fulop.livia 187 24

Az Alzheimer-kor kezelésére alkalmazhaté
potencialis gyogyszerjelolt vegyililetek
fejlesztése

MTA Doktori Ertekezés

Dr. Fiilop Livia

Szegedi Tudomdnyegyetem

2024



fulop.livia 187 24

Tartalomjegyzék

L. BOVEZETAS .....ceeueireiireeireeierenetenettnnerensetenserenssraseranssrnseesnsersnsesansesansesanssenne 5

2. 1rodalmi €l0ZMENYEK.......ceeeenireeeniireenieereeerrenneerrenseerenseeerenseesennsessenssssnnes 7
2.1 Az AK definicidja, patoldgiajanak jellemzii .......cceeueereenrreencireenereeecerrennernenee 7

2.2 Az AK patoldgia lehetséges terapias célpontjai: hipotézisek a

gyogyszerkutatds tUKrében .........cceeeiiiiiiiiiiiiiiniiiiiinnn s 8
2.2.1 AZ APP SZEIePE QZ AK-DON .....cccoeeeiieeeesiiiiieeeeiiieeesee e eite s setaveeessste e s sssae s s ssssneaesnnns 8
2.2.2 Az AB aggregdcioja: az amiloid kaszkdd hipotézis (AKH) .......ccccuveveeeeeevevvivvvvvenannann. 10

2.2.2.1 Az AB fiziologiai S7erepe €5 SZEIrKEZEte...........covvevvveeieeeeeeeesiiieeeeeeeeeeessiiirveeeresees 10
2.2.2.2 Az AB AQGQIregacCios fOIMUQi .....cuuueeessuuerieisiieaeesiiiieeessiiesesssisaesssiiiseessssesesssssasess 11
2.2.2.3 Az aggregdcios formadk bioldgiai NAtASQ..............ceeveeuvveesecieeiesiiiieeessiiiressiieenn. 13
2.2.2.4 Szintetikus A8 alkalmazdsa bioldgiai vizsgalatokban...................cceeevvvvvveennnnnnn. 13
2.2.3 Az AB oligomer, mint gyogyszerfejlesztési CEIPONt ............ccccueeeeevuvveeeeiiieaesiiineeana, 16
2.2.4 Az AICD-Fe65 kélcsénhatds, mint potencidlis CEIPONt ..........uueeeevvvveeeeciiieeesiiiieeeanns 17
2.2.5 Az dregedd agy: a felnGttkori neurogenezis ZAVara..............ccccevvvveeeeeeeeeeiiiiivvveneennnns 19

2.2.6 Neuroinflammadcio és molekuldris stressz: a szigma-1 receptor szerepe a

neurodegenerativ BetegSEGeKDEON .............ccccevcuueeeeesiiiieesiiieeeesieeeesieee s sea e 20

2.2.6.1. A neuroinflammdcio mechanizmusa a neurodegenerativ betegségekben ........ 20
2.2.6.2 A szigma-1 receptor szerepe a neurodegenerativ folyamatokban..................... 22
2.2.6.3 A gyulladds és a neurogenezis 6SSZeflgQESE ......uuuuuueeemmmrviiviureeeeeeeerisiiireeveeenens 24
2.2.7 AZ AK €GYED NIPOLOZISCI.....uuveveeeeiieeeesiiiiieesseieeesee e essiivteesstea e esie e e e sasaesssssassnaaes 26
2.2.7.1 A KOINEIG RIDOTOZIS ....cccoeereeieeeeeeeesieieeieeeeetteieeetee e e e essssissesaesssseessssasseeeseeeens 26
2.2.7.2 A TQUPIOLEIN SZEIEPC.....ccueeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeettttteeeaeesettatssteeaesesessssnaeeanaasenes 26
2.2.7.3 Alipid homeosztazis zavara Gz AK-DAN..............ooveeeccveeeesiiiieesiiiiesessiieeeesiinnen 26
2.2.7.4 Avaszkuldris keringési rendszer és a vér-agy-gdt elégtelensége az AK-ban...... 27

2.3 Gyodgyszerkutatas az AK-ban: hol tartunk most?........cccceeveeeerveeccrrnnncreennennnns 28
T 0= |G 1 =N 34
4. Alkalmazott anyagok, vizsgalati modszerek és eszkdzok........ccccereennennnnne. 36
4.1, SZINtEZISEK cceuuurriiiiiiiiiiiiiiicisiir it 36
4.1.1 AZZO-AB1-02 SZINTEZISC.....cccuveeeeieeeieeeeeeescieeesttee ettt e sttt esttessaeestaessssaessssesssaessees 36
4.1.2 PEPLIASZINTEZISOK ..c..vveeeeeiieeeeiieeeeeiee e ese e ettt e s st e e e sstte e e s sssaeaessssaaasssssteesenans 36
4.1.3 Foldamer-dendrimer konjugaQtumok SZINTEZISe............eeeeeeeeeeeeeevivveeeeeeeeieeisiivveereeeenns 37
4.1.4 EQYED VizSGGAIt VEGYUICTEK ......uvvveeveeeeeeeeeceeiiieeeeeeeeiiiitieeee e eeesstiiveeeeee s eseessssssssessaeeeas 37



fulop.livia 187 24

4.2 Mintakészitési ProtoKolloK......cccceeueeiireeniireeniereencerrnniereeecerrnnereenerennereennenne 38
4.2.1 Az AB25.35€elkEszitési ProtOKOIQi........cc.uueecuveeeireeieieesiiseeee et e e 38
4.2.2 A standard oligomerkészitési protoKoll (SOP)...........eeeeeeeeeeeeeeeeiiiieeeieieeeesiiiiveveveneeens 38
4.2.3 A standard fibrillumkészitési ProtoKOI (SFP) .........ueeeeeeeeeeeeeeeeiiireeeieeeeeesisiirvveeeeesenns 38

4.3 Az AB aggregacidjanak tanulmanyozasara hasznalt fizikai-kémiai és képalkoto

CLAFASOK ...cueeieeeeieieeiiteeerreeieerteeereeeernenereeseerenssseenseerensseseensessnnsesennsssnnnenns 39
4.3.1 Dinamikus fenysZOraSmMeEres (DLS) .......eeeeeeeeeeeieeiiieeieeieeeeesiiiiveeeeeseeeessssssssesssseens 39
4.3.2 Cirkuldris dikroizmus MErések (CD)...........ouuueeeeeeiieeeeeeiieeeeeiieeeeetieeeeeeiiieeeeeireaeeaans 39
B33 NMR.....eeeeeeeeeeeeee e 39
4.3.4 Izoterm titrdcios Kalorimetria (ITC) .......cccuveeeeeeeeeieeeirieiieeieeeeesciiieeeeeeeeeeeessssisvvrveaeeaens 39
4.3.5 TiOfIQVIN-t (TAT) MEIESEK ......evvvveeeeeeeeeeeeeieeeieeeeeeeetiieeetee e e eessssiseaeseesessssrereraeeees 40
4.3.6 TEM €S AFM ViZSGAIALOK......oeeeeeeriieeeiiie ettt ettt s st e e ssia e s s siisaee s 40
4.3.7 Méretkizardsos kKromatografia (SEC) ........ccouummeemoimsienieeieseeieeeeee e 40

4.4 Molekularis bioldgiai technikak.........ccceueireeeiirinniiiieeiirieiereeeierrenereeeerrennenn 41
4.4.1 Western blot (WB), dot blot (DB) és enzim-kapcsolt immunoszorpcios esszé (ELISA)41
4.4.2 A sajat fejlesztésii oligomerszelektiv ELISA teszt eirGsa..........cccvueeeeeeeeeeevivcvvveennnnnnn. 41
4.4.3 Riboszomadk és ABi.4> oligomerek kélcs6nhatdsvizsgalata ...........cceeeeeecvveeensiuvvnnnnn, 42
4.4.4 In Vitro transzIACios VIZSGAIATL ...........cooeeeeevvveeeieeeeeeiiiieeeieeeeeeesiesiisseveeeseesesssisererseeees 42
4.4.5 Radioligand-kGtEdEsi ViZSGAIATOK ..........uvvveeeveeieeeiiiiieieiieeeeeeeiesiiieeeeeeeeesssivevereeeees 42
4.4.6 Immunhisztokémiai és eqgyéb hisztoldgiai eljardsok ..............cccueevvvuvveersivveiessiinennnns 43

4.4.6.1 Immunhisztokémiai meghatAroZASOK..........ccccvvueeevcvvveessiiiesesiiieeeesiiiieesssiseeeans 43
4.4.6.2 Golgi-festést kbvetd dendrittiiske-meghatarozas .........cccccevvueeeeveeeeesvviivveeeennnn. 43
4.4.6.3 A neuronszdm meghatdrozdsa krezilibolya festéssel (Nissl festés).................... 44

4.4.6.4 Fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlat az ABi.42 icv injektdldst kévetd agyi

eloszldsanak MeghatAroZASAra ...........ccceeeeeuvveeeeciiieeesiiieeeeesiieeeescieeeessiieee e 44

4.5 In vitro bioldgiai KiSErletek.......c.cceueeuirreeiireeniirieiireenienreniereeneerenseeeenseerennees 44
4.5.1 EIOtKEPESSOGi MEOIBSEK ....vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeee et eee e e e eees s ee s sse e eeeseeaeenens 44
4.5.1.1 MTT-MEIES SEJtLENYESZETEN ..ueeeeeeeeeereeeeeieeeeeiiseireeeeeeeeeeteesiiereeesseeeesssssrrereseees 44
4.5.1.2 Exvivo MTT-mérés tuléld agyszeleten .............wuwmcvvueeeeciveeeesiiveeessiieeeesiannennn 44
4.5.1.3 Impedanciamérésen alapuld viabilitds-meghatdrozds (RT-CES) .........cccceeeeueen. 44
4.5.2 Elektrofiziologiai merések agyszeleten ............ccuuuvvvvuuveeeieeeeesiiiieevieeeesiesisiisreeseesenns 45
4.6 Invivo magatartasvizsgalatok .........ccivveeiiiiiineniiiiiiinniiiiniiienen. 45
4.6.1 Allatkisérletes engedelyek SZAMQ ..........cceeweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseenens 45
4.6.2 A Morris Water-maze (MWM) KISErIet .............c...ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeecieeeeeeveeeeaaas 45



5

fulop.livia 187 24

4.7 Molekulamodellezés, elméleti kémiai SZAMItAsoK ....ccceeveuirerenirenreneenrennnnn 46
4.7.1 REMD modellezés az AB1.42 konformdcidjanak meghatdrozdsara..............ccccueeenn. 46
4.7.2 A foldamer szekvencidk térszerkezetének modellezése..............covuueeeeevevvvevveeennnnnnn. 46
4.7.3 Az S1IR moduldtorok sziirésére alkalmazott modell kidolgozdsa..............cccuueeun...... 47

4.8 Meérések kiértékelése, statisztikai modszerek.....c.ccceeeveerenireencrenireencrencenenens 47

. Eredmeények és Ertékelésiik........ccceeerrmmiiremniiiieniiienniiiieniereeecerennsenennnn. 49

5.1 Kozéppontban az AKH.........ccceiiiiiiiuniiininnneiiiiineeiiiiiissienmseessieees 49
5.1.1 Szintetikus amiloidot alkalmazo kisérleti rendszerek fejlesztése.............cccevvvuuvennnnn. 49

5.1.1.1 Szintetikus A8 peptidek elddllitdsa bioldgiai vizsgdlatokhoz.............................. 49
5.1.1.2 Optimalizdlt eljards kidolgozdsa AB1-42 peptid szintézisére: az izo-ABi.4 .......... 50
5.1.1.3 Az SOP és SFP szerint elGdllitott aggregdtumok alkalmazdsa bioldgiai
MOAEllreNASZErEKDEN .........ccccueeeieiiiiiiieeieeeee e 52
5.1.1.4 Ca** és Mg?* ionok hatdsa az izo-ABi-42 peptid aggregdcidjdra......................... 57
5.1.2 AZ AB MiNt terAPIGS CEIPONT .....uvveeeeeeeeeecieeeeieeeeeeeeiiteiee e eeeeesttieeeeeeeeeessssrsrrraseeens 63
5.1.2.1 Az 0AB-val kblcsénhato fehérjék feltérképezése.............vvuimmivuneennivvneenarannnn. 63
5.1.2.2 Az AB aggregdtumok kdlcsénhatdsainak moduldldsa terdpids céllal ................ 65

5.1.3 Molekuldris diagnosztikai mddszer kidolgozdsa a toxikus aggregdtumok

KIMUEGEGSAIQ ..ottt s e s e et e et s e e s ate e st e e saee s 74

5.2 Az AICD, mint terapias CelPONt......ccccceiiiiruuniiiiiinnniiiniieeniisiineiniesseeenees 83
5.3 A neurogenezis zavarara alapozott kisérletek eredményei...........cccueueene..... 92
5.4 Az S1R miikodésére alapozott gydgyszerfejlesztés eredményei................... 97
5.4.1 Az SIR moduldtorok szerepe a NeUrogeNEZiSDEN. .............ceeeeeeeevirveeeeeeeeseeisiiirveeveeennns 97
5.4.2 Uj tipust SIR moduldtorok azonositdsa molekulakényvtdrakbol ........................... 100

6. Osszefoglalds — KiteKiNtés.......c.cccvereeeeiisrerisneeisnnescsseessssessssnesssnessssesssnens 106
6.1 Az, amiloid-KiNIVAS” .c..ceuieeireiirireiireirereeiieeeresreseresseeseassessessssssssssssssasssnsnns 106
6.2 Az AKH-ra alapozott mechanizmus- és gyogyszerkutatas..........ccccceeveernnaen. 107
6.3 Az AB-tdl kiilonb6z6 célpontokon alapulé fejlesztések relevanciija .......... 109
728 1= 1T =1 112
8. KOSzONetnyilvanitas......ccccoiveeiiieeiiiieniiiiiniiirenicrenecereneeerennseesenssessnnnns 114
9. ROVIAItESJEGYZEK....ccuuerreeeerreenirreeneerieeerrenneerrennereensserrenseensassessensessnnnenns 115
10. IrodalomjEEYZEK......ccuuereeeerrenniireeeerreeneereeneerennerensseerenssessensessnnssessnnnes 118



fulop.livia 187 24
1. Bevezetés

»We have slaughtered the wrong pig”

Winston Churchill
A doktori értekezésem mottdjaul valasztott idézet azt jelzi, hogy az altalam két évtizede
kutatott téma sok kétséggel, bizonytalansaggal terhelt. A kérdéses mondatot Winston
Churchillnek tulajdonitjdk, keletkezését a masodik vilaghdbord végére teszik, és ugy
értelmezhetd, hogy Churchill, Sztalin politikai tevékenységét megtapasztalva azon
véleményének adott hangot, hogy Hitler és a naci rend letérése nem feltétlenil orvosolta
maradéktalanul a veszélyt, amit a nacionalizmus és fasizmus fenyegetése jelentett a
nemzetekre. Neves torténészek prébaltak Churchill irataiban késébb bizonyitékot talalni arra,
hogy ez a mondat valéban t6le szarmazik, de ugy tlinik, csak olyan, a korabeli médiaban
talalhato utaldsokat talaltak, amelyek szerint ,allitdlag sz6ban hangzott el ez a kijelentés
Churchilltél”.
Miért gondoltam ezt az idézetet mégis alkalmas inditasnak? A kett6s bizonytalansag, azaz az
idézetben megfogalmazott, illetve az idézetnek maganak a hitelességét érinté kétely miatt.
2022 nyaran a Science folydiratban megjelent egy kézlemény [1], amelynek irdja egy olyan
kutatasi csalasrél szandékozott lerantani a leplet, amely befolydsolhatta az Alzheimer-kdrral
(AK) kapcsolatos, amiloid oligomereket célpontként alkalmazo gyogyszerfejlesztés iranyat. A
szerz6 kételyei nyoman vizsgalat indult, amely ténylegesen feltarta a mértékadé tudomanyos
lapokban lek6zolt kisérleti eredmények hamisitott voltat.
Megkérddbjelezi-e ez a csalas az AK kutatasi eredményeinek érvényességét és jelentGségét?
2022-ben az AK kozponti hipotézise, az amiloid kaszkad hipotézis (AKH) [2] éppen harminc
éves lett. Am ekkorra az is nyilvanvaldéva valt, hogy a ra alapozott gydgyszerfejlesztések, a
kutatasi palyazatokba fektetett oriasi 6sszegek nem jartak egyértelm( sikerrel. Jelenleg ugy
tlnik, hogy a késGi életkorban megjelend AK-ban szenvedd betegek szamara olyan hatasos oki
terapiat, mely az emberi élet min6ségét teljesen lerombolé memdriavesztést tartdsan akar
csak felfliggeszteni is képes, még nem sikerdilt kifejleszteni. Természetesen az AKH revizidjara,
kiegészitésére a kés6bbiekben torténtek kisérletek, [3, 4], ezzel egylitt azonban feler6sodtek
azok a vélemények, amelyek a tovabbiakban nem tudtdk az amiloid aggregaciot az AK kézponti
molekularis okaként elfogadni [5, 6]. Ehhez a felismeréshez jarulhat hozza felerdsit6
momentumként a feltdrt csalds, hiszen az érintett, Egyesiilt Allamokban mikddé
kutatécsoport eredményei, publikacidi korabban nemcsak sajat hazajukban, hanem
vilagszerte bekerilltek a témaval foglalkozd kutatdcsoportok (koztiik a miénk) érdeklédési
korébe, beépiltek kisérleti terveikbe.
Kutatéi munkamat az SZTE Orvosi Vegytani Intézetében 1997-ben, az AKH térnyerésének
id8szakaban kezdtem. Kutatasi irdnyom olyan peptid- és peptidomimetikum-tipusd molekulak
tervezése és szintézise volt, melyekkel a béta-amiloid (AB) dnszervez6dése befolyasolhatd, a
kovetkezményes bioldgiai hatds, azaz a kdzponti idegrendszerben kifejtett neurotoxicitas
pedig meggatolhatd. Kifejlesztett vegyileteim alkalmasak olyan adott molekularis szintl
folyamatok hatékony megvaltoztatasara, mint az aggregacio, vagy egy specialis fehérje-
fehérje kolcsonhatdas moduldlasa. Emellett munkdamban kiemelt szerepet kaptak olyan
kutatasi témak is, amelyekkel a tervezett molekulak megfelel6 teszteléséhez fejlesztettlink
biolégiai modellrendszereket, ezaltal lehetévé téve egy teljes preklinikai dosszié 6sszeallitasat
a gyogyszeripari egylttmikodd partnerek szdmdra. A diagnosztikai eljarasok kifejlesztése
terén is értink el olyan eredményeket, amelyekkel lehetévé valik bioaktiv AR oligomerek
kimutatasa kilonféle bioldgiai mintakbal.
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A gyogyszeripar adaptaldoddsa a gyogyszerkutatas AKH-ra alapozott (nem kielégit6)
eredményeihez arra késztette a csoportunkat, hogy az AP szerepét kiegészité Uj iranyokat
keressiink, Uj lehetséges terapias célpontokat taldljunk az AK patolégidjaban. Munkamban
ezért jelentds részt képviselnek azok a kutatdsok, melyekben egyrészt a neurogenezis,
masrészt a szigma-1 receptorral kapcsolatos bioldgiai folyamatok kapcsolatat vizsgalom az AK-
val. A bioldgiai célpontok azonositasaval lehetségessé valik olyan gyégyszerjelolt vegyliletek
kifejlesztése, melyek a tovabbiakban valddi oki terapia megalapozasara szolgaltathatnak
kiindulépontot.

Végil szeretnék az AKH-ra, mint esetleges téves kutatasi iranyra, illetve az oligomerekkel
kapcsolatos kutatdsi csalds hatasara is reflektalni. A jelenleg zajlé klinikai vizsgalatok
tobbségében az aggregdlt peptid immunoldgiai uton toérténd eltavolitdsa a f6
hatasmechanizmus, azzal a megfontolassal, hogy szlikség esetén egyéb kiegészit6 terapias
megoldasokkal lehet majd kombinalni ezt az eljarast. Habar az eddigi eredmények szerint az
AB felszaporodasnak oka még mindig nem tisztazott, kétségtelen, hogy az AK patoldgiaja
elvalaszthatatlan a plakkok megjelenésétél. A mostanra elfogadott allaspont szerint az AK egy
rendkivili heterogenitast mutatd betegségcsoport, igy a betegek egy részénél biztosan nem
az AKH az elsédleges inditd tényezs, de egy ponton minden betegnél kimutathato a f6
patoldgiai jegy, a plakkok képzédése. igy az AKH-ra alapozott gydgyszerfejlesztés
létjogosultsaga tovabbra sem kétséges. Az oligomerekkel kapcsolatos csalast illet6en sajat
tapasztalatainkra tamaszkodhatunk. A kérdéses eredményeket sem kutatdcsoportunknak,
sem a velliink akkoriban munkakapcsolatban all6 mas csoportoknak nem sikertlt reprodukalni.
Az AB oligomerrel, mint célponttal kapcsolatosan, vilagszerte jelentés mennyiségli kutatdsi
eredmény gyllt 6ssze, de véleményem szerint ezek érvényességét utdlagosan nem tudja
megkérddijelezni a feltart hamisitas.

Osszegezve tehat munkdam a kémiai bioldgia teriiletén szolgdltat olyan Uj eredményeket,
melyek hozz3djarulnak az AK patolégidas mechanizmusainak pontosabb megértéséhez,
hasznosak lehetnek gydgyszerjeldlt vegyiletek preklinikai vizsgalatara alkalmas kisérleti
modellek kidolgozasakor, illetve leghatékonyabb molekuldink olyan gydgyszerek kifejlesztését
teszik lehet6vé, melyek az amiloid-aggregacios elméletet kiegészitd, Uj patologias célpontokra
is irdnyulnak.

A dolgozat megirasakor igyekeztem a magyar szaknyelvi kifejezéseket hasznalni. Munkam és
eredményeim tulnyomo része jellemz8en tobb tudomanyteriiletet is érint, a kémia mellett
jelentds a bioldgiai folyamatokhoz kapcsolédd megallapitasok mennyisége. Emiatt a
szakterminoldgia megkivanja a latin eredet( orvosi vagy bioldgiai szakkifejezések hasznalatat,
melyeket délt betlvel jeléltem. Az idegen nyelvl szakkifejezéseket sokszor roviditett
formdban haszndljuk, ezek a tipikus roviditések honosodtak meg sajnos a magyar
szaknyelvben, sokszor még a teljes kifejezés forditdsa sem hasznalatos (jellemz&en pl. a
fehérjék elnevezése esetében). Emiatt egy kompromisszumos megolddst alkalmaztam. A
magyar nyelven haszndlatos kifejezések esetében magyar roviditéseket haszndlok (pl. az
Alzheimer-kérra AK-t a kozkeletlbb, angol eredetli AD helyett). Vannak olyan magyar
szakkifejezések, amiknek az angol vagy latin névbél szarmazik az elfogadott roviditése, ezeket
nem magyarositottam (pl. kis molekulatomegt (LMW)). Ahol értelmezhetd, de nem rogziilt a
magyar forditds és elfogadottabb az angol, ott mindkett6t megadtam, az angol kifejezést
idézéjelbe téve, de rogziltsége miatt az angol roviditést hasznalom (pl. hibas fehérje-valasz
(,unfolded protein response”, UPR). A magyar szaknyelvben nem létez6 szakkifejezéseket csak
az angol formaban adtam meg és roviditettem (pl. ,large scale genome-wide association
studies” GWAS). A roviditésjegyzék a dolgozat 9. fejezetében talalhato.
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2. Irodalmi el6zmények

2.1 Az AK definicidja, patologidjanak jellemzéi

Az Alois Alzheimer 3altal 1906-ban elGszér definialt AK [7] egy olyan progressziv
neurodegenerativ betegség, melyet klinikailag a kognitiv képességek elvesztése,
memoriazavarok, nyelvhasznalat  korlatozottsaga, feladatok  végrehajtasara és
problémamegoldasra vald képtelenség, személyiségvaltozas és hangulati zavarok
(ingerlékenység, majd apatia, depresszid) jellemeznek [8, 9]. Post mortem diagndzisakor
azonosithat6 anatomiai képletek a nagy kiterjedés( sejtpusztulds a hippokampuszban (HC) és
az entorhinalis kéregben, az agyallomany sorvadasa, a sejtek kozotti térben megjelend, féleg
AB peptidbdl feléplilé amiloid plakkok, illetve a sejten belil egy masik fehérje, a Tau
hiperfoszforilalt szarmazékaibdl (pTau) allé neurofibrillaris kotegek jelenléte [10]. A kiterjedt
mechanizmuskutatas eredményeként ezek a patoldgiai jegyek kiegésziiltek mas, az AK-hoz
bizonyitottan tarsuld jelenségekkel, mint a gyulladdsos markerek emelkedése, neuronalis
szinapszisvesztés, elégtelen felnGttkori neurogenezis, sejtszintl stressz-folyamatok
aktivalodasa, melynek kdovetkezménye akar a programozott sejthaldl is lehet.

Az AK-nak jelenleg két formdjat kiilonitjik el, az 6roklédé, vagy familidris (FAK) és a sporadikus
(SAK) [11] valtozatot. Mindketténél azonosithatodak tipikus genetikai mutaciok, de ezek kozott
nincs atfedés. A FAK-ra jellemzd, hogy viszonylag korai életkorban (akar mar 40 éves kor korl)
is megjelenhetnek az els6 tlinetek, illetve hogy a diagnosztizalt AK-s esetek kb. 5%-a sorolhatd
ebbe a csoportba. Hdrom gén autoszomalis domindns mutdcidja tarsithaté hozza, az amiloid
prekurzor proteint (APP), illetve a preszenilin 1 (PS1) és preszenilin-2 (PS2) katalitikus enzim-
alegységeket kdédold gének mutdcioi [12]. Eddig tobb, mint 270 mutaciét azonositottak e
harom génen, és szamuk tovabbra is né [13]. Ezzel szemben a jellemz6en 65 éves kor koril
kezd6d8 SAK a diagndzisok 95%-t teszi ki, és a megjelenésével kapcsolatba hozhatd, eddig
azonositott mutdciok szama is tobb ezer. A 2010-es évek mdsodik felében kezd&dott
széleskor(i genetikai kutatasok (,large scale genome-wide association studies”, GWAS)
eredményei kiegészitették azt a korabbi felfedezést, hogy a SAK fellépésének valdszinliségét
az ApoE €4 allél megjelenése jelentGsen megnoveli [14]. A GWAS-on alapulé eredmények
alapjan a SAK-ra jellemzd tovabbi mutaciok jellemz6en harom nagy csoportra oszthatok az
érintett fehérjék bioldgiai funkcidja szerint: i) lipid metabolizmus, ii) komplement-rendszer
érintettsége, immunvalasz, neuroinflammacid, iii) sejt szinaptikus miikodése, endocitozis [13,
15]. Emellett egyontetl az a vélemény, hogy a SAK-ot a kiilonb6z6 genetika faktorok
kombinacidja ugyan valdszindsiti, de fellépéséért a genetikai érintettségen tul féleg az
oregedéshez rendelhet6 molekularis folyamatok (fehérjeszintézis és fehérjelebontas
elégtelensége, a glimfatikus rendszer m(ikodési problémai, a vér-agy gat (,blood-brain-
barrier”, BBB) elégtelensége), illetve egyéb valdszinlsit6 tényez6k (bioldgiai nem, korabbi
fejsériilés, vaszkularis tarsbetegségek, pl. szivinfarktus vagy kezeletlen magas vérnyomas,
stressz, tulsuly) is felelések [10].

A két alap patoldgiai jegy, az AB és a Tau aggregatumok jelenléte miatt az AK-t az U.n. ,fehérje-
konformacids” betegségek kozé soroljuk. Ezek olyan, tobbnyire neurodegenerativ betegségek,
melyekben megfigyelhetd bizonyos fehérjék koros mennyiségli felszaporodasa.

Milyen uton keletkeznek a sejtekben a hibas konformacidju fehérjék? A fehérje szintézisét
kdvetéen szamos intramolekularis segédmolekula (dajkafehérjék) 6sszehangolt mikddése
révén alakul ki a bioldgiai funkcio betoltéséhez sziikséges konformacio. Ha valamilyen okbdl
ez nem tud megvaldsulni, a sejtben olyan protein lebontd rendszerek aktivalédnak, melyek a
hibas fehérjét eltavolitjak a sejtbél. igy jon létre az egészséges sejtre jellemz6 proteosztazis,
azaz a fehérjék homeosztdzisa [16]. A proteosztazis kifejezés azt jelenti, hogy a proteom
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szereplGi a bioldgiai funkcid betoltéséhez sziikséges mennyiségben, aktiv formaban, a
megfelel6 helyen allnak rendelkezésre [17]. A proteosztazis alapfolyamatai a proteogenezis, a
protein bioaktiv konformacidjanak kialakuldsa (,folding”), a fehérjék megfelel6 transzportja a
célhelyre (,trafficking”), és a szlikségtelen, vagy hibas molekuldk lebontasa. Ezek egyensulya
sziikséges ahhoz, hogy a sejtet ne érje proteotoxikus stressz [18]. A fehérjekonformacios
betegségek f6 jellemvondsa a proteosztazis zavara, melynek oka lehet maga az 6regedés,
neurodegenerativ folyamatok feler6sodése, vagy mas olyan betegségek, amelyeknek
kovetkezménye a toxikus fehérjeaggregatumok feldusulasa [19]. AK-ban a felhalmozédo AR
és pTau bizonyitottan indukal olyan karos sejtszintli folyamatokat, melyek neuronalis
diszfunkcidhoz, esetenként apoptédzishoz vezetnek.

A SAK-ra jellemz6 genetikai mutacids paletta analizise egyértelm(ien jelzi, hogy a betegség
valdszinGsithet8en els§ |épése a proteosztazis egyensulyanak megbomlasa [20]. Emellett
mind az AK, mind mas neurodegenerativ betegség esetében is megfigyelhet6 szamos azonos
sejtszint{ folyamat kialakuldsa, mint az excitotoxicitds, a kalcium-haztartas zavara, az oxidativ
stressz, a mitokondriumok elégtelen mikodése és az ER-stressz.

A proteosztazis folyamatainak szabalyos miikddése kiilondsen fontos a poszt-mitotikus sejtek,
igy a neuronok esetében, mivel ezek nem, vagy nehezen képz6dhetnek uUjra. Az AK-ban a
proteosztazis irdnyitasaban és fenntartasaban az APP és lebontasi termékei kdzponti szerepet
jatszanak. Az AK-ban érintett agyi teriiletek sejtjeinek még egészséges allapotban torténd
genetikai analizise felfedte, hogy a proteosztazist fenntartd fehérjék expresszidja, amelyek az
AB és pTau aggregacidjat mindkét iranyban (gatlas és elGsegités) szabalyozzak, mar évekkel a
kor fellépése el6tt jellegzetes mintazatot mutat [21]. Mind az ubikvitin-irdnyitott, mind az
autofag-lizoszomalis lebontasi rendszer sériilése detektalhaté az AK-ban, illetve altalanosan a
neurodegenerativ betegségekben, és jellemzd rajuk olyan genetikai mutacidk feldusulasa,
melyek a fehérjelebontd rendszerek elemeihez tarsithatok [22-24].

Ha az 6regedés onmagaban noveli az AK kockazatat, miért nem lesz sziikségszerlen minden
oregedl egyed beteg? Egyes hipotézisek szerint, az emberi evollcidé sordn az agynak az
oregedéshez vald helytelen alkalmazkodasa vezethetett idénként a fiziolégias folyamatok
karosodasahoz, kilonosen a glutamaterg rendszer serkentd kapacitasanak csokkenéséhez.
Ennek kovetkezménye az evolucidosan kodolt, f6 excitaciés utvonalak neuronjainak
tovaterjed6 diszfunkcidja, neurofibrillaris kdtegek képzddése és apoptozis [25]. A fizioldgias
folyamatok elégtelensége az egyedekben kialakuld valtozatos genetikai mutacidk
kombindalédasanak eredményeként alakulhat ki. igy valészinGsithetjiik, hogy az AK kivaltasat
egyedileg nem okozd mutacidk egylittes fellépése, tarsulva az 6regedéssel jard fizioldgias
folyamatokhoz, felboritja a proteosztazis kényes egyensulyat, és elinditja a betegséget.

2.2 Az AK patoldgia lehetséges terdpids célpontjai: hipotézisek a gyogyszerkutatas
tiikrében

2.2.1 Az APP szerepe az AK-ban

Az AK patolégidjanak egyik kulcseleme az extracellularis plakkok megjelenése az
agyallomdanyban és az erek faldban. Ezek az AB, mint f6 alkoté mellett pTaut, fémionokat, és
egyéb fehérjéket (ApoE, katepszin D) tartalmaznak, illetve a plakk koril jellemz6 a lokalis lipid-
feldusulas, a neuronok sorvadasa és aktivalt mikroglia jelenléte [10]. Az AB az APP lebontasa
révén keletkezik (1. dbra).

Az APP egy transzmembran glikoprotein, mely két masik fehérjével (amiloid-szer( fehérje 1 és
2) az APP-szer( fehérjék csalddjaba tartozik. Hairom izoformaja van (rendre 695, 751 és 770
aminosavbol éplilnek fel), melyek el6forduldsa szévetspecifikus. Kizarélag az APP695 izoforma
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jelenik meg az agyban. Fiziolégias szerepe meglehetG6sen komplex [26], mely a beldle
szabalyozott membranon belili proteolizis (,,regulated intramembran proteolysis” RIP) [27]
révén keletkezd fragmensek kozvetitésével valdsul meg. F6 funkcidja az agyi strukturak
kialakulasanak és fennmaradasanak, valamint a szinaptogenezisnek a biztositasa.
Bizonyitottan pozitiv neurotrof hatassal bir, a szinapszisok fenntartasaban és a szinaptikus
plaszticitdas megfelel6 m(ikodésében is fontos szerepet jatszik [28]. Feltételezik, hogy a
dendritek és axonok novekedésében, neuroprotekcioban és szigndltranszdukcids
folyamatokban is részt vesz [29, 30].

Az APP proteolizise 3 f6 enzim, az a- B- és y-szekretaz 6sszehangolt miikodése révén, két f6
lebontasi utvonalon mehet végbe. A nem-amiloidogén uton az a-szekretaz a membranhoz
kozel elhasitja az APP extracellularis szakaszat, igy keletkezik az oldhaté APP-a (sAPP-a), illetve
a membranhoz kotott, 83 aminosav hosszusagu C-terminalis fragmens (CTF vagy C83). Ebbél
a y-szekretaz hatdsdra képzédhet a p3 peptid és az intracelluldris APP-domén (AICD). Az
sAPP-a extracellularisan fejti ki kilonféle szignaltranszdukcids utakra a hatdsat, melynek
kovetkezménye a sejtnovekedés, a szinapszis képzés és a neuritfejlédés kedvezd irdnyba
torténd valtozasa, azaz altaldnosan neuroprotektiv funkciét tolt be.

APP transzmembran régio
HN B 222 | | cooH
szignal B-szekretézf E-szekreta’z ty;szekreta’z
peptid o
nem-amiloidogén ti:/a-szekretéz B-szekretNmiloidogén ut
=g
sAPP-a sAPP-B
fessspassaasd] [ J [esfesseadiaeess] [ |
Cc83 C99
l y-szekretaz l y-szekretéz
p3 peptid AB peptid
B-szekretaz (a-szekretaz) y-szekretaz
Vo l o R
1 | L) 111
vy A 4 YV VY
TEEISEVKM[DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLI\/IVGGVVIATVIVITLVML—
AP peptid

1. dbra Az APP lebontdsa. Az a-szekretdz hatdsdra a nem-amiloidogén uton oldhatd fragmensek
keletkeznek (sAPP-¢, C83, p3). A 39-43 aminosav hosszusdgu A8 peptid a 8 és y-szekretdz hasitdsa
révén keletkezik, kiilénféle alternativ hasitdsi helyek kombindcidjaval.

Az amiloidogén lebontds sordan a B-szekretaz, vagy mdas néven béta-pozicidban APP-t hasitd
enzim 1 (BACE1) hatdsara az sAPP-B extracellularis fragmens keletkezik, illetve a 99
aminosavas C99 membranba agyazott fehérje. A két szolubilis fragmens bioldgiai hatasa eltér,
az sAPP-B csokkent neuroprotektiv képességli [31]. A C99 fragmens y-szekretaz altali
hasitasaval keletkezik az AB, illetve ismételten egy AICD. Mind a BACE1, mind a y-szekretaz
kifejtheti hatasat alternativ hasitasi pozicidkban, emiatt az AB 37-43 aminosav hosszusagu

9



fulop.livia 187 24

lehet. A y-szekretaz egy aszpartil-proteaz, 4 alegységbdl allé enzimkomplex, két katalitikus
alegysége a preszenilin-1 (PS1) és preszenilin-2 (PS2). Az AB képz6déséhez az APP, BACE1 és
v-szekretdz kolokalizacidja sziikséges, ami nem sziikségszer(ien a sejtmembran belsé oldalan
valdsul meg, hanem az APP sejten bellli transzlokacidja révén lizoszomakban, késéi Golgi-
kompartmentekben, illetve az endoplazmas retikulum (ER) mitokondriummal szomszédos
hatarfellletén is (,mitochondrial associated membrane”, MAM) [32].

Az AB-val ellentétben a p3, mint a nem-amiloidogén Ut egyik terméke, nem kapott a
kutatasokban kilénoésebb figyelmet. Az irodalomban taldlhaté p3-mal kapcsolatos
informacidk ellentmondasosak [33], egyesek szerint neuroprotektiv [34], oldhatd és nem-
amiloidogén [35, 36], mig mas csoportok azt taldltak, hogy aggregdlddni képes, amorf [37],
vagy fibrillaris [33] szerkezetl aggregatumokat alakit ki, és citotoxikus hatasa lehet [38]. A p3
viselkedése azzal magyarazhatd, hogy az AP 1-16 szekvenciarészletének levagasaval kapott
fragmens a p3-mal azonos, egyben az AR amiloid tipusu aggregaciéért felelés része. igy
egyértelmlien nem allithaté, hogy a nem-amiloidogén uton csak nem-amiloidogén
fragmensek keletkeznek, ami tovabb bonyolitja az AK patoldgiat.

2015-ben egy alternativ APP-lebontasi Utvonalat is azonositottak [39]. Egy n-szekretdznak
elnevezett enzim az 504. aminosav mellett hasitja el az APP-t, |étrehozva igy az sAPPn
fragmenset. Ennek a fragmensnek a tovabbi a- vagy B-szekretadzzal torténd hasitdsa olyan
fragmenseket eredményez (rendre An-o és An-B), melyek kozil az An-o bizonyitottan
neurotoxikus, kedvezétlen irdnyban befolyasolja a hippokampalis neuronok muikodését.
Feltételezik, hogy a B-szekretazt gatld gyogyszerek ennek a nem kivant fragmensnek a
képz6dését is elGsegitenék.

A tovabbiakban az amiloidogén lebontasi ut két fontos fragmensének, az AB-nak és az AICD-
nek az AK patoldgidban bet6ltott szerepét targyalom részletesen. Az eddigi kutatasi
eredmények alapjan mindkét fragmens alkalmas célpont lehet az AK-ban alkalmazhaté oki
terapias eljarasok fejlesztésére.

2.2.2 Az AB aggregdcioja: az amiloid kaszkdd hipotézis (AKH)

2.2.2.1Az AB fiziologiai szerepe és szerkezete

Genetikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a gerincesek mindegyike képes APP, B- és y-szekretaz
és AP termelésére. A human és egyéb eml8s fajokban képz6dé AB 95%-ndl magasabb
szekvenciahomoldgiat mutat [40]. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az AB fontos szerepet
jatszhat bizonyos sejtélettani folyamatokban [41]. Az eddigi kutatasok alapjan
valdszindsithet6, hogy alacsony koncentraciéban a kovetkezd funkcidi lehetnek: i) a
glutamaterg és kolinerg szinapszisok szabalyozasa, a memdria-konszolidacié tamogatasa, ii)
agy és gerincvelGallomany sériilése esetén neuroprotektiv szerep, iii) vér-agy-gat sériilése
esetén javitd funkcid, a vérben taldlhaté egyéb molekuldkkal egylttmikodve (pl.
diabéteszben, magas vérnyomasos betegségben, az 6regedési folyamatok soran), iv) képes
kdlcsonhatasba lépni onkogén virusokkal, gatolja a tumorndvekedést, v) leirtak antimikrobialis
hatasat, szerepet jatszik az agyi nemspecifikus immunvalasz kialakuldsaban is [41, 42].

Az APP lebontdsa soran, a hasitasi helyek kombinaciojatdl fliggben valtozatos szekvenciadju AR
variansok képz6dhetnek. Egy tanulmany humadn agyi mintakbdl szarmazd oldhato
aggregatumok és a plakkok nagyfelbontasu tomegspektrometrids analizisével 26 kilonb6z6
szekvenciat azonositott [43]. Hosszu ideig tartotta magat az a feltevés, hogy az AB1-40és AB1-42
formak a leggyakoribbak. Manapsag mar az az uralkodd nézet, hogy a szekvenciak mind az N-,
mind a C-terminadlison tovabb hasitddnak, és az ilyen csonkolt formak fordulnak el6 a biologiai
mintakban a legnagyobb mennyiségben. Kozilik kiemelend6 az N-terminalison csonkolt,
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piroglutamatot tartalmazo varians (AB-Glps-s2), amely megndvekedett aggregdacids hajlammal
rendelkezik, és jelenleg a gyogyszerkutatasok egyik specifikus célpontja [44].

Nativ formdban, alacsony koncentraciéban az AB rendezetlen konformaciéju, ,,random coil”
szerkezettel jellemezheté [45]. A lokdlis koncentrdcidé novekedésével a molekula gyors
konformacidvaltozdson megy at, és kiilonb6z6 toxicitdsi képességgel rendelkezd oligomer
formakat képez [46].

2.2.2.2 Az AB aggregdcids formdai

Torténetileg az elsé azonositott képlet a legmagasabb rendezettséget mutaté aggregacids
forma, a fibrillum volt. Ez a szerkezet taldlhaté meg a plakkokban, amelyet szerkezetvizsgdld
modszerekkel (rontgenkrisztallografia [47], szildrd fazis magneses magrezonancia
spektroszkdpia (NMR) [48-50]) keresztezett B-rétegként azonositottak. Eszerint mind az
AB1-20, mind az AB1-42 peptid egy séhiddal (Asp?3-Lys?8) stabilizalt U-alakd konformacidt vesz
fel, az egyes szdlak pedig egymas mellé rendezédve hidroféb kélcsonhatdsokkal 6sszetartott
B-réteget képeznek, melyekbdl kett6é alakit ki egy csavart szalas aggregatumot. Ezeknek a
protofilamentumoknak a tovdbbi rendezédése alkotja az érett amiloid fibrillumot, mely
jellemz6en 5-15 nm vastag és akdr tobb um hosszusagu, csavarodd vagy sima, nem elagazo
szalagformaval rendelkezik [51] (2.A abra).

Nemrég leirtak az U-forma mellett egy masik konformdciét is, ez az S-alak [50]. Két ilyen
peptidszal a keresztezett B-rétegben kettSs lopatkd-formaban képes dsszedllni, szdmos intra-
és intermolekularis kolcsonhatas altal stabilizalva. Az S-konformacid kialakuldsat replika-
kicserél6dési molekuldris dinamikai szamitdsokkal is alatamasztottak.

Hogyan jut el az AB a nativ, rendezetlen allapotbdl ebbe a magas foku rendezettséget mutato
B-szendvicses szuperszerkezetbe? Nyilvanvald, hogy az aggregdacios folyamatnak vannak a két
végpont kozott atmeneti fazisai, melyben a peptid kilonféle tranziens formdakat alakithat ki. A
koztes formdkat Osszefoglaléan oligomereknek nevezziik, de a méret, alak, szervezettség
fliggvényében az oligomerek csoportjan beliil kiildnféle tipusokat irtak le a kutatdk. igy a
szokvanyos oligomer AR (0AB) megnevezésen tul specifikusan azonositott globularis formakra
haszndlatos az ADDL (,,amyloid derived diffusible ligand”) [52], a globulomer [53], az AB*56
[54] terminus, illetve egy fibrillaris koztes forma a protofibrillum [55]. A szférikus oligomerek
jellemz6en 2-10 nm atmérdgjliek (2.B dbra), megtalalhatdk a szinaptikus résekben [56, 57], a
human cerebrospinadlis folyadékban (CSF) [58], illetve a plakkok kornyezetében dusulva. Habar
tobbnyire B-réteges szerkezettel rendelkeznek, 2D IR-vizsgdlatok kimutattak, hogy az
oligomerek konformacidja eltér a fibrillumban taldlhaté egyes monomerek térszerkezetétdl
[59]. A protofibrillumok jellemz&en 2-3 nm széles, max. 200 nm hosszu, fonalas strukturak,

melyek sajat neurotoxikus hatasat kisérletekkel is igazoltak (2.C abra).
Sy o R R R

2. dbra Az AB1-42 kiilonbz6 aggregdcés formdi TEM felvételeken, uranil-acetdttal térténd festés utdn
(sajat felvételek) A: érett fibrillum, B oligomer, C protofibrillum
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3. dbra Az A8 aggregdcids folyamata [51]

Az amiloid-aggregacio tehat egy olyan spontdn folyamat, melyben az indukcids fazisban
aggregacios gocok képzédnek, amelyeken beindul a monomerek fibrillumokka rendezédése.
Az Uj fibrillumok tovabbi iniciacios feliiletként szolgalhatnak egy masodlagos aggregacids
folyamathoz [60]. Az aggregaciot egyrészt a jelenlevé aggregatumok is katalizaljak, masrészt
nem egyiranyu folyamat, hanem a fibrillaris és a szolubilis AR formak koézotti dinamikus
egyensuly jellemzi, minek soran feltételezhetd, hogy a fibrillumok végpontjain megvaldsuld
leszakadds-beéplilés révén tart a két fazis egyensulyt egymassal [61]. A bioldgiai mintakbdl
izolalt kiilonféle, Gnmagukban viszonylag stabilnak tekintett oligomerek valdszin(ileg szintén
dinamikus egyensulyban allnak a f6 fibrillumképzési folyamattal (3. dbra).
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2.2.2.3 Az aggregdcios formdk bioldgiai hatdsa

Osszetételének megismerésével elterjedté valt az a nézet, hogy a kér okozdja az aggregalt AB,
ezért egyrészt ennek az agybdl torténd eltdvolitasa, masrészt képzédésének szabdlyozasa, az
aggregacid megakaddlyozdsa hatékony kell legyen terapidas szempontbdl. A bioldgiai
evidencidra alapozva definidlta John Hardy és Gerald Higgins 1992-ben az AKH-t [2], ami
egyértelmlien az AP aggregaciojaval keletkez6 plakkokat jeloli meg az AK patoldgia
okozdjaként, mig a tobbi jellemz6ét, azaz a neurofibrillaris kotegek megjelenését, a
sejtpusztulast, a vaszkularis diszfunkciét és a demenciat mind a plakkok altal kifejtett hatas
kovetkezményének tartja. Mintegy tiz évvel kés6ébb kezd6do6tt el az a folyamat, amelyben a
plakkok helyett az aggregdcio korabbi fazisainak kulcsszerepl8it kezdték behatdbban vizsgalni.
Erre olyan ellentmondasos eredmények miatt volt sziikség, amelyek feltartak, hogy a plakkok
megjelenése és az AK fellépése kdzott nincs egyértelm( korrelacio; post-mortem, majd késébb
pozitronemisszidés tomografia-szamitégépes tomografia (PET-CT) vizsgalatok bizonyitottak,
hogy AK-ként diagnosztizalt demencia el6fordulhat plakkok nélkiil is, illetve, hogy demenciaval
nem diagnosztizalt emberek agyaban is kimutathatdak plakkok. A jelenlegi alldspont szerint a
plakkokat két f6 csoportba soroljuk, megkiilonboztetiink ,aktiv”, toxikus plakkot, melybdl az
aggregacio-disszociacid dinamikus egyensulya révén képzédhetnek toxikus protofibrillumok
és oligomerek, illetve ,kiégett”, nyugalmi allapotba juté plakkot, mely a szervezetben egyfajta
védelmi stratégia eredményeként alakul ki. Ez utdbbi esetben a proteotoxicitas
ellensulyozasara, a lebontasnak ellenalld szerkezetli AP egy elkiilonilt depdba kerdl, igy
feltehet6en nem okoz tovabbi kart.

Az izoldlt AP oligomerekkel végzett szamos bioldgiai kisérlet feltarta, hogy ezeknek az
aggregdacioés formadknak jelent6s citotoxikus hatasa lehet, ami magyarazhatja az AK
kialakulasat. Az oAB befolyasolja a hosszu tavu potenciaciot (LTP), ami a memaria- és tanulasi
folyamatok egyik elektrofizioldgiai alapfolyamata [52]. Olyan kisérletekben, melyekben a
fibrillaris és az oligomer aggregatumot tartalmazd bioldgiai mintak hatasat vizsgaltak, az oAB
mutatott nagyobb mérték(i neurotoxicitast, ami szinaptikus diszfunkcidhoz, végiil sejthalalhoz
vezetett [62].

Az oligomerekkel kapcsolatos eredmények egy paradigmavaltast tettek sziikségessé a AKH-t
illetéen. 2002-ben Hardy maga egészitette ki korabbi elméletét az oligomerekkel [3], és
valdszindsitette, hogy nem az aggregacids folyamat végeredménye, hanem maga a folyamat,
illetve a kdzben keletkezd oligomerek lehetnek felel6sek a kor kialakuldsaért. Ez a valtoztatas
hatarozta meg a kovetkezd évtizedre az uralkodd gydgyszerkutatasi irdnyokat, melyeket egy
kés6bbi fejezetben targyalok.

2.2.2.4 Szintetikus A8 alkalmazdsa bioldgiai vizsgdlatokban

Az 1990-es évek elején az AK kutatdasanak komoly lendiiletet adott az AR szekvenciajanak
azonositasa, illetve ezt kdvetéen a peptid szintetikus el6allitdsa. Az AB aggregacidjanak
feltérképezésével kozponti kérdéssé valt, hogy a szintetikus AP-bdl elallithatdé mintak
haszndlhatéak-e bioldgiai modellvizsgalatokban, azaz, hogy a szintetikus peptid altal
kialakitott konformacidok bioldgiai hatdsa megegyezik-e a bioldgiai mintakbdl izolalt
oligomerekével. Az egyezést tobb csoportnak is sikeriilt bizonyitania. Szintetikus és AK-s
agymintabdl vizes fazisu extrakcidval izolalt oAP formak szerkezeti azonossagot mutattak [63],
és mindkét forma képes volt allatmodellekben neurondlis diszfunkciot okozni, befolyasolta a
szinaptikus plaszticitast, a tanuldsi és memdériafolyamatokat [64, 65].

Az AK legjellemzbbb tiineteit reprodukald modellek Iétrehozasa és validalasa a teriileten folyd
gyogyszerkutatas egyik alapfeladata. Egy gyogyszerjelolt molekula kémiai jellemzése,
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esetleges fizikai-kémiai vizsgalatokban torténd vizsgalata, illetve viselkedésének szamitogépes
eljarasokkal torténé modellezése mellett bioldgiai rendszerekben is tesztelésre keril. A
neurodegenerativ betegségek Osszes tlinetét reprezentald kisérleti modellt természetesen
nem lehet feldllitani, ezért a kisérletek tervezésekor szliikség van a modellalkotds iranyat
meghatdrozni. ElGallatos modellrendszer alkalmazésa esetén tébb szempontot is figyelembe
kell venniink. A konvencionalis vizsgalati mddszerek altaldban patkany vagy egér egyedeket
alkalmaznak, azok olcsésaga, viszonylag kis mérete, koénnyl kezelhetfsége és
szaporithatésaga miatt. Bar az ezekben a modellekben mért eredmények atvihet6ségét a
human patoldgiara szamos alkalommal megkérddgjelezik, sajnos jelenleg nem rendelkeziink
olyan él&allatos kisérleti rendszerrel, amely az el6bbiekben felsorolt el6nydk mellett a human
patofiziolégiai folyamatokat pontosan és hianytalanul reprodukalni tudna. A genetikus
modositasok alkalmazdsa ezekben az allatmodellekben egyfajta koztes megoldast szolgaltat.
A transzgén dllatmodellekben célzott molekularis folyamatok indithatdk, vagy éppen
blokkolhatdk, akar olyanok is, amelyek csak a human egyedre jellemz6ek. Azonban a bioldgiai
kdrnyezet tovabbra is az allati szervezet altal biztositott, ahol a mddositasra adott sejtszintd
valaszreakcidk tovabbra is eltérhetnek az emberi szervezetet jellemz6 folyamatoktdl. Tovabbi
probléma, hogy a transzgén allattorzsek felhasznalasat szamos nehézség terheli. Alkalmazasuk
szigoru engedélyekhez kotott, szaporitasukra csak mindsitett laboratéoriumokban nyilik
lehetGség, ezért meglehetfsen dragak. Sok esetben a genetikai modositas az allatok
élettartamara és szaporodoképességére is kihatassal van, ami gatat szabhat az allatok nagy
mennyiségben torténé felhasznaldsanak, az id6hatékony kisérlettervezésnek és
végrehajtasnak. Az AKH-ra alapozott gydgyszerfejlesztésben ezért vonzé lehet6ség lehet olyan
allatmodellek alkalmazasa, melyekben a genetikai mdédositas helyett az AB1-42 peptidet az allat
agyanak megfelel6 teriiletére célzottan juttatjuk be, igy valtunk ki az AK bizonyos
patofizioldgiai folyamatait reprodukalé hatast.

Az AB egy viszonylag kénnyen, standard szintetikus kémiai eljarasokkal el6allithatd peptid,
ezért egy bonyolult fehérjéhez képest kisebb anyagi raforditdssal, megfeleld
id6hatékonysaggal, nagy mennyiségben lehet szintetizalni. A konvencionalis szilard fazisu
szintézis metodikdjanak alkalmazasa azonban el6vigyazatossagot igényel. Az ABi142 a
kisérletekhez leggyakrabban hasznalt szekvencia, ezt tekintjik alapszekvencianak (4. abra).

