzimeket és FITC

jelolt 1gG-t hasznaltunk.

10.1.10.4. A vérplazma és az agyi membran preparétk malondialdehid
tartalmanak mérése
A human vérplazma, valamint a koleszterin diétatotanyulak vérplazmajanak és agyi

membran preparatumainak tiobarbituratsav reaktyagait, malondialdehid szintjeit a -80 °C-ra
fagyasztott mintakbdl tiobarbituratsavas meghat@gsal Placer és mtsai (1966), valamint
Buege és Aust (1978) moOdszere szerint végeztikedyes mintak tiobarbituratsav reaktiv
anyag szintjeit kalibracios gorbe malondialdehidiieklens értékeihez hasonlitottuk, melyet

1,1,3,3-tetraetoxipropéan-savas hidrolizise révéarbatunk meg.

10.1.10.5. ApoD kimutatdsa Western immunoblottal

Az AK és KT személyek medialis temporalis leberffédrarmaz6 agyminta darabokat
-80 °C-on téroltuk. A kortikalis szirkeallomanyt mecHarsan valasztottuk szét, megtisztitottuk
az erekdl, agyhartya daraboktdl és a fehérallomanytél. Atéo darabokat 10 masodperces
szonikaldsssal szolubilizaltuk 1%-o0s SDS-ben, aeteBS-ben oldottunk fel, majd a mintakat
vizfurdoben forraltuk 5 percig.

Az immunoblot kisérletben 10g fehérjét vittink fel 12%-0s SDS-poliakrilamid gl
emb ciszta folyadékbdl tisztitott apoD-t hasznalvasthedtandardként. Az elektroforetikusan
szétvalasztott fehérjéket nitrocellulbz membram@angzferaltuk. 5%-os zsirtalanitott tejben

tortéré blokkolds utan biotin-jelélt human apoD ellenaryalg inkubaltuk a membrant
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(McConathy és Alaupovic 1986) 1000x higitasban shtimérsékleten 1 6raig. Ismételt
mosasokat kovéen sztreptavidin alkalikus foszfatdz-konjugélt ndagos ellenanyaggal
2000x higitasban inkubaltuk a membranokat tovablirdig. Az elédleges és masodlagos
ellenanyagokat TRIS-pufferelt NaCl oldatban inkiléla membrannal, amely a mosasok
esetében 0.05% Tween 20-at is tartalmazott. A jéketr BCIP/NBT foszfataz szubsztrat kittel
jeloltik (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithsleurg, MD, USA). A blottokat lézer
denzitométerrel értékeltiik. Az egyes csikokddését onkényes relativ egységekben adtuk meg.

10.1.10.6. Az ApoD immunhisztokémia human agymiriiék

Az 5 mm vastag agyszovet darabokat 4%-os parafdehal-foszfat puffer oldatban
fixaltuk két napig. A paraffinba agyazas utdpni vastag metszeteket készitettiink a mintakbal,
amelyeket polilizin kezelt tArgylemezekre szaritokt Deparaffinizalas utan 1% kecskesavoval
blokkoltuk a nem specifikus kdhelyeket szobatmérsékleten, 1 éran keresztil. Ezt ket
human apoD ellenes poliklondlis kecske antiszérdm20Q) inkubalas kovetkezett, 1 dran
keresztlll, szobdmérsékleten, nedveskamraban. Haromszori mosas upitivalens
sztreptavidin alkalikus foszfataz-konjugalt masgdk ellenanyag jelolés kodvetkezett, 200x
higitasban, 1 6ran keresztil, PBS oldatban. A sakwi6t Liquid Fast Red Chromogen Kit (Cell
Marque, Austin TX, USA) segitségével hoztuk létke.immunhisztokémiai festést koven a
metszeteket hematoxilin-eozin festékkel is feskettihz agymintdk immunhisztokémiai
festésével parhuzamosan human ésaibvetet és véralvadékot is festettiink apoD-retipozi
kontrollként hasonl6 modszerekkel. Az agymintdk té@sen, parhuzamos mintakbol
immunhisztokémiai festések torténtek egér monokisn&FAP  ellenanyaggal 100x-0s
higitasban (Cell Marque, Austin TX, USA). A Bielsetsky-festést pedig a SzP-ok és a NFF-ok
koz0os jeldlésére alkalmaztuk.

