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l. Roviditések

ACh Acetilkolin

AChE Acetilkolin észteraz

AD Alzheimer-kor

ADIOL 5-androszten-3p,17p-diol
ApoE Apolipoprotein E

APP Amiloid prekurzor protein

AP B-amiloid

BDNF Agyi eredetli novekedési faktor
BEK Bazalis eldagyi kolinerg rendszer
BNN27 Szintetikus DHEA(S) analog
ChAT Kolin-acetil-transzferaz

DAB Diaminobenzidin

DHEA Dehidroepiandroszteron

DHEAS Dehidroepiandroszteron szulfat

GABA y-amino-vajsav

GFAP Glial fibrillary acidic protein

HDB Horizontélis diagonalis koteg

HS Horse serum

i.p Intraperitonealis

Iba-1 lonized calcium-binding adaptor molecule 1
IDO Integralt optikai denzités

IFN Interferon

IL Interleukin

MAPT Mikrotubulus asszocialt protein tau
MS Medialis septum

NGF Idegi novekedési faktor

NMDA N-metil-D-aszpartat

PFA Paraformaldehid

PSEN1 Presenilin-1

PSEN2 Presenilin-2



pTau Hiperfoszforilalt tau fehérjék

SI/NBM Nucleus basalis magnocellularis és substantia innominata komplex
SSC Szomatoszenzoros kéreg

TNF Tumor nekrdzis faktor

TrkA Tropomiozin receptor kindz

X Triton X

VDB Ventralis diagonalis koteg



1.  Bevezetés
Az Alzheimer-kor (AD) a demencidk leggyakoribb formaja, mely jelentds terhet r6 a
tarsadalomra és vilaggazdasagra egyarant, ugyanis a hetedik helyet foglalja el a vezetd
halalozasi okok listajan [1]. Az id6s6d6 tarsadalmunk miatt az érintettek szama folyamatosan
novekszik. Ennek koszonhetden, egyre slirgdsebbé valik a betegség pontosabb megismerése, €s
hatékonyabb kezelési és megel6zési modszerek kidolgozasa. A jelenlegi terapiak nem allitjak
meg a betegség lefolyasat, csupan enyhitik a tiineteket, lassitjak elére haladasat [2]. A hatékony
terapia hianya tovabb noveli a betegség kutatasanak a fontossagat, ami indokolja

témavalasztasomat [1, 3].

1.1 Az Alzheimer-kér jellemzése

A betegséget 1907-ben irtak le elészor [4], de a pontos okait mai napig nem ismerjiik. Az AD
neuropatoldgiaja szorosan dsszefiigg a kozponti idegrendszert érd szerkezeti €s funkcionalis
karosodéasokkal. Kialakulasanak hatterében két kiillonb6zd szovettani elvaltozast azonositottak:
a p-amiloid (AP) peptidekbdl allé amiloid plakkokat és a hiperfoszforilalt tau fehérjékbol
(pTau) kialakuld neurofibrillaris kotegeket [2], melyek tobb modon is karositjak a neuronok
miikodését. Energia deficitet okoznak, zavarjak a kéalcium (Ca?") ion héztartast, amely
kulcsfontossagu a szinapszisok megfelelé mitkodésében, igy szinaptikus diszfunkciot idéznek
eld. Emellett gatoljak a gliikdz transzportereket, ami az agy csokkent gliikozellatottsaghoz vezet
[5].

Az AD egy progressziv neurodegenerativ betegség, vagyis az id6 eldre haladtaval a tiinetek
fokozatosan stilyosbodnak. A betegség legjellemzbb klinikai tiinetei k6z¢ tartoznak a memoria
zavarok, a hangulat ingadozas, cirkadian ritmus felborulasa, alvaszavar, és a depresszio.
Kezdetben altalaban a rovidtavi memoria romlasa figyelhetdé meg, amelyet gyakran az

alvaszavarok és a depresszios tiinetek kovetnek [6, 7].

1.2 Az Alzheimer-kor riziko faktorai

A kockazati tényezok kozott a legfontosabbak az életkor, a genetikai profil, a nem, valamint az

¢életmod.

Az AD leginkabb a 65 év feletti korosztalyt érinti [7, 8], mivel az Oregedés egy Osszetett,
progressziv folyamat, amely tobbek kozott mitokondrialis diszfunkcioval, valamint a
koleszterin-homeosztazis zavaraval hozhatd Osszefiiggésbe, melyek hozzajarulhatnak AP

plakkok képz6désévhez és a tau fehérjék hiperfoszforilaciojahoz [9].



A kor mellett a genetikai tényezOk is kiemelkedd kockazati faktort jelentenek. A genetikai
eredetii AD-ra jellemzd, hogy fiatalabb életkorban is megjelenhet. Ot f6 gént azonositottak,
amelyek hozzajarulnak az AD kialakulasahoz: Apolipoprotein E (ApoE) &4 allélja, az amiloid
prekurzor protein (APP), presenilin-1 (PSEN1), presenilin-2 (PSEN2), és a mikrotubulus
asszocialt protein tau (MAPT). Ezen gének mutacidi fokozzdk a AP ¢és a pTau fehérje

felhalmozaddast [9, 10].

Az életkor €s a genetikai profil mellett a nem is fontos kockazati tényezd. Statisztikai adatok
szerint az AD-s betegek kozel kétharmada n6 [11]. A betegség kialakulasaban és lefutasaban a
nok és a férfiak kiilonbséget mutatnak, ami 6sszefiiggésbe hozhaté a nemi hormonokkal és azok
¢letkor soran bekovetkezo valtozasaval [11]. A betegség kialakulasanak a kockazata jelentésen
novekszik a menopauzan atesett nék esetében. A menopauza soran tapasztalhatdé nemi
hormonszint-valtozas el6segiti az AD-ra jellemz6 patologias elvaltozasok kialakulasat, mivel
ezek a hormonok bizonyitottan neuroprotektiv és anti-inflamatorikus hatassal rendelkeznek

[12-15].

Az életmodbol eredd hatasok megel6zhetdé AD faktorok. Ide tartozik tobbek kozt a nem
megfeleld taplalkozas, a dohdnyzés, vagy a csokkent fizikai aktivitds, melyek mind névelhetik

a betegség kialakulasanak valosziniiségét [7].