'DAEFR®HDSGYMEVHHQKLVFF?'AEDVG**SNKGAIIGLM3**VGGVV*IA

Voros: savas oldallanc
Kék: bazikus oldallanc

Fekete: apolaris oldallanc

4. abra Az AB1.4; szekvencidja

A szekvencia elemzése alapjan a peptid N-terminalisa tulnyomdan hidrofil oldallancu
aminosavakbdl all, mig a C-terminalisra jellemzé a hidroféb karakter. Ez az amfipatikus
felépités, illetve a hidroféb részhez rendelheté magas onrendez6dési hajlam mar a szintézis
soran nehézségeket okoz. A klasszikus terc-butil-oxikarbonil- (Boc-) vagy 9-fluorenil-
metoxikarbonil- (Fmoc-) kémian alapuld szintézis esetén a hasitas koriilményei kozott a savas
oldallancok is protonalédnak, az elegyben a peptid koncentracidja viszonylag magas, igy a
hidroféb C-terminalis fel6li molekularészek rendez6désével elindul az aggregacié. A nyers
szintetizalt peptidbdl egy nehezen oldddo, aggregalt forma keletkezik, amelybél a kivant
szekvencia tovabbi vizsgalatokra alkalmas tisztasagban torténd el&allitasa egyedi technikak
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kidolgozasat teszi sziikségessé. Az 1990-es évek elejétdl terjedt el a szintetikus AP alkalmazasa
biolégiai kisérletekben, azonban a felhasznalok hamar szembesiiltek a peptid el6nytelen
tulajdonsagaival. Fizioldgias pufferoldatokban a szintetikus peptid nagyon rosszul oldédik, a
feldolgozas soran kialakult aggregatumok inhomogén mintaoldatot képeznek. A peptid
bioldgiai aktivitasa esetlegessé valik, a kiilonb6z6 sarzsok esetében jelentds eltérést mutathat,
igy a mérési eredmények nehezen reprodukalhatok. A problémdk megoldasara kilonféle
stratégiak szilettek. Erre példa a csoportunk altal az AP peptidek szilard fazisu szintézisére
kidolgozott eljaras, melyben az egyes aminosavak kapcsolasi |épéseiben az olddszer (DMF) 10
V/V% anizolt tartalmazott, ami megakaddlyozta a hidroféb oldalldncok kapcsolaskor
bekdvetkez6 asszocidcidjat, igy el6segitette az acilezést, ndvelte a kapcsolasi hatékonysagot
[66].

Az aggregalodo, problémas szintézisli anyagok el&allitasanak optimalizalasara tett kilonféle
kisérletek magukban foglaltdk specialis oldészerek [67], vagy kaotrdp sék alkalmazasat [68],
emelt hémérsékleten torténd szintézist [69], polietilénglikollal graftolt, vagy abbdl készils
hordozd alkalmazasat az SPSS soran [70, 71], illetve a peptid gerinc specidlis védelmét a
nemkivant mdasodlagos térszerkezet kialakulasdanak megakadalyozasara [72, 73]. Ezeknek az
eljardsoknak egyike sem tudta azonban kiklisz6bolni a tisztitasi korlilmények kozott
bekovetkez6 aggregatum-képzés okozta problémakat.

A megoldast egy kémiai mddositds jelentette, mellyel az eredetei szekvencia helyett egy
prekurzor peptid szintézise valt lehetévé. Sohma, [74], Carpino [75] és Dos Santos [76]
egymastol figgetlenil leirta egy olyan AB-peptid szintézisét, melyben a konvencionalis Fmoc-
protokollt alkalmazva, a 26-o0s poziciéban levé Ser-t Boc-Ser-OH formaban épitették be, majd
a szabad oldallancot acilezték a soron kovetkezé Gly-nel. Ily mdédon egy észterkotést
alakitottak ki, ami a szintézis elvégzése és a termék gyantardl torténd hasitasa utan is jelen
volt a szerkezetben. Ezt a format nevezték izopeptidnek, vagy ,switch” peptidnek. Az
észterkotés és a Ser?® szabad aminocsoportja csokkentette a peptid aggregacids hajlamat
mind az elBallitas, mind a tisztitas soran. A bioldgiai kisérletekben torténd felhasznaldst az
teszi lehetévé, hogy a peptid egy O—N acilvandorlds révén, a kozeg pH-jatol fliggd
sebességgel atalakulhat a konvencionalis szekvencidva, ami utana bioaktiv aggregatumokat
képezhet. Azonban a szintézishez alkalmazott Fmoc-metodikdban gyakran jelentkezik a
szekvenciatol fliggben elégtelen deprotektalas [77, 78], illetve a hasitaskor esetlegesen
felléphet diketo-piperazin képz&dés, aminek kovetkeztében az észter-kotés hidrolizisének
valdszinlsége megnd [79]. Az izo-AB szintézisének optimalizédlasaval azonban megnyilhat a
lehetfség egy bioldgiai kisérletekhez is elénydosebben alkalmazhaté peptid hatékonyabb
el6allitasara.

Az izo-AB alkalmazasa esetén szintén feladat a peptid aggregaciés tulajdonsagainak
feltérképezése a bioldgiai kisérletek korilményei kozott. A kilonféle mintapufferek, tenyészt6
médiumok valtozatos Osszetétellel rendelkeznek. Kozos jellemzéjik, hogy a fiziologias
kortlmények reprodukalasa érdekében, meghatarozott koncentraciéban oldott ionokat (pl.
Na*, K*, Ca%*, Mg?*, CI') tartalmaznak. Az AB él6 szervezetben tdrténé aggregdcidja tehat ezen
ionok jelenlétében zajlik. Kdzismert, hogy a kiilonféle ionok az aggregacios folyamatokat nagy
mértékben befolyasoljak [80]. A Hofmeister effektus a kilonboz6 ionok kozmotrdp/kaotrép
hatasat irja le. Az effektus szerinti beosztas az ionok hatasat a Na* és Cl- ionokéhoz hasonlitja
[81]. A kozmotrdp ionok stabilizaljdk a fehérjék térszerkezetét, ezzel viszont csokkentik azok
oldhatdsagat, tehat nagyobb precipitalé képességgel rendelkeznek, mint a a Na* és Cl- ionok.
A kaotrép ionok ezzel szemben el8segitik a fehérjék oldddasat, a protein konformacidjat vizes
oldatban destabilizaljak, rendezetlenebbé teszik, ami az oldhatdsagot noveli. Ez a beosztas a
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globularis fehérjék viselkedésére érvényes, a béta-redds szerkezet(l AB fibrillumok esetében a
kalonféle sdkkal végzett vizsgalatok mas sorrendet eredményeztek a kaotrop/kozmotrép
hatas szempontjabdl, illetve az ionok a fibrillumok szuperstrukturajat is befolyasoltak [80].
Kimutattak, hogy ABiao0 peptid esetében a legerdsebb precipitalé hatassal a Mg?* ion
rendelkezik, igaz, a fiziologias értéket tobbszérésen meghaladd 0,5 M-os koncentracidban
alkalmazva. Mas tanulmanyok szerint viszont a Ca?* ionok a fizioldgias koncentraciot
megkozelité mennyiségben (2 mM) jelent&sen felgyorsitjak az APi-a2 aggregaciojat [82, 83].
Mivel ezek az ionok fizioldgias korilmények kdzott mindig jelen vannak a folyadéktérben, az
AK-ban bekévetkez6 AB-aggregacié ezen ionok rahatasaval valésul meg. Igy megvalaszolandé
az a kérdés, hogy az izo-APB aggregacioja soran ezen ionok hatasa azonos mdédon érvényesiil-
e, vagy mutatkoznak esetleg eltérések a peptid egyedi kiindulasi konformacidja miatt.

2.2.3 Az AB oligomer, mint gydgyszerfejlesztési célpont

Az AKH fejl6désével egyre inkabb meger6sodott az AR oligomerek kdzponti szerepe az AK
patoldgiajadban. Az APP tulnyomo része a sejten bellil a Golgi-apparatusba transzportalddik,
majd innen a lizoszomakba, illetve az ER MAM-ba keriilve, az amiloidogén lebontasi uton
intracellularis AB-t képez [32]. igy mar az AK kezdeti fazisaban feltételezhetd az intracellulris
oligomerképzddés, ezért kézenfekvs kutatasi cél lehet azon partnerek feltérképezése, melyek
az oligomerekkel kolcsonhatasba lépve a patoldgia kialakuldsat eredményez6 folyamatokat
indithatnak el. llyen iranyu vizsgalatokat végezhetiink célzott mechanizmuskutatassal, de ma
mar rutinszerlen alkalmazottak olyan nagy kapacitasi, molekulakészletekkel operald
vizsgalati modszerek is, melyekkel akar korabban nem feltételezett, (j iranyokba mutato
eredményeket is nyerhetlink. Ez az interaktéma-kutatds, mely soran a sejten belil kialakuld
fehérje-fehérje kolcsonhatasokat rendszerezzik a kivant szempontok alapjan. Bernard Jacq
csoportja alkalmazta elGszor ezt a modszert [84], amely aztan robbandsszer(ien terjedt el,
kdszonhet6en a bioinformatika fejl6désének. Egy adott célmolekula teljes fehérje-
interaktomjanak feltérképezéséhez sziikség van tehdt olyan nagy atereszt6képességl
eljarasra, amellyel id6hatékonyan vizsgdlhatédak a molekularis kélcsénhatasok, akar tobb
tizezres nagysagrendben. A feltérképezett fehérjék ontoldgiai besorolasa, a kapcsolatokbol
kiépitheté interaktéma-graf kialakitdsa a bioinformatika feladata. A leggyakrabban
alkalmazott éleszté kettGs-hibrid metodika (Y2H) mellett lehet6ség van olyan nyomtatott
chipek beszerzésére, melyeken adott fehérjekészlet egyes tagjait egy inkubacids |épés soran
kdlcsdnhatasba vihetjiik a célmolekulankkal. Ha ez szintén egy fehérje, akkor a specifikus
kotédést fluoreszcens festékkel jeldlt specifikus antitesttel torténé kezelést kovetSen
detektalhatjuk. Az AB oligomerek vizsgalhatok ilyen kisérletben, a kélcsénhatd partnerek
azonositasa hozzajarulhat a kilénféle folyamatokban betéltott funkcidik megismeréséhez.
Azonban az interaktéma felderitésére iranyuld, nagy ateresztGképességl kisérleteket sokan
biraljak amiatt, hogy a kdlcsonhatasok a leegyszerUsitett kisérleti rendszerben nem egyeznek
meg azokkal, melyek a sejtben uralkodd korilmények kozott fellépnek. Az expresszalt
proteinek nem feltétlenil rendelkeznek a szikséges, fiziolégiasan megvalosulé poszt-
transzlaciés modositasokkal, konformacidjuk pedig egyrészt a szilard hordozdéhoz vald
rogzités, masrészt membranfehérjék esetén a megfelelGen strukturalt bioldgiai kornyezet
hianyaban valdszinlileg nem egyezik meg a nativ konformacidéval. A fentiek miatt az ilyen
kisérletekkel nyert eredményeket mindenképpen szikséges tovabbi funkcionalis
vizsgalatokkal igazolni.

Az AB oligomerek intracelluldaris fehérjékkel torténé kedvezétlen kolcsonhatdsa
feltételezetten megakaddlyozhatd lenne egyrészt oly mddon, hogy az oligomert
,becsomagoljuk”, csokkentve ezaltal kot6dési potencialjat, masrészt elGsegitjiik a lebontasat
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az immunrendszer  aktivalasaval. Az  oligomerek ,becsomagolasa”, ezaltal
fehérjekolcsonhatasok kialakitasra alkalmas felsziniik maszkoldsa egy lehetséges terdpias
megkozelités, mivel igy karos bioldgiai hatasuk csokkenthetd.

Az AB peptidhez szelektiv affinitdast mutaté molekuldkkal foglalkozd kutatdsok az AKH
elterjedése utan teljesedtek ki. Nagy szamu nem peptid-tipusu, a B-réteges szerkezettel
kdlcsdonhatd molekulat azonositottak a kutatdk, melyek vagy ismert bioorganikus vegyiiletek,
vagy azok kémiailag modositott valtozatai [85]. Ezek kozott el6fordulnak olyan molekuldk,
melyek mas célu terdpids hatdanyagok, és alkalmazasuk AK-ra valdszin(leg kiterjeszthet8, mig
a vegyliletek masik, népesebb csaladjdba olyan biomolekuldak és szarmazékaik tartoznak,
melyek eddig még nem torzskonyvezett, AK-ban feltehet8en alkalmazhaté hatéanyagok. Az
els6 csoportra példa a rifampicin [86], mig az utdbbi csoport egyik legismertebb képviseldje a
kurkumin, mellyel klinikai vizsgalatokat is folytattak [87].

Az AB-val kdlcsonhatd peptid-tipusu vegylletek az AK terapidjara irdnyuld kutatasok egyik
népszer( iranyat alapoztdk meg. Az alapgondolat az AP aggregacidjaért felel8s
szekvenciarészletek egymadssal vald kolcsdnhatasanak blokkolasa, mely az aggregacio
kinetikajanak moddosulasahoz, vagy akar gatlédasahoz vezet [85]. Az alapelvet Tjernberg
kozolte [88], aki els6ként mutatta ki a AB1s-20 fragmens (KLVFF) modositott formdjanak (Ac-
QKLVFF-amid) kolcsdnhatasat AP fibrillumokkal, ami konkrét bioldgiai hatasban
megmutatkozé haszonnal is jart. Az alapszekvencidban D-aminosav-cserékkel el6allé
szarmazékok nagyobb enzimatikus stabilitdas novekedését eredményezte [89], a KLVFF
,felismer6” egység kiegészitése polikationos oldallanccal (,,szerkezetrombold egység”) pedig
tovabb novelte az aggregaciot modositd és a neuroprotektiv hatast [90]. Az aminosavak N-
metil szarmazékainak alkalmazadsa az alapszekvencidaban megnovelte a szerkezettord
hatékonysagot és a molekula oldékonysagat is [91]. A KLVFF peptiddel kapott eredményekbdl
kés6bb egy egész kutatasi irany ndétt ki, a béta-réteg toré (,beta-sheet breaker”, BSB)
elméletre alapozva [92, 93]. llyen vegyliletek tervezése és hatasmechanizmusuk vizsgalata
hatarozta meg sajat csoportunk f6 kutatasi profiljat is a 2005-2015 kozotti idGszakban.

Az AB-t felismeré molekuldk azonositasanak és terapias alkalmazasanak egyik legnagyobb
kihivasa a szekvencia variabilitdsa és a beldlik felépul6 oligomerek szerkezetét és méretét
egyarant jellemz6 sokféleség. Az oligomerek aktiv felszinén a kot6helyek ismétlédése
érvényesilhet, mely lehet8séget nyujthat a kismolekuldas megkdzelitésen tullépve olyan
konjugatumok alkalmazasara, melyek egyidejlileg a kontaktfelszin tobb pontjan is blokkoljak
az oligomerek kolcsonhatdsat. A kotészekvenciak kialakitdsara a természetes aminosavakon
kiviil nem természetes aminosavakbdl felépiils, 6nrendez6d6 biomimetikus polimereket,
foldamereket is alkalmazhatunk. A fehérje-fehérje kdlcsonhatasok modulalasa foldamerekkel
régéta ismert [94, 95]. Szerkezetiik célzott tervezésével olyan molekulak szintetizalhatdk,
melyek a konvenciondlis antitesteknél kisebb méret(iek, el6allitasuk ezért olcsdbb, a szerkezet
finomhangolasaval a fehérje-foldamer koélcsénhatds erbéssége szabadon beallithatd, mig
farmakokinetikai tulajdonsagaik kedvez6bbek lehetnek [96-98]. A foldamerek megfeleld
alapvazakhoz torténd konjugalasaval Uj tipusu AB-felismerd szerkezeteket nyerhetiink.

2.2.4 Az AICD-Fe65 kdlcsénhatds, mint potencidlis célpont

Az APP-bél a RIP révén mindkét lebontasi Utvonalon keletkezik az AICD fragmens. Mérete a y-
szekretaz alternativ hasitasi helyeinek fliggvényében 50-59 aminosav kozott valtozhat. Az
AICD C-terminalisan egy er6sen konzervalt YENPTY-motivum taldlhaté [99], mely specifikus
fehérjékkel valo kolcsonhatdsa révén az AICD-t fontos bioldgiai funkcidkkal ruhazza fel. Ezek
alapjan az AICD szerepet jatszik a szignaltranszdukcios folyamatokban, az APP-
transzportfolyamataiban és lebontasaban, illetve a transzkripcios aktivitast meghatarozo
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nuklearis szignalizacids utak szabalyozasaban [100]. Az APP-t érinté molekularis folyamatok
kovetkezményeként az AICD kblcsOnhatdsa a fehérjékkel az AP termelGdését is befolyasolja
[51].

Az AICD interaktomjanak tagja két fehérje, melyek szamunkra szerkezeti és
gyogyszerfejlesztési szempontbdl lettek érdekesek. Az egyik az Fe65, mely egy haromtagu
fehérjecsalddba tartozik (Fe65, Fe65L1 és Fe65L2). Ez a fehérje kiemelkedd szerepet jatszik az
APP lebontdsaban és sejten belili transzportjaban, kozvetlenil befolyasolva az AB képz&dést
[100-102]. A neuronokban expresszalédd Fe65 szabalyozza az aktin citoszkeletonon beliili
Ujrarendez6dését is, ennek kovetkeztében hatdssal van a szinaptikus plaszticitasra, a
szinapszisok képz6désére, a dendrittliskék kialakulasara, mely folyamatok a memériarogziilés
és tanulas molekularis alapjat képezik [101, 103, 104]. A fehérje-kdlcsénhatasokban az Fe65
harom jellemz6 doménja vesz részt: az N-terminalison taldlhaté WW-domén, és két
foszfotirozin-kot6 domén (PTB1 és PTB2). Mindharom erésen konzervalt a gerincesekben. Az
AICD-Fe65 kdlcsénhatdst az Fe65 Thrt®8-on bekévetkezd foszforilacidja tovabb erdsiti [105].
Az Fe65 fontossaga egyértelmden bizonyitott, ellenben pontos hatdsa az AB mennyiségére
ellentmondasos az irodalmi adatok alapjan, aminek valdszinGsitheté oka az alkalmazott
kisérleti modellek eltérése lehet [100, 102].

Feb5-tel transzfektalt kilonféle sejtvonalakban (human embrionalis vese sejt (HEK293),
human H4 neuroglioma sejt, Madine-Darby kutya vese sejt (MDCK)), az Fe65 tultermelGdése
novelte az AP termelést [106-109]. Ezzel egybeesGen az Fe65-6t kdédold APBB1 gén
csendesitésével a H4 sejtkultiraban elérhetd volt a termelt AR mennyiségének csokkentése
[110]. Hasonldé eredményt sikerilt elérni primer kortikalis neuronkultdran is [111]. Az Fe65-ApB
kozotti ilyen irdnyu relacidt tovabb erGsiti az a kisérlet is, melyben Fe65/Fe65L1 génkiltott
egértorzsben mértek csdkkent endogén AB-szintet a kontrollcsoporthoz képest [112, 113].
Ezeknek a kisérleteknek ellentmondanak mas csoportok eredményei. APP695-tel tranziensen
transzfektalt HEK293 sejtvonalon az Fe65 ko-transzfekcidja és tultermelése az AB1-40 €s APi-a2
mennyiségének csokkenését okozta [114]. Ugyanitt azt is sikerilt kimutatni, hogy az APP
Thré®8 5 Glu®®® mutdcidja a két AB peptid szintjének Ujbdli névekedését okozta, valdszin(ileg a
668-as pozicidban torténd foszforilacid csokkentésével, ezaltal az Fe65-APP kolcsonhatds
gyengitésével. Ezt az eredményt hFe65/APP(swe) kettGs transzgén egértorzs és APP-t
onmagdban expresszald egértorzs Osszevetésével sikerllt alatamasztani. Az Fe65 és APP
tultermelGdése a csak APP-t tultermel6 allatokhoz képest csokkentette a teljes AR és az ABi-42
szintjét, illetve a plakkok szamat is az allatokban [102]. Az ellentmondasok tisztazasa
mindenképpen tovabbi kutatdsokat igényel. Ezzel egyiitt az APP lebontasi folyamatainak,
illetve az APP/AICD specifikus fehérjekdlcsonhatasainak moduldlasa a vazolt kapcsolddasi
pontok miatt alternativ terdpias lehet6séget nyujthat az AK kezelésére.

A WW doménre altaldnosan jellemzé a kompakt, harom szali B-redGs konformacio, amely
linedris peptid- és fehérjestrukturdkkal gyakran |ép koélcsonhatasba [115, 116]. A WW-
doméneket tartalmazé fehérjékkel kapcsolatos eredmények a csoportunk altal szintetizalt
vegylletcsaldd hatdsmechanizmusanak felderitéséhez nyujtottak alapot. Ismeretes, hogy
WW-doménekhez a prolin-gazdag szekvencidk specifikus két6dést mutatnak [117, 118], a
kdzepes erGsségnek megfelelS, alacsony mikromoldris tartomanyba es6é Ky értékkel [115,
119]. Az Fe65 WW-doménje szamos fehérje prolin-gazdag szakaszaval kdlcsénhatdsba Iéphet
[101, 120-122], melyek kozul egyes fehérjék befolydsolhatjak az Fe65 altal szabalyozott
transzkripcids folyamatokat (SET [123]), kindzok aktivacidjat, az aktin polimerizaciéjat (Mena
[124, 125]), és az AP szintézisét is (GSK3B, c-Abl kinaz [126]).
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Az AICD interaktomjaban azonosithatd masik, WW domént is tartalmazd fehérje a NIMA-
kolcsonhato peptidil-prolil cisz-transz izomerdz 1 (Pinl), melynek expresszidja AK-ban
csokkent mértékd. Szerepe a foszforilalt AICD cisz-transz izomerizacidjanak szabalyozasa, mely
hatdassal van az AB szintjére is [127]. Emellett befolyasolja a Tau hiperfoszforilacidjat, igy a
neurofibrillaris kotegek képzddését is [128]. A Pinl visszadllitja a Tau mikrotubulus-koté
képességét a Tau foszfo-Thr®8-Pro motivumahoz valdé koétédés dltal [116]. Az AICD-Pinl
kdlcsdnhatas az utobbi N-terminalisan taldlhaté WW-doménen keresztiil valésul meg.

2.2.5 Az éregedd agy: a felnéttkori neurogenezis zavara

A neurogenezist sokdig a fejl6d6 kozponti idegrendszer egyik alapfolyamatanak tekintették.
Az 1990-es években kezdtek gydlni olyan kisérleti bizonyitékok [129], melyek nyoman
bizonyitast nyert és mara altalanosan elfogadotta valt a human fenéttkori neurogenezis
létezése. Eszerint a kifejlett emberi kozponti idegrendszer megfelelé teriiletein (a
szubventrikularis zénaban (SVZ) a lateralis ventrikulumok mentén, és szubgranularis zonaban
(SGZ) a HC-ban) neuronok képzédhetnek. Az SVZ-ben taldlhatd neuronalis Gssejtekbdl (NSC-
k), melyek glialis fibrillaris savas proteint (GFAP-t) expresszalé radidlis glia sejtek, képz&dnek a
differenciaciot tdmogatd szoveti mikrokornyezet hatasara neuralis progenitor sejtek (NPC-k),
melyekbél utdana neuroblasztomak keletkeznek [130-132]. A sejtek differenciacidja és
vandorlasa a rosztalis migraciés osvényen (RMS) a szaglégumodba (OB) iranyul, mikézben
jelent6s morfoldgiai valtozdason mennek at. Az OB-ban kiilonb6z6 novekedési faktorok
hatdsara interneuronokka differencidldodnak, lekapcsoldodnak az RMS-rél és tipusuknak
megfelel6en integralédnak a megfelel6 sejtkornyezetbe [133]. Az SGZ-ben keletkezd éretlen
neuronok a girus dentatus (DG) belsé granuldris sejtrétegébe vandorolnak, ahol
bekapcsolédnak a meglévd neuronalis kdrokbe [134], kezdetben az ott fellépd GABA-erg, majd
glutamaterg szinaptikus impulzusoktdl aktivalva. A hosszu érési folyamat sordn az Uj neuronok
elektrofizioldgiai tulajdonsagai egyre inkabb megkozelitik a mar meglévé neuronokét. Az
egyes érési fazisok soran a sejtek felépitésiktsl fuggben kilonbdz6 neurondlis marker
vegylleteket expresszalnak, melyek segitségével a neurogenezis soran képz6dott sejtek
mennyiségének valtozdsa immunhisztokémiai médszerekkel detektdlhatéd. Az 5-brom-2’-
dezoxiuridin (BrdU) inkorpordcidos modszerrel az osztodo sejtek jeldlhet6k a neurogenezis
korai fazisaban [135]. Ennek a mddszernek hatranya, hogy nemcsak a neurogenezis, hanem
pl. traumas sérilés kdvetkeztében feler6s6d6 sejtosztddas eredményeként keletkezd sejtek is
jelolédnek a detektalé molekuldval, ezért a sejtek tovabbi karakterizalasa is sziikséges
eredetik (feln6ttkori neurogenezis vagy egyéb ok) felderitése érdekében. Az éretlen
neuronalis fazisban a sejtek ,doublecortin” fehérjét (DCX) expresszalnak, mig az érett
neuronokra a neurondlis nuklearis protein (NeuN) expresszidja jellemz6. Ezeket a markereket
hasznalva a neurogenezis folyamatai kilonféle kisérleti modellrendszerekben jél kévethetbk.
A HC-ban keletkez6 neuronok, integralddva a meglévé haldzatokba, jelentls szerepet
jatszanak a neurondlis plaszticitds fenntartasdban, aminek kovetkezménye a kognitiv
funkcidkra, tanuladsi és memdriarogziilési folyamatokra gyakorolt pozitiv hatas [136]. A
neurogenezist szamos kiilsé és belsd faktor befolyasolhatja, mint pl. a stressz, az 6regedés, az
immunrendszer, egyes szignaltranszdukcids folyamatok aktivalédasa [137-139]. A feln6ttkori
neurogenezisnek a korral jaro valtozasa emberben még mindig vitatott téma. Ragcsaldkban
mar sikerilt maganak a folyamatnak a meglétét igazolni [135, 140, 141]. Egy tanulmany
szerint, a fiatal feln6tt egerek relevans agyi teriiletein mar kb. 7-9 hdnapos korukra jelentGsen
csokken a neurogenezis mértéke, ami kivédhetd rekombindns sAPPo. agykamrdba torténd
adagolasaval [142]. Hogy az emberi agyban a neurogenezis hanyatlasa hasonld folyamatok
altal valésul meg, mint a ragcsalokéban, még nem tisztazott. Mivel a proliferacios faktorok

19



fulop.livia 187 24

expresszidja a human HC-ban a korral csokken, feltehet6en az NPC-k keletkezése is korfliggést
mutat [143]. Ezt tdmaszthatja ala az az eredmény, mely szerint az éretlen neuronok altal
expresszalt DCX mennyisége is csokken a korral [143].

Mi torténik, ha a természetes dregedési folyamatok helyett egy neurodegenerativ betegség
veszi at az iranyitast? Post mortem human agyi mintak 6sszehasonlitasaval nyert adatok
szerint mig egészséges személyben az aktiv feln6ttkori neurogenezis 90 éves korig
bizonyithatéan m(ikédik, AK-s egyénekben a betegség el6rehaladasaval korreladld progressziv
neurogenezis-csokkenést lehet megfigyelni [144]. Egy masik tanulmany szerint az adatok
0sszehasonlitasat er6sen befolyasolhatja, hogy a detektalt NPC-k mennyisége mar az
egészséges emberekbdl szarmazé mintakban is nagy mérték( varianciat mutatott. Mégis,
eredményeik megerdsitették a demencia sulyossaga és a csdkkend neurogenezis kozotti
korrelaciét, nem csak diagnosztizalt AK-s esetekben, hanem az AK korai ,el6szobdjanak”
tartott enyhe foku kognitiv karosoddssal (,mild cognitive impairment”, MCI) rendelkez6
alanyoktdl szarmazd mintdkban is [145]. Ezek alapjan a feln6ttkori neurogenezis zavaranak
megszlintetése igéretes terapias célpontul szolgalhat a demenciaval jard kérképekben.
Kutatasaink szempontjabdl fontos eredmény, hogy az APP lebontasi utjanak elemei, mint az
s-APPq, az s-APPg, az AP és az AICD mind hatdssal lehetnek az NSC-k sorsanak alakuldsara,
proliferaciéra, neuro- és gliogenezisre, sejthaldlra [146]. A mar emlitett s-APPq-t vizsgald
tanulmany mellett [142], TG2576 transzgén egérmodellben, mely az APP egy mutacids
csokkenése, differencidlédasi képességiik elvesztése [147], bizonyitva az AP oligomerek karos
hatdsat a neurogenezisre. Hasonléan fontos eredmény annak a kimutatasa, hogy az AICD az
Fe65-tel és a Tip60-nal egy transzkripcids aktivalasi komplexet képez, amely tobb olyan gén
mikddését is szabdlyozza, amelyek a neurogenezisben szerepet jatszanak (PTCH1 [148], Sox2
[149]). Ghosal [150] olyan transzgén egértdrzsben, mely Fe65-6t és AICD-t egyiitt termelt,
kimutatta a hippokampalis neurogenezis folyamatainak jelent8s visszaszorulasat az
allatokban. Ez az eredmény igéretes kiinduldsi pontként szolgalhat olyan gyogyszerjeldlt
vegylletek alkalmazasara, melyek az Fe65-tel vald kdlcsdnhatas révén modulaljak a patoldgias
folyamatokat.

2.2.6 Neuroinflammdcio és molekuldris stressz: a szigma-1 receptor szerepe a
neurodegenerativ betegségekben

2.2.6.1. A neuroinflammdcié mechanizmusa a neurodegenerativ betegségekben

A neurodegenerativ betegségek egyik kdozos patologiai jellemzdje a kdzponti idegrendszerben
fellépd kronikus gyulladas. Hogy ez a folyamat oka, vagy okozéja-e neuronpusztulasnak, még
mindig vitatott kérdés. A betegség induldasakor az inflammacionak védd szerepe van a
szervezetet ért szamos kdrositd hatds ellen. KésGbb viszont, ha a karos hatds nem szlinik meg,
pl. a helytelen konformaciod fehérjék allando jelenléte miatt, a gyulladas krénikussa valik, ami
mar a sejtek haldlat okozza. A betegségekhez tarsulva kiterjedt gliozis, azaz mikroglia és
asztrocita aktivacio figyelhet6 meg. A mikroglia sejtjei a kdzponti idegrendszer velesziletett
immunrendszerét képez6 fagocitdi, melyek az agy egészséges allapotanak fenntartasaért
felel6sek. A nyugvé mikroglia sejtjei aktivalédds utan gyorsan karositd, gyulladaskelté (M1
fenotipusu) sejtekké alakulnak, melyek citokinek, kemokinek és szabadgyokok termelése
révén neurotoxikus hatast fejtenek ki, amit azutan folyamatosan fenntartanak [151]. A
mikroglia sejtek masik csoportja neuroprotektiv, javitd szerepl (M2 fenotipusu) [152].
Nemrég felfedezték az agyban a mikroglia sejtjeinek egy harmadik fajtajat, ez az u.n. s6tét
mikroglia, mely morfoldgiailag eltér, hiperaktivizalt és a neuronokkal a normalistol eltéré
szinaptikus kapcsolatokat |étesit6 sejtekbdl all [153]. A gliasejtek masik tipusa, az asztrocitak
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kozponti szerepet jatszanak az agyi homeosztazis fenntartasaban, kozelebbrdl a vérkeringés
szabalyozasaban, a neuronok energiaellatasaban, a szinapszis-képzés befolyasolasaban,
illetve a sejtkozti folyadék Osszetételének fenntartasaban. A mikroglidhoz hasonldan, az
asztrocitaknak is leirtak gyulladaskelts (A1) és neuroprotektiv (A2) alosztélyait [152]. AK-ban
post mortem mintakban kimutattak plakkokkal asszocialt asztrocitakat, illetve bizonyitottak,
hogy az asztrocitak tamogatjak a BACE bioszintézisét, ezaltal kihatva az AB szintézisére is [154].
Valaszul a sejtet ér6 zavard hatdsokra, az immunrendszer aktivaléddsa mellett két tovabbi
molekuldris folyamat a fehérje-homeosztazis megvaltozdsat okozza. A stresszor hatasara
bekovetkezik egy altalanos fehérjeszintézis-blokad, az u.n. integralt stresszvélasz (,integrated
stress response”, ISR), ami a stressz kiklisz0boléséig tranziens proteinszintézis-gatlddast okoz.
Az ER-t érint6, rendezetlen fehérjék képz&dése altal indukalt stresszvalasz (,,unfolded protein
response”, UPR) pedig serkenti azok fizioldgids szerkezetének visszaallitasat, illetve szlikség
szerint lebontasat. Sikertelen helyreallitasi kisérlet esetén az UPR révén aktivalédnak a sejt
apoptotikus folyamatai (5. abra).

= = viralis alacsony HEM- aminosav
Immunrendszer: hll?as f’eherjek, L infekcié/dsRNS, | szint, hsokk, deprivacio,
Inflammasszéma- oxidativ stressz, oxidativ stressz, || mitokondrialis viralis infekcio:
aktivécié 4— FrSh. interferonok, diszfunkcié RNS, UV-
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5. dbra A sejtben aktivalodo ER stressz, ISR és a gyulladdsos folyamatok kapcsolata

Az ISR esetében 4 f6 kinaz, a kétszali RNS-fliggd protein-kinaz R (PKR), a protein kindz-szer(
ER-kinaz (PERK), a ,,general control nonderepressible 2” (GCN2) és a HEM-regulalt inhibitor
kindz (HRI) egylttes, 6sszehangolt hatdsa révén az eukaridta iniciaciés faktor 2o (elF2a)
foszforilaléddsa gdtolja az altaldnos protein-szintézis folyamatokat [155]. Ezek kozott
elé6fordulnak olyanok is, melyek stresszmentes helyzetben bizonyitottan a memdria
kialakulasaért, rogzulésért felelds szinaptikus kapcsolatok kialakuldsat segitik el8. Az ISR révén
a dendrittliskék kialakuldsa, pre- és posztszinaptikus fehérjék szintézise altalanosan csokken,
ami a neurodegenerativ betegségek esetében fellépé memdriaproblémak oka lehet [155,
156]. Ezt bizonyitja, hogy a kozelmultban egy ISRIB nev( vegylletet sikerrel alkalmaztak az AK-
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t modellezé kisérleti rendszerekben a memaria és a tanulas javitasara [157]. A molekula a
foszforildlt elF2a. proteinszintézist gatld hatdsat azzal tudja ellensulyozni, hogy egy, a
folyamatban alsébb szinten szereplé fehérje, az elF2B oligomerizacidjanak allosztérikus
aktivatora, az elF2B oligomerizacido pedig szikséges az elF2a. proteinszintézist el6segité
aktivalodasahoz. Ez altal a csokkent fehérjeszintézis helyreallithatd, a memdriafunkcidk
javulnak.

Az ISR PERK eleme egyben az ER-stressz egyik 6 aktivacios utjanak iniciatora is. Az ER-stressz
UPR-Utjan a PERK mellett az aktivald transzkripcios faktor 6 (ATF6) és a szerin/treonin-protein
kindz/endoribonukleaz inozitol-fiiggé enzim 1 (IRE1) szintje is megvaltozik. Ezek a molekulak
szignaltranszdukcid révén olyan tovabbi folyamatokat aktivalnak, melyek vagy a hibas
szerkezet(i fehérje degradacidjahoz, igy a stresszfaktor megsziintetéséhez, vagy sikertelen
aktivacid esetén apoptotikus folyamatok beindulasahoz és végsé soron sejthalalhoz vezetnek.
Az inflammacié ER-stresszhez és ISR-hez vezet§ hatasa, illetve a stresszfolyamatok
neuroinflammaciét erdsit6 szerepe oda-vissza csatolasban mikodik, befolyasolasuk
mindenképpen komoly terdpias jelent6séggel birna.

2.2.6.2 A szigma-1 receptor szerepe a neurodegenerativ folyamatokban

A kozponti idegrendszerben expresszaldodd szigma-1 receptor (S1R) protein egy egyediilallé
aminosav szekvenciaval rendelkezs (csak az éleszts szterin-izomerdzokkal homoldgiat mutaté
[158]), nem G-protein-kapcsolt, nem ionotrdp sejten beliili dajkafehérje az ER membranjaban,
aminek legfébb szerepe a Ca?*-jelatvitel szabalyozdsa. Torténetileg kordbban az opioid
receptorcsaldadhoz soroltdk, egy olyan kisérlet eredményei alapjan, melyben egy
pszichotomimetikus anyag, az SKF-10,047 (N-allil-normetazocin) hatdasat nem tudtak
hozzdrendelni az akkor mar azonositott receptorcsalddokhoz [159]. Az S1R-t kés6bb az N-
metil-D-aszparaginsav (NMDA) receptorcsaladba is besoroltdk, mert a fenilciklidin (PCP),
amely az NMDA-receptorok egyik liganduma, kotédik az S1R-hez, az SKF-10,047 pedig az
NMDA-receptorokhoz, azok PCP-kdtShelyén keresztiil [160]. Radioaktiv ligandummal végzett
kotési vizsgalatok kimutattak, hogy a szigma-receptorok két alosztalyba sorolhatdk (S1R és
S2R), melyek kilonbozd ligandumokat kétnek, és kilonb6z6 szoveti el6fordulast mutatnak
[161, 162].

A periféridlis el6fordulds [163] mellett a koOzponti idegrendszer neuronjaiban,
oligodendrocitaiban, ependimocitaiban, gliadban megtalalhatdé S1R sejten beliili
dajkafehérjeként miikddik. F6 el6forduldasa az ER MAM-hatarfeliilete [164]. Itt az S1R a koté
immunoglobulin proteinhez (Bip) kapcsolédva fordul el6, melynek szerepe az SI1R
transzlokacidjanak megakadalyozdsa [165], illetve az ER-stressz inditd elemeinek
szabdlyozésa. Stressz hatdsdra a Bip Ca*-fligg6 mddon dissszocidl mind az S1R-rél, mind az ER-
stressz inditofehérijéir6l, és lehet6vé teszi azok aktivalddasat. A Bip transzlokalddik a
citoszolba, és itt hozzakapcsolddva a helytelen konformacidju fehérjékhez elGsegiti azok
lebontasat az ER-aktivalt lebontasi folyamatokban. Az S1R kozvetlendl az IRE1-hez
kapcsolddva stabilizalja annak konformacidjat, lehet6vé téve az aktivacidjat. A szabadda valé
S1R hozzakot6dik a MAM plazmamembranjaban talalhatd ioncsatorndkhoz, melyek
moduldlasaval feler6sodik az ER-bSl a mitokondriumba irdnyulé Ca?*-aramlas. Az S1R az
NMDA receptorok miikddését is elGsegiti, egyrészt a Ca?*-szignalizécié befolydsolaséaval [166],
masrészt az NMDA-receptor expresszidjanak névelésével [167].

Az el6bb részletezett bioldgiai folyamatok révén az S1R fontos szerepet jatszhat az AK
patomechanizmusaban. Bizonyitott, hogy az S1R genetikai polimorfizmusa 6sszefliggésben all
a SAK kialakuldsaval [168], az S1R és APOE mutdcidinak bizonyos kombinacidi megnovelik a
SAK fellépésének valdszinliségét [169]. AK-ban kimutattak csdkkent S1R-expressziét [170,

22



fulop.livia 187 24

171], S1R-génkilitott egérmodellben pedig bizonyos tipusld, a memoria-konszolidaciéban
kulcsszerepet jatszo dendrittliskék mennyiségének csokkenését figyelték meg [172].

Az S1R mikodését befolyasoldé molekuldk (moduldtorok) bioldgiai rendszerekben kifejtett
hatasanak természetét nehéz egyértelm( bioldgiai valaszokra alapozva klasszifikalni. A
vegylletek S1R-hez valo kot6désének mérésére nem léteznek standardizalt modszerek,
agonista/antagonista jellegiiket nemcsak inherens molekularis tulajdonsagaik hatarozzak
meg, hanem az adott kisérleti rendszer felépitése, az alkalmazott bioldgiai prepardatum
Osszetétele is [173]. A konvencionalisan elfogadott osztalyozas szerint S1R agonistak azon
vegylletek, melyek él6 allatot alkalmazd kisérleti modellben az S1R receptorra jellemz§
neurofizioldgiai reakciokat indukaljak, illetve olyan tiinetegylttest generalnak, melyet
jellemz6en az S1R tultermel6dése okoz. A besorolashoz altalaban az SKF-10,047 vegyiilet, mint
els6é S1R-en hatd molekula altal kivaltott hatasok szolgdlnak viszonyitasi alapként. Klasszikus
S1R-agonistanak szamit a (+)pentazocin, a fluvoxamin, illetve a PRE-084, de ebbe a
kategdridba sorolhaté endogén liganduma, az N,N-dimetiltriptamin (DMT) is [174]. S1R
antagonistak azok a vegyiletek, melyek &nmagukban neurofizioldgiai hatast nem valtanak ki,
de képesek az agonistak altal kivaltott hatdast meggatolni, illetve az S1R-génhidanyos
fenotipusra jellemz6 tiinetegyittest okoznak. Antagonista pl. az NE-100, a BD-1047, az MR-
309. Mar ezekbdl a definicidkbdl latszik, hogy az osztalyozdsnak nincsenek egyértelmden
definialt neurofizioldgiai alapjai. Mégis, az irodalomban taldlhaté eredmények altaldban az
S1R receptor aktivalasat okozd agonistak kedvez6 szerepét tamasztjdk ald az AK-s
modellekben [175-177].

A gyulladasos folyamatok és az SIR mikodésének modulalasa kozotti 6sszefliggés felallitasa
tovabbi bizonytalansagokkal terhelt. A periférias gyulladas S1R agonistakkal torténé kezelése
az utobbi években a COVID19 jarvany miatt kiemelt jelentGséglivé valt, igy el6térbe kerlt a
,drug repurposing”, azaz a mar torzskonyvezett hatdanyagok terdpias spektrumanak
kiszélesitése révén S1R moduldtorok COVID19-ben torténd alkalmazasanak tesztelése [178,
179]. Az agonista fluvoxamin esetében Rosen az ER-stressz IRE1-Utjan keresztil kifejtett hatdst
valdszinUsiti [180]. Mindemellett a fluvoxamin az ATF4 (PERK ut) transzlacidéjanak aktivalasa
révén noveliaz S1R expresszidjatis [181]. Azonban ha figyelembe vessziik, hogy a stressz altali
valasz indukcios fazisaban az S1R aktivacidja jellemzd, a kialakuld stresszvalasz csokkentésére
nem S1R-agonistak, hanem antagonistak lehetnének alkalmasak. Ezt kisérletileg is sikerult
aldtamasztani, az S1R antagonista BD1047 elGkezelésként torténd alkalmazasaval, kilonb6z6
akut vagy krénikus fajdalom/gyulladas modellekben sikerllt a fajdalmat csokkenteni a
mikroglidzis beinduldasanak és a kévetkezményes proinflammatorikus citokin-termelésnek a
gatlasaval [182]. Mindezek az eredmények arra hivjak fel a figyelmet, hogy neurodegenerativ
betegségek, igy az AK terdpidjdban az S1R moduldtorok gydgyszerjeloltként torténd
alkalmazasahoz szikséges a modulator jellege és a gyulladasra gyakorolt hatdsa kozotti
Osszefliggések feltarasa.

Az S1R receptor szekvencidjat 1996-ban deritették fel [183], aminek alapjan kiderilt, hogy
nem mutat szamottevé homoldgiat az eddig azonositott eml8s fehérjékkel. Szerkezetileg is
jelent&sen kilénbozik a klasszikus neurotranszmitter-receptoroktdl, csak egy transzmembran
régidval rendelkezik [184]. Ezért az uj S1IR modulatorok azonositasara csak a ligandum-alapu
szamitdsos megkodzelitések voltak haszndlhatok. Az elsé in silico SIR ligandum-tervezés a
Glennon modellt alkalmazta a receptor kotShelyére és a farmakofér azonositdsara [185, 186],
amit aztan tovabbi farmakofér modellek felépitése kovetett [187].
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(+)-pentazocin

PD144418

6. dbra A: Schmidt dltal meghatdrozott szerkezetek az SIR ligandum-kétédésére az agonista
(+)-pentazocin (vérés) és az antagonista PD144418 (z61d) esetében. (6DK1 Idnc kék, 5HK1 ldnc arany)
[184, 188]. B: a két ligandum kémiai szerkezete.

2016-ban Schmidt publikdlta az S1R els6 rontgendiffrakcios meghatarozason alapuld
szerkezetét (6.A abra, PDB azonositoik: SHK1 és 5HK2, [184, 189]). Ligandumként a PD144418-
at, egy nagy affinitasi S1R-antagonistat (6.B abra), illetve a 4I1BP-t (abra nélkil) hasznaltak,
melynek farmakoldgiai karaktere viszont nem egyértelmu. A leirt szerkezet egy S1R-trimer,
mindhdrom egység egy helikalis résszel agyazédik a membranba. A receptor kétbzsebe egy B-
hordd-szer( szerkezetben talalhatd, amely a ,,cupin”-csaladba tartozd oligomer-enzimekkel
mutat szerkezeti rokonsagot. A ligandum-kotédés egyik kulcseleme (a Glennon modellel
egyezésben) egy amincsoport jelenléte a molekulaban, mely elektrosztatikus kolcsénhatast
alakit ki a 7?Glu-val. 2018-ban Schmidt tovabbi réontgendiffrakcids szerkezeteket publikalt
[188], egy agonista, a (+)-pentazocin (6.B abra, PDB azon.: 6DK1), illetve két tovabbi
antagonista (haloperidol, PDB azon.: 6DK0 és NE-100, PDB azon.: 6DJZ), mint ligandum
alkalmazdasaval. Erdekes médon a trimer szerkezet a modulator karakterétdl fiiggetlenil
minden esetben megtartott, azonban az illeszkedésben vannak kozottiik azonosithatd
eltérések. A ligandumokra jellemzé apolaris molekularészlet két kiilonb6z6 molekulazsebben
(voros P1 és zold P2) helyezkedhet el az ER-membran felszinén taldlhaté H4 és H5 C-terminalis
hélixek kozott (6.A dbra), és a kiilonboz6 elhelyezkedés a hélixek szerkezetére is hatassal van.
Sajnos jelenleg csak a (+)-pentazocinnal, mint agonistaval felderitett szerkezetet ismerjiik; a
tovabbi agonistdkra (PRE-084, (+)-SKF-10,047) feltételezett a hasonld szerkezet és a P2-es
kotSzseb elfoglalasa. Jelent6sen kiilonb6z6 szerkezetl agonistdkra (cutamesin, fluvoxamin,
donepezil) nincs ismert kotési konformdcié. A felsorolt szerkezetekre alapozva tobb
farmakofor-modell is kidolgozasra keriilt [190, 191], azonban mindegyik alapja az antagonista-
szer( kot6déssel kaphatd 5HK1 vagy S5HK2 szerkezet volt, igy a modellek alkalmazasaval kisz(rt
ligandumok is ilyen tipusu kot6dési konformaciohoz mutattak optimalis affinitast.

2.2.6.3 A gyulladds és a neurogenezis 6sszefiiggése
Jelen ismereteink szerint a gyulladasos folyamatok tarsuldsa az AK-hoz a kor egyik f6 patologiai
jegye. Emellett az is valdszinlsithet6, hogy a neurogenezis serkentésével kedvezd hatast
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érhetiink el a romlé memdriafunkcidk tekintetében. Kézenfekvé lehet ennek a két
folyamatnak az egymasra gyakorolt hatasat is feltételezni. Ezt az allitast azonban az emberi
agy esetében kisérletilieg még nem sikerilt bizonyitani, aminek f6 oka a korlatozott
vizsgalhatdsag. A rendelkezésre allo, post mortem fixalt mintdkban mar a neurogenezis
jeleinek megbizhato kimutatdsa is szamos problémaval terhelt, emiatt a kisérleti koriilmények
gondos megvalasztasara van szikség [144]. A gyulladds folyamatainak er&sen id6fliggd
alakulasa kérdésessé teszi, hogy egy post mortem mintaban detektalt pillanatnyi gyulladasos
allapot (ha ez kimutathatd) mennyire relevéns a két folyamat egymadsra hatdsa tekintetében.
Ezért jelenleg a gyulladas és neurogenezis kapcsolatat csak él6 dllatmodellben tudjuk
tanulmanyozni, és ez alapjan tudunk kdvetkeztetni a human agyban uralkodé allapotokra.
Szamos ilyen kisérletrél taldlunk leirast az irodalomban, az eredmények viszont azt
valdszindsitik, hogy mint ahogy maga a gyulladas is ,kétéld fegyver” az AK-patoldgiaban, ugy
a gyulladasos folyamatok is hathatnak (azok fazisatdl fiigg6en) serkent6en vagy gdatldan a
neurogenezisre. Mindez a gyulladas elemeinek, az asztrocitak, mikroglia, makrofagok
aktivaciéjanak, és az altaluk termelt citokinek, kemokinek aktudlis egyensulyanak a fliggvénye.
Kisérletek szerint a bakterialis lipopoliszachariddal kivaltott gyulladas révén az aktivalt
mikroglia sejtjei az NPC-kbdl kialakulé neuroblasztok nagy részét fagocitdzissal eltavolitjak,
amivel a neurogenezist nagy mértékben befolyasoljak [192]. A proinflammatdrikus M1 tipusu
mikroglia kedvezé6tlen hatdsa a neurogenezisre tovabbi kisérletekben is bizonyitast nyert [193-
195]. Egy esetben ezeket a kedvezé6tlen folyamatokat nem-szteroid gyulladascsokkentével
(NSAID) sikerilt visszaforditani [194]. Egy tanulmanyban viszont leirtak a mikroglia ,felkészit6”
szerepét a neurondlis sejt-differencidlédasban [196], ami bizonyithatja a mikroglia
neurogenezist tdmogatd hatasat.

A gyulladas és a neurogenezis kapcsolatat AK-modellekben is sikerilt bizonyitani. A FAK egyik
alapmodelljének tekintett APPxPS1-es egérben, mely a human APP egy mutalt formajat és
PSEN1-et termel, az anti-inflammatdrikus IL-10 citokin mennyiségének megnovelését a HC
terliletén egy tovabbi genetikai mddositassal érték el [197]. Ebben a modellben, valdszindleg
a citokin véddé hatdsanak kovetkeztében mind a reaktiv mikroglidzist, mind az asztrocita-
aktivaciot sikerilt mérsékelni, ami kedvezd hatdssal volt a neurogenezisre. Ugyanitt in vitro
kisérletben az IL-10 mikroglia-NSC kevert kulturaban novelte a proliferaciot, alatamasztva a
transzgén egérmodellel kapott eredményeket [197].

Egy, a neurogenezist érintd, Fe65-AlCD tultermel6 egérben végzett vizsgdlatot fontos még itt
is megemliteni [150]. Az AICD-FE65-Tip transzkripcidos komplex neurogenezisre kifejtett
hatasanak igazolasat kiegészitik azok a gyulladassal kapcsolatos eredmények, melyek szerint
a CD45+ mikroglia és emelkedett proinflammatdrikus citokin-szintek egyittesen voltak
detektalhatéak a csokkent neurogenezissel az AICD-Fe65 tultermeld allatban. Ha ezeket az
allatokat NSAID-okkal kezelték, a neurogenezis Ujbdli er6sodését tudtak megfigyelni. Az Fe65-
On keresztll tortén6 Osszekapcsolddasa a gyulladasnak és a neurogenezisnek az altalunk
elGallitott egyik gydgyszerjelolt-vegylletcsaldd hatdsmechanizmusanak felderitéséhez adhat
kiindulasi alapot.
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2.2.7 Az AK egyéb hipotézisei

Az AK-patoldgia Osszetettsége életre hivott egyéb elméleteket is, melyekkel a kor kialakulasa
megmagyarazhatd lehet, illetve gyogyszerfejlesztési iranyoknak adhatnak alapot. Mivel
ezekkel az elméletekkel kutatasaim soran nem foglalkoztam, csak réviden targyalom &ket, az
eddig alkalmazott terdpidas megkdozelitésekhez sziikséges elméleti hattér bemutatasa céljabdl.

2.2.7.1 A kolinerg hipotézis

Az AK-val kapcsolatos klinikai kutatdsok legkorabbi felfedezése a memoria folyamatok
érintettsége mellett fellépd kolinerg zavar volt. Ennek alapjan az elsé elmélet, mely az 1970-
es években terjedt el, az AK okaként a kolinerg neuronok karosoddasat, a kolinerg jelatviteli
utak sériilését a relevans agyi terileteken teszi felelGssé [198, 199]. A legelsé terapiak ezért a
kolinerg neurotranszmitterek szintjének kolinészteraz-inhibitorok alkalmazasaval torténd
helyreallitasat céloztak meg [200]. Az évtizedek alatt 6sszegylilt eredmények egyértelm(ivé
tették, hogy ezek a gydgyszerek a kér valddi okat nem sziintetik meg, idélegesen tineti
kezelésre alkalmasak. Ennek oka, hogy a mélyben hizédd patoldgias folyamatoknak csak
kovetkezménye a kolinerg rendszer sériilése.

2.2.7.2 A Tau protein szerepe

A sejten belll kialakulé NFT-k f6 alkotdeleme a hiperfoszforildlt Tau fehérje. Az AKH
evolucidjaval parhuzamosan a Tau bioldgiai funkcidjardl is egyre tobb informacié gydilt 6ssze,
majd az AB-kdzéppontu kutatadsi eredmények egyre nyilvanvalébb elégtelensége életre hivta
a Tau-kozpontu AK-elméletet. Jelen konszenzus szerint a két ut egylttesen felelés az AK-
patologia lefolyasaért, de valdszin(ileg az AB az iniciator. Emellett a Tau szerepe semmiképpen
nem hanyagolhaté el, szamos folyamat esetén igazolt a Tau-érintettség, ezért egy komplex
terdpias profil kidolgozdsakor a Taut mint célpontot is érdemesnek tlinik szamitasba venni.

A Tau protein megfelel6 poziciokban toérténé foszforilalasa elengedhetetlen fizioldgias
funkcidjanak a betoltéséhez. A pTau a mikrotubulusok rendez8dését iranyitd molekula, AK-
ban viszont a kindzok és foszfatazok egyensulyanak megbomlasa kovetkeztében
hiperfoszforilaltta valik. A Tau egy viszonylag nagy, rendezetlen strukturaju, hidrofil fehérje
[201], kélcsonhatasat szamos proteinnel leirtak mar [202]. A Taun 85 potencialis foszforilacids
hely van, melyekbdl az agybdl izolalhato, oldhatdé Taun kb. 10 foszforilalt [203]. Az életkor
el6rehaladtaval a foszforilacio mértéke csokken. AK-ban a hiperfoszforilacié révén a
foszforilacios helyek tébb, mint 50%-a valtozatos mintazatokban foszforilalodik, ami a Tau
aggregdcios képességének megnovekedését okozza. A hiperfoszforilalt Taubdl oldhatatlan
szalas Tau-aggregatumok (paros helikalis filamentek (PHF) és egyenes filamentek (SF))
keletkeznek [204], melyek szerkezetét az utdbbi években krio-elektronmikroszkdpos
technikaval sikerilt felderiteni [205]. A mikrotubulusok nagy szamban tartalmaznak savas
oldallancu aminosavakat, normal miikodés esetén ezekhez kapcsolédva a Tau aggregacidja
gatolt.

A Tau patolégias miikodése karos sejtszint(i folyamatokat indukal: a citoszkeleton
o0sszeomolhat, a mikrotubularis transzport blokkolddik [206]. A Tau a mitokondriumok kiilsé
membranjdban, a mitokondriumon belilli kompartmentekben és a mitokondrium belsé
terében is megtalalhatd, ahol hatdssal van a sejtek bioenergetikdjara, ami az AK-ban
jellemzéen sériil. A pTau oxidativ stresszt okozhat, aminek kévetkezménye a mitokondriumok
alulmdkodése [206].

