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|. Bevezetés

A neurodegeneracid jelensége fontos szerepet télt obyan gyakori kodzponti
idegrendszert ériitmegbetegedések kialakulasaban, mint az Alzheiradfyntington-kor
vagy az idskori demencia, illetve a depresszi6. A neurodegdive betegségek
gyakorisaganak folyamatos novekedéseésitir az igényt - ezen elvaltozasok
kikiszobolésére vagy visszaforditasara alkalmasuraprotektiv hatdbanyagok kutatasara és
fejlesztésére.

Az origindlis gyogyszerkutatds korai fazisaban sgégkvan egy modellrendszerre, amely
segitségével vizsgalhatoak lehetnek ezen neurodemgién folyamatok, valamint a
neuroprotektiv-jeldlt vegylletek hatasai. Az EGISelfinikai Kutatasi Bosztaly
laboratériumaban nagyszamu vegyillet tesztelésdm@inads (a lehéségekhez mérten
megbizhatd, olcsé és gyors) neurotoxicitdsi moeletiszer Iétrehozasaban és
optimalizalasaban vettem részt.

A megfeleb korilmények kozott tartott idegsejtek redlis képdhatnak a sejtszinten
lejatsz6do jelenségeMr mint az idegsejtek életben maradéasat - elpuszéllszabalyozo
folyamatok, ezért primer neurdlis tenyészetekenetheztik az idegrendszeri degeneraciok
hatterében allo ismert és feltételezett sejtpuszidtasokat. A vizsgalatok alatt az idegi
sejttenyészetekel..) reaktiv oxigén gyok koncentracionévekedéséngR.) éheztetésnek
(kilonféle Osszetétélmédiumokkal kivaltott megvonasi hatasdk) tulingerlés okozta
sejtpusztulasnak (megemelt glutaminsav koncentraciéval indukalt rasainaptikus
NMDA receptor medialta excitotoxicitas) tettuk ki.

A kulonféle modellekben kerestik a teljes és korbeskus kezelések mértéket, illetve
0sszehasonlitottuk az eléérvizsgalati modszerek hatékonysagat az egyes lkataso
kimutatasaban.

Sikerilt megallapitani egy olyan koéltséghatékongtgkollt, amelyben immuncitokémiai
eljarason alapul6 étetes vizsgalattal elléreott tenyészeteken egysteietképességi teszt
€s a neuron-aktivitast vizsgal6 membranpotenciibrason alapul6 fluoreszcens eljaras

kombinaldsaval a fenti hatdsok széles tartomanylzagalhatoak.



. Irodalmi attekintés

1. A neurodegeneracio

A neurodegeneraciéo fogalma magaban foglalja a mekranind funkciondlis mind
strukturdlis leromlasat. Ez a jelenség szamos miijan elterjedt kézponti idegrendszert
érintdé megbetegedésben jatszik szerepet, ugymint az iiene a Huntington, a
Parkinson-kor vagy az amiotrofias lateralis szkiesd valamint fontos szerepet
tulajdonitanak neki a depresszié patogeneziseldn is

Az idegrendszeri betegségek szaméanak novekedégébbrek kozott az agyeldregedése
is szignifikans szerepet jatszik, ezért azok dkgppen az iésebb emberek korében
fordulnak eb. A modern nyugati vilagban az atlag életkor meghabbodasaval
0sszefliggésben az emlitett megbetegedések gyajaitsemegiitt.

A fentiek miatt az utébbi igben a neurodegenerativ betegségek intenziv cédpait]
valtak a gyogyszerkutatasnak. A hatdanyag fejleszteheziti, hogy ezen betegségek
pontos patomechanizmusa nem teljesen tisztazotirt e@ gydgyszerhatéanyag-jelolt

vegyuletek molekularis thmadaspontjainak meghaé&sakilonésen nehéz feladat.

1. 1. Neurodegenerativ megbetegedések

Az Alzheimer-kér (AD) korunk legelterjedtebb neurodegenerativ betegsaiggszerte
mintegy 26,6 milli6 ember szenved benne &@sd a 65 év feletti korosztalyt érinti [2]. A
betegség a nevét &t elbszor 1906-ban leir6 német pszichiater és neurajmis| Alois
Alzheimer utan kapta [3].

Az AD koérképe nagyban fligg a beteg személyisiéggde létezik szamos altalanos tinet
is. llyen szimptdmak a zavarodottsag, a beszéd&gdesomlasa, a tulzott ingerlékenység,
hangulatingadozasok és az altalanos érzékszeomléas. A betegség végisoron az agyi

funkciok elvesztéséhez és halalhoz vezet[4].



Az AD oka tulajdonképpen egygk ismeretlen, bar tobb elmélet Iétezik a betegség
kialakulasanak molekularis hatterére. A legrégedlnmélet a kolinerg hipotézis, amely
szerint az AD hatterében az acetilkolin neurotremtier agyi szintézisének cstkkenése all
[5]. Az elmélet nem nyert széles tAmogatottsagoteha kolinerg deficit elleni kezelések
hatastalanok voltak a betegséggel szemben [6].

Ujabb elmélet az amiloid hipotézis, amely szerinbetegség kialakulasnak oka az
idegsejtek kozti térben megjetemamiloid béta (8) fehérje plakkok [7]. Az B fehérje az
amilod béta prekurzor proteibb(APP), transzmembran fehérfdlkeletkezik eddig nem
ismert okok miatt. Egy masik elmélet szerint a &in APP-I6l enzimes hasitassal
keletked N-APP felebs a neurodegenerativ folyamatok beinditasdért. AAPR a DR6
an. haladl receptorokhoz kapcsolodva beinditia azegsdjtek ©6nmegsemmisit
mechanizmusat. Ezek a receptorok pedig azokon wgieréteteken a legelterjedtebbek,
amelyeket az AD okozta neurodegeneracio a leginkébb|[8]..

A legujabb elmélet szerint az amiloid plakkok mesage nem 6l korrelal a neuron
vesztéssel [9]. Ez a medfigyelés vezetett az un.htpotézishez, amelynek alapja a tau
protein kivalasa az agyban. Ez a kdzponti idegreertben széles kdrben elterjedt fehérje
stabilizalja a mikrotubulusokat az idegsejtekbenn&k a proteinnek a hiperfoszforilalt
izoform4ja képes hozza kapcsolodni méas hiperfosafortau proteinekhez, ezaltal a
neuronokban un. neurofibrillaris rostokat hoz Iétha ez bekdvetkezik, a sejtekben a
mikrotubulus rendszer 6sszeomlik és beindulnakuaatkegeneraciés folyamatok [10].

Létezik még elmélet, amely szerint az AD oka koaglhatd a mielin hively igskori
leépllése, amely az idegsejtek kozti szinaptikyscgalat megdméséhez és a neuronok
pusztuldsahoz vezet. A mielin javitasi mechanizmakahomeosztazisa dsszefliggésben
van, olyan fehérje-kivalasi folyamatokkal, mint &en a A3-€é és a tau proteiné [11].

Az AD kezelésére tobb féle gydgyszerhatoanyagdedejettek ki a multban. Ezek é&ls
csoportjia a kolinészterdz-enzim gatlok, amelyek akadalyozzdk az acetilkolin
a hatdéanyagok kozeé tartozik a donepezil, rivastiggs a galantamin, amelyek hatasosak
lehetnek az AD korai szakaszaban, a halado fazisbamban csak a donepezil alkalmazasa
javasolhat6. Tovabba szamos mellékhatasuk is isnigymint gyakori hanyinger és
hanyas, ritkdbb esetben szivritmus zavar és evaszafl3].

A hatdbanyagok masik csoportjat az NMDAN-(netil-D-aszparaginsav) receptor
antagonistak alkotjak. Az NMDA receptorok a serkerglutamat neurotranszmitter

rendszer tagjai, azonban a rendszer tulstimulalésgtpusztulashoz vezethet



(excitotoxicitds). Ez a toxikus folyamat Iényegeszergpet jatszik az AD
patomechanizmusdban. A memantin nem kompetitivgantstaja a receptornak, ezaltal
blokkolja azt, és megakadalyozza az excitotoxikof/aimatokat [14]. A hatbdanyag
hatasosnak bizonyult az AD meérsékelt fazisabannlzeo a korai fazisban a hatasa
ismeretlen [15]. és szamos kellemetlen mellékhatassdelkezik, ugymint hallucinaciok,
faradtsag és fejfajas.

Mivel az eddig felfedezett hatbanyagok nem nyukamaegfeleb hatast a betegség
minden fazisara, valamint szamos markans mellékbakarendelkeznek és betegség
novekw gyakorisaga miatt, a lehetséges AD hatdanyagot&sa és fejlesztése fontos

célpontja az originalis gyogyszerkutatasnak.

Szintén a 65 év feletti népesség korében gyakokOzpont idegrendszeri masik
neurodegenerativ idiopatikus betegségeaakinson kér (PD), amelyet leirgjardl James
Parkinson utan neveztek el.

A PD kozponti eseménye a kodzépagy substantia niggidjaban elhelyezkéd
dopaminerg idegsejtjeinek pusztulasa, amely folyaaia a kivaltdé oka egyéte nem
teljesen tisztazott [16].

A betegség legéltalanosabb szimptomai a motordscfdk romldsa, amely remegésben,
gornyedt testtartasban, kéros merevségben és eggehas zavarokban nyilvanul meg. A
PD kés$bbi szakaszaban altalanos demencia lép fel, amhzeres, emocionalis
(depresszio, szorongas) és alvas zavarokban jelskik Az agyban lejatsz6dé
neuronpusztulas oka aa-szinuklein fehérjék aggregacioja az idegsejtekbemelyek
alkotjak az an. Lewy-testeknek. A protein a neulgnéitoszdl fehérje tartalmanak 1%-at
alkotja, de a szerepe a normalis idegsejkdadésben nem tisztazott [17]. A PD masik
lehetséges okozoi, a dopamin és norepinefrin neursgzmitterek enzimes bontatlan
oxidativ metabolitjai altal alkotta, neuromelanémdkddasok az idegsejtekben [31].

Egyebre nem létezik olyan hatéanyag, amely alkalmazdsaegszintethéta PD, de
léteznek motoros szimptomak kezelésre alkalmasitetpk. Ezeknek harondd¢soportjuk
ismert, ugymint a levadopa tipusu szerek (katekwla@-metiltranszferaz és dopamin
dekarboxildz inhibitorok kombinalt adasa), doparagonistak és a MAO-B (monoamin
oxidaz B) inhibitorok. Ezek a hatéanyagok a normélbpaminszint fenntartasat probaljak
biztositani. llyen felsorolasképpen a carpidobdr@mokriptin és a szelegilin. A kezelés

masik problémai, a hatdsossag mellett, az olyakagyaellékhatasok, mint a diszkinézia



(akaratlan céltalan mozgasformak megjelenése) RI8te haladott esetekben, amikor mar
a gyogyszeres kezelés nem hatdsos mélyagyi stirduddkalmaznak a PD kezelésére [19].
Ahogy az AD ugy a PD esetében is kijelenthéiogy a tlineti kezelésen kivil, amelynek
az eredményessége is kérdéses, hatékony ellengzertteljes gyoégyulast vagy
visszafordithatésagot biztositd hatékony farmalmralbbra sem létezik, ezért valamint a

betegség elterjedtsége miatt élénken zajlanak eaPkapcsolatos farmakoldgiai kutatasok.