10.1.10.7. A vérplazma és a vvt-k KAT aktivitAsmakghatarozasa

A KAT méréseket Mason (1954) médszerének modosishségeztik (Hartai €és mtsai
2005). Az eredményeket hemoglobin tartalomra vadjgs plazma fehérjére szamitva, a vvt-k
esetében pmol/mg Hb/6ra, a vérplazma esetében pedtiymg fehérje/éra értékekben fejeztik
Ki.

10.1.10.8. A vérplazma és a vvt-k KIN és KINA témanak meghatarozédsa

A vérplazma és a vvt-k KIN és KINA szintjeit Wu é#sai (2000) médszere szerint
mértik. Roviden dsszefoglalva, a mosott vt-ketztlddt vizzel (1:1 aranyban) 6sszekeverve
hemolizaltuk, majd 3500 fordulat/perc sebesség@epdrcig centifugaltuk 24C-on. 800yl
Uledékekhez 3.2 ml acetonitrilt adtunk a fehérjGks&pasa céljabél. A csapadékot 3500

fordulat/perc sebességgel 10 perces centrifugdlasegpitettik. A fellliszé6t 50°C-os
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termosztatba helyezve nitrogén gazaram alatt karéark. Ezt kdveien viz/acetonnitril (1:1)
ardnyu keverékében oldottuk fel a mintédkat, és @&ahoz hasonldé mddon, nitrogén alatt
teliesen bekoncentraltuk. A mintdkat 1pDdesztillalt vizben oldottuk fel a méréseldtelés
12000 fordulat/perc sebességgel 10 percig cenéifuk 24 °C-on. Ezt koveien a felliliiszot
8%-0s perklorsavval 1:1 aranyban keverve a maréatédejét is kicsaptuk, majd azéebekben
leirt centrifugalast ismételtiik meg a precipitateidvolitasa céljabol. A mintdk KIN és KINA
tartalméat Agilent 1100 HPLC késziléekkel mértik. Mkesetében UV 365 nm hullamhosszt és
2.3 perces retenciés mérésbtida KINA esetében pedig 344 nm-es excitacios & r8f-es
emisszios idit alkalmaztunk, 6 perces retencidéévdl. 100ul-t t6ltéttink a mintdkbol Hypersil
5 ODS HPLC (150 x 4 mm-es) Thermo-Separation osajomelyet 1 ml/perc aramlasi
sebességgel mostunk 0.2 M-os zink acetat és 5%cewrdtrii (pH 6.2) oldataval. Az
eredmeényeket a KIN esetébeM-ban a KINA esetében pedig nM-ban adtuk meg.

10.1.11. A lipid anyagcsere vizsgalomaodszerei

10.1.11.1. A trombocita membranok fluiditasanak giatarozasa

A membran fluiditds mérések Kuhry és mtsai (198%)dsaerei szerint torténtek. A
fényszérasi hibak kikliszobolése céljabdl a trontaogiembran preparatumok optikai denzitasat
mindig 0.05 abszorpcids egységre allitottuk betasgal 360, 366 €s 368 nm hullamhosszokon,
amely a DPH, DPH-PA és a TMA-DPH excitacios hullésgrainak felelt meg. A fluoreszcens
festékeket tetrahidrofuranban higitottuk fel 1%1@-os koncentréaciéra. A fluoreszcens festékek
higitasaibol 5ul-t adtunk a mintdkhoz, melyeket a DPH esetébenp&ig, a TMA-DPH
anizotropiat szamitégép-vezéreltirhérséklet-szabalyzott spektrofluoriméterrel (HiiabtPF-
2A) mértik meg.