2.2.7.3 A lipid homeosztazis zavara az AK-ban
Az APP feldolgozdsa és a lipid homeosztazis kozott szoros kapcsolat all fenn. Mind az AB, mind
az AICD szamos lipid-metabolizmus utat szabalyoz, és viszont, az APP lebontasat is befolyasolja
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a lipid-kornyezet [207, 208]. A kapcsolatot az AK és a lipid homeosztazis kozott éppen az ApoE
gén €4 allél meghatarozé szerepének felfedezése bizonyitotta, ami a SAK egyik legjellemzébb
genetikai kockazati tényez8je [209, 210], az ApoE €4 megléte a SAK egyik prediktiv faktora
[211]. Az ApoE génnek 3 f6 allélje van (€2, €3 és €4), melyek 3, egymastdl 1-, illetve 2
aminosavban kiilonb6z6 fehérjét kédolnak.

Az ApoE a keringési rendszernek egy lipideket és zsiroldékony vitaminokat transzportald
fehérjéje, a legf6bb koleszterin-hordozdé molekula. Csokkenti a glikdz felvételét és
befolydsolja az &atalakuldsat [212], kolcsonhat a citoszkeletalis és a sejten belili
transzportfolyamatokért felel6s fehérjékkel [213], illetve kozvetleniil befolydsolja a
mitokondriumok mukodését [213]. Emellett az ApoE4 hatdssal van az AR kilirtlésére,
aggregaciojara, ezek kovetkezményeként a plakkok mennyiségére [214]. Az amiloidogén uton
torténd AR képzdédés lipid raftokban, koleszterinben és szfingolipidekben gazdag membran-
mikrodoménekben toérténik, ahol az APP kolokalizalddik a B- és y-szekretdzzal [215]. Emiatt a
lipid-0sszetétel meghatdrozd szerepl az APP transzportfolyamatainak és lebontasanak
alakulasaban. Az ApoE4 mennyiségének novekedése elégtelen agyi keringést, csokkent
vaszkularizaciot és a BBB atjarhatdsaganak megnovekedését okozza [216, 217]. A koleszterin
és az AB termelés visszacsatolasban all egymassal, a koleszterinszint kihat az APP lebontdsara,
mig a magas AP szint a koleszterin bioszintézisének visszaszorulasat okozza. Az AK korai
stadiumaban bizonyitottak egy tobbszordsen telitetlen zsirsavnak, a dokozahexaénsavnak a
kedvezs terapias hatdsat, ennek alapjan jelenleg étrendkiegészitGkben is alkalmazzak. Mind
az AB, mind az AICD mennyiségének ndvekedése, ami a mar emlitett Fe65 altal is szabalyozott,
visszaszoritja a szfingolipidek bioszintézisét [218, 219]. Ezen eredmények alapjan kézenfekvé
terdpias eszkoz lehet az AB termelés befolyasolasa lipid-homeosztazist célzé vegyiletekkel.

2.2.7.4 A vaszkuldris keringési rendszer és a vér-agy-gadt elégtelensége az AK-ban

A felhalmozddott AP eltavolitasara az agyban tobbféle mechanizmus is mikddik. Az oldhaté
formakat a mikroglia fagocitalhatja, a fehérjelebontd rendszerek enzimatikusan lebonthatjak.
Ezek mellett fontos szerepet jatszik a CSF-be torténd transzport, majd a BBB-n at a keringési
rendszerbe torténd kilrilés [220, 221]. A neurovaszkularis rendszer szerkezetének és
mikodésének megvaltozasa az Oregedés egyik fizioldgidas folyamata [222]. AK-ban
kimutathatd mind az agyi keringés romlasa, mind a BBB progressziv sérilése, ami logikusan
vezet az AP kilirlilésének elégtelenségéhez [223]. Ehhez adddik az életkorral egyre novekvé
eséllyel fellépé keringési rendellenesség (magas vérnyomads, koronaria-betegségek,
szivinfarktus), ami az agyban sokszor hipoxiat okoz, ez pedig kozvetlenil serkenti az APP
amiloidogén lebontasi utjat [224]. Habar az agyi keringés elégtelenségének AK-val valé okozati
Osszefliggése egyértelmden bizonyitott, egyes kutatdk ezen tullépve az AK f6 okanak is tekintik
[225]. A vaszkularis elmélet szerint a kovetkez6 faktorok vezetnek az AK kialakuldsahoz: i) a
CSF reabszorpcidja a keringési rendszerbe csokken [226, 227], ii) a csokkent glimfatikus
keringés miatt a neurotoxikus anyagok (fehérje-aggregatumok, szabadgyokok) szintje az
agyban emelkedik [225, 228], iii) a BBB funkcionalitasanak sériilése [229], mely specifikusan
az AP kilirtilését mediald lipoprotein receptor-fligg6é proteinl (LRP1) és P-glikoprotein (P-gp)
mennyiségének csokkenése altal kovetkezhet be [230, 231], iv) a gyulladas és az oxidativ
stressz, mely az AP kilrlilését gatolja, a pericitak 3altal torténé felvételét elGsegiti, ami a
pericitdk karosodasat okozza [221], v) az agyban neurotrof hatassal rendelkezé inzulin
elégtelen transzportja a BBB sérlilése miatt [232], ami AK-ban agyi inzulinrezisztancia
kialakulasaval tarsul [233].
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2.3  Gydgyszerkutatas az AK-ban: hol tartunk most?

Az AK patoldgidjaval kapcsolatos ismeretek bdvilése, az elméletek fejl6dése a
gyogyszerkutatasok irdnyat is dinamikusan alakitotta. Az AK elsé hipotézisének, a kolinerg
hipotézisnek a felallitdsaval pdrhuzamosan megjelentek a kolinészteraz-gatldk, mint
feltételezetten oki terapeutikumok. Ezutan az A felfedezése és szerkezetének azonositasa Uj
iranyt és hatalmas lendiiletet adott a gyogyszerkutatasnak. A Tau-hipotézis ezzel az irdnnyal
parhuzamosan, am kisebb volumenben valt kiindulépontta, valdszindleg a kisérleti modellek
kialakitasanak nehézsége miatt, amivel a vegylletek Tau-patoldgiara kifejtett hatasa bioldgiai
rendszerekben megbizhatéan monitorozhaté lehetne.

Az Alzforum.org adatbazisban, mely a clinicaltrials.gov adatait folyamatosan elemezve,
irodalmi és szabadalmi referencidkkal koveti a neurodegenerativ betegségekben eddig klinikai
fazisvizsgalatokra kerilt anyagok, eljarasok életutjat, az AK kilonféle terapias megkozelitései
célpont szerint csoportosithaték (7. dbra). Ezeket a 2024 februari allas szerint analizalva,
végkimenetelliiket megvizsgalva érdekes kovetkeztetéseket vonhatunk le.
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7. dbra Az eddig AK kezelését célzo terdpids eljdrdsok osztdlyozdsa

A hatasmechanizmus-palettabdl jol latszik, hogy az el6bbiekben targyalt f6 AK-hipotézisek
mindegyike szerepelt a gydgyszerkutatas célpontjaként. A kék mez8s szamok jelzik a még futd
klinikai vizsgalati fazisban levé (F1-F4), illetve a kezelésre mar torzskonyvezett anyagokat. A
csoportositasnal ezeket igéretes lehet&ségként osztalyoztam. A narancs mez6k adatai a mar
biztosan hatdastalannak bizonyult, vagy valamelyik kutatdsi fazisban besziintetett eljarasu
anyagokat/eljarasokat jelolik, ezek tehat a veszteség-oldalra sorolhatok.

Lathatd, hogy az ,,Egyéb” csoport a legnépesebb. Ez minden olyan molekulat, eljarast magaban
foglal, amelynek nincs f6 vezérhipotézise, hanem tdbbnyire bizonyos molekularis
részfolyamatokat céloz meg. A teljesség igénye nélkil néhany célpont ezekben az esetekben:
kalpain-inhibitor (besziintetve), antioxidans E-vitamin (F3), kurkumin (F2), rezveratrol (F3),
lizoszomdlis protein-degradaciot serkent6é molekula (F1/2), az AK-t mikrobidlis behatassal
magyarazé elméleteken alapulé antibakteridlis szer (hatastalan), antivirdlis molekula (F2),
gliikdz-metabolizmusra hatd vitamin-prekurzor (F2), fizikai mddszerek, mint a kilrllést
tamogatd shunt (hatdstalan), vagy a gamma-savfrekvencias hangstimulacion alapulé nem-
invaziv moddszer (F2), vérnyomdscsokkentSk és antidiabetikumok (terapids célpont
kiszélesitése révén, F2-3), a cirkadian ritmusra hatd szerek (F2). Ebben a csoportban kapott
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helyet a jelenleg AK-kezelésre alkalmazni szandékozott S1IR modulator is, a Blarcamesine
(Anavex, F2/3). A csoport még vizsgalat alatt lev6 tagjai igéretes jeloltek lehetnek az AK
kezelése szempontjabdl, magas szdmuk (68) pedig jelzi, hogy az uralkodd hipotézisekre
alapozott kutatas nem vezetett eddig megnyugtato eredményre.

Az ,Egyéb” kategdridba sorolt vegylletek utan a 2. legnépesebb csoport az AB-n alapulé
terapiadkat tartalmazza. Az AB kémiai szerkezetének felderitése és az amiloid-hipotézis
megalapozdsa 6ta 6sszesen 81 terapeutikum klinikai vizsgdlata indult el és jutott kiilonb6z6
fazisokba. Az AP centrdlis szerepe miatt érdemes ezt a csoportot részletesebben is
megvizsgalni (8. abra).

Hardy és Selkoe mar az AKH 2002-es revizidjaban megjeldlte az AB-val kapcsolatos lehetséges
gyogyszerkutatasi célpontokat [3]. Ezek i) az AR képz6dését okozd szekretdzok (BACE, y-
szekretdz) mikodésének befolyasoldsa, ii) az oligomerizacié megakadalyozasa, illetve az AP
kilrtilésének tdmogatdsa, iii) gyulladasgatlok alkalmazdsa, iv) koleszterin-homeosztazis
befolydsolasa, v) aggregaciot befolydsold fémionokkal kapcsolatos terdpids lehet6ségek vi) az
oligomerek altal kivaltott szinaptotoxikus és neurodegenerativ hatasok kivédése. Ezen irdnyok
kozil néhany az Alzforum besoroldsa szerint kiilon kategdridaba kerilt (pl. a fémkelatorok, a
koleszterin-homeosztazisra hatg, illetve a gyulladasos folyamatokat befolyasold, esetenként
mar gyogyszerként torzskonyvezett molekulak).
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8. dbra Az AB célpontu terdpidk megoszldsa hatdsmechanizmus és végkimenet szerint

Az aktiv immunizalast alkalmazd terapias eljarasok vizsgalatainak nagy része sulyos
mellékhatasok megjelenése miatt felfliggesztésre keriilt [6]. A jelenleg még folyd klinikai
vizsgalatokban részt vevé anyagok esetében is megjelentek a jellemzé mellékhatasok, melyek
egyrészt a heves immunreakcié kovetkeztében fellépd agyvel8gyulladas, masrészt morfoldgiai
elvaltozasok a plakkok teriiletén, amelyek a plakkok eltavolitasa kdvetkeztében beinduld karos
sejtszintl folyamatok (gyulladas, mikroglia-aktivacié) eredményei. Ezeket 6sszefoglalé néven
amiloid altal okozott képalkotdsi abnormalitasoknak (,amyloid-related imaging
abnormalities”, ARIA) nevezziik [234]. A mellékhatdsok miatt ez a terapias lehet6ség jelenleg
kevéssé tamogatott.

A BACE- és y-szekretaz inhibitorokat, hasonlé eredményességiik okan, érdemes egyltt
targyalni. Ezek kismolekuldas hatdanyagok, igy el6allitasuk viszonylag koltséghatékonyan
megoldhatd, szemben a (féleg passziv) immunizaldsi terapiakéval. Bar a gydgyszerjelolt
molekuldk szdma a tobbi eljarassal 6sszemérhetd, de jelenleg mar nincs aktiv eljarasban
vizsgalt képviselSjuk. Ennek két oka a kezelések alatt fellépd sulyos mellékhatasok, illetve a
kognitiv képességek javuldsa tekintetében tapasztalt hatdstalansaguk [235-237]. A
szekretdzok tobb bioldgiai célponton is hatnak, emiatt mlkodésiik befolyasolasa nemkivant
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hatdsokhoz is vezethet. Ezért pl. tobb B-szekretdzzal kapcsolatos klinikai vizsgalat is
felfiggesztésre keriilt a majra kifejtett erds toxikus hatas miatt [238]. Hasonldan, y-
szekretdzok alkalmazdsa sok esetben vezetett bdorrdk, illetve fert6zések kialakuldsahoz. Ezek a
jelenségek a y-szekretdz Notch-hasitdsaval hozhaték o6sszefliggésbe, mivel a Notch a
sejtfejlédés és sejt-differencidlédas egyik alapvetd regulacios fehérjéje [239]. Az
alapszerkezetek modositasaval megprébaltdk a  szelektivitast ndvelni, ezaltal a
mellékhatdsokat csokkenteni, de ez az esetek tulnyomd tobbségében hatdstalansdghoz
vezetett [239-241]. A y-szekretdz inhibitorok mellett olyan NSAID-ok, vagy NSAID-
szarmazékok is klinikai vizsgalatok ala kertiltek, melyek egyben y-szekretdaz modulatorok is.
Ezek a vegyuletek jellemz&en ugy tudjak csdkkenteni az APi.a2 szintet, hogy kézben az APP
mennyiségét nem novelik, a teljes AB mennyisége a plazmaban nem valtozik, és a Notch-
szignalizdcidos ut sem mddosul [242]. Sajnos a modulatorokkal sem sikerilt a kognitiv
képességek tartds javulasat elérni [243].

Az egyéb kismolekulas és mas terapias eljarasok olyan anyagokat, beavatkozasokat foglalnak
magukba, melyek a nem amiloid-célpontu egyéb csoportban mar targyalt
hatasmechanizmusainak valamelyikével rendelkeznek, azzal a kiegészitéssel, hogy
bizonyitottan hatassal vannak az AB szintjének valtozasara is. Szerepelnek itt
taplalékkiegészitdk, lipid-homeosztazis mediatorok, fémkelatorok, gyulladascsdkkenték, nem
molekulds megkozelitések. A terdpiak tobbsége hatastalannak bizonyult, néhdnnyal még
folynak klinikai vizsgalatok.

A legfontosabb, és jelenleg leginkabb kutatott csoportja a terdpiaknak a passzivimmunizalas.
Ez egy olyan eljaras, amelyben az AP bizonyos hosszUsagu, vagy adott aggregacids formaja
ellen termeltetett antitestekkel végzik az immunizalast. El6bbire példa a Donenamab, illetve
kovet6 antitestje az Remternetug, melyek az APBs.12 3-as pozicidban piroglutaminsavat
tartalmazdé formaja (N2-pG-AB) ellen termeltetett antitestek. A kilonb6z6 aggregacids
formakat tekintve vizsgaltak AB monomer (LY2599666, Solanezumab), ADDL (ACU-193),
fibrilldaris (Aduhelm, Donanemab, PRX012, Ganterenumab, SAR228810) protofibrillaris
(Lecanemab), formak elleni antitesteket is, illetve kiilon csoportot képeznek az AK-s betegek
vérébdl elkilonitett autoantitestek (Gammagard, Gamunex, Octagam).

Az elmult 5 évben a vezet6 gydgyszergyarak (Eli-Lilly, EISAl, Janssen-Pfizer, Hoffmann-La
Roche). er6iket ezen tipusu terapiak fejlesztésére koncentrdltdk. Sajnos az eredmények sok
esetben kérdéses hatdsossagot tartak fel. Egyértelm( konszenzus latszik a sziikséges ddzis
tekintetében: az antitestes terapianak igen rossz a hatdsfoka, az antitestek eljutasa az agy
megfelel terileteire nagy mértékben korlatozott. Az els6ként vizsgalt Bapinezumab, mely az
AB N-terminalis részét ismeri fel szelektiven, az aggregacids foktdl fluggetlendl, tébb nagy
volumend klinikai vizsgalatban is hatastalannak bizonyult [244, 245]. Mégis, a versenyhelyzet
kikényszeritette a tovabbi antitestes vizsgalatokat is. A Solanezumab kifejezetten az oldhatd
AB felismerésére képes, F2 vizsgalatokban a plakkok kiiurtlése, illetve az AB szintje a
plazmaban és a CSF-ben kedvez§ valtozast mutatott, de a kognitiv képességekre nem hatott
kedvez6en [246]. Ennek ellenére két nagy szabasu F3-vizsgdlatot is inditottak, melyekben csak
az egyik eredményeinek ismételt kiértékelése sordn tudtak enyhe hatdst, igen magas (10
mg-kg?) dozisu adagolas mellett kimutatni [247, 248]. Egy tovébbi kisérletben enyhe kognitiv
karosodassal diagnosztizalt csoportban tesztelték a Solanezumabot, am itt sem sikerult
szignifikans hatast kimutatni [249].

A kutatdi tarsadalom megrendiléssel fogadta a szekretazokon és immunizaldason alapuld
terdpiakat vizsgalo klinikai kutatasok eddigi sikertelenségét. 2017-ben Hardy, az AKH atyja is
Osszegezte a lesujto eredményeket, és megpréobalt utat keresni a tovabbi AK-val kapcsolatos
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gyogyszerkutatasok szamara [250]. Az altalanos elkeseredettség a gydgyszerkutatasi trendek
alakuldsaban is megmutatkozott. Az AK kezelésre benyujtott AB célpontu terapiak szamanak
alakulasat a 2000-es évtdl 2017-ig vizsgalva megallapithatd, hogy ebben az idészakban 67
klinikai vizsgalat indult, melybdl 26 még ebben az idészakban, tovabbi 20 pedig a kévetkezd
négy évben lezarult, és kozllik csak néhany jutott el az engedélyeztetésig. Jelenleg az
Alzforum adatbézisa szerint az Egyesiilt Allamokban az AK kezelésére 8 terapia All
rendelkezésre. Ezek kozil 5 (Donepezil, Galantamin, Memantin, Rivastigmin, Tacrine) a
kolinerg rendszert, illetve mas neurotranszmitterek szintjét befolyasold, tiineti kezelést nyujto
terdpids molekula. Egy anyag (Suvorexant) egy mar engedélyezett, az inszomnia kezelésére
alkalmazott gydgyszer, melynek sikerilt kedvezd irdnyban befolydsolni az AK-s betegek
alvasproblémait. A két fennmaradd kezelés két passzivimmunizalas alapjan miikddd antitest,
az Aduhelm (Adacanumab) és a Legembi (Lecanemab). Ezek engedélyeztetési eljardsa sem
volt kétségekt6l mentes. Az Aduhelm klinikai vizsgalatainak lezarultaval csak az igen magas,
10 mg-kg-os ddzisi csoportban, 18 hdnapon &t havonta egyszer torténd kezeléssel sikerdilt
statisztikailag megalapozott javulast kimutatni a kognitiv paraméterekben. 2021-ben az FDA,
komoly szakmai vitak utan, és nem teljes tamogatottsaggal, de engedélyezte az Aduhelm
terdpias alkalmazasat, emellett elGirta tovabbi F4-vizsgdlatok elvégzését a hatdsossag
igazolasa és a szikséges adagolas megdllapitasa céljabol. Ezek a vizsgalatok jelenleg is
folyamatban vannak. Az antitest gydgyszerként torténé alkalmazashoz sziikséges minGségben,
és a hatékony dozis nagysagabadl kovetkez6 rendkivili mennyiségben torténd eléallitasa még
az Egyesiilt Allamokban is komoly anyagi forrasokat igényel. Valdszinlleg emiatt, 2022 elején
az USA tamogatott terapidkat elbirald szervezete, az ,U.S. Centers for Medicare and Medicaid
Services” (CMS) az antitest-alapu terapiak AK-kezelésben torténé tarsadalombiztositasi
tdmogatasat csak klinikai vizsgalatokban torténd részvételre korlatozta, nyilt terapiaként
torténd alkalmazasat nem tamogatja [251].

A tobbi antitest-terapiat fejleszt6 cég, igy a masik, jelenleg FDA-engedéllyel rendelkezé
antitest, a Leqgembi gyartdja is panaszt emelt a korlatozas ellen, felismerve, hogy a fejlesztés
rentabilissa tétele ezzel a szabalyozassal veszélybe keriilt. A Legembi egy protofibrillumot
felismerd antitest, F3-as hatdsossagat szintén nagy, 10 mg-kg'-os ddzis 216 héten at, 2-4
hetente torténd alkalmazasaval tervezik igazolni a jelenleg is futd vizsgalatban. Id6kozben ez
az antitest is zold utat kapott az FDA-tdl attorési terapiaként, és elkezdték a marketing
stratégia kidolgozasat, illetve elinditottak egy olyan klinikai vizsgalatot is, melyben egy anti-
Tau antitesttel kombinalva alkalmazzak a Leqembit.

Meg kell emliteniink még egy antitestes terdpiat, mely a kiélezett versenyben komoly poziciot
szerzett. Az Eli-Lilly 2017-ben kezdte elsé nagyszabdsu F3 vizsgalatat a Donanemabbal,
kezdetben az LY3202626 BACE-inhibitorral kombinalva, melyet késébb kivontak a vizsgalati
protokollbdl. Az eredmények kedvez8ek voltak, a kognitiv képességek esetében sikerult
szignifikdns javulast kimutatni a betegcsoportban, ami korreldlt az amiloid plakkok
mennyiségének csdkkenésével is [252]. Igy a Donanemab 2021-ben megkapta az FDA-t4| az
attorési terapia statuszt. Sajnos 2023 januarjdban, a biztonsagossagi adatok hidnyossagara
hivatkozva az FDA elutasitotta a Lilly gyorsitott engedélyeztetési eljarasra benyujtott
kérelmét. A Donanemabbal parhuzamosan viszont a cég kifejlesztett egy kovetd antitestet, a
Remternetugot, amellyel 2021-ben kezdett F1 vizsgdlatot. Az antitesttel legutébb inditott F3
vizsgalat lezarasi id6épontja 2025, tehat a biztatéd eddigi eredmények alapjan mind a
Donanemab, mind a Remternetug még igéretes jelolt lehet az antitestes terapiak kozott.

Az eddigi eredmények tehat, bar bizakodasra adhatnak okot az AK-s betegeknek vilagszerte,
sajnos meégis azt valdszindsitik, hogy valddi, ténylegesen hatékony, anyagilag is minden
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érintett szamara elérhet6 kezelés még hosszu ideig nem all rendelkezésre. ErGsen vitatott,
hogy az antitest-terapia jo irany-e; abban minden vélemény megegyezik, hogy az antitestek
hasznosulasat, a célhelyre térténd bejutasuk hatékonysagat mindenképpen névelni kell, ami
altal a sziikséges dozis, ezaltal a kezelések koltségei csokkenthet8k lehetnének. Tovabbi
problémat jelenthet, hogy a bejuttatds hatasfokdnak javitasaval emelkedik az ARIA
fellépésének valdszinlsége is.

Mindezek figyelembevételével érdemes lehet a gydgyszerfejlesztéshez az AK patoldgidjanak
mas, esetleg eddig kevésbé tanulmanyozott célpontjait alkalmazni. A gyulladascsokkenték
esetében mar torténtek klinikai vizsgalatok az AK-ban torténé alkalmazast célozva. Az , Anti-
inflammation Prevention Trial”, mely a naproxén és celexocib hatasat vizsgalta, sajnos negativ
eredménnyel zarult [253]. Az eredmények atfogd analizise megallapitotta, hogy a kezelések
csak az AK igen korai, kezdeti fazisaban lehetnek hatékonyak. A rendelkezésre allé6 adatokat
tobb tanulmdny is rendszerezte [254-256], amelyek valdszindsitik, hogy az NSAID-ok
sikertelenségének oka lehet a kisérlettervezés elégtelensége, a kezelési id6 rovidsége, a
paciensek el6rehaladott id6s kora és szamos tarsbetegsége, és a kisérleti csoportok genetikai
inhomogenitasa [257]. Feltételezhetd, hogy a vizsgalatok tervezési hibainak kikiiszébolésével
az NSAID-ok kedvezG hatasa az AK lefolydsara kimutathatéva valna.

Sajat kutatdsaink egyik célpontja az S1IR modulatorok neurodegenerativ betegségekben
alkalmazhato terapias fejlesztése. Ezen a téren mar talalunk klinikai vizsgalati fazisban lévé
anyagot is, a Blarcamesine-t (Anavex), mely egy kevert S1R/muszkarinerg agonista [258].
Jelenleg F3-vizsgalata zajlik, az eddigi eredmények szerint lassitja a kognitiv képességek
romldasat, bar mellékhatasként szédiilés és zavartsag |épett fel a paciensek egy részénél. A
Blarcamesine mellett szamos, mar klinikai forgalomban lévs, S1R-hez is kot6dd gydgyszer
(Fluvoxamin [181], Citalopram [259], Dexometorfan [260]) terapias kiszélesitésére iranyuld
preklinikai vizsgalat is folyamatban van.

Az S1IR modulatorok terdpias alkalmazasa kapcsan azonban felmerilhet egy, a hatékonysagot
megkérddjelez6 probléma. Ismeretes, hogy két, az AK terdpiajaban régdta alkalmazott
molekula is kimutathaté kot6déssel rendelkezik az S1R-hez. A Donepezilr6l in vivo
vizsgalatokban sikertlt kimutatni, hogy antidepresszans és antiamnézias hatasa S1R-medialt,
ami BD1047 antagonistaval felfliggeszthet6 [261]. Egy tovabbi kisérletben azt is igazoltak,
hogy icv-injektalt APa2s.3s dltal kivaltott neurotoxikus hatas kivédhet6 Donepezil adagolasaval,
mig harom masik kolinészteraz-inhibitor, a Tacrine, a Rivastigmine és a Galantamine csak kis
mértékd neuroprotektiv hatast mutatott, amit S1R-antagonistaval nem tudtak befolydsolni
[262]. A masik terdpids vegyllet a Memantine, amelyrél szintén kimutattak, hogy
hatasmechanizmusaban szerepet jatszhat az S1R-rel torténd interakcid [263]. Ezen
eredmények tikrében kérdéses, hogy egy S1R-agonista valddi oki terapias megoldas lehet-e
az AK-ra, ugyanis a két gydgyszert mar évtizedek 6ta nagy szamu betegcsoporton alkalmazzak,
mégsem jelent végleges megoldast a betegség gyogyitasara. El kell fogadnunk, hogy az S1R-
receptoron keresztll térténé modulacié 6nmagaban nem fog végleges megoldast adni az AK
gyogyitasanak problémajara, valdszinlleg mas készitményekkel adva, szinergikus hatast
kifejtve lesz célszer(ibb az alkalmazdsa [264]. Emellett az sem zarhatd ki, hogy az S1R
intracellularis el6forduldsa miatt, az alkalmazott molekula sejtbe torténé bejutasanak
problémadja, és alacsony S1R-szelektivitasa véglil az értékes terdpias hatas csokkenését okozza.
Ezért egy Uj, szelektiv S1IR modulator esetében tovabbi gydgyszerfejlesztési célként jelentkezik
a sejtbe torténd bejutds javitasa is. Véglil megfontolasra érdemes az az NSAID-ok esetében
mar emlitett tényez6 is, amely a tul heterogén betegcsoporton késén elkezdett kezeléssel
magyardzza a negativ eredményeket. Valdszinlileg egy SIR moduldtorokkal az AK klinikai
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tineteinek megjelenése el6tt, vagy akar preventiven, fiatal életkorban elkezdett kezelés
javitana az eredményeket.

A szelektivitdas kapcsan meg kell emliteni egy olyan irdanyt, melyben szintén torténik
kismolekulas gyogyszerfejlesztés és klinikai vizsgalatok. Az S1 mellett felmeriilt az S2 receptor
(S2R) szerepe az oAB-medialt neurondlis folyamatokban. Az S2R szintén egy transzmembran
receptor, mely szerkezetileg jelentés mértékben kilonbozik az S1R-t6l, de ahhoz hasonlé
szerepet jatszik kilénféle jelatviteli folyamatokban. Az S2R szabalyozza a Ca?*-homeosztazist,
illetve az intracelluldris koleszterin transzporter 1 (NPC1) miikodését[265]. A kdzponti
idegrendszerben is expresszalddik [266], eddig azonban leginkabb a rakkutatasban merdlt fel
célpontként, mivel a megndvekedett proliferacios aktivitast mutatd sejtekben jelent6sen
megemelkedik az expresszidja, az exogén S2R-ligandumokkal pedig el§idézhet6 a malignus
sejtek szelektiv apoptdzisa.

Emellett az S2R neurodegenerativ betegségekben (AK, Parkinson kér, Lewy testes demencia)
is szerepet jatszhat, a kozponti idegrendszerben befolydsolja a fehérjetranszportot, az oxidativ
stresszt, és az autofagiahoz kapcsoldddé molekularis folyamatokat [267]. Az AK szempontjabol
fontos megfigyelés, hogy bizonyos molekuldk gatolni képesek az o0AB szinaptikus
receptorokhoz valdé kotédését [268]. A molekulak vizsgalata felfedte, hogy az oAB-leszoritasi
képességiik pozitivan korrelal a S2R-hoz vald affinitasukkal. Ennek alapjan kerilt kifejlesztésre
az Elayta nevl molekula, mely S2R-antagonista, feltételezhet6en az S2R-nek a progeszteron
receptor-k6t6 membran-komponens 1 alegységgel képz6d6 komplexéhez kotédik, és
allosztérikusan gatolja az 0AB szinaptikus receptorokhoz valé kotédését. Az Elaytaval jelenleg
tobb F2-vizsgdlat is folyamatban van. Az S2R érintettsége az AK patoldgidjaban sajat
kutatasunknak is 0] iranyt adhat. SIR moduldtoraink S1R/S2R szelektivitasanak mérése és a
molekuldk eszerinti kivalasztasa soran igy érdemes lehet az S2R-medialt hatasmechanizmust
is figyelembe venni.
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3. Célkitiizés

Doktori munkam kozéppontjaban az AK-val kapcsolatos gyodgyszerfejlesztés all, egyrészt
potencialis hatdanyagok tervezése, madsrészt az ezek teszteléséhez sziikséges kisérleti
rendszerek kidolgozdsa és optimalizalasa. A kdvetkez6 tudomanyos problémakra szerettiink
volna megoldast talalni.

1. Szintetikus amiloidot alkalmazo kisérleti rendszerek fejlesztése

Az AR bioldgiai kisérletekben alkalmazhatd, kiilonb6z8 hosszisagu, esetenként kémiailag
modositott (pl. fluoreszcens kromoférral jelolt) valtozatainak nagy mennyiségben torténd
el6allitasahoz optimalizalt szintéziseljarasokra van sziikség. Az irodalomban kdzélt protokollok
sokszor hidnyosak, a peptid karakterét figyelembe vevé metodikai megoldasokat nem
részletezik. Az AB izopeptid formajanak korabban leirt szintézise szamos melléktermék
képz6déséhez vezetett. Ezért sziikség volt a meglévd eljarasok megfelel kiegészitésére, adott
esetben célzott atalakitasara. Emellett a szintetikus peptid alkalmazhatdsagat megkodnnyitd,
standardizalt mintakészitési eljarasokat kellett bevezetni, amikkel javulhat a kisérleti
eredmények reprodukalhatdsaga.

Annak megallapitasara, hogy az izo-AB peptidbdl képz6d6 oligomerek szerkezetiik, illetve
bioldgiai hatasuk tekintetében mutatnak-e eltérést a konvencionadlis szintetikus AB-bdl
eléallithatd aggregatumoktdl, sziikséges volt az aggregacid fizikai-kémiai vizsgalati
modszerekkel torténd jellemzése. A protokollok kidolgozasa soran figyelembe kellett venniink
a bioldgiai vizsgalati rendszerek sajatossagait és tesztelnlnk a fiziologias korilményeket
biztositd kisérleti paraméterek hatasat az aggregacié folyamatara. A lejatsz6dd szerkezeti
valtozasok elméleti moddszerekkel torténé modellezése segithet felderiteni lehetséges
metodikai ,,csapdakat”, melyek elkeriilésével javult a mérési eljarasok robusztussaga.

Il. Az AB-ra, mint terapias célpontra iranyulé mechanizmus-kutatds, mérési eljaras- és
gyogyszerfejlesztés
Az AK-ban tultermel&dott AR eltdvolitdsa mellett terdpias jelent6séggel birhatnak olyan
eljarasok, melyekkel a peptid neurotoxikus hatasa csokkentheté. Ehhez azonositani kell azokat
a kolcsdnhatasokat, amelyek révén az oA toxicitasa érvényesil. Célunk volt a kdélcsénhatd
partnerek azonositasaval Uj mechanizmus-utak feltérképezése, azok AK-ban betdltott
relevancidjanak funkcionalis vizsgalatokkal torténd bizonyitasa.
A neurotoxicitdas megakadalyozasara tervezett potencialis gyégyszerjelolt vegyliletek pontos
hatdasmechanizmusanak felderitése terén is mutatkoztak hianyossagok. Az agyban el6forduld
fAB szerkezetének megtorése el6nytelen is lehet, mivel az igy szabadda valé monomerek
kisebb méretli, de valdszinlleg er6s neurotoxikus hatdssal rendelkez6 oligomereket
képezhetnek. Ezért kisérletet tettlink az altalunk tervezett, az aggregdacié folyamatat
megvaltoztatd molekuldk (peptidek és peptidomimetikumok) hatasanak fizikai-kémiai
modszerekkel torténé feltérképezésére, illetve megprdbaltuk az aggregacié megvaltozasa és
a bioldgiai kisérletben mérhet6 hatas kozotti 6sszefliggéseket is feltarni.
A molekulatervezések soran az aggregaciot befolyasold szekvencidkon alapulva megkiséreltik
olyan onrendez6d6 foldamerek el6allitasat, melyek az AB oligomerekhez nagy affinitassal
tudnak kotédni. A kotés erGsségének novelése érdekében a foldamereket kilonb6z6 méret(
és topoldgiaju dendrimer-alapvazakhoz kapcsoltuk. A valtozatos szerkezet(i konjugatumok az
AB oligomerekkel, azok méretétdl figgben, eltérd erdsségl kolcsonhatasba tudnak [épni,
neurotoxikus hatasukat képesek lehetnek semlegesiteni. A méretszelektiv kolcsonhatas
kiindulasi pont lehet egy olyan in vitro kisérleti rendszer kidolgozasahoz is, mellyel az
enzimkapcsolt immunoszorpcids esszékhez (ELISA) hasonld kisérletben a bioaktiv AR
oligomerek mennyiségi meghatdrozasa is lehetévé valik.
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1ll. Az AICD képzbdésének szerepe az AK-ban

Afibrillaris AB-val kdlcsonhaté fehérjék hasonldsaganak bioinformatikai modszerekkel torténd
elemzésével megkiséreltiink olyan k6z6s szekvenciaelemeket azonositani, melyeken alapulva
a kolcsonhatds befolyasolasara alkalmas molekuldk tervezhet6k. A hatdsmechanizmusuk
felderitésére iranyuld kisérletek soran felmerilt lehet6ségként az AICD mikodésének
befolydsoldsa, annak Fe65-tel vald kolcsonhatdsa révén. Az AICD az Fe65 fehérjéhez
kapcsolédva az AP termel6dést kozvetlenil befolyasolhatja, ezért a koélcsdnhatast
megvaltoztatéd molekuldk alternativ terapias megoldast jelenthetnek az AB-t kézvetlenil célzo
vegylletek mellett. Az altalunk azonositott rovid peptidszekvencidk, PXP motivumot
tartalmazé szerkezetiik miatt, a prolinban gazdag fehérjékhez hasonléan koétédhetnek
bizonyos WW-doménekhez. Az Fe65-ben taldlhatdé ilyen domén, igy kotési kisérletekkel
kivantuk bizonyitani az altalunk tervezett, in vitro bioldgiai vizsgalatokban leghatasosabbnak
bizonyult molekula, a P33 és az Fe65-WW domén kozotti specifikus kdlcsdonhatast. A P33
vegyllet hatasat az APP feldolgozasara, az AR termel8désére és a gyulladasos folyamatokra in
vivo kisérlettel is igazolni kivantuk, APPxPS1-es transzgén egértorzsben, 3 hdnapon at tartd
kronikus kezelési séma alkalmazasa mellett.

IV. Neurogenezis felnétt korban, 6sszefiiggés az AICD-kapcsolt mechanizmusokkal

A neurogenezis és az amiloid patoldgia egymasra hatasat jelenleg csak él6allatos modellben
tudjuk vizsgalni. Ehhez viszont szikséges az allatmodellben a kérdéses folyamatok
id6beliségének tanulmanyozasa. Tudomasunk szerint az APPxPS1-es transzgén egértorzzsel
korabban végzett ilyen iranyu kutatasok nem fedték le az allatok teljes élettartamat, igy célul
tlztlk ki az allatok szlletéstdl 18 hdnapos korig tartd kovet vizsgalatdval az amiloid-patoldgia
bizonyos jegyeinek (neurotoxikus oligomerek képzése, plakkok kialakuldsa, neuronflammacio,
tanuldsi és memoria-képességek romlasa) illetve a neurogenezisnek az id6beli feltérképezését
ebben a modellben. Az ok-okozati viszonyok és id6beli kapcsolddasok feltarasa utan a P33
vegyllettel torténd kezelési séma is optimalizdlhatéva valt a legkedvez6bb hatds elérése
céljabdl. Feltételezésiink szerint a P33 molekuldval kapott eredmények mas, az AK-ban
alkalmazhatd potencidlis terapeutikum alkalmazasanal is segitséget nyujthatnak a kezelési
protokoll kidolgozasaban.

V. S1R moduldtorok hatdsa a neuroinflammdciora és a neurogenezisre

Az S1R mikodésének befolydsolasa mar megjelent az AK terdpids megkozelitései kozott. Igény
mutatkozik az eddigi vegylletek mellett Uj szerkezetli S1R modulatorok felfedezésére,
melyhez a leghatékonyabb eszkdz az in silico sz(irésre alkalmas, elméleti kémiai mdédszereket
alkalmazoé rendszer lehet. Ezért egy olyan virtudlis szlir6eljarast (VS) kivantunk kidolgozni,
mely az eddig leirt S1IR agonista és antagonista jellegii kétési konformacidkat kombinalja, ami
révén feltételezhetGen a kivalasztott molekulak kotédési jellegérdl is kaphatunk becslést. AVS
segitségével sajat molekulakonyvtarunkbdl kiséreltink meg az eddig azonositott S1R
modulatoroktodl eltérd szerkezetd, Uj potencialis SIR moduldtorokat azonositani.

A neurogenezis és a gyulladasos folyamatok 6sszefliggését megerdsitd tovabbi vizsgalatokhoz,
illetve S1R modulatorok neurogenezisre kifejtett hatdasanak teszteléséhez a kordbbi
kisérletekben alkalmazott transzgén allatmodellt ki akartuk valtani egy olcsébb, gyorsabb
kisérleti rendszerrel. Ezért kifejlesztettiink egy AB-injektalasos egérmodellt, melyben igazolni
kivantuk, hogy egyszeri oAB-adagolassal kivalthatd a neurogenezis molekularis szinti
megzavarasa. Ebben a modellben teszteltik az endogén S1R-agonista DMT, illetve a
szintetikus agonista PRE-084 neurogenezisre és gyulladasra kivaltott hatasat.
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4. Alkalmazott anyagok, vizsgalati mdadszerek és eszk6zok
4.1. Szintézisek

4.1.1 Az izo-ABi.42 szintézise

Az izo-APi1-a2 peptid optimalizalt szintéziséhez 4-(hidroximetil)-fenil-acetamidometil-
polisztirol- (PAM-) gyantan, a standard Boc-kémian alapulé eljaras lépéseit alkalmaztuk, a
specialis szerkezethez igazitva. Ennek érdekében a Ser?® y-OH csoportjan terc-butil csoporttal
védett formajat az *“NH;-csoporton 2-kldr-benzil-oxikarbonil- (2-Cl-Z) véd6csoporttal védtik,
igy a szintézis adott |épésében a védGcsoport-eltavolitashoz sziikséges szokvanyos
reagensekkel (50% 2,2,2-trifluorecetsav (TFA)/diklormetan (DCM) elegy) az oldallanc
védbcsoportja szelektiven eltdvolithatd volt. A Ser?® y-OH csoporton térténd tovdbbi
lanchosszabbitashoz a kovetkez6 Boc-Gly-OH aminosavat N,N’-diciklohexil-karbodiimid (DCC)
és N-metil-imidazol (NMI) aktivaloszerekkel 10-szeres feleslegben reagaltattuk,
DCM/dimetilformamid (DMF) 1:3 aranyu elegyében. Az el nem reagdlt OH-csoportokat
0,25 M ecetsavanhidrid és 0,24 M NMI DCM-ben oldott elegyével 60 percen at kezelve
blokkoltuk. A tébbi aminosav kapcsolasi |épéseihez rutinszerlen 3x felesleget hasznaltunk,
DCC/1H-benzotriazol-1-ol (HOBt), illetve DCC/3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-ol (HOALt)
aktivaloszer-kombinaciokkal, szikség szerint ismételve a kapcsolast. A kész peptidet a
gyantardl 2 V/V% anizolt, 8 V/V% dimetilszulfidot (DMS) és 1 m/V% threo-1,4-dimerkapto-2,3-
butandiolt (DTT) tartalmazé hidrogénfluoriddal hasitottuk le, majd forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC) technikaval Jupiter C4 oszlopon (300 A
poérusméret, 10 um szemcseméret, 250x21 mm, Phenomenex) tisztitottuk. A tisztitott peptid
mindségét analitikai HPLC eljardssal Luna C18 oszlopon (100 A pérusméret, 5 pm
szemcseméret, 250x4,6 mm, Phenomenex) és elektrospray-ionizacids tomegspektrometria
(ESI-MS) vizsgalatokkal FinniganMat TSQ 7000 tomegspektrométerben ellendriztik.

4.1.2 Peptidszintézisek

A peptid tipusu gyogyszerjelolt vegylletek, amiloid aggregaciét mddosité rovid
peptidszekvencidk, az Fe-65-WW és a Pin1-WW domének, illetve az ABzs.3s peptid
szintéziséhez a konvencionalis szilard fazisu peptidszintézis |épéseit alkalmaztuk. Az anyagok
tobbségét karboxamid formdban szintetizaltuk, Boc-kémia esetén 4-metil-benzhidrilamin
(MBHA) gyantan, Fmoc-kémia esetén Rink-amid gyantan. Aktivaloszerként DCC-t, illetve
DCC/HOBt vagy (dimetilamino)-N,N-dimetil[(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-
il)oxilmetaniminium-hexafluoridofoszfat(1-) (HATU)/ N, N-diizopropil-etilamin  (DIEA)
kombinacidkat és 3x aminosav-aktivaldszer felesleget alkalmaztunk. A szintézislépéseket
kévetden a Boc-kémiaval elGallitott anyagokat 8 V/V% DMS-t és 2 V/V% anizolt tartalmazé HF
elegyével hasitottuk le a gyantardl, mig az Fmoc-szintézisek termékeihez 2,5 m/V% DTT-t,
2,5 m/V% triizopropilszilant és 5 V/V% H,O-t tartalmazé TFA-t hasznaltunk. A termékek
tisztitdsara és analitikajara ESI-MS vizsgdlatokat, illetve RP-HPLC-s eljarasokat alkalmaztunk,
TFA/acetonitril/H,0 elegyekkel kivitelezett gradiens-eltcidval.

Az AB1-42 oligomerek és fibrillaris aggregatumok ICV injektalast kdvetd eloszlasat az agyban a
peptid fluoreszcens szarmazékanak mikroszkopos detektaldsdval hataroztuk meg. Ennek
el6allitasat [66] szerint végeztiik. Az AB1-42 peptidet védett formdban, még a gyantan kotott
allapotban reagdltattuk hatszoros feleslegli 1-{[(7-amino-4-metil-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-
il)acetil]oxi}pirrolidin-2,5-dionnal (AMCA-NHS), HATU/DIEA aktivalas mellett. A peptidet a
Met® oxidacidjanak megel6zése érdekében egy komplex hasitéeleggyel kezeltik, mely
81V/V% TFA-t, 5 m/V% fenolt, 5 V/V% tioanizolt, 3 V/V% vizet, 2,5 m/V% DTT-t, 2 V/V% DMS-
t és 1,5 m/V% NHal-t tartalmazott. A nyers peptidet 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropdn-2-olban
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(HFIP) oldva RP-HPLC technikaval tisztitottuk, a kitermelés novelése érdekében sajat toltésd,
kis méret(i, szemipreparativ eltét-oszlopon (20 x 21 mm, Jupiter C4 300 A pdrusméret(, 10
um szemcseméretd toltettel).

4.1.3 Foldamer-dendrimer konjugdtumok szintézise

A B-aminosavakat tartalmazé foldamer szekvencidk szintézisét az SPPS technika
optimalizalasdval végeztik el. Ez jelenti alacsony boritottsagu gyanta (Tentagel R-RAM,
kapacitds: 0,19 mmol g?) alkalmazasat, a szokvdnyos Fmoc-protokollnak megfeleld
védGcsoportokkal ellatott aminosavak felhasznalasat, HATU/DIEA aktivalast és rutinszerlen
alkalmazva 2x3 éranyi kapcsolast. Az Fmoc véd6csoportot 2% piperidin és 2% 2,3,4,6,7,8,9,10-
oktahidropirimido[1,2-a]azepin (DBU) DMF-ben oldott elegyével végeztiik, ami rovidebb id6
alatt hatékonyabb véddGcsoport-eltavolitast tesz lehetévé a szokvanyos piperidin/DMF
kombinacidval szemben. A dendrimer alapvazakhoz torténé konjugaldshoz a szekvenciakat
minden esetben a C-terminalis fel6l egy Gly-Gly-Cys részlettel kiegészitve allitottuk els. A
fokalis szimmetriaju konjugatumok biotinnal jelolt valtozatai esetében a foldamer-szekvenciat
az N-termindlison N-biotinil-6-aminohexansavval reagaltattuk, majd a kész biotinilalt
foldamert kapcsoltuk a dendrimer-vazhoz.

A konjugatumok alapvazat vagy készen vasaroltuk (1,4-dimaleimido-butan 0. és 1. generacids
poliamidoamin (PAMAM) dendrimerek etiléndiamin maggal), vagy elGallitottuk. Az el6allitas
a poli-Lys szerkezetek esetében szilard fazison tortént, N“-Fmoc-L-Lys(N®-Fmoc)-OH egységek
felhasznaldsaval, standard Fmoc-kémiai szintézislépéseket alkalmazva. A biotinilalt
foldamervazakhoz N*-Fmoc-L-Lys-(Né-biotin)-OH aminosavat épitettiink be a szerkezetbe.

A foldamer-dendrimer konjugdldasahoz a dendrimerek maleimid-csoporttal torténd
funkcionalizdlasat végeztiik el. Ehhez a foldamerek szabad N-termindlis csoportjait 3-
maleimidopropionsavval reagaltattuk HATU/DIEA aktivaldas mellett. A HPLC-vel tisztitott
épitéelemek konjugaldsat rutinszer(ien a kovetkezd eljarassal végeztiik: az elSallitani kivant
anyag mennyiségét és a tisztitasi eljaras kapacitasat figyelembe véve, 4 ml 50 mM-os
NaH,P04/NayHPO, pufferben (pH=7,0) oldottuk fel a dendrimert, majd a foldamerbdl a
szamitott ekvimolaris mennyiség masfél-kétszeresét adtuk 4 ml ugyanilyen pufferben feloldva
a dendrimerhez. A reakcidelegyet szobahémérsékleten egy éjszakan at kevertettik, majd
masnap HPLC-re kozvetlenil injektdlva a reakcidelegyet, valasztottuk el a kivant
konjugatumot.

4.1.4 Egyéb vizsgdlt vegyiiletek

Az S1R affinitasvizsgalatokban tesztelt ligandumok az SZTE GYTK Gydgyszerkémiai Intézetének
molekulakdényvtarabdl szarmazé vegylletek voltak. Szintézisik standard szerves kémiai
eljarasokkal tortént, kromatografias tisztitasukhoz Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) és
Merck Aluminium Oxide (active neutral, 0,063-0,200 mm) fazisokat hasznaltak.
Olvadaspontjukat Hinotek X-4 készllékben, elemdsszetételiiket Perkin-EImer 2400 CHNS
elem-analizatorban hataroztak meg. Az enantiomerek optikai forgatdképességét Perkin-Elmer
341 polariméterben mérték meg. A tisztitott anyagok 'H-NMR és 3C-spektrumai Bruker
Avance DRX-400 és DRX-500 spektrométereken lettek felvéve. A pontos szintézisleirasok a
[269] fuggelékében taldlhatok. A vegylletek magyar nevét a ACD/Name 2021.2.0 szoftver
segitségévél hataroztuk meg (Advanced Chemistry Development, Inc. Toronto, Canada)
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4.2 Mintakészitési protokollok

4.2.1 Az ABzs.35elkészitési protokolljai

Az AB2s-35 peptid aggregacidjanak sebessége, a peptid aggregdacids hajlama jelentdsen eltér a
teljes AB142 szekvencidtdl. Ezért a fibrillaris aggregatumok elkészitésekor a szintetikus
peptidet kaotrdop olddszerrel torténé el6kezelés nélkil oldottuk fel viszonylag magas, 500 uM-
os koncentracidban MilliQ ultratiszta vizben, majd 5 perc ultrahangos kezelés utan inkubaltuk
37 °C-on 1 6rdig. Ebbdl a torzsoldatbdl a bioldgiai kisérletekhez 2 uM-os oldatot készitettiink
az adott fizioldgias pufferben. A APas3s oligomereket tartalmazd oldat el6allitasahoz a
peptidbdsl dimetilszulfoxidban (DMSO) 500 uM-os torzsoldatot készitettiink, 5 percig
ultrahangoztuk, majd a torzsoldatot sejtkezel6 tapoldattal 2 uM-ra higitottuk.

4.2.2 A standard oligomerkészitési protokoll (SOP)
Az iz0-AB1-42 peptidet HFIP-ben feloldottuk, majd a mintat vakuumos beparld készilékben
szobah6mérsékleten szarazra beparoltuk. Ezutan a peptidbdl MilliQ ultratiszta vizben 500 uM
koncentracioju torzsoldatot készitettlink, melyet 5 percig ultrahangoztunk, majd a
torzsoldatot a kovetkez6kben leirt Osszetételli pufferoldatok egyikével 50 pM-os
koncentraciora higitottuk.
1. foszfatpuffer alapu fizioldgias oldat (PBS), 6sszetétele: 20 mM NaH,POa/Na;HPOa, 130
mM NaCl, pH=7,4
2. hidrogénkarbonat-alapu fiziolégias oldat (HCBS), 6sszetétele: 20 mM NaHCOs, 134 mM
NaCl, atbuborékoltatva CO;-vel, pH=7,4
3. 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilJetan-1-szulfonsav (HEPES) alapu fizioldgids
pufferoldat (HBS), 6sszetétele: 10 mM HEPES, 0,154 M NaCl, pH=7,4,
4. mesterséges cerebrospindlis folyadék (ACSF), 6sszetétele: 130 mM NaCl, 3,5 mM KCl,
2 mM CaClz, 2 mM MgCl3, 0,96 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCOs, 10 mM D-glikéz, pH=7,4
5. kereskedelmi forgalomban kaphatd egyéb sejttenyészté médiumok (pl. Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium).
Ezekben a pufferekben az O—N acilvandorlast kbvet6en az AB1-42 szobah6mérsékleten 24 6ra
alatt oligomerekké, kis mennyiségben protofibrillumokka aggregal. 8 °C-on tarolva
aggregacioja jelentésen lelassul, igy egy viszonylag stabil, egy napon at alkalmazhaté oligomer-
preparatumot nyeriink. A vizes torzsoldat kis részletei gyorsfagyasztasos technoldgiaval
fagyaszthatodak, igy nagyobb volumendi kisérletekhez ugyanabbdl a peptid mintabdl készithetd
a szikséges mennyiségl kezel6oldat, azonos 0&sszetétellel és hasonld aggregacios
tulajdonsagokkal, ami a mérések reprodukdalhatdsagat jelent8sen elbsegiti.

4.2.3 A standard fibrillumkészitési protokoll (SFP)

Izo-AB1-42 peptidbdl tulnyomdan fibrillaris aggregatumokat tartalmazé oldatot elGallitani az
el6z6 protokoll tovabbi modositasaval lehet. Itt attdl fliggéen, hogy bioldgiai vagy fizikai-
kémiai vizsgalatokhoz hasznaltuk a mintat, két kilonb6z6 eljarast alkalmaztunk. Mindkét
eljarasban szikség volt a fibrillumképzés el&segitésére, amit az oligomer-oldat beoltasaval
tudtunk elérni. Ehhez konvenciondlis APi4, peptid vizes oldatban, 100 pM-os
koncentraciojaban torténd aggregaltatas soran nyert fibrillaris mintabol adtunk az SOP szerint
elGallitott oligomer-oldathoz 1 V/V %-ban fibrillumoldatot, és igy inkubaltuk a mintat 72 dran
at 37 °C-on. Megjegyzendd, hogy a bioldgiai vizsgalatokhoz legtébbszor ez a minta nehezen
volt alkalmazhatd. igy sok esetben inkdbb révidebb inkubacids id6t (24-48 6ra) alkalmaztunk,
melyben az oligomerek/protofibrillumok aranya még nagyobb volt, de a minta kevésbé volt
inhomogén, injektorbol koénnyebben adagolhatd volt. A fizikai-kémiai vizsgalatokhoz,
melyeknél a fizioldgids korlilmények betartdsa nem volt feltétlenil sziikséges, a
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fibrillumképzés elGsegitése érdekében a pH=7,4-en torténd kezelést egy kis pufferkapacitasu
pufferben végeztilk, majd a minta pH-jat 3-as értékre allitottuk, és igy végeztik a 3 napig
torténd inkubaciot. Az ilyen preparatumokat a savas pH hatasara keletkez8, szabalyos méretd
és morfoldgiaju fibrillumok tulsulya jellemezte.

4.3 Az AP aggregacidjanak tanulmanyozasara hasznalt fizikai-kémiai és képalkoté
eljarasok
4.3.1 Dinamikus fényszordsmérés (DLS)
A DLS méréseket egy termosztalhaté Malvern Zetasizer Nano készilékben végeztik, a
méréstdl figgben 25 vagy 37 °C-on, 633 nm-es hullamhosszd monokromatikus fénnyel
vilagitva meg a mintdkat. A transzlacidés diffuzidos koefficienseket az autokorrelacios
fuggvények matematikai analizisével nyertiik, a beépitett CONTIN algoritmus segitségével
(DTS 4.0 szoftver, Malvern Instruments). Feltételezve a részecskék gombszerd alakjat, a
latszélagos hidrodinamikai sugar a Stokes-Einstein egyenletbdl szamithatd: Rn=ksT/(6mnDr),
ahol kg a Boltzmann-allandé, T a termodinamikai h6mérséklet, n a kozeg viszkozitdsa és Dt a
transzlacids diffuzios koefficiens. A mérések soran az Rn értékek eloszlasi flggvényének
valtozasat vizsgaltuk a mintaban. Monodiszperz rendszert feltételezve a mintara jellemzé ,,2”
eloszlas szerint sulyozott dtlagos atmérd (mely egy hipotetikus mérethez rendelhet) id6beli
valtozasa jo kozelitéssel nyujt informaciot az aggregacid mértékérdl.