1.3 Kolinerg rendszer érintettsége

A kockazati tényezok hatasara bekovetkezd AP €s a pTau felhalmozodésra a kolinerg sejtek
kiillonosen érzékenyek. A kolinerg rendszer az egyik legfontosabb és legkiterjedtebb
neurotranszmitter halozat a kdzponti idegrendszerben [16]. A legtobb kolinerg neuron a bazalis
eldagyban talalhato (1.4bra, zolddel jelolt magok). A bazalis eldagyi kolinerg rendszer (BEK)
négy anatomiai részbdl all: A medialis septumbol (MS), a Broca-féle ventralis €s horizontélis
diagonalis kotegbél (VDB és hDB) valamint a substantia innominata és nucleus basalis
magnocellularis komplexbdl (SI/NBM).




l.dbra: Sematikus abra a bazalis eléagy kolinerg (BEK) neuronok projekcicirél. Réviditések: MS: Medidlis
szeptum, vDB: Ventralis diagonalis kdteg, hDB: Horizontalis diagonalis kéteg, SI: substantia innominata, NBM:
Nucleus basalis magnocellularis, OB: Bulbus olfactorius (szaglogumo), HC: Hippokampusz, PFC: Prefrontalis
kereg, CTX: Kéreg, BLA: Bazolateralis amigdala, THA: Talamusz, CBM: Cerebellum (kisagy), PPT:
Pedunculopontinus tegmentdlis mag, LDT: Laterodorzadlis tegmentdlis mag. Zéld szinnel: Bazdlis eléagyi kolinerg
magcsoport, Sdrga szinnel: Tegmentdlis teriileten elhelyezkedd kolinerg magok. Forras: Farkas és mtsai.
megjelenés alatt.

Az SI/NBM komplex kolinerg neuronjai az agykéregbe és az amigdalaba kiildik a rostjaikat
[17]. Az SI/NBM unilateralisan idegzi be az agykéreg szenzoros és motoros teriileteit [18], mig
a MS teriiletén talalhaté sejtek a hippokampusba proicialnak [19].

crer

Elsdsorban a bazalis eldagyi kolinerg sejtek csokkent miikddése és ezen sejtek pusztulasa
figyelhet6 meg [19-21]. Az acetilkolin (ACh) szintéziséért a kolin-acetil-transzferaz (ChAT)
enzim felel, amely az acetil-CoA-bol és kolinbol allitja el6 a neurotranszmittert. Az ACh
nikotinos és muszkarinos receptorokon fejti ki hatdsat, mind a periféridn mind a k&zponti
idegrendszerben. A folyamatban kulcsszerepet jatszik az acetilkolin észteraz (AChE), ami a
felesleges ACh-t hidrolizalja a szinaptikus résben [8, 22]. A ChAT és az AChE fontos
molekularis markerek a kolinerg neuronok kdzponti idegrendszeri kimutatasaban (A ChAT a

sejttestet, mig az AChE az axonokat rajzolja ki).

Azaltal, hogy a kolinerg neuronok beidegzik az agykérget és a hippokampuszt, olyan fontos
¢lettani folyamatokban jatszanak szerepet, mint a memoria, tanulds, alvés-ébrenlét
szabalyozasa és kiilonb6z6 stresszfunkciok. A kolinerg sejtek pusztulasa tehat szorosan
Osszefligg a memoria romlassal, a cirkadian ritmus felborulasaval, és a figyelemzavarral,

melyek az AD kulcstiinetei [19-21, 23].

A BEK teriiletek koziil mi els6sorban az NBM-re (mas néven Meynert mag) fokuszaltunk,
mivel ez a teriilet human adatok alapjan kulcsfontossagu régio a betegség lefolyasaban [24]. A
mag vizsgalatat megkonnyiti, hogy unilateralis projekciot kiild a kérgi teriiletekre [25, 26],
(elsésorban a szomatoszenzoros kéregbe, SSC) [25, 27]. Igy az egyik oldali mag



befolyéasolasanak hatdsa ugyanazon allatban - az interindividualis kiilonbségek elkertilésével -

a két oldali projekcios teriilet 6sszehasonlitasaval vizsgalhato (2.4bra).
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2.dbra: Az NBM (nucelus basalis magnocellularzs) és a SSC (szomatoszenzoros kéreg) elhelyezkedése egér

agyban, korondlis metszeten. (kép: Paxinos Mouse Brain atlas 4. kiaddsa segitségével).

1.4 A glia sejtek szerepe

Bar a legtobb tanulmany elsé sorban a neuronokat éré kdrosodasokra fokuszal, a legujabb
kutatési eredmények arra utalnak, hogy a glia sejtek, kiilondsen a mikroglidk és asztrocitak,
Osszefiiggésben allnak az AD patogenezisével. Ezek a glia sejtek 0j terapias célpontok is

lehetnek az AD kezelésében [28].

A mikroglidk az idegrendszerben talalhaté makrofagok, az agy specialis immunsejtjei. Fontos
szerepet jatszanak az agyi immunvédekezésben, neurotoxikus anyagok eltavolitdsdban, és a
homeosztazis fenttartdsiban. Emellett részt vesznek a neurogenezisben, és a neuronok

védelmében is [29].

Az asztrocitak a kozponti idegrendszer fehér és sziirke allomanyaban egyarant jelen 1évo
dinamikus sejtek. Legfontosabb szerepiikk az idegrendszer homeosztazisanak megorzése.
Segitik a neuronok miikddését, részt vesznek a szinapszisok kialakitasdban €s fenntartdsaban,
valamint az ion- és energiametabolizmus szabalyozasaban, azaz altalanossagban a
homeosztazis megorzésében [30, 31]. Segitik a neurotranszmitterek felszabadulasat és
eliminalésat, valamint szabalyozzak a szinaptikus plaszticitast [31, 32]. Szamos tanulmanyban
leirtak, hogy hozzajarulnak az informaciofeldolgozashoz és a memoria kialakitasahoz egyarant
[30, 33]. Végtalpaikkal koriil veszik a vérereket alkotd endotélsejteket, ezaltal aktivan
hozzajarulnak a vér-agy gat kialakitasahoz és a szelektivitdsanak fenntartdsdhoz. A vér-agy gat
maga is fontos szerepet tdlt be a kozponti idegrendszer homeosztazisanak megorzésében,
kulcsszerepet jatszik a kiilonb6z6 molekulak transzportjaban, megakadalyozza, hogy bizonyos
karos, toxikus anyagok jussanak be az idegszovetbe, és igy biztositja a szelektiv permeabilitast

[30, 34].



A mikroglia és asztrocita sejtek dinamikus strukturak, a fiziologias €s patologias valtozasok
hatasara megvaltozik a morfologiajuk [35]. Az agy normal fiziologias koriilményei kozott a
glia sejtek nyugalmi allapotban vannak. Ebben a formaban jellemz6 rajuk a hosszu, elagazo
nyulvanyok jelenléte és a Kis sejttest (szoma) méret [36]. Az idegrendszert ér6 karosodasok,
valamint a koros anyag lerakddasok (pl: AP, pTau) mindkét glia tipust aktivaljak. A mikrogliak
aktivalt allapotban tobb alakot is felvehetnek: fagocitdzis sordn amdboid allapotba keriilnek
(rovidebb nytlvanyokkal rendelkeznek, mikozben a szoma méretiik novekszik); mig az
idegrendszert ér6 stressz hatasara sokszorosan elagazé (hiper-ramifikalt) nyulvanyai lesznek;
toxicitas vagy mechanikai sériilés kovetkeztében pedig hosszikas, rud alakot mutatnak [36, 37].
Az asztrocitak aktivacio soran hipertrofidt mutatnak, megnovekedik a méretiik és nyulvanyaik
elagazasainak szama egy adott teriileten [30, 38]. Aktivalt allapotban nemcsak a morfologiajuk,
hanem a molekularis profiljuk is megvaltozik [35]: gyulladast elésegitdé anyagokat
(kemokineket, citokineket, reaktiv oxigén és nitrogén gyokoket) bocsdjtanak ki, ezaltal
neuroinflamécié révén neuron diszfunkcidt, apoptozist, szinapszis vesztést és axonalis
degeneraciot okozhatnak [39]. Ezzel tovabb sulyosbitjak a neurodegenerativ betegségek

tiineteit [28, 40].