A fuggolegesen polarizalt excitacios fény hullamhossza 366 és 368 nm volt a DPH,
DPH-PA és a TMA-DPH festékek esetében, a résétrmpédig 14 nm-re volt bedllitva. A
flggdlegesen (Ivv) és a vizszintesen (Ivh) polarizaltisszos fényt 430 nm hulldmhosszon
olvastuk le 28 nm-es résatmigél. Minden egyes minta esetében 10 anizotrépiaéshér
végeztink. A fluoreszcens anizotropiat a koveikezplet szerint szamitottuk: Rss = I(w) — Z X
I(vh)/ | (w) + 2Z x I(vh), amelyben a Z értékéZa 1(vv)/I(vh) képlet szerint szamitottuk és ez
0.92-nek bizonyult. Fluoreszcens festékkel nenitjehintakkal is elvégeztilk a méréseket azért,

hogy a fluoreszcencia intenzitas és az anizotrépikeket korrigalni tudjuk a mérések soran.

10.1.11.2. Aoleszterin és triglicerid szint mérések
A vérmintak koleszterin és triglicerid tartalmatzeanatikus modszerekkel, koleszterin
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PAP (Diagnosztikum Rt. Magyarorszag) és GPO-PAP (DIALABusztria) diagnosztikus
reagensekkel, fotometrias médszerrel Hitachi-914lizétor segitségével végeztik a gyartok
utasitasa szerint, standardok felhasznalasaval.

10.1.11.3A lipidek kivonasa a szdvetmintakbol
A lipideket a mdj és a kortikalis mintakbol Folch matsai (1957) modszerével vontuk Ki.

10.1.11.4. A konjugalt diének és trienek mennyiséglé meghatarozasa

A vérplazma és az agyi membranok konjugalt diétriéa tartalmanak meghatarozasat
izopropanol segitségével végeztik a friss plazmaakbdl, és 233 nm hullamhosszon meértik
meg a konjugalt diének, 277 nm-en pedig a konjug#hek esetében. Az eredményeket a
molaris extinkciés koefficiensek segitségével sratik ki (2.8 x 1/M?*cm' a konjugalt

diének és 2.3 x ftM*cmi* a konjugélt triének esetében).

10.1.11.5. A zsirsavak analizise

A lipidek kivonasa a patkany agyi kapillaris frakbol Folch és mtsai (1957) modszere
szerint tortént. A zsirsavakat transzmetilaltukaékeletkezett zsirsav metilésztereket Hitachi
263-80 gazkromatografon detektaltuk, amely HitddBb63 analizatorral volt 6sszekapcsolva. A
gazkromatograf dmeérsékelte 145-200C hsmérséklet-intervallumokra volt beprogramozva,
percenként I°C hsmérséklet-emelkedéssel. A zsirsav metilésztereXativ retencios idejuk
alapjan azonositottuk be — a standardokhoz képeb8.0, 18:1, 20:4, 20:5 és a 22:6 zsirsavak

mennyiségét korrekcidés szamitassal hataroztuk nuegektorvalasz fliggvényében.

10.1.11.6. Az eikozanoidok szintézisének mérése

Az agyi mikroereket 37°C-on 10 percig éinkubaltuk, TC Médium 199-ben. Az
enzimreakciét a jelolésre hasznglfCl-arachidonsav (3.7 kBg 1Ql abszolit alkoholban)
szubsztrat inkubacids elegybe (1 ml) valé helyezdsénditottuk el és 10 perccel Kdxb,
hangyasav hozzdadasaval, a pH 3-ra val6 csokkeeté&sitottuk le. A mintakat kétszer 3 ml
etilacetattal extrahaltuk. Az organikus fazisokatsziegyjtottik és nitrogén alatt szarazra
paroltuk be. A beparolt anyagot 1fDetilacetatban vettik fel és a telies mennyiségéikagél
vékonyréteg lemezre cseppentettik fel. A lapok afaga etilacetat : ecetsav : 2,2,4
trimetilpentdn : viz (110:20:30:100) keverék orgasi fazisdban tortént, tdlnyomasos
vékonyrétegkromatografia segitségével (Chrompresyran Howells, Winchester, Egyesilt
Kirdlysag). Az eikozanoidokat 15 cm-es futtatasivolddgon valasztottuk szét. A
kromatogramokat 3 mm-es csikonként 5 ml toluol &tida (0.4% w/v PPO, 0.02% w/v POPOP
és 10% v/v abszolut alkohol) helyeztik és radio@sukat Beckmann LS 1800 folyadék-

szcintillacios készulékkel hataroztuk meg. A raéltbaarachidonsav termékeket anizsaldehid
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reagenssel éhivott, jeldletlen standardok segitségével azoatigk.