A modern tarsadalmakban elterjédtngulatzavarok, mint amelyeknek a legelterjedtebb
képvisebje, adepressziopatogenezisében is felfedezték a neurodegenesaer@pét [20,
21]. A betegség egyénenként valtozéhl tlinetei k6zott szerepel a koros melankdlia, a
kilatdstalansdg, a reménytelenség, az indokoldtkamudat és az ©Onhibaztatas.okel
haladott allapotban a depresszio sulyos pszichkKlzeso csaphat at, ugymint
kényszerképzetek és hallucinaciék megjelenése.

A betegség molekularis hatterében sokdig a monchipotézis volt uralkodd, amely
szerint a monoamin neurotranszmitterek alacsomyjeziegbképpen a szerotoniné okozza
ezt a kéros hangulatzavart. Ezért szamos szerotezint szabalyz6 hatéanyagot
fejlesztettek ki a multban, ilyenek egyik csopodmSSRI-k (szelektiv szerotinin reuptake
inhibitorok), ezek legaltalanosabb képvigela fluoxetin (Prozac). Egy masik csoportja a
hatéanyagoknak a mar emlitett MAOI-k, amelyek aaoain lebontdsat gatoljak [22].

A depresszié patogenezisében azonban szamos mgmédl is részt vesz, kodzeéjuk
tartozhat az egyes agyteruleteken bekovétkeeurodegeneracié. A depresszio esetén
felléps neurodegenerativ folyamatok oka és pontos mecmasia nem teljesen ismert, de
egyes kutatdsok szerint a depresszidban székvedetében gyakran fell@pstressz
indukalta agyi gyulladasos folyamatok jatszanak regzet, amelyek t6bbféle
szignalutvonalon keresztll aktivalhatjak az ideggepusztulasi mechanizmusait [23].

Ezen idegsejt-pusztulasi folyamatokat megakadalyés visszaforditd neuroprotektiv
hatbanyagok, attérést jelenthetnek a betegség dsstwmn, mivel az eddig ismert
antidepresszansok szamos mellékhatassal rendekégrtdeg tiineti kezelésre alkalmasak
[24].

Az eddig emlitett kronikus neurodegenerativ megietéseken kivil léteznek akut
behatasok, amelyek hasonlé neurodegenerativ etédlbbat eredményezhetnek. Ezek
kozul a leggyakoribb a szélutés, aztmke, amely a vilagon a masodik leggyakoribb

halalozasi ok a WHO szerint.



A stroke-nak nevezzik azt az agyi érkatasztrof@eln az agyrikodés altalanos vagy
gocos zavaraval jellemezibetgyorsan kialakuld tlinet egyittes és tébb mint6gédn at
fennall (WHO definicid). A betegségét két tipuseddt osztani, ugymint az iszkémias
stroke, amely soran az agyi vérellatas szenved Kaéstikilet vagy eérelzarodas
kovetkeztében, ezaltal az érintett agyterilet tgpgnés oxigén ellatottsag csokken,
idészakosan meg#énhet. A masik ritkabb tipus a vérzéses stroke, wanesketén agyi
alloméanyvérzeés is bekovetkezik [25].

A stroke-nak szamos tlnete van koztik dettatds, beszédformalasi nehézségek,
szeédulés fejfajas és veégul hirtelen eszméletvesAébekovetked stroke slrfssegi
kezelése altalaban véralvadas gatlokkal torténdgyabb erek elzarddasa esetéfitét
beavatkozéas sziikséges [26].

A szélutés maradandd karosodasanak meértéke nadviggna beavatkozas idejét
valamint attél, hogy az érkatasztrofa mely agytsil érintette. A stroke akar okozhat
féloldali bénulast, latotér- és érzéskiesést esdvégron akér halalhoz is vezethet [26].

A betegség patomechanizmusa (iszkémias kaszkadliramokat ért oxigén és tapanyag
ellatas kovetkeztében fell@penergiahianyos allapoton alapul. Az energiahiangitespot
miatt a sejt nem tudja fenntartani a megfeien haztartasat, ennek kovetkeztében & Ca
ionok koncentraciéja megna sejtben. Ennek hatasara a glutaméat szabadubZel
idegsejtekBl, ami a ké&bbiekben részletesen taglalt excitotoxikus sejtul&zi
folyamatokhoz vezet [27].

A stroke mechanizmusa szamos tdmadaspontot biatgyibgyszerhatéanyagok szamara,
ezért a terapias hatékonysag maximalizalasanakkérda jelenleg intenziv kutatasok

zajlanak hatékonyabb stroke ellenes készitményefdgztésére.

Az el6zéekben emlitett leggyakoribb neurodegenerativ elzdkbokon felll, még szamos
egyéb elterjedt kronikus és akut betegség létemnielyek ellen egyéte nem létezik igazan
hatékony terapids készitmény. Ezek kozo6tt megeatiith a kronikus elvéltozasként a
sclerosis multiplex (MS) azamilotréfiasa lateralis sclerosis (ALS) a Huntington-kor ,

bakteriotoxinok hatasa vagy egyéb agyat éfifizikai serilések[28] [29].



1.2. Idegsejtpusztulast eredményézstresszhatasok

Habar a kdzponti idegrendszert éfirtetegségek kivaltd okai és hatdsmechanizmusaik
csak részleteiben ismertek, de a rajuk altalanagan hogy az idegsejt pusztulast okozo
kozvetlen hatdsok és az azok altal meginditottdegiadacios folyamatok sok esetben mar
feltérképezettek. A kulénbéz neurodegenerativ elvaltozasok soran a kozvetlen
neurotoxikus hatdsok egymassal szoros Osszefuggégimek fel, de a koztuk lév
kapcsolatok szintjén sok kérdést rejtenek magukban.

A neuronok degradaciéjahoz, abnormaliskddéséhez esetenként pusztulasahoz az agyi
elvaltozasokat okozé megbetegedésekben a sejtelyddatének megvaltozasa vezet. A
normalis niikddést biztositd kornyezetet jelenti a megfekdipanyag és oxigén ellatottsag
mellett, a ndvekedési faktorok és egyéb intracétisl szabalyozé molekulak és az idegi
impulzusok optimalis szintje is. A neurodegeneragtegsegek szinte mindegyikében jelen
lévé sejtszintt stressz forras a megemelkedett reaktiv oxigén @ydtoncentracidja, a
tulzott extraszinaptikus ingerlést kivalté hatasekgy a megfelél tapanyag hianya. Egyes
betegségek esetén konkrétabb kivaltd hatdsok isrisky mint a hangulati betegségeket
kivalthatd hossz( idéj magas stresszhormon-koncentracié [30], az AD sariatked
amiloidok jelenléte [7], a PD sejtpusztulasaban reqzet jatszo a-szinuklein és
neuromelanin [31] vagy az idegrendszeri gyulladasokdn a kulonféle interleukinek
megjelenése [32].. A felsorolt hatasok kovetkeztébeindulé sejtdegradacios folyamatok,
mint az apoptdzis, nekrozis vagy a tulzott endacit&ovetkeztében végbenteautofagia
elemeiben szintén ismert folyamatok, de pontosakedésik az egyes korképekbe nem
tisztazott.

A fenti faktorok kozil mindegyik szimulalaséra ismi vitro modellrendszer, de jelen
dolgozatomban csak a legaltalanosabbakkal, minzabagl oxigéngyokok (ROS), az
excitotoxicitas €és a kilonféle tapanyagok hianyab&ellépd sejtdegeneracioval

foglalkoztam.
1.2.1. A ROS szerepe a neurodegenerativ folyamatadkiy
A reaktiv oxigén gyoknek (reactive oxygen sped®3S) nevezzik az oxigént tartalmazo

kémiailag reaktiv molekulakat. A reaktivitasukattaflban a parositatlan vegyeértéek

elektronjaiknak készénhetik. A ROS vegyiletek fangzerepet jatszanak a normalis sejt



redox homeosztazisaban, valamint egyes molekulézignalitvonalakban. Azonban
szamos kU vagy bel§ stressz behatas kovetkeztében a ROS szint koérosan
megnovekedhet (oxidativ stressz), amely kovetkertéb sejtstruktara sérilhet és wggs
soron a sejt pusztulasadhoz vezethet [33].

A reaktiv oxigén gyokok nagy része a mitokondriumb&keletkezhet, az
elektrontranszport lanc I. és Ill. komplexének tékén mikddésének kdvetkeztében. Az I.
komplex mikdédése soran a mitokondrium lumenében taldlhatdo (PAB-k leadjak
elektronjaikat a flavinmononukleotidot és szamosSHehérjét tartalmazo I. komplexnek,
amely tovabbitja a koenzim Q transzport molekulaiaka 1épés nem mindig tokéletes, az
ubikinonra nem kerul at mindkét elektron, az egyégy mindketd kiléphet a transzport
lancbol. Az elszivargo elektronok masik lehetsépesas lehet a komplex 1ll., amely soran
a koenzim Q-rdl kertlnek az elektronok a citokronfe@Geérjére. Ezekben az esetekben a
citoszolba kiszabadul6 elektronokat a sejtplazmabamabad oxigén molekulak veszik fel,
O? —t szabadgyokot alkotva. Ezeket és tovabbi szarkaizésszefoglaléan nevezzik a
reaktiv oxigén gyokoknek, azaz ROS vegyuleteknetéflldzat [34]).

Szabadgyokok
név képlet
Hidroxil-gyok OH
Szuperoxid-gyok 5}
Nitrogénoxid-gyok NOO
Lipidperoxil-gyok LOO
Nem gyokok
név képlet
Hidrogén-peroxid RO,
Szinglét oxigén '0,(*2g)
Hipoklorossav HOCI
Ozon O3

1. TablazatROS vegyiiletek és szarmazékainak 6sszefoglalaztal.

Az reaktiv oxigén gyokoket normalis korilmények #&tiza sejtekben a szuperoxid-
dizmutaz enzim alakitja #D,-vé, amelyet a kataldz vagy a glutation-peroxid#@zre alakit
végul vizzé és oxigénné. Valamint szamos kismo#gluantioxidans is felés a sejtek
redox egyensulyanak fenntartasaért, agymint azoabimlsav, a tokoferol és a glutation.



Amikor a mitokondrialis elektrontanszportlanc séwvidgy az antioxidans folyamatokban
zavar lép fel, a reaktiv oxigén gyokok koncentrgcimegrd €s azok oxidalhatjak a sejtet
felépitv biomolekuldkat, tgymint a fehérjéket, lipideketefmbranalkoto telitetlen lipidek a
legveszélyeztettebbek), DNS-t és RNS-t, amelyekitaz@nar nem tudjak ellatni a
funkciojukat és a folyamat végysoron sejthalalhoz vezet [35].

Az oxidativ stressz fontos szerepet jatszik azdéamkben felsorolt neurodegenerativ
betegségek molekularis patomechaniuzmuséban [36zkémia soran az emelkedettCa
szint kovetkeztében, beindulnak az apoptikus fobimk, amely eredményeképpen az
elektrontranszport lanc tagja, a citokrom c kivaidk mitokondrium membranjabol. A
reperfizi6 meginduldsa utan, ugyan a sejt’’Cazintie helye a&ll, de a sérilt
elektrontranszportlanc kovetkeztében a mitokongirROS terméidés mega ([37]. Az
olyan idiopatikus betegségek, mint amilyen az ADR@, az ALS és a Huntington kor
gyulladasos folyamataiban is részt vesznek a RQfyiNetek az aktivalt mikrogliasejtek
révén, amelyek az kozponti idegrendszeri immunreedfontos tagjai [32]. Ugyanakkor
egyes kutatdsok szerint, az amiloidok direkt isdséf a mitokondrium membranjaban lipid
peroxidaciot élidézni, ami a membranban elhelyezkedektrontranszportlanc sérilésehez
vezet és ez ROS felszabadulast okoz [38].