1.5 Neuroszteroid hormonok szerepe

A karosodassal szemben agyunk szamos védd molekulat, koztiik neuroszteroidokat termel,
melyek a vérben is megtaldlhatok. Elsdsorban a mellékvesében és az ivarmirigyekben

termelédve jutnak a keringésbe [28, 41].

A dehidroepiandroszteron (DHEA) egy endogén szteroid hormon, amely a tesztoszteronnak és
az Osztrogénnek a prekurzor vegylilete. Az emberi szervezetben a 17B-0sztradiol, a
progeszteron és az allopregnanolon mellett, a DHEA az egyik leggyakrabban eléforduld
szteroid tipust vegyiilet [41, 42]. A DHEA szteranvazas szerkezettel rendelkezik (3.4bra),

lipofil természetének kdszonhetden kdnnyen athatol a vér-agy gaton.
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3.abra: DHEA és szulfat sojanak (DHEAS) szerkezeti képlete (forras: Biorender (https://biorender.com/)



A neuroszteroidok koleszterinb6l szintetizalodnak. Elsé 1épésben a koleszterin a
mitokondriumba keriil, ahol egy mitokondrialis enzim (P450scc) segitségével pregnenolonna
alakul. Ebben a formaban eclhagyja a mitokondriumot, és progeszteronna vagy 17 OH-

pregnenolonna metabolizalodik. Az utdbbi vegyiilet képes DHEA-va atalakulni (4.4bra) [43].

CHOLESTEROL DHEAS
Sulfotransferase
Pdb0sce l Sulfatase l ] HST, SULT2A1
P450c17 P450c17 P4507B1
A5 Pathway PREGNENOLONE =————> 17 OH-PREGNENOLONE ——> DHEA —— 70-OH DHEA
38 HSD l 38 HSD l 38 HSD l
P450c17 P450c17
A4 Pathway PROGESTERONE — 17 OH-PROGESTERONE ****=**=*** *> ANDROSTENEDIONE

4.dbra: DHEA szintézise. Forras:[43]

A szteroid szintézishez sziikséges enzimek kifejez6dnek a mellékvese kéregben, az
ivarmirigyekben, valamint a kézponti idegrendszer kiillonboz6 részein is. Expresszidjuk sejt-,
régio- és nemspecifikus [44]. A vegyiiletek szintézise a neuronokban és a glia sejtekben
egyarant végbe megy. Az asztrocita sejtek képesek pregnenolont, progeszteront, DHEA-t,
tesztoszteront, Osztront és Osztradiolt iS szintetizalni [42, 45]. Ugyan a mikroglia sejtek
megfeleld enzimek hianyaban nem képesek DHEA-t és progeszteront eléallitani, azonban a
sejtbe bekeriil6 DHEA-t képesek ADIOL-a (5-androszten-3f3,17p-diol) alakitani, amely fontos
szerepet jatszik a gyulladascsokkenté hatas kialakitasaban [42, 46].

A DHEA (in vitro adatok alapjan), az 0Osztrogénhez hasonld neuroprotektiv és anti-
inflamatorikus hatassal rendelkezik az idegrendszerben [41, 47], valamint befolyasolja a

neuritok novekedését, és a neurogenezist [43, 48].

Szamos tanulmany Kimutatta, hogy a DHEA szintje jelentdsen csokken a kor elére haladtaval.
Az AD-ban szenved?6 betegek szérum DHEA szintje joval alacsonyabb, mint a veliik egykora
egészséges személyeké [48-51]. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a vegyiilet szintézisében
koncentracié csokkenés potencialis kivaltoja lehet a kognitiv kdrosodasoknak. Tovabba, a

DHEA szteroid mivolta, anti-inflamatérikus hatasokra is enged kovetkeztetni.

A dehidroepiandroszteron szulfat (DHEAS) a DHEA-nak egy aktiv metabolitja, mely a
periférian visszametabolizdlodik DHEA-va. A DHEAS szulfat csoportja miatt vizoldékony
tulajdonsagokkal rendelkezik, ennek kdszonhetéen konnyebb vele dolgozni, igy kisérleteink

soran ezt a vegyliletet alkalmaztuk.



Mindezek alapjan a DHEA ¢és DHEAS igéretes terapias lehetOséget nyujtanak a

neurodegenerativ betegségekkel szemben [52, 53].

1.  Célkitizés
Projektiink elsddleges célja, hogy atfogd képet kapjunk az AP altal kivaltott neurotoxicités
hatdsmechanizmusairdl, kiilonds tekintettel a kolinerg idegrendszer sériilékenységére, valamint
a mikrogliak és asztrocitak aktivacios mintazataira. Ezen feliil kiemelt figyelmet forditunk a
DHEAS neuroprotektiv potencidljara, amelynek hatasait a mikroglidkra, asztrocitdkra és a

kolinerg rendszer sejtjeire kivanjuk feltarni.

Hosszu tavh célunk, hogy a kapott eredmények hozzdjaruljanak az AD mechanizmusainak
mélyebb megértéséhez, a mikrogliak és asztrocitak szerepéhez és potencialis terapias célpontok

azonositasahoz, kiilonos tekintettel a DHEAS alkalmazasi lehet6ségeire.