10.1.11.6.1. Magas nyomasu folyadék kromatografieL.C/

Forditott fazisu folyadék kromatogréfids készuldkP-HPLC, Isco Mod.2350) 4.6 x
250 mm hosszusagu, Lichrosorb C18 tdilt€f um részecske méret oszlopon tortént az
elvalasztds. A HETE-k azonositasa UV detektélégsdblyadékszcintillacios méréssel tortént.
A HETE-k szepardlasa 255 mM foszforsavat tartalma#@o-os acetonitril keverék
hasznalataval tortént. Az UV meghatarozdsokat 285nn308 UV detektorral (Labor MIM,
Magyarorszag), mig az integralast Hewlett-Packatepratorral (HP 3396 A) végeztik.

10.1.12. Statisztikai szamitasok

A valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttelsgaltuk. A nem normal eloszlasu
valtozok esetében nem-paraméteres probakat hasakialivilcoxon-, Mann-Whitney-, és
Kruskal-Wallis teszteket. A normal eloszlasu vaftkat Student-félg-probaval, egy- vagy
kétszempontos variancia analizissel (ANOVA)pé&st hocprobakkal (pl. LSD-, Bonferroni-,
Tukey-, Scheffé-, Sidak-teszteikelyek az adott szignifikancia-szinten tartjdk &b dajta hiba
valésziriiségét) vagy-probaval és Fisher-féle teszttel hasonlitottukz@sé valtozok kozotti
kapcsolat felderitése céljabol pedig Pearson- fpéteres) és Spearman-féle (nem-paraméteres)
korrelaciokat szamitottunk. Minden esetbgm=8.05 értéket tekintettik szignifikancia-hatarnak.
Az allél gyakorisagok demencia rizikbinak meghatasara és 0sszehasonlitdsara néhany
esetben az odds hanyadosokat és a 95%-0s konfdeatmivallumokat is kiszamitottuk.

A statisztikai szamitasokhoz Statgrafics, StatX&fitistica és SPSS szamitdégépes
programcsomagok kiulonbéz verzidit hasznaltuk. A transzkriptomikai vizsgalat
adatelemzéséhez a GenePix Pro 3.0 és az Excetégapds programokat vettik igénybe.



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

10.2. A doktori értekezés részét nem képékdzlemények listaja

1. Kalméan J, Juhasz A, Bogéts G, Babik B, Rimandczy A, Jank&ehke B, Palotas A.
Elevated levels of inflammatory biomarkers in therebrospinal fluid after coronary
artery bypass surgery are predictors of cogniteelide.Neurochem. Int2006; 48: 177-
180.

2. Bari F, Toth-Sziaki V, Domoki FKalman J. Flow motion pattern differences in the
forehead and forearm skin: Age-dependent alterataye not specific for Alzheimer's
diseaseMicrovasc. Res2005; 70: 121-8.

3. Galariotis V, Bddi N, Janka Zalman J. Frontotemporal dementia part Ill. Clinical
diagnosis and treatmer@lin. Neurosci./ldeggy. SzR005; 58: 292-7.

4. Galariotis V, Bédi N, Janka Kalman J. Frontotemporal dementia Part Il. Differential
diagnosis, genetics, molecular patgomechanism atiblogy. Clin. Neurosci./ldeggy.
Szle2005; 58: 220-4.

5. Galariotis V, Bodi N, Janka ZK&lméan J. Frontotemporal dementia Part |. History,
prevalence, clinical form<£lin. Neurosci./ldeggy. SzRO05; 58: 164-71.

6. Kalman J, Palotds A, Bodi N, Kincses TZ, Benedek G, JankaA@dtal A. Lactate
infusion fails to improve semantic categorizatiorAlzheimer's diseas8rain Res. Bull
2005; 65: 533-9.

