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1. Bevezetés

Az Alzheimer-kor az életkor elérehaladtaval fokozddd gyakorisaggal fellépd
megbetegedés, mely a kognitiv funkcidok krénikus és progressziv besziikilésével jar.
Az életkor 6rvendetes, a vilag nagy részén tapasztalhaté ndovekedésével a betegség
korunk egyik legnagyobb orvosi problémajava valt, mely hatalmas szocialis és
gazdasagi terhet ro tarsadalmainkra (Alloul és mtsai, 1998; Kovacs, 2009). Korai
stadiumban valé felismerése (Bodi és mtsai, 2009; Z. Olah és mtsai, 2012; E. Papp és
mtsai, 2012; Varga és mtsai, 2014), progressziojanak fékezeése (Kincses és mtsali,
2013; Radak és mtsai, 2010) intenziv kutatas targya. Az Alzheimer-kér pontos
patomechanizmusa nem ismert. A kutatok tobb évtizeden keresztll a bazalis el6agyi,
ezen belll a kolinerg neuronok és a kdvetkezményes kérgi kolinerg innervacio
pusztulasaban keresték a betegség f6 okat (Grothe és mtsai, 2010; Pakaski és mtsali,
2014; Szigeti és mtsai, 2013; Zaborszky és mtsai, 1999). Intenziven vizsgaltak a
genetikai hattérrel is biro (Arendt és mitsai, 1997; Fehér és mtsai, 2013; Fehér és
mtsai, 2012; Seeger és mtsai, 2009) molekularis torténések széles spektrumat,
beleértve a fehérje hibas térszerkezeti alakulasat (protein misfolding) (Juhasz és mtsai,
2011; M. E. Toth és mtsai, 2013) a nukleozid metabolizmust (Z. Kovacs és mtsai,
2011), a szinaptikus miikédés megvaltozasanak kiilénb6zé molekularis hatterét (Fehér
és mtsai, 2013; Selkoe, 2008b; Walsh és mtsai, 2002; Zadori és mtsai, 2014).

Az Alzheimer-kér jellegzetes, a citoszkeletont is érinté (Fodor és mtsai, 2011)
patomorfoldgiai valtozasokat indit el a kbzponti idegrendszerben: amiloid fehérjék
rakddnak le az agyi parenchymaban és az érfalakban (Selkoe, 1991, 2008a; Thal és
mtsai, 1999), az idegsejtekben kéros neurofilamentumok képzédnek (Avila, 2000), ami
a neuronok, kiléndsen azok preszinaptikus terminalisainak pusztulasahoz és reaktiv
glidzishoz vezet (Terry és mtsai, 1991). Az elfajulas sulyossaga a kilénb6zé agyi
régiokban nagyban és specifikusan kulénbézik, mely arra utal, hogy bizonyos -
kiemelten kérgi - neuralis elemek kulondsen sérulékenyek a még részben mindig
ismeretlen patobiokémiai folyamatokban (H. Braak és Braak, 1991; H. Braak és mtsai,
1993; K. Jellinger és mtsai, 1991; Sipos és mtsai, 2007). A jelenleg uralkodo felfogas
szerint a terapias lehetGségeket ezen torténések molekularis mechanizmusanak
megeértése mozdithatna legjobban el6 (M. |. Papp és Kovacs, 2013; Penke és mtsai,
2012; Polgar és Kesert, 2014).

A human mintak mellett, kérszdvettani és ehhez kapcsolddé idegélettani, biokémiai
és viselkedéstani vizsgalatok széles korben kezdtek alkalmazni transzgenikus
egérmodelleket. Ezekkel a genetikailag modositott allattorzsekkel a betegség jeleinek

teljes spektrumat modellezni mindeddig nem sikertilt, és a cél legtdbb esetben nem is
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ez volt (LaFerla és Green, 2012). Ellenkezéleg: a kérfolyamatok kiemelt aspektusai
kalon vizsgalhatéva valtak, melyek a kilénb6z6 patomechanizmusok tovabbi és jobb
megismerhetdségét tette lehetbvé, a terapias beavatkozasok és megelbzés Uj

farmakologiai célpontjait fedte fel (Bales, 2012).

Ebben a fejezetben tekintjik at tdomdren azon tudnivaldkat, melyek a Célkitlizés
fejezetben ismertett céjaink megfogalmazasahoz és megértéséhez nélkildzhetetlen
hatterismeretként szolgalnak. Munkam elsd része a kérgi és hippokampalis principalis
sejtek funkcionalis-alaki sajatossagait, afferenseinek és efferenseinek valtozasait, a
sejtproliferacio és -differencialéodas alakulasat vizsgalja olyan transzgenikus
egérmodellekben, melyekben egyes, az Alzheimer-kérban Kkulcsszerepet jatszo
fehérjék expresszidja megvaltozik. A kulonbdzd allattdérzsekben igy alkalmunk nyilt a
betegség patogenezisében kiemelt jelentéségli AP fehérjének és prékurzor
proteinjének vizsgalata mellett egy, az Alzheimer-kér korai stadiumaban aktivalédé -
jellemzéen neurotrofinok és ndvekedési faktorok indukalta — jelatviteli mechanizmus
okozta citoszkeletalis valtozasokat is nyomon kdvetni. A deprivaciés- és ingergazdag
kornyezetben medgfigyelt funkciondlis anatémiai valtozasok azokat a kdrnyezeti
hatasokat céloztak modellezni, melyek az Alzheimer-kér progresszidjat, ha korlatozva
is, de befolyasolni képesek (Laurin és mtsai, 2001; Miklya és Gaszner, 2004; Pope és
mtsai, 2003; Radak és mtsai, 2010). A betegségben tapasztalt memoriazavarok és a
tau fehérje foszforilacidjanak kapcsolatat a hibernaciéban reverzibilis tau
hiperfoszforilaciora képes allatban vizsgaltuk (Arendt és mitsai, 2003). Ezekkel a
vizsgalatokkal a betegség legkorabbi stadiumaban fellelhetd anatomiai és biokémiai

folyamatokat hoztuk parhuzamba az emléknyom kialakulasaval.

A neurodegenerativ betegségek célkeresztiében 1évd szinapszisok kozvetlen
kérnyezetét az extracellularis matrix képezi. Osszetétele, kémiai heterogenitasa —
egyaltalan léte — a kozponti idegrendszerben az utolsd évtizedig a neurobioldgiai
érdekl8dés perifériajara szorult. Munkam masodik felében az Alzheimer-kérban térténé
szinaptikus valtozasok és a periszinaptikus extracellularis matrix kapcsolatat human
mintdkon vizsgaltam. Ehhez a perineuronalis matrix kompartmentspecifikus

Osszetételét és anatomiai jellemzését megel6z6 tanulmanyokban kellett elvégezzuk.

1.1 A human amiloid prékurzor fehérje és azok fragmensei

A prékurzor fehérje

Az amiloid prékurzor molekula egy integrans membranfehérje, melyet egy legalabb
18 exonbdl allé gén kodol a 21-es kromoszéman (Goldgaber és mitsai, 1987; Kang és

mtsai, 1987; Tanzi és mtsai, 1987; Yoshikai és mtsai, 1990). Amiloid prékurzor fehérjét

6
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csaknem valamennyi sejtink termel, a protein — és tovabbi sorsa — mindazonaltal
nagyon heterogén (Selkoe, 2001). A glikoprotein pre-mRNS-einek alternativ
atszabasaval (,splicing”) legalabb négy atirat jon létre, melyek 695, 714, 751 és 770
aminosav hosszusagu fehérjéket kodolnak (Golde és misai, 1990; Kang és mtsal,
1987; Ponte és mtsai, 1988; Rossner és mtsai, 1998a). Idegsejtekben — ellentétben a
legtdbb nemneuronalis sejttel, melyek a 751 és 770 aminosav hosszusagu
fragmensekben gazdagok — a 695 aminosav hosszusagu rovid fragmens fordul el6
(Rossner és mtsai, 1998b; Selkoe, 2008a). A molekula N-terminalis nagyobb része
extracellularis helyzeti, vagy intracellularis vezikulumok lumenében talalhaté, ezt
koveti egy transzmembran szakasz, végul a C-terminalis citoszolikus rész (1. abra).

118 671 TM 770
N-terminalis| | | KPI | [ AB | | C-terminalis

hasitasi helyek
q-szekretézi y-szekretaz
18 687 711,713
szolubilis a amiloid prékurzor fehérje fragmens ” |

hasitasi helyek
B-szekretaz y-szekretaz
18 671 711,713

szolubilis B amiloid prékurzor fehérje fragmens | |

1. dbra. Az amiloid prékurzor fehérje szerkezeti és a szekretaz enzimek hasitasi helyei. Réviditések:
ICD intracellularis domén, KPI Kunitz tipusu szerin protedz gatldé domén, p3 p3 peptid, T™M
transzmembran domén.

A prékurzor fehérjét szekretazok hasitjdk metabolit szarmazékaikra. Az a-
szekretazok a membrantdl meghatarozott tavolsagban hasitanak, nem szekvencia-
specifikusak, és mas fehérjéket is képesek vagni. Az amiloid prékurzor fehérjéknek
csak kis hanyadat hasitjak (Sisodia, 1992). A hosszu extracellularis fragmensen kivdl
fennmaradé C-termindlis részt a y-szekretdz vagja tovabb egy p3 nevd, valamint egy
intracellularis doménre (1. dbra). Az a-szekretdzok altal megkimélt amiloid prékurzor
molekulakrol a B-szekretéz (mas nevén BACE-1) hasithat le egy hosszu szolubilis N-
terminalis véget, a C-terminalis részbdl pedig a y-szekretaznak kdszénhetden képzddik
a neurodegenerativ kérképekben kiemelt jelentéségi B-fragmens és egy valamivel

kisebb méretii citoszolikus fragmens (1. abra).

In vitro kisérletekben kimutattak, hogy amiloid prékurzor molekuldk folyamatosan

képz6dnek az idegsejtekben (Weidemann és mitsai, 1989). A [-szekretaz
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mikodésének eredményeképp a sejtmembranhoz kétott prékurzorokbdl lehasad az N-
terminalis rész (J. P. Anderson és mtsai, 1991; Haass, Koo, és mtsai, 1992; Sisodia,
1992), ami a kuls6 (ekto)domén szekréciojahoz vezet, vagy internalizalodik és lebomlik
az endoszémakban és lizoszomakban (Golde és mtsai, 1992; Haass, Koo, és mtsai,
1992). Ezzel dsszhangban sejtkulturakban medgfigyelték, hogy a tenyésztett sejtek
folyamatosan szekretalnak AR fehérjét (Haass, Schlossmacher, és mtsai, 1992; Shoji
és mtsai, 1992), in vivo vizsgalatok pedig a liquor cerebrospinalisban detektaltak ezt a

fragmenst (Seubert és mtsai, 1992).

Az AB fragmens

Az AB fragmens és az amiloid keletkezésének oka és mechanizmusa mar koran
intenziv kutatasok kereszttlizébe kerult. Az AB fragmensek nemcsak szolubilis
formaban vannak jelen az agyszovetben, hanem extracellularisan lerakodhatnak,
plakkokat alkothatnak (Allsop és mtsai, 1983), mely az Alzheimer-kér egyik
hiszotpatolégiai markere. Széles korben elfogadott tény, hogy a kérgi AB fragmens
szint illetve plakkok mennyisége kognitiv karosodast okoz, amiért mind a szolubilis,
mind a kicsapodott fehérje felelés (Cummings és mtsai, 1996; Hardy és Allsop, 1991;
Naslund és mtsai, 2000; Selkoe, 2008b). Diffuz tipusu AR depozitumok ugyanakkor
egészséges id6sekben is el6fordulnak, illetve Alzheimer-kdérban szenvedék olyan agyi
terlletein is (példaul talamusz, kisagy), melyek a betegségben nem karosodnak (Y. T.
Li és mitsai, 1994; Wisniewski és mtsai, 1989). Alzheimer-kérban szenvedbk
nagyagykérgében elbbbivel ellentétben — illetve azok atalakulasaval - un. neuritikus
plakkok jonnek létre, melyek 8-10nm méreti amiloid rostokat tartalmaznak,
Osszetevdik kdzott nemcsak a 42 aminosav hosszusagu (AB42), hanem a révidebb
AB40 peptidet is megtalaljuk. A filamentdézus és nemfibrillaris szerkezetli fehérjékbdl
felépllé képletek kdzelében a mikroglidk és asztrocitdk aktivalédnak, a neuronok
karosodnak (ltagaki és mtsai, 1989; Selkoe, 1991).

Az amiloid prékurzor fehérje a neurodegenerativ folyamatok tiikrében

A neuropatoldgiai elvaltozasokhoz vezetd folyamatok f6 okaként tdbbek kozott az
amiloid prékurzor fehérje magas szinti expresszidjat, szekrécios Utemének
megvaltozasat, illetve a 695 és 751/770 aminosav hosszusagu fragmens keletkezése
kozotti egyensulyat jeldlték meg (Price és mitsai, 1992; Selkoe, 1991; Sisodia és Price,
1992). Dont6 elbrelépést jelentett, amikor az amiloid prékurzor molekula mutaciéjat
kimutattdk tdbb betegségben is, igy familiaris Alzheimer-kérban (Chartier-Harlin és
mtsai, 1991; Murrell és mtsai, 1991) vagy amiloidézissal jard herediter cerebralis

haemorrhagiaban (Levy és mtsai, 1990; Van Broeckhoven és mtsai, 1990). Erre a
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megfigyelésre alapozva és a transzgenikus technikak ugrasszeri fejlédésével egymas
utan hoztak létre kutatocsoportok olyan egértdrzseket, melyekben a vadtipusu vagy

mutans fehérje expresszios szintjét megvaltoztattak.

Az amiloid prékurzor fehérje nemcsak fragmensei forrasaként, hanem énmagaban
is befolyasol biolégiai folyamatokat. A teljes hosszusagu (,full-length”) molekula
szerepét izolaltan vizsgalni nehéz, hiszen expresszidés szintjének valtoztatasa
keletkez6 fragmenseinek szintjét sem hagyja valtozatlanul (P. R. Turner és mtsai,
2003). Neuroprotekcioban betoltott szerepét a Notch jelatviteli mechanizmushoz
kapcsoltan vizsgaltak (De Strooper és mtsai, 1999), az axon noévekedési csulcs
végarborizacidéjanak és szinapszisainak kialakitasaért pedig a sejtadhézios
mechanizmusok szabalyozasan keresztil tulajdonitottak neki szerepet (Moya és mtsai,
1994). A sejtszintl neurondlis mechanizmusokban az amiloid prékurzor fehérje
serkenti tovabba a neuritek kinbvését, elongaciodjat és elagazédasat (Ohsawa és mtsai,
1997; Salinero és mtsai, 2000; Small és mtsai, 1994). Ennek megfeleléen az amiloid
prékurzor fehérjét nem tartalmazoé idegsejtek dendrit nyulvanyai révidebbek és kevésbé
eladgazoédobbak (Perez és mtsai, 1997; Seabrook és mitsai, 1999), bar ezzel ellentétes

eredmények is napvilagot lattak (Harper és mtsai, 1998).

In vivo morfolégiai és rendszer-anatomiai vizsgalatok szerint a neuronalis
kompartmentekben, igy a szinapszisokban is jelenlévé amiloid prékurzor fehérje
(Kirazov és mtsai, 2001; Schubert és mtsai, 1991; Shigematsu és mtsai, 1992) a
preszinaptikus domén morfoldgiai és funkcionalis szabalyozasan keresztll szerepet
jatszik a szinapszisok kialakitdsaban, ezaltal a szinaptikus plaszticitasban, a felnétt
idegrendszerben is (Buxbaum és mtsai, 1998; Sisodia és mtsai, 1993). igy amiloid
prékurzor fehérje génkiutott allatokban viselkedésbeli és kognitiv hianyossagok, a
hosszutavu potenciacié (,long term potentiation”, LTP) zavara és a szinapszisok
szamanak csokkenése Iép fel (Dawson és mtsai, 1999; Phinney és mtsai, 1999). Ezek
az eredmények Osszecsengenek mas tanulmanyok adataival, melyek az amiloid
prékurzor fehérje expresszidjanak ndvekedésérél szamolnak be a tanulast és
emlékezést serkent allattartas/kezelés soran (Huber és mtsai, 1997; Teather és mtsai,
2002). Olyan éllatokban azonban, ahol a human amiloid prékurzor fehérje expresszidja
tobbszordse a vadtipusuakban talaltaknak, és ez a szolubilis AR szint ndvekedéséhez
vezet, a szinapszisok mikodése sérul. Ez a kognitiv képességek karosodasahoz vezet
— flggetlendl attél, hogy B-amiloid lerakédas torténik-e (Kamenetz és mtsai, 2003; Lanz
és mtsai, 2003; Mucke és mtsai, 2000; A. M. Simon és mtsai, 2009), mely az Alzheimer

kor kialakuldsanak korai stadiumanak hipotézisét (,early stage hypothesis”) erésiti.
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Vizsgalataink idejében nem volt ismert, milyen valtozasokat indit el a trofikus
hatasunak sejtett vadtipusu fehérje az idegsejtek alaktanaban, az afferens
kapcsolatokat kialakitdé dendritfa és dendrittiske méretében, geometrigjaban és
mennyiségében. Hasonl6 vizsgalatok mutans amiloid prékurzor fehérje
expresszidjanak hatasara és attekintd jellemzésre (teljes dendritfa méret) szoritkoztak

(Moolman és mtsai, 2004).

Az AB fehérje neurodegenerativ vonatkozasai

Az amiloid prékurzor fehérje szekrécidjanak, hasitasanak megvaltozasa koéros
folyamatokat indit be a neuronok mikoédésében, morfolégigjaban, igy azok
funkcidjaban és az agykéreg egészének mikddésében (Juhasz és mtsai, 2011; J. Olah
és mtsai, 2011). A kulcsszerepet a fehérjét hasitd B és y-szekretaz enzimek
mikodésének megvaltozasaban latjak, melyek az AB fragmens képzéséért felelések
(P. R. Turner és mtsai, 2003). AR fragmensek élettani kortlmények kozott is
képz6dnek (Haass, Schlossmacher, és mtsai, 1992). Az Alzheimer-kor kialakulasanak
el6futara a szolubilis AR fehérje szintjenek ndvekedése, mely végul extracellularis,
inszolubilis plakkok kialakulasahoz vezet (Selkoe, 2008a; P. R. Turner és mtsai, 2003).
Ez neurotoxikus folyamat, melyet mind in vitro, mind in vivo szadmos Kkisérletben
bizonyitottak (McKee és mtsai, 1998; Walsh és mtsai, 2002). A glutamaterg és kolinerg
aktivitds csokkentése illetve megvaltoztatasa révén az AB fehérje zavart okoz a
szinaptikus transzmisszidban (Chen és mtsai, 2002; Jhamandas és mtsai, 2001; Kar
és mtsai, 1996; Uhasz és mtsai, 2010). Gatolja a hosszu tavu potenciacio kialakulasat,
ami a szinaptikus plaszticitds csdkkenéséhez vezet (Raymond és mtsai, 2003; Wang
és mtsai, 2002), mindez pedig a tanulasi folyamatok romlasat és memoriacsdkkenést
von maga utan (Flood és mtsai, 1991). A felsorolt degenerativ valtozasok késébb az
agyszovet hisztopatoldgiajaban is nyomon kdvetheték; az AB fehérje fragmensek
fibrillumokba, majd plakkokba csapddnak 6ssze, ez Osszességében az idegsejtek
kapcsolatrendszerének megszakitasahoz vezet, melynek mértéke az elbutulas
(dementia) sulyossagaval aranyos (Cummings és mtsai, 1996; Knowles és mtsai,
1998).

Alzheimer-kérban tébb neuromorfoldgiai valtozasrdél tortént emlités. Az idegsejtek
nyulvanyainak progressziv disztréfigjat, ektopikus burjanzasat, gorbileteinek
novekedését mind human mintakon, mind transzgenikus allatokban megfigyelték
(Irizarry és mtsai, 1997; Knowles és mtsai, 1999; Larner, 1995; Scheibel és Tomiyasu,
1978). Vizsgalodasunk idejében ennek f6 okat az A fokalis hatasaban, lerakodasaban
lattak. igy az AP lerakddasokon athuzodé idegsejt nyulvanyok morfolégija

megvaltozik, degenerativ jelenségeket mutat; atmeérdjuk kisebb lesz, a dendriteken
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talalhaté dendrittiiskék sirlisége csokken (Knowles és mtsai, 1999; Le és mtsai, 2001;
Tsai és mtsai, 2004), széls6séges esetben a nyulvany egyszerlien megszakad,
Leltorik” (Tsai és mtsai, 2004). Jellemzd, hogy AB plakkok kdzelében a szomszédos

dendritek, dendritszakaszok slirisége csdkken (Knowles és mtsai, 1998).

Munkankban azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a human és mutans amiloid
prékurzor fehérjék kilénb6zd szintli expresszidja, tovabba a plakk lerakodassal jaro,
emelkedett AB szint az idegsejtek alaktanat és azok kapcsolatait. A fokalis valtozasok
helyett a sejt egészére koncentraltunk, hogy atfogdbb képet kaphassunk az Alzheimer-
kérban bekdvetkezé valtozasok neuromorfoldgiai hatterérdl. Vizsgalatainkat a
dendritek és dendrittiiskék mennyiségi analizisén tal kiterjesztettik az afferens és
efferens kapcsolatok, szinapszisok valtozasaira. Deprivacidos és ingergazdag
kornyezetben végzett kisérletek igazoltak, hogy az afferens és kornyezeti ingerek
dontéen befolyasoljak az amiloid metabolizmusban valtozast szenvedd sejtek alaktanat

és inter-neuronalis kapcsolatait.

1.2. A tau fehérje és foszforilaciéjanak szerepe Alzheimer-kérban

A tau fehérje egy mikrotubulus-asszocialt fehérje, mely a tubulin fehérje
polimerizacidjat, ezaltal a mikrotubulusok stabilizaciéjat segiti (Drechsel és mtsai,
1992; Weingarten és mtsai, 1975). Ha a tau fehérje szerin és treonin reziduumai
foszforilalodnak, afiinitdsa a mikrotubulusokhoz csokken, és a tau fehérie az
axoplazmabdl a szomatodendritikus és szubszinaptikus kompartment felé helyezddik
at (Biernat és mtsai, 1993; Buee és mtsai, 2000; Lindwall és Cole, 1984; Morris és
mtsai, 2011). Er6sen (un. hiper-) foszforilalt formaja az Alzheimer-korban megfigyelt
paros helikalis filamentumok és aberrans neurofibrillaris lerakédasok f6 alkotdja a
megbetegedett idegsejtek citoplazmajaban, melyet &sszefoglaldan ,taupatianak”
hivunk (Avila, 2000; Brandt és mtsai, 2005; Goedert és Spillantini, 2011; Shahani és
Brandt, 2002).

Mig a neurohisztopatolégia az aberrans neurofibrillumok megjelenését az
Alzheimer-kor legfébb jelenségének tartja a (B-amiloid plakkok megjelenése mellett,
tobb tanulmany kimutatta, hogy a hiperfoszforilalt tau megjelenése a posztszinaptikus
kompartmentben joval azelbtt vezet szinaptikus és kognitiv zavarokhoz, mielétt tau
aggregatumok a pusztuld idegsejtben megjelennének (Hoover és mtsai, 2010; Ittner és
mtsai, 2010; Morris és mtsai, 2011; Yoshiyama és mtsai, 2007). Ennek megfelel6en
Alzheimer-kér mar igen korai stadiumaban talaltak tau felhalmozédast hippokampalis
CA3 piramissejtek dendrittiskéiben (Blazquez-Llorca és mitsai, 2011). Tau

hiperfoszforilacié azonban élettani kérlilmények kézott is eléfordul hibernaciora képes
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eml8sokben (Arendt és mtsai, 2003; Hartig és mtsai, 2007), mely a szinapszisok
szamanak csodkkenésével jar (von der Ohe és misai, 2007), az ehhez kapcsol6do,
ébredés utani tanulasi- és memoria folyamatokkal foglalkozé tanulmanyok ugyanakkor
ellentmond6é eredményekre jutottak egy irreverzibilis karosodast vagy csupan
nyomvesztést illetéen (Clemens és mtsai, 2009; McNamara és Riedesel, 1973; Millesi
és mtsai, 2001; Zhao és mtsai, 2004). Munkankban sziria aranyhorcsdgben vizsgaltuk
a tau foszforilacié, a szinaptikus regresszid és a memorianyomok viszonyat egy

0sszehangolt viselkedéstani, biokémiai és neuromorfologiai kisérletben.

1.3. A Ras G-fehérje és a citoszkeleton kapcsolata

Az idegsejtek bels® vazat a citoszkeletalis fehérjék alkotjak, melyek dinamikus
atépulésre képesek. A folyamatot szamos faktor iranyitja, befolyasolja, melyek kozul
fontossagukat tekintve kiemelkednek a noévekedési faktorok, igy a kilénb6zé
neurotrofinok, az idegi eredetli névekedési faktor (nerve growth factor, NGF) vagy az
agyi eredetli névekedési faktor (brain derived neurotrophic factor, BDNF) (Davies,
2000; Heumann, 1994; Thoenen, 1995). Neurotrofinok iranyitidk a sejtek
nyulvanyainak képz6édését, ndvekedését, a dendritfa kialakulasat mind a fejl6dé (Baker
és mtsai, 1998; Horch és mtsai, 1999; McAllister, 2002; McAllister és mtsai, 1996;
McAllister és mtsai, 1995; Niblock és mtsai, 2000), mind a felnétt agykéregben (Horch
és Katz, 2002). A dendritek mellett az axonok névekedését is kritikusan befolyasoljak:
serkentik azok hosszabbodasat (Kirstein és Farinas, 2002; Tucker, 2002), céliranyitott
novekedését (pathfinding) (Song és Poo, 1999), végarborizaciojat (Purves és mtsai,
1988) valamint szinaptikus kapcsolatainak kialakulasat és differencialédasat (Causing
és mtsai, 1997).

A neurotrofinok indukalta citoszkeletalis valtozasok G-proteinek mikddésén
keresztul valésulnak meg (Z. Li és mtsai, 2002; McAllister, 2000; Sin és mtsai, 2002).
Az aktinvazat legismertebben szabalyozé Rho csalddhoz tartozé fehérjék mellett (Luo
és mtsai, 1997; Smith, 1999) hamar raterel6détt a figyelem a p21Ras fehérjére. Ez a
G-protein kinazok foszforilacidja és az elinditott kaszkadok révén enzimek aktivitasat,
ioncsatorndk mikddését, gének expresszidjat, mindezek altal a sejt morfoldgiajat
magat is szabalyozza (Ahn, 1993; Heumann, 1994; Nishida és Gotoh, 1993). Jéllehet
eukaridta sejtben altalanosan el6fordul6 fehérjérdl van sz6, a p21Ras agyi expresszidja
a mas szOvetekben talaltaknak csaknem tizszerese (Furth és mtsai, 1987; Tanaka és
mtsai, 1986). In vitro tanulmanyok a p21Ras fehérje neuronalis differencialédasban

betoltdtt szerepére vilagitottak ra (Bar-Sagi és Feramisco, 1985; Guerrero és mtsai,
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1986; Noda és mtsai, 1985), mig in vivo kisérletek felnétt allatban a 1ézié utan fellépd

karosodassal szemben protektiv hatasunak talaltak (Heumann és mtsai, 2000).

A p21Ras fehérje neurodegenerativ folyamatokban bet6ltott szerepe

Az Alzheimer-kor egyik jellegzetes pathobiokémia térténése a citoszolban talalhato
tau fehérjék nagyfoku foszforilacidja, ami kérosan feltekeredett, helikalis filamentek
(,paired helical filaments”, PHF) létrejottéhez vezet (Augustinack és mtsai, 2002). A
betegség korai fazisaban szamos nodvekedési és mitogén faktor szintje emelkedik,
melyek a p21Ras G-fehérje aktivalasa révén fejtik ki hatasukat (Connor és mtsai, 1997,
Crutcher és mtsai, 1993; Fahnestock és mitsai, 1996; Fenton és mtsai, 1998; Gomez-
Pinilla és mtsai, 1990). Alzheimer-kérban helyét, alakjat és dsszetételét tekintve kéros
nyulvanyokat azonositottak idegsejteken (Arendt és misai, 1995). A vizsgalt G-fehérje
Alzheimer-kérban betdltétt szerepére tovabbi figyelem fordult, amikor kiderdlt, hogy
részt vesz a tau fehérje expresszidjanak (Sadot és mtsai, 1998) és foszforilacidjanak
(Greenberg és mtsai, 1994) szabalyozasaban. A p21Ras fehérje a mitogén-aktivalt
protein kinaz (MAPK) jelatviteli utvonalat aktivalja, mely kindznak expressziés szintje
és aktivitasa Alzheimer-korban emelkedik, és ez a kinaz felelés a tau protein kéros
transzformacidjahoz vezetd foszforilacidjaert (Drewes és mtsai, 1992). Bizonyitottak,
hogy a p21Ras fehérje expressziés valtozasa Alzheimer-kérban nemcsak egy
neurodegenerativ valtozasra adott sejtszintl valasz, hanem mar a betegség korai
szakaszaban fellépd jelenség, mely a tau-hiperfoszforilacio és amiloid képz6dés elbtt,

azokat megel6zve torténik (Gartner és mtsai, 1999).

A p21Ras fehérje ugyanakkor az amiloid prékurzor protein és amiloid szintézis
kapcsan is gorcsd ala kertlt. Az amiloid prékurzor fehérje metabolizmusaban,
hasitasaban, igy az AB fragmens keletkezésében kiemelt szerepet jatszik a
neurotrofinok és ndvekedési faktorok aktivalta mitogén-aktivalt protein kinaz jelatviteli
mechanizmus (Desdouits-Magnen és mtsai, 1998; Mills és mtsai, 1997). Tovabbi in
vitro tanulmanyok vilagitottak ra, hogy a szabalyozas egy p21Ras-medialta folyamat
(Cosgaya és mtsai, 1996; Greenberg és mitsai, 1994), melyben a keletkezd és
szekretélt szolubilis B-APP N-termindlis fragmens serkenti a mitogén-aktivalt protein

kinaz mikodeését (Greenberg és mtsai, 1994).

Tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja az Alzheimer-kér korai
fazisat jellemz6 emelkedett szintli p21Ras expresszid a neuronok morfologigjat, inter-

neurondlis kapcsolatait a felnétt, differencidlédott kodzponti idegrendszerben. A

c s

elektron mikroszképos kisérletek ravilagitottak, hogy a p21Ras fehérje doéntéen
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trofikus, és ellensulyozni a deprivacié okozta alaktani és sejtkapcsolati valtozasokat.

1.4. Az endokannabinoid rendszer és a szinaptikus miikodés

Az Alzheimer-kér patomechanizmusaban kiemelt szerepet foglal el a szinaptikus
mikodés karosodasa, zavara. Az ingerlletatvivd anyagok felszabaditasanak iddbeli
dinamikajat retrograd jelrendszerek szabalyozzak (Alger, 2002), melynek soran
retrograd jelatvivd molekuldk szabadulnak fel a posztszinaptikus oldalrél, hogy
hatasukat a preszinaptikus strukturan kifejthessék (Kano és mtsai, 2009). llyen elven
mikodik az endokannabinoid rendszer, melyet ragcsalok (Katona és mtsai, 2006),
f6éemldésok (Harkany és mtsai, 2005) és ember (Ludanyi és mitsai, 2011) agyvelejében
is azonositottak. A hippocampusban kilénésen a 2-arachidonoil-glicerol (Mechoulam
és mtsai, 1995) bizonyult effektiv endokannabinoid szignal molekulanak (Gao és mtsai,
2010), melyet a posztszinaptikus dendrittiskékben halmozédd a és B-diacilglicerol-
lipaz enzimek termelnek (Bisogno és mitsai, 2003). A 2-arachidonoil-glicerol a
preszinaptikus oldalon talalhaté 1-es tipusu kannabinoid receptorhoz (CB; receptor)
kotédik, lebontasat a preszinaptikusan talalhaté monoacilglicerol-lipaz (Dinh és mtsai,
2002) és a pre- és posztszinaptikusan elhelyezkedd szerin hidrolaz a/B-hidrolaz-domén
tartalmu enzim (ABHDG6) végzi (Hashimotodani és mtsai, 2007; Marrs és mtsai, 2010).
A 2-arachidonoil-glicerolhoz képest alacsony koncentracidban talalhaté az agyvelében
a masik azonositott endokannabinoid, az anandamid (Devane és mtsai, 1992). Hatasat
nemcsak kannabinoid receptor medialta utvonalon képes kifejteni, mas, igy a tranziens
receptor potencial vanilloid-1-hez (TRPV, receptor) is koétédni képes (A. Téth és mtsai,
2009). Szintéziséért az N-acil-foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipaz D (NAPE-
PLD), lebontasaért a zsirsav-amid-hidrolaz (FAAH) felelés (Cravatt és mtsai, 1996;
Ueda és mtsai, 2005).

Az endokannabinoid ligand megkoétése a preszinaptikus kannabinoid receptoron
gatolia az ingerlletatvivd anyagok felszabadulasat. Gatlé szinapszis esetén igy
depolarizacié indukalta gatlascsdkkenés (depolarization-induced suppression of
inhibition, DSI), serkenté szinapszis esetén pedig depolarizacido indukalta
serkentéscsokkenés (depolarization-induced suppression of excitation, DSE) jon létre
(Ohno-Shosaku és mtsai, 2002; Yoshida és mtsai, 2002). A hippocampusban végzett
kutatasok kimutattak, hogy CB; receptorok kolecisztokinin tartalmu gatlé interneuronok
preszinaptikus membranjaban fordulnak el6, mikddésuk kritikus a szinapszisok és
neuronhaldzatok fizioldgias mikddésében (Katona és mtsai, 2000; Katona és mtsai,
1999; Mackie és Katona, 2009).
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Endokannabinoidok a neurodegenerativ folyamatok tiikrében

Alzheimer-kérban az endokannabinoidok tobbféle hatasmechanizmusban is részt
vesznek (Bisogno és Di Marzo, 2008). Gyulladasellenes mediatorként csokkentik a
mikrogliak aktivaciéjat és a citokinek termelését (Halleskog és mtsai, 2011; Ramirez és
mtsai, 2005) valamint antioxidans hatasuak (Chung és mitsai, 2012). Szerepet
tulajdonitottak az endokannabinoidoknak az idegsejtek védelmében: a CB; receptor-
fuggé mechanizmusok gatlasa csokkenti az AP eléidézte neurotoxicitast és a
kovetkezményes kognitiv képesség csokkenését (Mazzola és misai, 2003), CB;
receptor agonistak alkalmazas pedig sulyosbitja a neurodegeneraciét (van der Stelt és
mtsai, 2006).

Munkankban az  Alzheimer-kérban torténé  endokannabinoid retrograd
szignalrendszer valtozasara iranyitottuk figyelminket. Ennek soran nyomon koévettik a
2-arachidonoil-glicerol metabolikus enzimeinek és f6 preszinaptikus receptoranak, a
CB; receptor expresszios mintazatat és annak valtozasait. Eredményeinket a TRPV,
receptor és az ahhoz ko6t6dé anandamid metabolizmusaért felelds enzimek

vizsgalataval is kiegészitettlk.

1.5. Az extracellularis matrix jelenléte a kozponti idegrendszerben

Legtobb szervink szovetében a sejtek extracellularis allomanyba agyazva
talalhatdk, mely nagyban meghatarozza a szévet jellegét. A kdzponti idegrendszerben
az extracellularis matrix jelenlétét az elmult évtizedekig tagadtak, az altalanosan
elfogadott dogma szerint a neuronok és gliasejtek nyulvanyaikkal olyan szorosan
illeszkednek egymashoz, mely teljesen beszikitené a sejtek kozotti teret. Az elmult
hdsz év kutatasai ravilagitottak, hogy mind az agyvel6ben, mind a gerincvel6ben az
extracellularis matrix, jollehet rostmentes formaban (ti. kollagén-, elasztikus- vagy
racsrost itt nem talélhato), de jelen van, egyes agyterileteken elérheti tomegének 20%-
at (Sykova és Nicholson, 2008).

Az extracellularis matrix megjelenési formai a k6zponti idegrendszerben

A kozponti idegrendszeri extracelluldris matrix intenziv kutatdsok kereszttizébe
kerllt, mind fejl6dd, mind differencialt idegrendszeri vonatkozdsokban. A fejlédésben
tobbek kozott az axon nOvekedési csucsok valaszkészségét (Ida és mtsai, 2006), az
idegsejtek ingerelhet6ségét (Amet és misai, 2001; Pizzorusso és mtsai, 2002), a
sejtfelszini receptorok eloszlasat és szignaltranszdukcidjat (Dityatev és mtsai, 2010;
Frischknecht és mtsai, 2009) befolyasoljak. A differencialt idegrendszerben klinikai
kutatasok els6sorban a sérulés utani regeneraciéban és neuroprotekcidban vizsgaljak
szerepét (Dityatev és Fellin, 2008; Ferhat és mtsai, 1996; Fitch és Silver, 2008).

15



dc_951 14

Neurohisztolégiai vizsgalatok kimutattak, hogy a kémiai Osszetételében heterogén,
tobbnyire amorf eloszlasu extracellularis matrix az idegsejtek korul kondenzalt
formaban is el6fordul. Klasszikus megjelenési formaja a sejttest és proximalis dendritek
kordl lerakodo uan. perineuronalis halo (,perineuronal net”) (Brickner és mitsai, 1993;
Hockfield és McKay, 1983), mig a terminalis axonszakaszok és szinapszisok koérul
periszinaptikus gyUriket (,axonal coats”) (Brickner és mitsai, 2008; Morawski,
Bruckner, Jager, és mtsai, 2012) alkothatnak (2A-C abra). Vizsgalodasaink idején
utdbbi képletekrél csupan fénymikroszképos, er6sen korlatozott ismeretek alltak

rendelkezésre.

‘I

.,
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2. abra. CRTL-1" perineuronalis halok (A, B) és periszinaptikus hiivelyek (C, nyilhegyek). Lépték: 20
um (A), 10 um (B), 4 um (C).

A perineuronalis halok funkcidja mindmaig vita targya (Ramén y Cajal
miterméknek tekintette 6ket). A legtdbb gerinces (Brickner és mtsai, 1993; Gaal és
mtsai, 2014; Lander és mtsai, 1998; Matthews és mtsai, 2002; Ojima és mtsai, 1998;
Racz és mtsai, 2014), igy az ember (Adams és mtsai, 2001; Bruckner és mtsai, 1999;
Brickner és mitsai, 2008; Morawski, Brickner, és mitsai, 2010) kozponti
idegrendszerében azonosithatdk, eloszlasa sejttipusonként és terlletenként nagy
variabilitast mutat (Bruckner és mtsai, 1999; Hartig és mtsai, 1999; McGuire és mtsai,
1989; Morawski és mtsai, 2004). Perineurondlis halokat jellegzetesen gyorstizel,
parvalbumin tartalmu, GABAerg interneuronok korll talalunk, ahol valdszinlleg az
ionhomeosztazis biztositasaban jatszanak szerepet (Bruckner és mtsai, 1993; Hartig
és mtsai, 1999). Jelentéséget tulajdonitottak ezeknek a periszomatodendritikus matrix
aggregatumoknak a stressz és a degenerativ elvaltozasok elleni védelemben
(Morawski és mtsai, 2004; Y. Wu és mtsai, 2005), valamint a szinaptikus plaszticitas
alakitasaban (Dedk és mtsai, 2012; Matesz és mtsai, 2005), féképp korlatozasaban is
(Berardi és mtsai, 2003; Kaas és mtsai, 2008; Pizzorusso és mtsai, 2002). Utdbbira
jellemz6, hogy az idegsejtek differencialédasuk és szinapszisaik kiépitése utan
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halmozzak fel maguk kéré a perineuronalis matrixot, korlatozva ezzel tovabbi inter-
neurondlis kapcsolatok létrejottét. Enzimatikus lebontasukkal az idegsejtek
plaszticitasa, Uj szinaptikus kapcsolatok kiépulése ndévelhetd illetve serkentheté

(Pizzorusso és mtsai, 2002).

A kézponti idegrendszeri extracellularis matrix kémiai 6sszetétele

A kdzponti idegrendszerben talalhaté extracellularis matrix gerincét a hialuronsav
molekula alkotja, egy hosszu, elagazodas nélkili glikézaminoglikan, melyet sejtfelszini
enzimek, un. hialuron szintazok termelnek (Weigel és mtsai, 1997). Specialis kapcsolé
fehérjékkel kulénb6z6 proteoglikanokat képes kotni, igy egy Osszetett, halézatos,
hidrofil strukturat kialakitani. A kézponti idegrendszeri proteoglikanok két legismertebb

csoportja a heparanszulfat- és a kondroitinszulfat proteoglikan csalad (3. abra).

A B
hialuronsavkotd
. =3
domén

kondroitin-szulfat tengelyfehérje

tengelyfehérje\ oldallancok .
[t tengelyfehérje
EGF, lektin- és ; ; ’
CRP-szer(i domén Lo . .
Glipikan Szindekan
Lektikanok Heparan-szulfat proteoglikanok

3. abra. Hialuronsavhoz kapcsolddni képes kondroitin-szulfat proteoglikanok, mas néven lektikanok (A)
és heparan-szulfat proteoglikanok (B) sémas rajza. Réviditések: CRP komplement szabalyozé fehérje,
EGF epidermalis névekedési faktor ismétl6dd szekvenciak, GPI glikozil-foszfatidil-inozitol.

El6bbi csoportba tartoznak a szindekanok, glipikanok és perlekanok népes
csaladjai, melyek az agyvel6 sejtfelszini- (szindekanok), vagy a membranhoz GPI-
horgonyzo fehérjével kapcsolodni képes glikoproteinjei (glipikanok). A kondroitinszulfat
proteoglikanok egy csoportja, a lektikanok, szintén képesek a hialuronsavhoz kotédni.
Ide tartozik a féleg fejl6dé idegrendszerben expresszalédd neurokan, a verzikan,
valamint az érdeklédésink kozéppontjaba kerult aggrekan és brévikan. Mig fejl6dé
idegrendszerben mind a heparanszulfat- mind a kondroitinszulfat proteoglikanok
szerepét intenziven vizsgaltak, a differencialodott kdzponti idegrendszer
nélkilézhetetlen épitdkéveként, strukturelemeként utébbiakat méltattak (Cui és mtsai,
2013). A molekulak részletes biokémiai jellemzésétél eltekintiink, az altalunk vizsgalt
aggrekan és brévikan legfébb tulajdonsagait, szerepliket mindazonaltal sziikségesnek

latjuk réviden ismertetni.
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Az aggrekan molekulat eredetileg a porcszdvetben azonositottak és vizsgaltak
intenziven az elmult husz évben (Doege és mtsai, 1990). A hialuronsavhoz kdzvetlen
kotédni  képes lektikdanokhoz tartozik, nagy molekulasulyd szénhidratpolimerként
konnyen képez aggregatumokat (Viapiano és Matthews, 2006). Jollehet mind a négy
kdzponti idegrendszerben eléforduld lektikan fontos szerepet tolt be az extracellularis
matrix szerkezeti felépitésében, az aggrekan kizardlag a neuronok sejtteste és
proximalis dendritjei kdzvetlen kdzelében, a  perineuronadlis haldkban talalhato
(Morawski, Briickner, Arendt, és mtsai, 2012). Aggrekan jelenléte nélkul perineuronalis
halok nem épulnek ki (Giamanco és mtsai, 2010), termel6désik az agyban térben és
idében egyarant szabalyozott moddon torténik. Patkanyban megjelenése és
halmozédasa leképezi a neuronok kaudokranialis iranyu differencialédasi iranyat és
térképét, expresszidjanak a felnéttkorban is folytatédé platéfazisat a posztnatalis 21.
napon éri el (Matthews és mtsai, 2002; Milev és mtsai, 1998). Az aggrekan ugyanakkor
csak bizonyos tipusu — igy emldsoOkben jellegzetesen gyorstlzeld, parvalbumin
tartalmu - neuronok korul halmozédik fel (Hartig és mtsai, 1994; Hartig és mtsai, 1999),
glikolizaltsaga regionalis és sejtspecifikus kilénbségeket mutat (Matthews és mtsai,
2002). A neuronalis és szinaptikus differencialédassal 6sszhangban torténd szerkezeti
kiépulése (Brickner és mtsai, 2000; Hockfield és mtsai, 1990) iranyitotta figyelmiinket

a neurodegenerativ betegségekben lehetséges szerepukre.

A brévikan molekula — neve erre utal - a lektikanok legrévidebb tagja, és féként
gliasejtek termelik, (Jaworski és mtsai, 1995; Yamada és mtsai, 1997). Kizardlag a
kdzponti idegrendszerben fordul el6, melyre masik nevének réviditése (BEHAB: Brain-
Enriched Hyaluronic Acid Binding protein) is utal (Jaworski és mitsai, 1994). Jollehet
perineurondlis haldékban eléfordul, axon iniciadlis szegmens Kkoruli specifikus
felhalmozddasa szelektiv kompartmentalizaciora utal (Frischknecht és mtsai, 2009). Az
aggrekanhoz hasonléan intracellularisan termel6dik, expresszidja a posztnatalalis
korban indul el és fokozddik, mig el nem éri és stabilizalédik a felnétt korra jellemzé
szinten (Yamada és mtsai, 1997). Egyensulyi szerepet tolt be a mar kialakult és az
ujonnan kialakulé kapcsolatok kdzott abban a kritikus idészakban, amelyben az agy
kilondsen érzékeny plasztikus kornyezeti ingerekre (Morawski, Briuckner, Jager, és
mtsai, 2012). Figyelmlnket a brévikan szelektiv eloszlasa, plaszticitdssal kapcsolatos
vonatkozasai, végll az a jelenség ragadta meg, hogy neuronok is képesek termelni
(Hamel és mtsai, 2005; John és mtsai, 2006).

Az Alzheimer-kor egyik legfébb jelensége a sejtkdzotti kapcsolatok, szinapszisok
korai és szelektiv pusztulasa (Selkoe, 2008a, 2008b). A szinapszisok Kkoruli

mikrokdrnyezetet és mikrostruktura dontd jelent6ségli a szinapszisok megfelel6
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mikodésének, plaszticitasanak fenntartasaban, biztositasaban (Dityatev és Rusakov,
2011; Ganguly és mtsai, 2013). Feltételeztuk, hogy Alzheimer-kérban fokalis
periszinaptikus és egyedi kémiai Osszetételi matrix lerakédasok befolyasolhatjak a
szinapszisok miikddését, fennmaradasat. Ehhez azonositanunk Kkellett ezen
végzett fénymikroszkopos, konfokalis 1ézer szkenning és ultrastrukturalis
immunhisztokémiai  vizsgalodasok ravilagitottak ezen  strukturak létezésére,
kompartmentalizacidjara és sajatossagaira, valamint az Alzheimer-kérban torténd

valtozasokban betdltétt szerepére.
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2. Célkitlizések

Doktori értekezésemben az idegsejtek funkcionalis anatémiai elvaltozasait,
kapcsolatainak megvaltozasait vizsgaltam Alzheimer-kérban. A kilénb6zé
transzgenikus egeértdrzsekben és mas kisérletes allatmodellekben, valamint
human mintakon tett vizsgalédasaimmal alabbi kérdéseket kivantam

megvalaszolni.

1. Az amiloid prékurzor molekula tébb protein - igy az Alzheimer-kor
patomechanizmusaban kiemelten fontos AP fragmens - prékurzor fehérjéje.
Tdbb, kilénbdzd transzgenikus egérmodellen kivantam a nem amiloidogén és
amiloidogén fehérje expresszié in vivo, differencialt idegrendszerben kifejtett
hatasait megvizsgalni. Figyelmem a betegségben kiemelten sérulékeny kérgi
principalis neuronok egészének funkcionalis-alaki elvaltozasaira, inter-neuronalis
kapcsolataira, valamint a hippokampalis sejtproliferaciora és differencialédasra
forditottam. Deprivacids- és ingergazdag kornyezetben végzett kisérletekkel a
fehérje expresszidjanak hatasait olyan kdérnyezeti hatasok tikrében kivantam
vizsgalni, melyek a betegség progresszidjat, ha korlatozva is, de befolyasolni

képesek.

2. Az Alzheimer-kérra jellemzé koros tau-(hiper)foszforilacié reverzibilis
formajat figyelhetjik meg téli aimot alvé emlésdk hibernaciés allapotaban. Sziriai
aranyhorcsdgben végzett kisérletekkel kutattam, szinaptikus elvaltozasokkal jaré
kompartmentspecifikus valtozasok tdérténnek-e hibernacidban, és kapcsolatban

all-e ez az emléknyom elvesztésével.