1V. Eszkozok és modszerek

1I1.1 Kutatasi terv

Jelen munkdnkban egy neurotoxikus modellt alkalmaztunk, melyhez 3 hoénapos him
(C57BL6/J) egereket hasznaltunk. A modell 1étrehozasahoz AP sztereotaxias unilateralis
mikroinjekcidja segitségével kolinerg neuron 1€zidt hoztunk 1étre az NBM teriiletén. Ezen a
teriileten vizsgaltuk a sejtek szamaban torténd valtozast (ChAT immunhisztokémia), valamint
a sejtek projekcios teriiletén (SSC) a kolinerg rostok denzitasat (AChE hisztokémia). Az
allatokat a mikroinjekciot kovetd 1 6raban DHEAS-el kezeltiik intraperitonealisan (i.p.) az AB-
indukalta patologids valtozdsok kivédésére. A DHEAS kezelést kovetden kiilonbozo
idépontokba aldoztuk fel az egereket (3;12;30 nap elteltével, transzkardialis perftzioval), hogy
pontosabb képet kapjunk a gliasejtek aktivacidjanak iddébeli lefutasarol. A morfologiai
vizsgalatok soran négy féle immunhisztokémiai festést alkalmaztunk: A Kkolinerg rendszer
vizsgalatara (1) ChAT illetve (2) AChE festéseket végeztiink. A mikroglia sejteket (3) Iba-1
(mikroglia/makrofag specifikus ionizalt kalcium koté (binding) adapter molekula), mig az
asztrocitakat (4) GFAP (glialis fibrillaris savas (acidic) fehérje (protein)) jeloléssel tettiik
lathatova (5.4bra). Jelen beszamol6 csak a 12 nap elteltével perfundalt egerek eredményeit
tartalmazza, mely idépont munkacsoportunk korabbi vizsgalata alapjan a kolinerg rostpusztulas

maximuma [54].
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I11.2 Allatok

A 3 hénapos him C57BL6/J egerek a PTE AOK Elettani Intézet sajat tenyészetébdl szarmaztak.
Azért him allatokon végeztiikk a kisérleteinket, mivel a ndstény egerek hormonalis ciklusa
jelentds mértékben befolydsolja az dallatok viselkedését, és fiziologias allapotukat, igy
morfoldgiai kiilonbségeket is mutatnak. A hormonalis ciklushoz valé alkalmazkodas, és az
allatok kozotti variabilitds nagy mértékben megnehezitette volna az iddintervallumok pontos

betartasat (3-12-30 nap).

Az egerek ¢letkora megfelel egy fiatal felndtt ember életkoranak. Az allatokat forditott vilagos-
sOtét ciklusban tartottuk (8-20:00ig sotétbe voltak), a vizsgalatokra az allatok sotét, aktiv
ciklusanak elején keriilt sor. Az allattartd helységek hdmérséklete 22 + 2 C° volt, az egerek
szamara a ragcsalo tap és csapviz ad libitum elérhet6 volt. Minden vizsgalatot jovahagyott az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs (engedélyszam: BA02/2000-84/2022) és a European
Communities Council Directive laboratoriumi allatok gondozasara ¢és felhasznéalasara

vonatkoz6 ajanlasai (2010/63/EU) szerint végeztiik el.

I11.3 Mikroinjekcio, kezelés és perfuzio

A modell létrehozasahoz az egerek jobb oldali NBM-jébe (injektalas koordinatai: AP: -
0,70mm, ML: 2,00mm, DV: 3,75-4,75mm) sztereotaxias késziilék és 10-15um atmér6jh
tivegkapillaris,  valamint  nanobeadé  segitségével  ketamin-xylazin  altatasban
(intraperitonealisan (i.p.) 25mg/kg xylazine és 125mg/kg ketamine 0,9% NaCl-ben 10ml=kg
mennyiségben) 100ul (10 x10ul-es mennyiségben a DV koordinata mentén) APi-42 oldatot
(300nM, steril pH=7,14 TRIS pufferben oldva, és 5 napig eléinkubalva) vagy TRIS puffert
(0,05M, pH=7,14 (steril)) injektaltunk [27, 54].

Az allatokat a mikroinjekciot kovetd 1 oraban 10 mg/kg DHEAS-el vagy fiziologias sooldattal
(10ml/kg, olddszer) kezeltiik i.p..

A morfologiai vizsgalatokhoz 3-12-30 nappal a kezelést kdvetden az allatokat ketamin-xilazin
altatasban (lasd eldbb) transzkardidlisan perfundaltuk (elébb fiziologias sdoldattal, majd 4%
paraformaldehiddel (PFA)). Az eltavolitott agyakat, egy éjszakan at 4%-0s PFA oldatban post-



fixaltuk, majd 30% cukor oldatban viztelenitettiik, és 30 um vastagsagu koronalis metszeteket
készitettiink fagyaszté mikrotommal (Leica SM2010 R). A metzseteket fagyallo folyadékban,

20°C-on taroltuk felhasznalasig.
3 csoportot hasonlitottunk dssze:
1. NBM TRIS + i.p. so6oldat

2. NBM AB + i.p. séoldat

3. NBM AB +i.p. DHEAS

111.4 Immunhisztokémiai festések

A kolinerg rendszer vizsgéalata esetén, mivel az ACh kis molekuldju neurotranszmitter, a
kolinerg sejtek azaz a sejttestek azonositasa a ChAT enzim kimutatasan alapul. Ugyanakkor a
sejtek projekcioi AChE enzim jelolésével vizsgalhatdak. A ChAT pozitiv kolinerg sejtek az
NBM teriiletén NiDAB-os immunhisztokémiai modszerrel jeloltiik, mig a kolinerg rostok

denzitasat a szomatoszenzoros kéregben mértiik, (AChE) hisztokémiat kdvetden.

A kész mintdkat Nikon Eclipse E1 (Nikon,Tokyo, Japan) mikroszképpal digitalizaltuk. A
szamitogépes kvantitativ képanalizishez az immunhisztokémidval festett metszetet a
Imagel/Fiji softver segitségével elemeztiink ki. Az AChE immunhisztokémia esetében optikali

denzitast szamoltunk (IOD), mig a ChAT esetében leszdmoltuk a jeldlt sejtek mennyiségét.

A mikroglia és asztrocita sejtek esetében fluoreszcens immunhisztokémiai jelolést
alkalmaztunk. A mikroglia sejtek jeloléséhez Iba-1 markert hasznaltunk. Az asztrocitak
esetében GFAP specifikus antitestel jeloltiik a sejteket. A kész metszeteken elsd sorban az
alabbi paramétereket vizsgaltuk: sejtszam, sejtek altal lefedett teriilet, sejtek keriilete
(perimeter), nyulvanyok szama és hossza, fluoreszcens jel intenzitas. A sejtek aktivaciojanak
mértéke Osszefligg bizonyos fehérjék expresszidjanak mennyiségével [30], ennek koszonhetden
a fluoreszcens jel intenzitasabol kovetkeztethetiink az aktivitas mértékére. Minden metszetet
ugyan azon a bedllitdson digitalizaltunk, igy a fluoreszcens intenzitas nem fiigg a mikroszkop
beallitdsanak paramétereitdl. Az asztrocita sejtek esetében az egyes sejtekre vonatkozo részletes
paraméterek elemzése jelenleg is folyamatban van, igy ezekbdl statisztikai eredményeket még

nem tudunk bemutatni.

A kész mintakat Nikon Eclipse Ti2-E mikroszkoppal és Nikon C2 konfokalis detektorral
digitalizaltuk. A ChAT sejtszamok meghatarozasahoz és az AChE 10D mérésére Imagel/Fiji-



t, illetve mikroglidk esetében az egyes sejtekre vonatkozo paraméterek elemzéséhez

CellProfiler programot hasznaltunk.