7. Kalman J, Palotas A, Kis G, Boda K, Turi P, Bari F, DomokiBoda |, Argyelan M,
Vincze G, Sera T, Csernay L, Janka Z, Pavics L.id¥ed cortical blood flow changes
following sodium lactate infusion in Alzheimer'ssdaseEur. J. Neurosci2005; 21:
1671-8.

8. Szabl Z, Tokaji ZsKalman J, Oroszi L, Pestenacz A, Janka Z. The effect afHri
light exposure on pupillary fluctuations in healtbiybjectsJ. Affect. Disord2004; 78:
153-6.

9. Szabho Z, Antal A, Tokaji ZKalman J, Kéri Sz, Benedek Gy, Janka Z. Light therapy
increases visual contrast sensitivity in seasoffiattve disorderPsychiatry Res2004;
126: 15-21.

10.Palotas A, Penke B, Kemény L, JankaKélman J. A chapter in the unity of variety -
calcium is the sole authoBtain Res2004; 1000: 57-9.

11.Palotas A, Penke B, Palotas M, Kenderessy AS, Kgnéiis E, Vincze G, Janka Z,
Kalman J. Haloperidol attenuates beta-amyloid-induced aafcimbalance in human
fibroblasts.Skin Pharmacol. Physio2004; 17: 195-9.

12.Csillik B, Janka Z, Boncz IKalman J, Mihaly A, Vécsei L, Knyihar E. Molecular

plasticity of primary nociceptive neurons: relasomf the NGF-c-jun system to
neurotomy and chronic paiAnn. Anat2003; 185: 303-14.

17¢€



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

13.Palotas A.-Janka Z, Penke Balman J. Risperidon antagonizalja fxamyloid peptid
okozta intracellularis kalcium-szint valtozasokat ibrdblasztokon.
Neuropsychopharmacol. Hung003;5: 138-42.

14.Kalméan J, Juhasz A, Rimandczy A, Palotas A, Palotas M, BodM&rki-Zay J, Csibri
E, Janka Z. The nitric oxide synthase-3 codon a898mporphism is not associated with
late-onset sporadic Alzheimer's dementia and Lewgybdisease in a sample from
Hungary Psychiatr. Gene003; 13: 201-4.

15.Kalman J, Boda K, Bende Zs, Janka Z. Demencia szindromékése: A 7-Perces-
Teszt magyarorszagi alkalmaza®av. Hetil. 2003; 144: 1929-38.

16.Juhész A, Rimandczy Aalman J, Csibri E, Dib6 Gy, Majtényi K, Janka Z. Genetikai
polimorfizmusok kilonféle eredietdemencia allapotokbariNeuropsychopharmacol.
Hung.2003; 5: 4-12.

17.Palotas AKalman J, Palotas M, Kemény L, Janka Z, Penke B. Long-texposition of
cells to beta-amyloid results in decreased inttalzl calcium concentration.
Neurochem. Int2003, 42: 543-7.

18.Palotas AKalman J, Palotds M, Matin K, Szentpali K, Paszt A, JankaPZnke B.
Whole blood samples from Alzheimer patients and trobndonors demonstrate
fluorimetric differencesNeurochem. Re2002; 27: 1581-3.

19.Palotas A,Kalman J, Laskay G, Juhasz A, Janka Z, Penke B. Beta-athyleptid
okozta intracelluléris calcium szint valtozasok dimmer kéros betegek fibroblasztjain.
Clin. Neurosci./ldeggy. Sz[@002; 55: 164-7.

20.Palotds A,Kalman J, Palotdas M, Juhasz A, Janka Z, Penke B. Fibrablasid
lymphocytes from Alzheimer patients are resistanbéta-amyloid-induced increase in
the intracellular calcium concentratioldrog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry
2002; 26: 971-4.

21.Boda K, Kalman J, Janka Z. Application of repeated measurement ANQOXodels
using SAS and SPSS: Examination of the effect tfauwenous lactate infusion in
Alzheimer's diseas&tud. Health Technol. Inforr@002; 90: 437-8.