Az Oregedés szabad gyok tedridja szerint, a kive dlaladaséaval bekovetkealtalanos
demencia hatterében a mitokondrium progressziv domksztésének kodszénbeh, a
novekw ROS szint allhat. [38].

1.2.2. Az excitotoxicitas

Az excitotoxikus folyamatok & mediatora a glutamat, amely fontos koézponti
idegrendszeri serkehtneurotranszmitter aminosav is. A glutamat konémifja még a
neuronok kozti szinaptikus résben sem nagyobb 1rdMés ott is csak msec-okig van
jelen. Azonban a szinapszison kivilre keriilve (peldh visszavétel elégtelensége miatt)
extraszinaptikus glutamat receptorokhoz (NMDA re¢oegk egy csoportja) kapcsolddik
[39]. Az NMDA receptoroknak az agonista kapcsoléuézk hatasara &apermedbilis
ioncsatornaja kinyilik és a kalcium a sejtekbe dtamA megnévekedett intracellularis €a
szint kévetkeztében szamos enzim (foszfolipazo&tegdizok, endonukleazok) aktivalodik,

amely miatt beindultnak a sejtdegradéacios folyanjaja
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Az excitotoxicitas jelerts szerepet jatszik az eddig taglalt neurodegenerati
elvéltozasokban is [28]. Az AD nem glutamét erédete fontos szerepe van a betegség
kialakulasanak érehaladott szakaszaban. Az Adkozta megemelkedett [ER szint a
gliasejtek citoplazmaban blokkolhatja a glutamdszavétel az extracellularis t8kbami
glutamat szint emelkedését és a kordyaeruronokon excitotoxitast okozhat [40]Az
excitotoxikus behatds miatt megnovekedett “[f;a szint kedvezhet az olyan
hiperfoszforilacidés folyamatoknak, mint a tau pmtelkotta aggregatumok kialakulasa
[41].

Az excitoxicitas jeleritsége kiléndsen nagy szereppel bir a stroke pat@nichusaban,
mivel részfolyamata az iszkémias kaszkadnak, aéstlb a tapmegvonassal kapcsolatban
részletezek.

Egyes kutatdsok alapjan az unipolaris depresszidgpaezisében is fontos szerepet
jatszik az excitotoxicitas. A depressziéban szefikedbizonyos agyteriletein
megnovekedett glutamat szintet lehet tapasztalne NMDA receptor medidlta
sejtpusztulasdleg a hippokampusz tertletre lokalizalodik, amedgtbs szerepet jatszik a
hosszutavi memdéridban és a depresszid egyik leg#bb tlinetében, a
szorongasérzetben Ezért nem meglepogy szamos NMDA antagonista rendelkezik

antidepresszans tulajdonsaggal [42]

1.2.3.Tapanyag megvonas

A tapanyag megvonasos korilményeket leegyisitme két csoportra kilonithetjuk el. A
tapanyagokra, amelyek kozul legfontosabb a neut@mergia forrasara, a glikoz, az
oxigén ellatottsagra illetve a sejt kozotti tér f&d&k szabalyozd molekulajanak
Osszetételében bekdvetkdzros valtozasokra.

A neuronok 8 energia forrasa a glikéz, masféle cukrot nem l&dpkasznositani. Ennek
megvonasa energiahianyt eredményez, ami az agisejtebeinditia az an. iszkémias
kaszkadot. Az érelzarddas (iszkémia) kovetkeztdbléps energiahiany, ami az érintett
neuronokban ATP hianyban nyilvanul meg. Emiatt 8PAugg ion-pumpak nem tudjak
fenntartani az egészséges ion aranyt, a sejteklatgg@ddnak, ennek eredményképpen
kinyilnak a fesziiltségfiigg C&" csatornak, minek koévetkeztében méga kalcium
koncentracié a citoplazmaban, ami glutamat felsdaldast eredményez. Ez beinditja az

excitotoxikus folyamatokat, amelyek a neuron pugsthoz vezetnek [1].
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Az agyba a véraram nem csupan tapanyagot és dxsgéfiit, hanem szamos faktort,
amik a sejtek rikodésének Osszetett szabalyozasdban vesznek Aesgrabalyozé
molekulak, mint a kulénb&@znovekedési faktorok (BDNF, NT3, GDNF; agyi noveésid
faktorok, glia ndvekedeési faktor stb.), hormonolor{kkoszteron, adrenalin, inzulin stb.),
vitaminok, interleukinek és citokinek stb. — idsafisszetétele nélkulozhetetlen a neuronok
egészségesiikodéséhez [43] [44].

Ezek kozul a legfontosabb talan a BDNF, amelyneggynglentiséget tulajdonitanak
szamos neurodegenerativ elvaltozas patogenezigébfb]. igy szamos depresszidéban
szenved beteg hippokampusz agyteriletén mértek normalasiagsonyabb BDNF szintet
[46]. Egyes kutatasok szerint a BDNF szintemeléksaldhet lehet az amiloid okozta
toxicitas [47] és gatolhatéak az excitotoxikus &hatok is [48].

Napjaink kutatasi eredmény@tkitiinik, hogy a neuralis faktorok és hormonok szerepe é
kdlcsbnhatasai az agyban lejatszodo folyamatokbég seamos kérdést vetnek fel agov

tuddésai szamara.

2.1. Az idegsejtek pusztulasanak molekularis mech@musai

Az idegsejtek pusztuldsa mogott tobbféle molekslanechanizmus éallhat, agymint az
apoptozis, a nekrdzis és az autofagia. Fontos mgegai, hogy az idegsejtek nagyszamu
pusztulasa esetén az egyes sejthalal tipusok egyméaket és akar egymas
kovetkezményeként is jelen lehetnek [49].

Az apoptozis a tbbbsejt élblények programozott sejthalala. A folyamat sorasegt
0sszezsugorodik, a citoszkeleton és a DNS allonfaldarabolédik, de a membranok
integritasa €s az organellumok épen maradnak.tA&&ejun. apoptotikus testekre tagolodik
szét. Az apoptotikus testeket a szervezetben aafémok gyorsan bekebelezik, niitil
azok tartalma a kornyézsejtekben gyulladasos folyamatokat inditananalebbentétben a
késsbbiekben taglalt nekrdzissal.

Ez a folyamat nem csak stressz behatas kovetkeziatlmzddhat le, hanem a normalis
egyedfejbdés része. Ennek tipikus példaja az ujjak kialadailaamelyek embrié egyes
stddiumaban egyfajta Uszéhartya kot 6ssze, az ezdketd sejtek apoptotikus aton
pusztulnak el [1].

A szervezet sejtosztdodas és sejtpusztulas homemszaabalyozasaba is Iényegese

szerepe van a programozott sejthalalnak, mivel mapéatlagosan az emberiGejtéls|
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10" elhal, és Ujra csewdik ki (legintenzivebb a csontwdlen és a bélnyalka hartyaban)
[50]. Az apoptdzis fontos szerepet jatszik tovalbaeszélyesnek itélt, példaul a rakos
sejtek eltavolitasaban is [1].

Az apoptotikus sejtdegradaciot kaszpaz enzimek ikgganelyeknek kulonbdy tagjai
proteolitikus és nukleaz aktivitassal rendelkeznkkt csoportjuk létezik az iniciator
(kaszpaz 2, 8, 9 és 10) és az effektor kaszpazseaz 3, 6 és 7). Az iniciator kaszpazok
aktivalodnak €lszor. Ezek proteolizis révén aktivaljak az masikpestot az effektor
kaszpazokat, amelyek ténylegesen a sejtalkotokntébat végzik. A kaszpazok inaktiv
formaban (prokaszpaz) folyamatosan jelen vannajtekben [1].

A kaszpaz aktivalasnak két féle molekularis Utvarétezik az an. extrinszik (kidls és
intrinszik (bel$), attol fugdgen, hogy honnan érkezik, hol keletkezik a szigadlely a sejt
apoptotikus folyamatait beinditja. Az intrinszikvahal kézéppontjaban a mitokondrium all.
Amikor az aerob respiracio valamilyen stressz hkEhamiatt, példaul oxigén vagy
energiamegvonas miatt dsszeomlik, a mitokondriunmbrénja porusok keletkeznek,
amiken keresztll az un. SMAC (small mitocondriarivdged activator of caspase, kis
mitokondrialis kaszpéaz aktivator) fehérjék a mitodaumbdl kiaramolhatnak a citoszolba.
Ott kowdnek, és deaktivaljak az IAP (inhibitory of apopgogroteins, apoptézis inhibitpr
fehérje) proteineket. Az IAP-ek az inicitator kpdzokat inaktivaltak eddig. Kovetk&z
lépésekben a mar aktiv kaszpazok végzik el a sgfdécios folyamatokat [51, 52].

A mitokondrium elektrontranszportlanc sérilése taatitoszolba kiszabadult citokrom c
is inicialhatja az apoptézist. A citoplazmaban dolaiom c Apaf-1 (apoptotikus
proteolitikus aktivator faktor) proteinnel és a kaszpaz 9-cel alkotja, az un. apoptoszéméat
ami aktivalja az effektor kaszpazokat. A citokrorkiszabadulasa szintén a mitokondrialis
porusokon keresztil torténik, amelyek kégesét a Bel-2 (B-sejtlimféma) fehérje regulalja
[53].

A masik Utvonal az extrinszik, amely receptor mkde sejt a kornyezetébkap jelet,
amelyet az an. halal receptoraival érzékel. A resreat két jellemé tipusa van, a TNF
vagy FAS receptorok. A receptorokhoz kapcsoldédhatrea szervezet gyulladasi
folyamataiban keletkezett citokinek, vagy direktmakrofagok un. Fas-ligandjai is. Ez a
szignalutvonal szintén a kaszpaz kaszkad beindul&édmenyezheti, ami altal
bekdvetkezik programozott sejthalél [1, 54].

A korabban felsorolt stressz hatasok is indukabaapoptozist. A ROS szint emelkedése
a mitokondriumban Bcl-2 fehérjék aktivalta poruskigpést okoz, amelyen keresztil a

kiszabadult citokrom c beindithatja az apoptotikakyamatokat [55]. Az excitotoxikus
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folyamat soran a Gaaktivalja a kalpain (kalcium-fiiggnem lizoszomalis cisztein proteéz)
fehérjét, amely hasitas révén inditia be a kaszkagzkadot [56]. Az iszkémiés
folyamatokban mind. a mitokondrialis membran kad#so Utjan létre jav citokréom c
felszabadulas mind az iszkémias kaszkad excitobsxiészfolyamata is képes apoptozist
eléidézni[56, 57].

A sejt nem programozott sejthalalanakrézis, amelynek ledgfbb tulajdonsaga, hogy a
membranintegritds megszakad és a kontrollalatigtiizee soran a sejt beltartalma a
kornyezetébe keril, ami tovabbi gyulladasos, nélust folyamatokat indithat be a
kornye# sejtekben. A nekrotikus sejthalal altaldban, vill@m intenziv hirtelen stressz
behatasnak koszonketmint példaul bakteridlis féizés, szamos toxinok, égeési, fagyasi
sérilések és a hipoxia [58].