Festést kovetden az allatok két agyféltekéjét (1ézid oldala €s intakt oldal) dsszehasonlitottuk
ugyanazon allaton beliil, és a kiilonbséget szazalékban fejeztiik ki, mivel a SI/NBM komplex
vetlilete csak az ipszilateralis SSC-re korlatozodott. A kisebb kiilonbség neuroprotektiv hatast

jelez.

111.4.1 Kolin-acetil-transzferaz (ChAT) immunhisztokémia

A kolinerg sejtek festéséhez allatonként 6 metszetet valogattunk ki, mely tartalmazza az NBM
régiot (Bregma -0.47mm ¢és -0.83mm kozott). Az immunhisztokémids festések soran minden
1épés utan 3x10 percen keresztiil TRIS-el (pH=7,6) mostuk a mintakat. Az elsé mosas utan 15
perces endogén peroxidaz gatlast alkalmaztunk, melynek célja, hogy a késébbiekben
elkeriiljiink az endogén peroxidaz altal adott keresztreakcidkat. A peroxiddz gétld elegy a
kovetkezOket tartalmazta: 300 ul H202, 4ml metanol, 6ml TRIS. Ezt kovetéen
szobahémérsékleten, razopadon, 2 oran at egy hattér blokkold/permeabilizalo elegyet
alkalmaztunk a mintakon (6sszetétele: TRIS, 2% triton X (TX)/ 10% Horse serum (HS)), hogy
meggatoljuk keresztreakciok kialakulasat, amelyek metszeteink ,,hatterét” ndvelnék, valamint
noveljiik a metszeteink permeabilitasat és az antitest konnyebb bekotddését. Ezutan az
els6dleges antitestet tartalmazo elegyet pipetaztuk a mintakra, (Osszetétele: 1:1000, ChAT,
kecske antitest, #AB144P, Millipore; 0,02% TX; 5% HS, TRIS-ben oldva) Az elsédleges
antitesttel a mintakat 72 6raig 4 C°-on, razopadon inkubaltuk. Az elsddleges antitest lemosasa
utan egy masodlagos, biotinilalt antitest oldatba (1:200, TBS/5% HS/0,02% TX anti-kecske,
#705-065-147, ImmunoResearch) helyeztiik a mintakat 2 orara szobahOmérsékleten. Az ezt
kovetd 3x10 perces mosas utan, avidin-biotin komplexet (VESCTASTAIN ABC-peroxidaz kit,
Vector Labories, 10 ml TBS/ 5% HS/ 0,02% TX) pipettaztunk a metszetekre, majd 2 oran at
szobahémérsékleten inkubaltuk. Az el6hivast egy nikkel-diaminobenzidint (Ni-DAB) és
gliikoz-oxidazt tartalmazé oldattal végeztiik. Elsé 1épéseként készitettiink egy oldatot, amely
tartalmazott 25 ml natrium acetatban oldott 1,25 g nikkel-szulfatot. Ezt kovetéen az elegybe
egyenként feloldottunk 200 mg gliikézt, majd 40 mg ammonium kloridot, majd szlir6papirral
leszirtiik egy sotét iivegli edénybe. Kovetkezo 1épésben 12,5 mg diaminobenzidin-t (DAB)
feloldottunk 25 ml desztillalt vizben (dH20). Majd az egész oldatot szlirGpapirral leszlirve
beleontottiik a sotét tiveglh edénybe. Utolso 1€épésként a kész oldatba feloldottunk még 1,5 mg
glikoz-oxidazt. FestOkadba ontottiik a Ni-DAB oldatot, majd a metszeteket egyszerre

belehelyeztiik. A lilas szin megjelenését kovetden egy 3x10 perces TRIS mosassal leallitottuk



a reakciot. Mintainkat zselatinozott targylemezre huztuk és szintetikus gyanta elegyes

(tartalma: disztirén, lagyitoszer és xilol, DPX) fedéssel fixaltuk.

111.4.2 Acetilkolin észteraz (AChE) immunhisztokémia

A kolinerg rostok vizsgalatdhoz a metszeteket a kovetkezd koordinatakbol valasztottuk ki:
Bregma +0,50 mm ¢és -1,06 mm kozott. A festés elsd 1épése egy 5x1 perces natrium-acetat
(0,1M, pH=6) mosas volt. Ezt kovetden 2x45 percre inkubacids puffert helyeztiink a mintdkra
(0sszetétele: 16,25 ml 0,1M-os natrium-acetat/ 1 ml, 0,1M-os natrium-citrat/ 2,5 ml 0,03M réz-
szulfat/ 4,75ml desztillalt viz/ 0,5ml 0,005M kalium-ferricianid/ 12,5mg acetiltiokolin-iodid).
Az inkubaciot egy 5x1 perces Na-acetat mosas kovette. A mosas utan a metszeteket 2 percre
1%-0s ammonium szulfid oldatba (22,8 ml Na-acetat/ 1,2 ml ammonium-szulfid) helyeztiik,
majd 5x1 percig mostuk natrium-nitrattal (NaNO3). Kovetkezd 1épésben a mintdkra 1%-0S
eziist-nitrat (12 mg AgNO3 feloldva 12 ml NaNO3) oldatot pipettaztunk, majd 2 perc utan egy
ujabb 5x1 perces NaNO3-mosast végeztiink. Végiil egy ujabb 5x1 perces Na-acetdt mosast
kovetden a mintakat felhuzasig TRIS-ben taroltuk, zselatinozott targylemezre huztuk és DPX-

el fedtik.

111.4.3 Iba-1 és, GFPA fluoreszcens immunhisztokémia

A mikroglia és asztrocita morfologia vizsgalatahoz a beadas helyét valasztottuk (NBM: Bregma
-0.47mm ¢és -0.83mm kozott). Nemcsak a kolinerg sejttesteket, hanem a mikroinjektalas okozta
mechanikai sériiléseket is vizsgaltuk a kérgi teriileteken. Az immunhisztokémiai festések soran
minden 1épés utan 3x10 percen keresztiil TRIS-el (pH=7,6) mostuk a mintakat. Az els6 mosas
utan szobahémeérsékleten, razépadon, 2 éran at egy hattér blokkold/ permeabilizald elegyet
alkalmaztunk (Osszetétele: TRIS, 2% TX/ 10% HS) a mintdkon. Majd a masodik mosast
kovetden, az elsddleges antitestet tartalmazo elegyet pipetdztuk a mintdkra, amely két
kiilonb6z6 antitestet tartalmazott (Iba-1: 1:1000 nytl antitest, #019-1974, FujiFilm Wako;
0,02% TX; 5% HS; TRIS-ben oldva; GFAP: 1:1000 csirke antitest, #NBP1-05198, Novus
Biologicals; 0,02% TX; 5% HS, TRIS-ben oldva). A mintakat 72 6raig 4 C°-on, razoépadon
inkubaltuk. Az els6dleges antitest lemosasa utdn egy masodlagos antitest oldatba (1:2000
TBS/5% HS/0,02% TX, Iba-1 esetében Alexab47 anti-nyul, mig GFAP esetében Alexa488
anti-csirke) helyeztiik a mintdkat 2 o6rara szobahdmérsékleten. A masodlagos fluoreszcens
antitestek fényérzékenysége miatt a mintakat alufoliaval letakarjuk. A 2 6ra inkubacio elteltével
3x10 perces mosas utan, Hoechst (DAPI) antitestet tartalmazé elegyet pipetdzunk a mintara

(1:10000, TRIS-ben oldva). Az oldatot 5 percig hagyjuk a mintakon, majd 3x10 percig mossuk



a mintakat. A kész metszeteket ProLong Gold Antifade reagenssel fedtiik, szaradas utan 4 C°-

on sotétbe taroljuk.