4.3.2 Cirkuldris dikroizmus mérések (CD)

Az aggregacid kozben bekovetkez6 fehérjekonformdacié-valtozas vizsgalatara CD
spektroszkdpiai méréseket Jobin-Yvon Mark VI, illetve Jasco J815 CD spektropolarimétereken
végeztink, 1 mm, illetve 2 mm fényuthosszal rendelkezé kvarc kivettaban, Peltier-
termosztattal biztositva a mérések soran az allando, 37 °C-os mérési hGmérsékletet. A CD
spektrumokat jellemzéen a 200-250 nm kozo6tti tartomanyban rogzitettik, altaldban 100 nm/s
szkennelési sebességgel. A spektrumkat 10 felvétel dtlagolasaval nyertik, a hattér korrigaldsat
az azonos korilmények kozott felvett olddszer-spektrumok kivonasaval végeztiik el.

4.3.3 NMR

Az NMR vizsgalatokat 600 MHz-es Bruker Avance Il 2,5 mm-es szobahémérséklet(i *H/*3C/*>N
TCl méréfejjel felszerelt spektrométerrel végeztik. Az ABi.a2 koncentracidja 100 uM, mig a
vizsgalt ligandumoké (foldamerek, peptidek) 2 mM volt. A szaturacids transzfer-differencia
(STD) NMR esetében 50 ms-os Gauss pulzussal az aggregatumot szelektiven 2 s-ig telitettik
,on-rezonancia”’-ként -1 ppm-et, és ,off-rezonancia”-ként 40,0 ppm-et alkalmazva. A
spektrumok 2000 scan atlagabol késziiltek. A 2D-trNOESY kisérletek 128 inkrementummal és
256 scannel késziltek, a NOE keverési id6 200 ms volt. A jel-hozzarendeléseket a 2 mM-os
minta 25 °C-on felvett 2D TOCSY és ROESY spektrumai alapjan végeztiik.

4.3.4 Izoterm titrdcios kalorimetria (ITC)

Az AP aggregatumok (jellemz6en oligomerek) és kis molekuldk kozotti kdlcsénhatds
jellemzésére a kdlcsonhatas hévalaszanak meghatarozasa is lehet8séget ad. Ezzel az eljardssal
a kotésre jellemz6 AHy, (kotési entalpia), Kqg (disszocidcids konstans) és N (egy monomerre esé
kot6helyek szdma) is meghatarozhatd. A mérést egy Microcal VP-ITC mikrokaloriméterben
végeztlik, 12 °C-on. A ligandumot tartalmazé oldatot mikroinjektor segitségével 10 pl-es
részletekben adagoltuk a kiivettaba helyezett AB oldathoz, melynek koncentracidéja 100 uM
volt. A titralasokat a precipitacido kezdetéig végeztik, az AP kivalasa ugyanis a mérés
zajossaganak novekedését okozta. Kontroll kisérletekben minden esetben megallapitottuk a
ligandum higulasanak hévaltozasat, amit az adott mérések entalpiavaltozasaibol kivontunk. A
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kisérleti adatokra a legkisebb négyzetek mddszerével illesztettiink gérbét. Mivel az oligomer-
minta inhomogén, és nem rendelkeziink jelenleg a kot6dést pontosan leiré modellel, a két
fuggetlen kotbhelyet feltételezé modellt alkalmazva végeztiink illesztést, igy hatarozva meg a
Kg, AHp és N értékeket.

4.3.5 Tioflavin-t (ThT) mérések

A ThT molekula fluoreszcens gerjesztési spektrumaban, B-redds szerkezetl aggregatumokhoz
kot6dve egy jellegzetes voros eltolddas kovetkezik be [270], 450 nm-en szelektiven gerjesztve
a molekulat, 482 nm-en detektalhatd az AB-ThT komplexre jellemzé emisszid. A jelenség
detektdlasa fluoreszcens spektrofotometridval alkalmazhatd az AR aggregaciojanak idGbeli
kovetésére, kinetikai mérések kivitelezésére. Kisérleteinkben a ThT 50 mM-os
NaH,P04/NayHPO, pufferben (pH=7,0) elkészitett oldatat adagoltuk az aggregalddd APi-aa-t
tartalmazd minta részleteihez, meghatdrozott idépontokban, oly médon, hogy a ThT-AB1-42
komplexet tartalmazé elegyekben az ABi1-42 koncentracidja egységesen 4 uM legyen. A mintak
emissziojat NOVOstar Optima plate-readerben Aex=450 nm, Aem=480 nm filterpar alkalmazasa
mellett mértiik meg, minden esetben 3 parhuzamos kisérletbél szamolva az atlagokat.

4.3.6 TEM és AFM vizsgdlatok

A kolloid mérettartomanyba esé méretli aggregdtumok mind transzmisszids
elektronmikroszkdpiaval (TEM), mind atomerd mikroszkdpiaval (AFM) tanulmanyozhatok.

A TEM vizsgalatokat 500 mesh-es Cu-racsra felvitt formvar polimer-grafit kompozit filmre
cseppentett, beszaritott mintan végeztik. A fehérjeaggregatumok lathatéva tételéhez ebben
az esetben egy festési eljaras alkalmazasara is sziikség van, amihez 2 m/V%-os uranil-acetat
oldatot hasznaltunk. A mikroszképok bioldgiai mintdk vizsgalatahoz optimalizalt alacsony
gyorsitofesziltségen (100 kV) mikodtek, rutinszerten x34,000, x46,000 és x64,000 (Philips
CM-10 mikroszkdp), illetve x25,000 és x50,000 (Jeol JEM-1400) nagyitdsokon vettik fel a
felvételeket, melyeket digitalis képfeldolgozd program segitségével elemeztiink (AnalySis® 3.2
Soft Imaging System: Philips és EM-15300SXV Image Editor Software: JEOL).

Az AFM vizsgalatok esetén frissen hasitott hidrofil szilikathordozdra vittik fel a mintakat, itt a
technika elve miatt nincs sziikség az aggregatumok tovabbi kezelésére. Az AFM felvételeket
tapping médban PSIA XE-100 SPM késziiléken készitettiik, a hasznalt AFM-tik 10 nm-es
hegysugaru, jellemzéen 5,5 N/m er6konstansu és 150 kHz rezonanciafrekvenciaju non-contact
szilika tlk voltak (Type NSGO1, NT-MDT). A scannelési sebesség 1 Hz volt, az AFM felbontas
512x512 pixeles.

4.3.7 Meéretkizardsos kromatogrdfia (SEC)

Az aggregatumok méreteloszlasanak jellemzésére, illetve tovabbi kisérletekhez méret szerinti
elvalasztdsra a méretkizardasos kromatografia hatékonyan alkalmazhatd. Két késziléket
haszndltunk: a méreteloszldas analitikai jellemzésére BioRad Biologic Duoflow 10
kdzépnyomdsu kromatografias rendszert, az oligomerek szemipreparativ tisztitasara Akta
Purifier rendszert, mindkét esetben Superose 6 10/300 oszloppal felszerelve. Az
elvédlasztasokat HCBS-ben végeztiik, 0,5 ml/min dramlasi sebességgel.
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4.4 Molekularis bioldgiai technikak

4.4.1 Western blot (WB), dot blot (DB) és enzim-kapcsolt immunoszorpcids esszé (ELISA)

A fehérjék WB-n torténé analiziséhez a homogenizatumokat sajat készitést, 12-15 m/V%-os
natrium-dodecil-szulfat- (SDS-) poliakrilamid-gélekre vittik fel. A géleket BioRad
MiniTransBlot elektroblot késziilékben futtattuk. Kontrollnak a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogendz vagy a B-aktin fehérje jelét alkalmaztuk. A detektalashoz a megfelel6 torma-
peroxidaz- (HRP-) konjugalt masodlagos antitestet hasznaltuk, a kemilumineszcens jelet a
BioRad Molecular Imager ChemiDoc XRS+ géldokumentacids rendszer segitségével rogzitettiik
és analizaltuk (BioSense 3 szoftver, BioRad).

A DB kisérleteket Biorad dot blot késziilékben, nitrocelluléz membrant alkalmazva végeztik,
mely egy vakuumrendszerhez kapcsolhatd 96 lyuku szlir6késziilék. A membran megfelel6
kezelése és blokkolasa a mintak felvitele utan azonos technolégiaval folyik, mint a szokvanyos
WB kisérletek membran-feldolgozasi |épései.

Tobb alkalommal hasznaltunk kereskedelmi forgalomban kaphatd, hasznalatra kész
termékeket ELISA tesztek kivitelezésére. Az ABi42 mennyiségének meghatdrozasat a
klinikumban is hasznalatos, validalt Innotest® APi.a2 ELISA teszttel végeztiik.

Az ABi-22 immunoldgiai modszerekkel torténé detektalasara tobbféle antitest hasznalatos.
Ezek tobbsége szekvenciaspecifikus, de haszndlatosak a kiilonb6z6 aggregatum-formak
felismerésére elfogadhato szelektivitassal alkalmazhaté konformacio-specifikus antitestek is.
Az dltalunk hasznalt anti-AB antitesteket az 1. tablazat foglalja 6ssze.

Kilén Tipus Antigén  Vizsgalati mddszer Higitas
6E10 szekvenciaspecifikus AB1-16 WB, DB 1:1000
BAM10 szekvenciaspecifikus AB1-12 WB, DB WB 1:2500

DB 1:500
ocC konformacid-spec. fAB1-42 WwB 1:1000
4G8 szekvencia-specifikus AB17-24 immunhisztokémia 1:10000

1. tabldzat Az A6 kimutatdsdhoz haszndlt antitestek jellemzése

4.4.2 A sajat fejlesztésti oligomerszelektiv ELISA teszt leirdsa

A foldamer-dendrimer konjugatumok ELISA lemezen torténd rogzitése a biotin-avidin
specifikus kolcsonhatas révén tortént, amihez avidinnal boritott lemezeket hasznaltunk
(Pierce Biotech., 125 pmol/lyuk, illetve 60 pmol/lyuk biotink6td kapacitassal). Minden lyukba
100 pl, a biotinildlt konjugatumot 10 pg/ml koncentracidban tartalmazé PBS-ben elkészitett
oldatot helyeztlink, és 2 6ran at inkubaltuk. Standard mosasi lIépéseket kévetben az AB1-42
oligomereket tartalmazé oldatot (V=100 ul) egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk a lemezen. A
kotédott ABi-42 mennyiségét 6E10 elsédleges antitest és anti-mouse HRP-IgG konjugalt-
masodlagos antitest alkalmazasaval, kemilumineszcencias detektdldssal hataroztuk meg. Az
optimalizalas soran a jel er@sitésére egy specialis, mikropolimer-alapu detektalérendszert
(Histols-M Hisztopatoldgia Kft.) hasznaltunk, ami a konvenciondlis HRP-antitestet alkalmazo
modszerhez hasonléan szintén fajspecifikus, de a polimerhez konjugalt HRP molekulak
mennyisége érzékenyebb detektaldst tesz lehet6vé. 3,3',5,5'-tetrametil-benzidinnel (TMB)
valod kezelés utan a detektalast NOVOstar Optima plate-readerben végeztik.

A kotési gorbéket nemlinearis illesztési eljarassal analizaltuk, az EC50 értékeket az ITC-
mérésekbdl meghatarozott kotési sztochiometria (N) alapjan rogzitett ligandum-Ap monomer
arany figyelembevételével optimalizaltuk [271].
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4.4.3 Riboszomadk és ABi.42 oligomerek kélcsénhatdsvizsgdlata

Patkanyagybdl irodalmi eljaradst alkalmazva [272] riboszodma-frakciot izolaltunk, melynek
tisztasagat WB kisérlettel ellendriztik. Ehhez a tisztitott riboszoma-frakciobdl és a kiindulasi
agyhomogenizatumbodl azonos fehérjemennyiségeket vittlink fel 15%-os SDS-poliakrilamid
gélre. A riboszoma kimutatdsara a riboszomalis fehérjére specifikus RPL36 antitestet
haszndltuk 1:1000 higitasi aranyban, B-aktin belsé kontroll mellett. Ezt kdvetéen ELISA
lemezre a tisztitott riboszémabdl lyukanként 100 ng-ot vittlink fel, majd az SOP szerint
elkészitett ABi142 oligomerek 0,1 nM-1 uM koncentracioju oldataival 1 6ran at
szobah6mérsékleten inkubaltuk. A kétott APi-a2 kimutatasara szekvenciaspecifikus BAM10
antitestet és HRP-konjugdlt masodlagos antitestet hasznaltunk. A kemilumineszcens jelet
FluoStar Optima Microplate Readerben detektaltuk.

4.4.4 In vitro transzldcios vizsgdlat

Az ABi-42 oligomerek specifikus hatasat a riboszomak miikodésére egy in vitro transzlacids
vizsgalat segitségével bizonyitottuk. Ehhez egy nyul retikulocita lizatumon alapuld, nukleazzal
kezelt, in vitro transzlacios keveréket (Promega) kiilénb6z6 koncentraciojua (0,5-25 uM) AB1-42
oligomeroldatokkal elegyitettiink, majd elGiras szerint 1 pug Luciferaz RNS kontroll-templatot
adtunk minden mintahoz. A koélcsonhatas specifikus voltanak igazolasara kontroll peptidként
az ABi-42 kevert szekvencidjat tartalmazé peptiddel is végrehajtottuk a kisérletet, 10 és 25 uM-
os koncentracidju oldatokat alkalmazva. A kevert AB1.42 szekvencidja a kdvetkezd volt: 1LKAFD
SIGVEY INKVGE GFAIS 2!HGVAH 2°LDVSM 3FGEIG 3°RVDVH “'QA. A kisérleti rendszer
transzlaciés mikodési kapacitasatol fliggben az elbirt 90 perces inkubacids idé alatt 30 °C-on
a mintakban luciferaz szintetizalddik, melynek lumineszcencidjat a Promega Luciferaz esszét
alkalmazva, LumiStar Optima luminométerben hataroztuk meg. A mintakban expresszalédé
luciferdz mennyisége parhuzamos WB-kisérlettel is meghatdrozasra kerilt. Az in vitro
transzlaciods reakciot biotinil-L-lizil-tRNS-sel hajtottuk végre, majd a mintdk 2 pl-es részleteit
10%-0s SDS-poliakrilamid gélre vittlik fel, és a szokdsos mddon elvalasztottuk. A transzlacio
soran keletkezd biotinil-luciferaz streptavidin-HRP-vel konjugdlva, standard eljarasban a
kemilumineszcens jel detektaldsaval kimutathato.

4.4.5 Radioligand-kétédeési vizsgalatok

A kot6dési vizsgalatokhoz kétféle membranpreparatumot készitettiink. Tengerimalac majbdl
késziilt homogenizatumot alkalmaztunk az S1R receptorhoz valo koétédés vizsgalatara [174,
273-276], mig az S1R/S2R receptor szelektivitasi kotésvizsgalatokat patkany maj
homogenizatumon végeztiik [161, 277, 278](5, 60-63). Az S1R kotésvizsgalatokhoz sziikséges
[3H]-(+)-pentazocint (specifikus aktivitds: 1,98 TBg/mmol) és az S2R kdtésteszthez alkalmazott
[3H]-DTG-t (specifikus aktivitas: 363 GBg/mmol) magunk szintetizaltuk, a radioaktiv méréseket
Tri-Carb 2100 TR folyadékszintillatorban (PerkinElmer) Ultima Gold MV szintillaciés koktél
alkalmazasaval végeztiik. A disszociacids konstans értékét (Kg) és a maximalis kotShely-szamot
(Bnax) szaturacids kotésvizsgalatokkal hataroztuk meg, 37 °C-on, 50 mM-os trisz-(hidroximetil)-
amino-metan (TRIS)-HCI pufferben (pH=8,0), a radioaktiv ligandum emelkedé koncentracioi
mellett ([3H]-(+)-pentazocin: 0,05-235 nM, [3H]-DTG: 0,2-343 nM). Az egyes ligandumok
koét6dési vizsgalatahoz 2,4 nM [3H]-(+)-pentazocint és az adott ligandumokat 0,01 nM — 10 uM
tartomanyban, emelked6 koncentracidban alkalmaztuk. A teljes kot6dés mellett az
aspecifikus kot6dés meghatarozasara a kisérleteket 10 uM haloperidol jelenlétében is
végrehajtottuk. 90 perces inkubaciot kévet6en a mintdkat hitoétt TRIS-HCI kotSpufferrel
higitottuk, majd 24 lyukas Brander Cell Harvester sziir6rendszerben Whatman GF/B
Uvegszalas membranon leszdrtiik.
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A DTG nem szelektiv SIR/S2R ligandum, ezért az S2R-affinitds meghatarozasahoz az S1R
maszkoldsara ebben az esetben 100 nM (+)-pentazocint haszndltunk. 17 nM [3H]-DTG
alkalmazasa mellett a ligandumok koncentracidja 0,01 nM — 10 pM kozétt valtozott, a
nemspecifikus két6dés meghatdrozdasara itt is 10 uM haloperidolt adtunk a rendszerhez.

Az inhibiciés konstans (Ki) értékeket a kicserél6dési gorbék inflexios pontjaibdl hataroztuk
meg, melyeket a legkisebb négyzetek mddszerével illesztettiink a mérési pontokra, illetve a
Cheng-Prusoff egyenletbdl szamitottuk a Ki-t a kdvetkez6k szerint: Ki=ECso/(1+[ligandum]/Kag).

4.4.6 Immunhisztokémiai és egyéb hisztoldgiai eljardsok

4.4.6.1 Immunhisztokémiai meghatdrozdsok

Az él6 dllatokkal végzett kisérletek jelentds részében az allatok agyanak post mortem
vizsgalataval allapitottuk meg a kilonb6z6 kezelések kovetkeztében felléps szerkezeti és
funkcionalis valtozasokat. Ehhez a relevans agyi teriiletek prepardlasat kdvetéen célzott
jelolési eljarasok (hisztoldgiai technikdkkal torténé festések, illetve immunhisztokémiai
reakciok) alkalmazasara volt sziikség. A BrdU detektdldsa esetében, a proliferdlédé sejtek
jelzése érdekében, a vizsgalandd anyaggal torténd kezelés utan 24 érdaval az allatokat in vivo
kezeltlik BrdU-val intraperitonedlisan (IP), a jelz6anyagot 6 éranként 3 alkalommal injektalva,
50 mg kg mennyiségben. Az allatokat az utolsd kezelést kovet§ 14. napon termindltuk,
transzkardidlisan perfundaltuk 4%-os paraformaldehid-PBS oldattal, majd h(tott mikrotom
segitségével a HC dorzalis részétdl a ventradlisig terjedéen, allatonként 12 db, 20 um vastag
koronalis metszetet készitettlink. Az AB plakkok detektalasa el6tt a szévet feltardsa céljabol a
szeleteket 100%-os hangyasavval 1 6ran at, szobah6mérsékleten inkubaltuk. A fehérjék
kimutatasa esetében ilyen feltarasra nem volt sziikség. A BrdU és minden vizsgalando fehérje
detektalasara a felhasznalt antitestet az el6zetes optimalizalasi protokoll kidolgozasa soran
meghatarozott higitasi aranyban és inkubdcids id6vel alkalmaztuk. Detektaldasra tobbnyire
biotin-konjugalt standard masodlagos antitesteket kombinaltunk biotin-avidin erdsit6
rendszerrel (Vecastatin Elite ABC-peroxidase kit), illetve bizonyos esetekben (BrdU, DCX,
NeuN) polimer-alapi HRP-er8sit6 rendszert (Super Sensitive™ One-Step Polymer-HRP
Detektalé Rendszer) alkalmaztunk.

A metszeteket digitalis scannerrel (Mirax Midi Pannoramic Viewer 1.15.4, Case Viewer 2.1
program QuantCenter HistoQuant modullal felszerelve) fényképeztiik, az analizalt terileten
(HC és kortex (CTX)) a sejteket vagy megszamoltuk (BrdU, DCX méréseknél), vagy a szamitogép
altal meghatarozott teriletaranyos jels(iriséget hasznaltuk a jellemzéshez (amiloid plakk,
NeuN, GFAP, ionos kalcium-koté adapter molekula 1 (Ibal)).

4.4.6.2 Golgi-festést kévetd dendrittiiske-meghatdrozds

Az allatok agyat eltavolitas utan FD Rapid GolgiStain Kit oldataival el8iras szerint kezeltiik, mely
egy tobb lépcs6ben elvégzett, 16 napos inkubdlast jelentett specialis kezel6oldatokban.
Ezutan az agyakbdl vibratom segitségével 100 um vastag korondlis szekciokat készitettiink,
melyeket a kit tovabbi oldataival kezeltiink, majd fénymikroszkdp alatt vizsgaltunk 100x
nagyitassal. A hippokampusz CA1 régidjaban allatonként 25 piramis neuront analizaltunk, a
szOmatol minimum 100 pm tavolsagban, a proximalis apikalis dendritbdl kiinduld, masodlagos
vagy harmadlagos dendrit 100 um hosszu szakaszan. A felvételeket digitalisan rogzitettik és
analizaltuk (kamera: AxioCam MRC V5, program: AxioVision 40 4.8.1.0 mikroszkop: Zeiss
Observer Z1). A dendritekrél felvétel-sorozatokat készitettiink, a dendrittliske-s(r(iséget az
Imagel 1,44 képanalizalod szoftver segitségével hataroztuk meg.
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4.4.6.3 A neuronszam meghatdrozdsa krezilibolya festéssel (Nissl festés)

Az él6 neuronokban a krezilibolya festék a neurondlis citoplazma savas komponenseihez
kotédik, igy azok szama terlletegységre vonatkoztatva a festést kovet6en meghatdrozhato.
Ehhez a metszeteket 1%-os krezilibolya-oldattal 5 percig kezeltiik, majd dehidrataltuk,
targylemezre helyeztiik és fénymikroszkép alatt vizsgaltuk meg.

4.4.6.4 Fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlat az ABi.42 icv injektdldst kévetd agyi eloszldsanak
meghatdrozdsdra

Az oligomer és fibrillaris AB1-42 peptid fluoreszcens jelzett formait az AMCA-jelolt ABi1-42 és a
jeloletlen izo-AB1-42 2:7 aranyu elegyitésével allitottuk el (16.7 uM AMCA-AB1-42, 58,3 UM
ABi1-22). A standard protokollok alkalmazasa utan a fibrillaris aggregatumbdl kétoldali
injektalassal 10-10 pl-t juttattunk be a patkanyok agykamrajaba, mig az oligomer formabdl egy
oldalra 7,5 pl-t injektaltunk. Az injektalas utan 5, illetve 60 perccel perfundaltuk az allatokat
(100 ml PBS, pH=7,4), majd az agyakbdl 30 um vastag szagittalis metszeteket készitettlink. A
vizsgalatokat Nikon Eclipse TE2000 fluoreszcens mikroszkdpban végeztiik, a felvételeket Spot
RT digitalis kameraval (Diagnostic Instruments) készitettiik.

4.5 Invitro bioldgiai kisérletek
4.5.1 Eletképességi mérések

4.5.1.1 MTT-mérés sejttenyészeten

A sejtek életképességének vizsgalatara tobb elterjedt kolorimetrias eljaras is létezik. Ezek
kozil a legelterjedtebb az MTT-teszt, melyben az él6 sejtek a sarga szinl 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromidot (MTT) lila szinl formazanna alakitjak. A formazan vizes
kdzegben rosszul oldddd kristalyokat képez a sejtekben, melyek DMSO-val térténé kezeléssel
feloldhatdk, és a keletkez6 oldatban a formazan mennyisége 570 nm-en torténd abszorbancia
méréssel meghatdrozhaté. A meghatdrozdshoz az adott sejttipusbdl (SH-SY5Y humdén
neuoblasztoma, egér primer neuronalis, illetve patkany endothél sejtkultura, PC12 sejtvonal,
stb.) 96 lyuku lemezen készitettiink tenyészeteket, melyeket AB1-42 peptiddel, illetve a peptid
toxikus hatdsat feltételezetten maodositd egyéb molekulaval kiilonb6z6
koncentracidaranyokban kezeltiink, majd a jellemz6en 24 6ras, 37 °C-on térténd inkubaciot
kdvetben a sejtekhez DMSO-t adtunk. Az abszorbancia meghatarozasat Fluostar Optima plate
readerben végeztiik.

4.5.1.2 Ex vivo MTT-mérés tulélé agyszeleten

Az 3ltalanosan elterjedt, sejttenyészeten végzett viabilitds-méréshez képest elényt jelenthet
egy olyan maddszer alkalmazasa, amellyel a sejtek életképességét a szoveti kornyezet
fenntartasa mellett vizsgdljuk [279]. Fiatal, 2 hodnapos Wistar patkanyok agyabdl
preparalhatdak olyan hippokampalis agyszeletek, melyek életképessége az eltavolitas utan
még viszonylag hosszu ideig fenntarthatd. Az agyszeletek 60 percig tartd gliikdz- és
oxigénmegvondsos allapotban tartdsa egyszeri alkalommal stresszt okoz, megndvelve a
szeletek sejtjeinek érzékenységét. Ebben az allapotban egy tovabbi, oAPi.42-t tartalmazé
oldattal (c=10 uM) 4 6raig szobahémérsékleten torténd kezelés hatasara az agyszeletek tulélé
sejtjeinek viabilitasa szignifikdnsan csokken, amely MTT-teszttel detektalhatd. A szeleteket a
toxikus APi142 oligmerek és védé hatdsi molekuldk kombinacidjaval kezelve azok
hatasossagarol kaphatunk kvantitativ informaciét.

4.5.1.3 Impedanciamérésen alapuld viabilitds-meghatdrozds (RT-CES)
A sejttenyészeten végrehajtott impedancia-mérés egy korszer(, jelolésmentes, valds idejd,
nem-invaziv mérési lehetGséget biztosit a sejtek tapadasi, névekedési és életképességének
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meghatarozasara [280]. Ehhez egy ExCelligence késziilékben (RTCS-SP instrument), specifikus,
arany-elektréddal felszerelt 96 lyuku lemezen kell a sejttenyészetet néveszteni, a kisérlettdl
fuggbéen jellemz6en 5-7 napig, mikozben folyamatosan detektalhaté a tenyészet
impedanciajanak valtozdsa. A mért adat az u.n. sejt-index, mely minden idépontban az (Rn-
Ro)/15 értékkel adhaté meg, ahol R, az adott, sejttel toltott lyuk elektrédja altal mért
impedancia, mig Ry a lyukban mérhetd hattérimpedancia sejtmentes allapotban. A kiértékelés
egy valds idejl sejt-analizald szoftver segitségével torténik (RTCA, Roche).

Az iz0-AP1-a2 peptidb8l szarmazd oligomerek pufferosszetételtdl fliggd aggregaciojat és
bioldgiai hatdsossagat RT-CES-sel is vizsgaltuk, melyhez 2 hetes patkanyok agyabdl izolalt
primer endotél sejtkulturat készitettiink. A foldamer-dendrimer konjugatumok szerkezet
optimalizalasa esetén az impedanciaméréseket SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalon
végeztik.

4.5.2 Elektrofizioldgiai mérések agyszeleten

3 hoénapos patkany egyedekbdl 400 pum vastag transzverzalis hippokampusz-szeleteket
készitettiink, melyeket ACSF-ben torténd pihentetés utan egy 60 elektrodas multielektroda-
sorral felszerelt chipre (3D-MEA, Ayanda Biosystems) helyeztlink. A chip kezelésére alkalmas
MEA készilékben (Multi Channel Systems) az agyszeleteken a Schaffer-kollateralisokat egy
elektrédon keresztul egy kétfazisi impulzussal (-100 ps/+100 ps) ingereltik 0,0166 Hz-en,
minden szelet esetében ugyanazon régidban. A CA1 régio stratum radiatumjdnak proximalis
részében detektalhatd excitatorikus posztszinaptikus mezGpotencidlok (fEPSP) amplituddit
analizaltuk. 30 perccel a stimuldlas utan meghataroztuk az alapvonal és a maximum kozotti
amplituddkilonbséget, majd a tovabbiakban az ehhez rendelhetd gerjesztés 30%-at
alkalmaztuk. 15 percig tartd kontroll-szint mérést kévetéen ,theta-burst” stimulacios (TBS)
protokollt alkalmaztunk a maximalis amplitiddval, ezzel indukalva az LTP-t, melyet 60-180
percig monitoroztuk.

4.6 Invivo magatartasvizsgalatok
4.6.1 Allatkisérletes engedélyek szamai
Az allatokkal végzett kisérletek esetében mindenkor érvényesnek tekintettik és alkalmaztuk
az Eurdpai Kozosség Tanacsanak, kisérleti allatok felhasznalasardl és védelmérdl széld
direktivait (86/609/EEC, 2010/63/EU). A pontos kisérletekre érvényes engedélyeket mind a
Csongrad-Csanad Megyei Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi F6osztaly, mind a
Szegedi Tudomanyegyetem Allatkisérletes Etikai Tandcsa jévahagyta, a kdvetkezd
engedélyszamok alatt:

e Oxigénmegvonasos ex vivo agyszeleten torténd MTT-mérés: 1-02442/001/2006

e RT-CES mérések: XVI/834/2012

e DMT és PRE-084 hatdsa a neurogenezisre: XXVI./3644/2017, I-74-16/2017

e SOP alkalmazasa allatkisérletekben (Kasza): XVI/03835/001/2006

o Allatkisérletek P33-mal: XVI/1248/2017, XXV1/3644/2017

e Neurogenezis longitudinalis vizsgalata: XXVI./3642/2017, XXVI./3643/2017

4.6.2 A Morris Water-maze (MWM) kisérlet

rendszerben keriilt felmérésre. A kisérletek soran az allatok a kezelést kovet6 pihenési idGszak
utan egy tanulasi feladatot kapnak, melyben viz-elkeriilési 6sztoniik motivalja 6ket a feladat
elvégzésére. Egy nagy méret(, kor alaprajzd medencében elhelyezett platform helyzetét kell
memorizalniuk, naponta kétszer, 5 napon at tartd tréning keretében. A medencében tejjel
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atlathatatlanna tett 23 °C-os viz taldlhatd olyan magassagban, ami az allatokat Uszasra
kényszeriti, a platform a medence 4 negyedének egyikében, 0,5 cm-rel a viz felszine alatt
taldlhatd. A medence koérul elhelyezett allandd pozicidéju targyak az allatok szamara el8segitik
taldljak a platformot, de 90 s utan vagy rasegitjik, vagy rahelyezziik 6ket a platformra, ahol
tovabbi 15 s-ot télthetnek el. A platform pozicidja és az allatok indulépontja a 4 kvadransban
naponta véletlenszerlen valtozik. Az allatok nyomvonalat egy videokamera rogziti, mely
szoftveresen vezérelt (Ethovision XT8). A nyomvonal analizald rendszer méri a platform
megtalaldsahoz szlikséges id6t, az Uszasi sebességet, meghatdrozza az Uszas Uthosszat, és a
medence négy kvadransaban eltoltott id6t.

4.7 Molekulamodellezés, elméleti kémiai szamitasok

ey

Az izo-AB1.42 és a konvencionalis APi-a2 kiindulasi konformacidinak jellemzésére a replika-
kicserél6déses molekuladinamikai (REMD) szimuldciét alkalmaztuk [281, 282]. A szimulacidkat
2,2,2-trifluoroetanolban (TFE) végeztik. Ez az olddészer azonos szerkezetstabilizald
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a HFIP, mellyel a szintetikus AP1.42-t kezeljiik a szintéziskor
esetlegesen keletkez6 aggregatumok felolddsa céljabdl, viszont a TFE a szimulaciés modellbe
konnyebben illeszthetd. A szintézis és tisztitas korilményeinek megfeleléen valasztottuk meg
a két peptid protonaltsagat.

Egy 2000 |épéses minimalizalast koévetéen 300 K-en, dallandé nyomdson egy 5 ns-o0s
dinamikaval alakitottuk ki a konformacids egyensulyt a rendszerben, majd az REMD szimulacid
soran 300-410 K kozott 48 kivalasztott h6mérsékletre flitottik fel a replikakat, 10 ns alatt.
Ezekbdl kiindulva 100 ns-os Langevin dinamikai szimuldcidkat hajtottunk végre. Az egymadst
kovet6 replikak cseréjét 2 ps-ként végeztiik, a végsé kicserélédési valdszinliség 0,15 és 0,2
kozé esett. A szerkezetekhez AMBER ff98SB erGtér-paramétereket rendeltlink [283], a REMD
szimulaciot a Gromacs 4.5 csomaggal végeztiik [284]. Az izo-AB1-42 mAdositott részéhez és a
protonalt csoportokhoz rendelhet6 paramétereket a ,,generalized amber force field” (GAFF)
metodikaval nyertik [284]. A toltések szamitasara a ,restained electrostatic potential” (RESP)
metodikat hasznaltuk [285].

A konvencionalis és izo-APi-a2 kozotti konformacidbeli eltérések meghatarozasara a
legalacsonyabb hémérséklethez tartozé szimulacid utolsé 50 ns-anak konformacios sokasagait
jellemeztik. A masodlagos szerkezeti elemekre vonatkozd analizist a diéder-alapu
szegmensazonositas és besorolas (DISICL) metodika segitségével végeztik el [286]. A H-
kotések felderitésére a VMD programot hasznaltuk. Bar az alkalmazott metodika és
szimulacios id6 nem alkalmas a teljes szerkezet jellemzésére, a kapott eredményekbdl olyan
lokalis szerkezeti kilonbségeket azonosithatunk a két peptid esetében, amelyek alapvetéen
meghatarozzak a jellemz6 globalis konformdacids valtozasokat és az aggregacio folyamatat.

4.7.2 A foldamer szekvencidk térszerkezetének modellezése

A molekulamechanikai szamitdsokat a ,Molecular Operating Environment”-ben (MOE)
végeztlik. Az energia modellezésekhez MMFF94x er6teret hasznaltunk a van der Waals és
Coulomb kolcsonhatasok kizarasa nélkul, GB/VI implicit viz modellel. A konformacidk
kijelolését a MOE-ba épitett MC/MD szimulaciéval, 300 K-en végeztiik, minden 10 MD Iépés
utan véletlenszeri MC mintavételt alkalmazva. Az MC/MD szimulaciot 2 fs/20 ns |épésekkel
hajtottuk végre, a konformacidkat minden 1000 MD l|épés utan kinyertiik, igy 10 ezer
szerkezethez jutottunk. Az NMR-adatokhoz igazitott szimulaciok esetében a szamitott
tavolsagok maximumanak meghatarozasahoz az izolalt spin-par kozelitést hasznaltuk, az
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altalanosan hasznalt osztalyozasi sémaval (erds: 2,5 A, kozepes: 3,5 A, gyenge: 5,0 A), mig az
alsé hatarérték 1,8 A volt. Ennek megfelelGen kényszereket alkalmaztunk a szimulécié soran.
A végsé szerkezeteket tobblépcsds eljaras segitségével optimalizaltuk.

4.7.3 Az S1R moduldtorok sziirésére alkalmazott modell kidolgozdsa
A PDB adatbazisbdl két S1R szerkezetet hasznaltunk az in silico szlirési moddszer
kidolgozdsahoz, az agonista (+)-pentazocinhoz rendelt 6DK1 [188] és az antagonista PD144418
molekuldhoz rendelt 5HK1 [184] konformaciot. Az aktiv molekulaszetthez a BindingDB-bél
190, az S1R-hez nagy affinitassal kot6dé ligandumot valasztottunk ki (Ki<1 nM) [287]. Ezekbdl
a Schrédinger programcsomag Canvas programja segitségével kivalasztottunk 20 egymastol a
lehetd legjobban eltérd szerkezettel rendelkezd molekulat, majd ezek mindegyikéhez a DUD-
E adatbazisbdl [288] hozzarendeltlink 50, hasonld fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezé
»csali”-molekuldt. Ezek megfelel6 mértékl szerkezeti kllénbdz8ségét az adott aktiv
molekuldtdl szintén megvizsgaltuk.
A dokkolashoz a Schrodinger programcsomag [289] ,Glide-based Virtual screening”
protokolljat hasznaltuk, ami becslést ad a ligandumok AG koétési szabadentalpidjara is. A
ligandumok dokkolasra valo el6készitését a Ligprep modul segitségével végeztiik, majd extra
precizids (XP) dokkolast hajtottunk végre OPLS3e erGtér felhasznalasaval [290].
A dokkolasi eljaras hatékonysagat tobbféle mérészammal is jellemeztik. Az aktiv molekuldk
szettjét (Sa) egyesitve a csali molekulakéval (Scs) nyerjik az Sacs szettet, melyben 6sszesen N
darab molekulat feltételezve A db aktiv és N-A csali molekula taldlhaté. A VS eljarasunk célja
egy olyan rangsor felallitasa, melyben az aktivitds és a rangsorbeli pozicid jol korreldl
egymassal, azaz a legaktivabb molekuldk a rangsor elején halmozdédnak fel. Az U.n. dusulasi
faktor (,enrichment factor”), EFxx megadja az adott szazalékos értéhez tartozd aktiv
molekuldk (ax%) aranyat a teljes mennyiséghez képest ebben a tartomanyban (nx%), viszonyitva
egy véletlenszer( sorrendbdl torténd kivalasztasra jellemzd aranyhoz (A/N) képest:
a2 (1
ar
Ez a mér6szam nem alkalmas kilénb6z6 adathalmazokon alapulé VS eljardasok
Osszehasonlitdsara és értéke erésen fligg az adatbazis méretétdl, az A/N arany miatt. Irodalmi
adatok szerint viszont jol alkalmazhatd olyan esetekre, ahol kiilonb6z8 receptor modellek
hatékonysagat hasonlitjuk 6ssze ugyanazon molekula konyvtar segitségével [291]. Esetlinkben
a rangsor fels6 1%-ahoz, illetve 2%-ahoz tartozo EF-értékeket vettik figyelembe.

EFx% S

4.8 Mérések kiértékelése, statisztikai modszerek

Az MTT-viabilitds-mérések, elektrofizioldgiai mérések, immunfestések statisztikai analizisét az
OriginPro 8 csomagba épitett statisztikai modul alkalmazasaval, illetve SPSS szoftverrel (IBM
SPSS statistics 24) végeztik. Az ismételt méréses ANOVA eljarast kovetSen Fisher LSD post hoc
tesztet alkalmaztunk, a Golgi festést kovetdé dendrittiiske-meghatarozashoz a paronkénti
Osszehasonlitast Student-teszttel végeztik. A WB-kiértékeléseknél szintén az SPPS szoftverrel
Kruskal-Wallis nemparaméteres tesztet kdvetéen Mann-Whitney U-tesztet végeztink a
paronkénti 0Osszehasonlitdsokhoz. Az impedancia-mérések statisztikai kiértékelése a
GraphPad Prism 5.03 verzioju szoftverébe épitett ANOVA modszerrel és Bonferroni post hoc
analizissel tortént. Minden esetben az atlagok * standard hiba (S.E.M.) kertiltek abrazolasra,
illetve a p< 0,05 szignifikancia-megkotést alkalmaztuk.

A magatartasvizsgalatok statisztikai kiértékelésére kezdetben szintén az SPPS szoftverbe
épitett ismétléses ANOVA eljarast, ezt kévetben Fisher LSD post hoc tesztet alkalmaztunk.
Kés6bb a paronkénti Osszehasonlitasra alkalmas post hoc analizis helyett egy Uj, nem-
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paraméteres eljarast dolgoztunk ki, melynek részletes leirasa az ,,Eredmények és értékelésiik”
részben taldlhato. A konvencionalis ANOVA eljarassal torténd szignifikancia-analizist kovet6en
elterjedten alkalmazott post hoc elemzések tobbnyire feltételezik az adatok normalis
eloszlasat, ami ezeknél a méréseknél nem 3&ll fenn, illetve csak a hibas pozitiv dontés
valdszinlségének hibaja allithatd be ezeknél az eljarasokndl, a hibas negativ dontések
valdszinlségérdl nem nyerlink informaciot. Az altalunk kidolgozott eljarasban az egyvaltozds
adatsorbodl (uszasi idok) kétvaltozés modellt generdltunk: (1) a tréningnapok szdmanak
fuggvényében abrazolt atlagos Uszasi id6kre illesztett egyenes meredekségének reciproka,
mely egy m(ikddd tanulasi folyamatban negativ érték, illetve a hatékony tanulas esetén ez a
reciprok érték kozelit a nulldhoz; (2) az utolsé tréningnaphoz rendelheté atlagos Uszasi id6,
melynek nulldhoz minél jobban kézelitd értéke szintén a hatékony tanulast jelzi. A két valtozot
kombinalva egyrészt egy permutdcios tesztet alkalmaztunk, mely a hibas pozitiv dontés
hibajanak meghatarozasat tette lehetévé, mig a hibas negativ dontés hibajanak becslésére
bootstrapping mintavételi eljardst alkalmaztunk. Mindkét esetben 50,000 adatsort
generaltunk, melyeket egy MatLab koérnyezetben fejlesztett szkripttel analizaltunk. A tovabbi
magyarazatok az eredményeknél talalhatok.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Kozéppontban az AKH
5.1.1 Szintetikus amiloidot alkalmazod kisérleti rendszerek fejlesztése

5.1.1.1 Szintetikus A8 peptidek elddllitdsa bioldgiai vizsgdlatokhoz
Optimalizalt szintézisprotokollok és mintakészitési eljarasok kombindcidjaval el8allitott
kiilonféle AR fragmenseket tobb alkalommal is haszndltunk bioldgiai vizsgalatokhoz [292-296].
A kovetkezSkben részletezett kisérletben a rovidebb, de még mindig aggregalddo AP formak
felhasznaldsan alapuld megkozelitést alkalmaztuk [297]. In vitro elektrofizioldgiai mérésekben
az SPPS-sel elSallitott konvencionalis AB1-42 mellett az AB2s-35 peptid hatdsat is megvizsgaltuk.
A mintakészitési protokollok fontos részét képezte a szintetikus peptid esetenkénti
el6kezelése DMSO-val, mellyel a feldolgozas soran keletkezd aggregatumok feloldhatok. llyen
esetben a minta természetesen tartalmazza ezt az anyagot is, mely a sejtmembran
szerkezetére is hatassal van, ezért mennyiségét mindenképpen korlatozni kell. Az ABas-3s
fragmens aggregacidjat, illetve neurotoxikus hatasat in vitro viabilitasi tesztben mar korabban
leirta csoportunk [298, 299]. A kilonboz6 aggregacidés foku AB preparatumok jol
alkalmazhatok in vitro sejttenyészetek kezelésére, ahol az expoziciét nem gatolja szoveti, vagy
keringési rendszer altal tamasztott gat.
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9. dbra A: Az agyszeleten végzett in vitro elektrofizioldgiai vizsgdlatokban alkalmazott A8 mintdk
aggregdcios fokdnak vizsgdlata TEM-mel. (nagyitds x46000, és x64000). B-C: Az AB;..; hatdsa a
neuronok nyugalmi potencidljdgra az L2/3 rétegben, illetve a DG-ben. D-D’: Hasonlé hatdst lehetett
kivdltani neurotoxikus AB83s.35 fibrillumok alkalmazdsdval. Ebben az esetben a piramissejtek a
membrdnpotencidl ,treshold”-értékét csékkentik, amit a nyillal jelzett pontban a gérbe meredekebb
felfutdsa reprezentdl.
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A [297] tanulmany kisérleteiben 11-15 napos genetikailag nem maddositott egerekbdl és
patkanyokbdl nyert agyszeletek piramis-sejtjeit vizsgaltuk fibrillaris, illetve oligomer APi-a2 és
AB2s35 aggregatumokkal torténd kozvetlen kezelést kovetSen, az elektrofizioldgiai
gerjeszthetdség szempontjabdl, ,patch-clamp” mddszerrel (9. dbra).

Az alkalmazott APi-22 mintdk TEM-analizise (9.A abra) felfedte, hogy a DMSO hatasara a
fibrillaris aggregatumok helyett a fekete nyilakkal jelzett, szférikus oligomerek képz&dtek. A
kis méretl AB2s-35 oligomerek detektaldsa az akkoriban rendelkezésilinkre allé konvencionalis
TEM technika 2 nm-es feloldoképességi-hatara miatt nem volt lehetséges. Az elektrofizioldgiai
mérések sordn az agyszelet kiilonb6z6 anatdmiai teriiletein a neuronok nyugalmi potencialja
megvaltozott a fibrillaris AR formak hatdsara, mig az oligomerek alkalmazasaval ezt a hatast
nem lehetett elérni (9.B, D: piramis-sejtek a neokortikalis 2. és 3. réteg hataran (L2/3), illetve
9.C: szemcsesejtek a DG-ben). Ez a neuronok gerjeszthet6ségének mértékét befolydsolja, ami
feltételezésiink szerint magyarazatot adhat az AK-ban fellépd epileptiform agyi tlinetek
fellépésre. Kordbbi tanulmdnyok [300] leirjdk a transzgén allatokban termel6dé AP altal
okozott membran-depolarizacié és az epilepszids rohamok fellépése kozotti ersitd
Osszefliggést. Ezeket az eredményeket erdsitik meg a mi kisérleteink, melyek szerint a patkany
agyszeleteken végzett in vitro kisérletben detektdlhatdé erGteljes nyugalmi potencial
csokkenés a vizsgalt neuronok extrém hiperexcitabilitasat jelzi, illetve azt is sikertlt
bizonyitani, hogy valdszinlleg a fibrillaris neurotoxikus aggregatumok felelGsek ezért a
hatdasért.

5.1.1.2 Optimalizalt eljards kidolgozdsa AB1.42 peptid szintézisére: az izo-AB1-42

A 2.2.2.4-es fejezetben részletezett meggondolasok miatt csoportunk célul tlizte ki a mar leirt
szintézis-mddszerek tovabbi optimalizaldsat, illetve annak bizonyitasat, hogy a keletkezd
peptid kedvez6bb tulajdonsdgokkal bir, de felhaszndlasaval a konvencionalis szekvencidval
megegyezd bioaktivitasu preparatum allithatd el6 [301]. Az Fmoc-metodikdban esetlegesen
fellépd elégtelen deprotektdlds illetve a hasitaskor bekovetkezd diketo-piperazin képz6dés
Boc-szintézis alkalmazdasaval kikliszobdlhetd. A szintézis 1épései a 4.1.1 fejezetben talalhatok.
A nyers terméket kromatografidval analizdlva sem diketopiperazin-képz6dés, sem
hidrolizistermék jelenlétét nem tudtuk kimutatni, a f6 csucs MS-analizisével a kivant terméket
tudtuk fétermékként azonositani (10.A abra). A tisztitott izo-AB1-42 2-es pH-ju TFA-s oldatanak
CD vizsgalata szerint (10.B dbra) az oldatfazisban talalhaté molekuldk tébbnyire rendezetlen
konformaciodval jellemezhet6k, ami szobahémérsékleten akar egy héten at valtozatlan marad.
Habdar a megvaltozott szerkezetnek kdszonhetSen az aggregacio visszaszoruldsat vartuk, a
tisztitott peptid savas oldatdban TEM vizsgalattal kimutathatd volt fibrillaris szerkezethez
kozelité aggregatumok jelenléte (10.C abra). Ez azzal magyarazhatd, hogy a peptid, hidroféb
szekvenciarészleteinek koszénhet6en még ebben a megtort formaban is képes bizonyos foku
onrendez6désre, habar lathatéan nem a konvencionalis sima felilet(i, akar mikrométeres
hosszusagot is elérg fibrillumok képz&dnek.
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10. dbra Az izo-AB14: peptid jellemzése (0,1% TFA/H.O elegyben, c= 50 uM). A: nyers peptid
kromatogramja. B: A tisztitott peptid CD spektrumdnak vdltozdsa az idé fiiggvényében. C: a
peptidoldatban taldlhato aggregdtumok TEM-vizsgalata
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AFM vizsgalatokkal sikerilt igazolnunk, hogy az izo-AB1-42 peptidbél lehetséges viszonylag nagy
koncentracioju (50 uM), AB oligomereket tartalmazé prepardtum készitése oly médon, hogy
a peptidet elézetesen kaotrép olddszerben torténd feloldassal (HFIP) kezeltiik, amit vakuum-
lepdrlassal mintakészités el6tt eltdvolitottunk.
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11. abra A-C: AFM vizsgdlatok: az izo-AB1.42 peptidbsl ph=7,4-es PBS pufferben térténé kézvetlen
olddskor (c=50 uM) keletkezé oligomerek (A), a peptid d.i. vizben térténd eléolddsat kévets 7,4-es pH
bedllitasaval kapott oligomerek (B), majd ugyanezen minta AFM vizsgdlata 1 h szobahémérsékleten
toérténd inkubdcio utdn (C). D: az SOP-vel nyert minta konformdciovdltozdsdanak kévetése CD-

e ses

Az iz0-ABi-a2 pH=7.4-es pufferoldatban, pl. PBS-ben torténd el6oldasa sordn mar szférikus
oligomerek képz6dnek (11.A abra), melyek atmérdje 5-10 nm. A peptid ioncserélt vizben
torténd el6zetes feloldasa, majd azt kévet6en az O—N acilvandorlashoz sziikséges semleges
pH bedllitdsa viszont kisebb atmérsjd (2-5 nm) oligomerek képz6dését eredményezi (11.B
abra). A vizzel torténé elGkezelés elénye, hogy nem sziikséges a bioldgiai rendszerek altal
esetleg nehezen toleralhatd kaotrdp olddszer jelenléte a mintaoldatban. Az eljaras leirdsa a
4.2.2 fejezetben talalhato, ,standard oligomerizaciés protokollként” (SOP) hivatkozom ra.
llyen minta aggregdcidjanak kovetése lathatd a 11.C abran (AFM felvétel), a konformacid
vdltozasa megfigyelheté a 11.D abran (CD vizsgalat), ahol a B-rétegre jellemz& spektrum
kialakulasa figyelhetd meg az id6 el6rehaladasaval, illetve az oligomerek méretndvekedése is
detektalhatd DLS méréssel (11.E abra).

Az SOP alkalmazasakor tehdt viszonylag hosszu ideig stabilis, aggregalddd, de a szférikus
format megtartd oligomerek képzédnek. Ezzel parhuzamosan az izo-ABi-42 peptidbdl fibrillaris
szerkezet(i aggregatumok el6allitdsara kidolgoztunk egy standardizalt fibrillumképzési
protokollt (SFP), mely magaban foglal egy tobb |épcs6ben torténd pH-valtoztatast. A kiindul3si
vizes oldast kovetben a pH-t el6szor 7,4-re, majd a fibrillumképz6déshez kedvez6 3-as értékre
allitjuk és az oldatot preformalt fibrillumok vizes oldataval beoltjuk, igy inkubaljuk 3 napig 37
°C-on, a fibrillumképzés maximalizdlasa érdekében.
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5.1.1.3 Az SOP és SFP szerint elddllitott aggregdatumok alkalmazdsa bioldgiai
modellrendszerekben

Az AKH-n alapulé bioldgiai modellek tébbségében az AK-ra jellemz6 egyes molekuldris szintd
mechanizmusok aktivalhatok AP peptid bejuttatasaval a kisérleti rendszerbe. A bejuttatas
modja, illetve a bejuttatott AB mennyisége és a kilonb6z6 aggregacios formak aranya a
mintaban hatassal van a vizsgalni kivant bioldgiai folyamatra. Kutatécsoportunk ezért szamos
alkalommal prébdlta az SOP-t, illetve SFP-t alkalmazé kilonb6z6 kisérleti tervek
eredményességét és reprodukdlhatosagat meghatdrozni, a kapott eredményeket pedig
metodikai fejlesztésekként publikaltuk.

Az SOP-vel nyert oligomerek bioldgiai aktivitasat tobb kisérletben is sikerilt igazolni. A tovabbi
fejezetekben leirasra kerul6 eljarasok és a kapott eredmények oligomer AB1-4; alkalmazasa
esetén ezen a protokollon alapultak. Az izo-AB1-22 peptidbdl kiindulé SOP kifejlesztésével
egyid6ben a mddszert validaltuk egy in vivo kisérletben is, mely soran az oligomerek
memoriara és tanulasi képességre kifejtett hatasat a peptid patkany egyedekbe torténd ICV
injektalasat kovetéen MWM kisérletben vizsgdltuk (12.A abra). A kezelt allatok 20 °C-on 12
6ran at aggregaltatott peptid 50 uM-os HCBS-es oldatat kaptak, 7,5-7,5 ul oldat mindkét oldali,
egyszeri injektalasaval. A patkanyok tanuldsi tesztjére az injektalast kovetd 8. naptdl keriilt
sor. Az dbran az arénaban platformkereséssel toltott atlagos idé |athatd, a kezelt és a kontroll,
csak mintapufferrel oltott allatokat Osszehasonlitva. Az eredményekbdl latszik, hogy az
oligomerek injektaldsa olyan agyi folyamatokat inditott meg az allatokban, mely a tanulasi
képességiiket a kisérlet 4-5. napjan mar szignifikdnsan lerontotta, a platform megtaldlasahoz
sziilkséges idG ezen allatok esetében jelent&sen hosszabb volt.

Az 0AB1-42 in vitro elektrofizioldgiai kisérletben kifejtett hatdsa a 12.B abran lathato. Patkany
HC agyszeleten a CA1 neuronoknak a Schaffer-kollateralis ingerlésének hatasara kialakuld
fEPSP-jét az 0APi1-42 modulalni képes. A szinaptikus plaszticitas széles korben alkalmazott
modellje szerint az alapszinten mérheté fEPSP amplitudo ,theta-burst” ingerlési protokoll
hatdsara tartdsan megnovekszik, hosszutavu potencirozdodas jelensége alakul ki, a szinapszisok
erG@ssége megvaltozik. Méréseink szerint a fizioldgias LTP karosodik az 0AB1-42 hatasara.
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12. dbra, A: a standard mintakészitési protokollal el6dllé oligomer AB1.4; hatdsa patkdnyok memdria-
és tanuldsi folyamataira MWM kisérletben. B: Patkdny HC agyszeleten a CA1 régidban kivdltott LTP
kdrosodik AB;.4; oligomerek hatdsdra.

A kovetkezS eredményeink jol illeszkednek ahhoz a mostanra a human gydgyszerkutatasban
is egyre inkabb érvényeslld iranyhoz, ami az oligomerek mellett a protofibrillumokat is
terapias célpontként jeldli meg [302].