3. Az Alzheimer-kor korai fazisaban a neurotrofinok és ndvekedési faktorok
expresszidja ndvekszik. A szignal transzdukcioban kiemelten fontos szerepet kap
a p21H-ras G-fehérje, melynek szintje a betegség korai fazisaban emelkedik.
Transzgenikus egérmodellben végzett funkciondlis anatomiai kisérletekkel
céloztam megmutatni, milyen sejtanatomiai és szinaptikus valtozasokat képes ez
a G-fehérje differencialt agykéregben in vivo, kulénbdz8 koérnyezeti kihivasok

kozott kivaltani.

4. Az endokannabinoidok a szinaptikus mikddés fontos szabalyozdi.
Human mintakon kivantam megvizsgalni, milyen sejtszintl valtozasok torténnek
Alzheimer-kérban az endokannabinoidok neuronalis és glialis metabolizmusaban.
Kisérleteimben a lebontd enzimek lokalizacidéjanak és expresszidjanak
megvaltozasara koncentraltam.
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5. Eml&sdkben a szaglérendszer az agy kiemelten plasztikus terllete. Human
mintakon Uj, differencialatlan neuronpopulacié utan kutattunk, mely az Alzheimer-

korban tapasztalt szaglasérzékelés megvaltozasaban jatszhat szerepet.

6. A szinapszis kozvetlen kérnyezetét sziik extracellularis matrix tér alkotja.
Allati- és human mintakon ezen kritikus teriilet molekuldris dsszetételét, Alzheimer-
kérban fellépd valtozasat és egy feltételezett szinaptoprotektiv hatast kivantam

meghatarozni illetve bizonyitani.
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3. Anyag és modszer

3.1. Allati mintak, az allatok kezelése, beavatkozasok

Allatok, a hasznalt transzgenikus egerek révid jellemzése

Kisérleteinkhez egér (Mus musculus), patkany (Rattus norvegicus, Wistar), sin
(Echinops telfari), sziriai aranyhércség (Mesocricetus auratus), egérmaki (Microcebus
murinus) és hazi csirke (Gallus domesticus) agyvel6ket hasznaltunk, az allatok pontos
fajtajat, nemét és szamat az 1. tablazat tartalmazza. Az allatkisérleteket az European
Communities Council 1996. november 24-i allatkisérleteket szabalyozé direktivaja
(86/609/ECC) és a Semmelweis Egyetem Allatvédelmi Tanacsadé Testiilet Allatiigyi
Etikai Bizottsaga altal jovahagyott (#63/2000) kisérleti protokollja szerint végeztik,
amely megfelelt a F6évarosi és Pest Megyei Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Elelmiszerlanc- biztonsagi és Allategészségiigyi lgazgatdsaganak Jarvanyligyi és
Allatvédelmi Osztalya altal kiadott Utmutatasoknak.

Az Alzheimer-kért modellez6 vizsgalatainkban tébb transzgenikus egérfajt
vizsgaltunk, melyek amiloid prékurzor protein expressziéjanak szintje, amiloid képzési
hajlama kulonb6z6 volt. Ily moédon kerestink valaszt arra, hogy a prékurzor molekula, a
szolubilis AB szint, illetve maga az amiloidogenezis milyen hatassal van a kérgi

neuronokra.

A B6-Py8.9 transzgenikus egerek generalasa soran egy, a teljes vadtipusu human
amiloid prékurzor proteint tartalmazé mesterséges éleszt6kromoszomat (yeast artificial
chromosome, YAC) juttattak be R1 embrionalis éssejtekbe. A transzgenikus human
fehériét az agy, valamint a periférias szovetek is az endogén amiloid prékurzor
fehérjéhez hasonld szinten expresszaéljak (Lamb és mtsai, 1993). Tébb régidban
azonositottak a transzgén expresszidjat, igy a legtobb kortikalis régidban, a
hippocampus CA1-3 piramissejtjeiben, de a nucleus paraventricularis hypothalamiban
és az amygdalaban is (Harris-Cerruti és mtsai, 2004). Az allatokban detektalhatéak a
fehérie APP770, az APP751 és az APP695 izoformai is. Alzheimer-kérra jelemzd
hisztopatologiai és élettani elvaltozasokat az allatok nem mutatnak (Lamb és mtsai,
1993).

A PDGF-hAPPy, jell allatokban a vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor (platelet-
derived growth factor, PDGF) B lanc neuronalis promoter kontrollja alatt valésul meg a
human vadtipusu amiloid prékurzor protein molekula expresszidja (Mucke és mtsai,
2000; Rockenstein és mtsai, 1995). A fehérje expresszioé kimutathaté a neokortexben,

hippokampuszban, hipotalamuszban és a cerebellumban is, annak szintje az endogén
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fehérje szintjének kétszeresét is eléri. Mindezek ellenére az allatokban nem torténik

amiloid lerakodas a 24. honapig (Mucke és mtsai, 2000).

A Tg2576 egértérzsben egy hoércsdg prion fehérje kozmid vektor kontrollja alatt
torténik a ,svéd kettds mutanst” (Swedish double mutation) tartalmazé hAPP695
expresszidja (Hsiao és mtsai, 1996). Ennek kdszénhetéen az ABR40 fragmens szintje
OtszOrésére, az amiloidképzddést nagyban el8segit6é AP42 fragmens szintje
tizennégyszeresére nd, kilenc hénapos allatokban pedig a kortikalis és limbikus
strukturakban amiloid plakkok keletkeznek nagy szamban, melynek kévetkezménye

viselkedés- és memoriazavarokban (Hsiao és mtsai, 1996) is jelentkezik.

Egy masik egértérzs egyedei a p21H-Ras"?'? transzgént expresszaljak. Az allatok
generalasa soran a human Ha-Ras transzlaciéra nem kerilé 5 régié és a patkany
szignalt is beleértve, eltavolitottdk és egy belsd riboszomalis entry site/LacZ
szekvenciaval helyettesitették. Ezzel egy, a vektor szekvencia nélkul 10,1 kb hosszu
linearis DNS fragmentum keletkezett, ami alkalmas volt egér embridkba valé
bejuttatasra. Az idegsejtspecifikus expressziot igy a szinapszin 1 promoter kontrollja
biztositja, a neuronok egyuttal egy reporter gént (B-galaktozidazt) is expresszalnak,
mely egyértelm(ivé teszi azok azonositasat. A transzgén expresszidja a posztnatalis
14. naptdl emelkedik szamottevéen, a 40. napon az endogén fehérje szint 6tszo6rosét is
eléri, ennek tlkrében a hatasok mar egy nagyban differencialodott idegrendszerben
jelentkeznek (Heumann és mtsai, 2000). A transzgént a piramissejtek expresszaljak,

mas neuronokban csak elszértan jelentkezik a hatas (Heumann és mtsai, 2000).

A felhasznalt allatok egy részén beavatkozasokat végeztink a transzkardialis
perfuzié el6tt. Egereken végzett kisérletek esetén azonos szamu és azonos egértérzsi

alombdl szarmazo6 transzgenikus és vadtipusu allatokat hasznaltunk.

Bajuszszér eltavolitas

A B6-Py8.9 (10 allat), Tg2576 (10 allat) és p21H-Ras (18 allat) térzsek egyedein
bajuszszér eltavolitast (vibrisszektomiat) végeztink. Az allatokban vagy az dsszes
egyik oldali bajuszsz6ért (B6-Py8.9 és Tg2576 egerek) vagy az egyik oldali B és D sorok
bajuszszéreit tavolitottuk el. A beavatkozast altatasban végeztik, izomba adott
100mg/ttkg ketamin, 5mg/ttkg xylazin és 0,1mg/ttkg atropin keverékével. A
bajuszsz8roket csipesszel eltavolitottuk (kihuztuk). Az allatok fejét sztereotaxias
készllékben régzitettik, majd a corpus callosumba az ,/In vivo sejtfeltéltés” cimi
alfejezet alatt ismertetett médon biotinilalt dextran amin (BDA) retrograd palyakdvetd
anyagot (Zayats és mtsai, 2002) juttattunk, melyet a komisszuralis piramissejtek az

ellentétes oldalon felhalmoztak. Egy héttel kés6bb az allatokat transzkardialisan
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perfundaltuk, az agyvelét eltavolitottuk (Id. ,Az agyveld fixalasa és metszése” cimi

alfejezet).

Onkéntes fizikai aktivitas biztositasa

Ezeket a kisérleteket a PDGF-hAPP,; (20 allat) és a p21H-ras (20 allat) egereken
végeztik. Az allatok ketrecébe futdkereket helyeztiink, melybe az allatok barmikor,
akaratukban nem korlatozva bemehettek és futhattak. A kontroll allatok ketrecébe nem

helyeztiink futdkereket.

Ingergazdag kérnyezetben tartott allatok
Negyven, hat hetes PDGF-hAPP,, egeret helyeztiink nagyméretli ketrecekbe

(80x75x87 cm). A ketrecekben mianyag csoveket, futdkerekeket, alomépitésre
alkalmas anyagokat, nyilassal biré dobozokat helyeztink, tdbb szintre helyezve
azokat. Az allatok négy hétig éltek ezen a helyen. A kontroll allatokat standard allathazi

ketrecekben tartottuk.

Ujonnan sziiletett idegsejtek (neurogenezis) vizsgéalata — 5-brém-2-deoxiuridin
(BrdU) injekciok

Osszesen huszonketté darab, kettd, harom, 6t és hét éves siindiszndba, valamint
negyven, hathetes PDGF-hAPP,; egérbe altatas nélkll juttattunk be intraperitonedlisan
BrdU-t (50ug/ttg napi dézisban, 100ul térfogatban)(Franke és mitsai, 2004). A
sundiszndk hét, az egerek tizenegy napon keresztil kaptak naponta injekciét. A
kezelés végén a sundiszndkat transzkardialisan fixaltuk (Id. az ,Az agyveld fixalasa és
metszése” ciml alfejezet), az egereket normal allathazi kérdlmények kodzott vagy

ingergazdag kdrnyezetben egy, vagy 28 napig hagytuk tulélni a fixalas elétt.

Hibernacios kisérletek

Hibernaciés kisérleteinket sziria aranyhorcsdogokdon (Mesocritecetus auratus)
végeztuk (4. abra). Az allatokat 4-8 hétig 23-26 °C-on tartottuk 8:16 6ras fény-sotétség
ciklusban, majd 4-8 hétig 5-7 °C-on 4:20 6ras fény-sotétség ciklusban. Az allatok
mozgasat infravords detektorral kovettlik, mellyel a hibernacié tényét a fizikai
inaktivitas alapjan megallapithattuk. Tébb kisérleti csoportot képeztiink. Allatokbdl a
hibernaciés periddus korai (8 6ra) vagy késéi (36-48 6ra) szakaszabdl, tovabba az
ébredés utani korai (2,5 6ra) és késb6i (24-36 6ra) szakaszabdl is vettlink mintakat,
azok kulon kisérleti csoportot alkottak. Az eutermias 4&llatok nem mutattak a

hibernaciéra utalé mozgas inaktivitast.
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Labirintus teszt

Ebben a kisérletben 40 him hércs6got hasznaltunk. Az allatokat egy 15cm magas,
45x45 cm széles dobozba helyeztik, melyet 16 részre osztottunk. Egyes falakon 6cm
széles nyilasok voltak, melyeken az allat atbujhatott (4. abra). Az induldé poziciébdl a
cél poziciéba egy legrovidebb uton lehetett eljutni, amely mentén 6t zsakutcaba is
kerllhetett az allat. Az allatok mozgasat egy kisméretii infravords-kameraval kovettik
nyomon. Roégzitettlik az induld poziciébdl a célba éréshez sziikséges idd hosszusagat
és a zsakutcaba kerllések szamat, amit hibanak neveztink. Az allatot célba

kerllésekor élelemmel jutalmaztuk (food reward).

A B labirintus teszt
T T T
*
I | |
| I
* @
,_. | |
I I
*
Gjratanulasi - J }
tanulasi fazis fazis
. * | * Start
pannununuuunnnnt hidegszoba T A
- 2hanap - 2hinag > ‘10 ;4 4P :iat  ectel *hibazona

4. abra. Sziriai aranyhorcsdgon végzett tanulasi kisérlet magyarazo abraja. Két hénap tanulasi fazis
utadn az allatok 2 honapra hidegszobaba kerlltek, melyet 10 nap utan szobahémérsékleten egy révid
Ujratanulasi fazis kovetett (A). A kisérleti allatok egy erre a célra készitett labirintusban kellett
megtalaljak a célt (B).

A sziria aranyhorcsdg fogsagban éjszakai aktivitast mutat, ezért azokat négy
honapig forditott ciklusban (16:6 oras fény-soététseg ciklus) tartottuk. A tanulasi fazis 15
alkalombdl allt, 15 egymast kdvetd napon, az allat aktiv idejében. Ezutan 13 allatot 23-
26 °C-on, 27 allatot pedig 5-7 °C-on tartottunk 20:4 6ras fény-sotétség ciklussal 12
hétig. A 27 allatbol 12 hércsdg hibernacio jelét mutatta, 14 nem, 1 allat elpusztult. A 12
hét elteltével az dsszes allatot 25 °C-on tartottuk 10 napig, és 6 ujratanulasi alkalmat
biztositottunk.

In vivo sejtfeltéltés

A BDA palyakoveté anyag mind retrograd, mind anterograd iranyban szallitodik.
Ezekben a kisérletekben el6bbi tulajdonsagat hasznaltuk fel. Az egereket mély
altatasban sztereotaxias készilékre helyeztik, fejét rogzitettiik, majd fejbbre ala helyi
érzéstelenitésként 0,1 ml Xylonest injekciét adtunk (Astra-Zeneca GmbH, Wedel,
Germany). A kérgestestbe Hamilton fecskendd segitségével juttattuk a nagy
mennyiségl palyakdveté anyagot (1ul, 20%; koordinatak: az agyfelszintdl ventralisan

1mm, a Bregmatdél 1,7mm kaudalisan, a kdzépvonaltdl 1mme-re lateralisan) Franklin és
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Paxinos sztereotaxias atlasza alapjan (Franklin és Paxinos, 1997). Az allatokat egy
héttel késdbb perfundaltuk, ez id6 alatt az injekciéval ellentétes oldalon szamos
kommisszuralis piramissejt oly mértékben halmozta fel magaban a palyakdvet6
anyagot, mely a hisztokémiai reakcié utdan a teljes dendritfa megjelenithetéségét
lehetévé tette, legtobb esetben a dendrittiskék helyét és alakjat is megbizhatéan

azonositani tudtuk.

Anterograd palyakévetes

A narkézist ketamin (100 mg/ttkg), xylazin (5mg/ttkg) és atropin (0,1 mg/ttkg)
elegyével biztositottuk. Az allatot sztereotaxias készllékre helyeztik, fejét rogzitettik,
majd fejbére ala helyi érzéstelenitésként 0,1 ml Xylonest injekciét adtunk. A célzott
terllet feletti csontallomanyt fogorvosi furéval eltavolitottuk, majd Hamilton fecskendé
segitségével biotinilalt dextran amint (0,3 pl 20 %-0os BDA, 10.000 MW, Molecular
Probes, Eugen, OR, U.S.A)) juttattunk a nucleus sensorius principalis nervi trigeminibe,
tajékozodashoz Paxinos és Watson sztereotaxias atlaszat (Paxinos és Watson, 1998)
hasznaltuk. A mtétek utan két héttel az allatokat a mar ismertetett médon fixaltuk,

agyukat eltavolitottuk, majd metszettik.

Saporin-konjugalt vezikularis GABA transzporter ellenes antitest in vivo
alkalmazasa

Osszesen 10 egérnek és 10 patkanynak 2ul (0,5mg/ml) saporin-konjugalt
vezikularis GABA transzporter ellenes antitestet vagy nemkonjugalt vezikularis GABA
transzporter ellenes antitestet juttatunk mély altatasban bal hippokampuszuk dorzalis
részébe. A mitétet a fent leirtakhoz hasonléan, mély altatdsban és helyi
érzéstelenitésben végeztik (koordinatak egérben: az agyfelszintél ventralisan 1,6mm,
a Bregmatol 1,5mm kaudalisan, a kézépvonaltdl 1,8mm-re lateralisan, Franklin és
Paxinos sztereotaxias atlasza alapjan (Franklin és Paxinos, 1997); koordinatak
patkanyban: az agyfelszintél ventralisan 3mm, a Bregmatdl 4,3mm kaudalisan, a
kdzépvonaltél 3,5mm-re lateralisan Paxinos és Watson sztereotaxias atlasza alapjan
(Paxinos és Watson, 1998)). Az allatok agyat 12 nap utan tavolitottuk el

immunhisztokémiai analizis céljabdl transzkardialis perfuzié utan.

3.2. Human mintak

Az emberi szdvetmintakat a Semmelweis Egyetem Il. szamu Patolégiai Intézete
bocséatotta rendelkezéslinkre, azok felhasznalasa a Semmelweis Egyetem etikai
engedélyével tortént. Mintainkat olyan elhunytakbdl kaptuk, akik kortorténetikben

neurodegenerativ betegség jelét nem mutattak.
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Az extracellularis matrix proteoglikanjainak szénhidrat oldallancai a halal beallta
utdn bomlasnak indulnak, mely rontja a matrix molekuldk lektinhisztokémiai és
immunhisztokémiai megjelenithetéségét. Ennek megfeleléen olyan szoveteket
dolgoztunk fel, melynek posztmortem ideje (postmortem delay, PMD, a halal beallta
utan eltelt id6 a fixalas megkezdéseéig) 20 ora alatt volt. Agymintainkat egy 15 és egy
18 6ra PMD ideju tetembdl, gerincvel6 mintainkat egy 12 és egy 15 6ra PMD ideji

tetembdl nyertuk.

Alzheimer-kérban elhunytakbdl nyert és megfelel6 kontroll mintainkat (egyez6é kord,
neurodegenerativ kérképben nem szenvedd idés emberekbdl) a Newcastle Egyetem
Agybankjabol (Newcastle Brain Tissue Resource) kaptuk. A felhasznalt mintak adatait

a 2. tablazat tartalmazza.

3.3. Az agyvel6 fixalasa, metszése

Az allatokat Ketaminnal elaltattuk (300mg/ttkg), ezutan fiziolégias séoldattal (0.9 %-
os NaCl oldat), majd 4% paraformaldehidet és 0,1 % glutaraldehidet tartalmazé 0,1 M-
os foszfat puffer (0,iM PB, pH 7,4) oldataval transzkardidlisan perfundaltuk.
Elektronmikroszképos feldolgozas esetén a glutaraldehid tartalma a fixaldoban 2% volt.
Az agyvelBket azonnal eltavolitottuk, éjszakara glutaraldehidet nem tartalmazo fixalo
elegyben hagytuk, fagyasztva metszés esetén éjszakara 30%-os szachar6z oldatba
helyeztuk krioprotekcid céljabdl.

Fény- és fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatokra szant mintainkbdl kriosztat
segitségeével 30, 40 vagy 50 ym vastag koronalis metszeteket készitettink, minden
hatodik metszetet egyltt taroltuk, a szuletett széridkat egyazon immunhisztokémiai-
vagy lektinfestésre dolgoztuk fel. Hosszabb idejl tarolas esetén a metszeteket 0,1%
Na-azidot tartalmazé 0,1M PB-ben taroltuk. Elektronmikroszképos feldolgozas esetén
az agyat 50 ym vastagon, vibratdmmal metszettik. A Cavalieri-féle becslésre hasznalt
agyveldket 2%-os agaréz gélbe &agyaztuk, azokbdl vibratommal 110 pm vastag

szeleteket készitettunk.

Félvékony metszetek készitésekor az 50 mikrométer vastag metszeteket a sikeres
immunreakcio utan (VGLUT1, VGLUT2, VGAT) 0,1%-0s ozmium-teroxiddal kezeltik 1
oraig szobahdmérseékleten, majd azokat 0,1M PB-vel mostuk (3x20 perc),
acetonsorban dehidraltuk, Durcupanba agyaztuk, majd a blokkokbdl ultramikrotommal

1 ym vastag szeleteket készitettunk.

Human agy- és gerincvel® mintainkat szintén az érpalyan keresztll fixaltuk in situ.
Az artérias és vénas rendszerbe (arteria carotis interna, arteria vertebralis, sinus

sagittalis superior) illetve a gerincvel§ esetén a szubarachnoidealis térbe vezetett
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kanulon keresztul fiziologias sooldattal (0,9% NaCl), majd 2% paraformaldehidet és 2%
glutaraldehidet tartalmazo6 0,1 M PB-vel (pH 7,4) perfundaltuk.

Az agyvel6bél a hippokampusz formaciot és a kiilsé térdestestet tartalmazo blokkot
vagtuk ki mindkét oldalon. A gerincvel6b8l 15 mm vastag, harant siki szakaszokat
tavolitottunk el a nyaki, mellkasi, agyéki és keresztcsonti szelvényekbdl (a
tajékozodasban az azonositott ideggyokdk nyujtottak segitséget). A mintakat 2%

paraformaldehidet tartalmazoé 0,1M PB oldataban 4 napig utéfixaltuk 4 °C-on.

3.4 A metszetek kezelése, képalkotas

Immunhisztokémia

A metszeteket 0,1M PB oldataval hosszasan (legalabb 4x20 perc), majd 0.3%-0s
Triton-X 100-at tartalmaz6é PB-vel (0,3%Triton-PB) kezeltik 60 percig, hogy az
antitestek penetracidjat elésegitsik. A nemspecifikus antitest kotés elkerllése
érdekében a metszeteket 5%-0s normal szamarszérumot tartalmazo oldatba tettik egy
orara szobahdmérsékleten (a késdbbiekben hasznalt szekunder antitesteket
szamarban termelték). A metszeteket éjszakan at szobahémérseékleten, vagy két napig
4 °C fokon reagaltattuk a primer antitesttel, melyet 0,3%-0s Triton-PB-ben oldottunk.
Tobbszoros jelolés esetén olyan primer ellenanyagokat alkalmaztunk, melyeket
kiloénbdzd fajban termeltek, azokat ugyanazon oldatban (koktélban) helyeztik fel. Az
alkalmazott primer antitestek listajat a 3. tablazat tartalmazza. Ezt kdvetben a
metszeteket 0,1M PB-ben szobahd&mérsékleten ujbdl mostuk (legalabb 3x20 perc),
majd a primer antitesteknek megfelel, szamarban termelt szekunder ellenanyagokkal
inkubdltuk szobahén két oran &t, melyeket 2% marha szérum albumint (BSA)
tartalmaz6 0,1M PB-ben oldottunk. Fénymikroszkopos feldolgozas esetén biotinilalt,
fluoreszcens képalkotas esetén karbocianinnal konjugalt, nyul-, egér-, patkany- vagy
kecskeelleni szekundér ellenanyagokat alkalmaztunk (Jackson ImmunoResearch,
U.S.A). Elektronmikroszképos feldolgozas esetén oldatainkban Tritont nem

hasznaltunk.

Fénymikroszkopos vizsgalodasra szant metszeteinket ismételt mosas utan
(legalabb 3x20 perc, 0,1M PB) egy oraval korabban elkészitett avidin-biotin
komplexszel reagaltattuk egy 6ran at, szintén szobah6mérsékleten (Vectastain Elite
ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:1000 0,1M PB-ben oldva). Az
immunprecipitadtumot  nikkel-ammonium-szulfattal  felerésitett  (0,05%, Merck,
Darmstadt, Németorszag) 3,3’- diaminobenzidin segitségével tettik lathatova (DAB,
Sigma, St. Louis, MO, 0,025%). Mindez mas kémhatasu (pH 8,0) 0,1M PB oldatban,
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0,001%-osra higitott hidrogén peroxid jelenlétében tortént; mas esetben Peroxidaz-
KIT-et hasznaltunk (VECTOR, SK-4100, Burlingame, CA, U.S.A)).

Lektinhisztokémia

A metszeteket 0,1M PB-ben alaposan mostuk (legalabb 4x20 perc), majd 2% BSA-t
tartalmaz6 0,1M PB-ben inkubaltuk egy oran at. Ezt kdvetéen biotinilalt lektinek
oldataval (3. tablazat) kezeltik mintainkat szobahémérsékleten egy éjszakan at, majd a
fentiekkel azonos médon elkészitett avidin-biotin komplexszel reagaltattuk egy oran at.
A precipitatumot szintén nikkel-ammoénium-szulfattal feler8sitett 3,3’- diaminobenzidin
segitségével tettik lathatéva 0,05 M-os TRIS-pufferben 0,001%-osra higitott hidrogén

peroxid jelenlétében.

X-gal hisztokémia

A metszeteket X-gal mosépufferrel mostuk (0,1M natrium-foszfat puffer, pH 7,4,
2mM magnézium-klorid, 5mM etilénglikol-tetraacid, 0,01% natrium-deoxikolat, 0,02%
Nonidet P-40; 2x7 perc), majd 37 °C-on X-gal festékkel (mosépuffer + 5mM kalium-
ferrocianid, 5mM ferricianid, 1mg/ml 5-bromo-4kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid)
festettlk. A metszeteket ezutan a mosépufferrel Ujbol mostuk (2x7 perc), majd

targylemezre felhuztuk.

Golgi impregnacio

A paraformaldehiddel transzkardidlisan fixalt agybdl a telenkefalont blokkban
kivagtuk, majd Bubenaite szerint impregnaltuk (Bubenaite, 1929). A blokkokat alabbi
oldatokba helyeztik egymast kdvetden: 24 o6raig 36 °C-on 2,5%-0s kalium-bikromat
oldatba, 24 ¢6raig 36 °C-on 3,5%-0s kalium-bikromat oldatba, 48 6raig 36 °C-on 2%-0s
ezust-nitrat oldatba, 30 percig szobahémérsékleten 70%-0s etanolba, 1 6raig 36 °C-on
etanol-aceton 1:1 aranyu keverékébe, véguk 10 percig szobah6mérsékleten éter-
etanol 1:1 aranyu keverékébe. Ezt kdvetéen a blokkokat 2%-os celloidinbe helyeztik 5
Orara szobahO6mérsékleten, 4%-os celloidinba 24 6rara 4 °C-on, majd 24 o6rara
szobahémérsékleten 12%-os celloidinbe agyaztuk szaturalt klorofomgézben. Az
impregnalt blokkokbdl szankas mikrotommal 150 ym vastag metszeteket készitettunk,
azokat targylemezre felhiztuk, etanolban dehidraltuk, 5 percig éterrel kezeltiik, majd
DePeX-szel lefedtik.

Egysejtfeltoltés fixalt szeleten

Transzkardidlis fixalds utan az agyat eltavolitottuk, vibratdmmal 300 ym vastag
szeleteket készitettiink, majd a Bregmatdl 3-4,5 mm-re kaudalisan talalhaté régidbdl a

hippokampusz dorzalis CA1 piramissejtjeit iontoforézis segitségével Lucifer Yellow (LY,
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Sigma, St. Louis, MO) festékkel feltdltottik. A szeleteket 5 percre ethidium-bromid
oldataba (0,001%), majd egy 0,1M PB-t tartalmazé injekciés kamraba helyeztik. Az
elmozdulas megel6zése végett a metszetre egy fémracsot helyeztink, melynek hurjai
kozott a célterilet megkdzelithetdé maradt. Filamentummal biré boroszilikat
kapillarisokbol mikropipettakat huaztunk (GC150TF-7.5, Clark Capillaries, Harvard
Apparatus, Ltd.), majd hatulrél (,backfill’) 5%-os LY oldattal feltoltottik &ket. A
piramissejteket jellegzetes rétegbeli helyzetik és alakjuk alapjan azonositottuk. A
mikropipettat mikromanipulator segitségével, kettéssziirével bird mikroszkép alatt
(ezzel egyszerre lathattuk az ethidium-bromid kirajzolta sejtmembranokat és a
mikropipetta vegét) a piramissejtek sejttestébe vezettik, majd maximum 10 percig, 0,5
masodperces negativ arampulzussal (1Hz) a sejteket feltoltottiik. A metszeteket ezutan
egy orara 4%-os paraformaldehid fixalé oldatba helyeztik, majd a felhuzas és lefedés

el6tt 0,1M PB-vel roviden (2x10 perc) mostuk.

Metszetek felhtizas, lefedése, képalkotas

Ismételt mosasok utan (legalabb 4x20 perc 0,1M PB, pH 7,4) a metszeteket
zselatinozott targylemezre felhlztuk, szaradas utan azokat DePex-el (Fluka, Dania)
lefedtlik. Azokban az esetekben, amikor a késébbiekben pontos egymasmellettiséget
vagy kolokalizaciét kis (<1 pm) strukturaban (pl. axon terminalis) vizsgaltunk, a
metszeteket felhuzas utdn viz alapu fed6anyagba (DAKO Fluorescent mounting
medium) agyaztuk be és fedtik le. Cavalieri-féle térfogat becslés esetén a vibratbmmal
készillt, 110 um vastag metszeteket toluidinkékkel 10 percig (0,1%, Merck, Darmstadt,
Németorszag) festettik szobah6mérsékleten, desztillalt vizben kimostuk, targylemezre

helyeztik, majd azonnal lefedtik.

A DAB-reakcidval megjelenitett immunperoxidaz jeldlt metszeteket fénymikroszkép
(NIKON ECLIPSE, vagy ZEISS Axiovert 200) segitségével vizsgaltuk. A tdbbszdoros
immunjeldléssel illetve  palyakdvetéssel kombinalt kettés  immunjeldléseket
epifluoreszcens mikroszképpal vagy konfokalis l|ézer szkenning mikroszkoppal
(NIKON-BIORAD vagy ZEISS LSM700) végeztuk. Elektronmikroszkdpos
vizsgalatainkat ZEISS 912 Omega vagy JEOL1200 EMX berendezéssel végeztik. A
mennyiségi analizisben hasznalt szamitogéppel vezérelt vagy ahhoz kapcsolt

mikroszképokat a megfelelé fejezetben ismertetjik.
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3.5. Mennyiségi analizisek

Kérgi régiok térfogatanak meghatarozasa

A toluidinkékkel festett 110 ym vastag metszeteken a primer szomatoszenzoros
kéreg és a hippokampusz térfogatat a Neurolucida rendszerrel egyltt mikddéd
Stereoinvestigator alkalmazassal, a Cavalieri-féle térfogatbecslés elve alapjan
(Gundersen és Jensen, 1987) hataroztuk meg. Egymast meghatarozott tavolsagban
kovetd szériametszeteken kijeldltik a célrégio terlletét, amibél a program kiszamitotta

a terulet térfogatat.

Piramissejtek térbeli leképezése

Az in vivo vagy fixalt szeleten feltoltétt, majd fény- vagy fluoreszcens
hisztokémiaval lathatéva tett sejteket a Neurolucida programmal (MicroBrightField,
Inc.) képeztik le. A szamitdégépes szoftver segitségével a képernyén lathatjuk és
kovethetjik a mikroszkdpban (ZEISS) beallitott struktarat. Motorizalt targyasztal teszi
lehetbévé a pontos pozicionalast és a képernyén rajzolt struktira alaki és helyzeti
kovetését mindharom sikban. A Z sik kdvetése fénymikroszképos metszetek esetén
manualisan (mikrométer csavar), fluoreszcens metszetek esetén széria Z-stack
felvételeken tortént (a program az egymast kévetd sikokat a térben kezelni tudja, azok
léptethetbk). A rekonstrukcid soran a sejttesten kivlil a teljes apikalis és bazalis
dendritfa arborizaciojat lerajzoltuk, a dendrittiskék helyét megjeldltik. A Z tengely
mentén meghataroztuk a zsugorodast (300%), amit a program segitségével
korrigaltunk (az X és Y tengely mentén nem korrigaltunk, itt a zsugorodas 10% volt).
Vizsgalataink célja kilonb6zd csoportu allatokbdl (transzgenikus vs. vadtipusu, kezelt
vs. megkimélt) leképezett sejtek paramétereinek dsszehasonlitasa volt, igy abszolut
értékek meghatarozasat szériametszeteken nem végeztik el — erre az alkalmazott

moddszerek megbizhatd lehetéséget nem is nyujthattak volna).

A leképezett sejtek paramétereit a Neuroexplorer program segitségével hataroztuk
meg. Meghataroztuk 1) a sejttest kerlletét és metszeti felszinét, 2) a bazalis
dendritszegmensek szamat, kanyargdssagat, hosszat, atlagos és alapi atmérdgjét,
felszinét és térfogatat elagazédasuk utani rendjik (primer, szekunder, tercier stb.)
szerint, 3) az apikalis dendritek dendrittdrzsének, oldalfacskainak és végarborizacio
againak hasonldé paramétereit, 4) a dendritfakat koérlleld kuppalast felszinét és
térfogatat (convex hull analysis). Sholl analizis (5. abra) segitségével az apikalis és
bazalis dendrit arborizacid globalis paramétereit jellemeztuk (Sholl, 1950). A sejttest
kozéppontjatol meért kulonbozé tavolsagokban meghataroztuk a.dendritszegmensek

szamat és hosszat, az elagazodasi pontok és dendritvégek szamat. A megadott
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értékek a 10 uym széles radiuszhosszokra vonatkoznak (tehat a 80 uym-hoz tartozo

érték a 70 és 80 ym kozott azonositott strukturak szamat tlkrozik).

apikalis dendrit

bazalis dendritek

5. abra. A piramissejtek dendrit arborizacié elemzéséhez hasznalt Sholl analizis sémas rajza. A
sejttesttdl mért kilonbdzé tavolsagok kozotti savradiuszokban meghataroztuk a dendritszegmensek
szamat, hosszat vagy a dendritelagazédasok és dendritvégek szamat. A lila pontok a jobb oldali
bazalis dendrit 160 ym savradiuszban talalt dendritszegmenseket (illetve azok szamat) jeldli.

Sejttestek kvantitativ analizise

A p21H-Ras egerekben GABA®, parvalbumin®, calbindin® és calretinin® sejtek
sejttestének atmérdjét és egységnyi terlletre esé szamat (sdrliségét) a VIDEOPLAN
rendszerrel (KONTRON Elektronik) hataroztuk meg. A commissura anterior és a
hippokampusz rosztralis pélusa koézétt minden 6tdédik 30 pum vastag metszeten
megszamoltuk a primer szomatoszenzoros régidban az immunoreaktiv sejteket azonos
nagysagu (62000 pm?) teriileten. A mérdkeret a kéreg teljes vastagsagara kiterjedt.
Ugyanebben a munkafolyamatban megmértik a sejttestek két, egymasra merdleges

atmergjét, melynek késobb atlagaval szamoltunk.

Ugyanezen egértdrzsben a hippokampusz CA1-3 régié piramissejtjeinek és a gyrus
dentatus szemcsesejtieinek térfogatat és numerikus denzitasat sztereoldgiai
modszerrel hataroztuk meg (Gundersen, 1986), 1% ozmium-tetroxiddal ozmifikalt
metszetekbdl készllt félvékony, toluidinkékel festett metszeteken. A két egymast

kdvetd metszet (,reference section and look up section”) tavolsagat 3 um-ben (h érték)
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hataroztuk meg. A metszetekrél felvételeket készitettiink (ZEISS AxioCam HRc-
AxioVision 3.1), az idegsejtek analizisét 100 ym x 50 um nagysagu keretben végeztik.
A flggetlen mintavételt (,unbiased sampling”) West mddszere alapjan végeztik (West,
1999).

Sundisznéban a BrdU® és DCX' sejtek szamat a célrégiokban (neokortex,
paleokortex, hippokampusz és bulbus olfactorius) a Neurolucida rendszer segitségével
szamoltuk meg ismert nagysagu, kijelolt mérékeretben. A 2, 3, 4 és 7 éves

suindiszndkban allatonként és régionként hat metszeten végeztiink méréseket.

PDGF-hAPPW, torszii egerekben 1 nappal és 4 héttel az injekcié utan szamoltuk
meg a BrdU" sejteket a szemcsesejtek rétege mentén a szubgranularis rétegben, a
Neurolucida rendszer segitségével kijelolt és megallapitott hosszu szakaszokon. A két
kllonb6zd idépontban mért értékek kulonbsége az ujonnan szlletett és tulélt sejtek

szamat hatarozta meg.

A szinaptikus profilok, butonok fénymikroszképos kvantitativ analizise

A VGLUT1" és VGLUT2" és VGAT" profilok egységnyi terlletre esdé szamat
(slirGiségét) a szomatoszenzoros kéreg Il/lll. és IV. rétegében hataroztuk meg.
Standard beallitassal egy Ulésben 50 felvételt készitettlink kisérleti csoportonként és
immunreakcionként egy mikroszkdéhoz csatlakoztatott digitalis kameraval (AxioCam
HRc — AxioVision 3.1). A képeket az UTHSCSA képanalizis szoftverben (UTHSCSA
Image Tool 3.0, The University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas)
megnyitottuk, majd egy 6670 pm® nagysagli mérSkeretben automatikusan
megszamoltattuk. A VGAT" profilok szamat periszomatikusan is meghataroztuk: a
félvékony metszeteken a VIDEOPLAN rendszerrel megmértik a sejttest kerlletét,

amely mentén megszamoltuk az immunoreaktiv profilokat.

A kolin-acetiltranszferaz (ChAT)" és tirozin hidroxilaz (TH)" profilokat nem tudtuk
automatikusan megszamolni, mert nemcsak a boutonok, hanem a koztes
axonszakaszok is immunoreaktivak voltak. Ezeket a profilokat a Neurolucida szoftver

segitségével szamoltuk meg manualisan 2380 ym? nagysagu mérékeretben.

A nucleus ventralis posteriolateralis thalamiban talalhat6 tliskés neuronokon (,spiny
stellate cells”) a dendrittiskék slrliségét hataroztuk meg. Ehhez a Golgi-impregnalt
metszeteket hasznaltuk, kisérleti csoportonként husz sejt dendritfait rekonstrualtuk a
dendrittuskék helyzetének pontos megjelolésével a Neurolucida rendszer segitségével.
A dendritszakasz hossza és a rajta talalhatdo dendrittUskék szamanak ismeretében

meghataroztuk a dendrittiskék strliségét a dendritszakaszok mentén.
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Elektronmikroszkopia, kvantitativ elektronmikroszképos vizsgalatok (sztereolbgia)

A nativ vagy immunreakcié utani, vibratbmmal készilt 50um vastag metszeteket
0,1M PB-ben mostuk (3x20 perc), a primer szomatoszenzoros kérget kivagtuk, majd
szobahdmérsékleten egy oraig 1 %-0s ozmium-tetroxiddal kezeltlik, Durcupanba
agyaztuk. Kvalitativ vizsgalat esetén 40 nm vékony szeleteket készitettlink

ultramiktotom segitségével.

Mennyiségi analizis esetén a Il/lll. réteget toluidinkékkel festett félvékony
metszeteken kuldnitettik el a sejttestben nagyon szegény |. réteg és nagyon gazdag
IV. réteg kozott. A blokkokat ennek megfeleléen ujrafaragtuk, majd ultramikrotommal
metszettik (40 nm). Blokkonként hat gridre szériametszeteket vettink fel
szalagszerlen. Két szomszédos metszeten (,reference section and look up section”)
azonos teruleteket fényképeztink 5000x-es nagyitason, a negativokat 20000x-es
végnagyitasra hivtuk. Szinapszisként hataroztuk meg azt az elemet, melynek
preszinaptikus oldala legalabb harom vezikulat tartalmazott és posztszinaptikus eleme
membran megvastagodast mutatott (Mayhew, 1979, 1996). A szinapszisokat és a
tdbbszords szinapszisokat (multiple synaptic boutons, MSB) 392 pm? nagysagu
mérbkeretben azonositottuk, numerikus denzitasukat az itt nem részletezett diszektor

sztereologiai modszerrel hataroztuk meg (Sterio, 1984).

Statisztikai modszerek

A morfolégiai paraméterek mennyiségi analizise egy- vagy tdbbszempontos
variancia analizissel (multifaktoriadlis ANOVA), a neuronalis kompartmentek vizsgalata
ismételt méréses varianciaanalizissel tortént. A post-hoc analizis Student T-probaval
vagy Bonferroni T-prébaval tortént. Korrelacidés analiziseinket a linearis regresszid

mobdszerével végeztuk.

A horcsogok labirintus tesztjében nyert eredményeket egy nemlinearis kevert
modellel tanulmanyoztuk (Young és mtsai, 2009). A variancia-stabilizacibhoz a
hibaalkalmak  Anscombe-féle transzformaciojat (e'=2*gydk(e+3/8) és a feladat
elvégzéséhez szikséges teljes id6 logaritmikus transzformacidjat (t'=log(t/s)) végeztuk
el. A tanulasi gorbéket az e'=A*27(-(-1)/B)+C képlet alapjan végeztik, ahol i az
alkalom sorszama, C az aszimptotikus rata, A a klldénbség a kezdeti és vég hibarata
kozott és B a tanulasi rata paraméter. A hibernacié utani elsé alkalom eredményeit

ANOVA-val elemeztik. A poszt-hoc tesztekben Tukey HSD tesztjét alkalmaztuk.
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3.6. Western blotting, dot-blot immunteszt és enzimmel kotott

immunszorbens médszer (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay)

Az allatokat szén-dioxid tulaltattuk, az agyvel6t azonnal eltavolitottuk. A célrégiot
kivagtuk, lizis pufferben (20mM Tris puffer pH7,4, 100mM NaCl, 2mM MgCl,, 5mM
NaF, 1mM NazVOy,, 0,5% NP40, 1mM DDT, 2ug/ml leupeptin, 100ug/ml PSMF, proteaz
inhibitor mix (Roche)) ultrahanggal (szonikator) homogenizaltuk. A mintakat 4°C-on 15
percig 14000xg sebességgel lecentrifugaltuk. A fehérje koncentracié meghatarozast
Bradford mddszere alapjan végeztik (Bradford, 1976). A mintakat azonos
koncentraciora korrigaltuk (10 ug / 20 ul), 1x tdménységi Laemmli pufferben 95 °C-on
5 percig forraltuk, majd natrium dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) 8%-o0s poliakrilamid gélben szeparaltuk (150V, 1 6ra). A fehérjéket polivinil-
difluorid (PVDF) membranra transzferaltuk nedves kdzegben (100V, 1 ora). Az
immundetektalashoz a membrant 3%-os marhaszérumot (BSA) tartalmazé TBS
oldatban (10mM TBS, 150nM NaCl) blokkoltuk 60 percig, majd az ugyanebben az
oldatban feloldott primer antitestekkel inkubaltuk (3. tablazat) 4 °C-on éjszakan at. A
membrant ezutan 0,05% Tween 20-t tartalmazé TBS oldatban mostuk, majd a
peroxidaz konjugalt szekunder antitesteket (1:10000, JacksonimmunoResearch)
ugyanebben az oldatban higitva egy o6raig hagytuk a membranon. A fehérjeszinteket
denzitometras elv alapjan (BIORAD XRS vagy Raytest Messgerate) hataroztuk meg.
Normalizalasként ugyanazon membranon B-aktin immunreakciét és denzitometriat

végeztunk.

Dot-blot analizisinkh6z a Bio-dot mikrofiltracios készulékét (BIO-RAD) hasznaltuk.
A kiszaritott PVDF membranhoz mintanként 25 pg proteint kététtink, A BSA-val
torténd telités utan a membrant poliklondlis anti-TRPV; antitesttel, majd peroxidaz
konjugalt szekunder antitesttel inkubaltuk. A mintdk fehérje szintjét a mar emlitett
denzitometrias elv alapjan hataroztuk meg.

Az AB1-40 és APB1-42 fragmensek szintjét a Western blotting moddszernél
érzékenyebb ELISA moddszerrel hataroztuk meg, két kereskedelmi forgalomban
beszerezheté ELISA-KIT-tel (Millipore), a mintakészités és a fehérje meghatarozas a

gyarté javaslata alapjan tortént.
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4. Eredmények

4.1. A dendritfa és az inter-neurondlis kapcsolatok valtozasai amiloid

prékurzor fehérje transzgenikus egérmodellekben

Tobb transzgenikus egérmodellben végeztink neuroanatémiai vizsgalatokat.
Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a human vagy mutans amiloid prékurzor fehérje
expresszidja, a kilénb6zd szolubilis AR szintek és az esetleges/kdvetkezményes
amiloid lerakddas a kérgi strukturat. Vizsgalataink célpontja a projekcidos neuron
(piramissejt) volt. A denrittuskékre is kiterjed6 dendritometrias vizsgalatainkat ezen
sejtek illetve a régid afferenseinek és efferenseinek mennyiségi analizisével
egészitettik ki.

Morfometriai analiziseinket komisszuralis Il/lll-as rétegl piramissejteken végeztik,
a szomatoszenzoros kéregben. Ezzel a megszoritassal egy morfoldgiailag homogén
sejtpopulaciét tudtunk vizsgalni (Duan és mitsai, 2002; Soloway és mtsai, 2002),
melyek kulonoésen érzékenyek és kénnyen karosodnak Alzheimer kérban (Hof és
mtsai, 1995).

Emelkedett szolubilis AB szint és az extracellularis amiloid lerakédas hatasai

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a lerakédott R-amiloid kdzvetlen
kdrnyezetében dendrit degeneraciét okoz (Knowles és mtsai, 1999; Le és mtsai, 2001;
Tsai és mtsai, 2004). Kisérleteink ezzel szemben arra keresték a valaszt, hogy a
magas 3-amiloid szint és amiloiddzis milyen globalis valtozasokat okoz az agykéreg
detektalhatd szoveti karosodas aktualis helyétél, mas szoéval a fokalis hatastél. A
kisérletekben hasznalt tizhénapos Tg2576 torzsl egerek agykérgében mar massziv 3-

amiloid lerakddast talaltunk (6E abra).
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Komisszuralis piramissejtek

—

C, C; (e vadtipusu

6. abra. Retrograd feltoltott 1I/11l. rétegi komisszuralis piramissejtek fénymikroszképos felvételei a
primer szomatoszenzoros kéregbdl vadtipusu (A) és Tg2576 transzgenikus (B) egérben. Neurolucida
programmal térben leképezett piramissejtek rajza vadtipust (Ci.3) és Tg2576 transzgenikus (Di-3)
allatokban. Amiloid lerakodas Tg2576 transzgenikus egér agykérgében (E, nyilhegyek). Lépték 40 pm
(A, B), 20 ym (C1-E).
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7. abra. Az apikalis és bazalis dendritfa szegmenseinek f6bb mennyiségi jellemz6i a Tg2576
transzgenikus egerek neokortikalis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros kéregben. Az apikalis
dendritfa torzsének, valamint egyes vég- és oldalfacska szegmenseinek atmérdje a transzgenikus
allatokban nagyobb lett (A), az apikalis dendrittérzs hossza ugyanakkor csoékkent (B). A
dendritszegmensek felszine valtozatlan maradt (C). A dendritszegmensek szamanak, térfogatanak és
alapi atmérsjének valtozasait a 4. tablazat tartaimazza. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-C).

Az apikalis dendritfa mérsékelt degeneraciés valtozasokat mutat

Az apikalis dendrit arborizacio teljes hossza Tg2576 egerekben kisebb volt, mint a
hasonlé koru vadtipusu kontrollokban; annak &sszesitett felszine vagy térfogata
ugyanakkor nem valtozott (4. tablazat). A részletes szegmensanalizis szerint a f6
dendrittdérzs mérészamai hasonldéképpen alakultak, ami a megndvekedett atlagos
dendritatmérd lévén johetett 1étre (4. tablazat, 7. abra). A csucsi szegmensek és az
oldalfacskak hossza, felszine és térfogata valtozatlan maradt, a szegmenseken belll
mérsékelt atrendezédést figyeltiink meg (4. tablazat, 7. abra). igy az elsé és masodik
csucsi szegmensek alapatmérdje és az elsé szegmensek atlagos atmérdje a Tg2576
allatokban megndévekedett, ami egyutt jart a negyedik és 6tddik csucsi szegmensek
atlagos atmérdjének csdkkenésével (4. tablazat). Ezzel parhuzamosan az oldalfacskak
szama csokkent (vadtipusu: 4,78 £ 0,33 vs. Tg2576: 3,27 + 0,28; *p < 0,05), és
legfelijebb 6tddik szegmenseket detektalhattunk (4. tablazat). Az elagazasi pontok
(vadtipusu: 14,87 + 1,26 vs. Tg2576: 10,00 + 0,71; *p < 0,05) valamint a dendritvégek
(vadtipusu: 15,87 + 1,26 vs. Tg2576: 11,06 + 0,69; *p < 0,05) szamainak csokkenése is
a dendritfa zsugorodasat mutatta. Sholl analizissel kimutattuk, hogy kilonésen az
arborizacio kozéps6 része — a sejttesttdél 140-200 pm tavolsagban — szenvedett

valtozasokat (8. abra).
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8. abra. Tg2576 transzgenikus egerek primer szomatoszenzoros kérgi piramissejt dendritfainak Sholl
analizise. A sejttesttél mért tavolsag fliggvényében a dendritszakaszok Osszesitett hossza és az
elagazédasok szama a bazalis dendritfaban nem kildénbozétt (A, B), mig az apikalis dendritfa
kozépsé és disztalis részében megndvekedett (C, D). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-D).