I111.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizisekhez és a hozza tartoz6 abrak elkészitéséhez a GraphPad Prism (verzid
6.0) programot hasznaltuk. A csoportok 0sszehasonlitasara egyutas ANOVA tesztet és a post-
hoc elemzésnél Tukey HSD alkalmaztunk. Az adatok a 3 csoport (TRIS + Veh; Ap + Veh; Ap
+ DHEAS) atlagai kozti kiilonbséget mutatjak, az adatokat atlag + SEM-ként tiintettiik fel. A

szignifikans kiilonbséget p<0,05 esetén fogadtuk el.

V.  Eredmények és kiértékelés
IV.1 Morfolégiai vizsgalatok a kolinerg rendszerben

A kolinerg rendszer esetében kiilonbséget talaltunk a csoportok kozott (ChAT: F(e, 18=5.263,
p=0.0159; AChE: F(, 20=8,155, p=0,0026). Az AP injektalas neurotoxikus volt, ugyanis
csokkentette az NBM teriiletén a ChAT pozitiv neuronok szamat (p=0,0264) (6.4abra), valamint
az SSC teriiletén az AChE pozitiv rostok stiriségét (p=0,0025) (7.abra). A DHEAS kezelés nem
volt hatassal a ChAT sejtek szdmara (6.4bra), azonban szignifikdnsan csokkentette a rost

pusztulast mértékét (p=0.0272) (7.abra).
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6.dbra: A kolinerg sejtek immunhisztokémiai festésének eredményei az NBM teriiletén. (A) Reprezentativ képek a
ChAT pozitiv sejtek immunhisztokémiai festéseibol (NIDAB-al jelolve) a 1ézids és intakt oldalon. (B) Sejtek
szamaban torténd valtozdsok a kiilonbozd kezelést kapott csoportok esetében. Csillaggal (*) a Tukey HSD tesztek

eredménye lathato, *p<0,05. Az adatok atlag + SEM-ként vannak feltiintetve. Skala: 50 yum.
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7.abra: AChE porzitiv rostok hisztokémiai festésének eredményei az SSC teriiletén. (A) Reprezentativ képek az

ACHE rostok festéseirél a IV és V rétegben. (B) AChE rost pusztulas mértéke a kiilonbozo kezelést kapott csoportok

kozott (%-ban kifejezve). Csillaggal (*) a Tukey HSD tesztek eredménye lathato, *p <0,05; **p <0,01. Az adatok

atlag + SEM-ként vannak feltiintetve. Skala: 20 ym.

1V.2 Mikroglia és asztrocita sejtek morfoldogiai vizsgalata a kéreg teriiletén

A glia sejtek morfologiai elemzése soran, a kéreg teriiletén megvizsgaltuk a mikroinjektalas

okozta mechanikai sériiléseket. A csoportok kozott a mikroglidk altal elfoglalt teriiletben

kiilonbségeket tapasztaltunk (F(2, 21y=3,635, p=0,0441). Az AP injektaldsa szignifikansan

novelte a Ibal+ sejtek altal lefedett teriiltet (p=0,0377), mikroglia aktivaciot okozott, melyet a

DHEAS kezelés nem befolyasolt. Az asztrocita sejtek altal lefedett teriiletben nem talaltunk

kiilonbséget a csoportok kozott (8.abra).
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8.abra: Glia sejtek fluoreszcens immunhisztokémiai festéseinek eredményei a kéreg teriiletén. Iba-1 és GFAP
porzitiv sejtek altal lefedett teriilet. Csillaggal (*) a Tukey HSD tesztek eredménye lathato, *p <0,05. Az adatok
atlag + SEM-ként vannak feltiintetve.
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9.dbra: Reprezentativ képek a mikroinjekcié okozta mechanikai sériilésrél, DAPI, Iba-1, GFAP markerekkel

jelélve. Skala: 200 pm.

A kéreg teriiletén az egyes mikroglia sejtekre vonatkozd részletes morfologiai paraméterek

esetében (lasd 1.tablazat) nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott.

AB+DHEAS

Paraméter Atlag + SEM ANOVA Tukey HSD teszt
TRIS+Veh. | 1,067 +0,1423 ;Féﬁ;e\r/]eh v p=0,1605
Sejtek szima | Ap+Veh. 2,548 + 0,9287 F(Zp’ 21&)1127':21 Zﬁf;;gg&s"s' p=0.9344
AB+DHEAS | 1,330+0,2119 iggg’é[‘g p=0.2574
TRIS+Veh. | 1,368+0,2262 ;Féﬁ;e\r/]eh e p=0,2046
Sejtek keriilete | Ap+Veh. 2,787+0,9274 F(i':lg,)lzgléégz ngg;{g&s"s' p=0,9340
AB+DHEAS | 1,641£0,2738 igigg’él‘g 0=0,3221
TRIS+Veh | 1,337+0,1417 ;Fgf\’/*;eh vS. 0=0,4018
Nyihvamyol | ageven | 1710402569 F(gfg?%gm ZF[;L%P\I/EQSVS' 0=0,9640
AB+DHEAS | 1,410+0,1604 iggg‘ég p=0,5267
Teljs TRIS#VeN | 1630:02393 | 1y y1y g 100s ;Fgf\’/*;eh vS. 0=0,9451
nyulvanyhossz AP+Veh 1,724+0.2278 p=0,8290 TRIS+Veh. vs. p=0,9534




AB+DHEAS | 1,543£0,1451 igigﬁég p=0,8136
TRIS+Veh | 2,521+0,3958 ;Féﬁ;e\ﬁeh ” p=0,5782
Intenzitds AB+Veh | 2,039+0,2090 F(Zrﬁé?ggéilzg nggf\l/gis"s' p=0,8889
AB+DHEAS | 2,30040,3072 igiﬁiﬁ&fg p=0,8489

IV.3 Mikroglia és asztrocita sejtek morfologiai vizsgalata az NBM teriiletén

Az NBM régioban mind a mikroglidk, mind az asztrocitak altal elfoglalt teriiletben
kiilonbségeket tapasztaltunk (Ibal: F(2, 22)=11,03, p=0,0005; GFAP: F(2, 22=4.172, p=0.0291).
Az AP injektalasa szignifikansan novelte, mind a mikroglia (p=0,0005), mind az asztrocita