Az injektadlasos modellek kialakitasanal kulcsfontossdgl a bejuttatas mddjanak gondos
megtervezése. Mar a 4,5 kDa-os AB1-42 monomer difflzidja az injektalas helyétdl a célsejtek
felszinére is problémas lehet, ami hatvanyozottan jelentkezik a nagyobb méreti oligomerek
és fibrillaris aggregatumok esetében. Fluoreszcens kromoférral (AMCA) N-terminalison jelzett
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AB1-42 ésizo-APB1-42 peptid 2:7 molaranyu elegyének felhasznalasaval, az SOP és SFP protokollok
szerint allitottunk elé aggregatumokat, amiket patkanyok agykamrdjaba injektdltunk. Ezutan
az allatokat a bejuttatdshoz képest kiilonb6z6 id6pontokban terminalva megvizsgaltuk, hogy
mely agyterileteken detektalhaté fluoreszcens AB1-42 aggregatumok jelenléte. Az ilyen jellegl
bejuttatasi kisérleteket sokszor éri az a kritika, hogy mivel csak a fluoreszcens kromofértoél
szarmazo jelet detektdljuk, nincs arrél bizonyitékunk, hogy az a teljes szekvencidju peptidtdl,
vagy lebontasi termékétdl szarmazik. Az APBia42 esetében ezt a problémat a peptid
aggregdcidja, a kromofdr pozicidja a peptiden, és a fluoreszcens mikroszkdpia standard
felbontasi képességének korlatossaga egyittesen kiszoboli ki. Az altalunk alkalmazott
nagyitasokon csak a viszonylag nagy méret( aggregdtumoktél szarmazo jelek latszanak, amik
egyértelmden tobb ABi.42 molekula 6sszerendez6désével képzddnek. A peptid N-termindlisa
az aggregatumok kiilsé felszinén helyezkedik el, ami természetesen enzimek altal tdmadhato.
Az esetleg ily médon képz6dd fluoreszcens fragmensek aggregdcios készsége viszont
elhanyagolhatd, beldlik a mikroszképos vizsgdlatban észlelhetéd méretl aggregatum nem
képzddik, onalléan viszont, kis méretik miatt, az alkalmazott nagyitdsok mellett nem
detektalhatdak.

A 13. dbran két, patkany agykamrardl készitett reprezentativ képet lathatunk a fibrillumok ICV
injektdldsa utdn 60 perccel. Jol latszik, hogy ezek az aggregatumok kitapadnak az agykamra
falara, diffuzidjuk az agyszovetbe nagy mértékben gatolt. Az aggregatumok jelenléte az agy
mas terlletein nem észlelhetd (kép nélkil).

13. dabra Reprezentativ felvételek ICV bejuttatdsu, fluoreszcens kromofdrral jel6lt ABi.4z fibrillumok
detektdldsardl 1 h-val a bejuttatds utdn. A fibrillumok nem jutnak tul az agykamra faldn, a falhoz
tapadva és a kamratérben észlelheték.

Oligomereket alkalmazva (14.A abra) mar 5 perccel az injektalds utdn észlelhetjik azok
kamrabdl torténd kijutasat, illetve a HC teriletén is detektalhatunk mar fluoreszcens jelet
(14.B abra). 60 perccel a bejuttatds utan az agy kilénboz6 teriiletein egyértelm(ien
azonosithatok az aggregatumoktél szarmazé fluoreszcens jelek (14.C abra), bizonyitva, hogy a
glimfatikus rendszer segitségével a megfelel6 méretli aggregatumok viszonylag gyorsan
eljutnak az agyszovet kilonb6z6 terileteire.
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14. dbra Fluoreszcens AB1.4; oligomerek észlelése ICV bejuttatds utdn. A: az oligomerek 5 perccel a
bejuttatds utdn kijutnak az agykamrabdl. B: fluoreszcens jel észlelheté a HC-ban 5 perccel injektdlds
utdn, C: 60 perccel bejuttatds utdn az agydllomdny kiilbnbézo teriiletein.

Az izo-AB1-42 peptid alkalmazdasa lehet6vé teszi jellemz8en szférikus oligomereket tartalmazé
mintak alkalmazasat viszonylag hosszu kisérleti idGintervallumokban. Ez a mddositott AKH
szerint elény0s, hiszen igy az aggregaciod korai szakaszat jellemz6 toxikus forma vizsgalhatd, a
kivant hatds eléréséhez szikséges mennyisége a koncentrdcid gondos megvalasztasaval
optimalisan beallithatd. Az aggregdacid id6fliggését viszont minden esetben figyelembe kell
venni, és az alkalmazott protokollt az aggregatumok morfoldgiai vizsgalataval is ki kell
egésziteni. A 15.A-B abrdk az SOP segitségével el6allitott oligomerek morfoldgiajat mutatjak
AFM vizsgalatokban, 37 °C-on 24 éra (15.A abra), illetve 168 6ra (15.B abra) inkubacié utan.
Az AFM mérésekbdl nyerhetd egyik kvantitativ paramétert, az adott fellileten mérhetd atlagos
z-iranyu kitérést d6sszehasonlitva (15.A: 6.5 nm, 15.B: 8,2 nm) megallapithaté, hogy mindkét
esetben a viszonylag kis atmérdjli aggregatumok jelenléte a meghatdrozd, ellenben a
morfolégidban jelentds eltérést tapasztaltunk; mig 24 d6ra alatt tulnyomdan szférikus
oligomerek képz6dtek, 168 dra utan protofibrillumok is azonosithaték voltak.

Patkany egyedekbe ICV injektaldssal bejuttatva az oligomereket, és az altaluk kivaltott
bioldgiai valaszokat elemezve (15. C-E abrak) arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a
hosszabb aggregacids id6 a hatast noveli. Mind a neuronok szdma (15.C), mind a dendrittliske-
slrlség (15.D) erételjesebben csokken a 168 6ras aggregatumok alkalmazasa esetében. Ex
vivo elektrofizioldgiai mérésekben, melyek soran a kezelt allatokbdl izolalt hippokampalis
agyszeleteken indukdltunk LTP vdlaszt (15.E), szintén a 168 ¢ras aggregatumok erGsebb
hatasat tudtuk detektalni.
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15. dbra A-B. A 25 uM-os koncentrdcidju AB1.4; oldat 37 °C-on, PBS-ben térténd inkubdldsdval kapott
aggregdtumok AFM felvételei csillim feliileten. A: 24 d6ra, B: 168 ora. C: krezilibolya festéssel
detektdlhaté neuronok slirlisége patkdnyok agydban a HC teriiletén, 7 nappal a kétféle
aggregdtummal térténd kezelés utdn. D: ugyanezen dllatokban meghatdrozott dendrittiiske-stirliség
alakuldsa. E: LTP mérés a kétféle aggregatummal kezelt egyedek agyabdl szarmazd hippokampdlis

ey

Az eredmények alapjan logikus feltételezni a protofibrillumok nagyobb mérték( toxikus
hatasat. A fibrillumok diffuzidjara vonatkozo eredmények viszont azt valdszin(sitik, hogy a
fibrillaris struktdrak nem, vagy csak igen korlatozott mértékben jutnak el az agyszovetbe. Az
ellentmondas feloldasara két magyardzat is lehet. Egyrészt a fluoreszcens kisérletben
jellemzéen nagyobb méretliek voltak a fibrillaris strukturak, akar um-es hossz és atlagosan 6-
10 nm atméré jellemezte 6ket, mig a protofibrillumok 2-300 nm hosszusaggal és az oligomerek
atmérgjét kozelité 2-5 nm-es vastagsaggal rendelkeztek, ezaltal feltételezhetGen diffuzidjuk
kevésbé volt gatolt. A masik magyarazat szerint az aggregdciénak ezen szakaszaban a
protofibrillumokkal egyensulyt tarté oligomerek szerkezete is eltér6 lehet a korai
oligomerekétdl, ami nagyobb toxicitast eredményezhet. Az eredményeink humdan AK-ra
torténd transzlacidja természetesen erésen korlatozott, ennek ellenére mégis érdekes lehet
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annak a ténynek a tiikrében, hogy a jelenleg fejlesztés alatt all6, még igéretesnek tartott
human antitestes terapiak a jobban aggregalddd, ezért fibrillumképzésre inkdbb hajlamos
piroglutamat-ABs.a>-t, illetve a protofibrillumot alkalmazzak antigénként.

Az fAB14> aggregatum bioldgiai hatdsardl tovabbi bizonyitékokat nyertiink abban a
kisérletsorozatban, ahol a korlatozott diffuzié problémajanak kikliszobolése céljabdl a
peptidoldatot kozvetlenil a patkanyok hippokampuszaba injektaltuk [303]. Ehhez az SFP-t
alkalmaztuk, majd centrifugaldssal kinyertiik a fibrillumokat tartalmazo pelletet, amit azutan
100 mM-os HEPES pufferben (pH=7,5) szuszpendaltunk 222 uM-os végkoncentraciot beallitva.
Egyszeri, egy oldali injektalast kovetéen 14 nap mulva az allatok tanuldsi képességét MWM
kisérletben teszteltlk, illetve hisztoldgiai vizsgalatokkal megallapitottuk a dendrittiiske-szam
valtozasat a kezelés hatasara (16. abra).
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16. dbra Az fAB14, IHC injektdldst kévetéen befolydsolja az dllatok tanuldsi képességét, illetve a
neuronok nyulvdnyain a dendrittiiske-szamot. A: MWM kisérletben az fAB-val kezelt dllatok minden
tanuldsi napon szignifikdnsan hosszabb id6 alatt taldltak meg a platformot, mint a PBS-sel kezelt

e e

kisebb az fAB1.42-val kezelt dllatokban, mint a kontroll csoportban. C: egy analizdlt axon reprezentativ
képe a kontroll csoportbdl. D: hasonld axon képe az fAB:.42-val kezelt csoportbdl.

Mind viselkedésvizsgalatban, mind sejtszinten bizonyithatd volt az fAB1-42 hatasa. A peptiddel
kezelt allatok szignifikansan hosszabb idé alatt talaltak meg a platformot (16.A abra), illetve a
HC teriletén vizsgalt piramis neuronok dendrittiiske-szdma is szignifikdnsan csokkent ezekben
az allatokban (16.B-D abrak). Figyelembe véve a neurondlis plaszticitas és a memoariarogziilés
kozotti kapcesolatot, elmondhatjuk, hogy az fAB1-42-nek az agy memaridért felel8s célteriiletére
vald kozvetlen bejuttatasa a vart, AK-ban is fellépd patofizioldgiai elvaltozashoz vezet, igy ez a
modell is alkalmas lehet preklinikai vizsgalati mddszerként gydgyszerjelolt vegylletek
tesztelésére. Hatranya viszont a hangsulyosan invaziv jelleg, az allatok ilyen m(téte fokozott
precizitast igényel, illetve bel6le a felépllés is hosszu ideig tart, emiatt ismételt adagolast
kivitelezni nem lehetséges.
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5.1.1.4 Ca** és Mg?* ionok hatdsa az izo-AB1.42 peptid aggregdcidjdra

Az izo-AB1-42 peptid bioldgiai kisérletekben torténé alkalmazasahoz meg kell vizsgalnunk az
SOP-vel létrejové oligomerek viselkedését a kiilonféle kisérleti modellek koriilményei kozott
is. Az ilyen irdnyu vizsgdlataink soran egy érdekes jelenséget figyelhettiink meg, mely aztan
egy mélyrehatdbb elméleti iranyba vezette az aggregacidval kapcsolatos kutatasainkat [304].
Allithatjuk-e, hogy a kisérleti rendszerek kénnyebb kezelhet&sége céljabdl tervezett izo-AB1-42
egy fizioldgias ion-homeosztazis esetén ugyanazt az aggregdacids utat jarja be, mint nem
modositott tarsa? A kérdés megvalaszolasahoz a konvencionalis és az izo forma aggregaciojat
tobbféle technika segitségével, 37 °C-on, kisérlettél fliggben tobb kiillénbdz6 koncentracidban
(12,5 pM, 25 uM és 75 uM), HCBS-ben vizsgaltuk, esetenként Ca?* (2,3 mM) és Mg?* (1 mM)
ionok fiziolégids mennyiségének jelenlétében (17. dbra).

A TEM-vizsgalatok szerint, HCBS-ben 168 o6ran at tartd inkubaciot kovetéen mind a
konvencionalis (17.A dbra), mind azizo-AB (17.C abra) regularis szerkezetli fibrillumokat képez
(t=37 °C, c=75 uM). A fibrillumok makroszkopikus megjelenése azonban eltér6. Mig a
konvencionalis peptidb8l dsszeragadt fibrillum-telepek alakultak ki, addig az izo-formabdl
sima fellletd, hosszu fibrillumok képz&dtek, melyek mellett szférikus oligomerek is lathatok.
A HCBS-hez Ca?*és Mg?* ionokat adva a konvencionalis AR fibrillumok méreteloszldsa
megvaltozott (17.B abra): szamos aggregacios csirabdl kiindulva kiterjedt fibrillum- és
protofibrillum-képzédést tudtunk megfigyelni. Ugyanilyen koridlmények kozott az izo-Ap
viszont teljesen mas karakterisztikaju aggregaciot mutatott (17.D abra). A szokvanyos B-
réteges szerkezetl fibrillumok képzddését nem tudtuk észlelni, a mintaban szférikus
oligomereket és gyongysorokhoz hasonlité rovid fibrillumszerli aggregatumokat
azonositottunk. Az aggregdaciés folyamatot 37 °C-on ThT-kotésteszttel is kovettlik, a
peptideket 2 koncentracidban (25 és 75 uM) vizsgdltuk, HCBS-ben vagy a HCBS-t Ca?*és Mg?*
ionokkal kiegészitve (17.E, F abrak). A B-réteg képz6désének kinetikaja a mérések szerint
jelent6sen flgg az alkalmazott peptid tipusatodl, koncentracidjatol, és a kétféle fémion
jelenlététdl is. Ezek hianyaban, HCBS-ben mindkét peptidb6l képzbdik B-redbs szerkezetd
forma (17.E dabra), a képz6dés az izo-AB esetében kifejezettebb. Ca?*és Mg?* ionok
jelenlétében a tendencia megfordul, az izo-AP szerkezetvaltozasa mindkét koncentracidban
csak mérsékelt (17.F abra), ami a TEM-eredmények alapjan magyarazhato lehet a fibrillaris
strukturdk képzédésének elmaraddsaval.

Mindkét mérés tanlsaga szerint az izo-Ap aggregaciojara a Ca?*és Mg?* ionok jelenléte dontd
hatassal van. Eredményeink alatamasztasara ECD vizsgalatokat is végeztiink ezzel a peptiddel,
12,5 uM-os koncentracidban (17.G, H abrak). A makroszkdpikus aggregdtumképzést, ezaltal
az oldatfazisban detektalhatd peptid mennyiségének kritikus csokkenését az egy hétig tartd
aggregacios periddus alatt a csokkentett koncentracid alkalmazasaval kivantuk elkerlni.
Mindkét pufferben (Ca?*és Mg?* ionok nélkil és jelenlétében) megfigyelhetd a feloldaskor
jellemzéen rendezetlen szerkezet( peptid lassu konformacidvaltozasa, mely 48 déra utan valik
a két esetben jelentdsen kilénbdz6vé. Ebben az id6pontban HCBS-ben 215 nm-nél
detektalhatd egy er6teljes minimum (17.G abra, szaggatott- pontozott gérbe), mely Ca?*és
Mg?* jelenlétében jelent8sen kisebb intenzitassal érvényesil (17.H &bra, szaggatott-
pontozott gorbe), illetve a rendezetlen konformdcidra jellemzé 200 nm-es tartomanyban is
eltér a két gorbeintenzitds, ami a HCBS-ben mar 48 6ra alatt bekovetkezd erételjes
rendezetlen—B-réteg transzformdciot valdszin(isit. Ca**és Mg?* jelenlétében ez az 4talakulds
lelassul, még 168 dra utan sem jelenik meg a béta-rétegre jellemzé karakterisztikus ECD-
spektrum, 215 nm-nél a gorbe intenzitasa elmarad az ionok hidnyban detektalhaté értéktdl
(17.G, H, szaggatott-duplan pontozott gorbék).
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Inkubéalas HCBS-ben Inkubalas HCBS-ben + Ca?* + Mg?*
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17. abra A-D: TEM felvételek a peptidek HCBS-ben, 37°C-on, 168 drdn dt térténd inkubdciojdval képzett
aggregdtumokrél. A: konvenciondlis A8 c=75 uM. B: konvenciondlis A8 ¢=75 uM Ca*és Mg?*
jelenlétében. C: izo-AB c=75 uM. D: iz0-AB c=75 uM Ca*és Mg* jelenlétében. A nagy képen a mérték
100 nm, az inzerteken 20 nm. E-F: ThT-kétési teszt a B-réteg mennyiségi vdltozdsdnak idébeli
kévetésére 37 °C-on. E: HCBS-ben, F: HCBS-ben, Ca*'és Mg?* jelenlétében. Pontozott-szaggatott vonal:
konvenciondlis A6 c=25 uM, pontozott vonal: konvenciondlis A8 c=75 uM, szaggatott vonal: izo-A8
c=25 uM, folytonos vonal: izo-A8 c=75 uM. G-H: az izo-AB peptid 37°C-on bekévetkez6 mdsodlagos
szerkezetének vdltozdsa ECD-vel kévetve. A peptid koncentrdcidja c=12,5 uM volt. G: HCBS-ben, H:
HCBS-ben, Ca**és Mg* jelenlétében. Folytonos vonal: feloldds utdn kézvetleniil, szaggatott vonal: 1 h
mulva, pontozott vonal: 6 h mulva, szaggatott-pontozott vonal: 48 6ra mulva, szaggatott-dupldn
pontozott vonal: 168 6ra mulva.
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A kiilonb6z6 eredetl és aggregaltsagi foku peptidek hatasat bioldgiai rendszerben RT-CES
madszerrel, patkanybdl nyert primer agyi endotél sejtkultdran vizsgaltuk (18.A, B abrak). Az
RT-CES moddszerrel lehetséges a sejtek valés idejli, jelélésmentes vizsgalata
impedanciaméréssel, mely a sejtek életképességével azaltal korreldl, hogy kitapadasuk, ezaltal
a rajtuk mérhet6 elektromos ellenallas a fizioldgids allapotuk fliggvénye. Az eredmények
szerint az AB-val torténd kezelés jelentésen befolyasolja a sejtek életképességét, de az
aggregacio foka és a mért hatds mar nem feltétlentl mutat linearis dsszefliggést. HCBS-ben
mar feloldas utdan képz6dnek olyan toxikus oligomerek, amelyek a viabilitast jelent8s
mértékben csokkentik (konvencionalis AB: 53,2+8,3%, izo-AB: 58,8+6.3%, 18.A abra). 24 dra
aggregdacid utan az izo-AB eredetl aggregatumok még erdsebb toxikus hatdst mutatnak
(viabilitds: 37,1+2,3%), mig a konvencionalis AR esetében a toxicitas csokken (viabilitas:
68,0£3,5%). Ez valdszinlileg a minta inhomogenitdsdnak a kovetkezménye, a nagy mértékd
aggregdcio altal létrejové peptid-,csomdk” a sejtekkel érintkezd hatoéfellletet csokkentik.
Ca%*és Mg?* jelenlétében hasonld értékeket kapunk a frissen feloldott peptidek toxicitaséra,
mint anélkil (mért viabilitasok: konvencionalis AP 63,2+7,9%, izo-AB 67,7+4,7%, 18.B abra),
ellenben 24 ¢6ra aggregacidét kovetéen mindkét peptidnél jelentds hatdscsokkenést
tapasztaltunk (viabilitasok: konvenciondlis AB 93,6+9,9%, izo-AB 79,5+8,0%). Ez a
konvencionalis peptid esetében szintén a nagy méretl, éppen ezért csokkent diffuzios
képességl és bioaktiv felliletli aggregatum-csomok képz&désével magyarazhatd. Az izo-AB
esetében a fizikai-kémiai vizsgalatok eredményeit figyelembe véve lehetséges, hogy a
feloldast kovet6en még toxicitdst mutaté minta 24 éra mulva azért vesziti el ezt a
tulajdonsagat, mert egyrészt aggregdcioja jelent6sen lelassul, mdsrészt kialakulhatnak nem-
toxikus konformaciok a peptidbdl.
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18. dbra Agyi endothél sejtek viabilitdsanak vdltozdsa AB kezelés hatdsdra, RT-CES mddszerrel
vizsgdlva (c=75 uM, t=37 °C, aggregdcid ideje: 0 perc, 24 déra). A: HCBS-ben, B: HCBS-ben Ca**és Mg**
jelenlétében térténd aggregdltatds. A peptid-térzsoldatokat a sejteken sejtkultira-médiummal 50 uM-
ra higitva alkalmaztuk.

Hogyan magyarazhatjuk a Ca2*és Mg?* ionok hatdsat az izo-AB konformacidjanak kialakuldsara
és aggregacids folyamatanak megvaltozasdara? Ennek magyardzatdhoz REMD szimuldciokkal
modelleztiik mind a konvenciondlis AB, mind az izo-AB kezdeti konformacidjat. Mivel a
protokolljaink tartalmaznak egy HFIP-vel torténd el6kezelést, ami a tisztitaskor esetlegesen
keletkezett aggregatumok feloldasat segiti el6, a modellezést egy, a HFIP-vel megegyezd
hatdsd, modellezéshez egyszerlibben alkalmazhatd olddszerben, TFE-ben, pH=2,0 értéket
bedllitva végeztik. A kétféle peptid altal felvett konformacidkat a 300 K-es replika utolsé 50
ns-aban felvéve, elemeztiik a masodlagos szerkezeti elemek el6forduldsi ardnyait (2. tablazat).
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Masodlagos konvencionalis izo-AB (%)

szerkezeti elem AB (%)
B-redé 8,3 10,1
B-kanyar 8,0 7,8
a-hélix 1,6 5,7
310 hélix 3,6 3,7

2. tablazat A konvenciondlis és izo-AB peptidekben REMD mddszerrel kapott 300 K-es replika utolsé 50
ns-ban azonosithaté konformereinek analizise a mdsodlagos szerkezeti elemek relativ el6forduldsi
ardnyainak megdllapitdsdra.

Az adatok szerint a kétféle peptidben kialakulé6 masodlagos szerkezeti elemek el6fordulasi
aranyai TFE-ben nem térnek el jelent6sen egymastdl, illetve az alacsony értékek azt is
mutatjak, hogy a szerkezetek csak kis mérték( rendezettséget mutatnak. Csak a B-redé és a B-
kanyar fordul el 7%-ot alig meghaladd gyakorisaggal.

A REMD moddszerrel kapott konformacidkban analizaltuk az egyes oldallancok H-kotésben vald
részvételi gyakorisagat is. Ez szamunkra két okbdl is fontos lehet. Egyrészt a konvencionalis AB
esetében az aggregacio egyik fontos szerkezeti eleme az Asp?® és Lys?® koézott kialakuld séhid
[305]. Az izo-AB szerkezetében a Gly?> és Ser?® kdzotti izopeptid-kotés ennek a séhidnak a
kialakuldsat a kiinduldsi konformacidban megakadalyozza. A 3. tablazat a Lys?® és potencidlis
H-kotésbeli partnerei kozott kialakuld H-kotések el6forduldsi gyakorisagat adja meg a vizsgalt
300 K-es replika utolsé 50 ns-anak szerkezeteiben. Az adatokbdl jol Iatszik, hogy az izo-AB
peptidben a Lys?® H-kdtésben valé részvétele kevésbé valésul meg. A konvenciondlis
peptidben a Lys?®, a szomszédos aminosavak mellett, a hajt(i szerkezet miatt térk6zelbe keriils
Asp?? oldalldncdval is H-kotésben taldlhatd a szerkezetek 21,1%-aban. Ugyanakkor az izo-AB
megvaltozott topoldgidja ezeknek a kdlcsonhatasoknak a megvaldsulasat megakadalyozza, a
kanyar ellentétes oldaldn talalhaté lehetséges partnerektdl til nagy tavolsagba keriil. igy a pH-
emelésekor bekovetkez6 O—N acilvandorlassal elGallé pillanatnyi, az aggregaciot elindito
szerkezet jellemz8en nincs ,el6formalva” a hajtl szerkezet kialakitasara.

Akceptor konvencionalis izo-AB

AB (%) (%)

Asn?’ oldallanc 44,1 12,3
Asn?’ f8lanc 9,1 13,5
Ser?® oldallanc 26.2 43,9
Ser?® fglanc 21,6 0,0
Val?* f6lanc 21,2 2,0
Asp? oldallanc 21,1 2,6

3. tablazat REMD analizis, a 300 K-es replika utolsé 50 ns-dban kialakulé konformerekben a Lys? és
kiilonbdz6 potencidlis oldalldncok kézétt kialakult H-hidak el6forduldsi gyakorisdga.

A kétértékl fémionok aggregdaciot befolydsold hatasanak felderitésében is segithet a H-
kotésekben részt vevd oldalldancok elemzése. Ez esetben a potencidlis fémion-kotd
karboxilcsoportok, azaz az Asp és Glu oldallancok és a C-terminalis karboxilcsoport H-kétésben
vald részvételét érdemes vizsgalni. A 4. tablazatban a REMD modellszerkezetek elemzésével
kapott atlagos H-kdtések szamat adtam meg a karboxilcsoportot tartalmazé aminosavakra, az
0sszehasonlitandd adatparokban a nagyobb értéket megjeldlve. Eszerint a konvencionadlis AB
hajtl-régidjaban talalhatd karboxilcsoportok nagyobb aranyban vesznek részt H-kotésben,
mig az izo-AB-ban az N-terminalis fel6li karboxilok |épnek f6leg kotésbe. A H-kdtésben vald
részvétel a karboxilcsoport fémion-kotési képességét befolyasolhatja, hiszen egy nagyobb
szabadsagi foku, kevésbhé kotott csoport nagyobb eséllyel tud a fémionhoz koordinalédni. Az
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izo-AB esetén egyértelmlen l|atszik a hajtli szakaszon talalhatd savas oldallancok kisebb
mértéku foglaltsaga, ami pedig noveli a fémionokkal valé koordinacid valdszin(iségét.

Aminosav konvencionalis AB izo-AB
Asp? 1,5 3,1
Glu? 1,7 2,7
Asp’ 3,9 2,6
Glut 3,3 1,7
Glu® 3,2 1,6
Asp? 3,6 1,8
-COOH (C-term.) 1,7 1,3

4. tabldazat. A REMD-szerkezetek karboxilcsoportjai dltal kialakitott H-kétések dtlagos szdma a
konvenciondlis A8 és az izo-AB esetén (300 K-es replika, utolsé 50 ns analizise).

Kisérleteink feltartak, hogy a kétféle szintetikus AP forma aggregdacidja mar kétértékd
fémionok jelenléte nélkil is jelentdsen eltér egymastol. A ThT mérések szerint az izopeptid
gyorsabban és nagyobb mennyiségben képez B-red6s szerkezetet, mint a konvenciondlis
peptid. A TEM-felvételek a keletkez6 aggregatumok kozoétt morfoldgiai kilonbségeket is
kimutattak. Az aggregacio korai fazisdban a (proto)fibrillum-oligomer arany a két peptidforma
esetében jelentésen eltérd lehet, ami az aggregacid kinetikdjara jelentés hatassal van. A 19.
abra felsé részén ezt a folyamatot szemléltettik, feltételezve, hogy az izo-AB kiindulasi
konformacidja kedvez az olyan (pontosan még nem felderitett) szerkezetl oligomerek
képz6désének, melyekbdél aztdn az aggregacid a fibrillumképz&dés irdnyaban folytatédik. A
konvencionalis AR ezzel szemben lassabban alakul at ilyen oligomerekké, igy ez esetben a
fibrillumképzés is lassabban megy végbe.

fibrillumképzo
oligomerek

O

D :E.p aggregacio

p wE
HOOC:

HCBSAORS Hes [LASSU

konvencionalis Abeta

HCBS HCBS
+ Ca?*/Mg* + Ca?*/Mg*

y S aggregacio
- @ - N/\Q e
fibrillumkeépzo
oligomerek

19. dbra A konvenciondlis és az izo-AB peptid feltételezett aggregdcids folyamata.
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A Ca?* és Mg?* ionok jelenléte tapasztalataink szerint nem vart médon képes befolyésolni az
szemléltették, bioldgiai aktivitasat is. Szamos kooperald partneriink hasznalta az altalunk
el6allitott peptidet bioldgiai kisérletekhez, amelyekben azonban ezek az ionok mindig jelen
voltak a kllénféle kezel6 médiumokban, fizioldgids koncentracidban. Ezért az izo-AB ionok
jelenlétében torténd viselkedését érintd megfigyeléseink rendkiviil fontossa valtak, a sikeres
kisérletvezetéshez sziikséges volt olyan oligomer- és fibrillumképzési aggregaltatasi
protokollokat kidolgozni, amelyekben a ,,zavard” ionokat késébb, az inkubacids id6 leteltével
adtuk hozza a mintdkhoz. A molekulamodellezés ravilagitott az izo-AB sajatos viselkedésére;
az izopeptid-kotés kovetkeztében a kezdeti konformaciok tobbségében a hajtl szerkezet
stabilizdldsahoz sziikséges aminosavak csokkent mértékben alakitanak ki egymassal H-kotésen
alapulé szerkezetstabilizalé kapcsolatokat, az oldallancok elérhetébbek a Ca?* és Mg?* ionok
szamara, ami feltehet6en megakaddlyozza a fibrillumképzéshez sziikséges szerkezettel
rendelkezd oligomerek keletkezését. Ez azonban nem okoz olyan kikiiszobdélhetetlen
problémat, ami az izo-AB alkalmazdsat ellehetetlenitené. Koriiltekint6 kisérlettervezéssel a
peptid el6nydsen alkalmazhatd megfeleld toxicitasu AP aggregatumok nagy mennyiségben és
reprodukalhatdé médon torténd el6allitasara.
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5.1.2 Az AB mint terdpids célpont

5.1.2.1 Az 0AB-val kélcsénhato fehérjék feltérképezése

A 2.2.3-as fejezetben felvezetett kutatdsi problémahoz, az oAB-val kdlcsénhaté fehérjék
feltérképezéséhez kézenfekvé valasztds volt az izo-APia2 peptidb8l stabil formaban
elallithaté oligomer preparatum alkalmazasa, fehérjechip-alapu nagy atereszt6képességl
kisérletekben [306]. A chip 8136 humadan expresszaltatott fehérjét tartalmazott. Az
eredmények analizise az oAB 324 fehérjéhez valo specifikus kotédését valoszin(isitette. Ezek
funkcionalis elemzése felfedte, hogy a kolcsonhatd partnerek kozott a leginkabb reprezentalt
csalad a fehérjetranszlaciot iranyitd fehérjéké. 24 fehérje tartozott ide, kozottik kélonbozé
mitokondrialis és nem-mitokondrialis riboszomalis fehérjék, transzlacids iniciacios faktorok
stb. Emellett egyéb transzlacios proteinek, RNS-feldolgozdsban részt vevé fehérjék, a sejt-
ciklus fenntartasdhoz kapcsolédd proteinek is azonositasra keriltek, mint kolcsonhato
partnerek. A feltart kdlcsonhatdsokat tovabbi funkcionalis vizsgdlatokkal validaltuk, igy a
riboszomalis fehérjerendszer elemeinek érintettségét tobb kisérlettel is igazolni tudtuk.
Patkany HC-bdl izolaltunk riboszéma-frakciét, melynek tisztasagat WB kisérlettel ellenériztiik.
Sajat fejlesztésl ELISA tesztlinkben az eredeti, izoldlatlan agyhomogenizatummal, illetve a
tisztitott riboszoma-frakcioval boritott lemezeket készitettlink, melyekben az AB oligomerek
koncentraciofiiggs kotédését AB-specifikus BAM10 antitesttel és szokvanyos HRP-konjugalt
masodlagos antitestes kezeléssel, a lumineszcens jel detektalasaval hataroztuk meg (20.A
abra). Az eredmények alapjan a riboszoma-frakcid nagyobb mérték( kotési képességgel
rendelkezik, ami alatamasztja a chip kisérlet eredményeit.

A kotédésen tul azt is bizonyitani akartuk, hogy az AB oligomerek a transzlaciés rendszer
mikodését is befolydsoljak. Ehhez egy in vitro funkcionalis tesztet dolgoztunk ki, amelynek
alapja egy nukleazzal kezelt nyul retikulocita lizatummal végzett transzlacios reakcid. Kezelés
nélkul a rendszerben expresszalt luciferaz enzim mennyisége kimutathatd, illetve aktivitasa
megfelel6 szubsztrat jelenlétében lumineszcencia méréssel meghatarozhatd. Kontrollként
emetint haszndltunk, ami egy ismert transzlacids inhibitor.

A kisérletben az oligomer AB koncentraciofiiggd modon képes volt a luciferdz aktivitasat
csokkenteni (20.B dbra). Annak igazoldsdra, hogy a hatas a peptidbél képz6dé megfelel6
konformacidju és aggregacids foku oligomereinek tulajdonithaté, az AR szekvencidjanak
Osszekeverésével kapott ,kevert” AR peptiddel kontroll-kisérletet végeztiink (ennek
szekvencidja az ,Alkalmazott anyagok, vizsgalati mddszerek és eszkdzok” rész 4.4.4-es
fejezetében taldlhatd). Az irodalomban megoszlanak a vélemények a kevert szekvencia
hasznossagat illetéen, f6leg amiatt, mert a szamos lehetséges Uj szekvencia esetében
lehetetlen el6re megjésolni, melyikiik mutat majd bioldgiai aktivitast. Ennek ellenére gyakran
elvart a bioldgiai vizsgalatokban kontrollként a ,kevert” peptidek alkalmazasa. A transzlacids
kisérletben altalunk alkalmazott , kevert” AP hatdsahoz képest az AB oligomerek szignifikansan
erGsebb gatlo hatast tudtak kifejteni (20.C dbra).

Annak bizonyitasara, hogy az AB oligomerek nem a luciferdzhoz torténé kozvetlen
kapcsolédassal okozzak az enzim funkcidjanak csokkenését, hanem annak transzlacidjat
befolyasoljak, a kisérletekben keletkezd luciferdz mennyiségét WB-n is meghataroztuk (20.D
abra). Ennek alapjan igazolast nyert, hogy az AB oligomerek koncentraciéfliiggé maédon
képesek a luciferaz bioszintézisét meggatolni.
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20. dbra A: A8 oligomerek koncentrdcicfiiggd kétédése patkdany HC-bdl nyert riboszéma frakciohoz,
kontroll agyhomogenizdtumhoz hasonlitva (*** p<0,05). B-D: in vitro transzldcids inhibicio tesztelése
AB alkalmazdsdval. B: AB oligomerek koncentrdciofiiggé hatdsa a luciferdz enzim expresszidjdra. A
luciferdz aktivitds a lumineszcencia intenzitdsdval ardnyos, gatloé kontrollként emetint haszndltunk. C:
az AB oligomerek szerkezetfiigg6 hatdsdnak validdldsa, kevert szekvencidju A8 alkalmazdsdval térténd
Osszehasonlitds révén. D: az AB oligomerek gdtld hatdst fejtenek ki a luciferdz-expressziora
koncentrdcicfiiggé modon: WB kisérlet.

A szakirodalomban ismert, hogy az AK-ban jellemz6 a proteinszintézis sejtszintl gatldodasa a
molekularis stressz elemeinek és a gyulladasos folyamatoknak egymassal 6sszehangolt hatasa
révén (ISR). Emellett az el6bb részletezett eredményeink valdszinUsitik az AB oligomerek
proteinszintézisre kifejtett kozvetlen gatld hatdsat is. Kisérleteinkben igazolast nyert a
riboszomalis proteinekkel valé kélcsdnhatas. Kordbban Robledo azonositott 9 kis és 6 nagy
riboszomalis alegységet kodold gént [307], melyek gatlasa a teljes riboszomadlis szintézis
gatlasat okozta. Az altaluk vizsgalt riboszomalis fehérjék koziil harmat (RPS16, RPS19 és RPL11)
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mi is azonositottunk az oligomer AB potencialis kot6épartnereként. Emellett fontos kiemelni
azokat az eredményeinket, melyek a mitokondridlis fehérjeszintézis elemeivel vald
kdlcsdnhatast tamasztjak ald. Koét6partnerként azonositottuk a mitokondrialis transzlacio
iniciaciojaban szerepld metionil-tRNS-formiltranszferazt [308], illetve tovabbi 6 mitokondrialis
riboszomalis fehérjét (L3, L24, L34, L35, L49, S18A). Az AK-ban fellépd mitokondrialis mikddési
zavar egyértelmien elfogadott, oka azonban jelenleg még nem tisztazott. Eredményeink
hozzajarulhatnak ennek a koéros folyamatnak a molekularis szinti megértéséhez. Ha
bizonyitottnak tekintjik a mitokondridlis proteinszintézis AR oligomerek altali gatlasanak
lehet6ségét, akkor ezt a hatdst a mitokondriumok diszfunkcidjanak egyik okaként
azonosithatjuk. Ezt tamasztjak ald olyan eredmények, melyek szerint egyes genetikai
betegségekben, mint a Pearson-szindrdmaban, vagy a Kearns-Sayre szindromaban a
mitokondriumok elégtelen miikédésének oka a proteinszintézis defektusa [309].

5.1.2.2 Az AB aggregatumok kélcsénhatdsainak moduldlasa terapids céllal

A BSB elméletet kovetve csoportunk az AB alapszekvencia tobb fragmensét, illetve azok
modositott valtozatait is vizsgalta bioldgiai hatdasossaguk szempontjabdl [310]. A kisérleteink
eredményeit roviden az 5. tablazat foglalja Ossze. Az LPYFD-NH, molekulan alapuld
peptidomimetikum tipusu vegyileteinket potencidlis neuroprotektiv terapids szerekként
szabadalmaztattuk [311].

Pentapeptid In vivo elektrofizioldgia

MTT viabilitasi In vitro
(AB alap- lektrofiziolégi
szekvencia) el elektrotiziologla ko jontoforézises  keverékben
bejuttatas bejuttatas
RVVIA-NH; hatastalan hatastalan hatastalan hatastalan
_____ (ABsga2)
LPYFD-NH, védé védo védé védo
_____ (ABiza1)
F/GRHDS-
védé védo védé hatastalan
N (ABag)
RIIGL-NH, véds véds hatastalan véds
(ABs1-35)

5. tablazat Az AB peptid kiilbnbéz6 fragmenseibdl szdrmazd révid peptidek bioldgiai hatdsossdga
toxikus fAB1.42 aggregdtumokkal szemben.

Azzal kapcsolatban, hogy a BSB peptidek véd6hatdsa ténylegesen a kialakult B-redds szerkezet
fellazitdsaval valdsul-e meg, azaz alkalmasak-e ezek a molekuldk az AK-ban kialakuld
fibrillumok szerkezetének megbontasara, a fibrillumképz6dés visszaforditasara, szamos
tanulmany sziletett. Ezen a terilleten is végeztink kutatdsokat [312], melyekben
megvizsgaltuk az LPFFD-amid, egy BSB-ként azonositott pentapeptid [93], hatasat az ABi-42
aggregaciojara. Eredményeink azt valdszindsitik, hogy in vitro korilmények kézott az LPFFD-
amid, illetve valdsziniileg a BSB-peptidek toébbsége nem képes a béta-réteg megtorésére,
hanem bevonja az AB aggregatumok felszinét és flokkuldlja azokat.

A fibrillaris szerkezet felbomlasanak kovetésére hasznalt konvencionalis eljaras a ThT-kotési
teszt. DLS mérések, szaturdacio transzfer-NMR vizsgalatok (abrak nélkdl) és az aggregatumokrol
készitett TEM-felvételek (21. dbra) alapjan valdszinGsithetjik, hogy a ThT-teszt
eredményeinek értékelése kis molekuldk BSB-hatasanak vizsgalata esetén nem egyértelmd, a
jelintenzitds csokkenése nem jelenti feltétlenll a B-red6s szerkezet mennyiségének
csokkenését. Két kotésre képes molekula (esetiinkben a BSB-ként alkalmazott LPFFD-amid és
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a ThT) egyittes jelenlétekor a ThT specifikus intenzitaseltolodasat befolyasolhatja
versengésik az AP aggregatumok felszini kotShelyeiért, illetve hatasuk az aggregatumok
egymassal torténd asszociacidja is.

A

szobahémérsékleten. Felsé dbrasor: TEM felvételek a friss mintdkbdl. Alsé dbrasor: makroszkopikus
méretli aggregdtumok detektdlhatok a mintdkban (balrdl jobbra: 0 perc, 6 dra, 24 déra mulva
fényképezett mintdk). A: AB1.4; 100 uM-os oldata. B: 100 uM AB;1.42+ 500 uM ThT, C: 100 uM AB;.4:+
500 uM LPFFD-amid

Lathatd, hogy mind a ThT (21. abra fels6 sor B), mind az LPFFD-amid (21. dbra fels6 sor C) a
flokkulacio olyan mértékdvé valik, hogy a kis molekuldk hatasara szabad szemmel észlelhet6
méretl aggregatumok képzddnek a mintakban (21. dbra alsd sor, id6pontok rendre 0 perc, 6
ora, 24 6ra. A: ABi-a2, B: AB1-a2 + ThT, C: AB1-a2 + LPFFD-amid).

A folyamatot bonyolitja, hogy mind a BSB-k, mind a ThT az aggregatumok fellletének toltését,
igy a C-potencidlt is megvaltoztatjak, ami a flokkulacié hajtéerejévé valik. Ily médon az
adagolds sorrendje (a BSB és a ThT egylttes, vagy egymdst kovetd alkalmazasa) is
befolyasolhatja a kotési egyensulyokat, amit a ThT mérések értelmezésekor figyelembe kell
venni.

A vazolt eredmények alapjan két megallapitast nagy biztonsaggal tehetlink: i) a révid, AB-
fragmenseken alapuld peptidszekvenciak képesek az aggregatumok fellletéhez gyenge
kdlcsénhatasok révén kotddni, ii) feltételezetten az aggregatumok kontaktfelszinének
csokkentése révén bioldgiai kisérletekben hatékonyan védik ki az AP toxikus hatasat.

A BSB peptidekkel kapott eredményekre alapozva olyan foldamer-szekvenciakat terveztiink,
melyek az AB oligomerekkel kdlcsonhatdsba Iépve, a hatoéfeliilet ledrnyékolasaval azok
kedvezGtlen bioldgiai hatdsat ellensulyozhatjak [313]. Ehhez a KLVFFAE szekvenciarészlet
(AB16-22) szerkezetébdl indultunk ki, ami egy hidroféb magot tartalmaz, illetve a két terminalis
aminosav oldallancan keresztiil sohid kialakitasara is képes. 5- és 6-tagu ciklikus aminosavak
kilénb6z6 diasztereomereinek, proteinogén oldallincid  B3-aminosavaknak és a-
aminosavaknak a kombinaldasaval kulonb6z6 szerkezetl és toltésmintazatu helikalis
szekvencidk tervezhet6k [314]. A moédszerrel olyan, a KLVFFAE szekvencidn alapuld
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foldamereket allitottunk elS, melyek lefedték a lehetséges helikalis strukturak készletét (22.

abra).
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22. abra A KLVFFAE szekvencian alapuld foldamerek szerkezete, konformdcidja és STD méréseik
spektrumainak informativ részletei (1-6 rendre a-f).

Az AB oligomereket izo-ABi-42 peptidb6l a mar ismertetett SOP szerint allitottuk eld.
Szaturacids transzfer differencia (STD) NMR (22. abra, 1-6 rendre a-f) és transzfer-NOE
spektroszkdpia (dbra nélkil) segitségével jellemeztik a foldamerek AB oligomerekhez vald
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kot6dési képességét és a jellemzb kotési konformacidikat. Ezek alapjan 1 erds STD effektust
mutatott (22.a spektrum), H14-es konformaciot felvéve az aggregdtumok felszinén is, mig a
szerkezetileg hasonlé 2 és 4 STD jeleinek intenzitasa kisebbnek bizonyult (rendre 22.b és d
spektrumok). 3 esetén nem tudtunk kot6dést kimutatni (22.c spektrum), ami bizonyitja, hogy
a kot6déshez a helikalis konformacio és az ikerionos karakter egyittese sziikséges. 5 esetében
az ionizalédod oldallancokat egymas mellé helyezve, ezaltal térben egymastdl eltavolitva
(ellentétes iranyba mutatnak a térszerkezetben) szintén nem tudtunk STD-jelet kimutatni,
illetve a szerkezettel nem rendelkez8, kontrollként alkalmazott 6 sem mutatott kotédést
(rendre 22.e és f spektrumok).

Az 1-es molekula tehat gyenge kot6dést mutat az AP oligomerekhez. Az aggregdtumok
periodikus szerkezete miatt feltételeztiik, hogy 1 szdmara tobb kdtShely is rendelkezésre all
az oligomer felszinén, illetve a foldamer multivalens formaban térténd alkalmazasa kedvezéen
hathat a kotédés specifikussagara és erésségére. Ezért eldallitottuk minden kétédé foldamer,
azaz1,4,5és6egy0. generacids, tetravalens poliamidoamin (TMP: tetra-maleimido-PAMAM)
dendrimerhez konjugalt formajat (rendre 7, 9, 10, 11). A dendrimer szabad aminocsoportjait
maleimido-propionsavval konjugaltuk, mig a foldamer-szekvencidkat a C-terminalison egy Gly-
Gly-Cys szekvenciaval egészitettik ki, majd egy tiol-maleimid kapcsoldst (Michael-addiciét)
hajtottunk végre enyhén ligos (pH=8,0) vizes kdzegben. A multivalencia szerepének vizsgalata
céljabdl elkészitettiik 1 bivalens konjugatumat is, ahol bisz-baleimidobutannal (BMB)
konjugaltuk a foldamert (8). A 23. abran egyrészt a tervezési stratégia (23.A dbra), masrészt a
konjugatumok szerkezete, illetve 7 NMR-vizsgalaton (,long-range” NOE) alapuld térszerkezeti
modellje lathatd, mely szerint a foldamer a konjugatumban is H14-es hélix konformaciét vesz
fel (23.B abra, voros molekularészletek), mig a PAMAM hordozé szerkezete rendezetlen (23.B
abra, z6ld molekularész).

7 (ACHC-B*hArg-ACHC-ACHC-B°hAsp-ACHC-Gly-Gly-Cys)~-TMP
(a) (b)
8 (ACHC-B°hArg-ACHC-ACHC-B*hAsp-ACHC-Gly-Gly-Cys),-BMB
— \
(’ \ P 9 (ACHC-B*hSer-ACHC-ACHC-B*hSer-ACHC-Gly-Gly-Cys),-TMP
N \) / 10 (ACHC-B°hArg-ACHC-5°hAsp-ACHC-ACHC-Gly-Gly-Cys) - TMP
H;.'/ oo vl Nooos 11 (Gly;-Cys)-TMP
—_—
R R
J—\ HC:‘CH

/ \ /
/ \ /
HN COOH H:N /

7

23. dbra A: a foldamer-dendrimer konjugdtumok tervezési stratégidja: (a) az alkalmazott nem-
természetes aminosav monomerek, (b) a helikdlis foldamerek dbrdzoldsa, (c) feltételezett
meéretszelektiv hatdsmechanizmus. A kék gémbdok a kiilbnbéz6 méretii AB oligomereket reprezentadljdk.
B: a foldamer-dendrimer konjugdtumok felépitése, illetve 7 térszerkezete.

A konjugatumok AR oligomerekhez torténd kotédését tobbféle maddszerrel jellemeztik. A
kotéserdsségrél kozvetlen informdciét adnak az ITC mérések (24.A abra, haromszoges
pontsor), illetve az oligomerek esetleges méretvaltozasat kovethetjik parhuzamos kisérletben
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DLS-sel (24.A abra, négyzetes pontsor). 7 alkalmazasakor egy bizonyos koncentracidaranynal
erGteljes precipitaciot észleltiink, amit a DLS mérések is alatamasztottak. Az ITC mérések zajat
az oldat inhomogenitasa jelent8sen noveli, am igy is észlelhetd volt egy kétlépcsSs kot6dés.
Az els6 kotGdési egyensulyra az ITC-mérés kiértékelésével kapott adatok: Kp= 6.9+1,4 nM,
AHg=7,24+0,5 kcal mol?, N=0,041+0,00089. A méasodik kotési egyensulyra, aminek esetében
a DLS mérések szerint a precipitdcid az ekvivalenciapont kérnyékén kezd6dott, a kapott
adatok: Kp’= 281,1+38,7 nM, AHg'=2,58+0,02 kcal mol?, N’=0,18+0,002. Az adatok az AB
oligomerek és 7 kozott fellépd szoros kot6dést tamasztjak ala. A monomer 1, illetve ugyanezt
a szekvenciat dimerként tartalmazo 8 entalpogramjai a 24.B abran lathatok. Parhuzamos DLS
mérésekben egyik anyag alkalmazasa esetén sem tapasztaltunk precipitaciét. 8 esetén a
meghatarozhato kotési paraméterek a kovetkezbk: Kp= 721,4+120,1 nM, AHp=8,1+0,12 kcal
mol?, N=0,53+0,003, az adatok a 7 esetében tapasztalt 2. kotési lépcsé adataihoz hasonld
nagysagrenddlek. 1 entalpogramjanak az illesztése a AH kis értéke (0,3620,05 kcal mol™) miatt
problémads, a Kp=2376.1 £ 214,4 nM-os értéknek adddott, a kdtési sztéchiometria viszont kozel
1:1 (N=0,9740,05).
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24. abra A: A8 oligomerek (c=72 uM) ITC titrdldsa 7-tel (0,55 ekvivalensig, hdromszégek, bal oldali
skdla). Az illesztés a két fiiggetlen kétéhelyes modellel tértént. A pdrhuzamos DLS vizsgdlattal
kévethetS dtlagos dtmérdbvdltozdst a grafikon jobb oldali skdldjghoz tartozd, négyzetes pontsor
dbrdzolja. B: ITC-entalpogramok 1 (rombusz) és 8 (kér) vizsgdlata esetén, 72 uM A8 oligomer-
koncentrdciot alkalmazva.

1, 4, 5, 6 szekvenciajat biotinil-aminohexanoil-Gly-Gly részlettel kiegészitve, majd ezekbdl a
konjugatumok biotinilalt formait elGallitva, lehetséges a molekulak streptavidinnel boritott
ELISA-lemezre torténé lekotése. Ebben a kisérleti rendszerben heterogén fazisban
hatarozhaté meg az AP oligomerek affinitdasa a foldamer-dendrimer konjugatumokhoz,
melyek kozil a tetravalens forma sematikus abrazolasa a 25.A abran lathaté. Lyukanként 5
pmol anyagot vittiink fel a lemezekre, a kapott kotédési gorbék a 25. abra B és C grafikonjan
lathatok. A molekuldk szilard hordozéhoz kotése miatt fellépd esetleges sztérikus gatlas miatt
természetesen az ITC és ELISA vizsgalatokbdl kapott eredmények nem mutatnak egyezést, de
a kotéserGsség-valtozasok trendje igen. Az EC50 érték biotinil-7-re 126 nM, biotinil-8-ra 933
nM, biotinil-1 esetén 12 uM (25.B abra), ami j6l mutatja a kotési affinitas vdaltozasat az
Osszekapcsolt foldamer-szegmensek szdmaval. A mérések alapjan egyértelm(i, hogy a 7-es
konjugatum prezentalja a legnagyobb kotési affinitdst az oligomerekhez. A divalens
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konjugatum (8) szintén szubmikromoldris kotési erGsséggel kotddik a felszinhez, de nem
indukal oligomer-precipitaciot.

A B C
| 10 e
C P
o 08 ‘T‘ E{] o P CI) é
S 'S /)
- - S :" ZK / S 04 i F
s s © 04 % ®
= £
[e) ; / A
< 02 i EIH 202 % A @
'y @ é q]
O 8) I & Egg gm ,
000 Oﬁ;é 8?185 1 100 1000 0%001 0,01 1 10 100 1000
AB koncentracio (pM) AB koncentramé (M)

25.dbra ELISA kisérletek, melyekben biotinildlt foldamer-dendrimer konjugdtumokkal (A) boritottunk
streptavidinnel kezelt lemezt, majd a konjugdtumokhoz kétédé AB oligomerek mennyiségét
szekvenciaspecifikus anti-A6 BAM10 antitesttel hatdroztuk meg. B: 7 (kér), 8 (hdromszég) és 1
(négyzet) kétédési gorbéi, C: 7 (kér), 9 (hdromsz6g) és 10 (négyzet) kétédési gérbéi.

A foldamer szerkezetének szerepe tanulmanyozhaté a biotinil-7 (126 nM), -9 (4,4 uM) és -10
(18,5 uM) kotédési eredményeinek 6sszehasonlitdsaval (25.C dbra). Az ELISA mérések jol
alatamasztjak az ITC-adatok alapjan levonhaté kovetkeztetéseket: az erGs kot6déshez
sziikséges mind az ionos oldalldncok jelenléte (9-bél hidnyoznak), mind a B3-hAsp megfeleld
pozicidja (10-ben egy pozicidval eltolva, ezaltal ellentétes térallasba keriilt), hiszen mindkét
valtoztatas a kotési affinitds jelent6s csokkenését eredményezte. Ezek az eredmények a
foldamer-APB oligomer kolcsonhatas szelektiv jellegét tamasztjak ala.
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26. dbra SEC kisérletben elvdlasztott HMW (A cstcs) és LMW (B cstcs) oligomer frakcid
kélcsénhatdsdnak vizsgdlata 7-tel DB kisérletben. Foltonként 10 ug 7-hez adtuk az oligomer-frakciokat
kiilénb6z6 koncentrdcidkban.

7 ITC méréseibdl kapott nagy affinitdsu kotéshez tartozo koétési sztochiometria rendkivil
alacsony értéke (N=0,041) azt valdszinlsiti, hogy az erds kolcsonhatasban részt vevs
molekuldk hanyada a teljes mennyiséghez képest jelentdsen kisebb. SEC technikaval az AB
oligomer mintdbdl nagy molekulatomegl (HMW, 26. abra A csucs) és kis molekulatomeg(
(LMW, 26. abra B csucs) frakciokat tudtunk elkiloniteni, melyeket koncentraciojuk
meghatdrozasa utan adott koncentraciésorban, DB kisérletben, 7 meghatarozott
mennyiségével vittlik kdlcsonhatasba. A kot6dott LMW és HMW oligomerek mennyiségét AB
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szekvencia-specifikus antitest segitségével hatdroztuk meg. A foltok intenzitasat
Osszehasonlitva lathaté, hogy a HMW frakci6 (26.A blot) jellemz6en magasabb
koncentracidokndl eredményezi a jelintenzitds telit6dését: a jelentds intenzitasnovekedés a
uUM-os koncentracidtartomanyban jelentkezik. Ezzel szemben az LMW frakcié (26.B blot) mar
a nM-os tartomanyban is magas jelintenzitast produkal. Ez a mérés az ITC és ELISA
eredményeinket egyarant megerdsiti, azzal a tobbletinformacidval, hogy a nagyobb affinitasu
kotédést a kisebb méretli oligomerekhez rendelhetjik.
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27. abra 7 hatdsa az A8 oligomerek szerkezetére és méreteloszlasdra. A: A8 oligomer percipitdcidja 7
hatdsdra (1:0,5 molardny) TEM felvételen. B: SEC vizsgdlatok: A8 oligomerek (50 uM, fekete), 7 (50 uM,
piros), illetve AB oligomerek + 7 1:1 (kék) és 1:0,25 (z6ld) molardnyban. A mintdkat szlirés utdn
injektaltuk a SEC oszlopra. C: ECD mérések: A8 oligomerek (36 uM, vastag folytonos), 7 (9 uM, vékony
folytonos), illetve AB oligomerek + 7 1:0,25 (vastag szaggatott) molardnyban vizsgdlva. A vékony
szaggatott gérbe a két anyag spektrumdnak hipotetikus dsszegét reprezentdlja. D: ThT-k6tédési
vizsgdlat fluoreszcens spektrofotometridval, A8 oligomerek (36 uM, fehér oszlop), és A8 oligomerek +
7 1:1 molardnyban (sziirke oszlop) vizsgdlva.
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Arra a kérdésre, hogy befolydsolja-e 7 kdlcsonhatdsa az AP oligomerekkel azok masodlagos
szerkezetét, tovabbi fizikai-kémiai vizsgalatok eredményei adtak valaszt (27. dbra).