A bazalis dendritekben nem talaltunk morfometriai valtozast

Szemben az apikalis dendritekkel, a bazalis arborizacié gyakorlatilag semmilyen
valtozast nem mutatott Tg2576 egerek piramissejtieiben. A dendritfa 6sszesitett
hossza, felszine vagy térfogata valtozatlan maradt, és a szegmensekben sem talaltunk
hasonlé jellegli valtozasokat (4. tablazat). Egyedil a negyedik és hatodik szegmensek
alapatméréje ndvekedett meg transzgenikus allatokban a vadtipusuakban talaltakhoz
képest, de ez a szegmensek tovabbi — atlagos atmérd, felszin vagy térfogat —
mutatdiban, mérészamaiban nem okozott valtozast (4. tablazat, 7. abra). Az elagazasi
pontok szama nem valtozott (vadtipusu: 15,47 + 0,97 vs. Tg2576: 16,16 + 0,94; p >
0,05), hasonldan a dendritvégek szamahoz (vadtipusu: 19,6 £ 1,14 vs. Tg2576: 20,4 +
1,12; p > 0,05). Ezzel 6sszhangban a dendrit szakaszok szama (denzitasa) és az
elagazodasi pontok gyakorisaga a sejttesttél valo tavolsag fuggvényében sem valtozott
(8. abra).

39



dc_951 14

A Tg2576 transzgenikus allatok piramissejtjeinek mind az apikalis, mind a bazalis

dendritszegmensein csbkken a dendrittiiskék sdriisége

A dendrittiskék slriiségét a sejttesttdl valod tavolsag fliggvényében hataroztuk meg,
mint azok egységnyi dendrithosszra esé szamat (9. abra). Ezen Sholl analizis szerint a
dendrittiiskék slirisége a bazalis dendritfa kozépsd- és disztalis terliletén a
transzgenikus allatokban a vadtipusuakhoz hasonlitva jelentésen csokkent (9C abra),
mig a sejttesthez kdzel valtozatlan maradt. Az apikalis dendritfa oldalfacskain az
egységnyi dendrithosszra esd dendrittiskék szama még kifejezettebben csokkent,

fuggetlendl a dendrittorzstél mért tavolsagtol (9D abra).
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9. abra. A dendrittiiskék sirliségének valtozasa Tg2576 egerek piramissejtjeinek bazalis dendritjein
(A,B). Transzgenikus allatokban a dendrittliskék sirlisége mind a bazalis dendritek disztalis részén
(C), mind az apikalis dendritek oldalfacskainak egészén (D) csdkkent. A nagyszamu dendrittiskék
analizise (E) azt mutatta, hogy a valtozas fiiggetien a dendritszegmens atmérsjétdl (F). Atlag +
standard hiba, *p < 0,05 (C,D,F). Lépték 10 um (A, B).

A dendrittiskék szama és detektalhatésaga fugg az adott dendritszakasz
vastagsagatol (Larkman, 1991c), mely hibalehetéséget rejt a mennyiségi analizisben.
Ezt kikiszobdlendd a dendritszakaszokat atmérdjuk szerint csoportositottuk, és az
azon megallapitott dendrittiske slrlséget Osszehasonlitottuk a transzgenikus és
vadtipusu allatokban. Ezt a vizsgalatot csak az oldalfacskak esetében végeztik el,
lévén a bazdlis dendritfak szegmensei atmér6jukben nem mutattak kulonbséget (4.
tablazat, 7A abra). Megallapitottuk, hogy az azonos atmérdjii dendritszegmenseken is

jelentdsen csokkent a dendrittiskék sir(isége a transzgenikus allatokban a
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vadtipustuakhoz képest (7F abra), mely egyuttal az abszolit dendrittiskeszam

csokkenésére is utal.

Amiloid lerakédashoz nem vezetd prékurzor protein expresszio hatasai

Az ezen kisérletekben alkalmazott B6-Py8.9 egérmodell a vadtipusi (nem mutans)
human amiloid prékurzor proteint expresszalja az endogén egér amiloid prékurzor
protein mellett, azzal azonos szinten, amely nem vezet az agyszovetben amiloid
lerakédashoz. Az agyvel6ben a transzgént elsdsorban kortikalis és hippokampalis

piramissejtek expresszaljak (Lamb és mtsai, 1993).

Human amiloid prékurzor protein detektalasa a B6-Py8.9 egértbrzsben

Western blot analizissel bizonyitottuk, hogy a transzgenikus egértérzsben az
endogén amiloid prékurzor protein mellett a human fehérje is expresszalodik. Utobbi a
6E10 antitest hasznalataval tobb detektacids hellyel (csikkal) jelentkezett, mely a
fehérje poszttranszlaciés modifikacidjara utalhat. Mind a human, mind az endogén
fehérjét kimutattuk a membrankotott és a szolubilis frakcidban is (10. abra). A teljes
amiloid prékurzor fehérje mennyisége a transzgenikus allatban csekély emelkedést
mutatott.

szolubilis APP membrankotott APP

vadtipust B6-Py8.9 vadtipusu B6-Py8.9

§

10. abra. Szolubilis (A1, A2, B1, B2) és membranko6tott (As, As, Bs, Ba) amiloid prékurzor fehérje
Western blot analizise. A 6E10 jelG antitesttel azonositott human amiloid prékurzor protein csak a
B6-Py8.9 transzgenikus allatokban van jelen (A2, As). A 22C11 antitest mind a human, mind az
endogén fehérjét felismeri.
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A human amiloid prékurzor fehérie expresszidja a bazalis dendritfa felszinének

novekedéséhez vezet

Megallapitottuk, hogy a bazalis dendritfak Osszesitett felszine és volumene a
transzgenikus allatok szomatoszenzoros kérgi piramissejtjeiben névekszik, mig hossza
valtozatlan marad (5. tablazat, 11. abra). Ezzel 6sszhangban az intermedier - masodik,
harmadik és negyedik - dendrit szegmensek atlagos atméréje ndvekedett, ugyanakkor
utobbi ketté hossza csokkent a transzgenikus csoportban (5. tablazat). Ugyanezen
szegmenseken tobb elagazddasi pontot is azonositottunk, ugyanakkor az 6todik és
tébbedik dendritszakaszok szama szignifikansan nem emelkedett (5. tablazat). Csak a
transzgenikus mintakon tudtunk azonositani nyolcadik dendrit szegmenst. Sholl
analizissel kimutattuk, hogy a dendritek végeinek szama a sejttesttél 90 um-re vagy
attél tavolabb a transzgenikus allatok piramissejtjein kismértékben csdkkent, ami a

dendritfa visszahuzédasara utal (12A,C abra).
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11. abra. Retrograd feltoltott 11/111. rétegi komisszuralis piramissejt fénymikroszképos képe B6-Py8.9
transzgenikus egér primer szomatoszenzoros kérgében (A). A bazadlis és apikalis dendritfak hossza
(B), felszine (C), térfogata (D) és a dendritfakat lefed6 kup térfogata (E) vadtipusu és transzgenikus
allatokban. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (B-E). Lépték: 25 um (A).

Hasonlo, de kisebb mértékii valtozasok az apikalis dendritfan

Az apikalis dendritfak &sszesitett hossza, felszine, térfogata a transzgenikus és
vadtipusu allatok kérgi piramissejtjeiben gyakorlatilag megegyezett (11B-D abra). Az
elagazodasi pontok szamaban sem talaltunk valtozast (vadtipusu 8,8 + 0,72 vs. B6-
Py8.9: 9,67 + 0,67; p > 0,05). Ennek megfeleléen — és a bazalis dendritfahoz
hasonléan - az apikdlis dendritfa globalis kiterjedése is valtozatlan maradt, amit a
dendritfat lefed6 kup felszinének mérészamaval jellemeztiink (convex hull analysis,
11E &bra).
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Fenti negativ eredmények mellett Sholl analizissel végzett kiegészitd vizsgalataink
ugyanakkor atrendezédésre vilagitottak ra a dendritfan belll. Transzgenikus egerek
piramissejtjein a dendritikus denzitas (12B, D abra) csokkent a dendritfa disztalis
terlletén. Ezzel dsszhangban a dendritvégek sejttesttél mért tavolsaga transzgenikus
egerek piramissejtjein az apikalis arborizacion belll csdkkent a vadtipusuakhoz képest
(vadtipusu 105,97 + 3,3 vs. B6-Py8.9: 92,92 + 2,64; *p < 0,05).
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12. abra. B6-Py8.9 transzgenikus egerek primer szomatoszenzoros kérgi piramissejt dendritfainak
Sholl analizise. A sejttesttél mért tavolsag fliggvényében a dendritelagazddasok (A) és dendritvégek
(C) szama a bazalis dendritfaban nem kilénbdzott, csak a disztalis régidban talaltunk mérsékelt
csOkkenést a dendritvégek szamaban a B6-Py8.9 egértorzsben. Az apikalis dendritfa kdzépsé
szakaszan a dendritszakaszok Osszesitett hossza egyes radiuszszegmensekben cstkkent (B), a
dendritvégek szdma a sejttesttél mért tavolsagtol fiiggetleniil valtozatlan maradt (D). Atlag + standard
hiba, *p < 0,05 (A-D).

Az amiloid prékurzor fehérje expresszidja és az afferentacio valtozasai

Dendritfakon végzett morfometriai vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy az amiloid
prékurzor protein vadtipusu formajanak amiloid lerak6dashoz nem vezetd expresszidja
a dendritndévekedést segiti, ezzel szemben az amiloid lerakédast okozé mutans protein
expresszidja — a dendrittiskék pusztulasat, de nem a dendritfak altalanos felépitését

tekintve - degenerativ hatasu. Kovetkezd 1épésunkben azt vizsgaltuk meg, hogyan
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alakul a megvaltozott dendrit morfolégiaju piramissejtek afferentacidja a B6-Py8.9 és

Tg2576 egértdrzsekben.

Kitekintés: a gatlo interneuronok neuronhalézatban betéltétt jelentbésége, azok

szelektiv kiiktatasanak lehet6sége

Az afferensek kozdl kaldn figyelmet szenteltink a gatld, GABAerg idegsejtek
végzbdéseinek, melyeket vezikularis GABA transzporter (VGAT) ellenes
immunhisztokémiaval mutattuk ki. In vivo kisérletekkel bizonyitottuk, hogy saporin-
konjugalt vezikularis GABA transzporter ellenes antitest alkalmazasaval a gatld
interneuronok szelektiven elpusztithatéak, és ez a hippokampalis neuronhalézat
morfologiai atéplléséhez és funkcionalis hanyatlasahoz vezet. Tizenkét nappal a
dorzalis hippocampusba adott injekcid utan az egerek érintett régidjanak parvalbumin-
immunoreaktivitasa rendkivili mértékben csdkken, mig nemkonjugalt vezikularis GABA
transzporter ellenes antitest adasa utan nem talaltunk valtozast (13A-B, abra). Az
injekcio helyétél 600 um-es tavolsagban tapasztaltunk hatast (13C abra), mely mind a
parvalbumin-immunreaktivitast megérzé terilet nagysagaban (13C; abra), mind a
parvalbumin-immunopozitiv®* butonok (13C, abra) és sejttestek (13C; abra) szamanak
csOkkenésében megnyilvanult. Az interneuronok pusztulasat tovabbi markerek
csokkenésével is megerésitettiik. A GAD67 (13D-D; abra), a parvalbumin® kosarsejtek
alternativ markerének szamité SAT1 és a kolecisztokinin-tartalmu interneuronokat
jelélé CB; receptor expresszidja (13E-F; abra) rendkivili mértékben csékkent, mig a
VGLUT1" serkent® szinapszisokban el6fordulé CB; receptor expresszidja valtozatlan
maradt (13F, abra). Kiséreltinket patkanyban is elvégeztik, és azonos eredményre
jutottunk (13G-I; abra).

A saporin-konjugalt vezikularis GABA transzporter ellenes antitest nemcsak a
parvalbumin® interneuronokat pusztitotta el, hanem a gatlé interneuronok széles kore
hasonlé érintettséget mutatott. Konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal végzett
vizsgalataink ramutattak, hogy a calretinin®, calbindin®, VGLUT3", neuropeptid Y* és
szomatosztatin® gatlé interneuronokat a saporin-konjugdlt vezikularis GABA
transzporter ellenes antitest ugyanugy elpusztitia (14A-E; abra). A hatas specificitasat
mutatja, hogy a stratum radiatum és lacunosum moleculare hataran talalhaté VGLUT3"
szerotoninerg rostok, a calbindin® piramissejtek és a posztszinaptikus oldalon talalhato
GABA, receptor a1 alegységek (Fritschy és mtsai, 1992) nem karosodtak a kezelés
utan (14A, A4, C, C, abra).

44



dc_951 14

kontroll (ellenoldali) nemkonjugalt anitest SAVA

)
=R

o 88

1e fuoyweu  |jonuoy

-

==
o388
Lo e

n

S

5]
=
-

3
38
E-
VAVS

Parvalbumin fluoreszcencia
intenzitasa (szirke skala egység) 5

|

o

0.8 (1

3
3

o)
o
9

kontroll/nemkonj. antitest
.............................. 120 120

=]
3

S 100

5
o

slir(isége

felszin nagysaga (%)
@
g

= 33

£ £ x

2 £s 2

] 25 sl < 32 g <

e g9 80 o k sllal < 3Ll <

: colEEE 5 [2ls HHE

= < c

3 gc “1[2|I5 ¢ 11118 [8|ls| @ E /8|5 @

52 25 g8 40 = .. 2 40 i £ 4

£ ES o g - - g

5 £ e

5 0 ] g. § 20 . . § 2 .
1.0 1.6 -2.2(mm) 0 = 0 0 —

Tavolsag Bregmatol Ca1 régio str. oriens  str. pyramidale Ca1 régi6
kontroll (ellenoldali) nemkonj. antitest SAVA kontroll (ellenoldali) nemkonj. antitest SAVA

CB,R/SAT1
CB,RNVGLUT1

patkany - kontroll

T

Parvalbumin
GAD67

13. abra. Parvalbumin® interneuronok kontroll (A), nemkonjugalt antitesttel (A1) és saporin-konjugalt
antitesttel (A,) kezelt allatok hippocampusaban 12 nappal a beavatkozas utan. A parvalbumin-
immunofluoreszcencia valtozasa a CA1-3 régiokban a kezelések utan markansan kiilénbdzott (As, a
nyilhegyek a 16zi6 hatarait jeldlik). A parvalbumin® butonok szdmanak csbkkenése a NeuN" CAl
piramissejtek szamanak csdkkenésével is jart (B, B1). Parvalbumin® elemek valtozasa a CA1 régidban a
kezelés utan (C-Cs). A saporin-konjugalt antitest kezelés a GAD67", CB1 receptor’, SAT1" elemek
szamanak radikalis csokkenését valtotta ki (D-E2), mig a VGLUT1-immunoreaktivitas valtozatlan maradt
(F-F»). A patkanyban alkalmazott 16zidk (G) az egérhez hasonléan a parvalbumin® (H, H;) és GAD67" (I,
I1) elemek szamanak csokkenéséhez vezettek. Roviditések: CA1-CAsz cornu ammonis régiok, DG gyrus
dentatus, Th talamusz, or stratum oriens, pyr stratum pyramidale, rad stratum radiatum. Lépték: 500 pm
(A-Az, F-Fz), 25 um (Bl, D1, H-|1), 15 um (E-Ez).
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14. abra. A saporin-konjugalt antitest radikalisan csokkentette a calbindin®, calretinin® és VGLUT3"
interneuronok szamat (A-B;), mig a VGLUT3" szerotoninerg végzédések (Ai1, nyilhegyek) sértetlenek
maradtak. A GAD67" és parvalbumin® elemek szamanak csdkkenése a GABA, receptor a1 alegység
immunoreaktivitdsanak valtozatlansagaval jart egyiitt (C, C1). Az NPY" és szomatosztatin® butonok és
sejttestek szama a beavatkozas utan nagymértékben csokkent (D-Ei). Réviditések: Im stratum
lacunosum moleculare, or stratum oriens, pyr stratum pyramidale, NPY neuropeptid Y, PV
parvalbumin, rad stratum radiatum, SSt szomatosztatin. Lépték: 200 um (A1), 25 uym (B1-Ej).

A serkentd és gatlé afferensek mennyiségi valtozasai B6-Py8.9 és Tg2576
egerekben

A VGAT" profilokat nagy siriiségben elsGsorban piramissejtek szomaja kordl
talaltuk. Ezek s(irisége az V. rétegi piramissejtek teste korll a Tg2576 allatokban

csOkkent, mig a B6-Py8.9 egerekben valtozatlan maradt (6. tablazat, 15. abra).
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15.abra. VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT-, ChAT- és TH-immunoreaktivitas, valamint anterograd feltoltott
piramissejt axonszakaszok B6-Py8.9 és Tg2576 transzgenikus egerekben és azonos alombdl szarmazo
kontrolljaikban. Tg2576 allatok primer szomatoszenzoros kérgének II/ll. rétegében a VGLUT1" profilok,
valamint a piramissejtek szémaja kériil a VGAT" profilok siirlisége csbkkent, mig a B6-Py8.9 egerekben
véltozatlan maradt. A VGLUT2" és TH" profilok s(irliségében egyik egértdrzsben sem talaltunk valtozast,
mig a ChAT" végzddések siirlisége mindkét egértérzsben ndvekedett. Az anterograd feltdltétt axonok
mentén az egységnyi hosszra es6 varikozitdsok szama a B6-Py8.9 egerekben ndvekedett, mig a
Tg2576 egerekben cstkkent. Lépték: 20 ym.

A specifikus afferensek koziil a VGLUT2" talamokortikalis afferensek sir{iségében
nem talaltunk valtozast azok f6 végzddési terlletén, a szomatoszenzoros kéreg IV.
rétegében egyik transzgenikus egértdrzsben sem (6. tablazat, 15. abra). Ezzel
szemben a Tg2576 egértdrzsben az intra- és interhemiszferikus afferenseket jel6ld
VGULT1" profilok siirlisége csokkent a supragranularis (ll. és lll.) rétegekben, ahol a
principalis sejtek dendritanalizisét is végeztik (6. tablazat, 15. abra). Ellentétes elbjeld,
de statisztikailag nem jelentés emelkedést figyeltink meg ugyanakkor a B6-Py8.9

transzgenikus allatokban (6. tablazat, 15. abra) a kontroll allatokhoz képest.

A VGLUT1" preszinaptikus profilok siirliségének valtozasaval 6sszecsengben
valtozott az axonok mentén azonosithato varikozitasok, en-passant boutonok siriisége

is. Mig a vadtipusi human prékurzor proteint expresszalé B6-Py8.9 egerekben a
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komisszuralis axonokon a varikozitasok kisebb, addig a mutans fehérjét expresszald,
amiloid lerakdédast mutatdé Tg2576 allatokban mind a komisszuralis, mind a
kortikostriatalis axonokon nagyobb tavolsaggal kovették egymast (6. tablazat, 15.

abra), mint a kontroll allatokban.

A specifikus afferensek mellett a szinapszisok képzésben permissziv szerepet
jatszé (Gu, 2002) ChAT™ kolinerg és TH® monoaminerg nemspecifikus afferenseket is
mennyiségi analizisnek vetettik ala. Mig utdbbi terminalisok denzitasaban nem
talaltunk valtozast egyik egértdozsben sem, a kolinerg butonok siiriisége jelentésen
megemelkedett mind a B6-Py8.9, mind a Tg2576 allatokban a kontrollokban mértekhez
képest (6. tablazat, 15. abra).

Az afferens deprivaciéo morfogenetikai hatasai

Ezekhez a kisérletekhez a bajuszsz6rok eltavolitasanak modelljét (vibrissectomia)
valasztottuk. ElI6z6 dendrit analiziseinkben megmutattuk, hogy a vadtipusu, human
amiloid prékurzor protein expresszidja trofikus, mig mutans valtozatanak expresszidja
a dendritfa altalanos felépitését, felszinének valtozasat tekintve csak mérsékelten
degenerativ hatasu. Ebben a lépésben kimutattuk, hogy az afferens deprivacié okozta
dendrit degeneraciét a vadtipusu human amiloid prékurzor protein expresszioja

csokkenti, mig az amiloid lerakddast okozé mutans valtozata sulyosbitja azt (16. abra).

A vadtipusu amiloid prékurzor fehérje expresszié hatasai

Mind a B6-Py8.9 transzgenikus, mind a kontroll allatokban (16C abra) jelentds
atmér6écsokkenést mértink a dendritfak proximalis és disztalis részein egyarant (17A,D
abra) bajuszsz6rirtas utan. A dendrit szegmensek révidilése nem volt jellemzé, azt
csupan néhany szegmens esetén figyelhettik meg (17B,E &abra). Elébbivel
O0sszhangban a dendrit szegmensek felszine csdkkent (17C,F abra). Lényeges
klldnbségeket talaltunk ugyanakkor a két genotipus kézétt, mert a zsugorodas
mértéke, kuldndsen az apikalis arborizacidban, a transzgenikus allatokban kisebb volt,

vagy egyaltalan nem jelentkezett (17C,F abra).

A bazalis dendritek legtdbb szegmensének atméréje mind a transzgenikus, mind a
kontroll allatokban jelentésen csdkkent (17A,D abra) bajuszszér eltavolitas utan, ami
egyutt jart a szegmensek felszinének csdkkenésével (17C,F &bra). Vadtipusu
allatokban a dendritfa felszinének cstkkenését tovabb fokozta, hogy annak dsszesitett
hossza cstkkent (17B,E abra); hasonld megfigyelést a transzgenikus csoportban nem

figyeltink meg.

Az apikalis dendritfakban a dendrittérzs és a csucsi dendrit szegmensek atmérdi

mind a transzgenikus, mind a vadtipusu csoportban csbékkentek bajuszszérok
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eltavolitasa utan, ami a dendritikus felszin csdkkenését vonta maga utan (17A,C,D,F
abra). Kisérletes beavatkozasunk a transzgenikus csoportban ugyanakkor nem
befolyasolta az oldalfacskak szegmenseinek atmérdjét és felszinét, szemben a
vadtipusu csoporttal, ahol ezen paraméterek jelentésen csdkkentek (17A,C,D,F abra).

Cc
B6-Py8.9
vadtipusu transzgenikus
megkimélt deprivalt megkimélt deprivalt
D
Tg2576
vadtipusu transzgenikus
megkimélt deprivalt megkimelt deprivalt

16. abra. Retrograd feltoltott piramissejtek fénymikroszkopos képe a barrel cortexben (A,B). A fehér
szaggatott vonalak a VGLUT2-immunreakcidval lathatova tett barreleket emelik ki. Neurolucida
programmal térben leképezett piramissejtek rajza B6-Py8.9 vadtipusu (C) és Tg2576 transzgenikus
(D) allatokban, azonos alombeli kontrollokkal. Az abrakon egyoldali bajuszszé&rirtas utan a megkimélt
és deprivalt oldalon is leképeztiink neuronokat. Lépték 150 ym (A), 50 um (B,C,D).
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17. abra. Az apikalis és bazalis dendritfa szegmenseinek mennyiségi jellemzdi bajuszszérirtas utan a
B6-Py8.9 transzgenikus egerek komisszuralis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros kéregben.
Az azonos alombdl szarmazé vadtipusu allatokhoz képest az apikalis dendritfa oldalfacskainak
bajuszszdrirtas okozta atméré- (A,D) és felszincsdkkenése (C,F) a transzgenikus allatokban elmaradt,
és a bazalis dendritfa dsszesitett hossza is csak vadtipusu allatokban csékkent (B,E). Atlag # standard

hiba, *p < 0,05 (A-F).
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18. abra. Az apikalis és bazalis dendritfa szegmenseinek mennyiségi jellemzéi bajuszszdrirtas utan a
Tg2576 transzgenikus egerek komisszuralis piramissejtjeiben, a primer szomatoszenzoros kéregben.
Az azonos alombdl szarmazé vadtipusu allatokhoz képest mind a bazalis, mind az apikalis dendritfa
csaknem valamennyi szegmensében jelentds atméré- (A,D) és felszincsdkkenést (C,F) talaltunk. Az
apikdlis dendritfa hossza csak a transzgenikus 4&llatokban csodkkent. A dendritfak felszinének
zsugorodasa a Tg2576 egerekben kifejezettebb volt (C,F). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-F).
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A mutans amiloid prékurzor fehérje expresszié hatasai

A bazalis dendritfakban az alkalmazott afferens deprivacié a vadtipusu csoportban
a proximalis szegmensei atmérdjének csokkenéséhez vezetett (18A abra), mig azok
hossza valtozatlan maradt (18B abra). A Tg2576 transzgenikus populacioban ez a
csOkkenés nagyobb mértéki volt, tovabba az atmeérd csoOkkenés a disztalis
szegmensekre is kiterjedt (18D,E abra). A kdvetkezményes dendrit felszin csékkenést
a transzgenikus csoportban tovabb fokozta a disztalis dendrit szakaszok rovidilése
(18C,F abra).

Az apikdlis dendritfakon a dendrittérzs, a csucsi szegmensek és az oldalfacskak
szegmenseinek atmérdi is jelentésebben csdkkentek bajuszszdr eltavolitas utan a
transzgenikus, mint a vadtipusu csoportban (18A,D abra). Jéllehet a kiildénb6z8 dendrit
szegmens hosszok mindkét populaciéban csdkkenhettek, az apikalis dendrit
arborizacio dsszesitett hossza csak a transzgenikus allatokban csdkkent jelentés
mértékben (18B,E abra). Mindezen valtozasok a Tg2576 egerekben radikalis dendrit

felszin csbkkenéshez vezettek (18C,F abra).

Az o6nkéntes mozgdsaktivitas morfogenetikai hatasai

A nem kényszeritett (6nkéntes) fizikai aktivitds noveli a neurondlis strukturak
plaszticitasat, amely a dendritek morfoldgidjanak atalakulasaban is leképezddik
(Nithianantharajah és Hannan, 2006; Stranahan és mtsai, 2007). Kimutattak, hogy az
ingergazdag kornyezet csokkenti az amiloid lerakodast és az ehhez kapcsolodd
kognitiv képességek hanyatlasat (Bimonte és mtsai, 2002; Lazarov és mtsai, 2005).
Ezzel 6sszhangban kimutattak, hogy a human amiloid prékurzor fehérje expresszidja
transzgenikus egerekben noveli a kornyezet felfedezésére tett aktivitast (Senechal és
mtsai, 2008). Kisérleteinkhez a PDGF-hAPPy, 15 egértdrzset valasztottuk, mely a
vadtipusu human amiloid prékurzor fehérjét magas (kétszeres) szinten expresszalja
neuronjaiban, de az allatok egészen két éves korukig nem mutatnak plakk lerakodast

az agyszovetben (Mucke és mtsai, 2000; Rockenstein és mtsai, 1995).

A human amiloid prékurzor fehérje expresszioja PDGF-hAPPy, 15 egértérzsben,
fizikai aktivitasban

A transzgenikus allatokban a vadtipusu egyedekkel Osszehasonlitva kétszeres
amiloid prékurzor fehérje expressziot (N-termindlis fragmens) mértink. Ha az allatok

ketrecébe mokuskereket raktunk, ahova azok szabadon bemehettek, és futhattak, a
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fehérje expresszidja nem valtozott meg, sem a transzgenikus, sem a vadtipusu
populacioban (19A abra).

A teljes prékurzor fehérje mellett megvizsgaltuk azok fragmenseinek expresszios
szintjeit is. Mig az a-C-terminalis fragmenst nem tudtuk detektalni, a p-C-terminalis
fragmens mennyisége hatszorosara novekedett a transzgenikus egerekben a
vadtipusu allatokhoz képest (19B abra). Onkéntes fizikai aktivitas utan ez a kilénbség
a genotipusok koézott eltlint, mert a kisérleti transzgenikus csoportban (fizikailag aktiv
allatok) a B-C-terminalis fragmens expresszidja drasztikusan csokkent a kontrollokhoz

(modkuskereket a ketrecbe nem kapé transzgenikus) egerekhez képest (19B abra).

Fehérje analizisinket a B-amiloid protein szintjeinek mérésével is kiegészitettik.
Megallapitottuk, hogy a B-amiloid protein 1-40 és 1-42 izoformainak szintje mind a
genotipustdl, mind a fizikai aktivitastol fliggetlen volt. Az AR 1-40 protein mennyisége
minimalis ingadozassal 0,16 pmol/mg szint kordl alakult, mig az AR 1-42 protein
mennyisége 0,34-0,40 pmol/mg volt. Ez megegyezik a korabban megallapitott endogén

fehérje tartalmakkal (Kawarabayashi és mtsai, 2001).
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N-terminalis B-C-terminalis [ i i
APP fragmens S SR S Sl BN B <—120kDa APP fragmens <10kDa

B-aktin ——————— 42k Da

PDGF-hAPP,,

kontroll onk.fiz.akt.
N-terminalis
APP fragmens n. = =- <4-120kDa

B-aktin ee—— S S— w— 4—42kDa

Optikai denzitas (relativ érték)
1 2 3

1 1 1

vadtipusu EL_ }*
eocrpr, |

[ kontroll [] énk.fiz.akt.

b

B-aktin —-— - 4—42kDa

PDGF-hAPP,,

kontroll ~ 6nk.fiz.akt.

B-C-terminalis ~’ . ¥15kDa
APP fragmens <10kDa

[B-aktin W - - €-42kDa

Optikai denzitas (relativ érték)
2 4 6

1 L 1

vadtipusu E._ }*

I—}*

PDGF-hAPP,, | 7
[ kontroll [] 6nk.fiz.akt.

19. abra. Az amiloid prékurzor fehérje N-terminalis (A) és B-C (B) fragmens szintiének valtozasai
onkéntes fizikai aktivitas utan, PGDF-hAPPw; és azonos alombeli kontroll egerekben. Atlag + standard

hiba, *p < 0,05 (A,B).
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A bazalis és apikalis dendritfak morfolégiai és a dendrittiiskék sirliségének
valtozasai a PDGF-hAPPy, 15 egértérzsben

Az apikalis dendritfa szegmenseivel szemben, melyek méretikben jelentés
valtozast nem mutattak, a bazalis dendritfak valamennyi szegmensének atméréje — az
elsé szegmens kivételével — a transzgenikus allatokban jelentésen névekedett (20. és
21A abra). Mig az egyes szegmensek hossza nem valtozott, a bazalis dendritfa
szegmenseinek Osszesitett hossza a transzgenikus csoportban megnévekedett (21B
abra). Ezek a valtozasok a bazalis dendritfa intermedier szegmenseinek és Osszesitett
felszinének novekedéséhez vezetett a PDGF-hAPPy, 15 egyedekben (21C abra). A

detektalt trofikus hatas 6sszecseng a B6-Py8.9 egértérzsben tapasztaltakkal.

Sholl analizissel kimutattuk, hogy mind a bazalis, mind az apikalis dendritfak
tavolsagradiusz(sav)ban megnovekedett, a dendritikus denzitas noévekedett (21D,E
abra).

Az apikalis és bazalis dendritfa intermedier szegmensein ugyanakkor nem talaltunk
valtozast a tliskék atlagos sir(iségében (20B abra). A masodik, harmadik és negyedik
bazalis szegmenseken a 10 ym dendrithosszra szamitott tiskék szama nem mutatott
genotipikus kilénbségeket (vadtipusu: 13,75 £ 3,07 vs. PDGF-hAPPy, 15: 13,95 + 2,28;
p = 0,72), hasonléan az apikdlis dendritek oldalfacskain mért eredményeinkhez
(vadtipusu: 12,91 + 2,68 vs. PDGF-hAPP,; 15: 12,19 £ 1,92; p = 0,22).

vadtipusu, kontroll

PDGF-hAPP,,, kontroll

vadtipusu, 6nk.fiz.akt.

PDGF-hAPP,,, 6nk fiz.akt.
-

20. abra. CA1 régiobeli piramissejt konfokalis lézer szkenning mikroszképos (A) és Neurolucida
programmal rajzolt (B) képe a PDGF-hAPPyw; egértdrzsben, kontroll allatokban és &nkéntes fizikai
aktivitas utan. A nagy nagyitasu felvételeken a dendrittiiskék jol lathatok (B). Réviditések: AD apikalis
dendrit, BD bazalis dendrit. Lépték: 20 um.
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21. abra. Az apikalis és bazalis dendritfa szegmenseinek f6bb mennyiségi jellemz&i a PDGF-hAPPw
transzgenikus egerek CA1 régidbeli piramissejtieiben, a hippokampuszban. A bazalis
dendritszegmensek atmérdjének novekedése, és az arborizacid hosszanak ndvekedése a dendritfa
felszinének megnagyobbodasat okozta (A-C). Az apikalis (D) és bazalis (E) dendritfak Sholl analizise
az intermedier régi6é dendritdenzitasanak ndvekedését mutatja. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-E).

Az Onkéntes fizikai aktivitas a PDGF-hAPPy: 15 egértérzsben a vadtipusu
egyedekhez képest tovabbi dendritnévekedést nem okoz, a dendrittiiskék siiriiségét
ugyanakkor néveli

Vadtipusu egyedekben az 6nkéntes fizikai aktivitdas a bazalis dendrit szegmensek
és az apikalis dendrittorzs atlagos atmeérdinek jelentds novekedését idézte el6 (22A
abra). A PDGF-hAPPy, |5 allatok egyedeiben énkéntes fizikai aktivitas utan a bazalis
dendrit szegmenseken ilyen kiterjedt valtozasokat nem figyeltink meg, csak a

harmadik szegmensen azonositottunk statisztikailag jelentés, de kismértéki
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ndvekedést (22D abra). Az apikalis dendritfa oldalfacska szegmensek atméréi
ugyanakkor nagyobbak lettek (22D abra). A dendrit szegmensek hossza fizikai aktivitas
utdn a genotipustol flggetlendl nagyrészt valtozatlan maradt, csak vadtipusu
egyedekben figyeltink meg néhany szegmensen névekedést (22B,E abra). Az apikalis
dendritfa Osszesitett dendrithossza fizikai aktivitds utan ugyanakkor genotipustdl
fuggetlenil megnovekedett, hasonl6 valtozast a bazalis dendritfaban csak a vadtipusu
egyedekben figyelhettiink meg (22B,E abra). Ezzel dsszhangban valtozott az apikalis
és bazalis dendritfak 6sszesitett felszine is: 6nkéntes fizikai aktivitas utan az apikalis
dendritfa felszine a genotipustdl fliggetlenitil megnagyobbodott, mig a bazalis dendritfa

felszine csak a vadtipusu allatokban névekedett meg (22C,F abra).
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22. abra. Hippokampalis (CA1) piramissejtek dendritfa szegmenseinek f6bb mennyiségi jellemzdi
onkéntes fizikai aktivitasban a PDGF-hAPPyw; transzgenikus egerekben (A-F). Az apikalis dendritfa
felszine genotipustdl figgetlentl névekszik (C,F), a bazalis dendritfa felszine a vadtipusu éallatokban

megnagyobbodik (C). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-F).

Sholl analiziseink arra vilagitottak ra, hogy fizikai aktivitds utan az apikalis
dendritfaban a dendritszakaszok Osszesitett hossza a sejttesttél mért tobb
tavolsagradiusz(sav)ban jelentésen ndvekedett, a valtozas a dendritfa intermedier és

disztalis részére korlatozodott (23A,B abra). A bazalis dendritfaban ilyen iranyu
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valtozasokat csak a vadtipusu egyedekben figyeltink meg, annak intermedier
régiojaban (23C,D abra).

A B
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23. abra. Hippokampalis (CA1) piramissejtek apikalis (A,B) és bazalis (C,D) dendritfainak Sholl
analizise PDGF-hAPPw: transzgenikus egerekben, kontrollokban és énkéntes fizikai aktivitas utan.
Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-D).

A dendrittiskék siriisége (10 pm hosszu dendritszakaszokon azonositott
dendrittliskék szama) fizikai aktivitds utdn az apikalis dendritfak oldalfacskain a
genotipustdl fuggben jelentésen megemelkedett; (PDGF-hAPPy, 15: 12,19 + 1,92 a
kontrollokban vs. 16,65 + 2,65 a kisérleti csoportban, *p = 0,0001; vadtipusu: 12,91 +
2,21 a kontrollokban vs. 14,82 £ 1,95 a kisérleti csoportban, *p = 0,0001). A bazalis
dendritszakaszokon ugyanakkor csak a transzgenikus csoport egyedein figyeltink meg
dendrittiske slrlség ndvekedést fizikai aktivitas utan (PDGF-hAPPy, 15: 13,95 + 2,28
a kontrollokban vs. 18,09 + 0,41 a kisérleti csoportban, *p = 0,0001; a vadtipusu
populacidoban nem (vadtipusu: 13,75 £ 3,07 a kontrollokban vs. 13,81 £ 2,14 a kisérleti
csoportban, p = 0,9).
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4.2. Strukturalis és memoria valtozasok hibernacioban

Az Alzheimer-kérban tapasztalt korai patologias tau-foszforilacid hatasat
hibernaciéra képes allatokban vizsgaltuk. A sziria aranyhércsdg hippokapuszaban az
Alzheimer-kér korai fazisara jellemzd neurofilament- és mikrotubulus valtozasokhoz

hasonlo, de reverzibilis valtozasok mennek végbe.

Strukturalis valtozasok

A hibernaci6 folyaman az inaktiv horcsdgdok hippokampuszanak CA3
piramissejtjeinek morfolégiajat vizsgaltuk meg. Az AT8 antitest egy olyan epitopot
ismer fel, mely a neurofibrillaris degeneracié mar korai fazisaban (,pre-tangle stage”)
detektalhatd Alzheimer-kérban (E. Braak és misai, 1994). A sejtek testében és az
apikalis dendrit proximalis részében az AT8-immunoreaktivitds megndvekedett, mely a
hiperfoszforilalt tau fehérje felhalmozddasara utalt (24. abra). A bazalis dendritekben
ugyanakkor nem talaltunk valtozast az eutherm — a hibernacié jeleit nem mutato,
fizikailag aktiv - allatokhoz képest (24. abra). Hasonlé kompartmentspecifikus valtozast
talaltunk a CA1 piramissejtek esetén is, és a gyrus dentatus szemcsesejtjei is erés

AT8-immunopozitivitast mutattak hibernacioban.

eutherm korai hib. késoi hib. korai ébr.f. késoi ébr. f.

24, abra. Hiperfoszforilalt tau
fehérje eloszlasa a gyrus
dentatusban (A-E), a CA3
régidban (F-J) és a CA1
régidoban (K-O). Az apikalis
dendritek élénk ATS-

immunoreaktivitasa

hibernacioban éles
kontrasztban &all a bazalis
dendritek ATS8-

immunoreaktivitasanak teljes
hianyaval (H,M). Réviditések:
g stratum granulosum, h
hilus, Im stratum lacunosum
moleculare, o stratum oriens,
p stratum pyramidale, r
stratum radiatum. Lépték:
100 pm (A-O).
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Megvizsgaltuk, tortént-e valtozas a neuronok dendritfajanak kiterjedésében és
dendrittuskéinek slriségében. A Golgi-impregnalt metszeteken végzett teljes apikalis-
és bazdlis dendritfa rekonstrukcid azt mutatta, hogy a hibernacioban lévé allatok
piramissejtjeinek apikalis dendritfaja visszahuzodik, annak detektalhaté Osszesitett
hossza csaknem harmadara csokkent. A bazalis dendritfan valtozast ugyanakkor nem
talaltunk (25A-C abra). Az apikalis dendritfan a hibernacié alatt a dendrittiskék
sUrlisége csokkent, a hibernacios allapotbdl valé ébredés utan ugyanakkor az alvast
megel6z6 allapotnal magasabbra ugrott. A dendrittiiskék sidrliségének emelkedését

ébredés utan bazalis dendriteken is megfigyeltink (25B abra).
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25. abra. Golgi impregnalt metszetek hippokampusz metszetek CA3 régidjaban (A, nyilhegyek) az
apikdlis dendrittiskék slrlisége hibernacié alatt csdkken, majd ébredés utdn nodvekszik (B). Az
apikdlis dendritfa hossza — szemben a bazalis dendritekével — hibernacio alatt jelentésen csdkken (C).
A PSD-95 posztszinaptikus denzitas fehérje Western blot analizise eutherm, hinernaciéban 1évé és
ébredés utani allatokban (D,E). ANOVA, *p < 0,05 (B,C,E).

A dendrittiskék a serkentd szinapszisok posztszinaptikus kompartmentjei. Western
blotting analizissel kimutattuk, hogy a posztszinapikus kompartment receptor komplex
egyik f6 alkotd elemének, a PSD-95 fehérjének szintje a hibernaciés periddus alatt
csokken, majd ébredés utan visszaall a hibernacié elbtti szintre (25D,E abra).
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A hideg- és szobahdmérsékleten tartott allatok testtémege nem kilonbozott
(p=0,321, ANOVA), az a hibernacié létrejéttét nem befolyasolta (p=0,168, ANOVA).

Labirintus teszt

A tanulasi fazis soran az allatok egyre rovidebb id6 alatt talaltak meg a célt, és a
keresés folyaman egyre kevesebb hibat vétettek. Ezekben a paraméterekben a kés6bb
23-26 °C-on tartott allatok, a 5-7 °C-on tartott hibernaciéba kerilt és nem kerdlt allatok

nem mutattak kilonbséget (26. abra).
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26. abra. Sziriai aranyhorcsog kisérleti csoportok tanulasi gorbéi (A,B). Az exponencialis gérbe (C) az
individudlis tanulasi gérbék alapjan készul, ahol A a kezdeti érték, C a platé érték és B a tanulasi rata
(az id6, mely alatt a kezdeti és platéérték kodzotti kilonbség felezédik). Jelentds kilonbségeket
talaltunk a tanulasi gorbe kezdeti hibaratajaban a hibernacio utan (E), a hibernacio elétt viszont nem

(D).

A 12 hét tesztmentes periddus utan a 23-26 °C-on maradt, a 5-7 °C-on
hibernaciéba kerilt és a 5-7 °C-on hibernaciéba nem kerdilt allatok az ujratanulasi teszt
soran az elsé két alkalommal Ujra tébb hibat vétettek és a cél eléréséhez tébb idére
volt szikséguk. Megallapithatjuk, hogy mindharom kisérleti csoportba tartozé
hércs6gok a feladatot gyorsan, az eredeti tanulasi fazisban elért szinten Ujratanultak
(26A,B abra). Ugyanakkor, mig az alacsony hémérsékleten tartott, hibernaciéba kerult

és hibernacidba nem kerllt &llatok ko6z6tt nem taldltunk kaldnbséget fenti

61



dc_951 14

paraméterekben, a hibarata — meglepd modon — az alacsony hémérsékleten tartottak
kozott alacsonyabb volt, mint a 23-26 °C-on maradt allatok kozott (*p < 0,05, ANOVA)
(26C-F abra).

4.3. A p21H-ras"?* fehérje expresszié hatasa a differencialt agyvel6ben

A citoszkeletalis elvaltozasok vizsgalatat kovetkezé Iépésiinkben egy olyan
egértorzsben folytattuk, melyben az Alzheimer-kér korai fazisara jellemzd emelkedett
neurotrofin  szint szignaltranszdukcidjaban kulcsszerepet jatszé enzim szintje

magasabb szinten expresszalodik.

A p21H-ras"®'? protein a neurotrofin jelatviteli mechanizmusokban azonositott G-
fehérje, mely a neurodegenerativ betegségek, igy az Alzheimer-kér patolégiajaban is
fontos szerepet jatszik (Gartner és mtsai, 1999; Gartner és mtsai, 1995), annak korai
fazisaban expresszioja né. A kisérletekhez valasztott transzgenikus egértdrzs egyedei
a tizennegyedik posztnatalis naptél (P14) kezdik konstitutivan, magas szinten és a
szinapszin-promoter regidohoz vald kapcsoltsagnak készonhetéen neuronspecifikusan
expresszalni a transzgént, igy hatasat az mar egy nagyban differencialt (nem a fejl6dé)
agykéregben fejti ki (Heumann és mtsai, 2000). Az Alzheimer-kérban elsésorban
érintett piramissejtek kuldondsen magas szinten expresszaljak a traszgént, a reporter
gén (B-galaktozidaz) aktivitasat mutatd hisztokémiai reakcio kirajzolja a piramissejtek
rétegét (27. abra). A fejezet a transzgént expresszalé piramissejtek kompartmentjeinek
(sejttest, dendrit, axon) morfoldgiai valtozasait, afferens és efferens kapcsolatainak
modosulasat, a transzgént nem expresszald interneuronok adaptiv valtozasait

ismerteti.
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27. abra. Primer szomatoszenzoros kéreg koronalis metszete p21H-rasVal12 transzgenikus

egerben. X-gal festést alkalmaztunk a transzgén expressziojanak kimutatasara (lacZ reporter
gén). Elénk expressziét a piramissejtek rétegében (ll/lll. és V. réteg) talalunk. Lépték: 100 um.
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Szomatoszenzoros kéregben tett megfigyelések

Vall2

A primer szomatoszenzoros kéreg p21H-ras transzgenikus egértérzs

egyedeiben megnagyobbodik

A primer szomatoszenzoros kéreg kiterjedését térfogat becsléssel és a kérdéses
terllet kranidlis és kaudalis hataran mért felszinének nagysagaval jellemeztik és

hasonlitottuk 6ssze a transzgenikus és vadtipusu egyedek kozott.

A térfogati becslést a Cavalieri-féle elv alapjan végeztik (Gundersen és Jensen,
1987). A vadtipusu csoportban 8,4 mm?® a transzgenikus csoportban 10,8 mm?®
térfogatot mértiink, mely 28%-0s névekedeést jelentett (*p < 0,05).

A koronalis metszeti felszinek nagysaga hasonlé valtozasokat mutatott. Ez az érték
a commissura anterior magassagaban a vadtipustakban 6,94 mm?, a transzgenikus
allatokban 8,53 mm?, a hippocampus rostralis pélusa magassagaban a vadtipusu
egyedekben 7,36 mm? mig transzgenikus allatokban 9,3 mm? volt. A vadtipustiakban
atlagban ez 8,88 mm?, a transzgenikus allatokban 7,16 mm? metszeti felszint jelentett,

mely 25%-0s ndvekedésnek felelt meg (*p < 0,05).

A dendritfa alaki valtozasai

Vall2

A piramissejtek konstitutiv p21H-ras expesszidja néveli a bazalis dendritek

meéretét és arborizaciojuk 6sszetettségét

Altalanos megfigyelésiink, hogy a transzgenikus 4allatokban a komisszuralis
piramissejtek mérete ndvekedett. Mind a Il/lll. (28A &bra), mind az V. rétegi
piramissejtek sejttesteinek kerulete és metszeti felszine ezekben az egyedekben
nagyobb volt, mint a vadtipusu allatokban (7. tablazat). A megnagyobbodott dendritfat

(8. és 9. tablazat, 28B,C abra) részletes, tobb szempontu vizsgalat targyava tettik.

A bazalis dendritekkel kapcsolatos f6 megallapitasunk, hogy azok Osszesitett
felszine és volumene a transzgenikus allatok csoportjaban mindkét vizsgalt rétegben
jelentésen megnétt (28B,C abra). Ezt a valtozast legféképp az atlagos atmérd
megndvekedése (28F,| abra), az V. rétegi piramissejtek esetében az intermedier
szegmensek hosszanak novekedése is okozta (28H &abra). Ezzel 6sszhangban
ugyanezen rétegben a Sholl analizissel vizsgalt dendritikus denzitas a transzgenikus
allatokban magasabb értéket mutatott (29A,D abra).
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transzgenikus egérben. A bazalis és apikalis dendritfak egyesitett felszine (B) és térfogata (C)
jelentésen megnodvekedett. A dendritszegmensek szama nem valtozott (D,G), hosszuk az V. rétegi
idegsejtek esetén novekedett (E,H). A dendritszegmensek atméréi mind a Il/lll. mind az V. rétegi
piramissejtekben megnévekedtek (F,l). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (B-I). Lépték: 50 um.
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A /111, rétegben jeldlt piramissejtek bazalis dendritfa analizisével kimutattuk, hogy a
dendrit szegmensek szama jelentésen nem valtozik (28D abra), a transzgenikus
egyedekben ugyanakkor tobbedik szegmensek is megjelentek; igy hetedik szegmenst
hét transzgenikus, de csak egy vadtipusu allatbdl mért sejten azonositottunk, nyolcadik
szegmens pedig csak a transzgenikus csoportbdl vizsgalt két piramissejten figyeltink
meg. Transzgenikus allatokban a piramissejtek bazalis dendritjein az elsé harom
szegmens atmérdje, felszine és térfogata nagyobbak voltak (8. tablazat, 28E,F abra).
Ezek a valtozasok a teljes bazalis dendritfa méretét (felszinét és térfogatat) rendkivuli
mértékben megnovelték (28B,C abra). A dendritszakaszok szamat, a dendritek
elagazodasainak és végzédéseinek szamat a sejttesttdél mért tavolsag figgvényében is
megvizsgaltuk Sholl analizisek segitségével. Ezek eloszlasa a genotipusok kozott nem
mutatott kiilénbséget (29A-C abra).