A nekrézis soran szintén a €akoncentracié sejtbeli megndvekedése jatszik fontos
szerepet, amely aktivalja kalpainokat és katep&einamelyek elbontjak a citoszkeletont, a
normalis sejtciklusért felés ndvekedesi faktorokat és fontos szignél utvonalakimeit,
mint a protein kinaz C [59]. A nekrdzisos folyamiatnem igényelnek ATP energiat,
ellentétben az apoptozissal [60].

Az apoptotikus és nekrotikus folyamatokat egymagéahuzamosan is végbe mehetnek a
sejtben, valamint a sejt energiaallapotatdl fiegg atcsaphatnak egyiddba masikba. Az
ATP hianyos allapot a nekrotikus folyamatoknak lexjvmig az aktiv apoptdzis ATP
energiat igényel [61].

Az autofagia a sejt eloregedett sejtalkotdinak a lizoszomalegemésztésében, azaz a
sejtben bellli Ujrahasznositd folyamatokban jatszkrepet, amik nélkilozhetetlenek a
sejtek normalis rikodéséhez. ErdsOkben példaul az autofagia szerepet jatszik az
embridgenezisben, a vorosvértestek érésében ésnmmnrendszer tikodésében. Az
autofagia képes eltavolitani a karosodott, vageslelgessé valt sejtszervecskéket [1].
Zavara az endsokben kontrollalatlan sejtosztédas (rak), neuredegativ elvaltozasok,
sziv és érrendszeri betegségek kialakulasahoz, migtla sejten bellli parazitak
megjelenéséhez vezethet [62].

A nem szikséges sejtalkotokat korbefogd autofagnékdkialakulasaban, iranyitasadban
és a folyamatok szabalyozasabansRiRazok és un. Atg (Bcl-1) proteinek vesznek részt
Az autofagoszéma kialakulasat koden egyesul a lizészémakkal, amelyékérkez savas
hidrolazok (D katepszinek) elbontjak a fagocitéjtalkotokat [63].
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Az autofagianak fontos szerepe van a tapanyaghsari§keppen a névekedési hianyos
allapotokban, hiszen ilyenkor a sejt rakényszerilleen létfontossagu sejtszervecskéinek
felemésztésére energianyerés céljabdl. Ez a tidaoéisztés vagy az autofagiat szabalyzo
mechanizmusok zavara programozott sejthalalhozivezs3].

Szamos gyakori neurodegenerativ elvaltozas esetébeszerepe az autofagianak (AD,
PD, ALS és iszkémia) [64]. A jeletdebbek ezek kozil, az AD esetében a katepszin D
tulzott expresszidja, ami a neurofibrillaris proteilerakdédasok kialakuldsanak
valOsziriségét noveli [65] és az alacsony novekedési faktoncentracidé miatti

autofagoszoma szam novekedés [66].

2. A neurotoxicitas in vitro vizsgalatanak jelenésege

Amig az egyes koérképek szimulalasdhoz bonyolulit-ftlodellek szikségesek, a sejt
szinfi események vizsgélatdhoz az in vitro rendszerekali®lmasak és bar csak
kozvetettebb modelljei lehetnek az egyes betegs@feknagyszamu vegyllet tesztelését
teszik leheivé. Az in vitro rendszere @hye €s hatranya azonos okra vezéthetsza: az in
vitro rendszerekben a vizsgalt események eredetiykdetikisl kiragadva mennek végbe
ennél fogva egyszerredrmeg a téves végkovetkeztetések esélye és valibkzefipbé az
egyes esemenyek vizsgalata. Azonban a jol feltllito vitro rendszerekben, ha
folyamatosan szem @&t tartjuk, hogy rendszerink miben tér el a® élgészl és a
kérdéseket ennek megfdleh tesszik fel, tovdbba megfélelpozitiv és negativ
kontrollokat épitink be a kisérletekbe, akkor azviimo teszt hatékony é&kisérleteket
jelenthetnek az altalaban joval kéltségesebb in vizsgalatokhoz.

Az idegsejt tenyészetek fizikai és kémiai kortulmginykénnyen meérhéek és
kontrollalhatéak (CQ@ O,, ozmolitds, tapanyag tartalomérhérséklet, pH) és egys#en
valtoztathatéak a kisérletnek megféld. A kisérlet igényei szerint bedllithatbak a
sejttenyészetet alkotd sejtek tipusainak aranyasefitenyészeteken egy-egy tényez
valtoztatasaval célzottan vizsgalhatdak az egyetasbk, azok kovetkezményei az
idegsejtek életképességére, dd@sére vagy akar neurdlisaktivitasara. Mivel a
sejttenyészetek megfebein  kicsi mintakra lehet szétosztani (96-0s, 364-es
mikrotiterlemezek), amelyek igy sok parhuzamos sigréntot tudnak alkotni. A kisminta
térfogat nagyban csokkenti a vizsgalatok reageésygt az in vivo kisérletekhez képest,

azaltal noveli a gazdasagossagot, ami fontos szeinapmai gyogyszerkutatasok esetében.
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Azt is meg kell emlitenlink, hogy az in vitro modsaeem vetnek fel olyan moralis és etikai
kérdéseket, mint az in vivo allatkisérletek.

Osszefoglalva a neurodegenerativ betegségek igemlkr idegrendszeri elvaltozasok,
amelyeket csak bonyolult allatmodellekben lehetizsgalni. Az in vitro sejttenyészetek
segitségével a komplex torténések egyes folyamiataigadva, azokra fokuszalva kilén
vizsgalhatdak e betegségek molekularis hattereagy mintaszam és a kis reagens igény
kovetkeztében az ilyen tenyészetek alkalmasak etdépges neuroprotektiv hatéanyagok
szirésére, valamint a mar megtévismert neuroprotektiv hatéanyagok molekularis
hatdsmechanizmusanak tisztazasara.

A jelenlegi originalis gyogyszerkutatds egyikdfa fehérje target kdzponta kis molaris
tomedi vegyulletek kifejlesztésére irAnyul. A mddszer mlagz ismert fehérje target-.re
kombinatorikus kémiai elvei szerint in silico madektt hatbanyagjeloltek nagy aterészt
képesséfy sZirése. Ennek a feltételnek az un. HTS (High Trough§creen, nagyatereézt
képessély sZirés) automatizalt rendszert tesz eleget. Ebbe dsrenbe az in vitro
neuroprotektiv esszék beilleszibelt, ezaltal nagyszami gyogyszerhatdanyag-jelolt
molekula vizsgalhato hatékonyan.
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Il. Célkit tizés

Az originalis gyogyszerkutatas korai fazisaban, y&ag sz6 barmilyen vegyilet
vizsgalatarol, fejlesztés#ir szilkség van olyan tesztrendszerre, amely segiteég
hatékonyan lehet vizsgalni gydgyszerhatéanyagtjehdlekulakat. A joI megvalasztott in
vitro modellrendszerek érzékeny, megbizhaté ésgptodukalhatd, ugyanakkor olcso és
gyors tesztrendszert biztositanak igy lékét téve a nagyszamu vegyillet hatékony
vizsgélatat.

Az EGIS Preklinikai Kutatasi #osztaly laboratériumaban egy komplex neurotoxicitas
modell bedllitAsaban vettem részt. Célunk, hogyrolynodellrendszert alkossunk meg,
amelyben kulén-kulon vizsgalhatéak az idegsejtetogidasaban leirt, egymassal szorosan
Osszeflig§ stressz hatasok. Az élszakaszban a szabad @yokok, a tapanyaghiany és a
tulzott ingerlés hatdsainak modellezésére alkalmasdszer kialakitasa volt a cél.
Elsddleges feladatom az irodalomban leirt in vitro stme modellek az EGIS
laboratoriumaba tortén integralasa és beallitasa illetve azok hatasa@aékeny és
idegsejt-specifikus vizsgalatara alkalmas mérésismérek megtalalasa volt.

Az igy feldllitott tesztrendszernek alkalmasnakl kethnie a gyogyszerjel6lt molekulak
neuroprotektiv hatasanak, hatékony vizsgalatarkégbbiekben a megalkotott modell
atereszi képessége akarobitheth lehessen a manapsag szikséges nagy atereszt

képessély (High Throughput Screening (HTS)) tesztrendszantisz
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IV. Anyagok és modszerek

1. Tenyésztés

A kisérleteim soran patkany embrié vagy Ujszilotitkpny agy kortikalis és
hippokampalis terUletild készllt tenyészetet alkalmaztam. Az alkalmazother neuralis
tenyészetek killtetéséhez a patkany fedeztélésgamitott 18 napos embridk (E18) és 1
napos Ujszuldtt, posztnatalis (P1) egyedeket h#tarm&fel. A tenyészetekbe vegyesen
kerllltek neuronok és az azokat tamogatd asztrogdiek (egyéb sejtek elenyész
mennyiségben; példaul epitél sejtek). A neuronditapadast kbvéen egyrétedy kulttrat
alkotnak, amely ald az osztdédd asztroglia sejtelnyszyszei aljzatot hoznak létre és
nagyban novelik a neuronok életképességeit. A diigdt kovet késsbbi szakaszban
bekovetkezik a neuronok nyulvanynodvekedése és laaldizatta kapcsoldédasa.

Az embriondlis szovett kiindulva tobb és nagyobb aranyban kaphatunk sdggket, a
posztnatalis egyedeknél ugyanakkor az idegsejtek fegettebb szakaban kertlnek
Killltetésre. A posztnatalis allatok hasznalataérstivabbi éinyt jelent az (esetenként nem
megoldhatd) idre paroztatas szikségtelensége. A medfeteldisszocialt neuronok (P1
allatoknal (Miltényi-MACS kit; E18 tripszin és DNzékezelés) 10sejt /cnf sejtszamban
poli-L-lizinnel (Sigma) bevont 96-0s, 24-es, 6-ex)y 4-es tenyéesadényekbe (Grenier)
kerlltek. A killtetést kovételss napon a sejtek NeuroBasal-A (Gibco) médiumba kekiil
amely hozzéadott B27 (Gibco) adalékot, 20 mM KE&mMM glukdzt (Sigma), glutamint
(Gibco) és 5% fotalis borju szérumot (FCS, Signajatmazott. A B27 tartalmazza a
specialis nbvekedési faktorokat és vitaminokatF&5 a megfelél kbrnyezetet biztositd
szérum komponenseket, a glutamin egyszerre enetgiaitrogénforras, a KCl az idedlis
neurdlis aktivitas fenntartasaért fékela gliikoz pedig a neuronok I8gb energia forrasa.

A tenyésztés masodik napjan az asztrogliasejtekn&aak minél alacsonyabb szinten
tartasa érdekében megvontuk a szérumot és a 0,0%cibokin-arabin6z (CAR, Sigma)
kezelést alkalmaztunk. A CAR egy bazis analdg, grhekpll az Ujonnan szintetizalt DNS
lancba és blokkolja a DNS duplikaciét a kovetksejtosztodaskor, ezzel az 0szt6doé sejtek
elburjanzaséat, mint amilyen az asztroglia, gatofiakévetkez tapcsere alkalmaval méar
nem Kkerilt a tenyésztmédiumba FCS (szintén a gliasejteknek kedvez).kBzeten a

tenyészetek tapoldatat 3 naponta cseréltik. A sz@yéket 7-10 napos korukban kerilnek
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kisérleti felhasznalasra, mikorra az idegsejtek kit@jezik az érett idegsejtekre jellethz
receptorokat.