7-et szubekvivalens molaranyban alkalmazva, TEM vizsgalatok sordn észleltiik a szférikus
oligomerek hosszi ldncokkda, kotegekké torténd asszocidcidjat, az érett fibrillumok
morfoldgidjatol eltéré aggregatumok képz6dését (27.A abra). Annak eldontésére, hogy a
precipitacio az LMW frakciot milyen mértékben érinti, SEC vizsgdlatokat végeztiink. AP
oligomerek 50 uM-os oldatat kromatografaltuk, szlirés utan 6nmagaban (fekete gorbe), illetve
7 12,5 uM-os (z6ld), és 50 uM-os koncentracidja (kék) mellett (27.B abra). Az AB oligomerek
két frakcidja (LMW és HMW) jdl elkiilonil egymastdl. 7 6nmagaban, kompakt szerkezetének
koszonhetGen hosszabb retencios id6vel elual az oszloprdl, mint az oligomerek (piros gorbe).
Ugyanakkor 7 hatasara mar szubekvimoldris aranyban is tapasztalhaté a HMW frakcid
Leltlinése”, ami valdszinlleg a precipitdlodott anyag kiszlirésének a kovetkezménye. Az LMW
frakcio intenzitasa 7 szubekvimolaris mennyiségének hatdsara nem csokken, 1:1 molarany
esetén viszont tapasztalhatd kis mértékd intenzitas-csokkenés. Az LMW frakcidban kotott
formaban, az AB-val Osszemérheté mennyiségben jelen levé 7 az LMW-frakcio LC-MS
analizisével is kimutathatd (dbra nélkil). Az eredmények alapjan tehat az LMW oligomer
frakcio precipitacidéra vald hajlama csak nagy konjugatum-koncentracio jelenlétében, és akkor
is csak részlegesen érvényesil.

Kisebb koncentraciot alkalmazva, de szintén 1:0,25 molaranyt tartva az AB oligomerek és 7
kozott, ECD mérésekkel sikeriilt bizonyitani, hogy a kot6dés révén az oligomerekben nem
kovetkezik be a masodlagos szerkezet jelent6s megvaltozasa. Szerkezetiikben fGleg B-réteges
és rendezetlen szakaszok talalhatdk (27.C abra, vastag folytonos gorbe), amikben 7 hatdsara
nem kovetkezett be a B-réteg mennyiségének megnovekedése (27.C dbra, vastag szaggatott
gorbe). 7 ECD-spektruma igazolja annak kordbban NMR-vizsgdlatokkal bizonyitott helikalis
szerkezetét (dbra C, vékony folytonos gorbe). Az oligomerekkel valé kélcsénhatas révén a 7-
re jellemz6 220 nm koérili minimum eltlint a spektrumbdl, de ezzel egyitt nem jelentkezett
valtozds a 210 nm alatti tartomanyban, amibdl feltételezhetd, hogy a foldamer helikalis
konformacidja nem valtozott a kotédés miatt. A foldamerek CD spektruma érzékenyen reagal
a rovid szekvencidban bekovetkez6 konformaciévaltozasra, viszont rendezetlen szerkezet
felvételére jellemzd kék eltolédast nem detektaltunk.

A B-réteges szerkezet fennmaradasa az oligomerekben 7 jelenlétében ThT-kotésteszttel is
igazolhatéd volt (27.D 4&bra). Osszehasonlitva a pB-réteghez két6d8 ThT-re jellemzé
fluoreszcencia-intenzitdsokat, még az alkalmazott 1:1 molarany (0AB:7) mellett sem
detektaltunk szignifikans eltérést a B-réteg mennyiségében (0AB: fehér oszlop, 0AB + 7: szlirke
oszlop).

In vitro elektrofiziolégiai kisérletben, patkany agyszeleten teszteltiik a tetravalens 7, a
hordozét és pentaglicint, mint kontrollszekvenciat tartalmazé 11, és a bivalens 8 hatasat az
oA altal indukalt LTP-csokkenésre (28. abra).

A csak pufferoldattal kezelt szeleteken, az ingerlés utan 180 perccel 175+5% nagysagu fEPSP
atlagos amplitudot detektaltunk (28.A abra). AR kezelés hatdsara (c=720 nM) az LTP értéke
jelent6sen csdkken (128+5%), mig 7 (c=950 nM) ezt a hatast ellensulyozni tudta (195+5%). A
kontrollként alkalmazott 11 nem mutatott véd6hatdast, AB-val egyltt adagolva az LTP értéke
130+3% volt. A két vegylilet 6nmagaban nem befolyasolta az LTP nagysagat a kezeletlen
esethez képest (7: 184+16%, 11: 200+14%). A bivalens konjugatum (8) ugyanebben a kisérleti
elrendezésben nem tudott véd6hatast kifejteni (28.B abra), az anyag oAB-val valé egyittes
alkalmazasa esetén (fekete négyzet) az fEPSP amplitidé alakulasa koveti a csak oAB-val kapott
gorbét (piros kor).
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28. dbra In vitro LTP vizsgdlatok patkdny agyszeleten. A: A stimulust kévetd 180. percben detektdlhatd
jelintenzitdsok a kezelést megelézé kontrollszint %-dban dbrdzolva. A8 c=720 nM, 7, ill. 11 c=950 nM.
B: a bivalens 8 alkalmazdsa esetén az LTP mértéke nem normalizdlédik.

Az eredményeket 0sszegezve tehat megallapithatod, hogy szerkezetileg optimalizalt foldamer
hélixekbdl tetravalens konjugatumot felépitve olyan molekularis eszk6zh6z juthatunk, amely
szelektiven képes AB oligomerek biolégiai modellkisérletekben kifejtett hatasat csokkenteni.
A foldamer szekvencia esetében a kotédés létrejottéhez sziikséges a hidroféb rész mellett az
ikerionos szerkezet is, és az ionizalédd oldallancok pozicidja is donté a kotéserGsség
szempontjabol. Mas csoportok kisérletei szerint a KLVFF szerkezeten alapulé dimer
konjugatumok képesek LMW AB oligomerekhez kot6dve azok beépiilését a fibrillumokba
gatolni [92, 315, 316], feltételezetten a B-réteges szerkezet megtorésével. Bizonyitottak a
dimerek aggregaciot gatlé hatdsat is, a molekuldk bioldgiai hatdsossagat viszont nem
vizsgaltak. Kisérleteinkben az 1-es foldamer szekvenciat tartalmazo bivalens konjugatum (11)
esetén nem tapasztaltunk aggregacio-gatlast, illetve a konjugatum bioldgiai kornyezetben sem
tudta az AP hatasat kivédeni. Ezzel szemben a tetravalens szerkezet (7) szignifikans védéhatast
mutatott, am hatdsmechanizmusa a fizikai-kémiai vizsgdlatok eredményei szerint nem az
aggregacio gatlasan, és a B-réteges szerkezet modulalasan alapul. Mig 7 a nagyobb méretd
aggregatumokat a gyenge kot6dés kovetkeztében kialakuld keresztkotések révén precipitalni
képes (23.A/c abra), addig a kisebb méret(i oligomerekhez egy szubmikromdlos tartomanyba
esl kotéser6ségi allandoval jellemezhetd affinitast prezental, azok precipitacidja, aggregacids
egyensulyanak eltolasa (akar monomer, akar nagyobb oligomer iranyba), illetve
konformacidjuk jelent6s megvaltoztatasa nélkil. Ehhez az erds kot6déshez valdszinlileg
szilkséges a konjugatum mind a négy foldamer-szegmensének az oligomer szabad
kot6helyeihez torténd hozzaférése (23.A/c abra).
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5.1.3 Molekuldris diagnosztikai modszer kidolgozdsa a toxikus aggregdtumok kimutatdsdra
mennyiségi meghatdrozasara jelenleg nincs elfogadott kisérleti eljaras. Azonban az
el6bbiekben bemutatott tetravalens foldamer konjugatum szelektiv, kis méretld AP
oligomereket felismerd tulajdonsaga révén alkalmas lehet biolégiai mintdkbdl toérténd
oligomer-kimutatasra, a metodika standardizalasaval pedig mennyiségi meghatarozasra is
[317, 318]. A szimmetrikus, PAMAM-dendrimer vazra épitett konjugatum heterogén fazisu
tesztrendszerben hasznalt hordozéra (ELISA lemez, SPR chip stb.) valé rogzitése azonban
geometriailag nem optimalis, hiszen molekulanként egy foldamer egység a felszinhez rogzitve
az oligomerek szamara sztérikusan gatoltta valik. Ezért a multivalenciat biztosité vaz
attervezésére volt sziikség. A 29. abra 1-es vegyllete a korabbi kisérletek alapjan legnagyobb
affinitassal rendelkez6 szekvencia, melyet egy tetravalens, poli-lizin vazhoz kapcsoltunk a mar
alkalmazott maleimid-tiol konjugdcidval (29. d&bra, 2a). A vaz fokalisan szimmetrikus,
fokuszpontjaban funkcionalizalhatd egy biotin-egységgel. Ezen keresztil egy streptavidinnel
boritott felllethez egyszerlien lehorgonyozhatd, mig a molekula geometridja miatt minden
foldamer egység elérhetévé valik az AB oligomerek szdmara.

29. dbra Az AB oligomerek szelektiv kimutatdsdra tervezett, heterogén fdzisu tesztrendszerben
alkalmazhatd foldamer-dendrimer konjugdtum felépitése. 1: a foldamer szerkezete, 2: a fokdlisan
szimmetrikus tetramer konjugdtum szerkezete és sematikus dbrdzoldsa.

Az AP oligomerekkel kialakuléd koélcsénhatds optimalizdlasahoz a molekula jellemzé
paramétereinek szisztematikus valtoztatasaval juthatunk el. Ez esetlinkben jelenti a
multivalencia és a geometria egylttes optimalizalasat, illetve a foldamer szekvencia
szerkezetének tovabbi vizsgalatat a legmegfelel6bb szerkezetl vazhoz kapcsolva.

A kordbban vizsgdlt divalens (30. abra 3), illetve a tetravalens, centralisan szimmetrikus (30.
abra 5) konjugdtumok mellett elkészitettiik a centrdlisan szimmetrikus trivalens (30. abra 4),
centralisan szimmetrikus oktavalens (30. dbra 6), illetve a mar emlitett tetravalens fokalisan
szimmetrikus molekuldkat (30. dbra 7). Ez utobbi molekula a 2a-tdél csak annyiban tér el, hogy
a biotin horgonyt nem tartalmazza. A tetramer konjugatum esetén a topoldgiat is valtoztattuk.
Egyrészt egy ismétl6ds szekvenciaju vazmolekulat alkalmaztunk, melyre a helikalis foldamerek
szimmetrikusan, egymassal parhuzamosan lettek felkotve (30. abra 8), masrészt egy masik
valtozatban a helikdlis szerkezeteket egymas mogé, azonos irdnyitottsaggal, megfelel6 tavkoz-
tarto egységek kozbeépitésével kapcsoltuk 6ssze (30. abra 9).
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30. dbra A molekula geometridjdnak és a foldamer szegmensek szamdnak vdltoztatdsdval kapott
szerkezetek. Dimer (3), centrdlisan szimmetrikus trimer (4), centrdlisan szimmetrikus tetramer (5),
centrdlisan szimmetrikus oktamer (6), fokdlisan szimmetrikus tetramer (7), “pdrhuzamos” tetramer (8),
“soros” linedris tetramer (9).

A vegylletek kot6dését az AB oligomerekhez ITC vizsgalatokkal jellemeztiik (6. tablazat). 1, 3
és 5 értékei a korabbi publikaciéban [313] kozoltekkel egyezéek. A centralisan szimmetrikus
geometridju konjugdtumok kotGédését jellemzé adatokat Osszehasonlitva, a felismerd
szekvencidk szamatdl flggsé kotéserGsségrél nyerhetlink informaciot (1, és  3-6).
Megallapithatjuk, hogy 3 foldamer szekvenciatol (4-6) megjelenik a kétlépcsds kot6dési forma,
ezzel parhuzamosan a kisebb méret(i oligomerekhez vald kot6dést jellemz6 Kp1 értékek a
nanomoélos nagysagrendbe keriilnek. A legkedvezébb kotédést a tetravalens 5 esetén
tapasztaltuk. A multivalencia tovabbi novelése (6) nem vezetett a kotéserGsség tovabbi
javulasahoz, aminek oka valdszinlleg a konjugdtum zsufolt, térgatolt geometridja. Azon
konjugatumok esetén, melyekben a négy foldamert kilénb6z6 relativ térbeli elhelyezkedést
biztosité hordozdkhoz kapcsoltuk (7-9), nem tapasztaltunk jelentds valtozast az 5-h6z képest.
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Az els6 kot6dési 1épcs6t tekintve a linedrisan sorba kapcsolt tetramer (9) esetén a kapott Kp
érték enyhe emelkedése mutatja, hogy ez a szerkezet valdszin(ileg sztérikus szempontbdl a
legkevésbé kedvezd. Bar 8 az 5-tel megegyezd, kedvezd affinitast mutatott a kis méretl AB
oligomerekhez, a kés6bbi felhasznalast szem el6tt tartva a 7-ben taldlhatd fokalis poli-lizin
hordozét részesitettiik el6nyben a tovabbi kisérletekhez. Ez esetben a vaz fékuszpontjaban
lehet a konjugdtumba biotint beépiteni, ami szilard fellileten annak szimmetrikus,
kdzéppontban torténd rogzitését teszi lehetbvé, igy segitve el6 az AR oligomerek szamara a
kedvez6bb hozzaférést.

Vegyiilet Ko (hM™) AG (kcal M)  AH (kcal M) -TAS (kcal M)

N S 2376.1+2144 —742% 036 7177
______ 3 . 7214+1201  -g10* 114 924
4 18,5+ 13,91 -10,20 2,16 12,36
_______________ 1550+1309° -89 028 926
5 69+1,41 -10,38 10,01 20,39
________________ 281,1+387%  -825 25 1080
6 69,0+ 12,01 -9,45 49,4 58,85
________________ 1934+305% 88 031 917
; 16.2+89! -10,27 9,29 19,56
________________ 1276+56.72 ~ -909 023 932
g 4,142,517 -11,07 2,31 13,38
_______________ 374041020 ~ -848 051 899
9 35,0+ 19,71 -9,83 6,01 15,84

372,14212,82 -8,48 1,18 9,66

1 Az 1. kot6dési lépcs6hoz tartozo Kp. 2 A 2. kétédési lépcsGhéz tartozo Kp.
6. tablazat Az 1, 3-10 vegyiiletek ITC méréseibdl nyerhetd termodinamikai jellemzék.

A multivalencia és a bioldgiai hatdasossag osszefliggésének felderitésére két in vitro kisérleti
moddszert alkalmaztunk (31. abra). Patkany agyszeletekbdl nyert hippokampdlis metszetek
izolalasa utan végeztiink szoveti kérnyezetben ex vivo viabilitds-mérést, aminek soran a
szeleteket AP oligomerekkel, illetve az oligomerek és az 1, 3-6 anyagok ekvimolaris
kombinacidjaval kezeltiik. Az agyszeletek ilyen korllmények kozotti tulélése rovid tava
hatasvizsgalatra ad lehet6séget. A kisérletben 10 uM-os AB-kezelés hatasara a viabilitas
szignifikdnsan csokkent (31. abra bal oldal, fehér oszlop, 43,2+1,6% a kontrollhoz képest). A
kilénb6z8 multivalens konjugatumokkal kezelve a szeleteket a foldamer szekvencidk szama
j6l korreldlt a bioldgiai hatdsossaggal. 4 foldamer szdmig (1, 3-5) a hatdsossag folyamatosan
novekedett, a tetravalens foldamer esetén (5) 85,5+4,8% lett a relativ viabilitas, 8 egység
alkalmazasaval (6) viszont mar nem tapasztaltunk tovabbi javuldst (89,312,7%). Az ITC és MTT
eredmények alapjan a 6-os vegyiiletet a masik viabilitasi tesztben emiatt mar nem vizsgaltuk.
Az RT-CES modszerrel SH-SY5Y sejttenyészet viabilitdasat mértik az id6 fliggvényében,
impedanciamérésre alapozva (31. abra jobb oldal). Az alkalmazott AB koncentracid
megegyezett az el6z4 kisérlettel (10 uM), a foldamer-konjugatumokat viszont 1:0,5 és 1:1
molaranyban is megvizsgaltuk. Ez a mérés alkalmas a sejtek viabilitasanak (CV) hosszabb ideji
kovetésére, a 31. jobb oldal A dbran a 24 6ras végpont, a 31. jobb oldal B dbran pedig a 48
oras végpont eredményei lathatdk. Az AP kedvezé6tlen hatasa a sejtek viabilitasara mar 24 ora
utdn szignifikans volt (CVag = 85,1+2,6%). Két vegyiilet, 1 és 4 24 6ra utan megnovelte a sejtek
életképességét mindkét koncentracidban (31. dbra jobb oldal A; CV(1,5.m) = 90,6 + 3,7%; CV(1;
10um)= 96,6 £ 5,1%; CV(a;5 um) = 92,1  3,4%; CV(a; 10 um) = 98,7  3,8%), de hatdsuk 48 dra utan
mar csak az emelt koncentraciéban volt kimutathaté (31. dbra jobb oldal, B; CV(1;5 um) = 87,0
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+2,3%; CV(1;10um)= 89,0 £ 1,9%; CV(4; 5 um) = 85,5 £ 2,0%; CV(4; 10,m) = 91,2 £ 1,7%). A tetravalens
5 esetén tapasztaltuk a legkifejezettebb véd6hatast, mely mindkét koncentraciéban és
id6pontban szignifikdnsan érvényesilt (24 dra: CVs; s um) = 98,0  4,5%; CVs; 10 um)= 102,2 +
4,8%; 48 6ra: CVs; 5 um) = 98,6 * 3,4%; CV(s; 10 um)= 102,1 = 4,0%). A 3-mal torténé 5 uM-os
kezelés egyik id6pontban sem volt hatdsos (24 6ra: CV(s; 5 um) = 85,4 + 2,9%, 48 6ra: CV(3; 5 um) =
85,8 * 3,2%), s6t a koncentracié novelése csokkentette a mért viabilitast (24 éra: CV3; 10 um) =
78,9 + 2,4%, 48 6ra:CV3; 10 um) = 79,7 + 1,0%).
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31. dbra A multivalencia és a bioldgiai hatdsossdg 6sszefliggésének vizsgdlata. Bal oldal: ex vivo
agyszeleten végzett MTT viabilitdsi teszt 10 uM A8 oligomerrel térténd kezelés (fehér oszlop), és
oligomer + 1, 3-6 1:1 molardnyban térténé alkalmazdsa esetén (csikozott oszlopok) (*: kontrollhoz
viszonyitott, #: AB-hoz viszonyitott szignifikancia). Jobb oldal: SH-SY5Y sejttenyészeten végzett RT-CES
mérések. Az A8 oligomereket 10 uM-os, az 1, 3-5 anyagokat 5 és 10 uM-os koncentrdcidoban
alkalmaztuk. A viabilitdst 24 ora (A) és 48 ora (B) utdn vizsgdltuk (a: kontrollhoz, b: AB-hoz viszonyitott
szignifikancia).

A két viabilitas-mérésben tapasztalhato hatasossag-kiilonbség valdszinlileg az eltérd bioldgiai
rendszerekkel magyarazhaté. Az agyszeletben a neuronok természetes kornyezetiikben,
sejtkapcsolataikat és glidlis kornyezetiliket megtartva vizsgalhatok, igy a kezelések hatasa is
komplexebb. Az észlelt toxicitashoz és a védelemhez rendelheté mechanizmusok itt tobb
tényez6t6l fligghetnek, mint a monokulturas exCELLigence mérésben. Ez a kiilonbség vezethet
eltérd életképességhez a vizsgalt sejtek tekintetében.

A fokalisan szimmetrikus tetravalens, és a fokuszpontban biotinnal jel6lt hordozora az 1-es,
kordbbi munkankban NMR-vizsgalatok alapjan optimalizalt foldamer szekvencia rakotésével
kaptuk a 2a vegyiletet (29. abra). A foldamer szerkezetének tovabbi optimalizalasara is
kisérletet tettlink, és mivel ITC vizsgalatok mellett ELISA mérésekben is meg kivantuk vizsgalni
az anyagok hatasossagat, mindegyik foldamert a biotinilalt poli-lizin hordozdéra kapcsoltuk fel.
Az eredeti 2a-ban talalhaté foldamer és a mdédositasokkal kapott szekvencidk (2b-2j) a 32.
abran lathatok. A f6bb valtoztatasi iranyelvek a kovetkez6k voltak: az oldallancok
szerkezetének megvaltoztatasa a toltés befolydsolasa nélkil (2b-2d), az ionos oldallancok
poziciéjanak moédositdsa (2e), nagyobb térkitoltésl biciklusos oldallanc beépitése (2f-2i),
illetve a f6lanc terminalis toltésének eliminaldsa acetilezéssel (2j).
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Vegyiilet

A foldamer szekvenciaja

Vegyiilet A foldamer szekvenciaja

2b

2d

2a ACHC-B’R-ACHC-ACHC-B'D-ACHC-GGC-NH,

ACHC-B*K-ACHC-ACHC-B’D-ACHC-GGC-NH,

2c ACHC-B'R-ACHC-ACHC-B’E-ACHC-GGC-NH,

ACHC-R-ACHC-ACHC-D-ACHC-GGC-NH,

2e ACHC-ACHC-B'R-ACHC-B'D-ACHC-GGC-NH,

ACHC:

HoN

-
2f ABHC-B'R-ACHC-ACHC-B’D-ACHC-GGC-NH, '“.““N
(ABH
2g ACHC-B'R-ABHC-ACHC-B'D-ACHC-GGC-NH, W

2h  ACHC-B'R-ACHC-ABHC-B’D-ACHC-GGC-NH,

2i ACHC-B'R-ACHC-ACHC-B’D-ABHC-GGC-NH,

WE:HC__

[ Ac

2j Ac-ACHC-B'R-ACHC-ACHC-p D-ACHC-GGC-NH,

ABHC:

HoN

32. dbra A tetravalens, biotinnal jelélt poli-Lys hordozdhoz kapcsolt foldamerek szerkezete.

A tetravalens foldamer-dendrimer konjugatumok kétédési affinitasat az AB oligomerekhez
ismét ITC-vizsgalatokkal hataroztuk meg. Mivel tébb esetben az ITC gorbék kiértékelése az
alacsony entalpiavaltozas, vagy a vegylletek rossz oldhatdsaga miatt nem volt lehetséges,
minden anyagot megvizsgaltunk ELISA-mérésekben is (7. tablazat).

Vesviilet Kp itc AG AH -TAS EC50 euisa
gy (nM) (kcalM™) (kcalM™) (kcalM™)  (nM)
27,63+7,741 -9 97 51,33 61,30
7 7’ 7 ’ ’ +
P 2396:e8672  -873 031 904 °*006
53,20+38,701 -959 6,57 16,16
’ 7’ 7 7 7’ +
P 37340+10433 -878  oga 94 >0FLA
253+1811 -11,34 1,96 13,30
7 ’ '] 7 ’ +
% a7500:46412 -89 076 967 2O
R NA NA NA  NA_ 7,70%306
e T NA T NA NA_NA_ 2712021
19,30+9,401 -10,17 2,48 12,66
7 7’ 7’ 7 ’ +
2 siga0+ae690  -803 o027 g3  MOF009
34,10+ 10,001 -9,85 4 88 14,73
’ 7’ 7 Vi ’ +
% 65,30:15850%  -816 037 853 <0004
861+5641 -10,64 7,39 18,02
7 ’ 7’ Vi ’ +
M 7s99:a5002 937 035 9y LF008
R NA NA NA  NA 1594008
. 7,06+0,99 1 -10,75 2,44 13,19
+
2] 79,03+7,46 2 -9,36 0,28 965  016%2.27

NA = nem meghatarozott. 1 Az 1. kotédési lépcs6hoz tartozo Kp. 2 A 2. kot6dési lépcs6hoz tartozo Kp.

7. tablazat Az ITC mérésekbdl nyerheté termodinamikai paraméterek a 2a—2j vegyiiletekre, és az ELISA
meérések kvantitativ kiértékelésével kapott Kp értékek.
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Az ITC eredmények alapjan a tetravalens, biotinnal kiegészitett konjugatum (2a), hasonldan a
centrdlisan szimmetrikus korabban vizsgalt rokonvegyiilethez, kétlépcsés kotédési profillal
rendelkezett. Az elsé kotédési Iépcsét viszonylag nagy kotési affinitas jellemezte ((Kp1 = 27,63
t 7,74 nM). Az oldalldncok homoldg cseréje nem okozott jelentés valtozast a kotési
affinitdsokban: a B3hArg—B3hLys csere a kotési affinitds enyhe csdkkenéséhez vezetett (2b),
mig a B*hAsp—B3hGlu cserével az affinitas kismértékd javuldsat sikerlt elérni (2c). A kationos
oldalldanc megvaltoztatasa mind geometriai, mind toltéss(rliségbeli eltérésekhez vezet [319],
ami a kotéserGsséget kedvezétlenil befolydsolja, mig az anionos oldallanc cseréjének
hatdsabdl arra kovetkeztethetlink, hogy a negativ toltés szikségessége, amit a korabbi
optimalizdlas soran igazoltunk, nem feltétlenil parosul er6s geometriai kévetelményekkel,
hiszen a hosszabb oldallanc extra kotéserdsséget biztositott.

A B3hAsp—>Asp és B3hArg—Arg cserével kapott 2d vegyilet esetében a kapott héviélasz kis
értéke miatt a gorbe kiértékelése nem volt lehetséges, ezért itt csak az ELISA mérések
eredményei dllnak rendelkezésre. Ugyanezt tapasztaltuk a 2e vegylletnél is, amiben a B3hArg
poziciéjat valtoztattuk meg.

Az ACHC egységek ABHC-re torténé szisztematikus cseréjével sem sikerilt nagysagrendileg
novelni a kotési affinitast (2f-2i). A vegylletek nagy térkitoltésd, hidroféb oldallanca viszont
csokkentette az oldhatdsagot, ami ezekben az esetekben az ITC entalpogramok zajossagat
okozta, igy az illesztések nagyobb bizonytalansaggal terheltek voltak, 2i esetében pedig nem
lehetett kiértékelni a mérést.

A foldamerek N-terminalisan a toltés hatasa az ITC mérések alapjan nem szamottevs, az
acetilezés eredményeként kis mértékl, de nagysagrendben nem valtozd kotéserdsség-
javulast tudtunk kimutatni (2j).

B

03 -
HRP-konjugalt -
masodlagos antitest g 0,25 1
c
AB-specifikus o 0,2 4 I
6E10 primer antitest ™ -
3 0,15 -
c
AB oligomer g 0.1 1 %
SS;; Foldameres ﬁ .......... )
P felismeré rész g 0,05 - o e
B

& Biotin 0 e —"
Streptavidin 0 10 20 30 40 50
AB konc. (pM)

33. dbra A: A tetramer foldamer-konjugdtumot alkalmazé ELISA rendszer felépitése. B: Az ELISA
rendszer jelerdsség-optimalizdldsa. Z6ld: jelintenzitdsok az A dbra szerinti kisérleti rendszerrel, vords:
Histols-M jelerdsité rendszer alkalmazdsdval, kék: Histols-M és kisebb feliileti boritottsdgu ELISA-lemez
egylittes alkalmazdsdval.
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A tetravalens, biotinilalt Lys-dendronos konjugatummal kidolgozott ELISA rendszer sematikus
felépitése a 33.A abran lathatd. Az ELISA lemez streptavidinnel boritott. Az eljaras Ujdonsaga,
hogy a szelektiv kdlcsdnhatast antitest helyett a fokdlisan szimmetrikus foldamer-dendrimer
konjugatum biztositja. Mivel ez az antitestnél kisebb méretdi, a szilard felllethez torténd
rogzités esetén kulcsfontossagu az optimalis geometria, mely altal sztérikus gatlastél mentes
kdlcsdnhatas alakulhat ki a célmolekula és a felismerd rész kozott. Az AB oligomerek
kimutatasara szekvenciaspecifikus anti-AB 6E10 antitestet hasznaltunk.

A 2a-2j konjugatumokat ilyen rendszerben vizsgalva, a kapott gérbék analizisével nyert ECso
értékeket a 7. tablazat utolsé oszlopa tartalmazza. Ezekben a kisérletekben az ITC mérésekkel
nem meghatarozhatd kolcsdnhatasokrdl is nyertiink informaciot. Az eredmények szerint a
szerkezeti mddositasok nem befolyasoltak jelentésen az affinitas-értékeket. A legkedvez6bb
értékkel a 2a vegyllet rendelkezett, ezért ezt a molekuldt hasznaltuk a tovabbiakban az ELISA
rendszer paramétereinek finomhangolasahoz, habar az ITC és ELISA mérések egylttes
értékelése alapjan tovdbbi molekuldk (pl. 2c és 2h) is nagy valdszinliséggel sikeresen
alkalmazhatdk lehetnek AR oligomerek szelektiv felismerésén alapuléd mérések kivitelezésére.
Az AK diagnosztikdjanak egyik eleme az ABi.22/AB1-40 arany meghatarozdsa a betegek CSF
mintdjabdl. AK-ban az APia2 mennyiségének csokkenése a Tau/pTau mennyiségének
novekedéséhez tarsulva 80% feletti specifitassal és szenzitivitassal alkalmazhaté az AK
diagnosztikai faktoraként [320]. A mérésekhez standardizalt ELISA protokollokat alkalmaznak,
melyekhez az egyik leggyakrabban hasznalt kit az Innotest® cég ELISA kitje [321]. A mérések
szerint az egészséges ember CSF-jében a kimutathatd APi-42 koncentraciéja 200 pmol/dm3
alatti érték, mig az AK-ra jellemz8en 100 pmol/dm3 alatti mért értékek jellemz&ek. Annak
eldontése, hogy a mérhet6 ABi-22 mennyiségébdl mennyi a monomer és mennyi fordul elé
valamilyen oligomer-formdaban, sziikséges lenne az oligomer-szelektiv ELISA eljaras
érzékenységének az emlitett hatarértékek figyelembevétele szerinti novelése.

Az érzékenység novelhet6 a szokvanyos HRP-jelolt masodlagos antitest helyett (33.B abra,
z0ld gorbe) specifikus, mikropolimer-alapu detektalérendszer hasznalataval (Histols-M. Ezzel
szintén fajspecifikusan detektalhaték immunoglobulinok, de a szokvanyos metodikdhoz
képest magasabb HRP-mennyiséggel, ami a jelintenzitds novelését, az aspecifikus hattérjel
csokkenését okozza (33.B abra, piros gorbe). A Histols-alapu detektalas mellett a sztérikus
gatlas hatasat a jel intenzitasara ugy vizsgaltuk meg, hogy az alapként hasznalt, lyukanként
125 pmol biotin-kétéhellyel rendelkezd ELISA lemez helyett csokkentett boritottsagu,
lyukanként 60 pmolos kapacitasu lemezt alkalmaztunk (33.B abra, kék gorbe). Valtozatlan ECso
érték mellett a jelintenzitas tovabbi ndvekedését tapasztaltuk, ami igazolja a sztérikus gatlas
intenzitas-befolyasold hatdsat. A protokoll optimalizdldsaval elérhetd detektalasi hatar (LOD,
30) 5 pM-ra becstilhet§ (n=12), a linearis tartomany pedig 10-500 pM kozé esik (R?=0,9974).
Az ELISA meghatarozas alapja az a specifikus kdlcsdnhatas, amely az elkapd immunoglobulin
és a meghatarozando fehérjében reprezentdlt antigén kézott alakul ki. Az AR oligomerek
detektalasara kifejlesztett ELISA eredményei is csak akkor megbizhatdak, ha az oligomerek és
a foldamer kozott fellép6 kolcsdnhatas specifikus, az adott bioldgiai matrixban jelen levd
egyéb fehérjék a meghatarozdst nem zavarjak. Ennek igazoldsdra 6sszehasonlitottuk az AP
oligomerek koncentraciofliggs jelintenzitasat két kilonbdz6 oldatban: PBS-ben (34.A abra,
voros gorbe), amit az ELISA kisérletekben a minta higitdsdra hasznalunk, illetve 1% magzati
borjuszérummal (FBS) és 0,1% Tween20 detergenssel kiegészitett DMEM sejttenyésztd
médiumban (34.A abra, kék gorbe). Lathato, hogy a két oldatkérnyezetben az AB oligomerek
azonos intenzitasu jelet adnak, azaz a nagy mennyiségben jelen levé szérumfehérjék és
detergens sem zavarja az oligomerek specifikus detektalasat.

80



fulop.livia 187 24

3,5 |
¢ j ?
€25 ‘ E
(=

o 08
o N
| ™
™ 2 m
m .a A
| '
: N )
| e A
| 2
$1 g e
| & : |
< /f
0’5 &
- . "“srn.
0 T T T l 0 | | ' I l
0,1 1 10 100 1000 0 100 200 — §
log[Ap koncentracié] (pM) Ap koncentracié (pM)

e ses

rendelheté mért jelintenzitdsok PBS-ben (vorés gorbe), illetve DMEM sejtneveld tdpoldatban (kék
gbrbe, 1% FBS és 0,1% Tween20). B: Oligomer (vbérés gérbe) és higitott fibrillaris (kék) A8
koncentrdcicfiiggd jelintenzitdsainak 6sszehasonlitdsa.

Az utolsd tényezd, mely az AP oligomerek detektalasat befolyasolhatja, maga az aggregacids
folyamat. A centralisan szimmetrikus tetramerrel végzett kordbbi kisérleteink bizonyitottak,
hogy az aggregéacio korai fazisaban képz6d6 kis méretl szférikus oligomerek kot6dnek a
legnagyobb affinitassal a foldamer-konjugatumhoz. A 34.B abran az SOP-vel készitett AP
oligomerek és az SFP-vel készitett fibrillumok higitdsi sordnak ELISA-rendszerben mért
intenzitasai szerepelnek. A mérések szerint a rendszerben az oligomerek nagyobb intenzitasu
jelet adnak, de a fibrillaris format tartalmazé mintakban is mérhet6 jelentds jelintenzitas. Ez
azonban nem feltétlenll annak a kdvetkezménye, hogy a foldamer a fibrillumokkal is erds
kdlcsdnhatasba lép, hiszen a mintabdl nem kiildnitettlnk el fibrillaris aggregatumokat, ezért
az valdszinlleg egy oligomer-fibrillum elegy, melyben az oligomer-frakcié kotédhet a
foldamer-konjugatumhoz.

A foldamer-konjugatum oligomer-specifikussagat a jellemz6en AB monomereket tartalmazo,
frissen készitett minta analizisével teszteltiik (35.A dbra). Az AB oligomerekre jellemzd, 20-200
pM koncentracidtartomanyban linearis jelvalaszhoz képest a monomer minta alig produkalt
mérhetd jelintenzitast, LOD értéke a mérés alapjan 3600 pM-ra becsulhetd.

Ugyanezeket a mintakat a kereskedelmi forgalomban kaphatd, az AK diagndzisat megerdsitd,
AB-kimutatasra hasznalt Innotest® rendszerben is megvizsgaltuk (35.B abra). Ez a teszt, mivel
szekvencia-érzékeny antitesttel mdkodik, a frissen elkészitett AP esetében jelentGsen
nagyobb jelintenzitast produkdlt, mint az oligomerek meghatarozasa soran. Ez utobbi
mintaban az alapvonaltdl eltéré intenzitast 100 pM-os koncentraciéban mértiink, az
oligomerek szerkezetéb6l adddodan az antitest szamara elérhetdé antigén latszolagos
koncentracidja kisebb, mint a tényleges amiloid-koncentracid.

Végil a jelintenzitds aggregacio-figgését is megvizsgaltuk egy olyan kisérleti rendszert
alkalmazva, amelyben az SOP-t kovetve elGallitottunk egy 50 uM koncentraciéju AB oldatot,
majd 37 °C-on inkubaltuk 24 6rdig. Meghatarozott id6kozonként mintat vettink az
aggregatumbdl, 500 pM-ra higitottuk, és az ELISA rendszerben megmértik a jelintenzitast
(35.C abra), illetve minden vizsgalt id6pontban TEM-mel megvizsgaltuk a képz6dott

« 7oz

majd ezt kovette egy jelentss lassulas (3-6 h kozott), majd egy platofazisba jutott, véglil 18 éra
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utan csokkenni kezdett. Ezzel parhuzamosan megfigyelhettiik a szférikus oligomerek
keletkezését, majd a platofazisban mar megjelentek a protofibrillaris elemek, mig 24 6ra
mulva a mintaban a fibrillumok tdlsulya volt észlelhetd. Bizonyitottd valt tehat, hogy a
foldamer-konjugatumhoz az oligomer-forma kotédik nagy affinitdssal, a fibrillumokhoz
rendelhetd kotés-affinitas valdszinlileg joval kisebb. Ennek pontos meghatarozdsa a
monomer-oligomer-fibrillum aggregacié dinamikus egyensulya, és a higitas hatdsara a
folyamat kisebb aggregdcids formadk felé torténd eltoléddsa miatt nem lehetséges [322]. Ez
azonban nem rontja az altalunk kidolgozott ELISA-rendszer haszndlhatésagat, melyben a 2a
foldamer-konjugatum, illetve egyes mddositott valtozatai is alkalmazhatdak lehetnek mind
természetes, mind mesterséges eredetli AP-oligomerek nagy érzékenységli mennyiségi
meghatdrozasara.
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35. dbra A foldamer-konjugdtumon alapuldé ELISA teszt oligomer-szelektivitdsanak vizsgdlata. A:
monomer (vérés) és oligomer (kék) A8 koncentrdciofiiggé intenzitdsgorbéje. B: ugyanezen mintdk
vizsgdlata Innotest® rendszerben (vérés: monomer, kék: oligomer AB). C: az aggregdcio idében térténd
el6rehaladdsa befolydsolja az oligomer-specifikus ELISA rendszerben detektdlhato jel intenzitdsdt.
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5.2 Az AICD, mint terapias célpont

Az elméleti 6sszefoglaloban részletesen bemutattam az AICD AK-patolégidban betdltott
szerepét, illetve az Fe65-AICD fehérje kolcsOnhatast, ami kiinduldpontként szolgalhat
alternativ terapias fejlesztésekhez. Munkank sordn azonban ehhez a célponthoz egészen mas
elméleti iranybdl jutottunk el. Az AR oligomerek lehetséges sejten bellli kétépartnereinek
azonositasa mellett (5.1.2.1 fejezet) fibrillaris A aggregatumokkal is kisérleteztiink, de ebben
az esetben a sejtek membranfehérjéire fokuszaltunk a fibrillaris forma extracellularis
el6fordulasa miatt [323]. Ez a munka doktori dolgozatom része volt, de a folytatasabdl
szarmazo eredmények vezettek egy Uj lehetséges gyogyszerjeldlt vegyiilet kifejlesztéséhez.
Ko-precipitacids kisérletekben patkany agybdl szarmazd szinaptikus membranfrakciobdl
izolalt fehérjekeveréket elegyitettiink az AR és B-krisztallin fibrillumokkal, utébbit kontrollként
alkalmazva. Osszesen 88, az AB fibrillumokhoz két6d6 fehérjét tudtunk azonositani, kéziilik
53-at két vagy tobb peptidszekvencia alapjan is. Ezekb&l 40 mutatott specifikusan csak az AB-
hoz kotédést, 13 a B-krisztallinhoz is kotédott. A 40 azonositott fehérjébdl 20 volt
membranfehérje.

Azon tul, hogy az érintett fehérjék vizsgalataval azonosithatok Uj, az AK patoldgia
szempontjabol relevans specifikus kolcsonhatasok, a fehérjekészlet elemzése egy masik
probléma megoldasahoz is segitséget nyujthat. Ez pedig olyan kozos kotGszekvencidk
azonositasa, melyek valdszinlsithet6en ,ragadds” felszint szolgaltathatnak az AB fibrillum
szamara. Adott hosszusagu fragmensek hasonlésaga biostatisztikai maodszerekkel
meghatarozhatd olyan adatbazisok segitségével, melyek az aminosavakat 0Osszetett
szempontrendszer szerint, hasonldsagukat, illetve egymassal valdé helyettesithet&ségiiket
tekintve osztalyozni tudjak. A BLOSUM (,Blocks Amino Acid Substitution Matrices”, [324])
fehérjék konzervalt szakaszainak statisztikai analizisén alapuld hasonldsagi matrix, aminek
segitségével két szekvencia tetszGleges hosszusagu (esetlinkben 5 aminosavbdl allo)
fragmensei a bennik talalhatd aminosavak hasonldosaga és helyettesitési valdszinlisége
alapjan keriilnek osztalyozasra. Az elemzés eredményeként egy olyan tablazatot kaptunk,
mely az AB-val egyitt precipitalédd fehérjékbsl képzett pentapeptideket az el6bbi
szempontrendszer szerint rendezve megadja, hogy az 6t poziciban mely aminosavak
fordulnak el6 a leggyakrabban a hasonldsagot mutatd szekvenciakban. Az eredmények szerint
az N-termindlis feldli els6é aminosav a leggyakrabban ionizdlhaté oldalldncu (a kationos
oldalldnc jelentésen magasabb el6forduldssal reprezentdlt, mint az anionos), melyet egy PXP
motivum kovet, amiben X a legvaldszinlibben szintén prolin, illetve masodik leggyakoribb
aminosavként alanin. Az 5. poziciéban t6bb aminosav kézel azonos gyakorisaggal fordul eld,
jellemzéen elagazd apoldris vagy poldris, nem ionizalédé oldallanccal. A gyakorisagi tablazat
alapjan 65 peptidbdl all6 peptid-konyvtarat szintetizaltunk (8. tablazat), hatdsossagukat
toxikus AP aggregatumok ellen tobbféle biolégiai rendszerben (in vitro viabilitdsi vizsgalatok
SH-SY5Y sejtvonalon, in vitro LTP vizsgalatok patkany agyszeleten) is teszteltlk. A vegyiileteket
az AP toxicitasat gatldé molekulakként szabadalmaztattuk [325]. A bioldgiai vizsgalatokban
legigéretesebbnek bizonyult, P33 jelli anyag (szerkezete a 37. dbra alsé részén lathatd)
lehetséges hatasmechanizmusanak felderitésére fizikai-kémiai vizsgalatokat is végeztink,
ezek azonban nem vart eredményt hoztak. A TEM vizsgdlatok szerint (36. abra) a P33 anyag
nem akadalyozta meg az ABi-42 peptid aggregacidjat, mar 4 ora utan kimutathaté volt
fibrillumok jelenléte a mindkét anyagot tartalmazo mintaban is, és 24 6ra utan volt észlelhet6
a P33 anyag hatdsa az aggregatumok morfoldgidjara. Ezt az eredményt a DLS vizsgalatok is
alatamasztottak, mig ECD vizsgdalatokkal csak gyenge intermolekularis kolcsonhatasok
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fellépését tudtuk igazolni a P33 és az AB1-42 kOzOtt, az APi-a2 masodlagos szerkezetének lényegi

megvaltozasa nélkil (dbra nélkdl).

Jeldlés Szekvencia Jeldlés Szekvencia Jeldlés Szekvencia
P1 DP-NH; P23 Propionil-PAPA-NH, P45 E-Sar-A-Sar-A-NH;
P2 EP-NH, P24 Iminodiacetil-PAPA-NH, P46 apapq
P3 Szukcinil-P-NH; P25 Propionil-pape-NH; P47 apapd-NH;
P4 Szukcinil-PA-NH, P26 Propionil-papg-NH; P48 apapn
P5 Szukcinil-pa-NH; P27 apap-NH; P49 apapg-NH;
P6 Glp-G P28 EPAPA P50 apapn-NH,
P7 Acetil-Glp-G P29 EPPPA P51 apape
P8 glp-G P30 APAPE-NH, P52 apGpe-NH;
P9 Glp-D-NH; P31 epapa-NH; P53 ap-(N-Me-ala)-pe-NH,
P10 glp-d-NH; P32 epppa-NH; P54 a-tic-ape-NH;
P11 EPA-NH; P33 apape-NH; P55 apa-tic-e-NH;
P12 Acetil-EPA-NH; P34 apppe-NH; P56 ap-tic-pe-NH;
P13 EPP-NH, P35 RPAPA-NH, P57 a-Sar-ape-NH;
P14 ape-NH; P36 KPAPA-NH; P58 apa-Sar-e-NH;
P15 Acetil-ape-NH; P37 RPPPA-NH; P59 a-pip-ape-NH;
P16 GABA-pe-NH; P38 KPPPA-NH, P60 apa-pip-e-NH;
P17 DPA-NH, P39 DPAPA-NH, P61 Gpape NH;
P18 EPAP-NH, P40 B-Ala-PAPA-NH, P62 (N-Me-ala)-pape-NH;
P19 Acetil-EPAP-NH, P41 E-Sar-APA-NH; P63 ap-Aib-pe-NH,
P20 pape-NH; P42 EPA-Sar-A-NH, P64 Aib-pape-NH;
P21 pppe-NH, P43 E-Pip-APA-NH, P65 APEPA-NH,
P22 Szukcinil-PAPA-NH, | P44 EPA-Pip-A-NH,

Aib: 2-amino-vajsav; Glp: L-piroglutaminsav; Sar: szarkozin; Pip: L-pipekolinsav; GABA:
tetrahidro-izokinolin-3-karbonsav, N-Me-ala: N-metil-D-alanin.
8. tablazat A gyakorisdgi tdbldzat alapjdn szintetizdlt 65 vegyiilet szekvencidja

gamma-aminovajsav; tic,

iz0-AB1-42 _iZO'ABl"‘Z +P

24 ora

3(1:

5 molarany)
Ve e

36. dbra A P33 hatdsa az AB1.4; aggregdcidjdra: TEM felvételek. Mérték: 200 nm.
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Az in vitro viabilitas-mérésekben a peptidkonyvtar tagjainak tobbsége reprodukalhatd
hatdsossdagot mutatott (dbra nélkiil), amit azonban a leghatékonyabb molekulara (P33)
alapozott fizikai-kémiai vizsgalatok tiikrében nem lehetett az aggregacié gdatlasaval, vagy az
aggregatumokkal kialakitott specifikus kdlcsdnhatas kovetkeztében fellépd
védémechanizmussal magyarazni. A prolin oldallancok felllreprezentdltsaga a
szekvenciakban viszont egy Uj elméletnek adott kiinduldsi alapot.

Irodalombdl ismert fehérjeszerkezeti elem a WW-domén, ami prolin-gazdag szekvenciakkal
specifikus kolcsonhatast alakithat ki. A 2.2.4-es fejezetben részletesen bemutatott Fe65 és
Pinl mlkodésének szabdlyozasa a WW-doménen keresztiil lehet6séget adhat az AK
folyamatainak AICD-n keresztil torténd befolyasolasara. Az Fe65 WW doménjének elsédleges
szerkezete emberben és egérben azonos (37. abra). Ez szdmunkra a kisérleti modell valasztasa
miatt volt lényeges tulajdonsag, ugyanis a kisérletekben nem human expresszaltatott Fe65
fehérjét vizsgaltunk, hanem a kisérleti allatok endogén Fe65-szintjének és funkcidjanak
valtozasat. Bar az Fe65 és Pin1 WW-doménjainak funkcidja hasonlé, szekvencidikban jelent6s
eltérés mutatkozik (37. abra). Az Fe65 WW-doménje a WW-domének alosztalyokba vald
besorolasa alapjan ll-es tipusu, amely szerint preferaltan a PPLP motivumot ismeri fel, mig a
Pinl WW-doménje IV-es tipusu, mely esetben egy (foszfo-T/foszfo-S)-P egység szlikséges a
prolin-gazdag szekvencia molekuldris felismeréséhez [326].

Fe65 WW PTB1 PTB2
1 253 370 542 i 710
285 509 699
/ \
WW (ember/egér): SDLPAGWMRVQDTSGTYYWHIPTGTTQWEPPGR

PTB2 fragmens(ember): “*ACMLRYQKCLDARSQASTSCLPAPPAESVA™R
PTB2 fragmens(egér): “*ACMLRYQKCLDARSQTSTSCLPAPPAESVA*™R

Fe65-WW: Acetil-SDLPAGWMRVQDTSGTYYWHIPTGTTQWEPPGR-amid
Pin1-WW: Acetil-EKLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQWERPSG-amid

HOOC

P33: HzN;—qNKf;NHN—»NZ’—(NHz

e £1,0 10O

37. dbra Az Fe65 sematikus szerkezete, a humdn és egér fehériegk WW és PTB2 doménjének
0sszehasonlitdsa. Az in vitro kisérletekben alkalmazott, szintetikus forrdsbol szarmazé WW-domének
és vizsgdlt pentapeptidek szekvencidi.

Annak érdekében, hogy feltérképezziik a P33 vegyilet kolcsonhatdsanak erGsségét és
specifikussagat az Fe65 WW-doménjével, in vitro kotédési vizsgalatokat végeztiink [327]. Ezek
soran a Pin1 WW-doménjét hasznaltuk kontrollként a fehérje-célpontra irdnyuld szelektivitas
teszteléséhez, illetve a P33 szekvencia-specifikussagat egy pentaprolin peptid kontrollként
vald alkalmazasaval probaltuk felderiteni.
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38. dbra ITC vizsgdlatok. Az injektdlt pentapeptid moldris mennyiségére normdlt kétési entalpia
értékeke dbrdzoldsa a pentapeptid mennyiségének fiiggvényében, pH 7,4-en, PBS-ben 37 °C-on. A:
Fe65-WW titrdldsa P33 peptid névekvé mennyiségével. B: Fe-65 titrdldsa PPPPP peptiddel. C: Pinl
titrdldsa P33 peptiddel.

A kotéserdsség oldatfazisban térténé meghatarozasahoz pH=7,4-es PBS-ben, 37 °C-on ITC
méréseket végeztink (38.abra). Az Fe65-WW doménjéhez novekvé mennyiségben P33-t
adagolva a kotési entalpiavaltozas értékébdl meghatdrozhatd disszociacids allandé
K¢=4,68+0,04 uM, mig a sztochiometria-faktor N=1,14, ami kozel ekvimolaris aranynak felel
meg (38.A abra). A poliprolin-szerkezetet 6nmagaban reprezentaldé PPPPP peptid nem
mutatott kot6dést az Fe65-WW-hez, amivel igazoltuk a szekvencia-specifikussagot (38.B
abra). Hasonldan, a Pin1 WW-doménje és a P33 kozott sem sikeriilt ITC-vel mérhet6 erGsségl
kotSdést kimutatnunk (38.C abra). igy az allatkisérleteink esetében kizarhatjuk a Pinl-
involvalt, a Tau foszforilacidjara iranyuld molekuldris mechanizmusokat a P33 hatasanak
lehetséges magyarazatai kozul.

A P33 peptid bioldgiai hatasat APPxPS1 transzgén egértorzsben vizsgaltuk meg, kontrollként
C57BL/6J egereket alkalmaztunk. Az egereket 3 honapos koruktdl 6 hénapon at kezeltiik P33
anyaggal (IP injektédlassal, 5 mg-kg? mennyiséggel, hetente 5 alkalommal). A kezelés
végeztével magatartas-vizsgalatokat végeztiink, majd az allatok terminaldsa utan, az agyukbol
szarmazo mintakban monitoroztuk az AB-patolégia molekularis jellemzdéinek valtozasat.

A P33 anyag hatdsat a memoariara és tanulasi képességekre MWM kisérletben teszteltiik. Az
Ot napos tanitasi periodusban megmeértiik a vizbe meritett platform megtalalasaig eltelt Uszasi
id6ket (39.A, B dbra). A statisztikai kiértékelés (ismétléses ANOVA) szignifikans eltéréseket tart
fel a mért paraméterek kozott, és a post hoc analizis kimutatta, hogy az APPxPS1-es kontroll
csoport egyedeinek szignifikdnsan hosszabb idGre volt sziiksége a platform megtalalasahoz.
Ezen a ponton érdemes mélyebben megvizsgdlni az ilyen tipusu magatartas-vizsgalatok
eredményeinek statisztikai kiértékelését. A konvenciondlis, az irodalomban rutinszerlen
alkalmazott parametrikus eljarasok tobbsége feltételezi az adatok normalis eloszlasat. Ez a
kritérium azonban a MWM kiértékelésekor nyert adathalmazra nem feltétlenil teljesil.
Emellett az egymast kovet6 napokon végrehajtott mérések adatai nem filiggetlenek
egymastol, ezért a tobbszoros tesztelés esetén el6alld esetleges fals pozitiv vagy fals negativ
dontések azonositdsa a konvencionalis statisztikai mddszerek alkalmazasa esetén nem
lehetséges. Ezen problémdk miatt egy Uj, nem-parametrikus statisztikai modszert
fejlesztettlink ki az adatok minél kisebb hibaval torténé értékelésére.

A 39.A abran az Uszasi idGk atlagai lathatdk a napok fliggvényében. A 39.B abran ugyanezek
az adatok taldlhatok pontdiagramon, az egyes allatcsoportokat jellemzé adatsorokra illesztett
egyenesekkel, illetve a hozzdjuk rendelhetd egyenletekkel és R? értékekkel. Elgondoldsunk
szerint az egyenes jellemz6 paramétereinek vizsgalataval megitélhet, hogy egy bizonyos
hatasra adott valaszt (tanulds miatt csokkendé Uszasi id6t) detektaltunk, vagy egy véletlen
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eseményt, illetve, hogy az egyes allatcsoportokat jellemz6 tanulasi folyamatok szignifikansan

eltérnek-e egymastal.
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39. dbra Az MWM teszt statisztikai értékelése. A: az egerek platform megtaldldsi idejének dtlaga
dbrdzolva az egyes csoportokra a tanuldsi napok fiiggvényében. B: Az A dbra adatai x;y diagramon
dbrdzolva, az adatokra illesztett egyenesekkel. C: A permutdcids tesztek 3D eloszldsi térképei. yveq;(1/m)
adatpdrok gyakorisdgi eloszldsdnak dbrdzoldsa a négy dllatcsoportra. D: A ,bootstrapping”
mintavétellel kapott y.eg;(1/m) adatpdrok 2D eloszldsi kontiurdiagramja. Bal oldal: vad tipusu kezelt
(vérés folytonos gérbe és kor kézéppont) és kezeletlen (vords szaggatott gérbe és rombusz kézéppont)
dllatok, jobb oldal: APPxPS1-es kezelt (vords folytonos gérbe és kér kézéppont) és kezeletlen (vérés
szaggatott gérbe és rombusz kzéppont) dllatok adatai.
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A fals pozitiv dontési hiba kizarasara (azaz, hogy egy valtozast tévesen szignifikansnak itéliink)
permutacios maédszert alkalmaztunk. Ehhez a teljes mért adatkészletbél (minden allat minden
nap mért adatat véve), 50 ezer kiilonboz6 adatszettet allitottunk el6, és ezeket 2
szarmaztatott adattal jellemeztiink (2-valtozéos modell): 1) az illesztett egyenes
meredekségének reciproka (1/m), melynek nulldhoz kozeli negativ értéke az allatok tanulasi
képességének naprdél-napra bekovetkezd erGteljes javuldsaval korreldl, 2) az utolsé napra esé
Uszdsi id6 (yveg), melynek nulldhoz kozelsége szintén a tanuldsi folyamat eredményességét
mutatja. Ezek az adatparok az ywg;(1/m) kétdimenzids adattérben az 50 ezer véletlenszer(
mintaban kiilonb6z6 gyakorisaggal fordulnak el6, az igy kapott gyakorisagi eloszlasokat
reprezentdld 3D eloszlasi térképek a 39.C abran l[athatdk.