Az V. rétegi piramissejtek dendritjeinek mennyiségi mutatéi még markansabban
valtoztak. Mig a szegmensek szama nem valtozott (28G abra), legtdbbjuk atmérdje
megndvekedett (28l abra), az intermedier szegmensek hossza pedig a transzgenikus
allatokban nyert mérési adatokban magasabb lett (28H &bra). Ez a dendrit
szegmensekben kovetkezményes felszin- és volumenndvekedéshez vezetett (9.
tablazat), mely Osszesitve a teljes bazalis dendritfa felszinét és térfogatat tébb mint
kétszeresére novelte (9. tablazat, 28B,C abra). A Il/lll. rétegi piramissejtekhez
hasonldan disztélis szegmensek gyakrabban fordultak el6 a transzgenikus csoportban:
hetedik szegmenst a transzgenikus csoportban hat, a vadtipusu csoportban két sejten,
nyolcadik és kilencedik szegmenseket harom, illetve két sejten csak a transzgenikus
populacidban regisztraltunk. A Il/1ll. rétegi piramissejtekben megfigyeltekkel ellentétben
az V. rétegben a Sholl analizisek jelentés kulénbségekre vilagitottak ra. A dendritikus
denzitast jellemz6 dendrit metszéspontok szama vadtipusu allatokban a sejttesttél 30-
50 ym tavolsagban mutatta a legnagyobb értéket, a transzgenikus csoportban ez a 70-
80 pm-es tartomanyra esett, és egészen a 200um-es tavolsagig a vadtipusu sejtekben
regisztraltakhoz képest magasabb értéket mutatott (29D abra). Mind a dendrit
elagazodasok, mind a végzédések szama tébb radiuszsavban jelentésen magasabb

volt a transzgenikus, mint a vadtipusu csoportban (29E,F abra).
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29. abra. II/lll és V. rétegi komisszuralis piramissejtek bazalis dendritfainak Sholl analizise p21H-
ras'¥*? transzgenikus egérben. Atlag * standard hiba, *p < 0,05 (A-F).

A piramissejtek apikalis dendritfai a transzgenikus csoportban a bazalis dendrit
arborizacioban talaltakhoz hasonlé valtozasokat mutatnak

A transzgenikus populacioban mind a Il/lll., mind az V. rétegi piramissejtek apikalis
dendritfaja jelentds méretbeli névekedést mutatott, amit a dendrit szegmensek

atmérdjének novekedése okozott (8. és 9. tablazat, 28B,C abra). Az V. rétegi
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piramissejtek dendritjei gazdagabb arborizaciot alkottak ugyanebben a csoportban
(30D abra).

A Il/lll. réteg piramissejtek apikalis dendritfa szegmenseinek szama és hossza
valtozatlan maradt (8. tablazat, 28D,E abra). A dendrittérzs és az oldalfacskak elsé két
szegmensének atmérdje (8. tablazat, 28F abra), és kdvetkezményesen felszine és
térfogata a transzgenikus allatokban megndvekedett (8. tablazat). A dendrit
metszéspontok, elagazédasi pontok és dendritvégek szama a sejttesttél mért

kiilénb6zb tavolsagokban valtozatlan maradt (30A-C abra).

A dendrit szegmensek szama és hossza az V. rétegi piramissejteken sem valtozott
(28G,H abra), a dendrittdrzs ugyanakkor jelentésen meghosszabbodott (28H abra). A
dendrittdrzs alapi atmérdje és az oldalfacskak elsé két szegmensének atlagos atmérdje
(281 abra), kovetkezményesen felszine és térfogata a transzgenikus allatokban
ugyanakkor nagyobb lett (9. tablazat). Sholl analiziseink szerint mig az elagazodasi
pontok és a dendritvégek szama a sejttesttél mért tavolsag fliggvényében nem
valtozott (30E,F a&bra), a dendritszakaszok szama az intermedier régié egészén

magasabb volt a transzgenikus csoportban (30D abra).
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30. abra. II/lll és V. rétegi komisszuralis piramissejtek apikalis dendritfainak Sholl analizise p21H-ras "

transzgenikus egérben. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-F).

A bazalis és apikalis dendritfak névekedése nem valtoztatia meg azok altalanos
geometrigjat a p21H-ras"*? transzgenikus egértérzs agykérgi piramissejtiein
Korabbi tanulmanyok szerint a dendritek paraméterei — atmérd, hosszusag, felszin,

térfogat — egymastol nem fuggetlenul valtoznak a dendritfan belll. Ezen korrelaciés
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vizsgalatok a dendrit geometria altalanos felépitési elveit hiven tiukrozik (Larkman,
1991a, 1991b). Megvizsgaltuk, megvaltoztatia-e a p21H-ras'*'? fehérje konstitutiv,
magas szintl neuronadlis expresszidja a piramissejtek dendritfajanak altalanos
felépitési mintajat, elvét. Ehhez a sejttest méretét, a dendritfa alapi atméréjét és a

végzbdések szamat korrelaltattuk egymassal.

Mindkét rétegi piramissejten megfigyeltik, hogy a bazalis dendritfa térfogata
pozitivan korrelal a sejttest méretével (metszeti felszinével) a transzgenikus
csoportban, mig a vadtipusu populacioban nem (31A,B abra). A pozitiv korrelacio
megléte az apikalis dendritfa és a sejttest mérete k6zott a genotipusok kézott viszont

ellenkezéen alakult (31C,D abra).
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31. abra. Sejttest metszeti felszinének és a dendritfak térfogatanak korrelaciés analizise p21 H-ras'@*?

transzgenikus egérben. A bazdlis dendritfak térfogata a transzgenikus allatok neuronjaiban (A,B), az
apikdlis dendritfak térfogata a vadtipusu egerek neuronjaiban (C,D) korrelalt a sejttest méretével.
Linearis regresszio *p < 0,05 (A-D).

A bazdlis dendritfa teljes felszine genotipustdl fliggetlenil pozitivan korrelalt annak
alapi atmérdjével mindkét rétegi piramissejtek esetén (32A,B abra). Medfigyeltik, hogy
ugyanazon alapi atmérd értékhez transzgenikus allatokban nagyobb dendritikus felszin

tartozott (32A,B abra). Az apikalis dendritfa felszine hasonloképp flggétt annak alapi
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atmérdjétél a I/, rétegi piramissejtekben, mindkét kisérleti csoportban (32C abra),
mig nem talaltunk korrelaciot ezen valtozok kézott az V. rétegi piramissejtek esetén

egyik populaciéban sem (32D abra).
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32. abra. A dendritfa alapi atmér6jének és felszinének korrelaciéos analizise p21H-rasvz’1|12

transzgenikus egérben. Linearis regresszié *p < 0,05 (A-D).

Valamennyi kisérleti csoportban és rétegben a bazalis és apikalis dendritek felszine
szorosan és pozitivan korrelalt a dendritvégek szamaval (33A-D abra). A transzgenikus
csoportban megegyez6 szamu dendritvéghez nagyobb dendritfelszin tartozott (33A-D

abra).
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33. abra. A dendritvégek szamanak és felszinének korrelacios analizise p21H-ras*®*? transzgenikus

egérben. Mindkét rétegben és dendritfa tipusban talaltunk 6sszefliggést, transzgenikus allatokban
megegyez6 szamu dendritvéghez nagyobb dendritfelszin tartozott. Linearis regresszié *p < 0,05 (A-D).

A p21H-ras®'? transzgenikus egértrzs agykérgi piramissejtiein a dendrittiiskék

o

stiriisége névekszik

A dendrittiskék (34A abra) egységnyi dendrithosszra (10 ym) esd szamat tobb
szempontbdl is elemeztik. Sholl analizissel a sejttesttdl valoé tavolsag fuggvényében
hasonlitottuk 6ssze adatainkat a bazalis és apikalis dendriteken. Megallapitottuk, hogy
a transzgenikus csoportban a dendrittiiske slriiség a bazalis dendritek egész terlletén
(34B abra), mig az apikalis dendritek disztalis régiéjaban megndvekedett (34C abra).
Az egységnyi dendrithosszra es6 dendrittiskék szamat a kulonb6z6 atméréji dendrit
szegmenseken is megvizsgaltuk. Tdébb megegyezd atmérdjii dendrit szakaszon
magasabb értéket talaltunk a transzgenikus csoportban a vadtipusu allatokban
mértekhez képest (34D abra). A dendrittiskék slrliségét a kilonbdzd dendrit
szegmenseken is 0Osszehasonlitottuk (34E abra). Kildnbségeket csak a bazalis
dendritek esetén talaltunk, transzgenikus allatokban azok masodik, harmadik, 6tédik és

hetedik szegmensén a dendrittiiskék slirlisége magasabb értéket mutatott (34E abra).

71



dc_951 14

A vadtipus p21H-ras
e

B —

__ | @ vadtipusu

E |o p21H-Ras

&4

o)

2,

© 3

S

~©

3

x 21

R

(2]

3

£ 14

S

c

a

0 ] T T T
40 120 200

Dendritszegmensek armérdje (um)

o vadtipusu
|o p21H-Ras ”

Dendrittiskék szama (db/10pm) O

40 ' 120 ' 200
Dendritszegmensek armérdje (um)

D Dendrittiiskék szama (db/10um)
1 2 3 4

0 o[ —
o
014—'_|_ %
e S
e B
oo
oo
o

{ — S
s
(] — S—
1'35_ [ vadtipusu
114b_ [ p21H-Ras

E Dendrittiiskék szama (db/1pm?)
01 02 03 04 05
1}

2

Bs 15 &

Y —1

] —

o] e— -
3 vadtipusu
= p21HRas

34. abra. A dendrittliskék (A) slrlsége a bazalis (B) és apikalis (C) dendritek Sholl analizise szerint
a p21H-rasVallz transzgenikus egérben megemelkedett. Az atméré (D) és szegmens (E) szerinti
elemzés hasonl6 eredményt mutatott. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (B-E). Lépték: 5 pm.

Nem talaltunk genotipus szerinti gyakorisagi kiuldnbséget a dendrittiskék alaki
eléfordulasa kozott. A vékony (thin; vadtipust: 56,34% vs. p21H-ras'®'?: 57,16%),
gomba-alakii (mushroom-shaped; vadtipust: 28,91% vs. p21H-ras'®'?: 27,41%) és
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tompa alaki (stubby; vadtipust: 14,74% vs. p21H-ras'®'% 15,43%) tipusu

dendrittliskék azonos gyakorisaggal fordultak elé mindkét kisérleti csoportban.

A neokortikalis afferensek mennyiségi valtozasai

A kérgi glutamaterg serkentd szinapszisok mikodését a preszinaptikus vezikularis
glutamat transzporterek segitik. 1-es (VGLUT1) és 2-es tipusuk (VGLUT2) a
nagyagykéregben komplementer eloszlast mutat, a VGLUT1 az intra- és
interhemiszférikus végzédésekben, mig a VGLUT2 a talamokortikalis végzddésekben
fordul el6 (Kaneko és Fujiyama, 2002). Félvékony metszeteken (35A-F abra)
megallapitottuk, hogy ftranszgenikus allatokban a megnagyobbodott primer
szomatoszenzoros kéreg Il/lll. rétegében a VGLUT1" profilok slirlisége csak 6%-kal
csokken (10. tablazat, 35A-B; abra), mig a VGLUT2" profilok siirisége a IV. rétegben
15%-kal né (10. tablazat, 35E-F; abra).
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35. abra VGLUT1" (A-B1), VGLUT2" (C-F1), ChAT" (G-H;) és TH" (I-J1) profilok és striisegik p21H-
ras"? '2 transzgenikus egerek szomatoszenzoros kérgének II/lIl. és IV. rétegében. Atlag + standard
hiba, *p < 0,05 (B1,D1,F1,H1,J1). Lépték: 20 um (A-J).
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Kovetkezd Iépésben azt vizsgaltuk, hogy a p21H-ras"¥*?

egerekben megndvekedett
VGLUT2" termindlis slrliség a talamokortikalis afferensek f& célsejt tipusaval, a
talamikus tiskés neuronok (spiny stellate cells), vagy a transzgeéent expresszalo
piramissejtekkel hozhaté kapcsolatba. A Golgi-impregnaciéval lathatova tett tlskés
neuronok (36A,B abra) egyetlen vizsgalt morfolégiai paramétere sem mutatott
valtozast, a sejttest metszeti felszine, dendritfainak hossza és felszine, a dendrittiskék
slr(isége genotipustdl fuggetlen volt (11. tablazat). Ezzel szemben a retrogradan
feltdltott 111, rétegl piramissejtek bazalis dendritiei mentén, melyek a IV. rétegbe
terjedtek, a VGLUT2" profilok (36C,D abra) egységnyi (10 um) dendrithosszon
megallapitott szama a transzgenikus allatokban magasabb volt (vadtipusu: 2,12 + 0,12

vs. p21H-ras¥®'?: 3,01 £ 0,12, *p < 0,05).

A nemspecifikus afferensek kézul a kolinerg és katekolaminerg terminalisokat
mennyiségi valtozasait vizsgaltuk (35G-J abra). Mig a TH" katekolaminerg butonok
slirisége a megnagyobbodott kérgi terlleten nem valtozott (11. tablazat, 35I1-J, abra),
a ChAT" kolinerg terminalisok siirlisége ugyanezen teriileten 29%-kal névekedett (11.
tablazat, 35G-H; abra).

A transzgént expresszalo piramissejtek feltoltott axonjan varikozitasokat figyeltlink
meg (36E,F abra), melyek az en-passant butonok helyét jeldlik (Stettler és mtsai,
2006). A varikozitasok kozotti tavolsag (varicosity spacing) a komisszuralis axonokon
50%-kal, a kortikostriatalis axonokon 35%-kal csokkent a transzgenikus csoportban
(12. tablazat). A ChAT" és TH" rostokon a varikozitasok kozotti tavolsag a genotipustol

ugyanakkor nem fliggétt (12. tablazat).

A szinaptikus plaszticitas terminalisok szamanak nodvelése nélkili lehetbsége a
tobbszoros kapcsolattal bird butonok kialakitasa (Geinisman és mtsai, 2001). Ezek
el6fordulasa az agykéregben a teljes szinapszisok szamat tekintve alacsony,
valtozasuk ugyanakkor a plaszticitas, az informacio divergencia ndvekedésének egyik
fontos jele (Geinisman és mtsai, 2001). A t6bbsz6ros kapcsolattal biré butonok (36G,H
abra) szama 1 mm®en jelentésen tébb volt a transzgenikus, mint a vadtipusu
allatokban (vadtipusu: 2,2 x10° + 0,2 x10° vs. p21H-ras'¥*?: 3,7x10° + 0,28 x10°, *p <
0,05). A diszektor sztereolégiai médszert alkalmazva (Sterio, 1984) és 1 mm?® szamitva
a kérdéses profilok numerikus denzitdsa a transzgenikus 4&llatokban jelent6sen
magasabb volt (vadtipust: 0,7 x10” + 0,1 x10” vs. p21H-ras"®*?: 1,5x10” + 0,2 x10, *p
< 0,05).
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vadtipust B

36. abra. Talamikus tiiskés neuronok (A,B) képe p21H-ras'®? transzgenikus egerek

szomatoszenzoros kérgének IV. rétegében. A VGLUT2" terminalisok (nyilhegyek a C,D abran)
s(irlisége a retrograd feltoltott piramissejtek dendritjein (C,D) és a tObbszords szinapszisok sirlisége
(G,H) a transzgenikus allatokban megemelkedett, a varikozitasok kozotti tavolsag komisszuralis
axonokon csokkent (E,F). Lépték: 10 um (A-F), 500nm (G,H).

76



dc_951 14

Transzgént nem expresszal6 interneuronok adaptiv valtozasai

A p21H-ras'®? egérvonal egyedeiben a piramisejtekkel ellentétben az
interneuronok nem expresszaljak a transzgént. Az interneuronok harom f6é csoportjat
(Celio, 1990; Freund és Buzsaki, 1996; Schwaller és mtsai, 1993) vizsgalva ugyanis
sem a parvalbumin®, sem a calbindin®, sem a calretinin® sejtek nem voltak X-gal-
festettek (37A-C abra), utébbi reakciot jellegzetesen a piramissejtek rétegében

figyeltik meg kimagasldéan nagy s(irliséggel (27. abra).

kimutattuk, hogy sejttestik alakja, lathatd dendritjeik és axonjaik mintazata nem
mutatott genotipikus kiildnbségeket (37D-F abra). Mind a p21H-ras'®? mind a
vadtipusu populacioban a Golgi impregnacioval, calbindin- vagy calretinin
immunfestéssel lathatova tett sejtek dendritiei — sejttipustdl figgbéen - a
megvastagodott kéreg csaknem (lI-V. rétegek) vagy teljes (I-VI) egészét atérték (37D-F
abra). A GABA', parvalbumin®, calbindin® és calretinin® sejttestek atlagos atméréje nem

mutatott kiilénbséget a két genotipus kozott (37H abra).

7



dc_951 14

G Sejttestek sirlisége (db / 62 000 um®)
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GABA | T F GABA | !
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PawalbuminE Parvalbumin} T
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Calbindin | !
[ vadtipusu

Calbindin g3 S—
Calretinin E} [ p21H-ras Calretinin E} [ p21H-ras

37. abra. Parvalbumin® (A), calbindin® (B) és calretinin® (C) interneuronokban nem talaltunk X-gal
hisztokémiai reaktivitast. Calbinin® (D), calretinin® (E) és Golgi-impregnalt (F) interneuron képe. A
dendritek atérik a kéreg egészét. Az interneuronok kilonb6z8 populacidinak sliriisége a p21 H-ras""?
transzgenikus egerek szomatoszenzoros kérgében csokken (G), sejttestiik mérete nem valtozik (H).
Atlag * standard hiba, *p < 0,05 (G,H). Lépték: 10 um (A-D), 20 ym (E,F).

Mennyiségi vizsgalataink kimutattak, hogy a GABA" (vadtipusu: 22,88 + 0,27 vs.
p21H-ras'¥'%: 17,32 + 0,25, *p < 0,05), parvalbumin® (vadtipusu: 8,87 + 0,17 vs. p21H-
ras'?'?: 6,84 + 0,14, *p < 0,05), calbindin® (vadtipust: 4,35 + 0,21 vs. p21H-ras'¥*%
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3,77 = 0,09, *p < 0,05) sejttestek slrlisége a transzgenikus populacidoban a kéreg
ndvekedésének aranydban — 23-27%-kal - csdkkent a vadtipusu populaciéban
mértekhez képest (37G abra). Ezzel szemben a calretinin® sejttestek siriisége
(vadtipusu: 4,35 + 0,21vs. p21H-ras¥®? 2,53 + 0,09, *p < 0,05) nagyobb aranyban,
42%-kal csoOkkent. Elvétve figyeltink csak meg parvalbumin® vagy calbindin®

piramissejt alaku neuronokat, ezeket analizisiinkben nem vettik figyelembe.

A gatld terminalisok mennyiségi analizisét VGAT-immunfestett metszeteken
végeztik. Miutan megmutattuk, hogy a VGAT" profilok szinaptofizinnel kolokalizalnak
(38A-A” abra), félvékony metszeteken (38B abra) meghataroztuk azok sirliségét a
megnagyobbodott piramissejtek testének kerllete mentén. A vadtipusu allatokhoz
képest a transzgenikus egerekben mind a Il/lll. rétegi (vadtipusu: 35,39 + 0,39 vs.
p21H-ras"¥*%: 40,35 + 0,52, *p < 0,05), mind az V. rétegi (vadtipusu: 51,22 + 0,77 vs.
p21H-ras'¥*%: 53,83 + 0,59, *p < 0,05) piramissejtek testének keriilete nagyobb volt. A
sejttest kerllete mentén a profilok szama a transzgenikus allatokban ugy ndvekedett
mind a Il/11l. rétegi (vadtipusu: 9,16 + 0,18 vs. p21H-ras"®'% 13,34 + 0,25, *p < 0,05),
mind az V. rétegi (vadtipusu: 14,64 + 0,36 vs. p21H-ras'®% 17,5 + 0,37, *p < 0,05)
piramissejtek esetén, hogy azok periszomatikus slrisége (profii / 10 ym) a
transzgenikus csoportban nagyobb lett a Il/lll. rétegi (vadtipusu: 2,6 + 0,1 vs. p21H-
ras'®'%: 3,3 + 0,1, *p < 0,05) és az V. rétegi (vadtipusu: 2,6 + 0,1 vs. p21H-ras"?'?% 3,3
1 0,1, *p < 0,05) principalis sejtek esetén is (38C,E,F abra).

A piramissejtek periszomatikus régiojan kivil a VGAT" profilok altalanos siirliségét
is meghataroztuk (38D abra). Transzgenikus allatokban ez az érték a vadtipusuhoz
mérten csokkent, mind a lI/Ill. rétegben (a 6670um?® nagysagu méretkeretben szamolva
vadtipusu: 796,1 + 9,26 vs. p21H-ras"*'?: 669 + 7,56, *p < 0,05), mind az V. rétegben
(a 6670pum? nagysagu méretkeretben szamolva vadtipusu: 683,96 + 15,96 vs. p21H-
ras'?'%: 623,96 + 9,38, *p < 0,05).
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38. abra. Szinaptifizin® profilok (A) VGAT-immunoreaktivitdst (A’) mutatnak piramissejtek sejttestei
koriil (A”). A félvékony metszeteken azonositott VGAT' profilok (B) stiriisége a p21H-ras'®*
transzgenikus egerek piramissejtjeinek sejtteste korul ndvekszik (C), mig altalanos slriségiik cstkken
(D). Azonos keriilet(i piramissejtek esetén a VGAT" profilok szama transzgenikus allatokban mind a
[1/111. rétegben (E), mind az V. rétegben (F) magasabb. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (C,D). Linearis
regresszidé *p < 0,05. (E,F). Roéviditések: syn szinaptofizin, VGAT vezikularis GABA transzporter.
Lépték: 5 uym (A-A”).

Hippokampuszban tett megfigyelések

A hippokampusz mérete a p21H-ras"®"? transzgenikus egértérzs egyedeiben né

A hippokampusz méretét két mddon hataroztuk meg. Elsé kisérletinkben a
hippokampuszbdl készilt (nem perfundalt és nem dehidralt) 110 pm vastag
szériametszetek felszinét megmértik, megszoroztuk a metszet vastagsagaval, majd a
térfogati értékeket 6sszegeztik. A hippokampusz térfogata a transzgenikus allatokban
19%-kal nagyobb volt, mint a vadtipusu csoportban (vadtipusu: 15,3 + 1,1 mm? vs.
p21H-ras"?'% 18,1 + 1,2 mm?, *p < 0,05). A Cavalieri-féle becsléssel 21%-0s volumen
novekedést allapitottunk meg (vadtipust: 15,5 + 2,1 mm? vs. p21H-ras'®*% 18,8 + 1,5
mm?®, *p < 0,05).

A hippokampusz méretének ndvekedése &sszefliggésben allt az idegsejtek

méretének megvaltozasaval. A diszektor sztereologiai modszert alkalmazva

80



dc_951 14

megallapitottuk, hogy a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek teste, valamint az
ammonszarv CA2 és CA3 régidjanak piramissejtjeinek teste a traszgenikus allatokban
nagyobb lett (13. tablazat). A CA1 regié piramissejtjeinek teste nem mutatott

genotipustdl figgd méretbeli valtozast (13. tablazat).

A dendritfa morfolégiai valtozasai

A fixalt szeleten, Lucifer sargaval feltdltott CA1 régidbeli piramissejtek dendritfaja jol
detektalhatoan kirajzolodott (39. abra). Az apikalis dendritfa néha az altalanostol eltéré
format mutatott; azokat a sejteket, melyek két apikalis dendrittel birtak, nem vizsgaltuk.
Abrainkon a bazalis és apikalis dendritfak szignifikdnsan megvaltozott mennyiségi

jellemzéit jelenitettik meg.

p21H-ras

39. abra. Az X-gal festés p21H-ras'®*? transzgenikus egér hippokampuszaban a piramissejtek és a

szemcsesejtek rétegére korlatozddik (A). Fixalt szeleten feltdltétt CA1 piramissejtek képe vadtipusu (B)
és transzgenikus (C) allatban. Lépték: 500 um (A), 25 ym (B,C).
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A bazalis dendritfa valtozasai a névekedés jeleit mutatjak

A bazalis dendrit szegmensek szama és kanyargdssaga a két genotipusban nem
mutatott valtozast (14. tablazat). Transzgenikus egerekben az 6tddik szegmensek
hossza, az intermedier és disztalis szegmensek atlagos atmérdje megndvekedett, ami
utébbi

eredményezett (40A-C abra). Sholl analizissel kimutattuk, hogy a dendritikus denzitas

szegmensekben kovetkezményes felszin- és térfogat novekedést
sejttesttél mért tavolsagban mért mintazata genotipustol fliggetlen, maximumat a 60-
80um tavolsagban éri el, de transzgenikus allatokban a vadtipusiakhoz képest
megemelkedett (40D abra). A bazalis dendritfa felszine, az 6t lefedd kup felszine
(convex hull) (40E,F abra), valamint a dendritvégek sejttesttél valé tavolsaga
(vadtipust: 101,4 + 2,4 vs. p21H-ras'®? 112,9 + 2,5, *p < 0,05) a transzgenikus

populacioé egyedeiben megndvekedett.
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40. abra. A CA1 régidbeli piramissejtek bazalis dendrit szegmens atméréi a p21H-ras’®*?

transzgenikus egérben megnodvekedtek (A), mely a tobbnyire valtozatlan hosszusag (B) mellett is
jelentés felszinnOvekedéshez (C) vezetett. A dendritikus denzitds a sejttesttél mért legtdbb
tavolsagban nagyobb lett (D), a bazalis dendritfat lefedé kup (convex hull) felszine (E) illetve térfogata
(F) a transzgenikus allatokban megndévekedett. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-F).

82



dc_951 14

Az apikalis dendritfa csekély morfologiai valtozast mutat

Mig az egyes szegmensek szintién nem talaltunk genotipusos eltérést (14.
tablazat), és a dendritikus denzitast jellemzé Sholl analizisiink sem mutatott valtozast
(41D abra), az apikalis dendritfa teljes hossza és az oldalfacskak felszine a
transzgenikus csoportban megnévekedett (41A,B abra). A végszegmensek hossza, a

telies dendritfa felszine és térfogata a p21H-ras'®*?

egértorzs egyedeiben magasabb
értéket mutatott (41C abra). Hasonléan megndvekedett a dendritvégek sejttesttél mért
atlagos tavolsaga (41E abra), és a dendritfa térbeli kiterjedését jellemz6, azt lefedd kup

felszinének nagysaga is (41F abra).
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41. abra. A CA1 régiobeli piramissejtek apikalis dendritfainak teljes hossza (A), oldalfacskainak hossza
(B), valamint végszegmenseinek hossza, felszine és térfogata (C) a p21lH-ras'®*? transzgenikus
allatokban megnovekedett, a dendritikus denzitdas a sejttesttél mért kiilonb6zd tavolsagokban
ugyanakkor nem valtozott (D). A dendritvégek sejttesttél mért tavolsaga (E) és az apikalis dendritfat
kérbevevé kup térfogata (F) transzgenikus allatokban nagyobb lett. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-
F).

A bazélis és apikélis dendritfak alapveté geometriai felépitése a p21H-ras'®*?
egértdrzs CA1 piramissejtjein nem valtozik

Ezekben az elemzésekben a dendritfa méretét a sejttest méretével, a dendrit alapi

atmérdjével és a dendritvégek szamaval vetettik 6ssze.

Mind a bazalis, mind az apikalis dendritfa felszine fiiggetlenll alakult a sejttest

méretétél (p > 0,05), és ezt a genotipus nem befolyasolta (42A,B abra). A bazalis és
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apikalis dendritfak felszine ugyanakkor mindkét genotipusban pozitivan korrelalt a

dendritfa alapi atméréjével, de egyez6 alapi atmérdji dendrithez transzgenikus allatban

nagyobb dendritfelszin tartozott (*p < 0,05) (42C,D abra). Hasonl6 pozitiv korrelaciot és

genotipusbeli kulonbséget (novekedést) mutattunk ki a dendritfa felszine és a
dendritvégek szama kozott is (*p < 0,05) (42E,F abra).
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42. abra. A bazdlis és apikdlis dendritfak felszine nem Kkorrelal a sejttest metszeti felszinével sem

vadtipusui, sem p21H-ras

Vall2

transzgenikus egerek CA1l piramissejtjeiben (A,B). A dendritfak alapi

atmérdi (C,D) és a dendritvégeinek szamai (E,F) ugyanakkor korrelaciét mutat a dendritfa felszinével, a
transzgenikus allatokban konzekvensen magasabb értékekkel (C-F). Linearis regresszio *p < 0,05 (A-F).
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Val12

Szinapszisszam valtozasok a p21H-ras egértorzs hippokampuszaban

A dendritstruktira megvaltozasa a szinapszisok szamanak megvaltozasahoz
vezethet (Katz és Shatz, 1996). A diszektor sztereolégiai mddszer segitségével
meghataroztuk a CA1 régié stratum radiatumaban a szinaptikus kapcsolatok
numerikus denzitasat. A két genotipusban mért érték csaknem azonos volt (vadtipusu:
32,5 x10” + 1,8 x10” vs. p21H-ras'®?: 32,7 x10” + 1,6 x10’, p > 0,05). A valtozatlan
érték a megnagyobbodott hippokampusz tikrében ugyanakkor a szinapszisok abszolut

szamanak novekedésére utal.

A p21H-ras"?'? fehérje hatdsa afferens deprivdciéban

A barrelek kiterjedése a p21H-ras'®*? transzgenikus egértérzs egyedeiben né

A IV. és llIb rétegben elhelyezkedd barrelek méretét a talamokortikalis afferenseket
jelold  VGLUT2-immunhisztokémiaval tettik lathatova (43A abra). Koronalis
metszeteken meghatarozott kiterjedésik alapjan megallapitottuk, hogy transzgenikus
allatokban mind ezek (vadtipusu: 25286,1 + 669,7 vs. p21H-ras'¥'% 30748,0 + 693,7,
*p < 0,05), mind a kdzottik 1évé interbarrel” terllet nagysaga (vadtipusu: 9981,2 +
269,6 vs. p21H-ras'¥'?: 11823,0 + 354,4, *p < 0,05) a vadtipustiakban mérthez képest
jelentdsen megnagyobbodott. A barrelek és a kozottik lévé terllet nagysaganak
aranya ugyanakkor genotipustdl fuggetlenul valtozatlan maradt (43B abra), a barrelek

kraniokaudalis helyzetétél figgetlenil (43C abra).

Az agykérgi calretinin® interneuronok egy csoportja, a double bouquet sejtek,
jellegzetesen a barrelek szélén foglalnak helyet. Kettés immunhisztokémiai
(VGLUT2/calretinin) festéssel kimutattuk, hogy ezeknek a sejteknek a helyzete a p21H-

Vall2
S

ra egerekben nem valtozik, dendritjeik vertikalisan nyulnak at a rétegeken (43D-G

abra).

85



dc_951 14
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43. abra. A
VGLUT2"
barrelek (A) és
a koztik lévd
terulet
nagysaganak
aré\r/wg(g a p21H-
ras

transzgenikus
egerek
kérgében nem
valtozott  (B),
fuggetlenul a
kraniokaudalis
elhelyezke-
déstél (C). A
calretinin®
double bouquet
sejtek mind
vadtipusu
(D,F), mind a
transzgenikus
(E.G)
allatokban a
VGLUT2"
barrelek szélén
helyezkedtek
el. A VGLUT2"
barrelekben
azonositott
retrograd
feltoltott
piramissejtek
(H,l)  dendrit-
felszinén a
VGLUT2"
boutonok
azonosithatok
(3). Atag =
standard hiba,
p > 0,05 (B,C).
Lépték: 150 um
(A), 25 ym (D-
J).
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A bajuszszdrék eltavolitasa nem valtoztatia meg a barrelek méretét

A bajuszszéroket az A, C és E sorokban megkiméltik, a B és D sorokban
eltavolitottuk (kihuztuk), majd nyolc nap mulva a fixalt agyveld tangencialis metszetein
meghataroztuk a hozzajuk tartozd barrelek méretét. Megallapitottuk, hogy a
beavatkozas sem a vadtipusu, sem a transzgenikus allatokban nem valtoztatta meg

azok méretét, a megkimélt és deprivalt barrelek mérete nem kiilénb6zétt (44. abra).

B Ng_ @@ vadtipust, megkimélt C Ng_ @@ p21H-ras, megkimélt
= [ vadtipusu, deprivalt % [ p21H-ras, deprivalt
© ©
) @
€ £
® ©
& 6000- & 6000-

4000+ 4000+
2000+ 2000+
A B C D E A B C D E
Barrel Barrel

44. abra. A tangencidlis metszeteken VGLUT2-immunhisztokémiaval azonositott barrelek (A) mérete
sem vadtipusu (B) sem p21H-rasVallz transzgenikus (C) allatokban nem valtozott bajuszszérirtas utan.
Atlag + standard hiba, p > 0,05 (B,C). Lépték: 200 um (A).

A p21H-ras“®"? egértérzs egyedeiben a bajuszszérék eltavolitésa a vadtipustiakhoz

képest kisebb mértéki dendritzsugorodast okoz

A megkimélt A barrelekben és a deprivalt B barrelekben azonositott Il/lll. rétegi

piramissejtek analizise lényeges genotipusbeli kilénbségekre vilagitott ra (45. abra).
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F6 megallapitasunk, hogy vadtipusu allatokban a bazalis és apikalis dendritfa csaknem
valamennyi szegmensének atmeérdje kisebb lett a bajuszszér eltavolitas utan (45A
abra). Ez egydutt jart mind az illet6 szegmensek, mind az egész dendritfa felszinének
csokkenésével (45C abra). A transzgenikus csoport egyedeiben csupan néhany

szegmens atmérdje csokkent (45D abra), és ez nem befolyasolta a bazalis és apikalis

dendritfak felszinét (45F abra).

A Dendritszegmensek arméréje (um) B Dendritszegmensek hosszusaga (um) C Dendritszegmensek felszine (um°)
1 2 5060200400600 6070 300 900
[ vadtipusu, megkimélt [ vadtipusu, megkimélt
1] — 81 T3 vadtipusi, deprivalt 81 = T vadtipusi, deprivalt
[ vadtipust, megkimélt
BJ E* [ vadtipusu, deprivalt Es E 2 5
= s 8 5
85 (53 Bs B
B6 [ B6 Be [
noT [ ADT b e e fl

v

Al
V2

L}

V1
V2 =

i

v R, N vs -
ol o o1 [
o2, o2 o2
o3[ ¢ os B
AD [ E— AD [
e e oF 1
so T s
D Dendritszegmensek armérgje (um) E Dendritszegmensek hosszusaga (um) F Dendritszegmensek felszine (um?)
1‘ ? 5060200400600 6070 300 900
i = 1 zikiras, dopr B P heres doprual
2] — 52 [ 52 [
B3 -ras, imé B3
==l e =] =3
* !* 5
os [ os s
B6 [ B6 B6
ADT [ apT [ | ADT =T =,
viE— v1 [ vE— |
vz vo vz [— |
v3 [ vs [ vs =
o1 = o1 ==y o1 -
oo (R N s 0r
] 03 - 0 -
AD [ AD [ —
or /11 oF 1
o] e— o o] e e

45. abra. Il/lll. rétegi komisszuralis piramissejtek mennyiségi jellemzéi vadtipusu és p21H-ras

Vall2

transzgenikus egérben bajuszszérirtds utan. A vadtipusu allatokban megfigyelt szegmens atmérd
csokkenes (A), Osszesitett bazalis dendrit és apikalis oldalfacska hosszusag csokkenés (B), valamint
kovetkezményes dendritfelszin csokkenés (C) a transzgenikus allatokban elmaradt (D-F). Atlag +

standard hiba, *p < 0,05 (A-F).
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A dendritfa kiterjedését, arborizaciojanak valtozasat tébb modszerrel is vizsgaltuk.
Az afferens deprivacio nem befolyasolta a dendrit elagazdédasi pontok dsszesitett
szamat egyik genotipusban sem (15. tablazat). Hasonléan alakult a
dendritszegmensek Osszesitett hossza a sejttesttél kilonbdzd tavolsagban 1évé
savradiuszokban is, bar a vadtipusu csoport bazalis és apikalis dendritfain is
csOkkenési tendenciat figyeltink meg, és tobb radiuszértéknél ez statisztikailag is
szignifikans volt (46. abra). Ezt a deprivacié utani dendrit denzitas csdkkenést a p21H-
ras'®'? egerekben csak kisebb mértékben detektaltuk (46B,D abra). A vadtipusu
allatokban megfigyelt, deprivacié utani, kulonb6z6 savradiuszokban megfigyelt
csOkkenési tendenciat alatamasztotta, hogy ebben a populaciéban a beavatkozas mind
a bazalis arborizacié, mind az apikalis oldalfacskak dsszesitett hosszanak (45B abra)
és térbeli kiterjedésének (16. tablazat) csékkenéséhez vezetett. A bazalis dendritfaban
a dendritvégek sejttesttél mért atlagos tavolsaga afferens deprivacioé utan genotipustol
fuggetlenul csokkent (17. tablazat). A statisztikailag jelentds, de aranyaban ugyanakkor
nem nagymérvii dendrithossz csokkenést jelzi, hogy az egyes dendrit szegmensek

szintjén a beavatkozas nem okozott azok hosszaban jelents valtozast.

E_ A o vadtipust, megkimélt g B o p21H-ras, megkimélt
g * o vadtipusu, deprivalt N o p21H-Ras, deprivalt
2 A 3
2 % ) éxé * 2 'l%‘:-\
< / é g0 ; ] / é\ i )
@ 30 /5} é\‘i’ ‘:j[’ bazalis dendrit @ 30- ,// N\ ¥ bazalis dendrit
g :é ’}‘ g / N
§’ 5 é i Ef 8
|2 |2
2 ég 2 ‘}
3 104 0% S 101 =& \

\

®

40 80 120 160 40 80 120 160
Radius (um) Radius (um)

a5 * =
5 C o vadtipusu, megkimélt 5 D © p21H-ras, megkimélt
@ o vadtipusu, deprivalt N ® o p21H-ras, deprivalt
2 2 %.
2 % apikalis 2 Vi %‘ apikalis
] % dendm ] % NN dendrit
@ 30 2 30 / <} /1 I\
£ £ 7 ‘ %
o o é
5] ) fe
N N / P /i
] 2 {A N1/
5 g ) '%'%‘% |
g <} s | § L5t
o 104 o 104 I"

&

50 100 150 200 50 100 150 200
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46. abra. A bazalls (A,B) és apikalis (C,D) dendritfak denzitasanak valtozasai bajuszszdrirtas utan
p21H- ras’® transzgenlkus egerekben. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-D).
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A p21H-ras“®'? egerekben fellépé dendrittiiske stir(iség a bajuszsz6rdk eltavolitasa

utan is valtozatlan marad

A bajuszsz6rok eltavolitdsa utan nem talaltunk kalonbséget a megkimélt és
deprivalt barrelek piramissejtieinek kilénb6zb dendrit szegmensein a dendrittliske
sriiségben egyik genotipusban sem, és az nem fliggott a sejttesttdl mért tavolsagtol
sem (47A-D abra). Megallapitottuk ugyanakkor, hogy a transzgenikus populaciéban
mért dendrittiske slirlség értékek mind a deprivalt, mind a megkimélt barrelekben
magasabbak voltak a vadtipusuakban mérteknél, ez a kllénbség fliggetlen volt a

sejttesttél vald tavolsagtol, és a deprivalt barrelekben kifejezettebb volt (47E-H abra).
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A bajuszszdrék eltavolitasa genotipustol fliggetlenil csékkenti a talamikus butonok
stirdségét a piramissejtek bazalis dendritjein

A VGLUT2" terminalisok slriisége az in vivo retrograd feltoltott Ill. rétegi
piramissejtek bazalis dendrit szakaszain a transzgenikus allatokban magasabb értéket
mutatott mind a megkimélt (vadtipust: 2,61 + 0,12 vs. p21H-ras'®*% 3,31 + 0,1, *p <
0,05, tiskék szama 10um hosszu dendritszakaszon), mind a deprivalt (vadtipusu: 2,21
+ 0,08 vs. p21H-ras'¥'?% 2,66 + 0,07, *p < 0,05) barrelekben. Ez annyit is jelentett, hogy
a deprivacié csokkentette a dendrittliske denzitast mind a vadtipusu (megkimélt: 2,61 +
0,12 vs. deprivalt: 2,21+ 0,08, *p < 0,05), mind a transzgenikus populaciéban
(megkimélt: 3,31 £ 0,1 vs. deprivalt: 2,66 + 0,07, *p < 0,05).

A p21H-ras"¥'? expresszié hatésa énkéntes fizikai aktivitdsban

A p21H-ras'¥*? protein neurondlis expresszidja tovabb fokozza az 6nkéntes fizikai

aktivitas kivaltotta dendritikus névekedést

A fixalt szeleten feltoltott sejtek (48A abra) analizise kimutatta, hogy dnkéntes fizikai
aktivitds hatasara a CA1 régio principalis sejtjeinek dendritfaja méretében valtozik.
Vadtipusu allatokban tobb bazalis szegmens, és az apikalis dendritfa néhany
szegmense megvastagodott, a sejttesttdl 50-100 um tavolsagban a bazalis
dendritszakaszok Osszesitett hossza noévekedett (49A,C abra). Transzgenikus
allatokban a fizikai aktivitds a dendritndvekedés jelei kifejezettebbek voltak: csaknem
valamennyi bazalis szegmens atmér6je a vadtipusuban talalt ndvekedésnek
tobbszorosével emelkedett, az apikalis dendritfa torzse és csucsi szegmensek szintén
megvastagodtak (49B,D abra). Ezzel egyidejlleg az apikalis dendritfa szakaszainak
Osszesitett hossza a sejttesttél 100-180um tavolsagban jelentésen megndétt, mig a

bazalis dendritfan csak kisebb mérvi ndévekedést talaltunk annak proximalis
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vadtipusu,
kontroll

vadtipusu,
onk. fiz. akt.

p21H-ras,
kontroll

p21H-ras,
onk. fiz. akt.

48. abra. Fixalt szeleten feltdltétt CA1 piramissejt felvétele (A) és leképezése vadtipusu és p21H-
ras’a? transzgenikus allatokon, kontroll csoportban és dnkéntes fizikai aktivitas utan (B). A nagy
nagyitasu felvételeken a dendrittiskék latszanak (B, jobb oszlop). Szinaptofizin-immunoreaktivitas
hippokampusz félvékony metszetén, a CA1 régié stratum radiatumaban (C). Lépték: 20 um (A,B

leképezett abrak, C), 5 um (B nagy nagyitasu felvételek).
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Az Onkéntes fizikai aktivitas nagyobb mértékben néveli a dendrittliske s(iriiséget a
p21H-ras"®'? egértdrzs egyedeinek CA1 principélis sejtiének dendritszakaszain, és ez

valosziniisithetéen emelkedett szamu szinaptofizin® profillal parosul

Vadtipusu allatokban a fizikai aktivitas a vizsgalt hippokampalis piramissejtek
apikalis dendritjen ndvelte az egységnyi dendrithosszra esé dendrittiiskék (48B abra)
slriségét (kontroll: 12,71 £ 2,01 vs. kisérleti csoport: 14,86 + 2,01, *p < 0,05, tliskék
szama 10um hosszU dendritszakaszon), mig a bazalis dendriteken nem okozott
valtozast (kontroll: 13,73 + 2,41 vs. kisérleti csoport: 14,75 + 2,34, p > 0,05). A
transzgenikus csoportban mind az apikalis (kontroll: 13,14 + 1,85 vs. kisérleti csoport:
17,01 + 1,88, *p < 0,05), mind a bazalis dendrit szakaszokon névekedést mértiink
(kontroll: 14,09 + 1,71 vs. kisérleti csoport: 18,08 + 2,35, *p < 0,05) dnkéntes fizikai
aktivitds utan. A novekedés mértéke a transzgenikus allatokban a vadtipusuban

mérteknek csaknem kétszerese volt (49G,H abra).

Félvékony metszeteinken (48C abra) megallapitottuk, hogy a transzgenikus csoport
CA1 régié stratum radiatumaban a szinaptofizin® profilok szama o©nkéntes fizikai
aktivitas utan valészinisithetéen megemelkedett (kontroll: 894,72 + 29,56 vs. kisérleti
csoport: 958,47 + 38,43, p = 0,055). A vadtipusu allatokban hasonlé valtozasokat nem
talaltunk (kontroll: 720,01 £ 21,67 vs. kisérleti csoport: 727,96 + 29,43, p = 0,755).
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49. abra (az el6z6 oldalon). Hippokampalis CA1 piramissejtek mennyiségi jellemz6i dnkéntes fizikai
aktivitas utan p21H-ras'®"? transzgenikus egerekben. A dendritszegmensek atmérje transzgenikus
egerekben nagyobb mértékben és tébb szegmensben emelkedik (A,B). Sholl analiziseink (C-F)
kimutattak, hogy a vadtipusu allatokon megfigyelt dendritdenzitds ndvekedés (C,E) transzgenikus
allatok neuronjainak apikalis dendritjén tovabb fokozédik (F). Az dnkéntes fizikai aktivitas vadtipusu
allatokban noveli a dendrittiiske siiriséget az apikalis dendriteken (G), transzgenikus allatokban ez a
novekedés nagyobb mérvii, és a bazalis dendritfara is kiterjed (G,H). Atlag * standard hiba, *p < 0,05
(A-H). Réviditések: ADT apikalis dendittérzs, B1-6, bazalis szegmensek, O1-4 oldalfacska
szegmensek, V1-3 végfacska szegmensek.

4.4. Az endokannabinoid rendszer valtozasai Alzheimer-kérban

Munkankban a 2-arachidonoil-glicerolhez kapcsolédd szignalrendszer valtozasait
kovettik nyomon Alzheimer-kérban, melyet kiegészitettliink az anandamid metabolikus
enzimeinek és TRPV; receptoranak valtozasaival. A kdvetkezbkben azon valtozasok
bemutatasara szoritkozom, melyek sajat kisérletes eredményeimen nyugszanak. (A
telies kozlemény ezen Kkivll farmokolégiai, tovabbi biokémiai és idegélettani

vizsgalatokat is tartalmaz).

A 2-arachidonoil-glicerolhez kapcsol6do szignalrendszer valtozasai

Western analizissel tett megfigyelések

A neurodegenerativ betegségek jellemzé velejaréja a szinaptikus kapcsolatok
szamanak csokkenése. Neurodegenerativ betegségben nem szenvedd idés emberek
(kontroll csoport), korai/intermedier- valamint sulyos Alzheimer-kérban elhunytak
hippokampalis mintait vizsgalva kimutattuk, hogy a preszinaptikus SNAP25 (Von
Kriegstein és mtsai, 1999) és a posztszinaptikus PSD-95 fehérje expresszids szintje a
vizsgalt neurodegenerativ betegségben csdkken (50A abra). Mig a homogenizalt
mintakban a CB; receptor szintje valtozatlan maradt, elérehaladott betegségben a 2-
arachidonoil-glicerol szintéziséért (a és [-diacilglicerol-lipaz) és lebontasaért
(monoacilglicerol-lipaz) felelés enzimek szintje megemelkedett; az ABHD6 expresszio

ugyanakkor valtozatlan maradt (50B-F; abra).
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50. abra. Pre- és posztszinaptikus markerek, valamint a 2-arachidonoil-glicerol metablimusaban
szerepet jatszd enzimek Western analizise (A). A CB1 receptor (B) és az ABHD6 enzim (E) szintje az
Alzheimer-kor elérehaladtaval nem valtozik, az a és B-diacilglicerol-lipaz (C,C;) valamint a
monoacilglicerol-lipaz (F,F1) expressziéja ugyanakkor novekszik. Az a és B-diacilglicerol-lipaz szintjeinek
kontroll esetben meglévé korrelacidja Braak2-4 stadiumokban elvész, Braak6 stadiumban negativ
korrelaciéba fordul (D). A monoacilglicerol-lipaz izoformainak korrelacidja a betegség progresszidja
soran valtozatlan marad (G). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (A-Ci, E-F1). Lineéris regresszié *p < 0,05
(D,G).