22.Palotads AKalman J, Palotdas M, Juhdsz A, Janka Z, Penke B. Beta-adhiiduced
increase in the resting intracellular calcium caortcagion gives support to tell Alzheimer
lymphocytes from control oneBrain Res. Bull2002; 58: 203-5.

23.Antal A, Kéri Sz, Kincses TKalman J, Dib6 G, Benedek Gy, Janka Z, Vécsei L.
Corticostriatal circuitry mediates fast-track visoategorizationBrain Res. Cogn. Brain
Res 2002; 14: 53-9.

24.Kéalman J, Szakacs R, Torok T, Rozsa Z, Barzd P, Rudas IppRE5, Janka Z.
Decreased cutaneous vasodilatation to isometricddrgn exercise in Alzheimer's
diseaselnt. J. Geriatr.Psychiatry2002; 7: 371-4.

25.Janka Z, Juhasz A, Rimandczy A, Boda K, Marki-Zag&lman J. Codon 311 (Cys -->
Ser) polymorphism of paraoxonase-2 gene is assacwith apolipoprotein E4 allele in
both Alzheimer's and vascular dementldsl. Psychiatry2002; 7: 110-2.

17¢



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

26.Janka Z, Juhdsz A, Rimandczy A, Boda K, Marki-Zaydlotas M, Kuk I, Zdllei M,
Jakab KKalméan J. Alpha2-macroglobulin exon 24 (Val-1000-lle) polyrphism is not
associated with late-onset sporadic Alzheimer'sedgia in the Hungarian population.
Psychiatr. Gene2002; 12: 49-54.

27.Morocz M, Kalméan J, Juhasz A, Sinko |, Downes S, Janka Z, Rasko |.dtésl/levels
of oxidative DNA damage in lymphocytes from Alzheiris disease patientsleurobiol
Aging2002; 23: 47-53.

28.Szakadcs RKalman J, Szili-Térok T, Rudas L, Janka Z. Periférias vasatégios
eltérések Alzheimer-dementidba®iin. Neurosci./Ideggy. Sz@001; 54: 285-8.

29.Szakadcs RKé&man J, Juhasz A, Laird G, Dickens P, Janka Z. Széruniiggmr
interleukin-6 szintek vizsgalata Alzheimer betedméy valamint demens és nem
demens Down-koros személyekndéuropsychopharmacol. Hung001; 3: 125-30.

30.Szili-Térok T, Kalman J, Paprika D, Dib6 Gy, Rézsa Zs, Rudas L. Depressed
baroreflex sensitivity in patients with Alzheimerdisease and Parkinson disease.
Neurobiol. Aging2001; 22: 435-8.

31l.Jakab K, Novék Z, Engelhardt J, Kemény Kalman J, Vécsei L, Rasko6 |I. UVB
irradiation-induced apoptosis increased in lymphesyf Huntington’s disease patients.
Neuroreport2001; 12: 1653-6.

32.Palotds AKalman J, Laskay G, Juhasz A, Janka Z, Penke B. Comparatiwdies on
[Ca™](i)-level of fibroblasts from Alzheimer patientsné control individuals
Neurochem. Re2001; 26: 817-20.

33.Kéri Sz,Kalman J, Kelemen O, Benedek Gy, Janka Z. Are AlzheimeaBgnts able to
learn visual prototyped?europsychologi@2001; 39: 1218-23.

34.Kalméan J, Juhasz A, Rimandczy A, Majtényi K, Jakab K, GandG, Rasko |, Janka Z.
Increased apolipoprotein E4 allele frequency imeissed with Pick's dementia, but not
with Huntington's diseaséleurobiol. Aging2000; 21: 555-8.

35.Kéalman J, Marki-Zay J, Juhasz A, Santha A, Dux L, Jank&&rum and cerebrospinal
fluid cystatin C levels in vascular and AlzheimedesmentiaActa Neurol. Scand2000;
101: 279-82.

36.Kalméan J, Parry-Jones WLI, McGuinness D, Vetré A. Before yfear 2000: Survey of
undergraduate teaching of child and adolescenthsyg in European medical schools.
Eur. J. Child Adolesc. PsychiatB000; 9: 139-43.