El6kisérleteim soran hasznaltam HEK-293 (human eméli®vese sejtvonal) sejteket.
Ezen sejteket dAMEM-ben (Dulbecco mddisitotta Eagéelium, Sigma) és hozzaadott 5%
FCS-ben tenyésztettem. Mindkét féle tenyészetek&E-®n, 100%-0s paratartalmu és 5%
CO;, tartalmu termosztatban (Thermo scientific HERAGEI0I) tartottuk.

2. Eletképességi vizsgalatok

A neuronok életképességi vizsgalatahoz és a tésiaitzsgalatahoz MTT, azaz 3-(4,5-
demetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiddSigma) alkalmaztam. A séarga tetrazol
forma redukalédva lila formazanna alakul (1. abeayi oldhatatlan kristalyokat képez a
sejtek belsejében. A reagens segitségével a ségtkepességét azok redox kapacitasa
alapjan lehet mérni, mivel a sejt reduktdz enzimleirkapacitdsa oOsszefliigg a sejt
életképességével. (3. abra)

~ |
<:>_<H H__H/\\/jl Mitokondridlis reduktaz
N
e ol

1. abra MTT reagens redukcioja

A mérést 96-lyuku tenyészt edényekben végeztemlyakie az MTT reagens 0,3 mg/ml
végkoncentraciéban kerilt, majd ezt kéest a tenyészetet 37°C—on 1 oOran keresztl,
gyakori mikroszkdpos kontroll mellett, termosztathakubaltam.

Ezt koveben a sejtekben képdott kristdlyokat tenyésztési médiummal azonos
mennyiség izopropanol (Thomasker) hozzaadasaval oldjukAeméréseket 570nm mert
hullamhosszon (630nm referencia) abszorbancia ¢@idiensitity O.D.) alapjan fotométer

(BioRad Microplate Reader) és szoftver (Microplst@nager) alkalmazasaval végeztem.
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3. Immuncitokémiai és morfoldgiai vizsgalatok

Az immuncitokémiai jelolésekhez a tenyészeteket o¥opara-formaldehiddel (4%)
fixaltam, a fixalét haromszoros PBS-es (foszfatigf Gibco) mosassal tavolitottam el
(ugyanezt a mosast végeztem az dsszes tovabbiképét is). A sejtmagokat DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) festéssel jeldltem, amelyD&AS ketbs lanc kis arkaba kédik, a
festék fluoreszcensen detektalhat6é (360nm-en gévgs 460 nm-en mérve).

A sejtek membrénjat 0,1%-os Triton-X100 (Sigmajatér fel mivel a keresett epitopok a
sejtek belsejében talalhatdéak. Az ellenanyag aBkesikotbdésének elkertlése a nem
specifikus fehérje kdhelyek blokkolasara 5-10%-0s FCS-t alkalmaztam. |@kKolast
legalabb 60 a tritonozast legalabb 5 percen kdikegageztem.

Az ideg és asztroglia sejtek kimutatdsahoz a ré&pkcifikus sejtvaz alkotok elleni
ellenanyagokat mint 8llI-tubulin (Sigma 1/1000 neuronokra) elleni és la gpecifikus
savas fibrilaris fehérje (GFAP Sigma 1/2000 az ragihh sejtek) elleni antitesteket
hasznaltam. A mikroszkopos vizsgalatokhoz anti-&@g€EXA 488-t €s anti-nyul ALEXA
594-t (Sigma) hasznaltunk. A kvantitativ immunfleszcens detektalashoz a fluoreszcens
jeldlést és Biotek fotométert alkalmaztam.

. A fluoreszcensen megfestett kivehdemezzel rendelkéz mintak kipreparalhatdéak
targylemezre (Menzel Glaser) és a tenyészet mayifaléulajdonsagai, kilonos tekintettel a
neurotoxicitasi kezelések kovetkezményire, a neakah €s asztroglia sejteket ért
serulésekre.

A sejtmorfolégiai vizsgalatokat inverz fluoreszcemsikroszkop (Axiovert, Zeiss)

alkalmazasaval és a kiértékeléseket az Axiovis@msE] program segitségével vegeztem.

4. Fluoreszcens membranpotencial esszé

A neuralis aktivitast fluoreszcens membranpotenaékzé (FMP) alkalmazasaval
vizsgaltam. A neuronok aktivitasanak elvesztéseelay [épés a stressz okoztaikddeés
zavarukban. Ezért fontos egy preciz és érzékenyspebdalkalmazasa, mint amilyen az
FMP. A modszer alapja egy specialis membranba &égyafestéken alapul, amely a
sejtmembran potencial megvaltozdsara fluoreszcempmjeszthdéivé valik. Ez pedig
alkalmassa teszi a neuron aktivitas meérésére, rhisze aranyos a neuronon talalhaté

ioncsatorna-kapcsolt receptorokikddésevel.
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A technika soran AMPA (2-amino-3-(5-metil-3-oxo0-1@xazol-4-il) propansav) receptor
aktivitast vizsgalunk, amely a glutamat receptdécsdsleg, Nd-ra, K'-ra permeabilis
ioncsatorna-kapcsolt tagja, amely jellemzi a kailig tenyészeteket. A csatorna hosszabb
nyitvatartasanak ésegitésére, azaz gyors deszenzitivacidjanak megbkadsara
ciklotiazodot (30uM, Sigma) alkalmaztam, igy novelve a glutamat jedaltal a méres
érzékenységeét.

A méréseket FlexStation 3 (Molecular Devices) bdezis segitségével végeztem el. Ez
egy asztali készulék, ami egy multifunckiés mikierfiemez olvasé, amibe integralva egy 8
vagy 16 csatornas automata pipettor talalhatdé. Aiszar nagy hatékonysagu
monokromatikus optikai leolvasdja képes abszorldnés fluoreszcencia intenzitast
detektalni. A készulék lumineszencia mérésekrékaraas.

A berendezést szamitogép vezérli, amelyen SoftnoasRoftver segitségével, on-line
kovethetjuk a mérést, illetve a program a megdeldbrazolasokat és kiértekeléseket is
elvégzi.

A tenyészeteket fekete 96-os mikrotiterlemezekneii&r) lltettem ki és ezen a plate-en
végeztem a mérést is. A sejttenyészetétkelll késziteni a méréshez. Elpésben az
inkubaldbdl kivett sejtekil el kell tavolitani, ki kell mosni a tenyégzpuffert (Biotek
Cellwasher). A mosas veégeztével a sejtekre a kélsz4lul un. Flex-puffert tolt. Ez a
puffer, egy HBSS tipusu oldat (Hank’s balanced saliition, aminek az 6sszetétele: 0,137
M NacCl, 5,4 mM KCI, 0,25 mM N#PQ,, 0,44 mM KHPQO,, 1,3 mM CaCj, 1,0 mM
MgSQy, 4,2 mM NaHCQ), aminek a pH-ja HEPES hozzdadasaval van bealfitdees
értékre. A 37C°-ra felmelegitett festék oldat (splex FMP festék, Molecular Devicies)
50ul-es mennyiségét nyolccsatornas pipettorralkadjolsoként a cellak tartalméahoz. igy
kapjuk a 10Ql-es veégtérfogatot (40 puffer, 1Qu hatdéanyagoldat, 50 festék). A
titerlemezt 40 perces inkubacidonak vetjik ala 3@6°- Thermo IEMS tipusu
sejtinkubatorban.

A FlexStation 3 készilék belsejében egy automatetfar adja hozza a megfélehMPA
(Sigma) oldatokat a megfetelcelldkhoz és detektalja a fluoreszcens sejtvaladzt
szamitdgépen a program az eredményeket AUC (axksx gnrve, azaz gorbe alatti tertlet)
eés koncentracio logaritmusanak fliggvényében irjaéki ez az eérték alapjan lehet

viszonyitani a kontrollhoz képest az egyes kezkléastasat a neuronaktivitasra.
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5. A neurotoxicitasi esszékhez felhasznalt vegyszerek

A neurotoxicitasi esszékhez szamos vegyszert ésiumétl hasznaltam fel: ROS
toxicitdshoz 30%-0s hidrogén-peroxid torzs oldéReanal), az excitotoxicitasi esszékhez
Na-glutamat sot (Sigma), a tapanyag megvonaso®ldssz 2-dezoxiglikoz (2-DG) port
(Sigma), ACSF (Artificial cerebrospinal fluid, mességes agyfolyadék) oldatot (tartalma
mM-ban: NaCl, 130; KCI, 3,5; Cagl12; MgCh, 2; NakPQ,, 0,96; NaHC@10; az oldat
pH-ja 7).

6. Alkalmazott statisztikai vizsgalatok

A kisérleteim eredményeinek értékelésekor egy ANOVA tesztet, valamint kétmintas
t-préba statisztikat alkalmaztam Graphpad Prisnzdfteer segitségével. A mintak kozti

eltéréstn=0,05 szinten vettem szignifikansnak.
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V. Eredmények

1. Vizsgalati médszerek beallitasa

Az EGIS Preklinikai laboratériumaban rendelkezésid az idegsejt-tenyészetek

allapotanak felmérésére alkalmas modszereket Eengiket az 2. tabldzatban foglaltam

0ssze.
o Erzékenysége Befektetés
o . _| Vizsgalat kozvetle
Médszer | Vizsgalt tulajdonsag . _ ] Neuron- ) )
celja Toxikussagra . | Ar idé
specifikussag
Eletképesség / | redukcios kapacitds . . ] ]
MTT _ L Erzékeny nincs olcsg 16ra
Metabolikus aktivitds (NADP / NADPH)
Sejtmagok )
. i o o Kozvetett . i i
Sejtszam | Tenyészet sejtszama mennyisége (DNS hat4 nincs olcso 1 ora
atas
tartalom)
Immuncito- | Tenyészetet alkotd| Sejttipus specifikug Kozvetett ]
L - i nagy drdga| 1 nap
kémia sejttipusok markerek hatas
Neuronok tenyészet AMPA indukalta
. . i » Nagyon ) )
FMP szinti bioelektromos| membranpotencial nagy drdga| 2 d4ra
- o érzékeny
aktivitasa valtozas
2. Tabldzat Modszerek dsszefoglaldsa
1.1. MTT esszé eés DAPI méreés

Az MTT, mint azt az Anyagok és Mddszerek c. fejbeet taglaltam a sejtek redox

kapacitasat méri, ami korrelal az életképességfjetenyészet életképessége szorosan

0sszefligg a sejtszammal és az egyes sejtek médabalktivitasaval (2/A. abra), ennek

megfeleben csak homogeén (vagy kdzel homogén) sejttenydséete/ljt az egyes sejtekre

is kiterjeszthet valds informaciot. Mivel nem neuron specifikus baggjtek nagyobb

anyagcsere kapacitdsuk miatt, mar kis szambaragy hétteret adhatnak. Ugyanakkor a

modszer legnagyobb dlye, hogy olcsd, nem munkaigényes, érzékeny a @ijites

elégtelenségére és nagyszamu vizsgalat elvégzedéhetve teszi. Az MTT tovabbi
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elénye, hogy nem igényel tapcserét a tenyészetekrmgemeként adhato, igy realisabb
eredmény érhétel.

A sejtszamot a sejtmagok kvantitativ médon tditgelolésével (DAPI segitségével)
fluoreszcensen mérhetjik (2/B abra). Ez a médsetén olcso és gyors, de ez sem neuron
specifikus, valamint csak a jeléstmeérteki, sejtvesztéssel jard toxicitas mérésére alkalmas
(2/C é&bra).A HEK-sejtek sejtszamvaltozasat a tenyészetek ken8 allapotaig (25 ezer
Killtetett sejt) az MTT (A) és a DAPI (B) mérégasnyomon koveti.