Immunhisztokémiai megfigyelések

CB; receptorokat nagy szamban talaltunk a CA1-3 régidk stratum pyramidale és
radiatum, valamint a gyrus dentatus stratum moleculare rétegében. A CB; receptor”
profilok gyakran kolokalizaltak szinaptofizinnel, egy preszinaptikus markerrel, mind
periszomatikusan (51A-A; abra), mind a disztalis dendritek mentén (51A’-A;’ abra). A
CB; receptorok preszinaptikus elhelyezkedését tovabb bizonyitotta, hogy CB; receptor®
profilok a dendrit mikrotubulusokat jel6lé (Binder és mtsai, 1986) MAP2 markerrel nem
kolokalizaltak (51A-A3’ abra). A vizsgalt receptor eloszlasa Alzheimer-kérban elhunytak
mintaiban sem valtozott. Gyakran medfigyeltik, hogy azok AB plakkok koril illetve
azokban is el6fordulnak (51B-B;’ abra), azokat a degeneracios folyamatok lathatéan

nem érintették.
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51. abra. A szinaptofizinnel kolokalizalé CB; receptor” profilok piramissejtek MAP2" sejttestei koriil (A-
As, a csillagok a sejttestetek helyét jelzik, a nyilhegyek a CB; receptor’/MAP2" profilokra mutatnak) és
apikalis dendritiei mentén (A’-A3’, nyilhegyek) helyezkednek el. CB; receptor’ végzédéseket nagy
szamban talaltunk AB" plakkok kériil és plakkban (B-Bs, nyilhegyek). Az a és B-diacilglicerol-lipaz”
profilok a MAP2" posztszinaptikus kompartmentekben helyezkedtek el (C-Cs, nyilhegyek). Lépték: 20
um (B-B3s), 12 um (A-A3), 4 um (A’-A3’, C-C3).

A 2-arachidonoil-glicerol metabolizmusaért felelés enzimek koézul a lebontd
enzimekkel kapcsolatban tettem sajat megfigyeléseket. Mig a szintézisért felelés a és
B-diacilglicerol-lipdz enzimeket MAP2" (51C-C; abra), igy vélhetéen posztszinaptikus
dendritikus  strukturakban talaltuk, a lebont6 enzimek mind pre- mind
posztszinaptikusan eléfordultak. Az ABHD6 enzimet el6sz6r mikrogliaban, majd
hamarosan idegsejtek szomatodendritikus kompartmentjében is azonositottak (Marrs
és mtsai, 2010). Jollehet Western analizissel Alzheimer-kérban valtozatlan ABHDG6
fehérje szintet allapitottunk meg, immunhisztokémiai vizsgalataink ravilagitottak, hogy

ezen jelenség mogott a neurondlis és mikroglidlis expresszio ellentétes iranyu
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valtozasai huzédnak (52. abra). Mig kontroll mintankban a principalis sejtek élénk
ABHD6-immunoreaktivitdst mutattak, a betegség el6rehaladott stadiumaiban a
piramissejtek szomatikus és dendritikus ABHD6-immunoreaktivitdsa csokkent (52A-B;
abra). A koros neurofibrillumokat tartalmazé AT8" neuronokban ABHD6 expressziot
nem azonositottunk (52C, C,; 4abra). Ezzel parhuzamosan erés ABHDG-
immunoreaktivitast figyeltink meg kisméretl sejtekben, melyeket alakjuk és ionizalt
kalcium adapter fehérje (IBA-1) tartalmuk alapjan mikrogliasejtként azonositottunk
(52B, B, abra). A mikrogliasejtek kuldndsen AR plakkokban illetve azok koérll jelentek
meg nagy szamban (52D-D, abra).

kontroll

Braak 4

Braak 6

52. abra. ABHD6-immunoreaktivitds hippokampaélis piramissejtek MAP2" apikélis dendritjeiben (A-A,,
nyilhegyek) neurodegenerativ betegség jelét nem mutatd elhunytakban. Alzheimer-kérban a MAP2*
struktirak ABHDB-immunopozitivitdsukat elvesztik, nagy szamban figyeltink meg ugyanakkor ABHD6"
mikrogliasejteket (B- Bi, nyilhegyek), melyek IBA-1l-immunoreaktivitast mutattak (Bz, nyilhegyek).
Komplementer AT8- és ABHDG6-immunoreaktivitds Braak6 stadiumu mintaban (B- B1, a nyilhegyek az

ABHD6" nyUlvanyokra mutatnak). ABHD6"/IBA-1" mikrogliasejtek AR plakkokban (D-Ds, nyilhegyek).
Lépték: 12 um (A-D3).
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53. abra. Monoacilglicerol-lipdz-immunoreaktivitas MAP2" piramissejtek sejttestében (A-Asz) és
apikalis denditie mentén, ahol a profilok CB; receptor-ko-immunoreaktivitast mutatnak (A’-As’). A
piramissejtek sejttestében detektalt monoacilglicerol-lipaz-immunoreaktivitdas a halmozédd ATS-
immunoreaktivitas ellenére — bar alacsonyabb szinten — megmarad (B-B.’). Atlag + standard hiba, *p
< 0,05 (C). Lépték: 10 ym (B-B>), 8 um (D,D1), 6 pm (A-Az,A’-A3’).

A 2-arachidonoil-glicerol masik lebonté enzime, a monoacilglicerol-lipaz mind az
idegsejtek sejttestében (53A-A; abra), mind preszinaptikusan detektalhatoé volt (53A’-
A3’ abra). Monoacilglicerol-lipaz-immunoreaktivitdst a CA1 piramissejtek sejttestében,
gyengébben az apikdlis dendritiének proximalis részében taldltunk, a dendritfa
azonban jellemz&en immunonegativ maradt (53A-A;" abra). Nagy szamban talaltunk
ugyanakkor CB; receptor’/ monoacilglicerol-lipdz® profilokat, melyek idés emberek
hippocampusanak mintaiban a lebontd enzim preszinaptikus elhelyezkedésére utal.
Megvizsgaltuk, hogy a neuronalis degeneracioé befolyasolja-e a monoacilglicerol-lipaz
expresszidjat a principalis sejtekben. A koéros neurofilamentum felhalmozodast jelzd
fokozott AT8-immunoreaktivitds csdkkent — de nem megsziiné - monoacilglicerol-lipaz-

immunoreaktivitassal parosult az érintett hippokampalis piramissejtekben (53B-C abra).
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A csokkent neuronalis expresszidval egyidében ugyanakkor szamos monoacilglicerol-
lipaz"® mikrogliasejtet talaltuk AR plakkok kozvetlen kozelében, melyek IBA-1-

immunoreaktivitast mutattak (63D,D; abra).

Anandamid metabolizmussal kapcsolatos megfigyelések

A 2-arachidonoil-glicerol mellett a kdézponti idegrendszerben az anandamid nevi
endokannabinoid is megtalalhaté. Hatasat - szemben a 2-arachidonoil-glicerollal -
ugyanakkor nemcsak CB; receptorokon, hanem a TRPV; vanilloid receptoron is képes
kifejteni, igy mas hatasmechanizmusokat és szignalrendszert képes aktivalni (Gavva
és mtsai, 2004).

Az Alzheimer-kor progresszidjaval nem talaltunk kildénbséget az anandamid
szintézisében vagy lebontasaban jatszo enzimek mennyiségében. A szintézisért felelés
N-acil-foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipaz D fehérje Western analizissel
megallapitott szintje a korai/intermedier- és sulyos stadiumu betegségben nem
kllénbdzott a kontrollokban mértekétdl (54A-C abra). Az anandamid lebontasaért
felel6s zsirsav-amid-hidrolaz expresszidja Braak 6-os stadiumban névekvd tendenciat
mutatott, de a nagyobb szoras miatt statisztikailag szignifikdns kulonbséget nem
talaltunk. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a hippokampalis
piramissejtek a TRPV; receptort expresszaljak, azok sejttestében és apikalis
dendritiében szamos esetben élénk TRPV;-immunoreaktivitast detektaltunk (54D-E,
abra). Dot-blot analizissel megallapitottuk, hogy a TRIPV; vanilloid receptor szintje
sulyos Alzheimer-betegségben emelked6 tendenciat mutat, az expresszié szintje

statisztikailag ugyanakkor nem mutatkozott szignifikansnak (54F-F; abra).
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54. abra. Alzheimer kérban a hippokampuszban az N-acil-foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipaz D
és a zsirsav-amid-hidrolaz expresszio szintje nem valtozik (A-C). TRPV: receptor CA1l piramissejtek
apikalis dendritigben (D-E», nyilak, a nyilhegyekTRPV1/MAP2" dendritszakaszra mutatnak), és
véltozatlan expresszids szintje Alzheimer-kérban (F,F1). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (B,C,F1).
Lépték: 10 um (D-Ey).

4.5.Sejtproliferacioval kapcsolatos megfigyelések a neurodegenerativ

valtozasok tiikrében

A felndttkori, koOzponti idegrendszeri neurogenezis mind a fennmaradd
neuroplaszticitas egyik pillérkdve, mind az idegrendszeri (degenerativ) karosodasok
elleni kizdelem egyik reményforrasa. Feln6tt eml6sdkben a hippokampusz gyrus
dentatus szubgranularis zongjaban, és az oldalkamra szubventrikularis zénajaban
szulethetnek Uj neuronok. Munkank elsé részében megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja
az enkefalizaciéos index és varhatd élettartam az agy neurogenikus képességét.
Tovabbi kisérleteink az Alzheimer-kérban kulcsszerepet jatsz6 human amiloid

prékurzor fehérje sejtproliferativ.  hatasat, és egy altalunk, az ember
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szaglérendszerében azonositott Uj sejtcsoport Alzheimer-kérban fellépd valtozasait

vizsgaltak.

Sejtproliferacio és differencialatlan neuronok alacsony enkefalizacios indexii

allatban

A sindiszn6 agyanak tébb fteriilete tartalmaz udjonnan sziiletett és éretlen

neuronokat

BrdU" sejteket nagy szamban azonositottunk a bulbus olfactoriusban, paleo-, archi-
és neokortexben valamennyi életkorban. Kamrafalban mind a bulbus olfactoriusban,
mind az oldalkamraban talaltunk jelolt sejteket. A hippokampusz gyrus dentatusanak
szubgranularis zonaja kilondsen a fiatal életkorban bévelkedett BrdU™ sejtekben (55.

abra).

v | W

55. abra. BrdU" sejtek a bulbaris (A) és a masodik (B) kamra faldban. A gyrus dentatusban a BrdU*
sejtjekk el6fordulasa 3 éves (C) slindisznéban nagyobb volt, mint 7 éves (D) allatban. Lépték: 100 pm.

Az éretlen neuronok megjelenitését doublecortin-immunfestéssel végeztik (Seri és
mtsai, 2004). A DCX-immunfestés a sejtek citoplazmajat, nyulvanyait is lathatova tette,
igy képet nyerhettink azok morfoldgiajarol is. A DCX" sejtek eloszlasi mintazata
hasonlitott a BrdU® sejtek eloszldsi mintazatdhoz, de a paleokortexben és
neokortexben eltérések is mutatkoztak (56-57. abrak). A bulbus olfactorius kamrai
felszinét slrlin boritottdak DCX" sejttestek (56A abra). A kamratdl tavolabb a DCX"
sejtek sirisége csokkent (a bulbus olfactorius kllsé negyedében mar egyaltalan nem
taldltunk imumnoreaktiv sejteket), de lathatéva valtak azok radier iranyu nyulvanyai
(56A &bra). Kilonosen nagy szamban taldltunk DCX' sejteket a gyrus dentatus
szubgranularis rétegében (56C abra), mig az indusium griseumban és a neokortexben

nem azonositottunk DCX" elemeket.

Eletkortél fliggetleniil talaltunk DCX* sejteket és nydlvanyokat a nucleus

accumbensben, az amygdalaban és a paleokortex Il. rétegében (56D-F abra, 57D-F
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abra). Ezen utébbi stratum densocellulareban elhelyezkedd sejtek radier nyulvanyai

hosszan kdvethet6ek voltak mélyen a lll. rétegben is. Elszortan talaltunk DCX™ sejteket

a paleokortex Ill. rétegében, mig annak elsé rétegében (56E abra) és a neokortexben
immunoreaktiv sejtek nem voltak fellelheték.

56. abra. Doublecortin-immunoreaktivitas a kétéves stindiszn6 bulbus olfactoriusaban (A), a masodik
kamra szubventrikularis zéndjaban (B), a hippocampus gyrus dentatusaban (C), a nucleus
accumbensben (D) és a paleokortexben (E,F). Lépték: 200 um (E), 100 um (A-D, F).

57. abra. Doublecortin-immunoreaktivitas a hétéves siindiszn6 bulbus olfactoriusaban (A,B), gyrus

dentatusaban (C), a nucleus accumbensben (D), a paleokortexben (E) és az amygdalaban (F).
Lépték: 200 pm (A), 100 um (B-F).
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Az életkor el6rehaladtaval a BrdU" és DCX' sejtek szama csékken, de jelentés

marad

Mind a négy vizsgalt terlleten — igy a bulbus olfactoriusban, paleokortexben,
hippokampuszban és neokortexben — a BrdU® sejtek egységnyi agytérfogatra jutd
szama fiatalabb, két és harom éves allatban jelentésen magasabb volt, mint az
idésebb, négy, o6t és hét éves allatokban (58A-E abra). Ehhez hasonléan a
kamrafalban azonositott BrdU* sejtek Osszes BrdU® sejthez vald szamaranya
valamennyi régiéban magasabb volt a fiatalabb, mint az id6sebb allatokban (58F,G
abra).

Hasonlé mennyiségi valtozasokat talaltunk az életkor fliggvényében a DCX" sejtek
esetén is (58H-L abra). Kulén megvizsgaltuk a gyrus dentatus szubgranularis, és a
paleokortex Il. rétegét, melyek legnagyobb siriiségben tartalmaztak DCX" sejteket;
ezek a vizsgalatok is az el6z6ekkel egyez6 eredményekre vezettek (58K,L). A

neokortexben ugyanakkor semmilyen életkorban nem talaltunk DCX* elemeket.
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58. abra. A BrdU" sejtek siir(isége a
bulbus olfactoriusban (A),
paleokortexben (B), hippokampuszban
(C), gyrus dentatusban (D) és a
neokortexben (E) az  életkorral
csokken, de még hétéves allatokban is
szamottev®, hasonléan a neokortikalis
(F) és  bulbaris (G) kamrafali
neuronokhoz. DCX" sejtek siirlisége a
bulbus olfactoriusban (H),
paleokortexben (1), hippokampuszban
(J), a gyrus dentatus szubgranularis
rétegében (K) és a paleokortex
masodik rétegében (L). Atlag =*
standard hiba, *p < 0,05 (A-L).
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A rosztralis migraciés utvonalban, az ependima mentén BrdU*/DCX" sejtek gazdag
csoportjat talaltuk, ahogyan azt a harom éves allatbdl szarmazé abran mutatjuk (59A-
A” d&bra). A gyrus dentatusban a DCX" sejtek csak elvétve mutattak BrdU-
immunoreaktivitast (59B-B” abra).

rosztralis
migracios
utvonal

gyrus
dentatus

59. abra. BrdU'/DCX" sejtek sokasaga a rosztralis migraciés Utvonalban haroméves tenrekben (A-
A”). A gyrus dentatusban kevés DCX' sejtben azonositottunk BrdU-immunoreaktivitast (B-B”)
kétéves slindiszndban. Lépték: 75 um.

A DCX" sejtek nem koexpresszaljak a differencialt neuronokra jellemzé markereket

A kettd- és otéves allatok agymetszetein készilt tdbbszérds immunhisztokémiai
vizsgalatok azt mutattak, hogy a pan-neuronalis HuC/D marker (Hartig és mtsai, 2009)
a gyrus dentatusban csak DCX" sejteket jelenitett meg (60A abra), és a paleokortexben
is csak elvétve talaltunk HuCD'/DCX" neuronokat (60Babra). Hasonloképpen, a
jellegzetesen idegsejteket jeldld B-IlI-tubulint és SMI311-t is csak DCX™ negativ sejtek
expresszaltdak (60C-F abra), de a GAD67", parvalbumin®, calbindin® és calretinin®
elemek is DCX-immunonegativak maradtak, mind a hippokampusz gyrus
dentatusaban, mind a paleokortexben (60G-M abra).
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60. abra. Doublecortin (Cy2, z6ld) és kiilénb6z6 neuronalis markerek (Cy3, piros) detektalasa a

gyrus dentatus szubgranularis zoénajaban (A,C,E,H,IL) és a paleokortex

(B,D,F,G,K,M), kétéves suindisznéban. Lépték: 50 pm.

A human vadtipusu amiloid prékurzor fehérje neurogenetikus hatasa

Il. rétegében

Az ingergazdag kérnyezet nem befolyasolja a human vadtipust amiloid prékurzor

fehérje expresszios szintjét.

El6z6 kisérleteinkkel 6sszhangban megallapitottuk, hogy a vizsgalt PDGF-hAPPy,

I5 egerek agyaban az amiloid prékurzor fehérje szintje kétszerese a vadtipusuakban
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mértnek (Fy3 = 70,17, *p < 0,001; 61. abra). Az ingergazdag kérnyezet ugyanakkor
genotipustdl fuggetlentl nem befolyasolta a vizsgalt protein expresszids szintjét (Fyz6=
2,26, p > 0,05; 61. abra).
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61. abra. Az amiloid prékurzor molekula C-terminalis fragmensének szintjét az ingergazdag kdrnyezet
sem a vadtipusu, sem a PDGF-hAPP; transzgenikus allatban nem befolyasolta. Atlag + standard hiba,
*

p <0,05.

A PDGF-hAPPy, 15 egerek gyrus dentatus szubgranularis rétegében a
sejtproliferacié csékken

Az oszt6dd sejteket tizenegy napon keresztul jel6ltlk intraperitonealisan bejuttatott
BrdU-val, majd egy nappal az utolsé injekcié utan végeztik mennyiségi vizsgalatunkat
az immunfestett metszeteken. Statisztikai (ANOVA) analizisiink ravilagitott, hogy mind
a genotipus (F116= 10,26, *p < 0,01), mind az allattartasi kérilmény (F; 6= 27,08, *p <
0,001) befolyasolja a sejtproliferaciot (62A-E abra). A post-hoc analizisek kimutattak,
hogy normal allathazi korilmények kozott a vadtipusu allatokban jelentésen tobb BrdU*
sejt talalhatd, mint a PDGF-hAPPy,, 15 egerek megegyez6 agyteriletén (*p < 0,001;
62A,BEabra). Ingergazdag kérnyezetben mind a vadtipusu (32%, *p < 0,05), mind a
transzgenikus allatokban (42%, *p < 0,01) jelentésen tobb BrdU" sejtet talaltunk a
normal allathazi kérilményekhez hasonlitva (62A-E abra). A genotipus és az éallathazi
kérilmények ugyanakkor egymastdl flggetlenul befolyasoltak a sejtproliferaciot,
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statisztikailag szignifikans kapcsolatot nem mutattunk ki (F; 35 = 0,003, p > 0,05), igy a

genotipusok kdzott sejtett relativ névekedés nem fedett valodi kildonbséget (62E abra).
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62. abra. A human amiloid prékurzor fehérje expresszidé és az allattartasi kérilmények hatasa a
sejtszaporulatra és a sejtek tulélésére. 1 nappal az injekcié utdn a gyrus dentatus szubgranuléris
z6najaban standard koériilmények kozétt a BrdU® sejtek szama a PDGF-hAPPy, egerekben
alacsonyabb, mig ingergazdag koérnyezetben a genotipustol fliggetlenil megndvekedett (A-E). Négy
héttel az injekcié utan genotipustol fiiggetleniil tébb BrdU™ sejtet talaltunk, azok abszolit szama
vadtipust egerekben magasabb volt (F-J). A tulélési aranyt a prolif tablazat mutatja. Atlag + standard
hiba, *p < 0,05 (E,J). Lépték: 100 uym (A-D, F-I).
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A human amiloid prékurzor fehérje expresszidja néveli az ujonnan szliletett sejtek
tulélését

A BrdU" tulélé sejtek szamat az utolsé BrdU injekcio utan négy héttel hataroztuk
meg. Mind a genotipus (F1 1= 7,48, *p < 0,05), mind az allattartasi korilmények (F1 16 =
120,60, *p < 0,05) befolyasoltak az Ujonnan sziletett sejtek tulélését. A genotipus és
az Adllattartasi korlilmények egymastdl fuggben befolyasolték a sejttulélést (Fii6 =
18,96, *p < 0,001); az allathaztartasi korilmény megvaltozasa okozta sejttulélési arany
vadtipusu és transzgenikus allatokban kilénb6z6en alakult (62F-J abra). Normal
allathazi kortlmények kozott tartott egerekben a BrdU® sejtek szama az amiloid
prékurzor fehérje expressziojatol figgetlen volt (p > 0,05; 62J abra). A kezdetben mért
BrdU" sejtek szamahoz viszonyitva a négy hetes talélési arany a transzgenikus
allatokban (52%) ugyanakkor jelentésen magasabb volt, mint a vadtipusu egerekben
(34%) (18. tablazat, Fyg= 24,14, *p < 0,001).

Az ingergazdag koérnyezet jelentésen megndvelte a tuléldé sejtek szamat mind a
vadtipusu (312%, *p < 0,001, vs. normal allathazi koérilmények; 62F,G,J), mind a
transzgenikus populacidban (175%, *p < 0,01, vs. normal allathazi kérdlmények; 62H-J
abra). A tulélé sejtek abszolit szama a PDGF-hAPPy; 15 egerekben jelentésen
elmaradt a vadtipustiakban szamoltakhoz képest (*p < 0,001; 62J abra). A BrdU®
sejtek négy hetes tulélési aranya mind vadtipusu (80%), mind transzgenikus (64%)
egerekben jelentésen javult, ha az A&llatokat ingergazdag koérnyezetben tartottuk,
genotipusbeli kuldnbséget ebben a vonatkozdsban ugyanakkor nem talaltunk (18.

tablazat, F; = 0,91, p > 0,05).

Osszességében megdllapithatjuk, hogy a human amiloid prékurzor fehérje
a hippokampusz gyrus dentatusaban. Normal allathazi kérlilmények kozott a fehérje
expresszidja csOkkenti a neurogenezist, de nodveli a sejtek tulélését. Ingergazdag
korilmények kozott tartott allatokban a sejtek proliferaciéja névekszik; ezt a human

amiloid prékurzor fehérje expresszidja ugyanakkor nem befolyasolja.

Neuronalis és glialis differencialodas az allathazi kériilmények és a human amiloid
prékurzor fehérje expresszidjanak fliiggvényében

Az utols6é BrdU injekcié utan négy héttel a tulélé sejtek differencialddasi iranyat
tobbszorés immunhisztokémiai jeldlésekkel vizsgaltuk meg (63. abra). A BrdU™ sejtek
legnagyobb aranyban mind a négy kisérleti csoportban (82,6-90,6%) NeuN" neuronok
voltak. Normal allathazi korilmények kozott a BrdU™ sejtek fenotipus szerinti eloszlasa
(NeuN™ neuron vagy S100b* asztrocita) nem mutatott genotipusos kiilénbséget (p >
0,05), mig ingergazdag kornyezetben tartott vadtipusu — de nem traszgenikus —
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egerekben a neuronalis és glidlis differencialdédas aranya megvaltozott (*p < 0,001, vs.
normal allathazi koérilmények). Ebben a csoportban az asztrocitak aranya csokkent
(normal allathazi korulmény: 12,6% vs. ingergazdag kornyezet: 4,9%), mig a
neuronoké nétt (normal allathazi kérilmény: 82,6% vs. ingergazdag kdrnyezet: 90,6%),
a BrdU’/NeuN/S100b™ sejtek aranya valtozatlan maradt (normal allathazi korilmény:

4,8% vs. ingergazdag kdrnyezet: 4,4%).
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63. abra. BrdU® sejtek fenotipusa 4 héttel az injekcid utan BrdU (A), S100b (B) és NeuN (C)
immunhisztokémia alapjan. A BrdU’/NeuN'/S100b™ (nyil), BrdU’/NeuN7/S100b" (nyilhegy) és
BrdU"/NeuN/S100b™ (csillag) sejtek aranya az allattartasi kérlimények hatasara valtozott meg a
vadtipusu és PDGF-hAPPw; egerekben (E). Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (E). Lépték: 20 uym (A-D).

PDGF-hAPPy, I5 egerekben a BrdU'/S100b" asztrocitak (0sszes BrdU® sejthez
viszonyitott) aranya jelentésen csokkent (normal allathazi korilmény: 9,4% vs.
ingergazdag kornyezet: 6,5%, *p < 0,01), mig a BrdU’/ NeuN/S100b™ (6sszes BrdU”
sejthez viszonyitott) aranya ndvekedett (normal allathazi koralmény: 3,4% vs.
ingergazdag kornyezet: 7,1%, *p < 0,01), a BrdU"/NeuN" neuronok aranya valtozatlan
maradt (normal allathazi kérdlmény: 87,2% vs. ingergazdag koérnyezet: 86,4%, p >
0,05).

Eredményeinket 6sszegezve megallapitottuk, hogy mind az allathazi koéralmények,
mind a human amiloid prékurzor fehérje befolyasolja az ujonnan sziletett sejtek
differencialédasat. Az ingergazdag kornyezet vadtipusu allatokban segitette a
neuronna valé differencialodast, ezt a jelenséget a PDGF-hAPP,: |5 egértorzs
allataiban ugyanakkor nem figyeltik meg.

Differencialatlan neuronok az ember szaglérendszerében

Az Alzheimer-kér egyik korai tlnete a szaglasi képesség karosodasa. Human
mintdkon egy Uj neuron csoportot azonositottunk az olfactoros rendszerben, nem csak

a bulbus olfactoriusban, hanem az eddig ,idegsejtmentesnek” hitt tractus olfactorius,

112



dc_951 14

valamint a trigonum olfactorium és a striae olfactoriae tertiletén. A sejtek azonositasat
egy nemrég felfedezett kalcium-szenzor fehérje, a secretagogin detektalhatésaga tette
lehetévé (Wagner és mtsai, 2000). A sejtek helyzete és morfolégidja a ragcsaldkban
leirt rosztralis migracios utvonalban azonositottakra hasonlitott. Patoldégias mintainkon
megvizsgaltuk, hogyan valtozik ezen sejtek tulélése a neurodegenerativ Alzheimer-
kérban.

Secretagogint expresszalé neuronok a tractus olfactoriusban

Az ember tractus olfactoriusanak periférias részén bipolaris sejteket talalunk,

melyek secretagogin tartalmuk alapjan azonosithatoak

A tractus olfactorius egész hosszaban 8-15 ym nagysagu, secretagogin®, bipolaris
sejteket azonositottunk annak periférias, ,héjszer(” teruletén (64A-C, abra).
Jellegzetes helyzetik alapjan a sejteket ,shell-cells”-nek neveztik el. Jéllehet nagy
szamban lattuk 6ket mind itt, mind a stria olfactoriakban, nem alkottak olyan siri
sejtlancolatot, mint a ragcsalok rosztralis migracios utvonalanak sejtjei. A bipolaris
sejtek bulbus olfactorius felé nézé nyulvanya két vagy harom, egyenlé hosszusagu
agra valt szét, melyet secretagogin tartalmuk (immunfestésik) alapjan tudtunk

azonositani (64C;-C, abra).

iracus Olguc'&“risus\ % 64. abra. Secretagogin tartalmd neuronok
olfactorius oy az ember tractus es bulbus
; olfactoriusaban (A, a piros vonal a
mintavétel hatarat jelzi a trigonum
olfactorium magassagaban, a piros kérék
a sejtek helyét mutatjak). A trigonum
olfactorium (B) és a tractus olfactorius (C)
— széli régidjaban szamos immunopozitiv
sejtet talaltunk. A bipolaris neuronok
pélusairél  nyulvanyok azonosithaték,
melyek elagazédhattak (C1-Ca,
nyilhegyek). A sejtek szama az életkortdl
és az  Alzheimer-kér  stadiumatol
fuggetlenul alakult (D). A nyilak a bulbus
olfactorius felé mutatnak (A-C,). Lépték:
250 ym (B,C), 20 ym (C1), 10 ym (C2-Ca).
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A tractus olfactorius bipolaris sejtiei preszinaptikus profilokkal boritottak, de

plaszticitas-markereket is expresszalhatnak

Human mintainkon DCX-immunreaktivitast nem tudtunk kimutatni, és a
secretagogin® sejtek a vizsgalt majomfajban is DCX-immunonegativak maradtak. A
tractus olfactoriusban ugyanakkor er8s PSA-NCAM expressziot talaltunk (65B, 66A
abra), mely a neuronalis strukturalis plaszticitas jellemzé markere. Gyakran
azonositottunk a tractus olfactorius héjszerii régidjaban PSA-NCAM*/secretagogin® és
calretinin*/secretagogin® sejteket is, melyek szama a bulbus olfactorius felé haladva
csOkkent (65B,C, 66BC abrak). A tractus olfactorius secretagogin® sejtjei gyakran
koexpresszaltak B-lll-tubulint (TUJ1-t), egy differencialatlan neuronokra jellemzé
markert, de nem expresszaltak GFAP-t, mely a vizsgalt secretagogin® sejtpopulacio

neuronalis eredetére utal (66D-E, abra).
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L human majom (egérmaki)
tractus olf. neokortex tractus olf. neokortex
MAP-2 + + + +
NeuN n.d. n.d. = +
SAT2 - + +
GAD65/67 + + + +
syn.phys. + + + +
VAMP-2 -+ + + +
SNAP25 n.d. n.d. + +
VGLUT1 nd. nd. e +
VGLUT2 nd. nd. +
VGLUT3 n.d. n.d. +
GABA,Ra1 n.d. n.d. + *

65. abra. A tractus olfactoriusban talalt periférias széli helyzetli secretagogin neuronok (A) nagy
része bipolaris alaku volt, melyek PSA-NCAM- vagy calretinin-immunoreaktivitast mutathattak (B),
ezen markerek ko- expresszodjanak gyakorisaga a bulbus olfactorius felé kozelitvecsokkent (C). A
secretagogin® sejtek (D) nydlvanyai ritkdn MAP2-immunoreaktivitdst mutattak (D), sejttestiik vagy
nyulanyuk felszinén szinaptobrevin-2* (E-E»), szinaptofizin® (F,F1), GAD65/67" (G,G1) és SNAP-25" (H)
profilokat talaltunk. Egérmakiban a secretagogin® sejttestek tdbb esetben calretinin-immunoreaktivak
voltak (1), felszinlkdn szinaptobrevin-2* (I), VGLUT1® (J,J1) és GABAARa1" (K-K) profilokat
azonositottunk. Sejtidentitas markerek és preszinaptikus markerek, receptorok listaja (L). Atlag *
standard hiba, *p < 0,05 (C). Lépték: 10 ym (B), 3 um (D,E2,F,G,G1), 2 um (D1,F1,H,1,11,J-K2).
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A tractus olfactoriusban talalt secretagogin® sejtek csak kis hanyada expresszalt
differencialt neuronokra jellemzd markereket, igy azok tobbnyire NeuN- és SAT2-
immunonegativak maradtak (65L abra), MAP2 fehérjét ritkan expresszalhattak (65D,D;
abra). Sejttestjeik és dendritjeik kdzvetlen felszinén szinaptobrevin-2*, szinaptofizin® és
GADG65/67" profilokat is azonositottunk (65E-G4,L abra). A human mintak mellett majom
(Microcebus murinus, egérmaki) tractus olfactoriusaban is azonositottunk
secretagogin® bipolaris sejteket, melyek felszinén hasonld6 neurokémiai jelleg
preszinaptikus profilokat kilonboztethettiink meg, beleértve a VGLUT1" és emellett a
posztszinaptikus receptor (GABA,Ra1%) struktirakat is (651-K, abra).
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66. abra. A tractus olfactorius secretagogin® neuronjai PSA-NCAM" matrixszal voltak boritva (A-Ag).
Bipolarisan huzédé nyulvanyaik calretinin® nytlvanyokkal parhuzamosan helyezkedtek el (B), vagy
azzal ko-lokalizaltak (C, nyilhegy). A secretagogin® sejtek B-lll-tubulint igen (D1,D2, nyilhegyek), de
GFAP-t nem expresszaltak (E-E», nyilhegy). Lépték: 20 ym (B,C), 10 uym (A,D2), 7 ym (E1) , 5 ym
(A2), 2 um (Ay).

A secretagogin expresszidjanak valtozdsai Alzheimer-kérban

Ezeket a vizsgalatokat Alzheimer-korban elhunytakbol és velik életkorban
megegyez6, de Alzheimer-kérban nem szenvedd elhunytakbdl nyert mintakon
végeztik. Az AT8" hiperfoszforilalt tau fehérjét tartalmazo olfactoros neuronok
slr(isége a Braak-stadiumokkal aranyban valtozott.

A tractus olfactorius secretagogin® sejtjei szamos esetben tartalmaztak ATS8"

hiperfoszforilalt tau fehérjét (67A-A,” abra). Medfigyeltik, hogy a secretagogin® sejtek
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szama az életkorral (67B abra), még kifejezettebben a neurodegenerativ folyamat
elérehaladtaval (67C abra) csokken. Ezzel ellentétben a bulbus olfactoriusban
azonositott secretagogin® sejtiek (68A-C dabra) szama (68C, abra), sem azok
glomerulusban képviselt aranya (68C,-C, abra) nem valtozott az életkorral.
Secretagogin® periglomerularis neuronokban nem figyeltiink meg AT8" hiperfoszforilalt
tau felhalmozddast sem, jollehet AT8" profilokat nagy szamban talaltunk ebben a
régidban (68D abra). Extracellularis AR plakkokat a bulbus olfactorius periglomerularis
régidjaban nem tudtunk detektalni (68E,E; abra).
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67. abra. A tractus olfactorius secretagogin® neuronjai Alzheimer-kérban AT8-immunoreaktivitast
mutatnak (A-A:”’), szamuk az életkorral (B) és a betegség sulyosbodasaval (B1) csdkken. Atlag +
standard hiba, *p < 0,05 (B,B1). Lépték: 20 um (A), 10 um (A1-A1”).

Kllon vizsgaltuk, megérzik-e a secretagogin® sejtek azon képességiiket, hogy
tovabbi Ca®"-k6té fehérjéket expresszaljanak. A statisztikai analizishez sziikséges
nagy sejtszam biztositasahoz granularis, kilsé plexiform és glomerularis rétegi sejteket
vontunk be vizsgalatainkba (68F abra). Mig calbindin expressziét human mintainkon
nem detektaltunk, a parvalbumin® neuronok az egészséges és Alzheimer-korban
elhunytakbél  nyert mintdkban sem  ko-expresszaltak  secretagogint. A
calretinin’/secretagogin® sejtek aranya korai Alzheimer-korban mérsékelt, de
statisztikailag nem jelent6s emelkedést mutatott, mig elérehaladott betegségben nem
tudtunk kulénbséget kimutatni (68F abra).
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68. abra. Secretagogin+ sejtek a bulbus olfactoriusban a SAT2" mitralis sejtek kozott (A, nyilhegyek). A
periglomerularis secretagogin® interneuronok calretinin-immunoreaktivitast mutathattak (B, nyilhegyek).
A secretagogin” periglomeruldris neuronok szama (C1) és aranya (C>) az Alzheimer-kor elérehaladtaval
nem valtozott, az életkorral (C3) és a betegség sulyossagaval (Ci) nem korrelalt. A bulbus
olfactoriusban a secretagogin+ neuronok AT8-immunonegativak maradtak (D), az amiloid-lerak6dassal
komplementer eloszlast mutattak (E,E1). Secretagogin ko-lokalizacidja mas kalciumkotd fehérjékkel (F).
A secretagogin® neuronok eloszlasat nem befolyasolta az APdE9 transzgenikus egérmodellben
megfigyelt AR lerakédas (G-G,). Atlag + standard hiba, p > 0,05 (C1,C,).Réviditések: GL stratum
glomerularer, EPL stratum plexiforme externum, ML stratum mitrale, IPL stratum plexiforme internum,
GRL stratum granulosum. Lépték: 300 ym (E1), 140 uym (G1), 50 um (A-C), 30 ym (D), 25 pm (G>).

A B-amiloid lerakédas nem befolyasolja a secretagogin® sejtek eloszlasat és
fenotipusat az APdE9 transzgenikus egérmodellben

Az APdE9 egerek bulbus olfactoriusaban massziv amiloid plakk lerakodast
figyeltink meg (68G-G, abra). Transzgenikus egérmodellinkben csak a bulbus
olfactoriusban tértént valtozasokat tudtuk vizsgalni, mert egerekben egy tractus

olfactoriusnak megfeleld struktira nem azonosithaté.

A transzgenikus A&llatokban medfigyelt AR lerakédas nem okozott szerkezeti
valtozasokat azok olfactoros rendszerében (68G-G, abra). A rosztralis migracios
utvonalban azonositott secretagogin® sejteket genotipustdl fliggetlentl hasonlo
szamban léptek be a bulbus olfactoriusba (vadtipusu: 6,6 + 0,6 vs. APdE9: 8,4 + 1,3,

sejtek szama/10* ym?, p > 0,1). Sem a bulbus olfactoriusban, sem a nucleus olfactorius
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accessoriusban nem talaltunk kvalitativ kildnbséget sem a sejtek fenotipusaban, sem

eloszlasukban vagy eloszlasi gyakorisagukban.

4.6. Az extracellularis matrix perineuronalis kompartmentalizaciéja és

neurodegenerativ folyamatokban betolt6tt szerepe

A kozponti idegrendszer sziik sejtkozti terét extracellularis matrix tolti ki, mely a
neuronok kuldonbozé részei korul valtozatos kémiai 0sszetételli megjelenési formakat
Olt. Kisérleteinkben arra kerestik a valaszt, hogyan fiigg az extracellularis matrix
kialakulasa a neuronok differencialtsagatél, milyen a periszinaptikus matrix allomany
kémiai Osszetétele, és hogyan valtozik, milyen szerepet jatszhat a perineuronalis
matrix Alzheimer-kérban. Figyelminket elsésorban az aggrekan és brevikan nevi
lektikanokra forditottuk, mert ezek a fejlett (differencialodott) kdzponti idegrendszer
extracellularis matrixanak legfontosabb perineuronalis és periszinaptikus komponensei

(Blosa és mtsai, 2013; Morawski, Brickner, Arendt, és mtsai, 2012).

Filogenetikai kitekintés: az extracellularis matrix rendezédése a differencialt

neuronokkal vilagra jové hazi csirke (Gallus domesticus) agyaban

Az Osszehasonlito-anatdmiai  vizsgalatok nélkulozhetetlen kiegészitéi az
emlésokben folytatott idegrendszeri vizsgalatoknak. Ebben a kisérletkérben
megmutattuk, hogy az agyi perineurondlis matrix kémiai Osszetétele a torzsfejl6dés
folyaman nagyban megdrzétt. A differencialt neuronokkal sziletd hazi csirke modelljét
hasznalva (Tombdl, 1988) bizonyitottuk, hogy a perineurondlis matrix kialakulasa az
eml6s6khoz hasonldan (Bruckner és mtsai, 2000; Murakami és mtsai, 1997; Nakagawa

és mtsai, 1987) az idegsejtek differencialodasanak idejétél fugg.

A differencialt neuronokkal sziilet6 hazi csirke agyaban az idegsejtek és azok

perineuronalis matrixa korai, parhuzamos fejlédést mutat

Lektin- és immunhisztokémia vizsgalataink kimutattak, hogy az extracellularis
matrix a tojast elhagyo egynapos csirkében mar kimutathatd, és a neuronok sejtteste
korul jellegzetes fenotipussal, perineuronalis haléként kondenzalddott. A perineuronalis
halokat HAA, SBA, VVA és SBA lektinreaktivitasuk (Hartig és mtsai, 1992), tovabba
Cat-315" aggrekan-immunreaktivitasuk alapjan azonositottuk (69. abra). A Cat-315"
aggrekan tartalmu haldkat az agyveld egész kranio-kaudalis kiterjedésében
megfigyelhettik mar a kikelés utani els6 napon (70. dbra). Az extracellularis matrix az
emlbésokben talaltaktol eltér6en (Brickner és mtsai, 1996) az idegsejtek sejtteste korul
koncentralddott, azok dendritjei €s axon inicialis szegmentjei koril nem rakodott le (69.

abra). Szériametszeteinken végzett agytérképezési munkank (brain mapping) alapjan
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megallapitottuk, hogy a kéthetes és harom hénapos hazi csirkék agyi régidiban az
extracellularis matrix altalanos eloszlasa nem valtozott, de az idegsejtek korul a
perineuronalis halok kontrasztosabba valtak, a homogénen kiterjedt matrix allomanytdl
jobban elkuldniltek (69E-J abra).

13 napos

13 napos

1 napos

13 napos

R e E R S

Cat-315,telencephalon !J

3 hénapos

69. abra. HAA" (A), SBA" (B,D) és VVA" (C) perineurondlis halok 13 napos hazi csirke agyanak
isthmikus magjaiban és a tectum opticumban. Cat-315" perineuronalis halék 1 napos (E,F), 13 napos
(G,H) és 3 honapos (1,J) allatok telencephalonjaban és isthmikus magjaiban. Lépték: 100 um (A-J).
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1 napos 13 napos Felngtt
Telencephalon
Hyperpallium apicale (Hyperstriatum acc essorium) +++ ++ +H+
Hyperpallium densocellulare (Hyperstriatum dorsale) ++ +H+ ++
Mesopallium (Hyperstriatum ventrale) a1 +H+ ++++
Nidopallium frontale (Neostriatum frontale) e ++ +H+
Nidopallium intermedium (Neostriatum s o ++ i+
intermedium)
Nidopallium caudale (Neostriatum caudale) ki it +HH
Striatum mediale (I.obus narolfactorius) -k A -
Entopallium (Ectostriatum centrale) + + ++
Perientopallidlis v (Ectostriatum periphericum) +++ ++ ++
Striatum laterale (Palaeostriatum augmentatum) +H AR ik
Globus pallidus (Paleostriatum primitivum) it + -
Arcopallium (A rchistriatum) ++ ++ e+
Hippocampus ++ 4+ +H+
Nucleus septalis medialis Ko ++ A+t
Nucleus te niae ++ ++ et
Koztiagy
Nucleus rotundus (laterilis része) +++ +H+ 4+
Nucleus r otundus (medialis része) ++ ++ ++
Nucleus triangularis ++ ++ ++
Nucleus dorsolateralis anterior (DLA) pad ++ +++
Nucleus dorsomedialis anterior (DM A) =+ ++ +H+
Nucleus dor dialis posterior (DMP) +++ -+ +++
Nucleus geniculaus lateralis, pars ventralis (GLv) ks ++ H
Nucleus geniculatus lateralis, pars dorsalis (GLd) +++ +++ +++
Kozépagy
Tectum optic um (minden réteg) A +H+ -+
Nucleus praetectalis ++ ++ et
Nucleus subpretectalis oz ++ Tt
Nucleus ovoid alis + ++ ++
A bazilis opticus gvkér magia (nBOR) ++ ++ ++
Nucleus ist hmi, pars magnocellularis (Imc) + ++ ++
Nucleus ist hmi, pars parvocellularis (Inc) +++ +H+ -+
Nucleus ruber + ++ +++
Cerebellum
Purkinie seitek i +H+ T
Stratum molec ulare (csak a diffiiz matrix festéddtt) ++++ -+ +++
Golgi seitek 0 0 +
Kisagymagok i+ ++ Tt

erds: +++, erds: ++, ki : +gvenge: 0 nincs.

A tablazatban alkalmazott némenklatira a 2004- es Avian Brain Nomenclature Forum- on meghatarozott
terminolégidnak felel meg. A mitrix jelolodésének intenzitasat a kovetkezoképpen jeleztiik: ++++, nagyon
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70. abra (az el6z6 oldalon). Kondroitin-szulfat proteoglikan tartalmt, Cat-315" perineuronalis halok
eloszlasa 13 napos hazi csirke telenkefalonjaban (A,B), kdztiagyaban (C), kézépagyaban (C,D) és
kisagyaban (E). Az életkorral az eloszlasi mintazat nem valtozik (F). Réviditések: A arcopallium, CN
kisagymagok, E entopallum, GP globus pallidus, HA hyperpallium apicale, HD hyperpallium
densocellulare, Hp hippocampus, IC colliculus inferior, Imc nucleus isthmi, pars magnocellularis, Ipc
nucleus isthmi, pars parvocellularis, M mesopallium, N nidopallium, OF optikus rostok, OM tractus
occipitomesencephalicus, OT tectum opticum, ROT nucleus rotundus, Sl striatum laterale, Sm nucleus
septalis medialis, Tn nucleus taeniae. Lépték: 5 mm (A-E).

A perineuronalis halok hasonlé tipusu idegsejtek kériil fordulnak eld hazi csirkében

és emlésbkben

Tdbb olyan idegsejt tipus koérdl azonositottunk perineurondlis haldkat hazi
csirkében, melyek emlésdkben jellegzetes képvisel6i a matrixszal korulvett neuron
populaciénak. Igy perineuronalis halokat talaltunk a membranjukban Kv3.1b kalium
csatornat tartalmazé gyorstizelé neuronok kérdl (71A-B” abra), emlitésre méltdan
olyan terilleten is — a nucleus isthmi magnocellularisban -, melynek emlésben nem
tudunk analég terlletet megfeleltetni. Ezzel ellentétben — és az emlésodkben talaltakhoz
hasonléan - nem talaltunk Cat-315" aggrekan tartalmi perineuronalis matrixot ChAT"
kolinerg és TH" monoaminerg idegsejtek korul (71C,D abra). Az emlGstkben
jellegzetesen perineuronalis haldval bird kisagyi Purkinje sejtek és kisagyi magok

neuronjai (Carulli és mtsai, 2006; Mabuchi és mtsai, 2001) hazi csirkében is hasonlo

matrix fenotipust mutattak (71E,F abra).

71. abra. Cat-315" perineuronélis halék a membranjukban Kv3.1b-t kélium csatornat tartalmazo
idegseijtek koriil a nucleus isthmi pars magnocellularisban (A-B’’). ChAT" (C) és TH" (D) neuronok koril
nem talaltunk Cat-315" matrixot. Kisagyi Purkinje sejteket kériilvevé Cat-315" perineuronalis halé (E, a
csillagok a sejttest helyét mutatjak, a nyilak a pinceau-ra mutatnak). Cat-315" perineuronalis haldk a
nucleus dentatus nagyméret(i neuronjai korul (F, a csillagok a sejttest helyét mutatjak). Lépték: 20 pm
(E,F), 10 um (A-D).
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A periszinaptikus matrix izolalt jelenléte és kémiai 6sszetétele

A kozponti idegrendszeri extracellularis matrixot a homogénen eloszlé allomanyon
kivil az idegsejtek sejtteste és proximalis dendritjei korul talalhaté perineuronalis
halokként azonositottak. Munkainkban ravilagitottunk, hogy ilyen
periszomatodendritikus haloktél fluggetlendl, izolalt szinapszisok kordl is létezhet

jellegzetes kémiai dsszetételli matrix aggregatum.

|zolalt periszinaptikus matrixhiivelyek a talamuszban

Patkany agyvelében a talamusz magcsoportjaiban az extracellularis matrixot WFA-
lektinhisztokémiaval és aggrekan-immunhisztokémiaval is feltérképeztuk, melyek
azonos mintazatot mutattak (72A-A, abra). A retikularis talamusz magban igen erés
matrixfestést talaltunk, amit a perineuronalis halok nagy szama és s(irU elhelyezkedése
okozott. Ezzel ellentétben, a specifikus magokban a matrix lektin- és immunreaktivitadsa
gyenge volt, perineurondlis haldkat csak kis szamban taldltunk (72B abra).
Azonositottunk ugyanakkor kis, 2-4 ym méret(, ovoid alaku vagy kerek gracilis matrix
profilokat (72C abra), legnagyobb szamban a ventralis érzé- (nuclei ventralis anterior et
lateralis) és motoros (nucleus ventralis posterolateralis et posteromedialis)
talamuszmagokban. Ezek a képletek 6nalléan, gydngysorszemszeriien felsorakozva,
vagy csokrokat alkotva tlntek fel a talamuszmagokban. In vivo anterograd
palyakovetéssel kombinalt immunhisztokémiaval izolalt periszinaptikus matrixot
mutattunk ki trigeminalis afferensek végzddései korul (72D-D,” abra), valamint
hasonléan — és még gyakrabban - GAD" gatlé szinapszisok kozvetlen kornyezetében
is (72D,-D,” abra).