37.Kéri Sz,Kalméan J, Rapcsék S, Antal A, Benedek Gy, Janka Z. Clasgitin learning
in Alzheimer’s diseasdBrain 1999; 122: 1063-8.

38.Kalman J, Janka Z. Az Alzheimer-kor farmakoterapididAOTESZ Magaziri999; 4-5:
8-16.

39.Kéri Sz., Antal A.,Kalman J., Janka Z., Benedek Gy. Visual contrast sensjtiaid
18C



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

scotopic evoked potential in Alzheimer’s diseasa:e¥idence of magnocellular deficit.
Vision Res1999; 39: 2261-5.

40.Kéri Sz,Kalman J, Janka Z, Benedek Gy, Rapcsak I. Dissociabilityhinithe category
learning domain: evidence for implicit category mydar acquisition.Neurobiology
1998; 6: 211-2.

41.Van Beinum ME, McGuinness D, Csik \Kalman J, Parry-Jones WLI, Vetré A.
Contrasting child and adolescent psychitry servioeSzeged, Hungary, and Glasgow,
Scotland Eur. Child Adolesc. Psychiatd998; 2: 105-13.

42.7Zsurka G,Kalman J, Csaszar A, Raské |, Janka Z, Venetianer P. Noamdndrial
haplotype was found to increase risk for AlzheirsaliseaseBiol. Psychiatryl998; 44.
371-3.

43.McConathy WJ, Lackdé AGKalman J, Zachariah NY. Senile dementia and sex
hormone binding globulirClin. Chem.1997; 43: S110.

44.Csaszar AKalman J, Szalai Cs, Janka Z, Romics L. Association ofapelipoprotein
A-IV codon 360 mutation with Alzheimer’s disead&eurosci. Lett1997; 230: 151-4.

45.Kalman J, Juhasz A, Laird G, Dickens P, Jardanhazy T, Riay A, Boncz |, Parry-
Jones WLI, Janka Z. Serum interleukin-6 levels elate with the severity of dementia
in Down syndrome and Alzheimer’s disea&eta Neurol. Scandl997; 96: 236-40.

46.Ka4lméan J, Kanka A, Magléczky E, Ske A, Jardanhazy T, Janka Z. Increased
mydriatic response to tropicamide as a sign ofinkagic hypersensitivity in dementias.
Biol. Psychiatryl997; 41: 909-11.

47.Kalman J, Juhasz A, Kanka A, Szekeres Gy, Janka Z. Kozpdatrendszer ellenes
antitestek vizsgalata schizophren betegekBsychiat. Hung1997; 12: 201-8.

48.Kalméan J, Engelhardt JE, Le WD, Kasa P, Kovacs |, Appel Ekperimental immune-
mediated damage to the septal cholinergic strustared its effect on learning and
memory functionsJ. Neuroimmunol1997; 77: 63-74.

49.Kalméan J, Jardanhazy T, Cserhéti A, Szekeres Gy, Demeterkgk |, Dobranovics |,
Csernay L, Janka Z. Prion demencidk: A Creutzfékeb betegség spektrum
nozolégiaja és diagnosztikus nehézséQgev. Hetil. 1997; 12: 731-7.

50.Cserhéti AKalman J, Milassin P, Csernay L. A Creutzfeldt-Jakob beéggsadioldgiali
diagnézisaMagy. Radiol.1996; 5: 136-9.

51.Janka Z, Magloczky E, Jozsa K, Gulacsy E, SomogyK#nka A,Kalman J, Tamas L.
Kognitiv hanyatlas és demencia tajékozédé vizsgalat- kelet magyarorszagi szocialis
otthonokbanPsychiat. Hung1996; 11: 363-73.

52.Kéalman J. Kanka A, Magloczky E, Sike A, Jardanhazy T, Janka Z. Kolinerg
hiperszenzitivitds pupillometrids vizsgalata Alzher demencidbanPsychiat. Hung.
1996; 11: 445-50.