A leghatékonyabb megoldas az MTT és DAPI kombiafittlmazasa biztositja, mivel
igy sejtszam valtozast és a metabolikus aktivitdszaesését parhuzamosan detektalhatjuk,
amivel igazolhatjuk, hogy a toxicitds nem a sejtszésztésnek (lemosodas), hanem az
életképesség csokkenésének koszdnhitl16 oOrds éheztetés kovetkeztében végbement
életképesseg valtozast, csak a sejtek metaboliktigitasaban jelenik meg (MTT), a
tenyészetek sejtszama nem valtozik (DAPI) (2/Cjo¥abbiakban a rovid tavu (1-24 oras)
stressz modellek vizsgalatanal az MTT életképesgsgalatot alkalmaztuk. A méréseket
idealisan olyan koncentracié mellett végezzik aht#nyészetek valasza 40-60% valtozast
mutat.

B
A
DAPI
MTT
1.5
1.5
1o- 1.0
i X
0.5- 0.5-
OC T L] L] ) ) )
OC ) ) T ) ) )
5 10 15 20 25 30 0 L R P
sejtszam [10 %] sejtszam [10 3
C
1501
3 kontroll
3 éheztett

1004

kontroll %

504

MTT DAPI

2. Abra HEK-293T sejteken végzett életképesség és sejtsizmgalat. ( n=4 p <0,0001)
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1.2. Immuncitokémia - A kilonféle idegi sejtkultirak dsszetételének

ellendérzése

Az immuncitokémiai jelolések a tenyészetet alkodfitipusok vizsgalatara szolgalnak,
ezért alkalmazasanak fontos szerepe van a killéstés fenntartas egyes szakaszaiban, a
tenyészet allapotanak meghatarozasakor. A modsxieités részletes, egyes sejttipusokra
gyakorolt esetlegesen kilonkibhatasanak vizsgalatara is alkalmas. A toxicitaak cs
kozvetve a sejteket feléfitszerkezeti molekulak mennyiségének csokkenéséawain(
rovidulés, nyulvany letéredezés) és sejtvesztékegielalva ad informacidt, viszont a
neuronok és a gliasejtek specifikusan ménbetvele. A modszer tovabbi hatranya a
munkaigénye (tdbb 6ra / 1 nap) és az immunfestégekemz koltségigénye.

Az egyes sejttipusok festését konzekvensen alkédmmaz morfologiai vizsgalatokhoz
készitett immuncitokémiai preparatumokon (3. al¥a)a tenyészetek sejttipus mérései
soran alkalmazott fluoreszcens kvantitativ mérésekdn (4. abra) is. A neuronokra
specifikus Blll-tubulin  és az asztrogliasejtekre specifikus GFAfehérjék elleni
ellenanyagokkal végzett jeloléssel a tenyésztésdigr szakaszaban medgydhetlink

annak osszetételer
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3. &bra 10 napos kortikdlis eredetenyészeten a sejtmagokat kékkel (DAPI, 360 nngwonokat zdld
szinnel (IIB-tubulin, Alexa 488 nm) és az asztroglia sejtekaigsial (GFAP, Alexa 594 nm) jeloltem. (méret

50 pm)

A neuroprotektiv hatasok vizsgélatara alkalmas ssremodellrendszerekhez tiszta
idegsejt tenyészetek sziikségesek, a ¢elegkevesebb asztroglia szennyezéssel. Az ideg és
asztrogliasejtek aranyanak ismerete, kulonosen dsmedek beallitasanak szakaszaban,
szilkséges ahhoz, hogy a doénteni tudjunk a neucitési kezelések mértékdrés az
alkalmazhat6 toxicitdsi tesztékr A neuron/asztroglia arany meghatarozasara
immunfluoreszcens meérést alkalmaztunk, a modszdllitdsahoz vegyes: ,neuron-
asztroglia” (ideg és asztroglia sejteket is tartadt), idegsejtekben gazdag: ,neuron” és

HEK sejtek tenyészeteit hasonlitottuk 6ssze.
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4. abraKuldonbos sejtosszetétéltenyészetek immunfluoreszcens festésének mérése.

Az el oszlopban a gliasejteket is nagy szamban tart@fimeanyészet eredményei
lathatoak, amelynél a legmagasabb GFAP jelet téglasak, a mésodik a neuronban
gazdag tenyészet, amelynél a legmagasabb a nepeoifileus BllI-tubulin valaszjele. Ez
igazolja az ellenanyagok specifikussagat és aztgy halkalmazhatéak a tovabbi
vizsgaldédasaink soran. A harmadik oszlop a seméligknarkert sem tartalmazé HEK-293

sejtek eredményeit mutatjak, amin az ellenanyagpke@ifikus kdddését vizsgaltuk.

1.3. FMP

A Fluoreszcens Membran Potencial-mérés lahetteszi az idegsejtek aktivitasanak
nyomonkdvetéséet. A modszer neuronspecifikus ekénge hatranya dragasagaban és nagy
munkaigényében rejlik. Ezért csak a neurotoxicitagsgalatok ké& szakaszaban
alkalmazzuk, az egyes hatdsok hatareseteinek rapgaiara.

A neuronaktivitas FMP mddszerrel vald méréséreumammkra jellemé AMPA receptor
kozvetitette membranpotencial valtozast mértem. igérket soran AMPA koncentracio
sorra (0, 2, 5, 10, 20, 30, ¥d) adott valaszt vettem fel a ciklotiazid (AMPA egtor
deszenzitizacio gatld) jelenlétében és aneélkil gbra). Az FMP esszé masodperces
felbontdsa miatt csak ciklotiazid mellett mérthet gyors AMPA csatorndk kozvetitette
sejtvalasz, annak hianydban csak igen kismérté&laszt tudtunk detektalni. A jel
specifikussagat az AMPA receptor nem kompetitivagohistaja GYKI 52466 (10M)

jelenlétében végzett mérések igazoltak.
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5. dbraKortikdlis tenyészet FMP mérése (n=8).
Az 5. abran lathatd, hogy a novékAMPA koncentracidval aranyosard ra valaszjel
(AUC) egészen az AMPA receptorok tétéséig, mig a GYKI 52466 antagonista
csokkentette a neuron-aktivitast. A tenyészetek M AMPA koncentraciéra kozel

maximalis és specifikus (GYKI 52466-val teljes né&tien gatolhatd) valaszt adtak.
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6. abraFMP mérés kilonbdztenyészeteken (A, n=4) és a tenyészetek dsszgtéletllefirzése

immunfluoreszcens méréssel (B, n=4).

A kovetked Kkisérletben megvizsgdltam az FMP mérés neuron ifiqussagat
asztroglidban szegény ,neuron” és idegsejtben szegisztroglia” tenyészetek AMPA
valaszanak 0sszehasonlitasaval vizsgaltam. A kénhyészet sejtbsszetételét
immunfluoreszcens méréssel igazoltam (6/B abra)efemények alapjan lathatd ( 6/A
abra), hogy noveky AMPA koncentracibk mellett a neuronok aktivitasé, nmig a
gliasejtek valaszjele csak @d-nal jelentkezik és kébb sem ér el magas értéket.

A mérések alapjan kijelentléethogy a neuralis tenyészetek idegi aktivithsang&késere
alkalmas az FMP moddszer, az 5 és B AMPA koncentraciora adott valaszok

tekinthebek neuronspecifikusnak.
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2. In vitro toxicitasi tesztek

A 3. tablazatban lathatdé a harom alkalmazni kitaricitasi modell. Az excitotoxictasi
modell a kérosan magas agyi glutamat szint modidiez szolgal, ami részfolyamata az
iszkémias kaszkadnak és jel&ntszerepet tulajdonitanak neki az olyan neurodegtme
betegségekben, mint a AD, PD és az depresszidxiBitiesban, mint azt mar koradbban
részletesen kifejtettem az extraszinaptikus NMDéepgorok jatszanak kulcsszerepet.

Az éheztetéses kisérletek szintén az iszkémiaspodllads mas sejtanyagcsere
meghibdsodas kovetkeztében fellégnergiahianyos allapot in vitro modelljeként
szolgalnak, valamint a novekedési és egyéb fakteguonas redlis képet adhat az
idegrendszer sejtek kdzotti kommunikaciéjakidardulé meghibasodasra.

Az oxidativ stressz modell a neuronokban bekovétk®@S koncentracio modellezésére
szolgal, amely altalanos jelenség a gyulladasogafeatokban, valamint a legtobb
neurodegenerativ korban és iszkémia okozta enéagiads allapotban is.

Feltételezett

Toxicitas Patoldgias eset In vitraselezés ) _
hatdsmechanizmus
Tulzott ideqgi Extraszinaptikus
Excitotoxicitas | aktivitas, iszkémia|, Glutamat kezelés NMDA receptor
AD, PD medialt

. ] o Noévekedesi faktor, .
Eheztetés Iszkémia ] ) Osszetett
tapanyag megvonas

_ ROS abnormalis
Oxidativ Gyulladas, AD,

. H,0O, kezelés sejtmikodést és
stressz PD, iszkémia

sejthalélt okoznak

3. tAblazat Az alkalmazott toxicitasi esszék és az altalukiiro modellezett patologias esetek

Osszefoglalasa
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2.1. Reaktiv oxigén gyok (ROS) toxicitas vizsgalata

A reaktiv oxigén gyokok koncentracionovekedése tkdzatasok vizsgalatara,®h
kezelést alkalmaztam, mivel ez a vegyllet a segiekképsddott oxidativ gyokokhoz
hasonl6an egy és oxidalé agens, valamint konnyen bediffundél aptdazmaba. A peroxid
hasznalatat annak kedweara és konnybeszerezhésége is indokolhatja.

A H,0O, alkalmazasa soran felmerilt a kérdés, hogy az@ajek tenyésztéséhez hasznalt
NBA/B27 médium antioxidans tartalma miatt milyen rté&ben befolyasolhatja, a
hidrogén-peroxid hatasossagat. Ennek tisztdzasaradegsejt-tenyészeteken a,®3

koncentracio sort két féle médiumban vettem febpra).

MTT (MEM) MTT (NBA)
1.5 2.0
I e P
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El e
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7. abra Hidrogén-peroxid kezelés két kulontsomédiumban, NeuroBasal médiumban, valamint MEM-ben.
Piros vonal a MEM médiumban hatasos koncentréelpt, jsziirke oszlopok az egyes médiumokban hatasos
koncentraciokat. (MTT, n=6 p < 0,05)

Az oxidalo &gens hatékonysaga médiumtol tiggg egy nagyséagrenddel eltolodott.
MEM-ben a peroxid hatdsa méar koncentracionél tdpdetd volt a neuronok
életképessegere (MTT), mig parhuzamos tenyeszetdB#xban csak 10-szer nagyobb
(100QuM) koncentraciénal kaptam ugyanezt a hatast sakgmsan.