Elektronmikroszkopos vizsgalédasaink (72E-K abra) megerdsitették a fény- és
konfokalis 1ézer szkenning mikroszképpal tett megfigyeléseinket. Matrix lerakddast
tobbféle neuronalis kompartment mentén talaltunk, legnagyobb szamban preterminalis
axonszakaszok (72F abra) és axodendritikus szinapszisok (72G,H abra), ritkdbban
nagyméretl specifikus afferensek (721 abra) és a sejttest korul is (72J abra). Az
axonszakaszok és axo-dendritikus junkciok koruli matrix strukturakat magyarul a
periaxonalis huvely elnevezéssel illettik. Megdfigyeléseinket az intracellularis térre is
kiterjesztettik: mind a dendritek (72G abra), mind a sejttest citoplazmajaban (72J
abra), de mielinhlvellyel korllvett axolemmaban is (72K abra) kimutattunk aggrekan-

immunoreaktivitast.
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72. abra. WFA" (A-Az) és HAG7D4" (A’-A2’) extracellularis matrix eloszlasa patkany talamuszaban.
Perineuronalis haldkat (B) - a nucleus reticularis thalamit kivéve — csak elvétve talaltunk, 2-4 ym méreti
ovalis profilokat (C) ugyanakkor nagy szamban azonositottunk. A nucleus sensorius principalis n. V.-bdl
(D, zbld nyil és kér) anterograd feltoltott terminalisok (D-D1”", nyil, a nyilhegy anterograd feltoltdtt boutont
nem korllvevd, a hasitott nyilhegy matrixszal kéril nem vett jel6lt boutonra mutat), és féként valamint
GAD' terminalisok kériil (D.-D2’”, hasitott nyilhegy, a nyilhegyek anterograd feltétt végzédésekre
mutatnak) izolalt HAG7D4" matrixaggregatumokat azonositottunk. A nucleus ventralis posteromedialis
ultrastruktarajat vizsgalva (E) HAG7D4" matrixot talaltunk preterminalis axonszakaszok koéril (F),
dendritekben (G, hasitott nyilhegyek) és axodendritikus junkciok (H, nyilak; G, nyilhegyek), ritkan a
nagyméretl specifikus afferensek korul (I). HAG7D4-immunoreaktivitast sejttestben (J, nyilak) és
mielinhuvelyes axonban (K, nyilhegy) is azonositottunk. Lépték: 1mm (D), 500 pm (A-A2’), 3 um
(B,C,D:-D2’”), 2 ym (E,G,J), 500nm (F,H,I,K).

Az extracellularis matrix szélséségesen periszinaptikus rendezédési formaja
az ember kéztiagyanak kiilsé térdestestében

A corpus geniculatum laterale extracellularis matrixanak szervez6dését az
aggrekan tengelyfehérije és kapcsolofehériéjének (a CRTL-1 ,link” fehérjének)
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immunhisztokémiai megjelenitésén keresztil ismertltk meg (73A-As abra).
Lektinhisztokémiaval az extracelluldris matrixot lathatéva tenni nem tudtuk; WFA®"
perineuronalis haldkat talaltunk ugyanazon metszeteken a pulvinar thalamiban (73B
abra), a kllsé térdestestben azonban nem. Aggrekan tartalmu perineuronalis haldkat -
szemben a pulvinar thalamiban megfigyeltekkel (73C abra) - a corpus geniculatum
lateraleban ugyancsak nem talaltunk, a neuronok korvonala szamos esetben mégis
kirajzolédott (73D,D, D; abra). A magnocellularis (1. és 2.) rétegek sokkal intenzivebb
matrix festédést mutattak, mint a parvocellularis (3-6.) rétegek (73A;-A; abra). A
patkany talamuszmagjaiban azonositott struktirakhoz hasonlo képleteket, HAG7D4",
CRTL-1" és Cat315" periaxonalis hivelyeket azonositottunk 10-40 um hosszu
lancsorban felsorakozva, melyek dendritek korvonalat, ritkdbban a sejttet korilvéve
utébbit rajzoltak ki (73D,D,Ds,E-F, abra). A parvocellularis rétegekben a Cat315"

profilok feltinéen gracilis, lapos flizérszer képleteket alkottak (73F, abra).

Az axodendritikus kapcsolat (szinapszis) tényleges azonositasara
elektronmikroszképos vizsgalatokat végeztink. Kimutattuk, hogy a dendritek mentén
elhelyezked6 kisméretli matrix-immunreaktiv profilok valéban szinapszisokat vesznek
korul, mig Osszefuggd matrixboritast - perineurondlis halokat - a sejttesten nem
talaltunk (73G,H abra).
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73. abra. A corpus geniculatm laterale attekinté képe, lektinhisztokémiai és immunhisztokémiai
reakcidkkal (A-As). WFA® (B) és HAG7D4" (C) perineuronalis halok a pulvinar thalamiban. A corpus
geniculatum lateraleban perineuronalis halot elvétve, intralaminarisan (D) talaltunk, a neuronok
kérvonalat HAG7D4" (D,D1,D3,G,H), CRTL-1" (E-E2) és Cat315" (F-F») periaxonalis hiivelyek (nyilak
és nyilhegyek D,D1,D3,E-E>, F1, F2 abrakon) rajzoltak ki. Réviditések: a axon, d dendrit, s sejttest.
Lépték: Imm (A-As), 10 ym (B-F2), 2 um (B), 1 um (G, nagyitott beillesztett kép), 500nm (H).

Szinaptikus markerekkel tortént tobbszords jeldléseink kimutattak, hogy a SMI-311*
dendritek (Colombo és mtsai, 1998) mentén (74F-F”) el6forduldé HAG7D4*
periaxonalis hlvelyek mind VGLUT1" serkent6, mind GAD" és parvalbumin® gatlo
végzbdések koril eléfordulnak (74C-E™abra). A HAG7D4" strukturdk CRTL-1-
immunoreaktivak voltak (74A-A’”), de legtdbb esetben Cat-315-immunonegativak
maradtak (74B-B™). Cat-315" struktirdk ugyanakkor GFAP-immunoreaktivitast
mutathattak (74G-G”’). Megallapitottuk, hogy el6fordulasuk aranyaban a GAD®
végzédések korul joval gyakrabban (38%) fordultak el6 periaxonalis hlvelyek, mint
VGLUT1" (4%) vagy parvalbumin® (6%) profilok koril (75. abra).
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74. abra. A HAG7D4" extracellularis matrix CRTL-1-immunopozitivitast (A-A’”’), ugyanakkor Cat-315-
immunonegativitast mutatott (B-B’’). HAG7D4" periaxonalis hiivelyek VGLUT1" (C-C’”), GAD" (D-
D’”) és parvalbumin® (E-E’”’) profilokat, vélhetden terminlisokat vettek kériil. Periaxonalis hiivelyek
SMI-311 dendritek mentén (F-F’”, nyilak). Cat-315" struktirdk tdbb esetben GFAP-
immunoreaktivitast mutattak (G-G’”’). Lépték: 10 ym (A-G), 5 ym (F-F’”’), 1 um (A’-E’”).
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75. abra. HAG7D4" periaxondlis hiivelyeket (nyilhegyek az A,B,C &brakon) VGLUT1" (A-A”),
parvalbumin® (B-B”), leggyakrabban GAD" (C-C”, D) profilok koriil azonositottunk. Lépték: 3 um (A-
CN).

Az  extracellularis  matrix  perineurondlis eloszlasa az ember

hippokampuszaban

Az Alzheimer- kor folyaman az allokortikalis strukturak, igy a hippokampusz koran
és jelentdsen karosodnak (Palop és Mucke, 2009). Arra kerestlik a valaszt, milyen
szerepet jatszik az extracellularis matrix, kiléndésen annak izolalt periszinaptikus
formaja a neurodegenerativ folyamatban. Ehhez meghataroztuk a kondroitin-szulfat
proteoglikdn alapu perineuronalis matrix eloszlasi térképét a hippokampuszban,
kompartmentalizaciétél figgé kémiai heterogenitasat, majd ezek ismeretében kutattuk

annak Alzheimer-kérban beallé valtozasat.

Vizsgalatainkhoz aggrekan-, brévikan- és a CRTL-1 kapcsolofehérje ellenes
antitesteket alkalmaztuk, melyeket human mintainkon validaltunk (76A-B; &bra). A
korabban, altalunk is vizsgalt allatfajokban talaltakkal &sszhangban az ember
hippokampuszaban is azonositottunk perineurondlis haldkat (76C-F; abra), melyek
foként parvalbumin®, de mindeddig nem ismert mddon calretinin® és calbindin®
interneuronok  koérll is el6fordultak (77. abra). Periaxonalis hivelyeket is
azonositottunk, melyek jellegzetes regionalis eloszlast, és a pre- és posztszinaptikus

részek korul kémiai heterogenitast mutattak.

127



dc_951 14

A B B, B, \
G3
—p == 50kDa ‘
—»> (.- 250kDa
anti-brévikan o —> |w=| 41kDa =
N-terminalis —— ; it G
50kDa szegm. -» 150kDa e kondroitindg el — k?néﬂ?'t',nf,z,ﬁmh :
H g - = ‘ sl 2 :
e — = 38 B AN | [T
— y 5 i A o=
anti-CRTL-1 =) 3 & B AB1031 e
o J (&) <! J e
G1
anti-HAG7D4 i
aggrekan i}, !eb
‘B G2
anti-AB1031 KS
aggrekan 8
anti-Cat-301
aggrekan
G3

76. abra. A hasznalt antitestek epitdp felismerési helyei (A, a folyamatos vonalak az ismert, a szaggatott
vonalak a vélt felismerési helyeket jelzik). Western blottal igazoltuk a brévikan (B), a CRTL-1 fehérje
(B1) és az AB1031 antitesttel detektalt aggrekan (B:) jelenlétét human hippokampalis mintainkon. A
perineuronalis halok CRTL-1- és HAG7D4-immunoreaktivitast mutatnak (C-Es), a brévikan nem allandé
komponense a struktiranak (E-E3). Human post mortem mintainkban a kondroitindz kezelés nem
valtoztatta meg az aggrekan tartalmu perineurondlis halék fenotipusat (F-F.’), de a WFA jeldlés teljes
eltinéséhez vezetett (F3-G’). Roéviditések: CS kondroitin-szulfat oldallancok, G1/G2 N-terminalis
globularis domének, G3 C-terminalis globularis domén, IGD interglobularis domén, KS keratan-szulfat
oldallanc, L CRTL-1 kapcsoléfehérje. Lépték: 100 um (G,G’), 10 uym (Cs,Es, F-F3’), 5 um (D3).
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77. abra. Az ember hippocampusaban talalt aggrekan tartalmi perineuronalis halok calbindin® (A),
leggyakrabban parvalbumin® (Ai-E) és calretinin® interneuronok (F-G; a nyilhegy az F a&bran
perineurondlis haléval koriilvett, az iires nyilhegy perineurondlis haléval nem koriilvett calretinin®
interneuronra mutat) korul is el6fordulnak. A parvalbumin-immunoreaktivitas és a perineuronalis halok
kolokalizaciés gyakorisdga sokkal magasabb parvalbumin® (Asz), mint calretinin® (F1) sejtek koriil,
perineurondlis halé nélkili parvalbumin® interneuront mindazonaltal tébb esetben is azonositottunk
(nyilhegy a B &bran, E). CRTL-1" perineuronalis halé6 GAD65/67" interneuron kérill (H, nyilhegyek).
Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (As, F1). Lépték: 10 ym (A1-H), 2 ym (A).

A posztszinaptikus oldali matrix megjelenési formdja és 6sszetétele

Az aggrekan alapu matrix perineuronalis halokat jeldl és posztszinaptikus strukturak

kériil kondenzalodik

Az aggrekan molekula kondroitin-szulfatban gazdag régiojat (AB1031 és Cat-301)
vagy N-terminalisat (HAG7D4) felismerd antitestek alkalmazasaval megallapitottuk,
hogy perineurondlis halok az ember hippocampusanak valamennyi rétegében

el6fordulnak, de piramissejteket nem jeldinek (78A-A, abra). Legslribben a CA1 régid
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stratum oriensében, de a stratum radiatumban és lacunosum-moleculareban is nagy
szamban azonositottunk perineuronalis haldkat (78A, abra). Az entorhinalis kérget a
strata principales élénk immunoreaktivitdsa alapjan tudtuk megbizhatéan azonositani
(78A abra). Fenotipusat tekintve talalkozunk éles konturu ,klasszikus” (78B abra), de
diffuz (78C abra) tipusu (Wegner és mtsai, 2003) perineuronalis haldkkal is, melyek a
dendriteket akar 50 ym hosszan is kisérték (78B-F abra). Perineuronalis haldkat
jellegzetesen parvalbumin® sejtek koril talaltunk (77A-E abra), de — ellentétben az
eddig vizsgalt fajokkal tapasztaltakkal (Brickner és mtsai, 1996; Hartig és mtsai, 1994)
— az ember hippocampusanak calretinin® interneuronjainak egy részét s
periszomatikus matrix boritotta (77F,F;,G abra). Elektronmikroszkopos vizsgalataink
(78G-1 abra) ravilagitottak, hogy az aggrekan tartalmu extracellularis matrix a
szinaptikus kapcsolatoknak jellegzetesen a posztszinaptikus oldalan halmozédott fel,
dendritek és dendrittiskék korul (78H,1 abra), mas esetben az egész szinapszist

tokszerten koruldlelte (78G abra).

Cat-301—
E. %A1

o Im

¢\

e AB1031
o Cat-301
o HAG7D4

78. abra. AB1031" (A), HAG7D4" (A;) és Cat-301" aggrekan tartalm( perineuronalis halék eloszlasi
térképe (A-Az) az ember hippokampuszaban. A ,klasszikus” erés kontuard halék mellett (B,D,E,F)
diffuz tipusu (C) perineuronalis haldkat is azonositottunk a hippokampusz kiilénb6z6 rétegeiben. Axon
inicidlis szegmenset koriilvevé AB1031" matrix (Bi1). Aggrekan tartalmi HAG7D4" matrix
posztszinaptikus dendritszakaszokon (G,H, nyilhegyek) és dendrittiskék kordl (I, nyilhegyek) jelent
meg. Réviditések: ax axon, CAl-4 cornu Ammonis régiok, d dendrit, DG gyrus dentatus, EC
entorindlis kéreg, f fimbria hippocampi, Im stratum lacunosum moleculare, ori stratum oriens, rad
stratum radiatum, s szinapszis, Sub subiculum, sp dendrittiske. Lépték: 500 pm (A,A1), 10 ym (B-F) ,
4 uym (B1) , 500 nm (G) , 250 nm (B-F).
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A preszinaptikus oldali matrix megjelenési formdja és 6sszetétele

A CRTL-1" struktarak izolalt periaxonalis hiivelyként jelentkeztek serkenté és gatlo

szinapszisok kortil

CRTL-1" perineuronalis halokat kisebb slriiségben, de az aggrekan® perineuronalis
halokhoz hasonld eloszlasban azonositottunk az hippokampuszban (79A-E abra). Az
aggrekan-immunfestésekkel ellentétben ugyanakkor nagy szamban talaltunk
periaxonalis huvelyeket, kiemelten sirlin a gyrus dentatusban és az entorhinalis
kéregben (79A-As,F-G; abra). Ultrastrukturalis elemzéseink kimutattak, hogy a CRTL-
1" extracellularis matrix mielinhtivelyes axonokon axolemmajaban (79H,l abra), még
jellegzetesebben a szinapszisok koéré téomoérilve (79J,K abra) fordult el6. Nagy
felbontasu konfokalis l1ézer-szkenning mikroszkopia segitségével megallapitottuk, hogy
a legproximalisabb inter-neuronalis kapcsolatokat hordozé sejttest és a disztalisabb
szinapszisokat kapdé dendritek perineuronalis matrix allomanyba vannak beagyazva

periszinaptikus matrixot VGLUT1" serkent6 szinapszisok koril (790 abra).
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79. abra. CRTL-1-immunoreaktivitas (A), CRTL-1" perineuronalis halok (A1) és periaxonalis hiivelyek
(A2) eloszlasi térképe és gyakorisaga (As) a hippokampusz formacié kiilénbézé teriiletein. CRTL-1"
perineuronalis haldk (B) és peridendritikus huvelyek (B;) a stratum radiatumban, a stratum
pyramidaleban (C,D) és oriensben (E). Periaxonalis huvelyek, (F,G, nyilhegyek) legnagyobb
gyakorisaggal az entorinalis kéregben (F,G1) és a gyrus dentatusban (G, nyilhegyek, G1) fordultak el6.
CRTL-1-immunoreaktivitdas mielinhiivelyes axonban (H,l, nyilhegyek), termindlis axonszakasz (J,
nyilhegyek) és axodendritikus junkcié (K, nyilhegyek) koriil. GAD* és VGLUT1" végzédések CRTL-1"
perineurondlis haléba agyazva (L,Li, nyilhegyek). GAD® profilok HAG7D4'/CRTL-1" diffiz tipusu
perineuronalis haléba (M,Mi, nyilhegyek) és peridendritikus hlvelybe (N,Ni, nyilhegyek) agyazva.
CRTL-1" periaxonalis matrix VGLUT1™ terminalis kériil (O, nyilhegyek). Atlag + standard hiba, *p < 0,05
(G1). Réviditések: ax axon, CA1-4 cornu Ammonis régiok, d dendrit, DG gyrus dentatus, EC entorinalis
kéreg, EPS stratum principale externum, f fimbria hippocampi, gran stratum granulosum, IPS stratum
principale internum, mol stratum moleculare, ori stratum oriens, Paras parasubiculum, plex stratum
plexiforme, Pres presubiculum, Pros prosubiculum, pyr stratum pyramidale, rad stratum radiatum, s
szinapszis, Sub subiculum. Lépték: 500 ym (A), 20 ym (F), 10 ym (B,C,L,L1,M,M31), 5 ym (D,E), 2 pm
(B1,G,N,N1,0), 250 nm (1), 100 nm (H,J,K).
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A brévikan alapu matrix a preszinaptikus oldalon halmozédik, &sszefiiggd

perineuronalis halékat az emberi hippocampusban csak ritkan alkot

Brévikan®™ perineuronalis halokat csak elvétve talaltunk a CA1-CA4 régiok stratum
radiatumaban és stratum oriensében (80A-C; abra). Ezzel szemben izolaltan, vagy
lancszemszerlien felsorakozva talaltunk a CRTL-1-immunhisztokémia térképhez
hasonld morfologiaju és eloszlasu kis, kerek matrix profilokat, kiemelkedé szamban a

gyrus dentatusban és az entorhinalis kéregben (80A,A;,As,D-D3 abra).

A évikan, 50 kDa (B50)

CA3 rad

& 5%
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W

AT

LS. g
peridendritikus hiively —
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100+
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B mol #++ ++ ori ++ ++ ++ Pros + EPS++
g gran + pyr + ++ + Sub + IPS ++
2 plex+++ rad ++ ++ + Pres +

Im  ++ ++ + Paras +
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80. abra. Brévikan-immunoreaktivitas (A), brévikan® perineurondlis halék (A;) és periaxonalis
hivelyek (A;) eloszlasi térképe és gyakorisaga (As) a hippokampusz formacié kilénbozd teriletein.
Brévikan® perineuronalis haléval (B,C) és peridendritikus hiivellyel (Ci) ritkan talalkoztunk,
periaxonalis huvelyeket (D, D1 és Dy, nyilhegyek) azonban nagy szamban azonositottunk, legnagyobb
s(ir(iségben a gyrus dentatusban és az entorinalis kéregben (D3). Brévikan" matrixot a preszinaptikus
oldalon (E, nyilhegyek), axon pretermindlis szakasza korul (F, nyilhegyek, G) és mielinhiivelyes
axonokban (H,l, nyilhegyek) azonositottunk. Atlag * standard hiba, *p < 0,05 (Ds). Réviditések: ax
axon, CA1-4 cornu Ammonis régiok, d dendrit, DG gyrus dentatus, EC entorinalis kéreg, EPS stratum
principale externum, f fimbria hippocampi, gran stratum granulosum, IPS stratum principale internum,
mol stratum moleculare, ori stratum oriens, Paras parasubiculum, plex stratum plexiforme, Pres
presubiculum, Pros prosubiculum, rad stratum radiatum, s szinapszis, sp dendrittiske, Sub
subiculum. Lépték: 500 um (A), 10 ym (B,C), 5 ym (D), 4 um (C,D4,D>), 500 nm (1), 250 nm (E-H).
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Elektronmikroszképos elemzésunk ravilagitott, hogy a brévikan™ extracellularis matrix a
szinapszisok preszinaptikus oldalara korlatozodik, a posztszinaptikus strukturakra nem
terjed ki, dsszeflggé matrixburkot neurondlis kompartmentek kordl kiterjedten nem
alkot (80E-G abra). Az intracellularis terek kozul mielinhuvelyes axonok

axolemmajaban talaltunk brévikan-immunoreaktivitast (80H,l abra).

Az extracellularis matrix valtozasai Alzheimer-kérban

Kilénb6z6 stadiumua (Braak 0/1 — Braak 2/4 — Braak 5/6) Alzheimer-kérban elhunyt
betegekbdl, valamint hasonlé kora, Alzheimer-kérban nem szenvedd idésekbdl nyert
mintakon kimutattuk (2. tablazat), hogy az aggrekan, a CRTL-1 kapcsolofehérje és a
brévikan expresszidja a betegség korai/intermedier stadiumaban mérsékelten csdkken,
majd a koér végsé stadiumaban megemelkedik (81A-B; 4&bra). A valtozasokat
strukturalis vizsgalatoknak vetettlik ala. Arra kerestlik a valaszt, hogy az Alzheimer-
kérra jellemzé hisztopatoldgiai elvaltozasok, igy extracellularis 3-amiloid plakkok és
intracellularis  hiperfoszforilalt tau lerakddasok kézelében megvaltozik-e a
kondroitinszulfat-proteoglikan alapu matrix eléfordulasa vagy megjelenési formaja.
CRTL-1" periaxondlis hivelyek amiloid béta plakkok kozelében valtozatlanul
eléfordultak (81C-D, abra). Mennyiségi analizissel bizonyitottuk, hogy periaxonalis
huvelyek Braak 5/6 stadiumu szOvetekben azonos siriségben fordulnak el6 a
hiperfoszforilalt tau fehérjét jelolé AT8" dendritek mentén (81F,,F3,G abra), mint kontroll
mintakban MAP2" dendritek mentén (81E-F;,G abra). Az extracellularis matrix masik
jellegzetes megjelenési formajat, a perineuronalis halokat vizsgalva megallapitottuk,
hogy azok AT8" sejttestek koril nem fordulnak el6, a CRTL-1- és ATS8-

immunhisztokémiai jeldlés komplementer eloszlast mutatott (81H abra).
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81. abra. Brévikan, aggrekan (AB1031) és CRTL-1 fehérje detektacioja Western blotting médszerrel
kontroll és Alzheimer-kérban elhunytak hippokampalis mintaiban (A). A betegség el6érehaladott
stadiumaban a brévikan és a CRTL-1 fehérje szintjie megemelkedett (B,B1), az aggrekan fehérje
esetén statisztikailag szignifikans valtozast nem tudtunk kimutatni (B»,B3). CRTL-1" periaxonalis
hiivelyek MAP-2" dendrit mentén kontroll mintaban (C, nyilhegyek). CRTL-1"/brévikan® periaxonalis
hiivelyek AB plakkok kézvetlen kdzelében Braak VI stadiumu mintakban (D-D2, nyilhegyek). CRTL-1"
periaxonalis hilvelyek AT8" dendritek mentén (E-E,, nyilhegyek, F-F1, nyilhegyek), melyek siiriisége
nem kiilénbdzik (G) a kontroll mintakban MAP2* dendritek mentén azonositott periaxonalis hiivelyek
(F2-Fs, nyilhegyek) siir(iségétsl. CRTL-1" perineuronalis halokat AT8 sejtek koriil (b) azonositottunk,
AT8" sejttestek koriil (a) nem (H, a nyilhegy a perineuronalis haléra mutat). Atlag + standard hiba, p >
0,05 (G). Lépték: 2 ym (C-D2,H), 1,5 uym (E-F>).

A fehérje expresszié és a matrixstruktura valtozasai az APdE9 transzgenikus

Alzheimer-koér egérmodellben

A human mintdkon végzet biokémiai vizsgalatokat az Alzheimer-kor patoldgiai
térténéseit modellezd APdE9 egértdrzsben is elvégeztik (82. abra). Hét- és tizhdnapos
allatokat vizsgalva ugy talaltuk, hogy a CRTL-1 és brévikan fehérjék szintje el6szo6r
csOkken, majd emelkedik, mig az aggrekan fehérje expresszidéja folyamatos
emelkedést mutat (82A-D; abra). Vadtipusu allatokban pozitiv korrelaciét talaltunk a
brévikdn és a VGLUT1 fehérje szintjei kdzott. Transzgenikus mintainkon ez az
Osszefliggés eltlint, ugyanakkor a brévikan és VGAT fehérjék korrelaciéja fennmaradt,
bar alacsonyabb értékeken (82E-F, abra). Jollehet a hasznalt egérmodell — hasonldan
barmilyen mas egérmodellhez — nem alkalmas az Alzheimer-kér teljes
patomechanizmusanak leképezésére, az egér- és human mintadkon talalt valtozasok

hasonlésagai szembeszdkdek.
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82. abra. Brévikan, aggrekan (AB1031) és CRTL-1 fehérje detektacidja Western blotting médszerrel 7
honapos (A-B3) és tiz honapos (C-Ds) APdE9 transzgenikus egerek hippokampuszaban. Tiz hénapos
allatban az aggrekan fehérje szintie a transzgenikus allatokban a vadtipustakhoz képest
megemelkedik (D2). Szemben a CRTL-1 és az aggrekan (AB1031) expressziéval, a brévikan
proteoglikan szintje pozitivan korreldl a VGLUT1 mennyiségével vadtipusu allatokban, ami a
transzgenikus allatokban megvaltozik (E-Ez). A brévikan szintje genotipustdl fiiggetlendl korrelalt a
VGAT expresszios szintjétdl, trannszgenikus allatokban ugyanazon VGAT értékhez nagyobb brévikan
expresszids érték tartozott (Es-Es). Periaxonalis hiivelyek (F, nyilhegyek) AR’ plakkok kézvetlen
kdzelében is eléfordulnak (G-Hi, nyilhegyek), melyek VGAT" (I-ls, nyilhegyek) és VGLUT1" (J-Ja,
nyilhegyek) profilokat fogtak kériil. Atlag + standard hiba, *p < 0,05 (B-B3,D-Ds). Lépték: 4 ym (F,G), 2

um (|), 1,5 um (H,H1,|1-|3,J-J2).

A matrix mintazatat jellemz6 morfolégiai eredményeink szintén hasonlésagot mutattak

a human szdvetben taldltakkal, periaxonalis huvelyeket nagy sirlségben talaltunk
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extracellularis f3-amiloid plakkok kozvetlen kozelében (82F-I).

mindazonaltal nem zarja ki, hogy egy elpusztult, funkciojat vesztett szinapszist zarna
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kéral egy fennmaradt matrixstruktira. Ennek tisztazasara  tébbszoérds
immunhisztokémiai jelolést végeztiink, és megallapitottuk, hogy a CRTL-1" és
brévikan® izolalt periszinaptikus hlvelyek VGLUT1" és VGAT"® pozitiv profilokat
vesznek korul, melyek neurotranszmitter leadasara alkalmas szinapszisok jelenlétére
utalnak (82J-K, abra).
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5. Megbeszélés

Munkamban az idegsejtek és szinapszisainak Alzheimer-kérban fellépé
funkcionalis-anatémiai, proliferaciés és plasztikus képességeinek valtozasait
vizsgaltam transzgenikus egértérzsekben és mas eml6s kisérletes allatmodelleken,
valamint human mintadkon. Kisérleteimmel a betegség két f6 patobiokémiai és
patohisztolégiai jelensége, a kéros amiloid metabolizmus és tau fehérje foszforilacio
hatasat céloztam jobban megérteni. Megallapitottam, hogy az amiloid lerakédashoz
vezetd§ vagy ahhoz nem vezet6 amiloid prékurzor fehérje expresszidja eltérd, sok
tekintetben ellentétes funkcionalis anatémiai valtozasokat valt ki a kérgi neuronok
szerkezetében és inter-neuronalis kapcsolataiban. Az Alzheimer-kor korai stadiumaban
fellepd citoszkeletalis elvaltozasokat téli almot alvé emlésdkben, és a ndvekedési
faktorok szignal transzdukcidjaban kulcsfontossagu p21H-ras fehérje expresszio
hatasainak leirasaval vizsgaltam. Bizonyitottam, hogy a koros neurofibrillum képz6&dés
kompartmentspecifikus velejar6ja a szinaptikus regresszionak, mig a citoszkeletalis
elvaltozasokért felelds p21H-ras fehérje expresszidja koordinalt neurondlis és
szinaptikus ndvekedést valt ki a differencialt idegrendszerben. Az endokannabinoidok
vizsgalata soran a lebontd metabolizmus és a neuron-glia interakcid lehetséges
megvaltozasat mutattam ki Alzheimer-kérban. Plasztikus neurokémiai jegyeket mutato
neuronokat és azok szelektiv kdrosodasat azonositottam elséként Alzheimer-kérban az
ember tractus olfactoriusaban, mely a betegségben tapasztalt szaglas zavarokban
birhat jelentdséggel. A periszinaptikus régidval kapcsolatos vizsgalataimmal
ramutattam az extracellularis matrix egyedi szervezbdésére és a neurodegenerativ

betegségben betdltott szinaptoprotektiv szerepére.

5.1. Az  amiloid prékurzor fehérje neuromorfogenezisben és

sejtszaporodasban megfigyelt aspektusai

Az amiloid prékurzor fehérjét és annak fragmenseit az amiloidogén metabolizmus,
legféképp az AB fragmens hatasainak tukrében vizsgaljak. Kisérleteinkben kuldonbdzé
szintl, human és mutans, amiloidogén és nem amiloidogén expresszidos hatasokat
elemeztink. Ezekkel a kisérletekkel torekedtliink az amiloid prékurzor molekula élettani
és patolégias metabolizmusanak hatasait az agykéregben a neuronok modellezése

segitségével nyomon kovetni.

Fiziolégias human amiloid prékurzor molekula expresszié a piramissejtek

morfogenezisének tiikrében. Neuroprotektiv aspektusok

Az amiloid lerakddasban fellelheté proteinek az amiloid prékurzor fehérje

megvaltozott metabolizmusanak termékei. A prékurzor molekula ©énmagaban
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ugyanakkor szamos fizioldgias sejtbioldgiai funkcidban télt be szerepet (P. R. Turner
és mtsai, 2003). Els6 kérdéskorinkben azt kivantuk vizsgalni, hogyan befolyasolja a
human amiloid prékurzor fehérje fiziologias szintli expresszidja a neuronalis
névekedést. A kommisszuralis piramissejtek kilondsen érzékenyek az Alzheimer-
kérban torténd valtozasokra (Hof és mitsai, 1995). Ez a tény, valamint homogén
dendritikus mintazatuk (Duan és mtsai, 2002; Soloway és mtsai, 2002) inditott minket
arra, hogy az egész sejtre kiterjedd térbeli rekonstrukciéhoz ezt az idegsejt populaciot
valasszuk a transzgenikus fehérje expresszié okozta valtozasok nyomon kdvetésére. A
B6-Py8.9 egértorzs idealis vizsgalati alanynak bizonyult, mert a transzgenikus human
fehérjét az endogénhez hasonldé - tehat fiziolégias — szinten expresszalta.
Feltételezzik, hogy a transzgenikus fehérje fiziolégias metabolizmus utjan fejtette ki
hatasat, mert agymintainkban az endogén molekulahoz hasonléan mind membranhoz
kotott, mind szolubilis formaban azonositottuk, melyek mindkét formajukban egyarant
trofikus hatastak (Qiu és mtsai, 1995). A vizsgalt egértdrzs egyedeiben Alzheimer-
kérra jellemzd hisztopatoldgiai elvaltozasok nem talalhatéak (Lamb és mtsai, 1993), igy
a dendritfaban fellépé morfoldgiai, és a kéregben talalt inter-neuronalis kapcsolatokat
jellemzé valtozasokat nagy biztonsaggal a transzgenikus human amiloid prékurzor
fehérie és annak fiziolégiasan keletkez6 fragmensei okozta hatasoknak
tulajdonithatjuk.

A piramissejtek  dendritfagjanak  proximalis és  kdzépsdé részében a
dendritszegmensek elagazodobbak lettek, megrovidultek, atmérdjuk ugyanakkor
novekedett, mely a bazdlis dendritek esetében azok felszinének ndvekedéséhez
vezetett. A dendritikus felszin nagysaga a szinaptikus kapcsolatok szamaval szigoru
korrelaciét mutat (Colonnier, 1968; Feldman, 1975; M. L. Feldman és Dowd, 1975;
Muller és mtsai, 1984). Feltételezzik, hogy a human amiloid prékurzor protein
fizioldégias szintl expresszidja a dendritfa alakjat ugy modositja, hogy Uj szinaptikus
kapcsolatok kiépulését segitse eld. A valtozasok abban a dendritikus régidban
torténtek, ahol a szignalcsokkenés kisebb mérvii a disztalis kompartmentekhez képest
(P. Anderson és mtsai, 1987; Henze és mtsai, 1996). A dendritfa elagazédasi
mintazatanak valtozasa 6sszecseng azon tanulmanyokkal, melyek amiloid prékurzor
fehérje deficiens allatokban csokkent dendritikus arborizaciot és szinaptikus
plaszticitast allapitottak meg (Seabrook és mtsai, 1999). In vitro vizsgalatok a prékurzor
fehérje axon kindvésben és elongacioban betoltétt szerepét hangsulyozzak (Ohsawa
és mtsai, 1997; Salinero és mitsai, 2000; Small és mitsai, 1994). Mig a
dendritszegmensek szamanak szaporodasa ezekkel az eredményekkel 6sszhangban
allhat, az altalunk medfigyelt dendritfa- és szegmens rdvidulés az in vivo hatasok
eltéréségére hivja fel a figyelmet.
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A szinapszis szam novelésének elémozditdsara nemcsak a dendritfelszin
ndvekedése, hanem a neuromodulator hatasu, permissziv katekolaminerg végzédések
szamanak ndvekedése is utal. Novekedést tapasztaltunk ezen kivll a piramissejtek
kommisszuralis axonjain az en passant boutonjainak szamaban, melybdl arra
kovetkeztetink, hogy a human amiloid prékurzor molekula expresszioja noveli a
principalis sejtek efferens, kommisszuralis kapcsolatainak szamat.

A prékurzor fehérje expresszidjanak hatasait degeneraciéos és stimulacids
korulmények kozott is megvizsgaltuk (utdbbit a kovetkezé alfejezet taglalja). A
dendritek morfoldgiaja nagyban meghatarozza és tikrdzi vissza az idegsejtet eléré
afferens informaciok szamat és jellegét. A bejové ingerlleteknek nem passziv
tovabbitoi, ellenkezbleg, azok dinamikus integrator strukturainak tekintjuk Oket
(Hausser és mtsai, 2000). Mar korai tanulmanyok kimutattak, hogy az idegsejtek
dendritfainak alakja feltinben megvaltozik, ha afferenseiktél megfosztjuk 6ket, vagy
ellenkezéleg, ha Uj primer afferensekkel gazdagodnak (Feng és Rogowski, 1980;
Valverde, 1971).

Deprivacios kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a human amiloid prékurzor fehérje
csOkkenti vagy megakadalyozza a bajuszszér eltavolitdas okozta dendrit degeneraciot.
Vadtipusu allatokban mind az apikalis-, mind a bazalis dendritfa szegmensei jelentésen
zsugorodtak, amit els6sorban az atmérék csokkenése okozott. A B6-Py8.9
transzgenikus egerekben az apikalis dendritfa oldalfacskainak morfolégidja a
vadtipusuval szemben ugyanakkor nem mutatott degenerativ jelenségeket, miként a
bazdlis dendritfa Osszesitett hossza sem csdkkent. Ezen morfologiai valtozasok
allhatnak a prékurzor fehérje azon protektiv, a kritikus sértlési periddust athidalni
seqitd hatasai mdgott, melyekre korabbi ischaemias és toxikus karosodast vizsgald
tanulmanyok is felhivtdk mar a figyelmet (Masliah és mtsai, 1998; Smith-Swintosky és
mtsai, 1994).

A nem amiloidogén human amiloid prékurzor fehérje expresszié hatasai a

fizikai aktivitas elbidézte dendritogenezisben

Az Onkéntes fizikai aktivitas (Nithianantharajah és Hannan, 2006; Stranahan és
mtsai, 2007), az ingergazdag kdrnyezet (Bindu és mtsai, 2007; Faherty és mtsai, 2003,
Leggio és mtsai, 2005; Workman és mtsai, 2009) plasztikus valtozasokat indit el a
kdzponti idegrendszer neuronjaiban, mely azok morfoldgigjaban, mikodésében, végul
az allat kognitiv képességeiben is visszatlikrozodik. A kognitiv képességek és az
amiloid prékurzor fehérje metabolizmusa nem fluggetlen egymastdl. Ingergazdag

koérnyezetben a neuronalis aktivitds megvaltozasa csdkkenti az AR szintet és az amiloid
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lerakédast, mérsékli utébbiak kognitiv képességek rontd hatasait (Bimonte és mtsai,
2002; Costa és mtsai, 2007; Lazarov és mtsai, 2005; Wolf és mtsai, 2006).

Vizsgalatainkban arra kerestik a valaszt, hogy a human amiloid prékurzor fehérje
expresszidja hogyan befolyasolja az onkéntes fizikai aktivitas pozitiv kozponti
idegrendszeri hatasai mogott meghuzdédd  neuromorfolégiai  valtozasokat.
Kisérleteinkhez olyan egértérzset (PDGF-hAPPy,;) valasztottunk, melyben a
transzgenikus fehérje expresszidjanak szintje az endogénnek kozel kétszerese. Az
allatokban az AP fehérje szintie a vadtipusuakban mérttel Gsszehasonlitva nem

kilénb6zott, igy amiloidézist sem talaltunk.

Normal allathazi kéralmények kozott a dendritfa és a dendritszakaszok morfologiai
valtozasai a B6-Py8.9 és PDGF-hPPy,; egerekben gyakorlatilag megegyeztek, utdbbi
allatok hippokampalis piramissejtjein még kifejezettebbek lettek. Az endogén prékurzor
fehérje szintjehez képest megegyez6 vagy kétszeres mennyiségli human amiloid
prékurzor molekula expresszié a bazalis dendritekben okozott szegmenssiriiség- és
atmérd novekedést. Nem valtozott PDGF-hPPy,; egerekben a dendrittiskék slirlisége
sem, mely a megnoévekedett dendritfelszin tikrében ugyanakkor a dendrittiiskék
abszolut szamanak novekedésére utal. A human prékurzor molekula expresszidja
ugyanakkor nem novelte tovabb (nem potencirozta) azt a dendritikus arméré- és
kovetkezményes felszinndvekedést, melyet a vadtipusi egerekben s
megfigyelhettink. Annak ellenére, hogy vadtipusu allatokban a dendritikus névekedés
tobb paramétert tekintve kifejezettebb volt, korabbi tanulmanyokkal szemben (Snyder
és mtsai, 2005; Ting és mtsai, 2007) nem gondoljuk, hogy ez a transzgenikus
expresszid gatld hatésa lett volna. Feltevésunket erdsiti, hogy a dendrittiskék
slr(iségének vadtipusuakban is megdfigyelt ndvekedését a human amiloid prékurzor
molekula jelentésen fokozta. A hippokampalis piramissejtek vélhetéen megndvekedett
szinapszisszam és -slrlisége korabbi viselkedéstani vizsgalatok eredményeit tlkrozi
vissza, melyek amiloid prékurzor proteint expresszalé transzgenikus allatokban
megndvekedett kognitiv, igy tajékozodasi és felderitési képességekrél szamoltak be

(Senechal és mtsai, 2008).

A magas prékurzor fehérje expresszid kdvetkezményeit a legtdbb tanulmany a
megemelkedett AB fragmens szint kdvetkezményeként vizsgalta, ennek megfeleléen
neurodegenerativ, a kognitiv képességek csdkkenéséhez vezetd idegélettani és
szinaptomorfolégiai valtozasokat allapitottak meg (Kamenetz és mtsai, 2003; Lanz és
mtsai, 2003; Matsuyama és mtsai, 2007; Mucke és mtsai, 2000; Snyder és mtsai,

2005). Kisérleteinkkel ramutattunk, hogy - amennyiben ez nem jar az AB szint
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ndvekedésével - az emelkedett szintli amiloid prékurzor fehérje expresszid, a vizsgalt

neuromorfolégiai aspektusokat tekintve, Ghmagaban trofikus hatasu.

Dendritikus valtozasok az amiloidogén mutans amiloid prékurzor fehérje

hatdsai tiikrében. Fokozott degeneracié afferens deprivacié esetén

Az amiloid lerakodas és az ahhoz vezetd magas AP szint idegsejtekre tett hatasardl
b&séges irodalom szuletett az elmult évtizedekben (Knowles és mtsai, 1998; Knowles
és mtsai, 1999). A neuromorfolégiai tanulmanyok az amiloid plakkokban, illetve azok
kozelében talalhaté dendritnydlvanyok valtozasaira 0Osszpontositottak, koros
goOrbuleteket és tagulatokat mutaté dendritekrél illetve axonokrél szamoltak be (Le és
mtsai, 2001; Tsai és mitsai, 2004). A fokalis aberraciok mellett a dendritfa egészének
vizsgalata ugyanakkor nem tortént meg, kovetkez6 feladatunkat ennek
feltérképezésében jeldltik meg. A kisérletekhez valasztott 9 honapos Tg2576 torzsi
egerek mar béseges, az Alzheimer-kérhoz hasonlé jellegl amiloid lerakédast mutatnak
az agykéregben (Hsiao és mtsai, 1996; Terai és mtsai, 2001). Ebben az egértdrzsben
csupan fokalis dendritikus és axon degeneraciordl szamoltak be (Le és mitsai, 2001),
hasonléan egy masik egértérzshéz, melynek egyedei a mutans amiloid prékurzor
protein mellett presinilin 1-t is (APP/PS1 egerek) expresszalnak (Terai és mtsai, 2001).
A neuronok mikodeését fokalis valtozasok tikrében megitélni azonban nehéz, arra az
egész dendritfara kiterjedd jellemzés alkalmas (Hausser és mtsai, 2000).

Megallapitottuk, hogy az amiloid plakkok képzddésével jar6 magas AB szint a
bazalis dendritfa egészében, szegmenseiben és arborizaciés mintazataban sem okoz
valtozasokat. Az apikalis dendritfa ugyanakkor megrovidil, szegmenseinek atmérdje
novekszik, mely a dendritikus felszinben valtozast nem okoz. A rétegspecifikus
afferens informaciok integraciéja az apikalis dendritfan térténik (Mountcastle, 1997;
Schaefer és mtsai, 2003), igy annak morfologiai valtozasa jelent6s funkcionalis
kovetkezménnyel jar (Froemke és mtsai, 2005; LaBerge, 2005, 2006). Az afferensek
tényleges szamanak, a dendritek integrativ kapacitdsanak fontos fokmérdje
ugyanakkor a dendrittiiskék siriisége (Jacobs és mtsai, 2001), melynek csdkkenése
az Alzheimer-kér egyik jellegzetes pathohisztolégiai jele (Masliah, 1995). A
dendrittiskéken talalhatd a serkentd szinapszisok igen nagy hanyada, a betegségben
itt halmozddik fel elészor az AB fragmens (Mattson, 1994, 1997; Selkoe, 2008a), mely
azok pusztulasahoz vezet. Mind a bazalis, mind az apikdlis dendritfan jelentésen
csokkent a dendrittiskék szama, mely az allatban leirt romlé kognitiv képességek
strukturalis hatterét jelentheti (Hsiao és mtsai, 1996). A szinapszisok szamanak
radikalis csokkenését tapasztaltdk egy olyan allattérzsben is, mely a mutans amiloid

prékurzor fehérje mellett presinilin 1-t is expresszal (Moolman és mtsai, 2004).
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Feltételezzik, hogy a Tg2576 allatokban megfigyelt valtozasokért a mutans prékurzor
molekula felelés, mely az endogén fehérjével kompetalva és magas AP szintet

kialakitva (Hsiao és mtsai, 1996) karositja a szinaptikus strukturakat.

A mutans amiloid prékurzor fehériének és metabolitjainak degenerativ hatasat
bizonyitjak azok az eredmények is, melyeket deprivacidés kisérleteinkkel a B6-Py8.9 és
Tg2576 torzsl egerekben nyertink. A szimultan végzett bajuszszér eltavolitas utan
el6zb fajpban neuroprotektiv hatast észleltiink (lasd elébb), mig utébbiban a vadtipusu
allatokban talalt dendrit degeneracié radikalisan sulyosbodott. A szegmenseknek nem
csupan az atmérdjik, hanem hosszuk is csokkent, mely kilénésen az apikalis
dendritfan valtott ki szembeszokd valtozast, ahol a dendritikus felszin a kilonb6z6é
szegmenseken felére, tdbb esetben harmadara csdkkent. Az apikalis dendritfa ilyen
mértékl valtozasa a sejt integrativ képességének végzetes besziikilésére utal
(LaBerge, 2005, 2006).

A human amiloid prékurzor fehérje sejtproliferaciora és differencialédasra tett

hatdsai a hippokampuszban

A mutans prékurzor fehérje, az amiloidogenezis és az ahhoz vezet6 magas AB
fehérje szint sejtproliferativ hatasairdl tébb, ellentmondasos tanulmany sziletett (Ermini
és mtsai, 2008), melyek feldlelik a gatlétél (Haughey és mtsai, 2002) a semleges
hatason (Verret és mitsai, 2007) keresztil a proproliferativ (Jin és mtsai, 2004)
aspektusokat. Megkozelitésiink ezekhez a tanulmanyokhoz képest eltért: munkankban
a vadtipusu, nem amiloidogén human amiloid prékurzor fehérje expresszié hatasait
vizsgaltuk.

A sejtszaporulattal kapcsolatos megfigyeléseinket a feln6tt agyvelé egyik f6
neurogenikus tertletének tekintett hippokampusz gyrus dentatusaban tettiik. Normal
allathazi kérulmények kozott a prékurzor fehérje expresszidja csOkkentette az ujonnan
szuletett sejtek szamat. Ez dsszhangban all azon tanulmanyok eredményeivel, melyek
amiloid prékurzor fehérje génkiutétt (APP KO) egerekben megndvekedett
sejtszaporulatrol szamolnak be (Ma és mtsai, 2008). In vitro kisérletek (Y. Hayashi és
mtsai, 1994; Ohsawa és mtsai, 1999) és a szubventrikularis zonaban tett in vivo
megfigyelések (Caille és mtsai, 2004) ugyanakkor az amiloid prékurzor molekula
proliferaciét fokozé hatasardl szamoltak be. Az ellentmondas a kulénb6zé
neurogenikus locusok amiloid prékurzor fehérjével szembeni eltérd érzékenységének,
annak eltéré hatasaval (Zhang és mtsai, 2007), illetve az endogén és transzgenikus
fehérjék kompeticidjaval, annak normal bioldgiai mikodésre tett hatasaval

magyarazhatok.
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A sejtproliferaciéra tett negativ hatasaval szemben az uUjonnan sziletett sejtek
viszont nagyobb szamban élnek tul a human amiloid prékurzor fehérje expressziojanak
hatasara. A jelenség a human prékurzor fehérje antiapoptotikus hatasat tikrézi, mely a
p38 mitogén-aktivalta protein kinaz/MEF2 szignaluton keresztul valdsul meg (Perez és
mtsai, 1997). A sejtek késbbbi differencialodasara a prékurzor fehérje expresszidja
megfigyelésink szerint nincs hatassal. A human prékurzor molekula sejttulélést segit6
hatasa ugyanakkor markansan kilonbozik attél a dramaian ellentétes expresszios
hatastol, amit az AB tultermelédéshez és plakk lerakddashoz vezetd prékurzor fehérje

expresszio valt ki (Baron és mtsai, 2008; Donovan és mtsai, 2006).