(p=0,0234) sejtek altal lefedett teriiletet, glia sejt aktivaciot okozott. Az Ibal+ sejtek

aktivaciojat a DHEAS szignifikansan csokkentette (p=0,0073). Az GFAP+ sejtek esetében a

DHEAS-el kezelt csoport egy csokkend tendencidt mutatott, ugyanis nem kiilonbozott

szignifikansan a kontroll csoporttol. Azaz a DHEAS bizonyos mértékig meggatolta az AP

injektalas altal indukalt aktivacios folyamatokat (10.abra).
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10.abra: Glia sejtek fluoreszcens immunhisztokémiai festéseinek eredményei az NBM teriiletén. Mikroglia (Iba-1)

és Asztrocita (GFAP) sejtek altal lefedett teriilet. Csillaggal (*) a Tukey HSD tesztek eredménye lathato, *p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001. Az adatok atlag + SEM-ként vannak feltiintetve.
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11.dbra: Reprezentativ képek az NBM teriiletén a AB injektdlas okozta glia sejt aktiviciérol. DAPI, Iha-1, GFAP
markerekkel jelolve. Skala: 200 um.

Az NBM teriiletén az egyes sejtek részletesebb morfologiai elemzése soran is azt tapasztaltuk,
hogy a AP injektalas novelte a mikroglia sejtek aktivaciojara jellemz6 paramétereket (sejtek
szdma: p=0,0107; sejtek keriilete: p=0,0027; nyalvanyok szama: p=0,0195; teljes
nyulvanyhossz: p=0,0049; intenzitas p<0,0001) a kontroll csoporthoz képest (12.4bra). A
kezelés szignifikansan csokkentette a mikroglia sejtek nyulvanyainak szamat (p=0,0457),
illetve a teljes nytlvanyhosszban is csokkené tendenciat mutatott (p=0.0599). A DHEAS-nek
bar a tobbi paraméterre nem volt szignifikans hatdsa, azonban fontos megemliteni, hogy az
intenzitds mértékét leszamitva, a kezelt csoportok nem kiilonboztek a kontroll csoporttol.

Vagyis az AB a DHEAS-el kezelt allatok esetében nem okozott glialis aktivaciot (12.4bra).
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12.dbra: Az Ibal+ mikroglia sejtek részletesebb morfoldgiai elemzése az NBM teriiletén. (A) Sejtek szama;, (B)
Sejtek keriilete; (C) Nyulvanyok szama; (D) Teljes nyulvanyhossz, (E) Intenzitas. Csillaggal (*) a Tukey HSD
tesztek eredménye lathato, *p <0,05; **p <0,01; ****p < 0.0001. Az adatok datlag + SEM-ként vannak feltiintetve.

V1. Kovetkeztetések
Az APi1-42 mikroinjekcid egy széles korben hasznalt modszer az AD modellezésére, mivel
lehetdvé teszi egy adott agyteriilet szerepének szelektiv vizsgalatat a betegség progresszidjaban
[55]. Az Abraham laboratorium korabbi kutatisai kimutattak, hogy az N-metil-D-aszpartat
(NMDA, ionotrép glutamat receptor agonista) SI/NBM-ba torténd befecskendezése helyi
kolinerg sejtpusztulést és az ipszilaterdlis SSC-ben kolinerg rostveszteséget eredményezett a
kontralateralis oldalhoz képest, melynek maximuma 12 nappal az injekcio utan jelentkezik [27].
Egyetlen neuroszteroid (az 6 esetiikben 17B-0sztradiol) injekcid nem befolyésolta a kolinerg
sejttestek pusztulasat az SI/NBM-ben, de novelte a kolinerg rostok siirtiségét az SSC-ben.
Ezeket az eredményeket késébb egy APi-42 injekcids modellel egészitették ki, amelyben a 173-

Osztradiol, hasonld protektiv hatast mutatott [54]. Ugyanezen modell segitségével mi is



igazoltuk, hogy az APi-42 mikroinjekcid kolinerg sejt pusztulast okoz az NBM régioban, mely
AChE pozitiv rostpusztulast eredményez a SSC-ben 12 nappal az injekciot kdvetéen. A 17p-
Osztradiolhoz hasonldan az altalunk alkalmazott neuroszteroid, a DHEAS is protektiv hatast
mutatott a rostok denzitdsara, és nem befolyasolva a ChAT pozitiv sejtek szamat. Ezek az

eredmények egy kozos vagy hasonld hatdsmechanizmusra engednek kovetkeztetni.

Bar a szteroidok tulnyomorészt genomikus utvonalakon keresztiil fejtik ki hatdsukat, a DHEA-
nak és a DHEAS-nak nincs specifikus azonositott nuklearis receptora, igy nem genomikus
célpontokon is hatnak [56]. Mindazonaltal a DHEA(S) mint el6anyag androgén- és
Osztrogénszarmazékokka torténd metabolikus atalakulasa révén is kifejti hatasait [43]. Ezen tal
direktben, nem specifikusan kotédik a szteroidreceptorokhoz is, mint az Osztrogén vagy
androgénreceptorok [57-59]. Tovabba a DHEA(S) agyi kozvetlen hatasai tobb
neurotranszmittert érintenek, elsésorban a glutamat- és y-amino-vajsav (GABA)-rendszereket.
A DHEA(S) az NMDA receptorok pozitiv modulatoraként miikddik, és serkenti a glutamaterg
neurotranszmissziot [60-62]. A leggyakrabban dokumentalt hatais a DHEA(S) alloszterikus
modulacidja a GABA-A receptoron, ahol antagonistaként miikodik [63, 64], azonban k&tédési
helyet még nem azonositottak. A felsorolt hatdsok a DHEA(S) neuroprotektiv potencidljara
utalnak. A kisérleteinkben latott védé hatas azonban az NGF (idegi ndvekedési faktor), és
BDNF (agyi eredetii novekedési faktor) molekuldknak is lehet tulajdonithato. Ugyanis a
[65]. Valamint kotédik plazmamembran receptorokhoz, példaul a tropomiozin receptor kinaz
(Trk)-A és a p75 neurotrofin receptor (p75NTR), melyek szintén fontos szerepet jatszanak a
proliferacioban és neuroprotekcioban [47]. Illetve egy j DHEA(S) szarmazék, a BNN27,
ellenstlyozta a szkopolamin altal kivaltott memoriazavarokat patkanyokban [66]. A felsorolt

hatasok magyarazhatjak a DHEA(S) protektiv hatdsat az arborizaciéra a kolinerg rendszerben.