Minden 3abran szerepel az adott ténylegesen mért adatsort jellemz6 egyeneshez tartozo
yvég;(1/m) adatpar is, ez pirossal van jelolve. A piros érték elklonllése a fekete adatmez6tdl
azt jelenti, hogy a véletlenszer( esetektdl statisztikailag jol elvalik a mért adatsor, tehat az
allitdsunk annak szignifikancidjara vonatkoztatva igaz. Ezt az elgondolast elfogadva
megallapithatjuk, hogy a vad allatok esetében mind a kezeletlen kontroll csoportot, mind a
P33-mal kezelt csoportot jellemzd yweg;(1/m) adatpar kivil esik a véletlenszerl zénan,
adatsoruk tehat szignifikansan kiilonbozik a véletlenszer(i esetektél. Az APPxPS1-es kezeletlen
allatokat jellemz6 adatsor viszont statisztikailag nem kilonidl el a véletlenszerld generalt
esetektdl, tehat ott nem beszélhetlink tényleges, javulé tendenciat mutaté tanulasrol. Az
APPxPS1-es dllatok P33-mal torténé kezelése hatasara el6allo adatsor yueg;(1/m) értéke a
véletlenszer(i tartomanyon kivilre esik, ami a kezelés hatasossagat bizonyitja.

A fals negativ dontési hiba bekovetkeztének valdszinliségét egy masik modszerrel, a
,bootstrapping” eljarassal becsiiltiik meg (39.D abra). Ez egy ismétléses mintavételi eljaras,
azaz egy adat, kivalasztasa utdn, visszakerll a szettbe. Ezzel a minta valtozékonysagara is
tehet6 becslés. A modszer alkalmazasahoz sziikséges alapfeltevés, hogy az eredeti adathalmaz
a populacid reprezentativ mintaja volt. A mddszerrel ismét 50 ezer adatszettet generaltunk a
mérési adatokbdl, és a ywg(1/m) 2-valtozés modellt vizsgaltuk. A cél a P33 kezelés
hatékonysaganak eldontése az adott allatcsoportra, ezért a vad tipusu kezeletlen (39.D abra
bal oldal, vorés rombusz és voros szaggatott kontur) és kezelt allatokat (39.D abra bal oldal,
vOros kor és voros folytonos kontur), illetve az APPxPS1-es kezeletlen (39.D abra jobb oldal,
vOros rombusz és voros szaggatott kontur) és kezelt (39.D abra jobb oldal, voros kor és vords
folytonos kontur) allatokat hasonlitottuk 6ssze egymassal. A vastag konturokkal hatarolt
terliletek az adatok 90%-3at tartalmazzak. A bal oldali dbran a két adatmezé nagy aranyban fed
at egymassal (a kezeletlen adatmezd teriiletének 32%-a fed 4t a kezelt adatmezd teriiletének
89%-aval), aminek alapjan kimondhatjuk, hogy a két csoportot leird valtozékban nincs
szignifikdns eltérés, azaz a vad kezeletlen és a vad P33-mal kezelt egerek hasonlé mértékben
voltak képesek az informdciét megtanulni. Az APPxPS1-es allatok esetében viszont (jobb oldal)
az atfedés kicsi (mindkét adatmez6 teljes teriiletének kb. 2%-a fed csak at), ami viszont azt
jelzi, hogy a transzgén allatok esetében a tanuldsi képességekben megnyilvanuld kilonbség
szignifikans. Ez a vizualizacio azt is megmutatja, hogy mérési adataink nem kovetik a Gauss-
eloszlast, mivel ebben az esetben az adatmezdknek szimmetrikusan elliptikusnak kellene
lenniiik. Altalanosan levonhaté tanulsag tehat, hogy ha az adatok eloszldsa a tanulasi folyamat
altal szisztematikusan egy irdnyban befolyasolt, a szokvanyos statisztikai eljarasok nem
alkalmazhatdak. llyen esetben a nem-paraméteres statisztikai eljarasok hasznalata javasolt.
A magatartas-tesztek mellett az AK egyes jellemzé molekularis folyamatait is megvizsgaltuk a
kisérleti allatokban. A neurotoxikus oligomerek képzG6dése, illetve az amiloid plakkok
kialakulasa hatassal van a neuronalis plaszticitasra, amivel dsszefliggést mutat az idegsejtek
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nyulvanyain kialakuld dendrittiiskék szama és morfoldgidja. A dendrittliske-képz&dést
tobbféle mdédon lehet kvantitativan jellemezni. Az egyik ilyen, idGigényessége miatt kevésbé
kedvelt mddszer a dendrittiiskék mennyiségének standardizalt koriilmények kozott torténd
megszamoldsa. Ehhez a neuronok specidlis festése sziikséges (Golgi-impregnalds). A
modszerrel kapott eredmények a 40.A dbran lathatdk.
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40. dbra A P33 kezelés in vivo hatdsdnak tanulmdnyozdsa: hisztoldgiai vizsgdlatok. A: A
dendrittiiskeszam vizsgdlata Golgi festés alkalmazdsdval, P33-mal kezelt vad tipusu és transzgén
egerekben. B: az asztrocita-aktivdcio meértékét jellemzé GFAP jelintenzitds vdltozdsa az
dllatcsoportokban. C: az aktivdlt mikroglia mennyiségi vdltozdsdnak detektdldsa Ibal immunfestéssel.

Az APPxPSl-es allatokban, valdszinlleg az amiloid-patolégia megjelenésének
kovetkezményeként, csokkent dendrittliiske-slirliséget talaltunk, amit a P33-mal torténé
kezelés Ujra a vad tipusu allatokban mért szinthez kozeli értékre allitott vissza. Tovabbi
lehet6ség a dendrittiiskeszammal korrelalo szinaptikus fehérjék mérése, amivel a szamolasnal
gyorsabban, de a WB maddszert jellemz6 pontossaggal nyerhetiink kvantitativ informaciot. A
posztszinaptikus slrlség fehérje 95 (PSD95) mennyiségének valtozasat megvizsgalva a
dendrittliskeszam alakuldsaval jol egyez6 eredményeket kaptunk (abra nélkil).

Az amiloid patoldgia fellépésnek kovetkezménye az allatok immunrendszerének aktivalddasa,
ami az agyban a glia-tipusu sejtek aktivacidjaban nyilvdnul meg. Ez mind az asztrocitdk, mind
a mikroglia esetében kimutathaté a megfelels fehérje (GFAP, illetve Ibal) immunhisztokémiai
meghatarozasaval (rendre 40. abra B és C). A kisérletek szerint a GFAP és Ibal szintje az
APPxPS1-es allatokban szignifikansan magasabb volt, mint a vad tipusu allatokban, amit a P33
kezelés az asztrocita-aktivacid esetében szinte teljesen, a mikroglia esetén részben, de
szignifikdns mértékben ellensulyozni tudott.
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41. dabra A: A HC és CTX teriiletén az oldhaté AB;.4.; mennyiségének meghatdrozdsa ELISA méréssel. B:
Reprezentativ felvétel az amiloid plakkok festésérdl az AB;..; C-termindlisdra specifikus 4G8 antitesttel.
C: Az amiloid plakk-siirliség meghatdrozdsa az egyes dllatcsoportokban.
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Az APPxPSl-es transzgén egértorzs egyedeiben a képz6d6 AB-bdl kezdetben
valdszinUsithetéen toxikus oligomerek, kés6bb az agyi strukturaban kimutathato plakkok
keletkeznek. Ez utdbbiak a 9 hdnapos allatokban immunhisztokémiai mdédszerekkel mar nagy
biztonsaggal hatarozhaték meg, az AB1-42 C-termindlisara specifikus 4G8 antitestet alkalmazva.
Az oldhaté AR frakciét Shankar eljarasa alapjan izolaltuk [328], majd a csak human ABi-a2
szekvenciara specifikus 3D6 antitesten alapuld ELISA-teszttel mutattuk ki. Az ELISA mérések
alapjan a P33 kezelés hatasara a transzgén dallatokban mind az oldhaté AB frakcié (41.A abra),
mind a plakkok (reprezentativ agyszeletek képei: 41.B abra, plakkok denzitdsa az egyes
csoportokban: 41.C abra) mennyisége szignifikansan csdkkent.

A P33 vegyilet pontos hatdsmechanizmusanak felderitése érdekében az allatcsoportokban
megyvizsgaltuk az Fe65 fehérje szintjének alakuldsat is. Bar az dllatmodelliink nem tartalmazott
human Fe65 expresszidjat kivalto genetikai mddositast, az egyedek termelnek endogén Fe65-
ot, ami valdszin(sithet6en hasonld szerkezettel és funkcidval rendelkezik ebben a fajban is,
mint az emberben.

* —_— _—
’.—‘ —_— r—|.
16 —_— 1,8 + 0,45 . 2,0 *
14 — 1.6 i _ 0,40 ~ 2 1,8
1,6
?1 2 é- 1.4 ? 0,35 o
S R ‘S 0,30 g 14
© 1,0 E © T 12
= £ 10 £ 0259 o
L - «©
¢ 0% 208 T 0,20 o 0
Q = K 2 08
o 0.6 - o o o
(qD,) % 0,6 o 0.15 (D) 0.6
e i
L 04 04 3 0,10 & 0a] 1
. y b ol
0.0 0,0 00 . 0.0 —
WT- WT-  APP/PS1- APP/PS1- WT- WT-  APP/PS1- APP/PS1- WT- WT-  APP/PS1- APP/PS1- WT- WT-  APP/PS1- APP/PS1-
kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33 kontroll P33
A A I A A A A A A L A A A A A A
r g V \f 1 r W ¥ I 1 r Ll \r \l 1 r V 1 r Y A\l
Fess NMMENNNNSES - SRERERER R PP e RS e s e e e CO9 m
fakin R (o [ R (K | S e R e

42. abra Egér endogén Fe65 szint (A), humdn APP (B), pThr®®3-APP (C), és a C99/C83 ardny (D) vizsgdlata
APPxPS1 transzgén és CLB6 kontroll egerekben, WB mddszerrel.

Az endogén Fe65 szintje (42.A abra) az APPxPS1-es allatokban mar P33 kezelés nélkil is
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, mint a vad tipusu allatokban. Ennek oka valdszindleg
az APP tultermel6désébdl kovetkezd visszacsatoldsos erGsddés, amit mds transzgén
allatmodellben is igazoltak [329]. A jelenségnek az AK-ban is van relevanciaja, emberi AK-s
agymintak post mortem elemzése soran a HC terliletén emelkedett Fe65-immunoreaktivitast
detektaltak, aminek mértéke korreldlt az AK sulyossagaval [330]. Modelliinkben a P33 kezelés
viszont érdemben nem befolyasolta az Fe65 szintjét.

Az APP-nek 8 jellemzd foszforilacids helye van a citoplazmaba nyulé régidban, melyek koziil a
Thrb68 poszttranszlaciés modositdsa felel6s az Fe65-hoz torténd kotédésért, illetve az ezt
kovet6 APP transzlokacidért és a megemelkedett AB szintért [106, 331]. Emberi AK-s
mintakban post mortem vizsgélatokban emelkedett pThré8APP-szintet detektaltak [331]. igy
a hatdsmechanizmus felderitésének kovetkez6 logikus |épése az APP (42.B abra) és a
pThré®8APP (42.C dbra) mennyiségének meghatédrozdsa az egyes allatcsoportokban, annak
felderitésére, hogy a P33 befolyasolja-e az Fe65-pThré®APP koélcsonhatast. A vartnak
megfelel6en mind az APP, mind a pThr®%8APP mennyisége megnétt a transzgén allatokban,
amit azonban a P33 kezelés nem vdltoztatott meg. A 42.C abran az is lathatd, hogy az
alkalmazott anti-pThr®®8APP antitest mutat egy bizonyos szint(i aspecifikus kétédést is a
mintaban jelen |év6é egyéb (valdszinlileg foszforilalt) fehérjeszekvenciakhoz, hiszen a vad
allatokban is detektalhatd gyenge jelintenzitds. A transzgén allatok mintaibdl szarmazo
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intenzitasok viszont jelentGsen magasabbak, igy a mérés eredményeibél levont
kovetkeztetések helytalldak.

Lehetséges-e, hogy a P33 valamilyen mddon az APP két lebontdsi Utjanak befolydsoldsan
keresztul fejti ki hatasat, ami mind az oldhaté, mind a plakk-formdban dusulé AR
mennyiségének észlelt csokkenését okoznd? Ezt eldontendd, a két Uton képz8dé6 lebontdsi
termékek (amiloidogén: C99 fragmens, nem-amiloidogén: C83 fragmens) mennyiségének
aranyat is meghatdroztuk (42.D abra). A vartnak megfeleléen a transzgén dallatokban
szignifikdnsan emelkedett a C99/C83 arany, reprezentalva az amiloidogén lebontdsi Ut
érvényeslilését, ez viszont a P33 kezelés hatasara nem valtozott.

Ha a P33 az el6z6ekben részletezett mdédok egyikén sem tudta befolyasolni az AR képzddését,
viszont bizonyitottuk kotédését az Fe65 WW-doménjéhez, akkor hatdsat feltehetéen
kdzvetlenil ezen kapcsolddas révén fejtheti ki, amely altal az Fe65 tovabbi, az AK-patoldgiaban
fontos szerepet jatszé fehérjékkel torténd kdlcsénhatasat gatolja. Ez a gatlas irodalmi adatok
szerint az Fe65 konformacidjanak megvaltozasa révén torténhet. Az Fe65 mikodésekor
bekovetkez6 konformacié-mddosuldst Cao [332] irta le elGszor. Feltételezése szerint inaktiv
allapotban a WW és a PTB2 domén kdlcsdnhatdsa révén az Fe65 zart konformacidja alakul ki.
Az APP, egyéb specifikus membran-asszocialt faktorok (pl. PIP2) segitségével, képes ezt a
konformaciot megnyitni és a PTB2-doménhez kapcsolddni, ezaltal az Fe65-6t aktivalni. Feilen
[333] kimutatta, hogy az Fe65 a zart konformacio kialakitdsa mellett, AICD hianyaban, az APP-
kot6helyek dsszekapcsolddasaval homodimert képezhet, illetve tovabbi bizonyitékokat talalt
a zart konformacié felnyilasara az AICD-vel torténd kapcsoldddaskor, ami sziikségszerlen a
WW-PTB2 kolcsdnhatas meggyengiilésével jar [332, 333]. Ezt a gondolatmenetet alapul véve
feltételezhetd, hogy a P33 a WW-doménnel kolcsdnhatasba lépve befolyasolja a kiilonféle
térszerkezetek kozott alapesetben kialakuld egyensulyt, ezaltal befolydsolva az Fe65-irdnyitott
APP-lebontast.

A 2.2.4-es fejezetben részleteztem az Fe65 amiloid-termelésre kifejtett hatasanak
ellentmonddsos eredményeit. A magyarazatot viszont altaldban az Fe65 expresszids szintjének
valtozasan alapuld kisérletek szolgaltatjak, nem a fehérje esetleges konformacidévaltozasanak
vizsgalata. Esetlinkben az egerek genetika modositasa az APP és PS1 termelésére irdnyult, az
Feb5 szintet genetikailag kozvetleniil nem befolydsoltuk. Mégis megemelkedett Fe65-szintet
tapasztaltunk a transzgén allatokban, amit viszont, az AB-szintek befolydsolasa mellett, a P33
kezelés nem modositott szignifikdnsan. Bar a genetikai mddositas visszacsatoldé hatasa
érvényesll az Feb65-szint novekedésében, a P33 hatasat kozvetlenil az Fe65 fehérjéhez
torténd kapcsolddas révén fejtheti ki, a fehérjeszintek modositdsa nélkiil. Az irodalomban
taldlhato ellentmondasos hipotézisek kdzil eredményeink azt a verziot tdmasztjak ala, amely
szerint az aktiv formaju Fe65 mennyiségének feltételezett csokkenése kedvezd iranyban
befolyasolja a tultermel6dott APP lebontasi folyamatait, de a két Ut aranyanak eltolasa nélkiil.
Emellett az a lehet6ség sem zarhaté ki, hogy a P33 hatdasa olyan Fe65-fehérje
kdlcsdnhatasokra iranyul, melyekben a partnerfehérje résztvevdje az AK valamely molekuldris
folyamatdnak (pl. Mena, Abl kindz, GSK-38), és a specifikus kdlcsénhatas a fehérje sajat PXP-
motivuman keresztll valdsul meg. Ennek tisztazdsa tovdbbi érdekes irdanyokat nyithat
kutatasaink szdmara a témaban.
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5.3 A neurogenezis zavardra alapozott kisérletek eredményei

Az elméleti attekintésben részletezett okok miatt a neurogenezis valtozasa a természetes
Oregedéssel és AK-ban kiinduldsi alapként szolgdlhat U tipusu, nem kizardlag az APB-
patologiara alapozott gyodgyszerfejlesztéshez. A neurogenezis vizsgalatat megfelel6
modellrendszerben végezhetjik el, a gyogyszerjeldlt vegyiletek tesztelésével kapott
eredmények megértéséhez viszont szikséges a modellrendszerben a folyamat részletes
tanulmdanyozdsa, a valtozasokrdl minél tobb informacié gylijtésével. Bizonyos életkoru
APPxPS1-es egerekben leirtak mar neurogenezist célzd vizsgalatokat, azonban az AK-patoldgia
és a neurogenezis szisztematikus, korral jaré valtozasat, és esetleges egymasra hatasat mi
elemeztik el6szor, egy nagy allatszammal tervezett kisérletben [334].

1-12 honapos korig havonta, majd 18 hénapos korban vizsgdltuk a neurogenezis két fazisara
jellemzé markerek alakuldsat vad C57BL/6J kontroll és APPxPS1 transzgén egerekben.
Immunhisztokémiai vizsgalatokban a neurogenezis korai fazisat jellemz6 neuronalis 6ssejt-
osztddast a DG teriletén BrdU-beépliléssel tanulmanyoztuk (43.A abra). Mind a vad, mind a
transzgén dllatokban az életkorral jelent6sen csdkkent az osztdodd Gssejtek szama, a két
allatcsoport kozott a kilonbség 8-12 hdnapos kor kdzott valt szignifikanssa. A differenciaciot
kovet6en kialakuld éretlen neuronok mennyisége a rajuk jellemz6 DCX-expresszio mértékével
jellemezhetd, ez 1, majd 9-11 hdnapos korban szignifikdnsan kisebb volt a transzgén
allatokban (43.B abra). Az érett neuronok szamdval aranyos NeuN-intenzitas viszont egyik
életkorban sem mutatott kilonbséget a két allatcsoport kozott (abra nélkil).
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43. dbra Neurogenezis markerek vdltozdsa az életkorral a DG teriiletén, vad C57BL/6J) és APPxPS1
transzgén egerekben (immunhisztokémiai vizsgdlatok). A: A BrdU+ sejtek szamdnak alakuldsa, B: a
DCX+ sejtek mennyiségének valtozdsa.

A genetikai modositas kdvetkeztében keletkezd AR akkumulacidja a transzgén allatokban az
agy védekezbrendszerének aktivalédasahoz, gyulladasos folyamatok kialakulasahoz vezet. Az
asztrocita-aktivacio a GFAP expresszio mértékével jellemezhet6. Immunfestéssel
meghatarozva a GFAP-szintet, a két egércsoport kozott 6-12 hdnapos korban talaltunk
szignifikdns eltérést (44.A abra). Az AB eltavolitasaban és az egészséges allapotra jellemzé
sejtkdrnyezet visszadllitdsaban fontos szerepet jatsz6 mikroglia aktivacidja Ibal
immunofestéssel keriilt meghatarozasra. 7-18 honapos korban az APPxPS1-es allatokban
szignifikdnsan emelkedett Ibal szintet tudtunk mérni a vad tipusu allatokhoz képest (44.B
abra).
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44. abra Az agyi immunvdlaszért felelGs glidzis alakuldsa a vad tipusu és APPxPS1-es dllatok agydban
a DG teriiletén (immunhisztokémiai vizsgdlatok). A: az asztrocita-aktivdciot jellemz6 GFAP-szint
vdltozdsa, B: az aktivdlt mikroglia mennyiségével korreldlo Ibal vdltozdsa.

Az eredményekbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a transzgén allatokban a
gyulladasos folyamatok korabban okoznak detektalhatd elvaltozasokat (6-7 hénapos kor
kordl), mint amikor a neurogenezist érint6 kilonbségek megjelennek (8-9 hénap). A BrdU és
DCX els6 honapban tapasztalt kiugréan magas értéke nem a feln6ttkori, hanem az
Ujszulottkori neuronalis érési folyamatokat tikrozi, a DCX-szint szignifikans csokkenése a
transzgén allatokban még bizonyosan nem az AB-patoldgia eredménye.
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45. dbra Az AB-patoldégia vdltozdsa a korral APPxPS1 egerekben. A: a transzgén mdodositds
kovetkeztében expresszdlt APP mennyiségének vdltozdsa (WB kisérlet). B: az amiloidogén/nem
amiloidogén uton keletkezé lebontdsi termékek (C99/C83) ardnydnak alakuldsa (WB kisérlet). C: az
AB1.42 plakkok mennyiségének vdltozdsa (immunhisztokémiai vizsgdlat). D: az oldhatd AB1.42 frakcio

ey
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Az AB-patoldgia alakulasat az életkorral tobbféle vizsgalattal jellemeztik. Az expresszalt APP
mennyiségét a HC és CTX terliletekbll készitett agyhomogenizatumban WB-technikaval
hataroztuk meg (45.A abra), a detektalhaté mennyiség az 5. hdnaptdl jelentésen visszaesett a
transzgén allatokban. Az amiloidogén és nem amiloidogén lebontasi utak érvényesiilése a
C99/C83 arannyal jellemezhets (45.B abra), a 6. hdnaptdl emelkedés tapasztalhatd az
amiloidogén termék képz8dése iranyaba. Egy hatdrkoncentracion tul a keletkezé ABi-42
ezekben az allatokban plakkokat képezhet, melyeket 4G8 antitesttel detektaltunk (45.C abra).
A plakkok megjelenése az allatok 5 honapos koratdl volt jellemz8. Az agyhomogenizatumban
ELISA teszt segitségével kimutathatd oldhatd APia2 mennyisége 4 honapos kortdl lassu
csokkenést mutat (45.D abra). Az eredményeket 0sszegezve feltételezziik, hogy az allatok kb.
5-6 hoénapos koruk koril kezdenek az amiloidogén lebontasi ut egyre kifejezettebb
érvényesilése miatt olyan mennyiségben toxikus aggregatumokat termelni, aminek hatasara
az agyukban kimutathatéva valik az immunrendszer aktivalédasa és a gyulladas.

Hénap
Marker
2 3 5 6 9 10 12
Sajat | M M M A A-S A-S A-S
Brdu A-S A-S A-S [337]; A-S
Ref. | 335] | [336-338] | Aa[339} | " |[339,340]| A>[337] NA
Sajat | M M M M A-S A-S A
M A-S
DCX ] .
Ref. [:‘321 [337, 338], :n[?:;s}] A-S[336] | A-S[339] | [336,337], | A-S[336]
A-S [336] A [338]
Sajat | NK NK NK NK NK NK NK
NeuN
N 1 Ref. | NA NA NA NA NA NK [341] | NK [336]
Sajat | M A M M-S M-S M-S M-S
GFAP M-S M-S M-S
Ref. | NA A [336] NA 336 NA 336,341 | [(33€]
Sajat | A M A M M-S M-S M-S
Ibal M [338], M-S M-S M-S
Ref. | NA A [336] NA [336] NA [336,341] | [336]
Sajat ND ND + + + NA +
AB ND [336] + + *
lakk , )
P Ref. | NA 1 1337,342] | [337,339]| *133® | 339, 340] [333if]38' +[336]
Sajat |+ + ; ; - NA i
oldhaté 2 -
A .
B | Ref. | +[335] NA (337, 339] | *1339] | +[339] NA NA
Sajat + + - - - NA -
APP
Ref. | +[335] NA NA NA NA + [341] NA

9. tdablazat Az életkorral Gsszefiiggé neurogenezist és AB-patoldgidt érinté vdltozdsok felderitése
APPxPS1-es transzgén egérmodellben. A vizsgdlt paraméterek dltalunk tapasztalt vdltozdsdanak
dsszehasonlitdsa az irodalomban taldlhato adatokkal. A: alacsonyabb, mint a vad tipusu dllatokban. A-
S: szignifikansan alacsonyabb, mint a vad tipusu dllatokban. M: magasabb, mint a vad tipusu
dllatokban. M-S: szignifikdnsan magasabb, mint a vad tipusu dllatokban. NK: nincs kiilénbség a két
dllatcsoport kézott. NA: nem meghatdrozott. ND: nem kimutathatd -: kimutathato és csékken, +:
kimutathato (sajat mérésekben né).
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Az APPxPS1-es egértorzsre jellemz6 neurogenezis és AB patoldgia kapcsolatat meghatarozott
életkoru egyedekben mas csoportok is vizsgaltdk. Eredményeik a mi észleléseinkkel
Osszehasonlitva a 9. tablazatban lathatok. A 1-12 héonap koézott a hidnyzé hdnapokra (1,4, 7-
8,11) csak mi vizsgaltuk az allatokat, ezekre az életkorokra vonatkozé referencia adatot nem
taldltunk. A vastagitassal kiemelt adatmez8k ellentmondasos eredményeket jeleznek, kdziliik
harom esetben (3 hé DCX, Ibal és AB plakk) mar az irodalmi forrasok is ellentmonddsosak. A
korai hénapok (2. és 3.) neurogenezissel kapcsolatos adatai esetében megjegyzendd, hogy az
altalunk talalt eredmények nem szignifikansak, nem mutatnak statisztikailag alatamasztott
eltérést a vad tipusu allatoktdl. Az ellentmonddsok oka nagy valdszinlséggel a detektalasi
metodikak kiulonbdz6sége. A BrdU vizsgdlat nem egy szokvanyos immunhisztokémiai eljaras,
amiben egy adott célfehérje antitest-antigén kdlcsénhatdson keresztil detektalhatd, hanem
egy inkorpordciés maédszer, ahol az osztddd sejtek S-fazisaban a DNS-be timidin helyett
beépll6 BrdU mennyisége hatarozhaté meg a DNS-szal sav vagy hé altali feltarasa utan,
specifikus antitestes kdlcsonhatdssal. A mddszer sajatossagai miatt, az injektalt BrdU
mennyisége, az injektalasok szama, és az injektalas és az allatok terminaldsa kozo6tt eltelt id6,
befolyasoljdk az észlelt intenzitast, ezaltal nehezitve az 6sszehasonlitdst [343]. Esetiinkben 6
napon at tartd, viszonylag nagy (100 mg-kg') doézisi BrdU injektalassal a lehetd legtobb
proliferalédo sejt jelolését céloztuk meg [344], illetve a hosszu (14 napos) inkubacids id6vel a
hosszu tavon tulélé Gssejteket tudtuk detektalni [345]. Mivel az altalunk kapott DCX-
eredmények is hasonldan eltérnek az irodalmi adatoktdl, feltételezhets, hogy a metodikai
kilonbségeken tul ebben az életkorban a genetikai modositashoz alkalmazott C57BL/6)J
egértorzs esetleges generdaciészam-beli kiilonbsége (10 felett vagy alatt) befolyasolhatja a
méréseket, amire szintén talalhato irodalmi adat [338, 340].

Az amiloid patoldgia esetében az oldhatd AB-ra vonatkozd 5, 6 és 9 hdnapos eredményeink
allnak latszolag ellentmondasban az irodalommal, de ez csak a jelolésrendszer sajatossaga,
ugyanis csak a mi mérésiink koveti id6ben a szint valtozasat, ami ezekben a hénapokban
csokkend tendenciat mutat, de a kontrollhoz képest ez is emelkedett és detektalhatd. Az
irodalmi adatok [339] izolalt eredményeket mutatnak (detektalhaté mennyiségl oldhatd AB),
tendenciat nem.

A teljes képet elemezve tehat a kovetkez6 megallapitasokat tehetjliik. A neurogenezis
mértékét jellemz6 markerek (BrdU és DCX) az els6 hdnapban kiugréan magas értéket
mutatnak, ami még az Ujszilottkori extrém plaszticitdssal magyarazhato [346]. A neurogenezis
mindkét csoportban folyamatosan csdkken az életkorral, eredményeink szerint szignifikans
eltérés viszont csak késébbi életkorban mutatkozik az allatok kozott. Az érett neuronok
mennyiségében viszont nem detektaltunk kilonbséget a két allatcsoport kdzott, 6sszhangban
mas csoportok eredményeivel [336, 341].

Az amiloid-patoldgiaban a transzgén allatok 5 hdnapos kora koéril kévetkezik be egy fordulat,
ami egyre er6s6dé amiloidogén lebontast, ennek kovetkezményeként megndvekedett
C99/C83 aranyt, illetve az oldhaté AR mennyiségének lassi csokkenését okozza. Ezzel
parhuzamosan elkezdédik a plakkok képz6dése, melyek szintén ezen életkor koril, egy
bizonyos méret felett valnak immunhisztokémiai modszerekkel detektalhatéva. A
valtozdsokat magyarazhatja a BACE1 enzim aktivitdsanak ndvekedése a transzgén allatok
Oregedésével [347].

A neurogenezis sériilését a transzgén allatokban egyértelm(lien késébbi életkorban talaltuk
jellemzének, mint az amiloid-patoldgia kiteljesedését, a plakkok megjelenését és ezzel
parhuzamosan a gyulladdsos folyamatok feler6sodését. Mas kutatdcsoportok valtozatos
eredményekre jutottak: korai plakk-megjelenést azonnal kévetd neurogenezis-mddosulast (3
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ho: Hickmann [342] 4 ho: Unger [338]), korai neurogenezis-valtozast (3 hd), majd ezt kovetd
plakk-megjelenést (6 ho, Liu [336]), illetve veliink egyez6en 5 hé koril plakkok megjelenését
és 9 hdnap koril neurogenezis-kdrosodast (Taniuchi [339]). Az allatok elsé évének minden
honapjaban kivitelezett vizsgalatok validaljak az eredményeinket, hiszen a tendenciak
egyértelmlen megfigyelhet6ek a folyamatok valtozdsaban.

Ha elfogadjuk az amiloid patoldgiai szlikséges els6bbségét a neurogenezis megvaltozdsahoz,
logikusan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a patoldgiat célzé terapia valdszin(leg a
neurogenezis folyamataira is kihatassal lesz. Kedvez8 hatas elérése érdekében tehat célszer(
korabban inditani a kezelést. A hipotézis tesztelésére egy krénikus kezelési sémat
alkalmaztunk, melyben a korabban mar a gyulladasos és kognitiv folyamatokat kedvezé
irdnyba befolydsolé P33 vegytletet adagoltuk C57BL/6J kontroll és APPxPS1-es transzgén
allatoknak, intraperitonedlisan, 3-9 hénapos koruk kézétt, heti 5 alkalommal, 5 mg-kg?
ddézisban, majd a 9. hdénapban megvizsgdltuk a BrdU és DCX markerek szintjét az
allatcsoportokban (46. abra).
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46. abra P33-mal 6 hdnapig kezelt C57BL/6J és APPxPS1-es egerekben a neurogenezis markereinek
szintje a DG teriiletén. A: BrdU+ sejtek slir(isége, B: DCX+ sejtek slir(isége. Az dbrdn csak az APP/PS1-
kontrolltdl vald szignifikdns eltérések vannak jelélve.

A P33-mal torténd kréonikus kezelés mind a vad tipusu, mind a transzgén allatok neurogenezis-
folyamataira kedvez6 hatast fejtett ki, jelentGsen emelkedett intenzitasokat tapasztaltunk a
BrdU+ (46.A abra) és DCX+ (46.B abra) sejtek vizsgalatakor a kezelt csoportokban a
ezeletlenekhez viszonyitva. A neurogenezis hanyatlasa a vad tipusu allatokban is végbemegy
a korral, aminek mechanizmusdban az endogén APP feldolgozasa és a keletkezd
transzkripciésan aktiv AICD kolcsonhatasa az Fe65-tel a genetikailag nem maddositott
allatokban is szerepet jatszhat, amit a P33 az egészséges allatokban is kedvezéen
befolyasolhat. A vegyililet hatasa az APPxPS1-es allatokban mindkét jellemz6 markert tekintve
erGteljesen érvényesil, igazolva ezzel hipotézisiinket az amiloid-patolédgia ellen lehetéleg
minél korabbi id6pontban elkezdett kezelés célszerliségét illetGen.
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5.4 Az S1R miikodésére alapozott gyogyszerfejlesztés eredményei

5.4.1 Az S1R moduldtorok szerepe a neurogenezisben

Az S1R és a neurogenezis Osszefliggése az elméleti attekintésben részletezettek alapjan
izgalmas terllete lehet az AK patomechanizmus-kutatasanak. Az el6z6ekben bemutatott
munka modellrendszere az APPxPSl-es transzgén egértorzs volt, melyben a genetikai
modositas kovetkeztében termel6dé APP amiloidogén lebontasdval keletkezé termékek
hatdsa egylttesen érvényesiil. A modell alkalmazasa viszont id6igényes, korilményes és
draga. Ezért ismét felmeril a kérdés, hogy kidolgozhato-e egy olcsobb és gyorsabb injektalasos
modell, amelyben detektalhatok lehetnek a neurogenezist érint6 valtozasok, illetve
gyogyszerjelolt vegylletek is vizsgalhatoak lennének in vivo koérilmények kozott, koltség- és
idéhatékony modon.

A neurogenezis és az SIR modulaldsa kozotti kapcsolat tisztazasara Li dolgozott ki egy
viszonylag egyszer( modellt, aminek alapja az AB2s-35 C75BL/6 egerekbe IHC Uton torténd
bejuttatdsa [348]. Ebben az egyszeri injektalasos modellben a korai fazisban a BrdU+ sejtek
mennyiségének ndvekedését tapasztaltak, majd 14-28 nappal a peptid bejuttatasat kovetéen
csokkent a sejt-proliferacié, a neuron-nyulvanyosodas, valamint az éretlen neuronok
mennyisége is. Eredményeik szerint a dehidroepiandroszteron, ami egy S1R agonista
neuroszteroid, az APa2s-3s altal kivaltott hatdsokat kivédte, feltételezhet6en az S1R-et érint6
mechanizmusok révén. Kordbbi tapasztalataink alapjan az AP:s-3s helyett kézenfekvGbb
valasztas lehet az izo-APi-42-b6l SOP-vel elBallithatd neurotoxikus oligomer-preparatum,
melyet ICV injektdlva is mérhet§ hatdst tudunk indukdlni, azzal a tovabbi elénnyel, hogy a
teljes szekvencia bioldgiailag relevansabb eredményt ad, mint az undekapeptid. Ezért a Li altal
alkalmazott modellt adaptaltuk APi.42-re, és tovabbi két SIR modulatort, az endogén agonista
DMT-t és a szintetikus agonista PRE-084-et is megvizsgaltunk az Uj kisérleti rendszerben [349].
Iz0-AB1-22 peptid SOP szerint elkészitett 50 pM-os oldatat révid inkubacids idét kovetSen,
egyszeri alkalommal, unilateralisan injektaltuk az allatokba, majd 14 nap mulva detektdltuk a
valtozasokat. A BrdU festéshez [348] protokolljat alkalmaztuk az eredmények
0sszehasonlithatésaga érdekében. A BrdU+ sejteket a DG szubgranuldris zdnajaban
detektaltuk (47.A dabra). Az eredmények szerint az ABi42 peptiddel kezelt csoportban a
proliferal6dé sejtek mennyisége szignifikdnsan csokkent. Erdekes médon a DMT dnmagaban
is hasonld valtozast okozott, mig a PREO84-nek nem volt szignifikans hatdsa a proliferaciora.
Az ABi-4 dltal kivaltott proliferacié-csokkenést a PRE-084 ellensulyozta, a DMT csokkentd
hatdsa viszont 6sszeadddott az amiloidéval.

A — %

w
*
*

BrdU+ sejtek/mm
Ly
-
_—
g
> -
47} '
DCX+ sejtek/mm
—D W B NN IO
COOOOOOOOO
I
B
I -
-
> -

?32\5/’ QQ;—”I ?§\“
47. abra Az ABi.4; egyszeri ICV injektdldsa dltal kivdlthaté a neurogenezis sejt-szintii folyamatainak
megvdltozdsa C75BL/6 egerekben melyet a PRE-084 és a DMT tovdbb mddosit. A: BrdU-festés a
proliferalodé Gssejtek detektdldsra, B: DCX-festéssel meghatdrozhatd az éretlen neuronok mennyisége.

Az éretlen neuronok szamara (47.B abra) ellenkez6 hatdssal volt a kezelés, az APi-4; hatasara
ndétt a mennyiségiik, amit a PRE-084 tovabb ndvelt, mig a DMT szignifikansan nem befolyasolt.
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Ugyanakkor az érett neuronok mennyiségére mar nem volt hatassal az APi-az-vel torténé
kezelés (NeuN-festés, kép nélkdil).

Az ABi142 hatasara aktivalédé immunfolyamatokat a  HC-terlletén elvégzett
immunhisztokémiai eljarasokkal vizsgaltuk, a mar szokvanyos GFAP és |bal festésekkel
jellemeztik a glidzis mértékét az allatok agydban (48. abra). Mindkét folyamat er6sédése volt
tapasztalhaté. Az S1R modulatorok 6nmagukban nem befolyasoltak az asztrocita-aktivaciot
(48.A 3abra), az AB1-42 hatasat viszont ellensulyoztdk. Az aktivalt mikroglia mennyisége DMT
hatdsara csokkent (48.B abra), a PRE-084 6nmagdban hatastalan volt, mig egyik anyag sem
tudta az ABHZ kezelés mikrogliéra gyakorolt kedvez6tlen hatdsat ellensilyozni.
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48. dbra Az AB1.4; hatdsdra aktivdlddnak az agyi gyulladdsos folyamatok, melyekre a PRE-084, illetve
DMT-kezelés hatdssal lehet. A: asztrocita-aktivacio mértékének meghatdrozdsa a GFAP szintjének
vizsgdlatdval, B: Iba-1 festés az aktivdlt mikroglia vizsgdlatdra.

Az agyban fellép6 gyulladasok, stresszfolyamatok hatasara az SIR m(ikodése megvaltozik.
Emellett megfigyelhet6 a receptor mennyiségének valtozasa is, ami fehérje-szinten WB-
kisérletekkel vizsgalhatd. A kisérleti allatok agyhomogenizatumaban az egyes kezelések
hatdsdra megvaltozott S1R szinteket taldltunk (49. abra). Az AB1-42 kezelés hatasara az S1R
mennyisége novekedett a kontroll csoporthoz képest, amit mind a PRE-084-gyel, mind a DMT-
vel torténd kezelés tovabb novelt, bar a DMT hatdsa nem bizonyult szignifikansnak.
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49. dabra Az S1R szmtjenek vizsgdlata a kisérlet egyes dllatcsoportjaiban WB technikdval.

Eredményeink igazoljak, hogy az egérben az APBi4 bejuttatasaval befolydsolhaté a
neurogenezis és aktivalhaté az immunrendszer, amire hatassal lehetnek az S1R-receptor
modulatorok. Azonban az adott modulator agonista jellege 6nmagaban nem donti el a hatas
iranyat, amit alatamaszt a két altalunk alkalmazott agonistaval kapott eredmények eltérése.
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Az AB neurogenezisre kifejtett hatasat illet6en az irodalomban ellentmonddasos adatokat
talalunk. Az ABa2s-35 hatasa a proliferaciéra Li szerint fliggvénye a kezeléstdl a vizsgalatig eltelt
idének [348]. Szdmos csoport szerint az AB kezelés hatdsdra az Uj neuronok képzGdése
visszaszorul, a neurondlis Gssejtek tulélése romlik [335, 337, 350-352]. Mas szerz6k szerint
viszont az AP erGsiti a proliferaciot mind transzgén egértorzsekben [338, 353, 354], mind sejtes
modellekben [355, 356]. Ez utdbbi esetekben t6bbszor taldltak az AB peptidfragmens
hosszatdl (25-35, 1-40 vagy az 1-42 fragmens) fligg6 hatdst. Kisérleteinkben a kétféle
neurogenezis-marker ellenkez§ iranyu valtozasat tapasztaltuk, a csokkend BrdU+ sejtszam
mellett emelkedett DCX-intenzitdst detektaltunk, amit egy kompenzaciés mechanizmus
magyarazhat. A neuronalis Gssejtek osztédasanak lassuldasa miatt felborul a neurogén
folyamatokat tamogatd sejtkdrnyezet homeosztazisa, amit az Ujsziilott neuronok fokozott
tulélésével kompenzalhat a szervezet. Az érett neuronok mennyiségét viszont ez az egyszeri
AB-kezelés nem befolyasolja.

Az AB-val torténé kezelés az allatokban gyulladasos folyamatokat indukal. A védelmi rendszer
els6dleges aktivacioja a proinflammatdrikus citokinek mennyiségének megnovekedésében is
megnyilvanul, melyek a proliferdcid visszaszoritdsaval a neurogenezist jelentésen
befolyasoljak, de ezzel egyidejlileg a sejtek nagyobb mértékd differenciacidja is tapasztalhaté
[357]. Ezért a neurogenezis kdzvetlen befolyasolasan tul az AB az allandd, enyhe gyulladasos
kornyezet fenntartdsa révén is hat a neurogenezisre.

Az S1R receptor AP hatasdra torténd aktivacidja latszélag ellentmondasban all azokkal az
irodalmi attekintésben részletezett human vizsgalati eredményekkel, amelyek AK-ban az S1R
expressziojanak csokkenésérdl, illetve ligandum-kotd képességének kedvezbtlen valtozasardl
szamolnak be [170, 171]. Figyelembe véve, hogy az alkalmazott modell nem krénikus, hanem
egyszeri APB-adagolas dltal kivaltott hatdsokat reprezental, feltételezhetéen az SI1R
mennyiségének novekedése a neurotoxikus dagens altal kivaltott karos folyamatok
kompenzacios fazisat jelzi [165]. Az S1R tultermelGdésével csokken a stresszutak
aktivalédasanak mértéke, helyreall az ion-homeosztazis, és javulhat a neuronalis plaszticitas
is.

Az S1R modulatorok hatasanak vizsgélata egy adott bioldgiai folyamatra elévigyazatot igényel,
ugyanis a legtébb molekula nem tisztan S1R-en hat, hanem mas receptorokhoz is mutat
jelent8s affinitast. Ez adhat magyarazatot a DMT-vel kapcsolatos eredményeinkre, melyek
szerint a DMT er8s negativ hatdast fejtett ki a neurondlis 6ssejtek proliferacidjara. Hasonld
jelenséget tapasztaltak egy masik triptamin, a pszilocibin (4-foszforiloxi-N,N-dimetiltriptamin)
esetében, melynek kémiai szerkezete hasonlé a DMT-hez, és nagy affinitassal kotédik az 5HT2a
receptorokohoz is (K¢= 6 nM). A pszilocibin mind a proliferaciét, mind a neuronok tulélését
rontotta [358]. Egyes tanulmanyokban viszont a DMT és 5-metoxi-DMT neuroprotektiv és
neurogenezis-stimulalé hatasat irtak le a szerz6k in vitro sejtes és transzgén allatmodellekben
[359-361]. Az eredmények eltérésére két magyarazat is szolgdlhat. Egyrészt a DMT S1R-hez és
5HT2ahoz vald affinitasat 6sszehasonlitva ((DMT-S1R Kg = 14,75 uM, DMT-5-HT2a Kg = 130 nM)
feltételezhet6, hogy a DMT az 5-HT.a receptoron kotédik nagyobb affinitassal, igy
kisérletlinkben az S1R-en ez a koncentrdcid nem volt elég pozitiv hatashoz, ellenben a
pszilocibinhez hasonldan egy negativ hatas érvényesiilhetett az 5HT.a receptoron keresztiil.
Kérdéses, hogy az altalunk alkalmazott koncentracié (1 mg-kg™?) miért nem volt elég az S1IR-en
torténé hatds eléréséhez. Ehhez figyelembe kell venni, hogy a DMT féléletideje az éI8
szervezetben viszonylag révid (~15 min, [362]), az aktiv koncentracid igen gyorsan valtozik.
Esetlinkben lehetséges, hogy a DMT IP adagolasat kdvet6en mar nem volt elég a CNS-ben
érvényesul6 koncentracio az anyag S1R-en torténé hatasanak kifejtéséhez.
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A DMT gyulladasos folyamatokra kifejtett hatasara szintén talalunk ellentmondé adatokat az
irodalomban. Egyes szerzGk szerint a DMT az S1R aktivalasa révén kedvezéen befolyasolja az
oxidativ stresszt, ezaltal a reaktiv asztrocitak mennyisége csokken [363, 364], azonban itt sem
zarhato ki a szerotoninerg receptorok hozzajarulasa az észlelt hatashoz [365]. Morales-Garcia
szerint viszont a DMT noveli a GFAP+ asztrocitak szamat, amelyek aztdn neuronalis irdnyban
differencialédhatnak, igy tdmogatva a neurogenezist [360]. Kisérleteinkben a GFAP+ sejtek
mennyiségének novekedését tapasztaltuk, de a neurogenezis serkentését nem. Erre ismét
magyarazatot adhat egyrészt a BrdU-detektdlds esetében fellép8, korabban mar emlitett
Az S1R-hez nagy affinitassal kot6dd, szintetikus agonista PRE-084 (Kd = 2,2 nM, [366]) kedvez§
hatdssal volt a neurogenezisre. Mivel a kezelés hatdsara az S1R expresszidjanak névekedését
tapasztaltuk, feltehet6en az S1R receptor aktivalasa révén az anyag novelte a neurondlis
Gssejtek proliferaciojat és az éretlen neuronok szamat is. A gyulladasos folyamatokat tekintve
az ABi-a; altal kivaltott asztroglidzis mértékét hatékonyan csdkkentette. Emellett viszont nem
tudtunk hatdst detektalni a mikroglia-aktivacidra, aminek viszont az lehet a magyardazata, hogy
irodalmi adatok szerint a PRE-084 eltér6en hat a mikroglia két tipusara; az anti-
inflammatoérikus M2 tipusu sejtek proliferaciojat elGsegiti, mig a pro-inflammatérikus M1
tipusu sejteket gatolja, ezaltal fenntartva a tamogaté és gyulladasos glia-fenotipusok kozotti
érzékeny egyensulyt [367, 368]. A mikroglia tipusanak részletes analizisét nem végeztiik el, igy
feltételezziik, hogy a kapott eredmény a kétféle hatas ereddjének kdszonhet6. Az eredmények
alapjan bizonyos, hogy a PRE-084 kedvezGbb hatdst tudott kifejteni a DMT-nél az adott
kisérletben.

5.4.2 Uj tipust S1IR moduldtorok azonositdsa molekulakényvtdrakbdl

Uj molekuldk felfedezésére tdbb okbdl is sziikség lehet az S1R ismert természetes és
szintetikus modulatorai mellett. Egyrészt kivanatos lenne nagyobb szelektivitassal rendelkez6
molekuldk azonositdsa, masrészt az eddigi S1R agonistak és antagonistak elkilonitése sem
pontosan definialt, illetve az sem pontosan tisztazott, hogy milyen karakterd vegyilettel
érhetnénk el jobb terapias hatast. Célszerli lenne ezért olyan mddszerrel keresni Uj
modulatorokat, amely a kotédésbeli kiilonbséget az agonistdk és antagonistak kozott
figyelembe tudja venni.

Célunk egy olyan VS protokoll kidolgozdsa volt, amely kombinalja az irodalmi attekintésben
részletezett, jelenleg rendelkezésre all6 antagonista jellegl (PDB:5HK1) és agonista jellegi
(PDB:6DK1) kotéshez rendelhet6 kisérleti szerkezetet is [269]. A ’sokasdagi’ dokkolas
(konformaciok kombinalt sokasagan alapulé dokkolds) mdodszerét [369] alapul véve egy két
célpontos dokkolasi metodikat dolgoztunk ki, melyben az eredeti mddszer szerint
molekuladinamikai szamitasokkal kapott receptor-konformacidk sokasagat két, az antagonista
és az agonista kot6désére optimalizalt, rontgendiffrakcios vizsgalatokbdl nyert konformaciora
szUkitettik. A ligandumokat dokkoltuk mindkét szerkezetbe és a kedvezébb becsiilt kotési
szabadentalpiat rendeltiik hozz3 a receptor kotédéshez.

A metodika validalasahoz a BINDINGDB adatbazisbdl 20, egymastdl szerkezetileg Iényegesen
kiilonb6z6, szubnanomolaris kotédési affinitassal rendelkezé S1R ligandumot valasztottunk ki
[287], mig csali-szettnek a DUD-E adatbazisbdl generalt, 1000 db egyszeresen pozitivan toltott
vegylletbél alld6 molekulakdnyvtarat hasznaltunk [288]. Mivel mindkét modell trimer
szerkezet(, ezért az ket alkotd monomerek mindegyikére (A,B,C) elvégeztik a dokkolast, és
az aktiv molekuldk korai fazisban torténd dusuldsat 3 paraméterrel jellemeztik (,,robust initial
enhancement” (RIE), ,,enrichment factor” (EF), és ,,Boltzman enhanced discrimination of the
ROC curve” (BEDROC)). Ezek a mér6szamok azt hivatottak jelezni, hogy az adott
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konformacidba torténé dokkolas milyen jol tudja az aktiv molekuldkat megkiilonboztetni a
csali-molekulaktol. Ezek alapjan az 5HK1 szerkezet A-monomerjéhez és a 6DK1 szerkezet C
monomerjéhez torténd dokkoldas eredményezte a legjobb kot6dési paramétereket. A két
modell kombinaldsaval kapott jésagi paraméterek kis mérték(d romlast mutattak a két
kiilonallé szerkezet alkalmazasdhoz képest, de a korai dusulast tekintve, ami a felsé 1%-ba
sorolhaté molekuldk kivalasztasat segiti, a két modell kombindcidjaval végrehajtott sokasagi
dokkolds adta a legjobb eredményeket. A dokkolasi modell jésaga a ROC-gorbével
jellemezhetd (50.A abra). Ezt ugy kapjuk, hogy a ligandumokat a dokkolasbdl kapott AG
becsllt kotési szabadentalpia értékek szerint rangsoroljuk csdkkené kotéserBsség szerint.
Majd a rangsoron végig haladva megadjuk az adott pozicidig az aktiv/inaktiv vegyiletek
kumulalt hanyadat. A ROC abran az aktiv vegylleteknek igy kapott aranyat abrazoljuk az
inaktiv vegytlletekre kapott arany fluggvényében. Ha az aktiv molekuldk véletlenszer(ien
oszlanak el a rangsorban (nem m(ikod6é modell), 1 meredekségl egyenest kapunk (50.A abra,
z6ld gorbe), ha eljaras el6rébb sorolja az ismerten aktiv ligandumokat, akkor a ROC gorbe ezen
egyenes felett fut. Optimalis esetben, amikor az 6sszes aktiv molekula a rangsor elejére kertil,
a ROC gorbe az azonosan 1 értéket veszi fel. Az 50.A abra alapjan lathato, hogy a sokasagi
modell (kék gérbe) a korai fazisra jobb eredményt ad, mint az 5HK1A (50.A abra, fekete) vagy
a 6DK1C (50.A abra, voros), de globalisan nem bizonyul jobb teljesit6képességlinek, mint a két
kilén modell.

Annak vizsgalatara, hogy a sokasagi modell milyen pontossaggal reprodukalja a (+)-pentazocin
és a PD144418 rontgendiffrakcios mérések alapjan meghatarozhatd szerkezetét,
Osszehasonlitottuk ezeket a dokkolassal kapott legmagasabb rangu konformacidival (50.B
abra). A nehéz atomokra meghatarozott RMSD-értékek mindkét ligandumra 1 A-nél kisebbek
(PD144418: 0,151 A, (+)-pentazocin: 0,448 A).
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50. dbra A: a sokasdgi dokkolds eredményességének dbrdzoldsa ROC-gérbéken az 5HK1A monomer
modell (fekete) a 6DK1C monomer modell (vérés), és a két modell kombindcidjanak (kék)
felhaszndldsaval, illetve véletlenszer(i kivdlasztds esetén (z6ld). B: a sokasdgi dokkoldssal kapott
legmagasabb rangu (+)-pentazocin és PD144418 konformerek (z6ld) Gsszehasonlitdsa a
réntgendiffrakcios mérésekbdl kapott szerkezeteikkel (sziirke).

A molekuldk S1R-hez valé kot6désének jellemzését tengerimalac majsejtekbdl szarmazod
membranpreparatumon végeztik, mig az S1R-S2R receptorszelektivitasi vizsgalatokhoz
patkany majbdl izolaltunk hasonld eljarassal membranfrakciét, mivel ebben az S2R s(irliség
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magasabb, mint a tengerimalac mdj-homogenizatumban [277]. [3H]-(+)-pentazocint
hasznaltunk a mérésekhez, ami a tengerimalac-prepardtumon telithet, nagy affinitasu kotést
mutatott, 37 °C-on K¢=1,8 nM, mig Bmax= 1072 fmol-mg™ protein értéknek adédott. A nem
szelektiven kot6d6 [*H]-DTG patkany-membranfrakcién az SI1R receptorok maszkolasara
alkalmazott (+)-pentazocin 100 nM-os koncentraciéja mellett 47 nM-os Kq értékkel kotédott.
Az egyes ligandumok koétési affinitasat a radioaktiv jelzett ligandumokkal egyitt alkalmazva,
kompeticids kotési tesztekben vizsgaltuk. Ismert S1R ligandumokra a kapott kotési gorbék az
51. dbran lathatdk (51.A dbra: [3H]-(+)-pentazocinnal, 51.B dbra: [3*H]-DTG-vel szemben), a Kg
és szelektivitasi értékeket a 10. tablazat tartalmazza.
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51. dbra In vitro kompeticids kétédési vizsgdlatok. A: tengerimalac membrdn-prepardtumon
[PH]-(+)-pentazocinnal mért leszoritdsi gérbék, B: patkdny mdj-prepardtumon [PH]-DTG-vel kapott
leszoritdsi gérbék

Az S1/S2 szelektivitasi kisérletben ismét 100 nM (+)-pentazocin jelenlétében hataroztuk meg
az értékeket. A vizsgalt anyagokra nM-os K; értékeket kaptunk, a ligandumok affinitasa a (+)-
pentazocin>haloperidol>cutamesin>fluvoxamin sorban csokkent, ami 0Osszhangban all az
irodalomban talalhaté farmakoldgiai adatokkal [370-374].