Vizsgalatainkat ingergazdag kornyezetben tartott allatokon is elvégeztik. A
megvaltozott allattartas dnmagaban sem az endogén, sem a transzgenikus prékurzor
fehérje szintjét nem valtoztatta meg. A human amiloid prékurzor fehérje expresszios
hatasatél fuggetlenul — tehat mind a vadtipusu, mind a PDGF-hAPPy,, transzgenikus
allatokban - jelentds sejtszaporodast tapasztaltunk a normal allathazi koérdlmények
kozott tartott allatokhoz képest. El6z6 tanulmanyok eredményeit figyelembe véve ezt
els6sorban a futokerék ketrecbe helyezése valthatta ki, ami az ingergazdag kornyezet
jelenlétén tul szikséges a sejtszaporulat fokozasahoz (Kempermann és mtsai, 1997,
1998; van Praag és mtsai, 1999). Ingergazdag kdrnyezetben az ujonnan szlletett
sejtek tulélése is javult, a human amiloid prékurzor fehérje expresszié ugyanakkor a
differencialatlan — és nem a neuronokka vagy gliasejtekké differencialédo - sejtek
szamat novelte, mely a mutans prékurzor fehérje hatasaihoz hasonldé (Donovan és
mtsai, 2006).

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a human amiloid prékurzor fehérje
expresszidja a differencialédott kdzponti idegrendszeri sejtproliferaciot gatolja, azok
tulélését ugyanakkor segiti. Ezeknek a sejteknek a késébbi differencialodasat a

prékurzor fehérje elémozditani nem tudja.

5.2. Reverzibilis tau foszforilacio, szinapszis ujjaépiilés és memorianyomok

hibernacios allatmodellben

Visszafordithaté strukturalis valtozasok a sziriai aranyhoércség hippokampalis

szinapszisaiban

Az Alzheimer-koér egyik jellegzetes hisztopatologiai tinete a tau fehérjék koros
mértékl (hiper)foszforilacidja, mely az idegsejt nyulvanyainak elfajulasahoz vezet. A
kérnyezeti hémérséklet tartés, nagyfoku sullyedése téli almot alvd emlésdkben
hibernaciés allapotot valthat ki, melyben a neuronok szerkezeti atépulésekkel is jaro

passziv allapotba kerllnek (Arendt és misai, 2003). A neurodegenerativ
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betegségekhez hasonlé neurofilament- és mikrotubulusvaltozasok mindazonaltal

reverzibilisek (Arendt és mtsai, 2003).

Sziriai aranyhércsdgben végzett kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a tajékozédashoz
szikséges memoérianyomok tarolasaban fontos szerepet jatszdé hippokampalis
piramissejtek  kompartmentspecifikusan mutatnak a szinapszisok le-, majd
Ujjaépulésére utald strukturalis valtozasokat. A CA3 piramissejtek dendritfainak teljes
térbeli leképezésével és részletes analizisével ramutattunk, hogy hibernacio alatt a
dendritikus valtozasok az apikalis nydlvanyokat érintik, a bazalis dendritfakat nem. Az
apikalis dendritfa hossza, azon a dendrittiskék slriisége csokken, benne a
hiperfoszforilalt tau mennyisége pedig ndvekedett. Korabbi tanulmanyok arra hivtak fel
a figyelmet, hogy hibernacio alatt a posztszinaptikus denzitas fehérjéi disszociaciora
képesek, hogy az eutermiaba vald visszatéréskor az ujjaépulé szinapszisok szamara
egy gyorsan hozzaférheté szelektiv protein raktarat kinalhassanak (von der Ohe és
mtsai, 2007). Kisérleteinkben a szinaptikus regresszioval egyutt toérténé tau
hiperfoszforilacié a szolubilis hiperfoszforilalt tau fehérje fenti mechanizmusban jatszott
szerepét veti fel. A tau fehérje a posztszinaptikus denzitasban interaktiv fehérje
partnerei szamara vazként funkcional, deléciés mutansokban egy Src kinaz (Fyn)
medialta mechanizmus kiesése miatt az NMDA receptorok a posztszinaptikus PSD-95
fehérjével nem tudnak kapcsolatot kialakitani (Hoover és mtsai, 2010; Itther és mtsai,
2010). Kisérleteinkben a strukturalis valtozasok mellett megallapitottuk, hogy
hibernaciéban a PSD-95 fehérje szintje csOkkent, ami az eutermiaba kerllés utan
normalizalodott. Feltételezzik, hogy a tau fehérje foszforilaciéja csokkenti a
mikrotubulusokhoz vald kétédését, mely egy fentihez hasonl6 mechanizmus révén a

szinapszis leépliléséhez vezet.

Kognitiv valtozasok a reverzibilis tau foszforilacio tiikrében. A hibernacio,

mint az Alzheimer-koér korai modellje

A hippokampuszban taldlt radikalis morfologia és biokémiai valtozasok arra
inditottak, hogy kognitiv tesztekkel tovabbi funkcionalis vizsgalatokat végezzink. A
hippokampalis miikddés a tdjékozodasi tanuldsban és memdriaban fontos szerepet tolt
be. A Hebb-Wiliams-féle labirintushoz hasonld utvesztét alkalmaztuk; egyéb
tesztekben, mint a Morris-féle vizi labirintus teszt vagy a tdbbkaru labirintus teszt a
sziriai aranyhdércség nem vizsgalhaté (Gannon és mtsai, 2011; Millesi és mtsai, 2001).
Az allatok a feladatot megtanultak, a teljesitéshez sziikséges id6 és a hibarata az
egymas utani tesztalkalmak folyaman meredeken csokkent. A két hénap utani elsé
Ujratanulasi teszten azonban a hibernaciot mutatott, hidegben tartott, de hibernaciét

nem mutatott és az euterm allatok hasonld hibaratat mutattak, mely a tovabbi két
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alkalom soran valamennyi kisérleti csoportban a minimumra csdkkent. Ez arra utal,
hogy hibernacioval a memadrianyom a szinaptikus regresszioval nem tint el, csupan
ideiglenesen nem volt elérhetd, melyet a dendrittiskék ébredés utani gyors
megjelenése tehetett Ujra elérhetévé. Hibernacié utan az allatok testtdmege a masik
két kisérleti csoporttél nem kildénbdzott, igy nagyobb motivacio, mely a hibernaciét

mutatott allatokra hatassal lett volna, nem valészin(.

Megallapithatjuk, hogy a hibernacioban fellépé tau foszforilacié - és az ehhez
tarsuld morfolégiai és szinaptikus valtozasok - nem okoznak memoriakarosodast.
Feltételezzik, hogy az altalunk leirt kontrollalt és reverzibilis tau foszforilacionak sokkal
inkabb egy neuroprotektiv programban lehet szerepe. A reverzibilis fehérje foszforilacio
altalanos jelenség, mely hibernacioban elémozditja az allapothoz feltétlenul szukséges
csOkkent metabolikus ratat (Storey és Storey, 2004, 2007). Az agyveld
hémérsékletének csokkenése novekvd excitabilitassal (Volgushev és mtsai, 2000) jar.
Ezt a funkcionalis karosodashoz vezet6 folyamatot akadalyozhatja meg hatékonyan a
tau foszforilacio az NMDA-receptor-fuggé jelatviteli mechanizmusok ideiglenes
szétkapcsolasaval — ismert, hogy a tau hiperfoszforilaci6 NMDA receptor-indukalta
mechanizmusok gatlasaval, inaktivalasaval jar (Hoover és mtsai, 2010; Tackenberg és
Brandt, 2009).

Az Alzheimer-kér mar korai fazisaban megfigyelheté tau hiperfoszforilacionak mint
korai kompenzacidés mechanizmusnak tulajdonitanak ujabban jelentéséget (Morris és
mtsai, 2011): a fehérje valtozasa csdkkenti a serkentés/gatlas érzékeny egyensulyaban
fellepé kilengéseket és a neuronhalézatokban megfigyelt diszritmidkat (Palop és
Mucke, 2009; Roberson és mitsai, 2007). A hibernalt allatok révid ébredési
periddusokkal szakitjak meg nyugalmi allapotukat, mely rendkivil energiaigényes
folyamat (Heldmaier, 2011). Feltételezzik, hogy ezaltal a tau foszforilacié okozta
neuroprotektiv valtozasok visszafordithatéak, az Alzheimer-kér késébbi fazisaban

megfigyelt irreverzibilis valtozasok megel6zhetéek maradnak.

5.3. A p21Ras fehérje expresszidjanak hatasa a differencialt agykéregben

A p21Ras fehérje neurotrofikus hatasa

A vizsgalt G-fehérje megndvelt neuronalis expresszidja jelentés atalakulast okozott
a mar differencialt sejtek szerkezeti felépitésében. Az afferens kapcsolatok szamat és
mintazatat tukrozé dendritek radikalis valtozasokon estek at, mind a neokortexben,
mind a hippokampuszban.

Neokortikdlis piramissejtek esetén a bazalis és apikalis dendritfdk proximalis és
intermedier szegmenseinek felszine megndévekedett, amihez az atméré névekedésén
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tul az V. rétegi piramissejtek esetén a szegmensek hossznévekedése is hozzajarult. A
magas p21-Ras fehérje expresszié a dendritfak szegmenss(iriségét fokozta, igy egy
Osszetettebb arborizacio jott létre. Korrelacios vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a
ndévekedés a dendritfa geometridgjdnak megvaltozasa nélkil tértént. Korabbi
tanulmanyok ramutattak, hogy a piramissejtek eltéré populacidjaban bizonyos aranyok
szigorian megtartottak (Larkman, 1991a, 1991b). igy az alapi a4tméré és a disztalis
szegmenseket jellemz6 dendritvégek szama a transzgenikus populaciéban talalt
megnovekedett mér6szamok esetében is aranyban alt a megvaltozott
dendritfelszinnel. Ez az eredmény azért is szembesz6kd, mert a valtozasok egy mar
differencialt kérgi strukturaban zajlottak, ami a korlatozott novekedési lehet6ségek
miatt aberrans ndvekedés iranyaba is elmozdithatta volna a ndvekedési folyamatot.
Ritka esetben tapasztaltuk csupan, hogy olyan, sokadik elagazédas utani

dendritszegmensek jelentek meg, melyet vadtipusuban nem azonosithattunk.

A szinapszisok szama a dendritfelszin nagysagaval szigoru korrelaciét mutat
(Feldman, 1975; M. L. Feldman és Dowd, 1975). Tovabbi kisérleteinkben kimutattuk,
hogy a serkentd szinapszisok helyeit jelz6 dendrittiskék (Colonnier, 1968) silirlisége a
megndvekedett dendritfelszinen a dendritszegmens atméréjétdél és a sejttettdl vald
tavolsagtol figgetlenil megemelkedett. A dendrittiiskék 6sszetétele tipusukat tekintve
ugyanakkor nem valtozott, az éretlen dendrittiskék, filopodiumok aranya nem
gyarapodott. Eredményeink dsszecsengenek azon in vitro tanulmanyokkal, melyek a
Ras fehérje-flggd mitogén-aktivalt protein kindz szignalrendszer szerepét
hangsulyoztak a dendrittiskék keletkezésében (Alonso és mtsai, 2004; Goldin és
Segal, 2003; G. Y. Wu és mtsai, 2001).

A p21Ras fehérje neuromorfolégiai hatdsait az archikortexben is el kivantuk
végezni. A hippokampdlis piramissejtek a plaszticitassal kapcsolatos kutatasok f6
célpontjai, neurofilamentumaik és mikrotubulusaik Osszetétele a dendritikus
plaszticitast elémozditando lazabb szerkezetli, szinaptikus bemeneteik a neokortikalis
piramissejtekétdl eltér (D. A. Turner és mtsai, 1998). A neokortexhez hasonléan a
hippokampusz &ssztérfogata is megndvekedett a transzgenikus allatokban. Ehhez
dontéen a megnagyobbodott principalis sejtek jarulhattak hozza, hiszen azok a kéreg
régiok volumenének nagy részét (Cajal, 1955). A piramissejtek sejtteste a CA2-4
régiokban valéban megnagyobbodott, a CA1 régiéban azonban valtozatlan maradt. Ez
a jelenség a CA1 piramissejttestek ndvekedésének korai lezarultaval figghet Ossze,
hiszen azok mérete a posztanatélis 3. napon a CA2-4 régiébelieckkel megegyezik (Tole

és mtsai, 1997; Zimmer és Haug, 1978), felnétt allatban azonban azokhoz képest
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jelentdsen kisebb marad (Cajal, 1955). Vizsgalatainkhoz két okbdl is ezt a CAl
régidbeli piramissejt populaciét valasztottuk. A CA1 régidbeli piramissejtek kialdéndsen
képesek szerkezeti atépulésre, plaszticitasi hajlamuk nagy (Pyapali és mtsai, 1998; D.
A. Turner és Schwartzkroin, 1980). Ugyanakkor a dendritfa ndvekedését a sejttest
ndvekedésétdl figgetlendl is vizsgalhattuk, ellentétben a neokortexben talaltakkal, ahol

a bazalis dendritfa annak fuggvényében novekedett.

A neokortikalis piramissejtekben talaltakhoz hasonléan a jelentésen megemelkedett
p21Ras expresszié jelentés novekedést valtott ki az apikalis és bazalis dendritfak
felszinében és kiterjedésében. Ehhez a dendritszegmenseknek mind az atméré-, mind
a hosszndvekedése hozzajarult. Kilénésen a bazalis dendritfan figyeltik meg Sholl
analizisiinkkel a dendritszegmensek slrliségének ndvekedését, amihez a dendritvégek
sejttesttél valé tavolodasa is tarsult. A neokortikdlis piramissejtekben talaltakhoz
hasonléan a sejt ndvekedése a geometriai elvek (Larkman, 1991a, 1991b) megtartasa
mellett tortént, igy a dendrittorzs alapi atmérdje szigoruan korrelalt a dendrit

Osszfelszinével és a dendritvégek szamaval.

A p21Ras fehérjét expresszalé piramissejtek inter-neuronalis kapcsolatanak

valtozasai

A dendritek szerkezeti és fukcionalis atépulése fligg a szinaptikus aktivitastol (Groc
és mtsai, 2002; Maletic-Savatic és mtsai, 1999), a beérkezd afferensek folyamatos
hatasatél (D. A. Turner és mtsai, 1998). A szinaptikus kapcsolatok fenntartasaban és
Ujraépitésében a neurotrofinoknak fontos szerepe van, melyek G-fehérjéken (Bar-Sagi
és Feramisco, 1985; Scott és Luo, 2001), igy a p21 fehérjén keresztul (Phillips és
Belardo, 1994) fejtik ki hatasukat. Az inter-neuronalis kapcsolatok kialakulasa és
stabilizacioja a pre- és posztszinaptikus partnerek kolcsonds egymasra hatasa réveén
alakul ki (Cohen-Cory, 2002). Mig a preszinaptikus struktira szerepét a folyamatban
sokaig az els6 Iépésnek tartottdk (Sanes és Lichtman, 2001), a posztszinaptikus oldal
differencialédasa akar mar a preszinaptikus partner hianyaban is elkezdédhet (Lin és
mtsai, 2001; Yang és mtsai, 2001).

A vizsgalt transzgenikus egértdorzsben kimutattuk, hogy a p21Ras fehérje
expesszidja fokozza az 6t expresszald neuronokon az afferensek szamat. A
szinapszisok keletkezését a fehérje feltevésink szerint mind a pre-, mind a
posztszinaptikus oldalrél segitheti. A VGLUT1" interhemiszferidlis és kommisszuralis
végzbdések szama a kérgi volumenndvekedéshez képest kisebb aranyban csokken, a
piramissejtek axonjan az en passant szinapszisok helyét jelol6 boutonok sirlsége
pedig névekszik, mely preszinaptikus p21Ras hatasra utal. A kommisszuralis axonokon

ez utalhatna a posztszinaptikus, p21Ras fehérjét ugyancsak expresszald piramissejt
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hatasara is, de a kortikostriatalis axonokon hasonld varikozitas novekedést
tapasztaltunk, a striatalis neuronok viszont nem expresszaljak a transzgént (Heumann
és mtsai, 2000). Ezzel szemben a p21Ras fehérjét expresszald piramissejt dendriteken
a VGLUT2" talamokortikalis afferensek slriisége n6, mely a posztszinaptikus indukcio
lehet6ségére utal, a talamikus neuronok ugyanis nem expresszaljak a transzgént
(Heumann és mtsai, 2000). A kéreg IV. rétegében szemcsesejtek sokasagat talaljuk
(Cajal, 1955), melyek a talamikus afferensek f6 célpontjai (Benshalom és White, 1986).
A transzgenikus allatban azonban a [-galaktozidaz aktivitasanak a piramissejt
rétegekhez viszonyitott relativ hidnya és a piramissejtekben talaltakhoz hasonld
morfoldgiai valtozasok teljes hianya (valtozatlan sejttest- és dendrit méretek, illetve
dendrittliske slr(iség) arra utal, hogy ezek a sejtek nem expresszaljak a transzgént. Ez
arra utal, hogy a talamikus afferensek szamanak ndvekedése a piramissejtek p21Ras

expresszidjanak posztszinaptikus indukcids hatasa miatt alakulhat ki.

Az inter-neuronalis kapcsolatok miikddéséhez a nemspecifikus innervacié trofikus
hatdsai is szilkségesek. Igy a kolinerg beidegzés segiti a kérgi szinapszisok
kialakulasat (Hohmann és Berger-Sweeney, 1998) és az afferens impulzusokra adott
kérgi valaszkészséget (Gu, 2002), a noradrenerg beidegzéssel egyutt pedig seqiti az
aktivitasfiiggé szinaptikus atépulést (Gu, 2002; Otani és mtsai, 1998). A transzgenikus
allatokban talalt megndvekedett kolinerg, és a kérgi volumenndvekedés ellenére
valtozatlan katekolaminerg végzddéssiriség a kérgi glutamaterg szinapszisok
képzbédésének facilitacidjara utal. A plasztikus valtozasok eléremozdulasat tikrozi a
tobbsz6rds szinapszisok (multiple synaptic boutons) szamanak megkétszerezédése is,
mely az informacié terjedésének tdbb posztszinaptikus partner altali diverzifikalasara
és sokszorozodasara utal.

A principdlis sejtek miikddését gatlé interneuronok szabalyozzak, szinkronizaljak
0sszehangolt gatlé miikddésik révén (Freund és Buzsaki, 1996). Szaporinnal konjugalt
vezikularis GABA transzmitter (VGAT) ellenes antitest hasznalataval képesek voltunk a
gatld interneuronokat szelektiven elpusztitani in vivo kisérleteinkben. Mig a serkenté
szinapszisokat a valtozas nem érintette, a gatld terminalisok legnagyobb része
elpusztult. A gatlo terminalisok és sejttestek valamennyi vizsgalt populaciojaban, igy a
parvalbumin®, calbindin®, calretinin®, VGLUT3", NPY" és szomatosztatin® csoportokban
egyarant radikalis valtozast tapasztaltunk, melyet markans glialis fagocitézis kisért. A
strukturalis valtozasokat a serkentés/gatlas idegélettani egyensuly felborulasa kisérte:
a szabadon mozgd allatok ledalt hippokampuszabdl végzett EEG-elvezetésekben
patolégias tuzelési mintazatok, magas amplitudoju kisllések jelentek meg, melyek a

nem karositott kéregben nem jelentek meg.
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Feltételeztiik, hogy a p21Ras transzgenikus egértdrzsben megfigyelt sejtndvekedés
és a serkentd szinapszisok szamanak novekedése megvaltozott gatld beidegzés
mintazattal jar. A korabbiakkal 6sszhangban ugy talaltuk, hogy a térzs egyedeiben a
transzgént csak a piramissejtek expresszaljak, az interneuronok nem, igy utébbiakban
végbemend valtozasok nem a transzgén, hanem egy adaptiv mechanizmus hatasait
tukrozik. A GABA®, ezen belll pedig a parvalbumin®, calbindin® és calretinin®
interneuronok  sejttest mérete nem valtozott, slrliségik pedig a kérgi
megnagyobbodassal aranyban csoékkent, mely szamuk valtozatlansagara utal.
(Egyeddl a calretitin® sejtek siirliségében talaltunk a kérgi megnagyobbodashoz képest
enyhén nagyobb mérvi csokkenést). A sejtek alaktanaban nem talaltunk valtozast, de
azok nyulvanyaikkal kovették a kérgi ndvekedést, tipusuktol fliggéen a rajuk jellemzé
kérgi rétegeken tovabbra is végighuzddtak. A piramissejtek koruli gatld szinapszisok
szama ugyanakkor novekedett, mely kulénésen annak fényében jelentés, hogy
altalanos slriséguk a keérgi rétegek expanzidjaval aranyban csokkent. Arra
kovetkeztetink, hogy a megnodvekedett, gazdagabb serkent§ innervaciot kapd
piramissejtek gatld kontrollja reaktivan megnovekedett, melyet a posztszinaptikus
p21Ras expresszi6 valthatott ki; egy indirekt, a kérgi mikodést tobb tételen befolyasold

és modosuld hatasmechanizmust ugyanakkor nem zarhatunk Kki.

Az afferens deprivaciéo és az o6nkéntes fizikai aktivitas hatasai a p21Ras

expresszio tiikrében

A kritikus peridodus lezarulta utan a bajuszsz8érok eltavolitasa nem jar a kérgi
reprezentacios teriletek, un. barrellek atépulésével (Kossut, 1985; Weller és Johnson,
1975), amin a p21Ras sokszoros neuronalis expresszidja sem valtoztatott. A barrelek
és a koztlk 1évd (,interbarrel’-ek) részek aranyosan novekedtek, a barrelek szélén
talalhato calretinin® double-bouquet sejtek helyzete nem valtozott. Utobbi neuronok a
barrelek szélén vertikalisan elteril6 axonfajukkal lateralis gatlas kialakitasa révén
képesek a barrelek funkciondlis 6nallésagat biztositani (DeFelipe és mtsai, 1990;

Somogyi és Cowey, 1984).

A piramissejtek afferens informacié fogadasara alkalmas kompartmentjei a
dendritek, melyek — mint azt el6z kisérleteinkben lattuk - afferens deprivacio esetén
degeneracids jelenségeket mutatnak. A transzgént nem expresszald VGLUT2"
talamokortikdlis afferensek slrlsége a Ill/IV. rétegi piramissejt dendritszakaszokon
csokkent, a serkentd szinapszisok helyeit jelzd tliskék slrlsége ugyanakkor nem
valtozott. Megallapithatjuk ugyanakkor, hogy a p21Ras expresszid megakadalyozta a
vadtipusuakban bekdvetkez6 dendritszakaszok hosszanak csdkkenését, atmeéréjuk

zsugorodasat, ezaltal nagyobb dendritikus, igy lehetséges szinaptikus felszint

150



dc_951 14

biztositott az idegsejtnek. A p21Ras szinaptikus kapcsolatokat védd hatasat bizonyitja,
hogy a transzgént expresszald idegsejtek megndvekedett dendrittiiske slrlisége

deprivacio utan sem valtozott.

El6z6 kisérleteinkben megallapitottuk, hogy az 6nkéntes fizikai aktivitas serkenti az
idegsejtek plasztikus valtozasait és az ezt lehetévé tevé morfologiai atépullést. A
vadtipusu allatokban megfigyelt dendritnévekedést azonban tulszarnyaltak a p21Ras
fehérjét magas szinten expresszald hippokampalis piramissejtek. Ez mind a
dendritszegmensek atméréjének, mind az apikalis dendritfa szegmens denzitasanak
felfokozott névekedésében is megnyilvanult a sejttesttél mért tavolsagtdl fliggetlendl.
Mig az apikalis dendritfa proximalis részét magaba foglalé stratum radiatumban a
serkentd szinapszisok slirisége szignifikansan nem valtozott, az apikalis dendritfan a
dendrittliskék slirisége a vadtipusu allatokban megfigyelthez képest meég
fokozottabban novekedett. Ezek a dendritikus valtozasok a p21Ras fehérje dendritikus
ndvekedést és atépllést, a szinapszis képzést segitdé hatasat sugalljadk proaktiv

kornyezeti korulmények kozott.

A p2lRas expresszi6 hatasmechanizmusa a vizsgalt transzgenikus
egértorzsben, osszefiiggések a korai Alzheimer-kérban felléepé neuronalis

szerkezeti valtozasok tiikrében

A p21Ras fehérje jelent6ségét korai tanulmanyok a neurotrofinok szignal
transzdukciojaban a fejl6d6 idegrendszerben méltattak (Bar-Sagi és Feramisco, 1985;
Guerrero és mtsai, 1986; Noda és mtsai, 1985). A Ras szupercsaladba tartozé mas
proteinek, igy a RhoA G-fehérje ugyanakkor mar a kialakult dendritaval rendelkezd
idegsejtek tovabbi novekedésére, alaktani valtozasaira is hatassal van: igy a RhoA
aktivitas gatolja (Nakayama és mtsai, 2000), mig a Cdc42 és Rac aktivitas noveli
(Redmond és Ghosh, 2001; Ruchhoeft és mitsai, 1999) a dendritek ndvekedési és
elagazasi dinamikajat. Ez 6sszecseng azokkal a megallapitasokkal, hogy a neuronalis
és szinaptikus aktivitas Rho G-fehérje-fliggd folyamaton keresztiil befolyasolja az aktin
citoszkeleton valtozasat, ezaltal a dendritnévekedést (Z. Li és mtsai, 2002; Sin és
mtsai, 2002). A p21Ras fehérje-figgd mitogén-aktivalt protein kindz kaszkad szerepét
ugyancsak kimutattak aktivitasfliiggd szinapszisképzésben és dendritnévekedésben
(G. Y. Wu és mtsai, 2001), és ebben utaltak a Ras fehérje altal modulalt Rac és Cdc42
szignalutvonal aktivalasara is (Katoh és mtsai, 2000; Negishi és Katoh, 2002). Ezek a
hatasok a differencialt idegrendszerben annak tikrében lehetségesek, hogy a
neurotrofinok trk receptorokon keresztll felnétt korban is mikddnek, hatasukat a
p21Ras fehérje aktivalasa révén kozvetitik (Fryer és mtsai, 1996; M. Hayashi és mtsai,

2000; Merlio és mtsai, 1992). A vizsgalt egértdrzs piramissejtjeiben a dendritikus
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mikrotubulusok szama (Seeger és mtsai, 2003) és az ahhoz kothetd strukturalis
fehérjék mennyisége (Holzer és mtsai, 2001) n6, mely a mitogén-aktivalt protein kinaz
kinaz gatlasaval megfordithatd (Arendt és mtsai, 2004). Ezek alapjan feltételezzik,
hogy a leirt valtozdsok a mikrotubulusok mitogén-aktivalt protein kinaz-fuggd

atrendez6déseének tulajdonithatok.

A hasznalt egérmodellben a transzgenikus expresszié abban az életkorban, a
posztnatalis 15. napon, kezd csak emelkedni, amikor a posztmitotikus neuronok
morfoldgiai differencialddasa nagyban befejez6doétt (Heumann és mtsai, 2000). A 15.
posztnatalis napon a piramissejt testének mérete tovabb nem névekszik (Miller, 1981),
a dendritfa végs® alakja kialakult, a névekedési csucsok a nyulvanyokon eltinnek
(Juraska, 1982; Wise és mitsai, 1979). A transzgenikus expresszié csak hetekkel
ezutan éri el az endogén expressziét meghaladé szintet (Heumann és mtsai, 2000),
amikor a dendritfa ndévekedés a harmadik posztnatalis hét befejeztével tovabbi
ndévekedést mar nem mutat (Eayrs és Goodhead, 1959; Juraska és Fifkova, 1979;
Wise és mtsai, 1979). Eredményeink arra utalnak, hogy a p21Ras fehérje miikddése
jelentésen befolyasolja nemcsak a fejl6dé, hanem mar differencialt neuronok

szerkezeti atépullését.

Az Alzheimer-koér egy olyan, mar differencialt idegrendszerben jelentkez6 betegség,
mely jellemz&en a piramissejtek mikrotubulusainak atrendez6désével jar. A betegség
korai szakaszaban a tau strukturfehérie expresszidja (Sadot és misai, 1998) és
foszforilacidja (Greenberg és mtsai, 1994) a p21Ras fehérje kdzvetitésével térténik,
melyeket a megemelkedett szintl ndvekedési és mitogén faktorok aktivalnak (Connor
és mtsai, 1997; Crutcher és mtsai, 1993; Fahnestock és mtsai, 1996; Fenton és mtsai,
1998; Gomez-Pinilla és mtsai, 1990). A p21Ras fehérje altal aktivalt mitogén-aktivalt
protein kinaz (MAPK) szintje Alzheimer-kérban emelkedik (Drewes és mtsai, 1992),
mely nemcsak egy neurodegenerativ valtozasra adott sejtszint(i valasz, hanem mar a
betegség korai szakaszaban fellépd jelenség, mely a tau-hiperfoszforilacié és amiloid
képz8dés elbtt, azokat megeldézve torténik (Gartner és misai, 1999). Mindezen
tényekre alapozva feltételezzik, hogy a vizsgalt transzgenikus allatban leirt
morfofunkcionalis valtozasok az Alzheimer-kor korai fazisaban térténé — természetesen
mas léptéki -, p21Ras fehérje modulalta neuronalis szerkezeti atrendezddést

jellemezheti.
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5.4. Az endokannabinoid metabolizmus valtozasai Alzheimer-kérban
Neuronalis mechanizmusok, retrograd jelatvitel valtozasai

A 2-arachidonoil-glicerol metabolizmusaval kapcsolatos megfigyelések

Az endokannabinoidok mind perifériasan (Yoles és mtsai, 1996), mind a kdzponti
idegrendszerben (Ludanyi és mitsai, 2008) neuroprotektiv hatasuak, melyet
kannabionoid receptorokon keresztul (Palazuelos és mitsai, 2009) kozvetitenek.
Mikroléziés modellben kimutattak, hogy az AB infuzido ndveli a 2-arachidonoil-glicerol
szintjét a hippokampuszban (van der Stelt és mtsai, 2006), melyet az endokannabinoid
Ujrafelvétel (reuptake) gatlasa tovabb fokoz, ami védi az idegsejteket a karosodastdl.
Munkankban ezzel ellentétben megmutattuk, hogy a neurofibrillaris degeneracio jeleit
mutato idegsejtek csdkkentik a fenti endokannabinoid ligandot lebonté enzimek — igy a
monoacilglcerol-lipaz és az ABHD6 — szintjét. Az elbrevetitett 2-arachidonoil-glicerol
szint ndvekedés a retrograd jelatvitel révén csokkenti a preszinaptikus oldalrél a gatlé
neurotranszmitterek  felszabadulasat. Az immunhisztokémiai vizsgalataimhoz
csatlakoz6, a munkacsoportban végzett ex vivo Kkisérletek valéban elhiz6do
depolarizacié indukalta gatlascsokkenést mutattak ki CA1 piramissejtek gatlé
afferenseiben. A gatld szinapszisok ily médon valé elcsendesitése a neuronokat
tulérzékenyiti, mely a neuronhalézatok korabban tapasztalt, AR indukalta excitabilitasat
(Minkeviciene és mtsai, 2009) megmagyarazza. A gatld enzimek szintjének
csOkkenése nem csupan az endokannabinoid ligand szint ndvekedéséhez, hanem
annak ellendrizetlen ,szivargasahoz” (leak) vezethet, mely a retrograd szignal idébeli
0sszehangoltsagat ronthatja. Mivel a gatlé szinapszisok az Alzheimer-kérban fellép6
karosodasokkal szemben ellenadllobbak, mint a serkentd szinapszisok (Bell és mtsai,
2006), a jelenség hosszu tadvon a neuronhalézatok egészséges mikddéséhez
nélkulézhetetlen serkentés-gatlas egyensuly felborulasahoz vezethet (Busche és

mtsai, 2008; Hauser és mtsai, 1986).

Az Alzheimer-kor egyik f6 patohisztokémiai jele a — féleg serkent6 (Lacor és mtsai,
2004) - szinapszisok pusztulasa. A CB; receptor expresszié ugyanakkor nem mutatott
a preszinaptikus markerekkel parhuzamos csokkenést. A 2-arachidonoil-glicerol
megvaltozott metabolizmusanak fényében valdszinisitjuk, hogy eredményeink nem a
betegségben megfigyelt &altaldnos szinapszis pusztuldst tikrozik vissza. A
periszomatikus, endokannabinoid kontroll alatt all6 gatlé szinapszisok neurokémiai
homogenitasa (Kano és mitsai, 2009) azt sugallia, hogy Alzheimer-kérban a

megvaltozott 2-arachidonoil-glicerol metabolizmus egy specialis szinapszis populacié
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mikodését, ezaltal a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulas szabalyozasat

karositja.

Az anandamid metabolizmusaval kapcsolatos megfigyelések

A kozponti idegrendszerben torténé endokannabinoid medialta hatasoknak a 2-
arachidonoil-glicerol mellett az anandamid is kivaltéja. Az anandamid ugyanakkor
nemcsak kannabinoid receptorokon, hanem vanilloid receptoron keresztll is képes
kifejteni hatasat (Gavva és mtsai, 2004; A. Téth és mtsai, 2009). Tovabbi kisérletekben
ezt a kannabinoid receptortdl figgetlen, de endokannabinoid okozta mechanizmust

vizsgaltuk Alzheimer-kérban.

Szemben a 2-arachidonoil-glicerol metabolikus enzim szintekben talalt
valtozasokkal, az anandamid szintézist és lebontast végz6 enzimek expresszidja
Alzheimer-kérban nem valtozott. Valdszindsitjuk, hogy a zsirsav-amid-hidrolaz
szintjének Braak 6 stadiumu mintakban valé emelkedési tendencigja a mikrogliasejtek
fokozott enzimtermelésével figg 6ssze (Benito és mitsai, 2003; Ramirez és mtsai,
2005). Nem talaltunk valtozast a TRPV, receptor expresszids szintjében sem a
betegség progresszidja folyaman. Ezzel dsszhangban a munkahoz kollaboraciéban
kapcsolédé farmakolégiai vizsgalatok sem talaltak valtozast a TRPV; receptor kotési
kapacitasaban kilonb6zé stadiumu Alzheimer-betegségben elhunyt hippokampalis
mintai kozott. Jollehet ezek az adatok az TRPV; receptor medialta anandamid
szignalrendszer valtozatlansaga mellett szélnak, figyelembe kell vennunk, hogy
anandamid szintézisre mas enzimek is képesek (G. M. Simon és Cravatt, 2008), és az
Alzheimer-kérban meglévd esszencidlis foszfolipid prékurzorok mennyiségérdl

sincsenek ismereteink.

A mikroglialis endokannabinoid metabolizmus valtozasai

A mikroglia sejtek Alzheimer-kérban allapotuktél fliggéen ellentétes folyamatokban
vehetnek részt. A migrald sejtek CB, receptorokat expresszalnak, a receptorok
aktivacidja a pro-inflammatoros citokinek termelését csokkenti; aktivalt alakjukban
ugyanakkor a CB, receptorok szintje csdkken, mely ellentétes iranyd, karos

folyamatokat indit el (Klegeris és mtsai, 2003).

A bont6 enzimek szintjének neuronokban tapasztalt csokkenésével ellentétben a
mikroglia sejtek metabolikus enzim expresszidjukat mas iranyban valtoztattak. A 2-
arachidonoil-glicerol lebontasdhoz és szintézishez szikséges enzimek kiemelten jél
detektalhatokka valtak Alzheimer-kdrban elhunytak mintaiban vizsgalt mikrogliakban. A
mikroglia sejtek AR plakkok kordl illetve magaban a plakkokban halmozott feltlin

gyakorisaggal fordultak eld. Feltételezzlk, hogy a feler6sddott 2-arachidonoil-glicerol
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metabolizmus megvaltozott, nem szabalyozott endokannabinoid ,mikroklimat” hoz létre
a koérnyez6 szinapszisok szamara, mely azok karosodasahoz vezethet. Eredményeink
alapjan az Alzhimer-kérban fellépd neurodegenerativ jelenségek egyik fontos
tényez6je a neuron-glia interakcid karosodasa lehet, melyet a megvaltozott

endokannabinoid metabolizmus okozhat.

5.5. Proliferacios képesség és differencialatlan sejtek azonositasa a

szaglorendszerben

rr  z

Sejtszaporodasi vizsgalata alacsony enkefalizaciés indexii allatmodellben az

életkor fiiggvényében

A kozponti idegrendszer valasz- és alkalmazkodasi képessége fiigg a régio
plaszticitasatél, melyet felnétt korban is segithet Uj neuronok Iétrejotte és integracidja
(Lledo és mtsai, 2006; Rakic, 2002). Az enkefalizacidos index emelkedésével a
neurogenikus képesség csokken (Taupin és Gage, 2002), igy a legfejlettebb
emlésdkben és emberben az erre potencidlisan képes terlletek azonositasa és
vizsgalata, killondésen magasabb életkorban, nehéz. Az alacsony enkefalizacids index(i
suindisznd (Echinops Telfari) alkalmas kisérleti alanynak latszott annak vizsgalatara,
milyen agyi teruleteken marad fenn neurogenezis a neurodegenerativ folyamatokkal

sokszor egyutt jard el6rehaladott életkorban is.

A hasonlo tdmegl és koru emlds laborallatokkal (pl. patkany) ellentétben a
stindiszn6 agyanak toébb, filogenetikailag kulénb6z6 koru terlletén talaltunk nagyfoku
neurogenezist kétéves korban (patkanyban ez mar igen magas életkornak szamit). A
BrdU" sejtek mellett tovabbi nagyszamu, BrdU/ DCX" éretlen sejtet talaltunk a neo-,
paleo- és archikortexben is, melyek érett neuronalis markereket nem expresszaltak. Ez
arra utal, hogy sundiszndban tdébb agyterlleten is jelent6s differencialatlan, ,alvd”
(dormant) tartalék sejtpopulaciok (Gomez-Climent és mtsai, 2008) vannak jelen. Ot- és
hétéves A&llatokban, bar kisebb, de még mindig jelentés mennyiségben talaltunk
ujonnan szlletett vagy éretlen sejteket, kisebb szamban a paleo- és neokortexben,
magasabb szamban a gyrus dentatusban és bulbus olfactoriusban. Kilénésen az
olfactoros rendszerben volt szembeszdkéen magas a differencialatlan sejtek szama az
igen magas életkoru suindisznék agyaban. Ezek az eredmények buzditottak arra, hogy
az ember szaglérendszerében keressink olyan sejteket, melyek Oregedésben,
neurodegenerativ betegségekben egy tartalék sejtpopulaciot képezhetnek a

szaglérendszer szamara.
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Differencialatlan sejtek idés emberek szaglérendszerében

Az Alzheimer-kér egyik tlinete az anosmia, a szaglasképesség csokkenése (K. A.
Jellinger és Attems, 2005). Ragcsalokban, igy patkanyban és egérben, naponta tobb
tizezer sejt képzédik Ujonnan és vandorol a rosziralis migracidos utvonalon a
szaglégumaéba, itt periglomerularis interneuronokka differencialédnak, hogy az allat
szamara legfontosabb érzékszervének mikddését, plaszticitasat fenntartsa és
tokéletesitse (Kornack és Rakic, 2001; Lois és Alvarez-Buylla, 1994). Az ember
olfactoros rendszerében uUjonnan sziletett sejtek a masodik életév utan nincsenek
(Arellano és Rakic, 2011; Bergmann és mitsai, 2012; Sanai és mtsai, 2011),
differencialatlan sejtek jelenlétér6l azonban ellentmonddé informaciok vannak
birtokunkban (Curtis és mtsai, 2007). Egy ujonnan azonositott kalcium-szenzor fehérjét
(Wagner és mtsai, 2000) neuronalis markerként hasznalva azonban sikerult az ember
szaglérendszerében egy mindezidaig ismeretlen, elhelyezkedésében egyedilalld,

teljes differencialodast nem mutaté sejtcsoportot azonositanunk.

Az ember tractus olfactoriusat neuronmentes képletként emlitik, melyben rosztralis
migracié hianyaban vandorlo sejtek nincsenek, csupan a retrobulbaris és prepiriform
régiokhoz kozel azonositottak ,eltévedt” (displaced) sejteket (Kopsch és Rauber,
1940). Egy nemrég azonositott kalcium-kotd fehérje, a secretagogin (Wagner és mtsai,
2000) detektalasa révén bipolaris sejtek gazdag csoportjat azonositottuk a tractus
olfactorius teljes hosszaban, kuléndsen annak héji régidjaban. Jéllehet a jellegzetes
morfolégia migralo sejtek képét veti fel, a bipolarisan huz6dé hosszu nyulvanyok a
régidban parhuzamos futé axonokhoz valé alaki alkalmazkodas lehet6ségét is felveti
(Ibrahim és mtsai, 2000; Riederer és mtsai, 2004).

Preszinaptikus markerekkel valdé kapcsolatuk alapjan a tractus olfactoriusban
azonositott secretagogin® sejtek neuronhalézatba agyazott idegsejtek lehetnek. llyen
afferens kapcsolatra utalé kontaktust mindazonaltal ritkan talaltunk, és a sejttestben
differencialt neuronokra utalé markereket, mint a NeuN (Mullen és mtsai, 1992) vagy a
System A aminosav transzporter 2-t (SAT-2)(Jenstad és mitsai, 2009) nem tudtunk
azonositani. Ezzel ellentétben a secretagogin® sejtek PSA-NCAM, calretinin és B-III-
tubulin immunoreaktivitast mutattak, mely a neuronok plasztikus tulajdonsagaira,
éretlen mivoltara utal. A sejtek neuronalis voltara utal tovabba, hogy tipikus glialis
markert, igy GFAP-t, nem expresszaltak.

Secretagogin® sejtek igen nagy szamban vannak jelen egér és majom bulbus
olfactoriusaban, legnagyobb részik periglomerularis interneuron (Mulder és mtsai,
2009). Human mintainkon mind a plexiform, mind a granuléris rétegekben talaltunk

secretagogin expressziét, a periglomerularisan talalhaté sejtek gyakorisaga pedig
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kiugréan magas volt. Secretagogin® neuronok emberben igy nemcsak a tractus
olfactoriusban, hanem az egész periférids szagldérendszerben jelen vannak, ott

dominans sejtpopulaciot alkotnak.

A tractus olfactorius sejtjeinek valtozasai Alzheimer-kérban

Megvizsgaltuk, hogy az Alzheimer-kérban tapasztalt degenerativ valtozasok
kiterjednek-e a secretagogin® sejtek érintettségére. A tractus olfactorius secretagogin®
neuronjai hiperfoszforilalt tau fehérjét tartalmaztak, szamuk a kor elérehaladtaval
csOkkent, melyet az Alzheimer-kér sulyossaga fokozott. A bulbus olfactorius
secretagogin® sejtiei ugyanakkor nem mutattak citoszkeletalis elvaltozasokat, azok
szama a kor és a betegség elb6rehaladtaval valtozatlan maradt. A bulbaris sejtek
neuronalis identitasanak valtozatlansagat huzzak ala azon eredmeényeink is, melyek
nem taldltak kulénbséget mas kalcium-kotdé fehérjékkel — igy parvalbimunnal,

calbindinnel és calretininnel — val6é ko-expresszids mintazatukban sem.

A bulbus olfactorius periglomerularis rétegében és a tractus olfactoriusban Ap
lerakddast Alzheimer-kérban elhunytak mintaiban nem azonositottunk, igy az amiloid
lerakddas kozvetlen hatasat human anyagunkban tanulmanyozni nem tudtuk.
Vizsgalatainkat ezért egy olyan transzgenikus egérmodellben is megismételtik, melyek
amiloid lerakddast mutatnak a bulbus olfactoriusban is. (Tractus olfactoriusban ilyen
vizsgalatot nem tudtunk elvégezni, mert az anatdmiai struktdra egérben hianyzik). A
periglomerularis secretagogin® interneuronok siiriiségét, alaktanat az amiloid lerakodas
nem befolyasolta, és nem talaltunk valtozast a rosztralis migracios utvonal bulbusba
belépé secretagogin® sejtieinek szamaban sem.

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy az ember tractus olfactoriusanak
secretagogin® neuronjai szelektiven pusztulnak Alzheimer-korban. Ennek a plasztikus,
teljes differencialodast nem mutatd sejtpopulacionak pusztulasa szerepet jatszhat az

Alzheimer-kérban tapasztalhaté szaglasképesség csokkenésének kialakulasaban.

5.6. Az extracellularis matrix Alzheimer-kérban megfigyelt valtozasai

A perineurondlis matrix életkor- és érettségfiiggb megjelenésének

filogenetikai aspektusai

Emlésdkben végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a neuronok sejtteste és
proximalis dendritjei korll az extracellularis matrix kialakulasa arra az idészakra esik,
amikor az idegsejt differencialodasa befejez8dik, afferens szinapszisai kialakulnak
(Bruickner és mtsai, 2000; Képpe és mtsai, 1997; Murakami és mtsai, 1997; Nakagawa

és mtsai, 1987). Az extracellularis matrix kialakuldsanak és a neuronalis
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differencialédas kézotti kapcsolatra egy filogenetikai vizsgalattal vilagitottunk ra. A hazi
csirkék fészekhagyé allatok, a tojasbdl valo kikelés utan azonnali funkcionalis aktivitast
és érettséget mutatnak (Corner és Bakhuis, 1969; Lippe, 1995; Rogers, 1993),
neuronjai gyakorlatilag teljesen differencialédtak, melyre a felnéttel megegyez8en
fejlett dendritfajuk és a dendrittiskék megléte utal (Témbdl, 1988, 1995).
Hazicsirkékben mar a tojasbol valdé kikelés utan egy nappal igen nagy szamban
talaltunk perineuronalis halokat, mely arra utal, hogy a perineurondlis matrix az
idegsejtek és az inter-neuronalis kapcsolatok differencialédasa utan, illetve azzal
egyidében veszi koril a neuronalis kompartmenteket. Megallapitottuk, hogy a
perineuronalis matrix az emlésdkhdz hasonléan csak bizonyos neuron populaciok korl
kondenzalodik jol detektalhatd perineurondlis haldként, igy gyorstiizelé parvalbumin®
idegsejtek, kisagymagok neuronjai vagy Purkinje sejtek koril, mig kolinerg és

monoaminerg neuronok korul aggrekan alapu extracellularis matrixot nem talaltunk.

A periszinaptikus matrix morfolégiai megjelenése

A perineuronalis halé az idegsejt teste és proximalis dendritjei korll 6sszefiggd
burkot alkot, mely csak a szinapszisok helyén halészerien hianyos. Tovabbi
munkainkban a periszinaptikus matrix szelektiv megjelenitésének lehetéségére
koncentraltunk. Tobb agyi régiot vizsgalva a talamuszban fedeztlink fel nagy szamban
egy perineuronalis haldktdl fluggetlen matrix akkumulaciét, mely mérete alapjan
periszinaptikus struktura lehetett. Egy ilyen periszinaptikus matrix struktura izolalt
megjelenitési lehetéségére eldzetes tanulmanyok is felhivtak a figyelmet (Brickner és

mtsai, 2008), azokat periszinaptikus vagy periaxonalis htivelyeknek neveztik el.

A talamuszban azonositott periszinaptikus hivelyek féként gatlé végzédéseket, de
serkentd specifikus afferenseket is korulvettek. Ultrastrukturalis vizsgalattal igazoltuk,
hogy a gy(Uriszeri képletek valdban szinapszisokat burkolnak be, melyek féként gatlo,
de serkent6 természetliek is lehetnek. A periszinaptikus hlvelyek meglétét human
mintakban is igazoltuk. Ember kils6 térdestestében az extracellularis matrixnak ezt az
izolaltan megjelenithetd periszinaptikus fenotipusat kulonleges, szélséséges
elrendez8désben lathattuk: a neuronok kérvonalat a periaxonalis hivelyek val6saggal
kirajzoltak anélkll, hogy 0Osszefliggd matrixhalé jott volna létre a posztszinaptikus
sejten. Elektron mikroszkopos vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy ezen strukturak a

dendriten lancszeriien egymas mellett végz8dé szinapszisokat vesznek koérul.

Az extracellularis matrix szerepe neuropatolégiai elvaltozasokban

A proteoglikanok szerepét Alzheimer-korban tobb szemszogbdl is vizsgaltak.

Neuritikus — de nem diffuz — amiloid plakkokban és azok koérnyezetében tobb heparan-
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szulfat proteoglikan (igy az agrin, a szindekan, a glipikan) és kondroitin-szulfat
proteoglikan jelenlétét kimutattak (DeWitt és mtsai, 1993; O'Callaghan és mtsai, 2008;
jatszhatnak szerepet (Fraser és mitsai, 1992; Snow és mtsai, 1994). Proteoglikdnok
kozvetlenll képesek kapcsolédni a tau fehériéhez (Defossez és mtsai, 1986) és azok
kérosan fibrillaris formajahoz (Su és mtsai, 1992; Verbeek és misai, 1999), és
befolyasoljak az amiloid prékuzor fehérje metabolizmusat a 3-szekretaz enzim gatlasa
révén (Scholefield és misai, 2003). Munkankban az extracellularis matrix
neurodegenerativ folyamatokban betdltott szerepét mas szemszdgbdl vizsgaltuk, azok
perineuronalis, legféképp  periszinaptikus rendez6désére és  valtozasara

koncentraltunk.