A mikroinjektalas okozta mechanikai sériiléssel egy kisebb, akut traumds agysériilést idéztiink
eld, amely fokozta a glia sejt aktivacidt a tli behatoldsanak kortikalis teriiletén.
Kisérletsorozatunkban a kéreg teriiletén mechanikai sériilésrél beszélhetiink, ugyanis itt a ti
csak athaladt, az anyagbeadds az NBM régioba tortént. A kéregben a sériilés altal kivaltott
mikroglia aktivaciot tapasztaltunk, ugyanis itt minden esetben a beadas oldalan volt magasabb
az aktivacio a kontroll, nem injektalt oldalhoz képest (elfoglalt teriilet, sejtszam, sejtek kertilete,
nyulvanyok szama, teljes nyulvanyhossz, intenzitas). Szignifikans kiilonbséget csak a Iba+
mikroglidk altal elfoglalt teriiletben talaltunk a csoportok kozott, amelyet a kapillarison maradt

APB1-42 eredményezhetett. A csoportok egyéb paraméterekben nem mutattak eltérést egymashoz



képest, ami azt jelenti, hogy a mechanikai sériilés hatasara kialakult mikroglia aktivacio
mindharom esetben azonos mértékii volt. GFAP+ asztrocitdk esetében sem talaltunk
kiilonbséget a sejtek altal elfoglalt teriiletben a kiillonb6zo kezelési csoportok kozott. A traumads
agysériilések neuronalis pusztulast, és axonalis karosodast okoznak [67]. A kezdeti
patogenezist késobb biokémiai folyamatok kovetik, amit elsdésorban a glia sejtek aktivacioja
okoz. A talzott, nagy mértéki aktivacio tovabb fokozza a degeneracié mértékét, és a pro-
inflammatorikus citokin termelést [68, 69]. Mivel a glialis aktivaci6 mind a korai,
neuronpusztulashoz vezetd 1épések, mind a késodi, regeneracids 1épések soran fontos lehet, ezért

terjesztettiik ki vizsgalatainkat 3 és 30 napos iddintervallumra is.

Az NBM-ben mar az APi42 mikroinjekcio és a DHEA(S) kezelés hatasat mértiik.
Kisérletsorozatunkban azt tapasztaltuk, hogy az A injekcié fokozta a mikroglidk aktivitasat
ugyanis megndvelte a sejtek altal elfoglalt teriiletet, a sejtek szdmat, a sejtek keriiletét, a
nyulvanyok szamat és Gsszhosszat, valamint a glialis festések intenzitasat. A mikroglia sejtek
morfologiai plaszticitasat mar Rio-Hortega is felismerte az 1919-ben a mikroglia témajaban irt
tanulmanyai soran (0sszefoglalva: [70]). Ezek a tanulmanyok vezetettek ahhoz a
feltételezéshez, hogy a mikroglia két kiillonbozd allapotban 1étezik: ,,Nyugalmi”, amelyet
erdsen elagazod morfologia és korlatozott fagocitozisos €s migracids aktivitas jellemez, valamint
»Aktivalt”, amelyre amdéboid forma, nagyfokii mozgékonysag, fagocitdzisos €s proliferativ
képességek jellemzéek. A mult szdzad nagy részében ezt a ,kétallapot-paradigmat” széles
korben elfogadtak, ami hozzajarult ahhoz a tévhithez, hogy az egészséges agyban a mikroglia
funkciondlisan inaktiv vagy nyugalmi allapotban van valamint ahhoz, hogy az aktivalt

mikroglia csakis amdboid alakot vehet fel. Ebbdl kifolyolag jelenleg aktiv kutatott tertilet a

crer

A mi kutatdsunkban is az AP beadast kdvetden nem amoboid allapotot tapasztaltunk, hanem
hiper-ramifikaciora utal6 jeleket (megndvekedett nytlvanyok szama és azok hossza a kontroll
oldalhoz képest). Hasonld elvéaltozdsokat korabban stressz hatasdra tapasztaltak
allatmodellekben [37, 73, 74]. Ebbdl kifolyolag tovabbi terveink kdzott szerepel a pontosabb
morfoldgiai meghatarozas és a sejtek egyenkénti kategorizalasa, valamint az id6beli lefolyas és
esetleges morfologiai idébeli valtozasok feltérképezése AD egérmodellekben (3,12,30 napos

csoport).

A DHEA(S) kezelés soran anti-inflammatorikus hatasokat lattunk ugyanis csokkentette az A3
¢s vehikulummal kezelt csoporthoz képest a toxicitds mértékét (sejtek altal elfoglalt teriilet,

nyulvanyok szama és hossza). A tovabbi paraméterek esetén (sejtek szama, sejtek keriilete) az



APB+DHEAS csoport szintén a kontrollhoz hasonlé értékeket mutatott bar, ez nem kiilénbozott
szignifikansan a csak A kezelt csoporttdl sem. Neuroszteroid molekulaként a DHEA(S)
rengeteg gyulladascsokkentd hatassal bir [42]. Tobbek kozott TrkA receptorhoz kdtédve
aktivalja az AKT/CREB utvonalat, igy kozvetetten gatolja a gyulladast eldsegitd gének
kifejez6dését. Ennek koszonhetéen csokken a mikrogliak pro-inflammatorikus citokin (pl.:
tumor nekrozis faktor-a (TNFa), interleukin-6 (IL-6)) szekrécioja [41]. A DHEAS
oligodendrocitak altal csokkenti a demielinizaciot és az axonvesztést, valamint az IL-1 és az
interferon-gamma (IFNy) szintjét a gerincveldben [75]. Tovabba ADIOL-a alakulva
szelektiven modulélja az Osztrogén receptor B-t, igy elnyomja a mikroglidk és asztrocitak
gyulladasos valaszait [46, 76]. A DHEA(S) tovabba gatolja a mikroglia nitrogén-oxid
termelését ezaltal is csokkentve a gyulladasos folyamatokat [77].

Osszeségében tehat, az AP neurotoxikus volt, ugyanis csokkentette a ChAT+ sejtek szamat az
NBM-ben és ezek projekcioit az SSC-ben, tovabba glia aktivaciohoz vezetett az NBM teriiletén.
A DHEAS protektiv hatdssal volt a kolinerg rostokra ¢és anti-inflamatorikus hatasokkal
rendelkezett a mikrogliak esetében. Ugy gondoljuk, hogy a DHEA és szulfat soja igéretes
terapias lehetdséget nyujthatnak az AD kezelésében és a kutatdsuk hozzajarulhat betegség

pathomechanizmusanak alaposabb feltérképezéséhez.

VII. Folyamatban lévé tervek

A jovoben tervezziik befejezni a 3 és 30 nappal a kezelés utan perfundalt csoportok elemzését.
Az immunhisztokémiai festések €s a kész metszetek digitalizaladsa mar készen van, jelenleg az
adatok elemzése ¢€s statisztikai kiértékelése folyik. Emellett dolgozunk az asztrocita sejtek
részletes morfologiai elemzésén is. Tovabba a perfundalas soran eltett vérmintakon szeretnénk
DHEA, DHEAS, tesztoszteron €s 0sztrogén szintet mérni, hogy egy részletes képet kapjunk az

allatok vérének hormon szintjérél a DHEAS kezelést kdvetden.
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