A H,0, altalanos sejtkarositd hatassal rendelkezik, deéaZkenyebb idegsejtek
tiroképessége vélhen alacsonyabb. A J@, a kilonbdd sejttipusokra kifejtett hatasat a
kezelést kovét immuncitokémiai jeldléssel vizsgaltam (8. abra) rfoldgiai és
immunfluoreszcens méréssel egyarant. A vizsgalatakakezelést kovét 2. napon

végeztik, igy az elpusztult sejtek konnyebben ldratdsk voltak a tenyészetékr
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A tenyészetek mikroszkopos vizsgalata egyérielmmegmutatta, hogy amig a kontroll
(8/A) tenyészethez képest a neuronokban bekovetiegztulasi folyamatok mar a v
koncentraciéju HO,-vel kezelt tenyészetekben megkédit (a neuronok nyulvanyai
megtdredeznek), az 2M koncentracio esetében szinte minden neuron diplu$z/B)
addig a kis szamban jelentéasztroglia sejtek tuléltek a kezelést. Az &talanos sejt-
toxicitdsat mutatja, hogy a legnagyobb koncentr§t@ uM) esetében méar az asztroglia
sejtek is elpusztultak (8/C).

Az O° hatadsanak eredményét immun-fluoreszcens modszediik ahol magasabb
GFAP értékek igazoljak, hogy a gliasejtek ellerdtldk az oxidativ stressznek, mint a
neuronok. Ahogyan a morfologia vizsgalatokon isatgpalhatdé az 5@M-nal nagyobb
hidrogén-peroxid koncentracio a gliasejtekre isikox volt, mig a neuronok mar a
legkisebb koncentracié alkalmazasakor elpusztultak.

A H,0, kezelések esetén az egyes killtetések kozott jpiemnagy volt a hatékony
koncentracidk kozotti eltérés. Felmerilt a Iélsége, hogy a tenyészetek akar kismértékben
eltés asztroglia tartalma okozhatja a nagyfoku valtorgkagot, ezeért vizsgaltam a
neurdlis kultira 6sszetételének hatadsat a peraxictitasra. A kisérlet soran a tiszta
asztroglia, vegyes neuron-glia és neuronban gazgkghan szegény neuron Kkultlrat
hasonlitottam 0©ssze. A tenyészetek 8ltdisszetételét immunfluoreszcens méréssel
igazoltuk (9/A. abra) Az eredmények azt mutatjabgy az asztrogliaban gazdagabb
tenyészetek érzékenysége a tiszta asztroglia teetgé®vel azonos, azaz MTT-vel mar a
vegyes tenyészetekben sem méflseelektiv neuronpusztulas (9/B)

Mivel a gliasejtek jelenléte jelefg befolyassal van a szikségegOR koncentracio
nagysagara €s az asztroglia sejtek aranyatobéigg kilonbo& preparalasok soran kapott
tenyészetekben az idealis koncentracié tartomaeyhel, ezért az optimalis koncentracio

elézetes elleirzése és/vagy az asztroglia sejtek aranyanak naggalba sziikséges.
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8. dbra A hidrogén peroxid hatdsa a neuronokra illetvéiasgjtekre kulonbéz H,O, kezelés hatasa (A)
kontroll (B) 25uM, (C), 100uM BllI-tubulin, GFAP és DAPI immunfestés (20x) (A-@&s immun-

fluoreszcens valasz (D) (méret ®0)
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9. dbra Hidrogén-peroxid kezelés kilonhddsszetétdl tenyészetekre (n=4). A tenyészetek dsszetételének
immunfluoreszcens vizsgélata (A) és #0klkezelés okozta MTT valtozéas a kezeletlen tenyékzet

szazalékaban (B, n=6).

A fluoreszcens membranpotencial mérés (FMP) sagited a HO, idegsejteket karositd
hatdsa mar olyan koncentracioban is egyéifteloit, ahol az adott tenyészetek esetén az
MTT mérés nem vagy csak igen kis kuldnbséget jelgEd. abra). Az FMP és MTT

vizsgélat parhuzamos elvégzésével NBA tapfolyadeélkdb®M H,O, az AMPA valasz
teljes elmaradasat mertuk.
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10. &bra A H,0, kezelés hatdsa 10 napos testvér tenyészetelamyészeteken mérlieAMPA valaszra

(FMP) és életképességre (MTT) a kontroll tenyészattta fluoreszcens jel szazalékdban (n=4)

2.2. Glutamat toxicitas vizsgalata

Az excitotoxicitas in vitro modellezésére glutankézelést alkalmaztam. Bldépésben

1000uM glutamat koncentracié hatasat vizsgaltam (11a)abr
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11. dbraGlutamat kezelés (1mM) hatasa a neuralis tenydgeeédbrazolva a kezeletlen kontroll tenyészetek
adta optikai jel szazalékdban. Vizsgaltam az éfskséget (MTT, A), sejtszamot (DAPI, A) és a ipejtt
aranyt (B) (n=6 p <0,001).
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A glutamat kezelés kovetkeztében mind sejtszambad,réletképességben kdzel 50%-0s
visszaesést tapasztaltam (11A). A 11/B abran azuinfiotoreszcens meérés eredmeényi
mutatjdk, hogy a glutamat csak az NMDA receptonahdelked neuronokra volt
szelektiven toxikus hatassal a gliasejtekre nenB{11

A kovetke® |épésben a megfetelglutamat koncentracié tartomany kivalasztasa solt
cél (12. abra).

0.6
0.44 *
)
S T
0.24 *
0.0 T T T .
Kontroll 10 50 100

Glutamat [ pM]

12. dbraA kilénbd® glutamat koncentraciok hatasa 8 napos kortikdégsejt kultdra életképességére
(MTT, n=6 p < 0,0001).

Az irodalmi adatokkal 6sszeegyeztetiest [67] 10 és 1Q@M koncentracid tartomanyban
a sejtéletképesség cstkkenése a glutamat kondéniiiekedésével valtozik. A 1M-os
koncentrcié tartomanyba nem tortént, azud0-0s koncentracio esetében 50%-o0s és 100
UM glutamat koncentracio esetében 80%-0s a metalmdiktivitas csokkenése.

A glutamat toxicitds eddigi eredményeit morfoldégidzsgalatokkal is ald kivantam

tamasztani (13. abra).
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A kontroll B Glutamat 10 uM

D Glutamét 500 uM

13.4bra Morfoldgiai vizsgalatok (60x) a glutamat kezelégdsarol; A kontroll, B 1M, C 10QuM és D
50uM (méret M)

A mikroszkopos felvételekid latszik, hogy a kontrollhoz képest UM glutamét
koncentraciéju mintdban mar enyhe morfologiai eb#dsok torténtek, ugyan akkor a 100
és 500 uM-os glutamat koncentracio kovetkeztében elpusstula neuronok. Az
asztrogliasejtek ebben a kisérletben is sértetlaraatadtak.

Megvizsgéaltam a glutamat hatasdnak mérési hatazaRMP modszerrel is a korabban
legérzékenyebb MTT modszerrel 6sszehasonlitva. uyzamos tenyészeteken végzett
kisérletek eredményeit a 14. dbra mutatja, ahobjaVlglutaméat hatasat életképesség
méréssel nem, a neuron aktiviths FMP modszerrértdvizsgalataval egyértelien ki

tudtam mutatni.
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méréssel a kontroll tenyészetek szazalékaban (n=4).

A kovetked kisérletben az excitotoxicitas és a szabad gyok kozotti esetleges
kapcsolatot vizsgaltam. A tenyészeteket MEM tafdBkban kezeltem glutamat és0d
koncentracié sorral MK-801 (101) NMDA receptor antagonista mellett és hianyaban.
kezelések hatdsat a két nap utdn immunfluoreszoénéssel vizsgéltuk (15. 4bra). A MK-
801 a glutamat idegsejtekre gyakorolt sejtpusztétasat teljes egészében kivédte, ezaltal
egyertelnii, hogy a toxicitas a glutamat NMDA tipusu receptaid tulzott aktivitasanak
koszonhet. A peroxid toxicitast az NMDA receptor gatlasa s#kelte, ami arra utal, hogy

a HO, kezelés neurotoxikus hatdsanak egy része excittitoxereddi.
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25. abraMK-801 hatasanak vizsgalata. Az idegsejtek szakénazehasonlitasa a tenyész @itk

tubulin tartalmanak immunfluoreszcens médszermétd mérésével (n=4)
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2.3. Tapanyag megvonas

Az éheztetéses stressz modellben olyan kezelésstikiek, aminek hatasat mar 24 o6ra
utén ki tudunk mutatni. A tApanyag megvonasos kitaket neheziti, hogy a médium csere
méar magaban csokkentheti a tenyészetek életképmsgég], sajat nem kozolt adatok),
ezért kontrollnak a régi médiumot adtuk vissza ésagtekre. A kisérletekben a b27
adalékmentes NBA-t a novekedési faktorok megvords&rimulalasara, és a csak
szilkséges ionokat tartalmazé ACSF-et, a teljesnigunidnyos allapot modellezésére
hasznaltam. A tapcsere hatasanak kikertlése érdela anyagcserezavar modellezésére
2-dezoxiglikozt (2-DG) alkalmaztam, amely reagenskBozza adhaté a tenyészt
médiumhoz és a glukéz anyagcsere utvonalakban HWiimpe gatolja a glukoz
hasznositadséat (16. abra). 20 6ra éheztetés utgmifs@ans MTT csOkkenést tapasztaltunk
minden kezelésen, amit a DG kezelés tovabb csoékemnnek ardanya a cukormentes

ACSF-ben volt - a vartnak megfeleh - a legnagyobb.
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régi medium NBA ACSF

16. &braKulonbdz médiumok hatasa az idegsejt-tenyészetek életkégées(MTT). (n=4, p < 0,05)

Az eddig bemutatott stressz modellekhez hasonlégantyagmegvonasok sejt specifikus
hatasat is vizsgaltuk immuncitokémiai modszerekKél7. abra). A fluoreszcens
mikroszkopos fényképek alapjan jol lathaté a kdhtép neuronjaihoz képest a NBA
kezelés kovetkeztében csak nagyon enyhe elvéltkatisiszleltem, az ACSF esetében
viszont markans neuron pusztulas lathato, az agiesejteken jelews sériléseket nem

tudtam megfigyelni. Az immunfluoreszcens mérésekas igazoltak, hogy a tenyészetek
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asztroglia sejtjei révid tava (2 nap) éheztetésaisanem seérilnek, a sejtkarositdo hatas
specifikusan az idegsejteket érintette (17/D).

A Régi médium B NBA

C ACSF D
150- 3 Blii-tubulin
3 GFAP
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€
S 504
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17. dbralmmuncitokémiai vizsgalatok eli@médiumokban tartott tenyészeteken. MorfolGgiardetlek

(60x); (A) kontroll, (B) NBA és (C) ACSF kezelés idsmunfluoreszcens mérés (D) (méragM)
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VI. Diszkusszi6

Az eredmények tikrében kijelentighogy sikerilt az etglleges célként kiiz6tt harom
féle neurotoxicitasi stressz esszé beallitasa é@malzalasa az EGIS Preklinikai
Molekularis Farmakologiai Laboratériumaban.

Elss lépésben a laboratériumban rendelkezésre allé diketio moédszereket kellett
integralni és optimalizalni az in vitro tenyészetgksgalatdhoz. Sikeresen beallitottuk az
eletképesség merést és a tenyészetek ideg ésghasgjt aranyanak meghatarozasara
alkalmas immunfluoreszcens meérést.