A hippokampuszban zajl6 tanulasi- és memoriafolyamatok a szinapszisok
folyamatos, aktivitasfliiggb atépulése révén tudnak megvaldsulni. Az ehhez szikséges
neuroplaszticitdsi hajlam azonban egyuttal sérlilékennyé is teszi a hippokampalis
neuronokat oregedésben és stresszben (McEwen, 1999). Korabbi, agykéregben
végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy a szinapszisokat stabilizald, igy plaszticitast
csOkkentd (Berardi és mtsai, 2003; Pizzorusso és mtsai, 2002) perineuronalis halok
védik a neuronokat az oxidativ stressz, excitotoxicitas valamint az Alzheimer-kérban és

Oregedésben fellépd AR lerakddas karos hatasaitol.

A hippokampuszban kevés perineurondlis halét azonositottunk, mely 6sszecseng
az agyterllet kiemelked6 plaszticitasi képességével. Perineurondlis haldkat féleg
parvalbumin® sejtek, de mas emlésokkel ellentétben (Celio és mtsai, 1998; Drake és
mtsai, 1991) calretinin® és calbindin® interneuronok koril is megfigyeltiink, mely az
emberi hippokampusz interneuronjainak eltér6 mikodésére, egyedi szervezbdésére
utalhat. Piramissejtek koril azonban, szemben mas eml6sben talaltakkal (Briickner és
mtsai, 1999), perineuronalis haldkat egyaltalan nem tudtunk detektalni. A
matrixburoknak ez a szembeszdkd, kizardlagos hidnya nemcsak a hippokampalis
piramissejtek plaszticitasi képességét, de egyuttal sérilékenységét is tikrozi.

A perineuronalis halok hianya mellett az izolalt periszinaptikus hivelyek nagy
szama és jellegzetes eloszlasa keltette fel figyelminket. Kllénésen nagy siriiségben
fordultak el6 a gyrus dentatus hilusdban és az entorhindlis kéregben, melyek a
hippokampusz formacio legplasztikusabb és legsértlékenyebb teriletei (Koyama és
mtsai, 2004). Az entorhindlis kéregben elséként jelennek meg az Alzheimer-korra
jellemzd patoldgias neurofibrillumok (de Calignon és mtsai, 2012). Mig periszinaptikus
huvelyek az ember bazalis ganglionjaiban (Brlckner és mtsai, 2008) és ismertetett

sajat eredményeink szerint a talamuszban féként gatld szinapszisok korul fordulnak

159



dc_951 14

el6, a hippokampusz hilusaban és a szomszédos CA3 régié stratum radiatumaban

azokat serkentd szinapszisok korul azonosithattuk.

A perineuronalis halék folyamatos boritékként jelennek meg az idegsejteken,
szabadon hagyva az afferens szinapszisok helyeit; a megfigyelésbél kiindulva
altalanosan arra kovetkeztettek, hogy a szinapszisokat is korulvevd extracellularis
matrixot a posztszinaptikus sejt termeli (Celio és mitsai, 1998). A perineuronalis
haloktol fuggetlen periszinaptikus matrix akkumulaciok jelenléte azonban a
preszinaptikus neuron matrix termelésének lehetéségét is felvetette. Ennek
neuropatoldgiai jelentéségét a matrix kémiai heterogenitasanak feltérképezésével

céloztuk felderiteni.

Kombinalt immunhisztokémiai €s elektronmikroszkopos vizsgalatokkal
megallapitottuk, hogy a szinapszisok koruli extracellularis matrix kémiailag heterogén.
A posztszinaptikus oldalon az aggrekan alapu matrix 6sszefliggé perineuronalis
haldékat alkotott, melyek mind a periszomatikus, mind a peridendritikus terlleten
nagyszamu gatldé és serkentd szinapszist agyazott magaba. A preszinaptikus
kompartment koril azonban brévikan® és CRTL-1" matrixot talaltunk, mely a
posztszinaptikus oldalra nem terjedt ra - ez az elektronmikroszképos megfigyelés
magyarazza, miért talalhattunk perineuronalis haloktél fliggetlen matrixgyiriket
szinapszisok korul fénymikroszkdppal fluoreszcens hisztotechnikaval. Brévikant és link-
fehérjét ugyanakkor mielinhlivelyes axonban is talaltunk, ami a fehérje preszinaptikus

eredetére, annak axonalis transzportjara utalhat.

Kérgi és szubkortikalis régidkban az extracellularis matrix Osszetétele,
komponenseinek expresszios szintje Alzheimer-kérban (Jenkins és Bachelard, 1988;
Morawski, Brickner, és mtsai, 2010; Morawski, Brickner, Jager, és mtsai, 2012),
illetve relevans transzgenikus egérmodellben (Morawski, Pavlica, és mtsai, 2010) nem
valtozott. A hippokampusz azonban kulénésen sérilékeny a neurodegenerativ és
Oregedési folyamatokban. Megallapitottuk, hogy elérehaladott stadiumu Alzheimer-
korban és ennek megfelel6 hisztopatologiai jeleket mutatd transzgenikus
egérmodellben a vizsgalt extracellularis matrix komponensek — igy a brévikan, link-
fehére és aggrekan — szintje jelentésen megemelkedett, mely az intercellularis tér
molekularis atrendezddésére, a matrix 6sszetevék megndvekedett metabolizmusara
utal. A biokémiai valtozason tul morfolégiai megfigyeléseket is tettiink. Mas régidkban
tett korabbi megfigyelésekkel dsszhangban (Brickner és mtsai, 1999) a perineuronalis
halokkal kortlvett neuronok nem mutattak Alzheimer-kérra jellemzé citopatologiai

elvéltozast a hippokampuszban. Ez Odsszecseng azzal a ténnyel, hogy sérulékeny
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szubkortikalis neuronok (pl. Meynert mag, locus coreuleus, raphe-magok idegsejtjei)

korul ritkan talalhatd perineuronalis halé (Morawski, Brickner, és mtsai, 2010).

Munkankban azonban egy masik neuronalis kompartment koérili kondroitin-szulfat
proteoglikan tartalmu matrix akkumulaciot is azonositottunk, mely a preszinaptikus
struktura szelektiv védelmét szolgalhatja. A periszinaptikus hivelyek kilénésen nagy
szamban fordultak el a hippokampusz formacid kiemelten sérilékeny terlletein, és
ezt a neurodegeneracio el6rehaladott volta sem befolyasolta. Kimutattuk tovabba, hogy
ez a strukturalisan stabil maradd periszinaptikus matrixvaz vezikularis glutamat- és
GABA transzportert tartalmazo terminalisokat fog koéril, mely funkcional6 szinapszisok
meglétére, azok sikeres védelmére utal. Mivel a periszinaptikus hlvelyek siriisége tau-
patologiat mutaté dendritek mentén valtozatlan slrliségben volt jelen, arra
kovetkeztetink, hogy a feltehet6en preszinaptikus neuron altal termel6dott
periszinaptikus matrix akkor is képes megvédeni a sejt ,sajat” efferens szinapszisait,
ha a posztszinaptikus neuron (dendrit) elfajulast mutat. A periszinaptikus matrix
jellegzetes kémiai dsszetétele, szinaptoprotektiv szerepe révén az idegsejtek kozotti
informacidaramlas, ezéltal a kognitiv képességek, és azok neurodegenerativ

betegségekben tapasztalt elvaltozasaban fontos szerepet tolthet be.
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5.7. Tudomanyos munkassag o0sszefoglalasa

Doktori értekezésemben a neuronok Alzheimer-kérban fellépé funkcionalis-
anatémiai valtozasait vizsgaltam. A transzgenikus egér-, és tovabbi kisérletes
allatmodelleken, valamint human mintakon tett legfontosabb megallapitdsaim a

kovetkezok:

1. Kilénbdz6é amiloid prékurzor protein transzgenikus egérmodelleken végzett
funkcionalis kisérletekkel kimutattam, hogy a nem amiloidogén human fehérje
expresszidja trofikus és neuroprotektiv hatasu in vivo. Az amiloid lerakédashoz
vezetd amiloid prékurzor protein expresszid ugyanakkor - a korabban
hangsulyozott fokalis sériléseken kivul — a funkcionalis deprivacio okozta

degenerativ jelenségeket képes radikalisan sulyosbitani.

2. A hibernaciés allatmodellben tett neuromorfolégiai megfigyeléseim
kompartment-specifikusan szervez6d® reverzibilis neurofibrillum képzddést és
szinaptikus leépulést bizonyitottak. Ez O6nmagaban az emléknyom

elvesztésével nem, csupan annak ideiglenes hozzaférhetetlenségével jart.

3. Genetikai egérmodellen bizonyitottam, hogy az Alzheimer-kér korai fazisat
jellemzd, a nbvekedési faktorok szignal transzdukcidjaban résztvevé p21H-ras
fehérje expresszidjanak novekedése koordinalt neurondlis ndvekedést, a
szinaptikus kapcsolatok gyarapodasat valtja ki. Potencirozza az ingergazdag
kornyezet okozta trofikus, és megallita a deprivacid okozta degenerativ

valtozasokat.

4. A retrograd szinaptikus jelatvitelben szerepet jatsz6 endokannabinoidok
metabolizmusaban eltér6 valtozasokat talaltam Alzheimer-kérban. Mig az
anandamid metabolizmusban nem lattam valtozast, a 2-arachidonoil-glicerol
lebontasaért felelés enzimek szintjének posztszinaptikus csokkenését
azonositottam, mely a protektiv hatasu retrograd jelatvitel csokkenéséhez
vezetett. Mikroglia sejtekben ugyanakkor ellentétes elGjell enzimvaltozast

mutattam ki, mely a neuron-glia interakcio atalakulasanak jelentéségét veti fel.

5. Uj neuron populaciét azonositottam az ember tractus olfactoriusaban. A
plasztikus neurokémiai jegyeket mutatd, differencialatlan sejteket Alzheimer-
korban kiemelten sérllékenynek talaltam, mely a betegségben jelentkez6

anozmiaval kapcsolatban birhat jelent6séggel.
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6. Azonositottam a kdzponti idegrendszeri extracellularis matrix periszinaptikus
tipusat, meghataroztam pre- és posztszinaptikus régiéjanak heterogén
neurokémiai  dsszetételét. Kimutattam, hogy Alzheimer-kérban  tébb
periszinaptikus matrix komponens expresszidos szintje noOvekszik, és a

periszinaptikus matrix védelmet nyuijt a szinapszisok degeneracidja ellen.
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6. Supplementum

Ez a fejezet a tablazatokat tartalmazza, melyeket a széveg konnyebb
olvashatdsaga végett itt ismertetem. A tablazatokra valo hivatkozasok az Anyag
és Modszer, valamint az Eredmények fejezetben talalhatoak, utobbiak eredeti

adatokat tartalmaznak, az eredmények részét képezik.
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1. tdblazat
A kisérletekben felhasznalt allatok jellemzdi
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Faj Nem Szam (db) Kor Hivatkozas

Egér (Mus musculus)
APdE9 him,néstény 30* 7 és 10 hénapos Jankowsy és mtsai, 2004
Tg2576 him,néstény 28* 10 hénapos Hsiao és mtsai, 1996
PGDF-hAPPW! him,néstény 120* 2 és 7 honapos Rockenstein és mtsai, 1995
B6-Py8.9 him,néstény 32* 10 hénapos Lamb és mtsai, 1993
p21H-Ras him,néstény 146* 3 és 9 honapos Heumann és mtsai, 1996

Hazicsirke (Gallus domesticus) him,néstény 12 1, 13 és 90 napos

Sin (Echinops telfari) him,néstény 22 2,3,5és7 éves

Patkany (Rattus norvegicus, Wistar) him,néstény 16 5hénapos

Sziriai aranyhdrcsdg (Mesocricetus auratus) him,néstény 60 3hdénapos

Egérmaki (Microcebus murinus) him,néstény 5 4honapos

* azonos alombdl szarmazoé vadtipusu kontrollokkal egyiitt
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2, tablazat
Kiilonb6z6 stadiumu Alzheimer-kérban elhunytakbdl nyert mintak adatai

Azonosito Braak stage Eletkor (év) Nem Halal bekovetkezte utan eltelt idé (PMD, 6ra) Vizsgalat tipusa
Cco1 kontroll* 79 nd 38 wWB
C02 kontroll 55 nd 24 wWB
Co03 kontroll 52 nd 44 wWB
Cco4 kontroll 82 nd 48 wWB
CO05 kontroll 71 né 30 IH& WB
C06 kontroll 96 nd 16 IH
Cco7 kontroll 82 nd 13 IH
C08 Braak | 81 né 17 wWB
C09 Braak Il 93 férfi 33 wWB
C10 Braak Ill 105 ndé 58 wB
C1l1 Braak Ill 7 ndé 43 wB
C12 Braak IV 82 férfi 24 wB
C13 Braak IV 91 férfi 62 wB
C14 Braak IV 88 ndé 24 wB
C15 Braak VI 69 ndé 13 wB
C16 Braak VI 82 ndé 12 wB
C17 Braak VI 79 ndé 24 wB
C18 Braak VI 91 ndé 26 wB
C19 Braak VI 71 ndé 21 wB
Cc20 Braak VI 89 né 26 wWB
C21 Braak VI 87 férfi 18 IH
C22 Braak VI 87 né 29 IH
Cc23 Braak VI 78 né 12 IH

* a kontroll mintak neurodegenerativ megbetegedés jeleit nem mutatté id6s emberekbél szarmaztak
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A kisérletekben felhasznalt ellenanyagok, lektinek és egyéb markerek jellemzdi

Antitest

Matrix 6sszetevbk ellenei antitestek
Anti-human CRTL-1 (hHAPLN1)

Anti-aggrekan Cat-301
Anti-aggrekan Cat-315
Anti-aggrekan Cat-316
Anti-aggrekan HAG7D4
Anti-aggrekan AB1031
Brévikan

Brévikan (50kDa fragment)

Neuronalis és glialis markerek
Calbindin

Calretinin

Doublecortin (DCX)

GABA

Glutamat dekarboxilaz (GAD65/67)

HuC/D

Kolin acetiltranszferaz

Mikrotubulushoz asszocialt fehérje 2 (MAP2)

NeuN
Parvalbumin
SAT2
Secretagogin
Secretagogin
Secretagogin
SMI-311

Tirozin hidroxilaz

Forras

R & D Systems Inc.
R. T. Matthews
Millipore
R. T. Matthews
Acris
Millipore
Santa Cruz
R. T. Matthews

SWant
SWant

Santa Cruz Biotech
Sigma
Sigma

Invitrogen
Millipore
Sigma
Chemicon
SWant
F. A. Chaudry
M. Uhlén
L. Wagner
R & D Systems Inc.

Covance
Millipore

Host

kecske, poliklonalis IgG
egér, monoklonalis 1IgG
egér, monoklonalis IgM
egér, monoklonalis IgM
egér, monoklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis IgG
kecske, poliklonalis IgG
nyul, poliklonalis IgG

egér, monoklonalis 1IgG
kecske, poliklonalis IgG
kecske, poliklonalis IgG
nyul, poliklonalis IgG
nyul, poliklonalis IgG
egér, monoklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis IgG
egér, monoklonalis 1IgG
egér, monoklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis 1IgG
kecske, poliklonalis IgG
egér, monoklonalis 1IgG
nyul, poliklonalis IgG

IH higitas

1:400
1:100
1:1000
1:100
1:10
1:2000

1:2000

1:2000
1:2000
1:500
1:2000
1:5000
1:100
1:200
1:200
1:20
1:5000
1:300
1:2000
1:3000
1:1000
1:500
1:500

WB higitas

1:1000

1:50
1:1000
1:500

Hivatkozas

Carulli és mtsai. ( 2006)
Matthews és mtsai (2002)
Matthews és mtsai (2002)
Matthews és mtsai (2002)
Briickner és mtsai (2008)
Giamanco és mtsai (2010)
Morawski és mtsai (2012)
Matthews és mtsai (2002)

Celio és mtsai (1990)
Schwaller és mtsai (2003)
Seri és mtsai (2004)
Tombol, 1988
Bruckner és mtsai (2008)
Hartig és mtsai (2009)
Briickner és mtsai (2008)
Binder és mtsai (1996)
Mullen és mtsai (1992)
Celio és mtsai (1990)
Jenstad és mtsai (2009)
Mulder és mtsai (2009)
Wagner és mtsai (2000)
Mulder és mtsai (2010)
Colombo és mtsai (1998)
Briickner és mtsai (2008)
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B-Aktin
B-llI-tubulin

Gliélis markerek
Glialis fibrillaris savas fehérje

S100b

Szinaptikus és ioncsatorna markerek

GABA A receptor Ral

Kv-3.1b

SNAP25

Szinaptobrevin

Szinaptofizin

Vezikularis GABA transzporter (VGAT)
Vezikularis glutamat transzporter 1 (VGLUT1)
Vezikularis glutamat transzporter 2 (VGLUT2)

Lektinek

Helix aspersa agglutinin (HAA)
Vicia villosa agglutinin (VVA)
Wisteria floribunda agglutinin (WFA)

Palyakdévetd anyag, egyéb antitest
Biotinilalt dextran amin

BrdU

anti-BrdU

B-Amiloid

APP, C-terminalis fragmens

APP, N-termindlis fragmens
Human amiloid B-fehérje 1-17 szakasz
PHF tau

6E10

22C11

dc_951 14

Sigma
Millipore

DAKO

Swant

J. M. Fritschy
Alomone Labs
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems

Sigma
Sigma
Sigma

Molecular Probes

Sigma
AbD Serotec Morphosys
Millipore
Calbiochem

Chemicon/Millipore

Chemicon/Millipore
Pierce

Chemicon/Millipore

Chemicon/Millipore

egér, monoklonalis 1IgG -

egér, monoklonalis 1IgG 1:150
nyul, poliklonalis 1:2000
nyul, poliklonalis 1:500

nyul, poliklonalis IgG 1:500
nyul, poliklonalis IgG 1:2000
nyul, poliklonalis IgG 1:500
egér, monoklonalis 1IgG 1:500
nyul, poliklonalis IgG 1:2000
nyul, poliklonalis IgG 1:500
nyul, poliklonalis IgG 1:5000
nyul, poliklonalis IgG 1:2000
biotinilalt 1:50
biotinilalt 1:50
biotinilalt 1:50
- 1ul, 20%
- 50 ug / ttg

patkany, poliklonalis IgG 1:4000

eger, monoklonalis 1IgG 1:200

egér, monoklonalis 1IgG -

egér, monoklonalis 1IgG -
egér, monoklonalis 1IgG -
egér, monoklonalis (AT8) 1:1000

egér, monoklonalis IgG
egér, monoklonalis 1IgG -

1:10000

1:2000
1:2000
1:5000

1:5000
1:2000

Mulder és mtsai (2009)
Mulder és mtsai (2009)

Colombo és mtsai (1998)
Hartig és mtsai (1999)

Fritschy és mtsai (1992)
Hartig és mtsai (1999)
von Kriegstein és mtsai (1999)
Mulder és mtsai (2009)
Masliah és mtsai (1989)
Hartig és mtsai (2003)
Kaneko és mtsai (2002)
Kaneko és mtsai (2002)

Hartig és mtsai (1992)
Hartig és mtsai (1992)
Hartig és mtsai (1992)

Zayats és mtsai (2002)
Franke és mtsai (2004)
Franke és mtsai (2004)
Thal és mtsai (1999)
Rossner és mtsai (1998)
Rossner és mtsai (1998)
Seeger és mtsai (2009)
Braak és mtsai (1994)
Rossner és mtsai (1998)
Rossner és mtsai (1998)
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4, tablazat
Primer szomatoszenzoros kéreg Il/lll. rétegi komisszuralis piramissejtek dendritjeinek jellemzo6i a Tg2576 egértorzsben
Szegmens Szam (db) Hosszlisag (um) Felszin (um?) Térfogat (um®) Atlagos atméré (um) Alapi 4tméré (um)
vadtipusi  transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus  vadtipusa  transzgenikus  vadtipusu transzgenikus
B1 4,02 £0,31 3,85+0,27 12,26 + 0,81 12,18+ 0,93 46,48 + 2,51 44,87 + 2,53 15,96 + 1,13 15,12 + 0,95 1,36 £ 0,05 1,30 £ 0,05 1,39+ 0,05 1,33+0,05
B2 7,01+0,35 6,86 £ 0,41 30,64 + 02,05 27,89 £ 1,66 55,22 £ 2,79 48,32 + 2,09 10,52 + 0,68 9,12+ 0,51 0,82+ 0,03 0,79+ 0,03 1,31+£0,03 1,29 £ 0,03
B3 8,13+ 0,42 7,96 £ 0,37 38,43+1,73 36,64 + 1,52 54,48 + 2,57 47,19+ 1,72 7,52+0,49 5,96 £ 0,25 0,53 +0,02 0,51+0,01 0,80+ 0,02 0,78 + 0,02
B4 6,01 £ 0,68 6,13+ 0,76 39,95+ 1,82 41,28+ 1,71 48,89 + 2,58 47,32+ 1,90 5,71 £ 0,49 5,04 £ 0,24 0,41 +0,01 0,41 +0,01 0,57 £ 0,02 0,61 + 0,01*
B5 4,21+ 0,54 4,52 +0,61 30,31+ 2,14 37,27 +£2,43 32,78 £ 2,45 42,03 + 3,06 3,09 £ 0,26 4,22 + 0,39 0,35+ 0,01 0,36 + 0,01 0,49 + 0,02 0,54 + 0,02
B6 3,87 0,65 3,97+0,78 29,57 + 4,66 35,46 £ 5,13 27,86 £ 4,59 36,35+ 4,79 2,25+0,42 3,25+ 0,46 0,30 £ 0,02 0,37+ 0,03 0,38 + 0,02 0,53 + 0,04*
B7 1,23+0,69 1,16 £ 0,66 24,19 £ 6,92 26,22 £ 9,45 18,64 + 4,92 26,47 £11,13 1,18 £ 0,31 2,36 £ 1,08 0,25 + 0,02 0,30+ 0,04 0,28+ 0,01 0,42 + 0,081
ADT 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 591,83 + 61,30 393,84 + 31,8* 1248,02 + 106,72 996,38 + 60,66 329,84 + 30,61 303,86 +28,77 0,96 +0,06 1,13 £ 0,05* 2,44+0,13 2,62+0,13
Vi 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 35,16 £ 2,97 39,82 + 3,15 68,87 £ 5,13 79,13+ 6,12 10,65 + 3,23 14,18 + 3,87 0,71 +0,03 0,98 + 0,05* 0,91+0,12 1,13+0,11*
V2 2,66 £ 0,51 3,11+0,45 32,16 £ 3,12 36,14 £ 4,12 56,19 + 3,96 62,54 + 4,58 6,02 £ 2,48 7,23 +3,13 0,57 £ 0,04 0,65+ 0,03 0,82+0,13 0,87 +£0,19
V3 2,87 +£0,64 2,96 £ 0,67 41,26 + 3,87 46,15 + 4,17 49,56 + 3,88 55,45 + 4,02 6,31+2,87 6,54 + 3,87 0,39+ 0,05 0,41+ 0,04 0,46 + 0,09 0,51+0,18
o1 4,32 +0,27 4,17 + 0,31 32,05+ 2,33 30,22 £ 2,77 45,31+ 2,55 50,60 £ 3,79 6,31+ 0,53 8,71+0,84 0,57 £ 0,02 0,68 + 0,04* 0,66 + 0,03 0,77 + 0,04*
02 4,01 +0,35 3,86 £ 0,29 40,34 £ 2,46 44,14 + 3,15 52,72 £ 4,13 57,55 + 3,77 7,06 £ 0,99 7,64 £0,67* 0,45 + 0,02 0,52 + 0,03 0,66 + 0,03 0,76 + 0,03*
03 3,87 £ 0,65 3,11+0,45 37,12+ 2,81 48,99 + 4,34 47,28 + 5,00 54,02 £ 5,28 6,95+ 1,49 5,85+0,75 0,41 +0,03 0,38 £ 0,03 0,57 £ 0,04 0,59 + 0,05
04 2,98 £ 0,64 2,74+0,71 32,46 + 4,16 45,42 + 6,66 35,00 + 4,84 35,97 £5,13 3,35+0,54 2,63+0,45 0,36 £ 0,02 0,26 + 0,02* 0,54 £ 0,05 0,44 £ 0,04
05 1,96 £0,99 1,55+0,97 43,63 + 11,56 43,51 £ 9,57 51,79 £17,59 34,49 £ 7,92 5,64 £ 2,52 2,24 £ 0,56 0,32 +0,02 0,22 + 0,02* 0,43+ 0,04 0,27 + 0,03*
06 8 esetben - 18,04 - 15,13 - 1,23 - 0,25 - - -
o7 2 esetben - 17,95 - 10,89 - 0,58 - 0,2 - - -

AD O6sszesen
BD O6sszesen

Atlag + standard hiba, *p < 0,05

1082,62 + 91,68
298,32 + 13,89

806,48 * 60,44*
301,85+ 1,46

1925,65 + 160,06
445,56 + 20,94

1521,50 + 89,48
423,38 £ 22,15

436,54 £ 40,09 392,91 + 34,81
72,85+ 5,29 65,84 + 4,22
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Primer szomatoszenzoros kéreg ll/lll. rétegi komisszuralis piramissejtek bazalis dendritjeinek jellemz6i a B6-Py8.9 egértorzsben
Atlag + standard hiba, *p < 0,05

Szegmens

B1
B2
B3
B4
B5
B6

BD 6sszes

Szam (db) Hosszlsag (um) Felszin (um?) Térfogat (um®) Atlagos atméré (um) Elagaz6dasok szama (db)
vadtipusii  transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusi  transzgenikus
3,77+0,14 3,37+0,19 1,18 + 0,08 1,28 + 0,06 11,86 + 1,09 10,22 + 0,87 43,95 + 3,80 41,23 £ 3,53 15,16 + 1,74 14,69 + 1,62 3,63+0,12 3,30+0,17
7,33+0,24 6,70 £ 0,35 0,59 £ 0,07 0,68 + 0,05* 25,46 + 2,14 21,77 £ 1,15 46,94 £ 5,17 46,71 + 3,03 9,18+ 1,35 10,25+ 1,11 4,60 £ 0,29 4,27 +£0,29
9,23 +0,59 8,50 + 0,60 0,40 £ 0,06 0,53 £ 0,03* 34,62 + 2,06 25,59 +1,37* 43,93 £ 4,74 42,81 + 3,30 5,66 £ 1,02 7,07 £0,81 2,23+0,29 3,67 £ 0,25*
5,04 £ 0,58 7,26 +0,51 0,36 £ 0,07 0,41 £ 0,04* 35,93 + 2,96 28,24 +1,76* 40,37 £ 3,62 37,10 £ 3,31 4,33+ 0,58 4,70 £ 0,61 0,85+0,19 1,67 £0,27*
3,14+0,44 3,71+0,42 0,35+ 0,03 0,38 £ 0,02 26,74 + 3,25 24,73 + 1,52 29,01 +5,13 29,47 £ 6,12 3,15+ 0,42 3,48 £ 0,52 0,60 £ 0,42 0,90 £ 0,57
2,25+0,25 3,25+0,75 0,24 £ 0,03 0,33+0,04 28,06 + 4,00 23,00 + 4,68 20,84 + 3,53 23,97+ 7,17 1,37+ 0,33 2,66+1,11 0,25+0,16 0,50 £ 0,38

206,29 +11,13 212,66 +11,72 300,61 +17,11 360,91 +21,37* 51,14 + 4,07 67,31 + 4,99* 13,67 + 0,83 11,60 * 0,69*
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6. tablazat
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Immunoreaktiv profilok (végzédések) és varikozitasok szama a B6-Py8.9 és Tg2576 transzgenikus egérmodellekben

B6-Py8.9 vadtipusu kontroll Tg2576 vadtipusu kontroll

Immunoreaktiv profilok szama (db / 1000 pm?)

ChAT 36,26 + 2,02* 25,26 + 1,26 36,94 + 1,55* 28,27 + 1,44

TH 9,84 + 1,03 9,71 £ 0,66 15,93 +1,11 15,95+ 1,73

VGIuT1 159,06 + 14,09 138,53 + 14,51 81,19 +10,41* 111,21 + 53,63

VGIuT2 94,21 + 6,82 75,03 + 4,69 102,15 + 5,96 100,78 £ 4,71
Varikozitasok szama (db / 100 ym)

Komisszuralis rostok 9,43 £ 0,36* 7,22 £ 0,26 8,11 + 0,52* 9,29 + 0,36

Kortikostriatalis rostok 10,06 £ 0,29 10,37 £ 0,37 8,94 + 0,34* 10,73 £ 0,36
Boutonok kozo6tti tavolsag ("varicosity spacing”, pm)

Komisszurdlis rostok 10,61 + 0,40* 13,85+ 0,49 12,33 £ 0,79* 10,76 £ 0,42

Kortikostriatalis rostok 9,94 £ 0,29 9,64 £0,34 11,19 + 0,43* 9,32+0,31

VGAT" profilok szama (db / 10 pym keriilethossz) 1,61+ 0,06 1,69 £ 0,05 1,40 + 0,04* 1,75 + 0,06

Atlag + standard hiba, *p < 0,05
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7. tablazat
Piramissejtek sejttestének mérete p21-Ras transzgenikus egérben

[I/111. réteg V. réteg
vadtipus transzgenikus vadtipus transzgenikus
Sejttest keriilete (um) 38,84+0,96 49,01+1,82* 42,21+1,66 53,65+3,37*
Sejttest metszeti teriilete (pmz) 99,21+2,76 130,18+ 5,63* 98,66+3,22 148,5945,64*

Atlag + standard hiba, *p < 0,05
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8. tablazat
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Primer szomatoszenzoros kéreg Il/lll. rétegi komisszuralis piramissejtek bazalis dendrit szegmenseinek jellemzo6i a p21-Ras egértérzsben

Szegmens

B1
B2
B3
B4
B5
B6
ADT
\% 8
V2
V3
o1
02
03
04

AD Osszesen
BD dsszesen

Szam (db) Atméré (um) Hosszlsag (um) Felszin (um?) Térfogat (um®)
vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus
4,67+0,20 4,43+0,20 1,27+1,72 1,73+0,07* 22,78+1,99 33,90+3,45* 79,62+4,55 155,16+13,63* 27,49+2,54 73,03+8,47*
8,73+0,36* 7,57+0,34 0,68+0,96 0,96+0,04* 55,50+2,99 48,68+2,90 104,5816,14 130,11+8,33* 20,14+2,21 33,73+2,92*
9,03+0,67 9,00+0,60 0,55+0,69 0,69+0,03* 60,80+2,50 57,33+3,39 92,17+6,91 160,57+31,70* 15,38+2,22 27,1+3,61*
5,35+0,61 6,00+0,55 0,63+0,64 0,64+0,06 58,463,77 59,10+4,24 90,01+7,71 109,81+10,00 12,53+1,64 19,52+2,58*
3,37+0,54 3,72+0,47 0,59+0,59 0,59+0,05 67,54+6,43 70,18+9,03 91,57+12,08 121,00+20,23 11,13+2,01 18,63+3,90
2,00+0,00 3,00+0,68 0,49+0,62 0,62+0,07 64,36+7,08 42,25+7,21 100,14+21,67 66,81+7,56 13,52+4,67 9,39+3,43
1,00+0,00 1,00+0,00 1,64+0,11 2,16+0,11* 194,16+15,97 236,15+18,4 842,43+44,88 1426,6+96,53* 360,69+25,91 826,77+76,51*
2,00+0,00 2,00+0,00 0,8610,13 0,93+0,09 57,95+7,34 68,39+9,46 121,15+13,45 172,56+23,4 27,275,117 44,77+8,88
2,08+0,28 3,08+0,41 0,94+0,19 0,750,15 49,43+7,10 59,00+9,25 141,89+53,29 131,07+33,48 53,79+35,06 31,66+12,02
3,1410,70 2,33+0,33 0,9810,21 0,54+0,06 60,71+£12,31 71,35+8,56 179,82+56,31 122,40+23,85 57,79+27,04 15,99+4,86
4,29+0,30 4,47+0,36 0,59+0,03 0,87+0,05* 66,07+6,02 58,76+4,55 112,58+8,39 147,12+12,7* 17,76+1,63 36,45+4,85*
3,79+0,50 4,12+0,39 0,49+0,03 0,70+0,05* 62,47+5,53 57,99+4,16 94,63+9,68 120,28+11,31 12,89+1,78 23,96+3,47*
2,89+0,48 3,29+0,38 0,49+0,07 0,56+0,05 63,3045,43 50,6+10,26 97,95+17,53 105,53+28,79 14,49+4,77 18,9147,49
2,00+0,00 2,67+0,42 0,48+0,09 0,52+0,06 92,00+43,58 79,85+14,83 157,61+100,9 122,22+19,14 23,69+17,99 17,08+3,14

2515,75+218,81 3397,39+240,43* 687,72+82,01 1298,9+125,5*
2778,91+140,82  3775,34+271,25* 503,57+41,47  1000,15+112,27*

Atlag + standard hiba, *p < 0,05



9. tablazat
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Primer szomatoszenzoros kéreg V. rétegi komisszuralis piramissejtek bazalis dendrit szegmenseinek jellemz6i a p21-Ras egértorzsben

Szegmens

B1
B2
B3
B4
B5
B6
ADT
Vi
V2
V3
o1
02
03
04

AD Osszesen
BD Osszesen

Szam (db) Atmérd (um) Hosszlisag (um) Felszin (um?) Térfogat (um®)
vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus
3,57+0,22 3,71£0,24 1,76+0,09 2,15+0,14* 17,94+3,05 22,17+2,20 93,95+17,57 134,72+12,43* 42,02+8,87 76,37+8,67*
6,57+0,39 7,4310,49 0,85+0,05 1,15£0,11 41,52+4,13 52,21+5,79 93,21 £10,21 154,88+12,99* 22,68+3,05 49,1146,12*
8,57+0,41 9,57+0,79 0,58+0,03 0,72+0,04* 55,86+4,18 81,95+4,37* 90,88+7,19 166,22+9,97* 15,06+1,78 27,19+3,80*
6,8610,71 5,79+0,85 0,46+0,03 0,66+0,04* 60,28+4,81 81,7946,21* 84,05+9,07 155,99+10,51* 10,96+1,63 29,41+2,88*
4,32+0,56 4,22+1,31 0,42+0,05 0,58+0,05* 47,26+7,44 65,65+4,80* 65,38+13,84 101,12+9,94* 8,27+2,22 17,3742,56*
3,38+0,71 3,00+1,00 0,52+0,13 0,49+0,09 85,05+18,62 74,67+13,58 23,44+10,43 17,7249,63 23,44+10,43 10,57+9,63
1,00+0,00 1,00+0,00 1,59+0,16 1,59+0,10 141,39+20,48  349,88+46,43* 588,13+72,08  1390,10+177,56*  248,95+36,53 615,34+79,12*
2,00+0,00 2,00+0,00 1,00+0,00 1,42+0,15 34,69+13,71 60,73+12,74 64,97+12,25 99,47+19,04 15,03+1,94 18,19+4,45
1,60+0,60 1,7+0,18 1,09+0,29 0,83+0,19 45,11+7,89 40,54+8,50 98,29+34,84 108,94+31,28 22,74+11,59 30,21+10,49
1,00+0,00 1,50+0,29 0,87+0,23 0,95+0,32 58,18+21,02 55,416,20 132,40+34,76 156,64+56,56* 30,51+9,24 45,08+22,16*
5,38+0,56 6,63+0,62 0,53+0,05 1,59+0,09* 38,29+9,85 54,26+6,79 57,60+9,85 88,53+6,79* 8,91+1,89 25,82+11,9*
5,17+0,58 5,28+0,48 0,42+0,03 0,57+0,03* 41,4945,07 48,44+4,99 51,63+7,57 79,468,57 6,05+1,17 12,19+1,52
3,71+0,8 4,00+0,59 0,39+0,04 0,41+0,04 42,3116,39 53,355,12 52,08+10,27 65,68+8,85 5,61+£1,43 7,66+1,41
2,00+0,00 2,00+0,00 0,44+0,15 0,49+0,09 45,51+3,6 48,85+19,46 55,51+4,11 82,36+33,59 6,45+2,48 11,76+4,89

2143,45+293,18 3844,99+312,49* 601,42+77,85 1166,58+105,56*
2790,83+402,1  4961,6+363,48* 594,74+95,55 1250,21+147,69*

Atlag + standard hiba, *p < 0,05
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10. tablazat
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VGLUT1", VGLUT2", ChAT" és TH" profilok siirlisége p21-Ras transzgenikus egerek szomatoszenzoros

kérgének a Il/lIl. és IV. rétegében (db/1000um?)

Szegmens

VGLUT1 (IVIII. réteg)
VGLUT?2 (I/lII. réteg)
VGLUT?2 (IV. réteg)
ChAT (II/1Il. réteg)
TH (111, réteg)

Atlag + standard hiba, *p < 0,05

11. tablazat

Talamikus tiiskés neuronok ("spiny stellate cells") jellemzéi.

Sejttest keresztmetszeti felszine (um®)

Dendritfa teljes hossza (um)
Dendritfa teljes felszine (um®)

Dendrittiiskék s(irlisége (db / 10 ym szegmenshossz)

Atlag + standard hiba, p > 0,05

Szam (db)
vadtipusu transzgenikus
205,12 + 2,98 192,86 + 2,51*
15,89 + 1,02 14,61+ 1,14
101,93 £ 1,41 117,7 £ 2,25*
26,68 £ 0,68 34,51 £0,84*
9,82 0,68 11,83 £ 0,86
Szam (db)
vadtipusu transzgenikus
86,17 + 4,07 87,76 £ 12,02
242,04 + 24,92 2447 + 28,82
455,82 + 52,79 465,09 + 68,36
4,36 + 0,16 4,3+0,16

175



dc_951 14

12. tablazat

Varikozitasok léptéke ("varicosity spacing”, a varikozitasok egymas kozotti tavolsaga az
axonon)

Tavolsag (um)

vadtipusu transzgenikus
Komisszuralis rostok 6,81 £0,17 4,53 +0,13*
Kortikostriatalis rostok 4,79 £ 0,08 3,56 + 0,08
ChAT" rostok 3,06 + 0,07 2,95 + 0,06
TH" rostok 3,41+0,08 3,71£0,08

Atlag + standard hiba, p > 0,05

13. tablazat
Piramissejtek és szemcsesejtek sejttestének térfogata a hippokampuszban

Sejttest térfogata (um°)

vadtipusu transzgenikus kulonbség (%)
Gyrus dentatus 0,782 £ 0,028 0,907 £ 0,063* 16
CA3 1,462 + 0,098 2,023 £ 0,215* 38
CA2 1,872 £ 0,102 2,526 £ 0,313 3
CAl 1,233 £ 0,041 1,206 * 0,032 -1

Atlag + standard hiba, *p < 0,05
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14. tablazat

CA1 régiodbeli piramissejtek bazalis és apikalis dendritjeinek jellemz6i a p21H-ras

Szegmens

B1
B2
B3
B4
B5
B6
ADT
V1
V2
V3
A2
o1
02
03
04
AD 6sszesen
BD Gsszesen

dc_951 14

Vall2

egértorzsben

Szam (db) Kanyargossag Atlagos atméré (um) Hosszlisag (um) Felszin (um?) Térfogat (um®)
(tulajdonképpeni hossz /
végpont tavolsag)
vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus vadtipusu transzgenikus
1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,04 + 0,00 1,06 + 0,01 1,78+ 0,08 1,81+0,08 14,43+ 1,83 11,80 £ 1,16 66,99 + 5,50 58,95 + 4,56 29,42+ 2,72 26,21+ 2,08
2,00 + 0,00 2,02 +£0,02 1,09+ 0,00 1,10+0,01 1,01+ 0,05 1,08 £ 0,04 38,69 + 3,71 32,99 + 3,44 81,50 + 6,03 75,50 £ 5,67 18,50 + 1,27 17,68 + 1,26
2,96 +0,14 2,96 +0,13 1,10+ 0,02 1,10 + 0,00 0,63 +0,03 0,66 + 0,02* 45,48 + 3,12 46,99 + 2,67 65,94 + 3,83 81,21 + 4,42* 9,85+ 0,64 13,07 + 0,79*
3,33+0,25 3,65+0,3 1,09+ 0,00 1,12+0,01 0,46 + 0,02 0,53 £ 0,02* 46,75 + 3,00 53,03 + 3,13 63,17 + 4,54 80,26 + 5,02* 8,13+0,72 11,08 + 0,85*
3,06 + 0,30 3,42+0,38 1,09+ 0,01 1,11+ 0,01 0,37 £ 0,02 0,44 £ 0,02* 45,33+ 4,73 66,19 + 4,92 52,04 + 6,06 91,97 £ 7,67 5,57+0,75 11,82 + 1,30*
2 500,33 2,67 +0,47 1,09 £ 0,02 1,13+ 0,02 0,29 £0,03 0,43 £ 0,04* 43,99 + 7,63 65,99 + 9,40 44,94 + 10,90 94,59 + 14,55* 4,54 + 1,60 12,01 + 0,88*
1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,06 + 0,02 1,11+0,01 3,04 £0,25 2,44 £ 0,26 70,51 + 10,69 98,78 + 14,18 536,83 + 52,99 571,16 + 56,23 451,29 +50,22 386,18 + 43,52
2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 1,07 £ 0,02 1,09 + 0,03 1,61+0,21 1,39+0,18 38,73+ 7,57 44,38 + 10,63 170,99 + 47,66 144,69 + 24,98 79,94 + 27,47 53,54 + 12,63
3,00 +£0,28 3,89 +0,26 1,10 £ 0,02 1,13+ 0,02 0,94 +£0,14 0,81+0,10 34,83+ 5,26 47,62 £7,11 95,43 + 19,50 108,52 + 14,32 29,55 + 10,34 25,914,58
2,50+0,72 4,86 + 0,96 1,06 + 0,01 1,09+0,01 0,98 + 0,20 0,67 £ 0,05 32,80 + 8,50 57,01 + 7,45* 80,88 + 22,38 114,15+ 13,99 24,43 + 11,69 21,383,34
2,66 +0,78 480+1,72 1,05+ 0,02 1,08 £ 0,01 1,06 £ 0,22 0,50 + 0,09 38,50 + 15,81 67,22 + 13,81 100,42 + 37,17 102,79 + 18,84 24,55 + 7,86 15,64 + 4,32
3,44 +£ 0,39 2,75+0,35 1,05+ 0,02 1,09 £ 0,02 0,84 + 0,07 0,86 + 0,08 56,43 £+ 5,53 65,95 + 7,34 111,12 + 10,48 148,66 + 17,22 26,05+ 3,71 36,32 £ 6,33
3,33+0,37 2,83+0,38 1,07+0,01 1,06 + 0,03 0,79 £ 0,08 0,74 £ 0,07 48,86 + 6,88 55,68 + 6,82 110,51 + 16,79 101,02 + 11,07 26,46 + 4,86 17,41 + 2,29
2,85 +0,59 3,25+0,75 1,08 £ 0,01 1,14 + 0,02 0,67 £ 0,09 0,78 £ 0,07 40,55 £ 8,08 58,21 + 15,99 67,69 + 11,25 141,79 + 43,26 12,69 + 2,87 31,29+ 11,34
2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 1,10+ 0,01 1,11+0,01 0,59 £ 0,14 0,95+ 0,15 36,36 + 15,24 117,40 + 7,70 83,05 + 53,65 342,03+81,64 20,12 + 15,76 83,98 + 32,97
519,49 + 60,87 690,01 + 57,94* 1677,69 + 130,47 1871,79 + 168,79 796,26 + 75,56 686,76 + 78,99
339,28 £ 24,39 472,34 £ 31,96* 559,84 + 40,01 823,71 +55,43* 110,15+8,79 150,25+ 11,96*

Atlag + standard hiba, *p < 0,05

177



dc_951 14

15. tablazat
Elagazodasi pontok szamanak valtozasa bajuszszérirtas utan a p21H-ras transzgenikus egerek dendritfaiban

Elagazédasok szama (db)

vadtipusu transzgenikus
megkimélt deprivalt megkimélt deprivalt
Bazalis dendrit 3,64 £ 0,22 4,03+£0,23 4,27 + 0,26 3,77 £ 0,28
Apikalis dendrit 8,15+ 0,87 8,31+ 1,04 9,73 £ 1,01 7,91 £0,81

Atlag £ standard hiba, p > 0,05

16. tablazat
A dendritfakat borité cikkely (convex hull) felszinének valtozasa bajuszszérirtas utan

Kiterjedés (um?)

vadtipusu transzgenikus
megkimélt deprivalt megkimélt deprivalt
Bazalis dendrit 6840,14 + 575,58 5380,13 + 648,92* 5471,72 £ 508,74 4711,70 + 435,52
Apikalis dendrit 31781,70 + 3736,73  25656,10 £ 3396,56 22539,20 + 2071,86 22535,80 + 3121,77
Oldalfacska 1393,82 + 262,42 790,85 + 139,68* 1069,19 + 297,73 743,69 + 122,78

Atlag + standard hiba, *p < 0,05
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17. tablazat
Dendritvégek tavolsaganak valtozasa a sejttesttol bajuszszorirtas utan

Tavolsag (um)

vadtipusu transzgenikus
megkimélt deprivalt megkimélt deprivalt
Bazalis dendrit 71.79£1.68 67.56 + 2.15* 69.78 £ 1.65 62.54 £ 1.74*
Apikalis dendrit 120.87 £ 3.54 116.82 £ 4.43 120.32 £ 3.42 119.31 £ 3.98

Atlag £ standard hiba, *p < 0,05

18. tablazat ]
BrdU" sejtek szama (db/1mm°®) 1 nappal és 4 héttel az injekcié utan, valamint a szamitott talélési
arany

Genotipus Allattartasi BrdU" sejtek szama (db) Tulélési arany (%)
koriilmény proliferacié tulélés

vadtipusu standard 112,2 £ 5,02 37,6 £4,34 34

vadtipusu ingergazdag 147,02 + 26,2% 117,2 £ 10,41° 80
kornyezet

PDGF-hAPPw: standard 88,4 + 6,54° 46 + 16,92 52°

PDGF-hAPPw ingergazdag 125,2 + 15,28° 80,41 + 10,9"¢ 64
kornyezet

Atlag + standard hiba
p < 0,05, °p < 0,01, °p < 0,001 vs. standard allathazi kdriilmények
dp < 0,001 vs. vadtipusu (t-préba), °p < 0,001 vs. vadtipust (ANOVA)

179



dc_951 14

7. Koszonetnyilvanitas

Munkamat kivalo tanarok, kollégak, baratok, csaladtagok segitették és batoritottak.
Tudomanyos palyam Tombdl Teréz professzor asszony laboratériumaban indult, akitél
mindenekelbtt kitartast és kérlelhetetlen szakmai pontossagot tanultam. A Semmelweis
Egyetem Anatomiai Intézetében munkamat Réthelyi Miklés és Csillag Andras
professzorok igazgatéi tdmogatasaval végezhettem. Az intézet munkatarsai nap mint
nap nyujtottak értékes és nélklldzhetetlen tAmogatast, akik kozil kiemelkedik Németh
Andrea, Horvath Péterné szakasszisztensek és Deak Szilvia segitsége. A lipcsei
munkatarsak kézil Thomas Arendt, Gert Brickner és Wolfgang Hartig professzorokat,
valamint Ulrich Gartner és Markus Morawski nevét szeretném emliteni, akikkel maig
tartd koézés munkaink biztositiak a folyamatos kapcsolatot. Ezekre a munkakra
alapozva tudtam elinditani azokat a kutatasokat, melyekben Gati Georgina és Lendvai
David PhD hallgatoim végeztek értékes kisérleteket, hogy téziseiket aztan sikerrel
megvédhessék. Meghatarozé befolyast gyakorolt gondolkodasomra Harkany Tibor
professszor, akinek kérdésfelvetései Uj ajtokat nyitottak meg, szakmai igényessége

lenyligbzott, emberi segitsége és tamogatasa pedig kdvetendé példaként all eléttem.

Csaladom tamogatasa nélkil munkamat végezni nem tudtam volna. K&szdndm
feleségemnek, Geszler Piroskanak és gyermekeimnek a lemondassal jard szeretet,
szlleimnek, Dr. Lakosi Katalinnak és Dr. Alpar Balazsnak a mindmaig nem sz(iné

odaado tamogatast.
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