Ligand S1R S2R Szelektivitas
Ki £ S.E.M. (nM) K; £ S.E.M. (nM) (S2R/S1R)
(+)-pentazocin 4,8+0,4 1698 £ 103 354
DTG n.m. 294 n.m.
fluvoxamin 31+3 6187 £ 296 200
haloperidol 52+1,3 n.m. n.m.
cutamesin 55+1,1 n.m. n.m.

n.m.: nem meghatarozott
10. tablazat A kompeticios kétési vizsgdlatokkal kapott K; értékek és szelektivitdsi aranyok.

A sokasagi modellel sajat, kozel 4000 molekulat tartalmazé molekulakényvtarunk in silico
szlirését is elvégeztik, Uj, potencidlis S1R-kot6 szerkezeteket keresve. Ezek a molekuldk 1,2-
illetve 1,3-bifunkcids vegyliletek, aminosavak, aminoalkoholok, hidroxikarbonsavak,
diaminok, valtozatos (aciklusos, aliciklusos, heterociklusos) alapvazakkal. A kot6dési rangsor
fels6 1%-aba kerult 40 vegylletet valasztottuk ki in vitro k6t8dési vizsgalatokhoz, ezek becsiilt
AG értékei -9,38 kcal/mol és -13,76 kcal/mol kozé estek. Az elSbbiekben részletezett
kompeticids kotési vizsgalattal meghataroztuk a molekuldk Ki értékét. A ligandumok a
radioaktiv kotéstesztben racém allapotban keriiltek vizsgalatra.
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Mért

Szamolt AG

Azonositd K ("M) (keal/mol) Kémiai név Szerkezet
1
HSC\ 0
(£) N-benzil-2-[6,7-dimetoxi-1,2,3,4 O\CH
1 ) +) N-benzil-2-[6,7-dimetoxi-1,2,3,4- 3
L1 32,0 11,62 tetrahidroizokinolin-1-il]etan-1-amin ©\/NH
HN
(o}
NH4 NH,
1 ) (+) 3-amino-3-fenil-N-{[2-fluor-3-
trifluormetil)fenilJmetil}propanami
L2 91,0 12,41 (trifl Dfenil lipropé d .
F
¢ OF
HO
2 ) (%) 1-(3,4-dihidroizokinolin-2(1H)-il)-3-(4- _7_\ CH,
L3 110,0 11,35 metoxifenoxi)propan-2-ol N 0 —@Ol
O NH,
HN
. . F
1 ) (+) 3-amino-3-fenil-N-{[3-fluor-5-
L4 420,0 12,47 (trifluormetil)fenilmetil}propanamid
F F
F
0]
(%) 3-amino-1'-benzil-4a,5,8,8a-tetrahidro-1H- H2N\N
1 _ *) o= -1 - -%a,9,0,0a- -1=
= 463,0 10,74 spiro[5,8-metanokinazolin-2,4'-piperidin]-4(3H)-on
N NH
CH,
N 0]
2 ) (+) benzil-{[9-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-
L6 1036,0 11,12 blindol-1-iljmetil}karbamat = NH ~o
NH
2 _ (15,3R 4R,6R)-3-[(benzilamino)metil]-7,7- HO
L7 1381,0 1156 imetilbiciklo[4.1.0]heptén-3 4-diol N@;(}(CH
3
o CH
HO® 3
F NH__O
2 _ (%) 3-amino-N-{[2-fluor-3-(trifluormetil)fenil |metil }-2- =
L8 1534,0 10,68 metilpropanamid TR of
HaC
NH,
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. Mért Szamolt AG e fifl s
Azonosito Ki (nM) (kcal/mol) Kémiai név Szerkezet
1
NH

1 _ (+) benzil-{[2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-1- N NH \/@

L9 1716,0 10,87 illmetil}karbamat \H/O
NH
o
4-[(4R*11bS5*)-9,10-dietoxi-1,3,4,6,7,11b-hexahidro-

1 -

L10 2154,0 11,58 2H-pirimido[6,1-alizokinolin-4-il]-N,N-dimetilanilin b
CH3
o o

1 ) (%) benzil-{[6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin- 1o

L11 2381,0 10,55 1-il]metiljkarbamat l
NH S0
NH
N
S

P ) (1R*,9bR*)-7,8-dietoxi-1-{[(4-klorfenil)szulfanilJmetil}- P

L12 3266,0 9,69 1,4,5,9b-tetrahidro-2H-azeto|[2,1-alizokinolin o CHs
o

Cl

CHs

11. tablazat A 4000-es molekulakényvtdr sziirésével kivdlasztott 12 legjobb vegyiilet becsiilt AG és
kompeticiés kétésvizsgalatban meghatdrozott K; értéke tengerimalac membrdnprepardtumon [PH]-(+)-
pentazocinnal szemben. ! preferdlt target: 6DKCI,  preferdlt target: 5HK1A.

A 11. tablazat a 12 legjobb in silico affinitassal rendelkezé molekula szerkezetét, a mért Ki-ket
és a becsiilt AG értékeket tartalmazza. Ez utdbbi adatok kézepes korreldciét mutatnak, az R?
értéke 0,41, A kivalasztott ligandumok kozos szerkezeti tulajdonsagai megegyeznek a
Glennon-féle farmakofér-modellel. Mind tartalmaz bazikus nitrogént, melyet két nagyobb
kiterjedés(i, aromas/heteroaromas, szerkezetileg rigid molekularész hatarol. 7 molekula a
6DKC1, mig 5 molekula az 5HK1A szerkezetet preferalja inkabb. Csak egy molekula (L7)
preferdlja a (+)-pentazocinra jellemzé P2-kot6zsebbe kotést, ez viszont alacsony affinitast
mutatott a kotéstesztben (Ki=1381 nM).

A harom legmagasabban rangsorolt molekula enantiomerjeinek kotési affinitasat és S2R/S12
szelektivitasat szétvalasztas utan, tiszta allapotban is meghataroztuk (52. abra, 12. tablazat).
Az (S)-L1 (Ki = 11 nM) jelentSs S1R -szelektivitassal rendelkezett, hasonléan az irodalomban
ko6zo6lt S1R-agonista cutamesinhez, melyre a Kis2r/Kisir ardny 14,1 volt [373]. Az (S)-L2 (Ki = 81
nM) kozepes kotési affinitast, emellett a legjobb S1R szelektivitdst prezentalta a molekulak
kozil (Kis2r/Kisir = 63). A tobbi molekula kis szelektivitast és kozepes-gyenge kotési affinitast
mutatott.
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52. dbra Az L1-L3 ligandumok enantiomereinek In vitro kompeticids kétédési vizsgdlata. A:
tengerimalac membrdn-prepardtumon [H]-(+)-pentazocinnal mért leszoritdsi gérbék, B: patkdny mdj-
prepardtumon [PH]-DTG-vel kapott leszoritdsi gérbék

i S1R S2R Szelektivitas
Ki £ S.E.M. (nM) K; £ S.E.M. (nM) (S2R/S1R)

(S)-L1 113 169 £ 15 15,4
(R)-L1 252 +12 94 +5,5 0,4
(S)-L2 81+3 5108 + 960 63
(R)-L2 699 + 57 920 + 25 1,3
(S)-L3 132+23 463 £33 3,5
(R)-L3 58 £3 176 £ 21 3

12. tablazat Az L1-L3 ligandumok enantiomereinek k6tédésvizsgdlata kompeticids radioaktiv tesztben,
és az S2R/S1R szelektivitds meghatdrozdsa.

53. dbra A 3 legmagasabb rangsoru ligandum (L1-L3) enantiomereinek kétési konformdcidi a sokasdgi
modellben. V6rés: (+)-pentazocin, zéld: R, arany: S enantiomer. A: L1, B: L2, C: L3.

A kotési konformacidikat tekintve mindhdarom ligandum enantiomerei az antagonistakra
jellemz6 kotési pdzokat részesitik elényben (53. abra). A (+)-pentazocin (53. abra, voros
szerkezet) altal favorizalt, agonista kot6dést jellemzé P2 zsebet csak az (R)-L1 foglalja el
részlegesen (53.A dabra, z6ld). A molekuldk preferenciatél fliggéen vagy a 6DKIC
konformacidhoz (R/S-L1, S-L2) vagy az 5HK1A konformiacidhoz (R-L2, R/S-L3) mutatnak
nagyobb affinitdst. Az eredmények alapjan ezek az Uj szerkezet(i ligandumok alkalmasak
lehetnek az S1R-t célzd gydgyszerfejlesztésre.
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6.  Osszefoglalas — kitekintés

6.1 Az ,amiloid-kihivas”

Az AKH kiterjesztése utan, korulbellil a 2000-es évek elejétél egyre nagyobb szerephez jutott
a kiilonb6z6 hosszusagu, szintetikus forrasbdl szarmazd AB peptidek felhasznalasa a kisérleti
modellekben. A peptid fizioldgias korilmények kozotti felhasznalhatdosagat erételjesen
korlatozza kifejezett aggregacids hajlama, ami akar viszonylag révid fragmensek (pl. az AB2s-3s)
esetén is érvényesil. Tapasztalatunk szerint a biolégus kooperald partnerek részérdl mindig
mutatkozott egyfajta bizalmatlansag a szintetikus forrasbdl szarmazé AB-val szemben. Ez
koszonhet6 egyrészt a szintézis soran keletkez6 delécidos szekvencidk nehéz
eltavolithatdsaganak, masrészt a peptid aggregacios karakterisztikdja az egyes szintetikus
sarzsok kozott is eltér, illetve tarolasa soran is megvaltozhat a kilsé koriilmények (pl. tarolas
formaja, levegé paratartalma) miatt. A rekombinans forrasbol szarmazé AP peptid
elfogadottsaga ezért latszdlag nagyobb volt, hiszen itt a delécids szekvenciak jelenléte kizart.
A szintézis viszont ebben az esetben is nehezitett, a peptid csekély vizoldékonysaga miatt
inklUzios testekben tarolédik a szintézishez alkalmazott (legtobbszor bakterialis) sejtekben,
amibdl a tisztitas mas biomolekuldk szennyezése nélkil problémas, illetve a sarzsonként
tapasztalhato valtozé aggregacios hajlam a rekombinans AB esetében is fellép.

Tobb kutatdcsoporttal torténd egylttmikodésiink sordn azt tapasztaltuk, hogy az aggregacio
reprodukalhatdsaga tekintetében az izo-AB1-42 peptid alkalmazasaval egy sokkal kbnnyebben,
megbizhatdbban alkalmazhaté anyaghoz jutottunk. A szintetikus modositas és a standardizalt
protokollok egylttesen novelték a kisérletek reprodukalhatdsagat, illetve lehetévé tették
olyan kisérleti tervek megvaldsitasat, amelyben az AB-mintaoldatot egyszer(i modszerekkel
el6allitva, akar egy kezelési napon at szignifikans valtozast nem mutato aggregatum-eloszlasi
allapotban lehetett tartani. Nem volt sziikség kaotrop olddszer adagoldsara a mintahoz, a
mérések tobbszori ismétléséhez az izo-AB formabdl elbdllitott torzsoldat akar nagy
koncentracidban, aggregdacio nélkil tarolhaté volt, az egyes torzsoldat-részletekbdl készitett
mintdk a fiziolégids pH és ionkoncentracié kezdeti bedllitasat kovetben id6ben jol
jellemezhetd, reprodukalhatéan azonos aggregacids kinetikaval rendelkeztek. A teljes kord
analitikai és fizikai-kémiai jellemzés biztositasaval elértik, hogy szamos egylttmikodd
partneriink szivesen alkalmazta az izo-APi-42 peptidet bioldgiai kisérletekhez. A folyamatos
vizsgalatok és az Osszegylilt tapasztalatok alapjan bizonyossa valt, hogy az izo-ABi-42-bdl
elGallithatd aggregdtumok jelentGs neurotoxikus hatast tudnak kivaltani, mellyel sejtes
kisérletekben életképességbeli valtozds idézhet6 elS, ex vivo agyszeleten torténd
elektrofiziologiai mérésekben tapasztalhatdé az LTP megvéltozasa, ragcsalokra kidolgozott
injektalasos modellben kivalthatdak sejtszintli elvaltozasok, illetve el6idézhet6 magatartas- és
tanuldsbeli zavaras.

A kisérletek folyamatos elemzése arra is ravilagitott, hogy az izo-APi-a2 aggregacidjat a
fiziologias Osszetételli mintapufferekben talalhatd alkalifoldfém-ionok nem kivant iranyban
befolyasoljak. Ez a jelenség megmagyarazhato az izopeptid egyedi kiindulasi szerkezetével. A
konvencionalis APi-a2 aggregacdja soran egy B-hajtld konformacié alakul ki, aminek a
stabilizacidjaban szerepet jatszo oldallancok az izopeptidben mas orientaltsaguak, ezért ha az
O—N acilvandorlas a feloldas sordn Ca?* vagy Mg?*-ionok jelenlétében kovetkezik be, az
izopeptidbdl képz6d6é monomer kiinduld konformacioja eltéré lesz a konvencionalis ABi-a2
kiindulasi konformacidjatol. A kétféle monomer mds aggregacids kinetikaju utat jar be, igy a
képz6d6 aggregatumok morfoldgidja és bioldgiai hatasa is kiilonbozhet. Egy ilyen nem vart
metodikai ,csapda” felismerése és kikiiszobolése elengedhetetlen a széles korl
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felhasznaldshoz; ebben az esetben az alkdlifoldfém-ionoknak az oligomerizaciét elinditd pH-
beallitas utani hozzdadasa az oldathoz egyszerl megoldast nyujt a problémara.

6.2 Az AKH-ra alapozott mechanizmus- és gyogyszerkutatas

Doktori értekezésem eredményeinek jelent8s részét az AP aggregdaciojat modulalé molekuldk
vizsgalata, alkalmazasi lehetGségeik feltérképezése alkotja. Az AKH folyamatos fejl6désével
valtozatos lehet6ségek nyiltak szamunkra az AB-patoldgia kiilonb6z6 lépéseire potencidlis
terapeutikumokat fejleszteni.

Maig nem tisztazott, hogy az AB pontosan milyen fehérjékkel torténé kolcsonhatasok révén
fejti ki neurotoxikus hatdsat. Szerkezete révén szamos proteinhez mutat kotédési affinitast,
emiatt az AK szempontjabdl ténylegesen relevans kélcsonhatdsok azonositasa problémas. Az
interaktdoma-kutatas célja az eddig még fel nem deritett fehérje-fehérje kolcsonhatasok
azonositasa, eredményeit viszont funkcionalis vizsgalatokkal igazolni kell. A szintetikus APi-42
peptidbdl készitett oligomereket protein-chipen végrehajtott kotési vizsgalatban alkalmazva
sikerilt olyan fehérjecsalddokat azonositanunk, melyek igazoltdk az AB oligomerek
intracellularis folyamatokban betoltott szerepét. Az AB fibrillumok extracellularis jelenléte
miatt a kaszkad korai fazisaban megjelend oligomerek lehetséges intracellularis el6fordulasat
és hatasat sokdig hipotézisként kezelték, melyet aztan a kisérleti adatok egyre novekvd
mennyisége is megerdsitett. A fehérjechipen végrehajtott kisérlet eredményei szerint a
leginkabb reprezentalt molekula-csaldd a transzlacidban résztvevé fehérjéké volt. Ezt a
megallapitast funkcionalis tesztekkel is igazoltuk, megmutattuk az AP oligomerek
koncentraciofliggd kotédését patkany-agybdl izolalt riboszdéma-frakcidhoz, illetve egy
transzlacids in vitro tesztben kimutattuk az oligomerek gatlé hatasat a luciferaz-enzim
expressziojara is.

A 2005-2015 kozotti évtized AK-val kapcsolatos alapkutatasanak egyik f6 iranyat az AB
aggregaciojat kozvetlenll befolydsold vegylletek vizsgalata jelentette. Az akkor uralkodd
elmélet szerint a hatasmechanizmus alapja a karosnak tekintett A fibrillumok szerkezetének
felbontasa, a keletkez6 AP monomerek kiliriilésének és lebontdsdnak elGsegitése. Szamos,
kilénb6z6 alapszerkezettel definidlhatd vegyllet esetében tapasztaltak, hogy a
fibrillumképzést képes megakadalyozni. A BSB-elmélet alapjan az AR egyes részleteivel azonos
peptidszekvencidkkal a monomerek 6nrendezédése befolyasolhatd lehet. Ezt a vezérelvet
kdvetve doktori munkam soran el8allitottunk olyan peptidcsalddokat, melyek tagjai bioldgiai
modellrendszerekben az AB aggregatumok neurotoxikus hatdsat valtozd hatékonysaggal
tudtak kivédeni. A vegyliletek hatdsmechanizmusdnak elemzésére viszont mar a doktori
munka lezarultat kovet6 idészakban kerilt sor. Mas csoportok kisérleteinek megismétlése
soran valt egyre biztosabb3a, hogy az AB aggregacidjanak gatlasa nem feltétlendl jelenti annak
a kezdeti monomer/kis méret(i oligomer formaban torténé befagyasztasat, hiszen
mikroszkdpos elemzéssel a BSB-k alkalmazasa mellett is megfigyelhettiik nagyobb méretl
aggregatumok képz6dését, illetve spektrofluorimetridaval a B-redGs réteghez rendelhet6
specifikus ThT-kot6dés is sok esetben mérhetd volt. Fizikai-kémiai vizsgalatok eredményei
alapjan javasoltuk a peptid-tipusu BSB-k hatdasmechanizmusanak reviziéjat, mely szerint a
bioldgiai kisérletekben tapasztalt véd6hatds valdszinlileg nem a fibrillumok szerkezetének
felbomlasaval magyarazhaté, hanem a BSB és az aggregatumok kozotti koélcsdnhatas
eredményeként bekovetkez6 flokkulacidval, ami a bioldgiai célponttal torténé kélcsénhatasra
alkalmas kontaktfelszin csokkenését eredményezi. Mivel azonban a B-redds szerkezet teljes
felbomlasa, illetve keletkezésének teljes gatlasa ilyen vegylletek alkalmazdsaval sem
keriilheté el, a ,BSB” nomenklatira helyett célszerlibb az ,aggregacido maddosité” (AM)
megnevezés hasznalata.
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Alkalmazhato-e ez a jelenség akar gyogyszerfejlesztési elvként? Az AKH kiszélesitése elGtérbe
helyezte az AB oligomereket, melyek szintén kélcsonhatasba |éphetnek megfelel BSB-tipusdy,
vagy egyéb, AM molekuldkkal. Ebben az esetben a kblcsonhatds révén a toxikus felszin
csokken, az oligomer ,becsomagolasa” megakadalyozza a célmolekuldkhoz valé kdtédést. Az
AM vegyiletek megfelel6 geometridju és méretl, bioldgiailag toleralhaté hordozé
molekuldkkal valé kombinacidjaval olyan konstruktokat alkothatunk, melyek akar
méretszelektiven képesek bizonyos oligomerekkel kdlcsonhatasba [épni. A KLVFFAE molekula
szerkezetét kovetd, foldamer-tipusu vegylleteket centrdlis szimmetridgju PAMAM
dendrimerekkel konjugdlva olyan molekularis eszkodzt szintetizaltunk, mely az izo-ABi-a2
peptidb8l SOP-vel készitett oligomerekkel koélcsonhatasba lépve azok toxikus hatasat
neutralizalta. Ez valdszin(ileg kétféle hatds eredGjének tekinthet6: a nagyobb méretli (HMW)
oligomereket a tetravalens foldamer-dendrimer konjugatum keresztkétések révén
precipitdlni képes, ezaltal a klasszikus AM vegylletek hatdsmechanizmusahoz hasonldan
csokkenti az aggregatumok kontaktfelszinét, mig tobb foldamer szekvencia optimalis
geometriai elhelyezkedése és kdlcsonhatasa révén becsomagolhatja az LMW oligomereket. A
foldamer-dendrimer konjugatum enzimatikus stabilitasa kedvezd, kémiai szintézise és
tisztitasa viszonylag nagy mennyiségben is konnyen megoldhato feladat, szerkezete kdnnyen
finomhangolhato, igy egy antitestes terdpiahoz mérve olcsdbb, kdnnyebben kezelheté
alternativat nyujthat.

A konjugatum centralis geometridjanak fokalisra valtoztatdsaval Uj hasznositasi lehetGséget
nyertlink. A molekula megtartotta méretszelektiv affinitasat az AB oligomerekhez, viszont az
aszimmetrikus szerkezet lehet6vé tette azt, hogy szilard hordozén torténd rogzités esetén sem
lépett fel térgatlas a kotédési folyamatban. A fokalisan szimmetrikus tetravalens, poli-lizin
dendronra épitett konstruktot egy olyan ELISA rendszer kidolgozasara hasznaltuk fel, mely
alkalmas AB oligomerek mennyiségi meghatarozasara, akar Osszetett bioldgiai mintabdl is.
Oligomerek meghatdrozasara jelenleg nincs a klinikumban alkalmazott kisérleti rendszer, a
konvencionalis, AB-alapu diagnosztikai mddszerek szekvenciaspecifikusak, oligomerizalodé
AB-ra torzitott eredményt adnak. Az AKH-n alapuld mechanizmuskutatas szempontjabdl
mindenképpen fontos lépés lenne az AP oligomerek meghatarozdsanak beépitése a
diagnosztikai protokollba, ez azonban jelenlegi allas szerint még nem toértént meg.

Az AK-ra iranyuld gyodgyszerfejlesztésben a kozvetlenll az amiloid aggregatumokkal
kdlcsdnhato gyogyszerjeldltek klinikai vizsgalatai jelenleg alulreprezentaltak. A legkorabbi 3-
as fazisu klinikai vizsgalatra kerilt molekula a tramiprosate volt (Alzhemed, [375]), mely
bizonyitottan megakaddlyozza az AP aggregacidjat, emellett gyulladascsokkent6 és GABA-
receptor aktivitassal is rendelkezik. A molekula nagy volumend klinikai vizsgalatokban sajnos
hatastalannak bizonyult. Az AB-t célz6 kismolekulds terapidk a tovabbiakban a szekretdzok
mikodésének szabalyozasara iranyultak, igy érve el az AB aggregatumok mennyiségének
csokkenését. A keletkezett aggregdtumok eltdvolitasat immunoldgiai mddszerek (antitestes
terapiak), illetve a kilirlilést tdmogatd lehetséges gyogyszerek (transzporterek aktivitdsdara
hato szerek) alkalmazasaval tervezték megoldani. Mivel azonban az eltelt években a kisérleti
eredmények szerint ezen megkozelitések eredményessége kérdéses az AK tartds
gyogyitasaban, illetve sulyos mellékhatasok tarsultak az alkalmazasukhoz, kialakult egyfajta
nagy mértékben csokkentette a gydgyszeripari partnerek érdeklédését az altalunk fejlesztett
AM vegyiletek iranyaban is. Peptid és peptidomimetikum tipusi molekuldinkbdl jo
farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkezé vezérvegyiilet fejlesztése lehetséges, és a
kismolekulas AM-ek nagyobb eséllyel lennének képesek a sejten belil kialakuld, neurotoxikus
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LMW oligomerek elérésére, hatasuk semlegesitésére. Azonban az intracellularis oligomerek
nehezen elérhetbek, igy a molekula szerkezetoptimalizaldsan tul, annak bejuttatdsa a sejtbe
kalon fejlesztési feladatot jelent. Ez a tény is hozzajarult az AM vegyiletek iranti csdkkent
érdeklédéshez.

Az alapkutatassal kapcsolatos szakirodalom vizsgalata azonban azt mutatja, hogy a kutatdk
még jelenleg sem zarjak ki ezt a lehet8séget az igéretes terapiak sorabol. A PubMed
adatbazisaban az ,amyloid aggregation inhibitor” kifejezésre a 2022-2023 éves iddszakra
végrehajtott keresés, az eredményeket leszlkitve az AK-ra és az AB-ra, kb. 100 publikacidt
eredményezett. A mar korabban ismert AM molekuldk tovabbi vizsgalata mellett Uj anyagok
is megjelennek, pl. kiilonféle névényekbdl nyert, eddig AK-ban nem alkalmazott gyogyhatasu
vegyllet klasszikus aggregacid-gatld hatdssal [377-382], illetve multimerek/dendrimerek [383,
384], fémkelatorok [385] és poliionos anyagok [386-389], mint AM-molekulak is szerepelnek
a publikaciokban. Kilén csoportot képeznek azok a multi-target alapu megkdzelitések,
amelyek esetében mar egy adott hatdsmechanizmussal rendelkez8 gydgyszert vizsgalnak a
kutatok az aggregaciora kifejtett hatds szempontjabdl. Egy tanulmany szerint az AK-ban 2021
22 kozott regisztralt klinikai vizsgalatok kb. 43%-a a koltséghatékony fejlesztési lehet&séget
jelent6 ,repurposing” elven alapul [390]. A vegyiletek egy része AM hatassal rendelkezik,
ezaltal lehetséges terapias felhasznalasi korének kiterjesztése (Osszefoglalva [379]-ben).
Tovabbi, még nem torzskonyvezett, de preklinikai szinten kiterjedten vizsgalt molekuldk a
multitarget-csalddban egyes enzim-inhibitorok [391-393], vagy Tau-aggregaciot maddositd
anyagok [394], amelyek rendelkeznek AM aktivitassal is. Ezek az eredmények is mutatjak, hogy
az AM vegyiiletek alkalmazdsa terén még vannak kihasznalatlan lehet8ségek. igy lenne
létjogosultsaga az ilyen irdnyu fejlesztéseknek, hiszen ezek a terdpiak az antitesten alapuld
eljardsokat kiegészithetnék, tdmogathatnak. A kismolekulas AM-ek atjutasa a vér-agy gaton
konnyebben megvaldsulhat, mint az antitesteké, melyek esetében a hatasossaghoz sziikséges
extrém nagy dozis valdszin(leg a rossz biodisztribucids profil eredménye. Mind az antitestek,
mind a kismolekuldas AM-ek esetében ezért térekedni kell a célhelyre torténé hatékonyabb
eljutas elGsegitésére.

6.3 Az AB-tdl kiilonb6z6 célpontokon alapulo fejlesztések relevanciaja

A 2020-as években inditott gydgyszerfejlesztési vizsgalatok jelentds része az AKH-n tulmutatd,
vagy attdl teljesen eltérd, alternativ mechanizmusokat részesit el6nyben. Természetesen az
eddigi kisérletekbdl is le kellett vonni a megfelel§ konzekvencidkat, aminek kdzpontjaban a
sikertelenség okainak feltarasa all.

Az AKH centralis szerepének gyengiilése mellett mas tényez6k is megnevezésre keriiltek,
ugymint a betegcsoportok helytelen 0Osszeadllitasa a klinikai kisérletekhez, ami az AK
heterogenitasabdl, és a tarsbetegségek befolydsold hatasabol fakad, illetve a klinikai
vizsgalatok helytelen végpont-definialasa. Ez utobbi féleg annak tudhatoé be, hogy az AK korai
diagnosztikaja még mindig nem megoldott, igy a betegcsoportok altaldban mar rendkiviil
el6rehaladott stadiumu betegekbdl allnak, akik esetében a meméariara, tanulasra alapozott
végponti mutatdk javuldsa nagyon nehezen mutathaté ki. igy a klinikai vizsgélatok
stratégidjanak attervezése, kisebb, homogén vizsgalati célcsoportok Osszeallitdsa, az F2-F3
vizsgalatok végpontjainak finomitott, célzott, molekularis szintl valtozasokat is magaban
foglaldo definidlasa segithetne hatékonyabb terdpidkat azonositani [395]. Ezeket a
szempontokat az utobbi években tervezett F3 vizsgalatokban (pl. a Donanemab esetében) mar
figyelembe vették.

Az AK multifaktoros természetébdl addddan szamos Uj célpont kinalkozik fejlesztési
lehetGségként. Kézenfekv6 lehet megvizsgdlni az APP, illetve a lebontasaval keletkezd, AB-tol
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kiilonb6z6 fragmensek szerepét, és a termel6désiik megvaltoztatasdval elérheté esetleges
terdpias el6nyoket. Az eddig klinikai vizsgdlatoknak alavetett molekuldk kéziil csak egy, a
Buntanetap (Posiphen) célpontja az APP, mds fragmenseket célzé vegyileteket pedig nem
taldlunk a gyogyszerjeldltek kdzott. A Buntanetap AK-ban jelenleg F2 vizsgalati szakaszban van,
enantiomer parjaval, a Phenserinnel azonos hatdsmechanizmus szerint gatolja az APP mRNS-
ének atirédasat, ezzel csokkentve az APP expresszidjat [396]. A molekula F1 vizsgdlatban jol
toleralhaténak bizonyult, jelent8s mellékhatasok fellépését nem tapasztaltak [397]. Az
eredmények szerint az amiloid és Tau biomarkerek mennyisége szignifikansan csdkkent, mig
a neurodegeneraciét jellemzd biomarker esetében nem volt szignifikans a csokkenés.
Parkinson koros betegcsoporton vizsgdlva az anyag hatdsat a gyulladdsos markerek
szignifikans csokkenését tapasztaltak.

Sajat kutatasi eredményeinkkel sikerilt olyan AK-ban relevans folyamatokat azonositani,
melyek kulcseleme az APP lebontasaval keletkezd AICD. Az AICD-Fe65 kdlcsonhatast egy olyan
peptid-tipust molekulaval (P33) tudtuk befolydsolni, mely az Fe65 szerkezeti sajatossagait
hasznalja ki: a WW-doménhez k6t6d6 specifikus kélcsénhatas révén, valdszin(leg allosztérikus
modon gatolja az AICD-aktivalt Fe65 fehérjekomplex kialakuldsat. A kélcsénhatast in vitro
kisérletekben bizonyitottuk, emellett igazoltuk a P33 kedvez6 hatasat az amiloid-patoldgiara
a FAK egyik alapmodelljeként alkalmazott APPxPS1-es egerekkel végzett kisérletben is. A
transzgén egerekben az AP tultermel6désének kovetkezményeként kialakuld gyulladast is
sikerllt mérsékelni, igy valdszinlsithet6, hogy a molekularis szinten aktivalédd
stresszfolyamatok is csokkennek a kezelés hatasara.

A P33 tovabbi vizsgalata felfedte, hogy a kezelés az egerekben zajlé, a felnGttkori
neurogenezishez kapcsolhatd bioldgiai folyamatokat is kedvezd irdanyban befolydsolja. A
transzgén egerekben az amiloid patoldgia fellépése, az oligomerek kimutathatdsaga, és a
karos sejtszintl stresszfolyamatok aktivaldddsa megel6zi a neurogenezis folyamatainak
zavarat, ami nyomon kovethet6 mind a neuronalis Gssejt-osztdodas, mind az éretlen
neuronokka differencialédas mértékének valtozasaban. Mig a plakk-képz6dés, a gyulladasos
folyamatok feler6sédése 5-6 hdnapos korban jelentkezik, addig a neurogenezis karosodasa a
8-11 hénapos életkorra tehet6 ebben a modellben. A P33-kezelés meginditasa az allatok fiatal
kordban (3 hdénapos kortdl) nagy mértékben javitia mind az AK-t modellez6 patoldgiai
jellemz6ket, mind a neurogenezist. Habar az allatkisérletek eredményeinek human
transzlacidja csak korlatozottan és nagy koriltekintéssel lehetséges, ugy gondoljuk, hogy
altaldnos érvényl lehet az a megallapitas, amely szerint a korai fazisban, az AK tiineteinek
megjelenése el6tt elkezdett terapia lenne a leghatékonyabb kezelési mod. A korai fazisra
jellemz6 biomarkerek azonositasaval és szlir6vizsgalat-szerl bevezetésével, illetve az AK-hoz
rendelhetd genetikai mintazatok definidlasaval el lehetne kiléniteni azokat a csoportokat,
amelyeknek korai kezelése dltal szignifikansan csokkenthet6 lenne a sulyos AK-ra jellemz6
tinetek kifejl6édése.

Az AKH kozponti szerepének gyengiiléséhez az AK-ban nagy mértékben hozzajarult az a
felismerés, hogy az aggregatumok megjelenése és az AK tiinetei kdzott nincs egyértelmd ok-
okozati dsszefliggés [398]. Egyes felfogdsok szerint az aggregdtumok csak kisér6i az egyéb,
feltételezetten sejtszinten feler6s6d6 stresszfolyamatoknak, de nem rendelkeznek karos
hatassal, illetve ha igen, akkor az aggregatumok ,kiégett” plakkokba szervez6dését egyfajta
védelmi mechanizmusként foghatjuk fel. Emiatt a degradacidjuk, eltavolitasuk nem vezet
szilkségszer(ien a tinetek javulasahoz, ahogy az az eddigi vizsgalatok esetében sokszor
tapasztalhato is volt. Ennek az allaspontnak a létjogosultsaga még szintén nem bizonyitott, az
viszont mar széles korben elfogadott, hogy a neuroinflammacié és a molekularis stressz
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mérséklése az AK, és altaldban a fehérjekonformacios betegségek esetében célravezetd
terdpia lehet.

Az S1R modulatorok ilyen célu felhasznalasara mar van példa, az Anavex eddigi F3-as
eredményei igéretesek. Errél a molekulardl is ismert, hogy kevert agonista, az SIR modulalasa
mellett muszkarinerg hatassal is bir. A cél olyan S1R modulator fejlesztése, mely megnovelt
szelektivitassal rendelkezik, egyéb receptorokkal szemben kevésbé promiszkuis. Uj vegyiiletek
in silico azonositasara alkalmas dokkoldsi eljarasunkkal az igéretes molekuldak esetében azok
kot6désének jellegérél (agonista/antagonista tipusu kotédési konformacid) is nyerhetlink
informaciét. A legjobb 3 azonositott szerkezetbdl a sztereoizomereket is figyelembe véve 6
kilénb6z6 molekulat taldltunk, melyek potencidlis S1R moduldtorként szolgdlhatnak
vezérvegyllet fejlesztéséhez.

Az S1R moduldtorokkal kapcsolatos vizsgalataink feltartak olyan 6sszefliggéseket is, melyek
alapjan az AK kiilonb6z8 kérfolyamatainak kdlcsonds egymadsra hatasara nyertiink Ujabb
bizonyitékokat. Ehhez kidolgoztunk egy Uj kisérleti modellt, mely a transzgén allatokkal
szemben gyorsabban és koltséghatékonyabban hasznalhatd. Természetesen ez a modell sem
tekinthet§ teljes értéklnek. Molekularis szinten az AB altal kivaltott gyulladasos reakcid és a
neurogenezis néhany alapfolyamatanak megvaltozasa vizsgalhaté az alkalmazasaval, de a
kordbbi in vivo kisérletekben az aggregalt AP-felhasznaldsdval kapott eredményeink
valdszinUsitik, hogy a transzgén allatokban az AP tultermel6dése kovetkeztében kialakuld
tovabbi patoldgiai jegyek, mint a magatartas és a tanuldsi képességek megvaltozasa,
megjelenhetnek ebben a modellben is. Az egyszer(ien kivitelezhetd in vivo kisérletek soran a
gyulladds és neurogenezis egymasra hatasat S1R modulatorok jelenlétében vizsgaltuk.
Kisérleteink bizonyitottak, hogy bar mindkét S1R agonista hatdst fejthet ki a két molekularis
folyamatra, mégis az agonista jelleghez nem rendelheté olyan 4altaldanosan érvényes
mechanizmus, amely alapjan a molekula karakterébdl levonhatnank annak uniformizaltan
kedvez6 hatdsdra vonatkozd kovetkeztetést.

A két anyag hatasmechanizmusaban észlelt kiilonbségek gyarapitjak az irodalomban az S1IR
modulatorok eredményességével kapcsolatos kérdések, tisztazatlan pontok szamat. Ezért az
AKH-n alapuld gyogyszerfejlesztés sordn nyert tapasztalatok itt is érvényesek, a sikeres S1R-
alapu terdpias megkozelités kidolgozasahoz is elengedhetetlen az adott molekula
hatasmechanizmusanak minél részletesebb felderitése, human klinikai vizsgalatban pedig a
betegcsoport koriiltekints kivalasztasa és a terapids céloknak a felderitett hatdsmechanizmust
is figyelembe vevé megfogalmazasa. Az AK gydgyszerkutatdsanak eddigi, atiit6 sikereket
nélkulozd torténete egyértelmivé tette, hogy ez a betegség sem kildnbozik a tobbi nagy,
megoldatlannak tekintett kértdél, amennyiben a multifaktoros koérkép miatt valdszinlleg
elérhetetlen dlom marad egyetlen molekula, mint hatékony terapia felfedezése. Sokkal inkabb
szamithatunk sikerre majd abban az esetben, ha képesek lesziink a kilénféle
mechanizmusokat célzd leghatékonyabb molekuldkat megtalalni, és azok kombinaciéjan
alapuld, akar élethosszig alkalmazhato kezelési protokollokat felallitani.
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Tézisek

A doktori értekezésemben bemutatott eredmények tézisszer( rovid dsszefoglalasa:

l.

1.

1.

v.

Szintetikus A8 peptidek (AB8i.12, AB2s.35, AMCA-jel6lt ABi.42) bioldgiai kisérletekben
torténd felhaszndldsdra alkalmas protokollok kidolgozdsa

A konvencionalis SPPS-sel el6allitott peptidek aggregaciéra hajlamosak, ezért
tulajdonsagaik ellen6rzésére rendszeresitettlink olyan fizikai-kémiai metodikakat, illetve
kidolgoztunk olyan mintakészitési eljarasokat, melyekkel a kivant aggregacios allapot az
alkalmazas ideje alatt fenntarthatd. llyen mintdk felhaszndldsaval sikeriilt kapcsolatot
taldlni az APas3s és APia2 peptid altal kivaltott epileptiform aktivitds és a peptid
aggregacios allapota kozott in vitro elektrofizioldgiai kisérletben, és bizonyitani, hogy
valdszindleg a fibrillaris aggregatumok felel8sek az észlelt hatasért.

Az iz0-ABi1.12 peptid optimalizdlt szintézise, a peptid felhaszndldsaval standardizalt
oligomer- és fibrillum készitési protokollok kidolgozasa

Az izo-AP1-42 peptid szintézisének optimalizaldsaval egy, a kisérletekhez el6nydsebben
alkalmazhaté formahoz jutottunk, amire épitve protokollokat dolgoztunk ki a két f6
aggregacios (oligomer és fibrillaris) forma el6allitasara. Vizsgalataink bizonyitottak, hogy
az izo-AB1-42-bdl elGallithatd aggregatumok jelent6s neurotoxikus hatdst tudnak kivaltani,
mellyel sejtes kisérletekben életképességbeli valtozas idézhets elb, ex vivo agyszeleten
torténd elektrofizioldgiai mérésekben tapasztalhaté az LTP megvaltozasa, ragcsalokra
kidolgozott injektaldasos modellben igazolhatd a HC-ban csékkent dendrittiiske-sirdlség,
illetve elGidézhet6 magatartds- és tanuldsbeli zavaras. Fluoreszcens kromofdrral jelolt
oligomerek alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy az agykamrai injektalas esetén az
oligomerek a glimfatikus rendszer segitségével viszonylag gyorsan eljuthatnak az
agyszovet kilonboz6 teriileteire, ami a kisérleti modellekben torténé alkalmazhatdsag
alapfeltétele.

Megvizsgaltuk a peptid aggregacios karakterisztikajat, illetve modelleztik kiindulasi
konformacidjat, amivel megmagyaraztuk a konvenciondlis formatdl eltéré viselkedését
fiziologias korilmények kozott, Ca?* és Mg?* ionok jelenlétében. Ennek ismeretében
modositott protokollokat javasoltunk az izo-ABi-42 bioldgiai kisérletekben térténd
felhasznaldsara.

o se s

Chip felliletén rogzitett fehérjék kdlcsonhatasat elemeztiik oligomer ABi-42-val, majd az
eredményeket igazold funkcionalis tesztekkel kimutattuk, hogy ezek az aggregatumok
gatoljak a mitokondridlis proteinszintézist, ami magyarazatul szolgalhat az AK-ban
tapasztalhaté mitokondridlis diszfunkciora és a vele 0Osszefiggé molekularis
stresszfolyamatok feler6sodésére.

AM tipusu vegyiiletek hatasmechanizmusdnak felderitése

A korabban uralkodé BSB elmélet helyett javasoltuk az ,,aggregacid mddosité” (AM)
megjelolés alkalmazasat azon kismolekulds anyagokra, melyek az AB aggregatumokkal
kdlcsdnhatasba |épnek. Foldamer tipusu AM vegyiletek dendrimer tipusid molekularis
hordozdkhoz térténd kapcsolasaval, illetve a szerkezeti elemek optimalizalasaval olyan
molekuldkat allitottunk el6, melyek méretszelektiven képesek az AP oligomereket
felismerni, bioldgiai kisérletekben azok kedvez&tlen kélcsonhatdsat gatolni.

Foldamer-dendrimer konjugatumon alapuld ELISA rendszer kidolgozdsa
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A tetravalens, fokalisan szimmetrikus foldamer-dendrimer konjugatumot szilard
hordozéhoz rogzitve a standard ELISA rendszer mddositott valtozatat nyertik, mely
alkalmas LMW AP oligomerek mennyiségének kvantitativ meghatarozasara bioldgiai
mintakbdl. Ez a diagnosztikai eszk6éz kiegészitheti a jelenleg alkalmazott, szolubilis AB-t
kimutatd ELISA teszt eredményeit.

Az Fe65-AICD kdlcsénhatdst befolydsolo molekula hatasmechanizmusdnak felderitése
A fibrillaris AB-val koélcsonhatd fehérjék azonositasat és szerkezetiik hasonldésaganak
bioinformatikai  eszkdzokkel torténé elemzését kovet6en 65 peptid- és
peptidomimetikum-tipust,  bioldgiailag  aktiv  vegyliletet  szintetizaltunk és
szabadalmaztattunk. A legigéretesebb molekula, a P33 célzott tesztelésével bizonyitottuk
az Fe65 fehérje moduldlasan alapuld hatast, mely valdszintileg az Fe65-AICD kélcsonhatas
révén kedvez6 iranyban modositja az APB-patoldgiat APPxPS1-es transzgén
egérmodellben.

A neurogenezis folyamatdnak feltérképezése transzgén egértorzsben, a P33 kezelés
hatdsa a neurogenezisre

A neurogenezis folyamatanak 0Osszefliggését az AB-patoldgiaval a FAK egyik
alapmodelljeként alkalmazott APPxPSl-es allattérzsben, az allatok folyamatos
kovetésével vizsgaltuk meg. Eredményeink szerint a modellben az AB-patoldgia megel6zi
a neurogenezis karosodasat, mig a neuroprotektiv P33 molekula korai id6ponttdl kezdett,
kronikus adagolasa kedvez6en hat a neurogenezis folyamataira, valdszin(lileg az amiloid-
patoldgidra gyakorolt pozitiv hatasa révén.

Két S1R moduldator neurogenezisre kifejtett hatdsanak vizsgdlata in vivo AB-injektaldsos
modellben

A transzgén modellnél kénnyebben alkalmazhatd, ABi1-42 oligomerek egyszeri, kdzvetlen
injektalasaval el6allo kisérleti rendszerben igazoltuk a neurogenezis alapfolyamatainak
akut karosodasat, illetve az AB-patoldgiat jellemz6 neuroinflammacio megjelenését. Két
S1R agonista, az endogén DMT és a szintetikus PRE-084 hatasat ebben a modellben
megyvizsgalva kimutattuk, hogy az agonista jelleg nem feltétlenll parosul egyik vizsgalt
tényez6 esetében sem azonos hatdssal, jelezve ezzel az S1R-t érint6é folyamatok
Osszetettségét. Az észlelt eltérések oka a DMT mas receptoron (5HT2a) érvényesiil6 hatasa
és rovid bioldgiai féléletideje lehet.

S1R moduldatorok azonositdsdra alkalmas in silico moédszer kifejlesztése és validalasa
Megfelel6en vdlogatott molekulaszettek virtualis szlirésére alkalmazhatd protokollt
dolgoztunk ki, mely kombinal egy ismert agonistdahoz és egy antagonistahoz kotott
receptor szerkezetet. A moddszerrel egy kdzel 4000 tagu molekulakdnyvtarbol
azonositottunk 40 potencidlis S1R-hez kot6dést mutatd vegyililetet, melyek affinitasat
radioligand-kot6dési tesztben is meghataroztuk. A legjobb harom ligandum mindkét
enantiomerjét megvizsgaltuk S1IR/S2R szelektivitasuk szempontjabdl is. Ezek a molekulak
igéretes jeloltek lehetnek az AK-ban torténd terapias felhasznalasra.
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8. Koszonetnyilvanitas

A kémia mivelése irant érzett lelkesedésem és szeretetem altalanos iskolas koromtél kezdve
toretlen. Szerencsésnek tartom magam, hogy az SZTE Orvosi Vegytani Intézetében
megkaptam a lehet8séget ahhoz, hogy a szeretett targybdl hivatas valjon, bar kilén
kiemelném, hogy a kutatassal egyenranguan fontos feladatnak gondolom a kémia oktatdsat
is, amit itt egyetemi oktatdként szintén végezhetek. Az iskolai éveimbdl ezért kiemelném két
meghatarozd személy szerepét, akiknek az erds alapokat kdszonhetem: Molndr Jozsefné
Terikének, aki altalanos iskolai, illetve Meleg Istvannak, aki gimnaziumi kémia tanaromként
mutatott nekem pedagdgiai példat és adott életre sz6ldan hasznos tudast.

Az egyetemen szamos oktatdm formalta mind az oktatashoz, mind a kutatashoz fliz6d8
szemléletemet. Molndr Arpad professzor Ur alapos, szisztematikus szerves kémiai oktatasa
tovabb erdsitette bennem a korabban mar formalddo érdekl6dést a kémia ezen teriilete irant,
amiért mindig halds leszek. Kosz6nom Penke Botond professzor urnak, hogy szakdolgozdnak
felvett az Intézetébe, ahol elkezdhettem az kutatomunkat.

Botond mellett Zarandi Marta professzor asszony volt az els6 témavezetém, akit6l
megtanulhattam a peptidszintézis mddszerét, és aki mind tudomanyosan, mind emberileg
mindig maximalisan tdmogatott, ha arra volt szikségem. Nagyon kdszonom neki az induld
éveket.

Botondnak nem tudok eléggé halas lenni minden tdmogatasért és lehetfségért, amit téle az
elmult majdnem harom évtizedben kaptam. A kutatécsoportot t6le megorokolve igyekeztem
legjobb tuddsom szerint tovadbb vinni a megkezdett munkat, mdvelni az Alzheimer-korral
kapcsolatos gyogyszerkutatds tudomanyat. Megtanulhattam téle a kitartast, a precizitast, és
azt is, hogy hogyan lehet a nehézségeket el6nnyé forditva épitkezni tovabb.

Természetesen soha nem egyediil értem el az eredményeket, kutatécsoportunk minden
tagjara halaval gondolok, és kdszondm a kézds munkat. igy a kezdeti években Jostné Balaton
Krisztina, Nagy Katalin és Doésai-Molnar Eva segitségét a laboratériumi  munka
megtanuldsaban, késébb Boros Mihdlyné Annamarinak, Horvéath Evanak és Pataki Szilvidnak a
laboratériumi asszisztensi segitséget. Szeretném kiemelni harom baratomma valt
munkatarsamat, Datki Zsolt Laszlot, Paragi Gabort és Bogar Ferencet, akik az allando szakmai
tamogatas mellett emberileg is a maximumot adva segitettek nekem boldogulni, haladni.
Halas szivvel emlékezem Rdazga Zsoltra, aki az elektron mikroszképia megismerését és
méréstechnikdjanak elsajatitasat tette lehetévé szamomra. Koszondm a késébbi
intézetvezet6knek, Toth K. Gabornak és Martinek Tamdasnak a tamogatdst és az egyiittes
munkdat. Harom doktoranduszom, Simon Doéra, Borbély Emdke és Szilagyi-Szogi Titanilla,
valamint tovabbi volt és jelenlegi kdzvetlen kollégaim, Janaky Tamas, Mandity Istvan, Szegedi
Viktor, Virdk Dezsd, Bozso Zsolt, Schuster Ildiké, Papp Ibolya Zita, Hetényi Anasztazia, Bartus
Eva, Olajos Gabor, Kele Zoltan, illetve az Orvosi Vegytani Intézet minden egykori és jelenlegi
munkatarsa részére is szeretném koszonetem kifejezni, nélkilik a kutatasi eredményeink nem
sziilethettek volna meg ebben a formaban. K&szoném Zentai Marianak a szoveg nyelvi
ellen6rzését.

Az értekezés alapjaul szolgdld eredmények megsziiletését kovetkezd palydzatok tették
lehetévé: EU-FP7 MEMOLOAD 201159, KTIA_13_NAP-A-IIl/7, 2017-1.2.1-NKP-2017-00002-
111/8, 20391-3/2018/FEKUSTRAT, GINOP 2.3.2-15-2016-00036.

Végiil szeretném megkdszonni Gabornak, Akosnak, Akos fiamnak, csalddom minden tovabbi
tagjanak, és két baratnémnek, Juditnak és Erzsonak az elmult évek minden tlirelmét, és a
szeretetet, amivel korllvettek, erGs hatorszagot biztositva nekem a mindennapokban.
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9. Roviditésjegyzék

2-Cl-Z: 2-klorobenziloxikarboniloxi

AB: béta-amiloid

ACSF: mesterséges cerebrospinalis folyadék
AFM: atomerd mikroszképia

AICD: intracellularis APP-domén

AK: Alzheimer-kor

AKH: amiloid kaszkad hipotézis

AM: aggregaciéo modosito

AMCA-: 7-amino-4-metil-3-kumarinilacetil-

AMCA-NHS: 7-amino-4-metil-3-kumarinilecetsav N-szukcinimid észter

APP: amiloid prekurzor protein

ARIA: amiloid altal okozott képalkotasi abnormalitasok

ATF6: aktivald transzkripcios faktor 6
BACE: béta-pozicioban APP-t hasitd enzim
BBB: vér-agy gat

BCA: bicinkoninsav

Bip: koté immunoglobulin protein

BMB: bisz-maleimido-butan

Boc: terc-butil-oxikarbonil

BrdU: 5-brém-2’-dezoxiuridin

CD: cirkuldris dikroizmus

CSF: cerebrospinalis folyadék

CTF C-terminalis fragmens

CV: sejtek viabilitasa (,,cell viability”)

DB: ,dot blot”

DBU: 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-én
DCC: N,N’-diciklohexilkarbodiimid

DCX: , doublecortin”

DG: girus dentatus

DIEA: N, N-diizopropiletilamin

DISICL: diéder-alapu szegmensazonositas
DMF: dimetilformamid

DMS: dimetilszulfid

DMSO: dimetilszulfoxid

DMT: N,N-dimetiltriptamin

DTT: threo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol
EF: dusulasi faktor (,,enrichment factor”)
elF2ao.: eukaridta iniciacids faktor 2o
ELISA: enzim-kapcsolt immunoszorpcids esszé
ER: endoplazmas retikulum

ESI-MS: elektrospray-ionizacios tomegspektrometria
fAB: fibrillaris béta amiloid

FAK: familiaris, 6rokl6dé Alzheimer-kor
FBS: magzati borjuszérum

fEPSP: excitatorikus posztszinaptikus mezépotencial
Fmoc: fluorenil-metoxikarbonil
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GABA: gamma-aminovajsav

GAFF: ,generalized amber force field”

GCN2: ,general control nonderepressible 2”

GFAP: glialis fibrillaris savas protein

GWAS: ,large scale genome-wide association studies”

HATU: 1-[Bisz(dimetilamino)metilén]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinium 3-oxid
hexafluorofoszfat

HBS: HEPES alapu fizioldgias puffer

HC: hippokampusz

HCBS: hidrogénkarbonat-alapu fizioldgias puffer

HEK: human embrionalis vese sejt

HEPES: 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanszulfonsav

HFIP: 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol

HMW oligomer frakcié: nagy molekulatémeg(i oligomer frakcid
HOAt: 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

HOBLt: 1-hidroxi-benotriazol

HRI: HEM-regulalt inhibitor kinaz

HRP: torma-peroxidaz

Ibal: ionos kalcium-kot6 adapter molekula 1

ICV: agykamrai

IHC: intrahippokampalis

IL: interleukin

IP: intraperitonealis

IRE1: szerin/treonin-protein kindz/endoribonukleaz inozitol-fliggs enzim 1
ISR: integralt stresszvalasz (,integrated stress response”)

ITC: izoterm titracids kalorimetria

LMW oligomer frakcio: kis molekulatomeg( oligomer frakcio
LOD: detektalasi hatar

LTP: hosszu tavu potenciacio

MAM: ER mintokondriummal kdzos hatarfelilete (,, mitochondrial associated membrane”)
MBHA: (a-amino-a-p-xilil hidroklorid)polisztirol-divinilbenzol kopolimer
MCI: enyhe kognitiv karosodas (,,mild cognitive impairment”)
MC/MD: Monte Carlo/Molekularis dinamika

MOE: ,,Molecular Operating Environment”

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid
NeuN: neuronalis nuklearis protein

NMDA: N-metil-D-aszparaginsav

NMI: N-metil-imidazol

NMR: magneses magrezonancia spektroszkdpia

NPC: neurdlis progenitor sejt

NSAID: nem-szteroid gyulladascsokkentd

NSC: neuronalis Gssejt

0AB: oligomer béta amiloid

OB: szagléogumo

PAM: 4-(Hidroximetill)fenilacetamidometil-polisztirol

PAMAM dendrimer: poliamidoamin dendrimer

PCP: fenilciklidin
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PERK: protein kinaz-szerl ER-kinaz

PET-CT: pozitronemisszids tomografia — szamitogépes tomografia
PHF: paros helikalis filament

PKR: RNS-fliggd protein-kinaz R

Pinl: NIMA-kdlcsonhatd peptidil-prolil cisz-transz izomeraz 1
PS1 és PS2: preszenilin 1 és preszenilin 2

PSD95: posztszinaptikus sirliség fehérje 95

pTau: hiperfoszforilalt Tau

REMD: replika kicserél6déses molekularis dinamika

RESP: ,restained electrostatic potential”

RIP: szabalyozott intramembran proteolizis (,regulated intramembran proteolysis”)
RMS: rosztdlis migracids dsvény

RP-HPLC: forditott fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
S1/2R: szigma-1/2 receptor

sAPP-a./ B: oldhaté amiloid prekurzor protein o/B-fragmens
SAK: sporadikus Alzheimer-kér

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SF: egyenes filament

SGZ: szubgranuldris z6na

SPPS: szilard fazisu peptidszintézis

STD: szaturacio-transzfer-differencia

SVZ: szubventrikuldris zona

TBS: ,theta-burst” stimulacio

TEM: transzmisszids elektronmikroszkopia

TFA: 2,2,2-trifluorecetsav

TFE: 2,2,2-trifluoroetanol

ThT: tioflavin-T

TMB: 3,3',5,5' tetrametilbenzidin

TMP: tetra-maleimido-PAMAM

TRIS: trisz-(hidroximetil)-amino-metan

UPR: hibas fehérje-valasz (,,unfolded protein response”)

VS: virtualis sz(ré eljaras

WB: ,western blot”

XBP1 spliced: hasitott X-boksz kot6 fehérje 1
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