53.Kalman J, Magléczky E, Janka Z. A chiralitds orientaciésgalata demenciaba@lin.
Neurosci./ldeggy. Sz[E995; 48: 177-82.

181



Dr. Kalman Janos
Akadémiai Doktori Ertekezés A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

54.Kalman J, Magléczky E, Janka Z. Az Ora rajzolasi teszt: epprs és egyszér
demencia #rémddszerPsychiat. Hung1995; 1: 11-8.

55.Kalman J, Magloczky E, Janka Z. Disturbed visuo-spatiaéotation in the early stage
of Alzheimer's dementidArch. Gerontol. Geriatl995; 21: 27-34

56.Vetro A, Kalman J, SZics P. Description of general services for peopld ai mental
handicapJ. Intell. Disab. Resl993; 37: (Suppl.- 1): 39-41.

57.Rimanoczy AKéalman J, Szekeres Gy, Boda K, Janka Z. Biologiai markefizkgalata
kronikus alkoholizmusban: II. Limfocitdk B-adrenemreptor nikddése. Clin.
Neurosci./ldeggy. SzI991,; 44: 311-7.

58.Kalman J, Rimandczy A, Szekeres Gy, Boda K, Janka Z. Biaiomarkerek vizsgalata
kronikus alkoholizmusban: |. Trombocita monoamirkidéz-B aktivitas és szialsav
tartalom.Clin. Neurosci./ldeggy. SzIE991; 44: 303-9.

59.Janka Z, Somogyi A, Magléczky E, Pakaski Kalman J. Demencia dévizsgalat
cognitiv gyorsteszt segitségéwvetv. Hetil. 1988; 129: 2797-2800.



Dr. Kadlméan Janos

Akadémiai Doktori Ertekezés

A doktori értekezés részét nem képezlemények listaja

10.3. Tudomanymetriai adatok, statisztikak

| Részadat| Osszesen
TUDOMANYOS ELOADASAI
Kongresszusi éadasok szama | ............... | 153
TQDOMANYQS
KONYVEK,KONYVFEJEZETEK

Szakkonyvek szama (6sszesen) | seemeeeeeee- 0
Idegen nyeli A
Magyar nyelv o

Konyvfejezetek szdma (6sszesen) | smmeemeeeeeeees 8
Idegen nyeli /N [ —
Magyar nyelv )/

Szerkesztett konyvek szama (6sszesen) | ceeeeeeeeeeees 0
Idegen nyeli D
Magyar nyelv (o I

Tankonyvek szama (6sszesen) | e 0
Palyazo altal irt tankdnyvek szama N
Palyazé altal szerkesztett tankdnyvek szama Q) ——

Tankonyv fejezetek (6sszesen) | e 4

TUDOMANYOS KOZLEMENYEK SZAMA

Lektoralt szakfolyoiratokban megjelent tudomanyoslémények szama | ----------—----- o8
Ebhdl elss vagy utolso szefként 67 | e
Nemzetkozi folydiratban 71 | e
Hazai idegennyelvi folydiratban 0 [——
Hazai magyar nyelvfolyéiratban YA
Szerkesizii levelek, hozzaszolasok, valaszok szama [

Kongresszusi ébdasok foly6iratban vagy konyvben | seemeeeeeeees 84
Kalfoldi folyoiratban 27 | e
Magyar folydiratban 57 | e

Folydiratban megjelent absztraktok szama | smmeemeeeeeee- 84

SZAKFOLYOIRATOKBANMEGJELENT TUDOMANYOS KOZLEMENYEINEKN OSITESE

Valamennyi eredeti kozleményeinek 6sszegmgpkt faktora [ -memememeeeee- 173.501
(absztraktok és nem lektoralt levelek nélkil)
Az utolso6 10 év éves éatlaga X I e —
A PhD vagy kandidatusi disszertaciobsm szereplkozlemények 166.604 | ---mm-mmmmmeme-
impakt faktor 6sszege

TUDOMANYOS KOZLEMENYEINBEREZETTSEGE

Idézettség 6sszesen | e 317

(ebkdl 6nidézés) 0 | e

18¢