Az MTT az ebkisérletek alapjan megfeten érzékeny a metabolikus aktivitas
véltozasaira, valamint jol korreldl a sejtszammBIAPI) is. A technika alkalmas a
sejtvesztés nélkili, csak életképesség csokkengésel neurodegenerativ folyamatok
kvantitativ detektalasara. Az immuncitokémiai mdadsk alkalmasnak bizonyultak a
tenyészet allapotanak, azaz 6sszetételének megnyisgmunfluoreszcens) és ndigégi
(mikroszkdpos analizis) vizsgalatara egyarant.

A stressz esszék vonatkozasaban a rovid tulélésik@izsgalatokban az életképesség
mérésen alapulé MTT alkalmasabb. A hosszabb tiidéserletekben, a sejtvesztéssel is
jar6 degenerativ folyamatok mar immuncitokémiai sumiekkel is detektalhatéak.,
valamint az egyes sejttipusokat felépiszerkezeti molekuldk csdkkenését, mint
axonrovidulés, nyulvany degradalédas, asztrogkdisrdilés és még szamos egyeb jelenség
is kvantitativan mérhét

Az FMP technika a Molekularis Farmakoldgiai laboratmban eredetileg receptor
fehérjét expresszaltatott HEK-293 sejtvonalak mempotenciél-valtozdsainak mérésére
volt optimalizélva, ezért a modszert az in vitreddejtek kultirakra kellett atdltetni. A
primer tenyészetek neuralis aktivitasara az AMPgeptor indukalta membranpotencial-
valtozast valasztottuk, mivel azok méar addg@s korai szakaszdban megjelennek [69], ami
esetlinkben a tenyészet vizsgalati idejét, 7-10 :iétpd jelent. A méréseim soran sikertilt
AMPA koncentraciosornak megfetehdvek\ receptor valaszokat detektalni, valamint az
aktivitast megszintetni GYKI 52466 AMPA antagonistgitségével. A technika neuron
specifitasat ugyancsak sikerdlt igazolni a kizaggélasztroglia sejteket tartalmazo
tenyészetek vizsgdlatdval, amelyek nem vagy csan ignyhe neuralis aktivitast
produkaltak. Osszegezve kijelenthehogy az FMP mérés alkalmas a részletes, érzékeny,
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neuronaktivitast éritt neurodegeneracio vizsgalatara. Az FMP maodszerasaodjoval
nagyobb, az eddig taglalt moédszerekhez képest, ammeuronaktivitasi folyamatok
megleheds komplexitasara vezetléetissza.

A stressz esszek bedllitasa soran a cél egy réseegoxikus koncentracio tartomany
meghatarozasa volt, ahol a neuroprotektiv tulajdgoal rendelkez vegytletek képesek
lehetnek visszaforditani a neurodegenerativ folyaka és helyredllitani a sejt normalis
mikodeéseét.

Az alkalmazott stressz esszék soran altalabarodalomban megtalalhaté paramétereket
talaltam alkalmasnak, ugyanakkor tébb olyan médamewvaltoztatast alkalmaztam, amik
az esszék hatékonysagat és/ vagy reprodukalhatdsigite.

A reaktiv oxigén gyok toxicitasi esszén a kiséReteran sikerllt az idealis hidrogén-
peroxid koncentraciokat kivalasztani, amelyek géjpisban nem okoznak csdkkenést, de
életképessegben igen. A kezelés hatasossaga nagybhk a meédium antioxidans
tartalman. Megvizsgéltam eflba szempontbol, mind a tenyésztési NBA médiumatcha
MEM-et. A NBA médiumban nagyobb B, koncentraciokat kell alkalmaznia megfélel
hatas érdekében, viszont igy nem szikséges leasartdnyészetek médiumat, ami stressz
hatast jelent a kortikalis kultirak szamara [68].

Az egyes sejt tipusokra gyakorolt ROS toxicitas télét megvizsgalva, az asztroglia
sejtek nagysagrenddel nagyobb ROS koncentraci@nkedpies ellenallni, mint a neuron.

Azt is sikertlt bebizonyitani, hogy az esetlegedraglia szennyezés ellenallébba teszi a
tenyészeteket az ROS kezeléssel szemben, kdsé&énhehagyobb anyagcsere
kapacitasanak, igy az megvédi az érzékenyebb nekabmz oxidativ stresszel szemben.
Ezért a tenyészetek sejtdsszetételének @ltése nagyon fontos szereppel bir a medfelel
kezelés kivalasztasara.

Arra is fény derilt, hogy az MTT mérés soran, egyk®, koncentraciok esetében
életképességben még nem tapasztalhatd kulonbsganaldor neuronaktivitdsban (FMP)
mar markans eltérés tapasztalhat6. Ezért a neufigiidés zavarat okozé enyhébb oxidativ
toxicitasok detektalasakor alkalmazhat6 az érzéigimy=-MP technika.

A glutamat toxicitasi kisérletek beallitasa sorémeghataroztam a megfaleflutamat
koncentracidkat, amelyek életképességben csokkeoléstnak és ahol az esetleges
neuroprotektiv hatbanyagok gatolhatjak az excitétox folyamatokat. Immuncitokémiai
vizsgélatokkal igazoltam, hogy, a glutamét kezekzk a neuronokra artalmas az asztroglia
sejtek a legmagasabb glutamat kezelés soran seiiitekérAz excitotoxicitas okozta

idegsejtpusztulas MK-801 NMDA antagonistakkal kheib volt, ami az extraszinaptikus
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NMDA receptor kdzvetitette hatast igazolta. Az FMRréseim bebizonyitottdk, hogy a
ROS toxicitashoz hasonléan életképességben (MTToz2&st nem okozé glutamat
koncentracié neuronaktivitasban mar markans csd@dtearedményez.

Az éheztetéses kisérletekben sikeresen kulonitetteantapanyagmegvonas novekedeési
faktor okozta életképesség csokkenést. A rovid tahéztetéses vizsgalatok soran az
asztroglia sejtek nem sériiltek, azaz a tapasz#libadsok az idegsejtek sérilédéb
eredeztethéek. A tdpmegvonasos kisérletekben Hogins és mursieéit@ak eredményével
hasonloan azt tapasztaltam, hogy a friss NBA/B2M™iumé rovidtavon csokkenti az
idegsejtek életképességét [68]. A tapanyagmegvioaiikonysaganak kiértékelésében az
médium okozta hatasokat a régi médium kontrollkéagznalataval sikerult kivédeni. Az
eredeti médium glikézt és glutamaxot tartalmazéaddilonféle a jelatviteli Utvonalak
megfeleb allapotanak fenntartasaért félel szabalyozé6 molekulakat nem tartalmazo
médiumra (NBA B27 neélkil) cserélésével kisméité&letképesség vesztéseét tudtam
eléidézni. A tulélést disegity faktorokat nélkilo& médiumhoz 2-dezoxi-glik6z (2-DG)
hozzaadaséaval tovabb tudtuk fokozni az életképess@ickenést, ami igy megkozelitette a
teljes tapanyagmegvonas (ACSF) okozta valtozasjégirigy elkllonithet a tapanyag
megvonas €s egyeb szabalyoz6 molekulak hianya akeatés.

Az egyes neurotoxicitasi esszék bedllitasat kimret egy komplex neuroprotektiv
gyogyszerhatéanyag-jelolt molekulaiiszsi metodikai |épéssorozat megtervezéseétetn
ki célul. Az dsszetett eljaras folyamat abrajat8zabra mutatja be.

A folyamat kiindulopontjaban primer tenyésztés tatése all. Itt a leglényegesebb elem
az é&llat kora (posztnatalis vagy embrionalis) éseaibl fakadd tenyészet Osszetétel
kilbnbség, illetve a sejtmennyiség. A posztnatébsiralis kultira ugyanis sokkal tobb
gliasejtet tartalmazhat, ami mint azt korabbiaklkéejtettem nagyban befolyasolhatja, a
toxicitas hatadsossagat. Az embrionalis primer tepge masik éinye pedig a nagyobb
mennyiséf§ neuron kinyerése. A tenyészet fenntartdsa sorarforisos a mérések
szempontjabol idedlis neuron-glia arany megtarésdegbképpen a megfelélideji CAR
kezeléssel érhétel, illetve a tenyésatmédium szérum tartalmanak valtoztatasaval. A fenti
problémak ugyan kulcsszerepet toltenek be az iskegitro rendszerek feldllitdsaban, de
jelen dolgozatomban ezeket a kérdéseket nem tamyah tenyészetek elkészitésében
kollégéim &ltal mar kordbban beallitott sejttenyésizeljardsokat alkalmaztam (18. abra I.).

A sejtvonalakhoz képest az éleges tenyészetek esetében, a kulohbialtetések
kozott, a kovetkezetesen alkalmazott tenyészté@dpkoll ellenére, jeles kulonbségek

lehetnek. Kilénbség lehet a tenyészetek sejtodsidién, ami, mint azt kimutattuk a
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tesztek tobbségében jelésen befolyasolja a vizsgalat eredményét. A vizsgkla
megkezdése és a hatasos kezelési koncentricioktdssalérdekében szikségesek az
immuncitokémiai sejtosszetétel eltenés. Az idegsejtek a tenyésztés masodik hetében
jutnak a differenciacio olyan szakaszaba, amikorr rakkalmasak a neurotoxicitasi
kisérletek elvégzeésére, de a sejtek éresi folyaraatagyes killtetések kozott eltérhet, ezért
a tenyészetek érzékenysége is valtozhat. A tenygdszéregedése okozta eltérések
kikliszOboléséért az immuncitokémiai vizsgalatokgdhuzamosan egy elkénzé toxicitasi
teszt (ahol tagabb koncentracio tartomanyban kékessnegfeld életképesseg csokkenést
(MTT)) elvégzése is szikséges. A glutamat érzélamdlerdrizhe a 10-20-30-50-75-
100-500 uM hozzaadott glutamat, a peroxid 10-20-50-100-160-200 uM H,0,
hozzaadasaval. igy rovidddalatt, kisszami tenyészet alkalmazasaval pontostkéapunk

az aktualisan alkalmazott tenyészetek érzékeny8ée@ges. abra 11.). Az optimalis hatést
produkald stressz mértékét a nagy mintaelemszamsgaliatokkor mar csak kisszamu (2-3)
toxikus reagens koncentracioval lehet elérni, @pbthatéanyagjeldlt vegytiletek tesztelését

tudjuk parhuzamosan elvégezni.

1dé [ [ [ [ [ [

0. 7.'nap 8. 9. 10.. nap 11. 'nap

Neuroprotek tiv in vitr o
vizsgalat

Tenyészet
fentartasa,
idegsejtek
fejl 6dése

Primer
tenyészet
kitlltetése

18. abraln vitro protokoll neuroprotektiv hatbanyagok kegeére.
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nagyszamu hatéanyagjeldlt molekuldk vizsgélata gy leizonyos kivalasztott toxikus
koncentracié mellett (18. abra IIl.). A stressz&sak vizsgalatat jelenleg rovidtava és
allando toxicitas hatasara allitottam be, amelyme&késére az életképesseég vizsgdilaikt
idealisnak. A kisebb hatasok és pontos dozis-twiése feltérképezéséhez a FMP maodszer
lehet alkalmas. A jelenlegi esszék kis rafordithssmabbfejleszthéiek a regeneracios
folyamatok vizsgalatara. A kezelést kavétosszi tavu tulélés esetén az immuncitokémiai
modszereken alapulé mérések lehetnek informativak.

A gyogyszerkutatas dinamikajabdl fakaddéan a biaibgredmények alapjan, a hatas
lehetséges maximalizalasa érdekében, a neuropgrotakt talalt molekula
kémiaszerkezetéhez hasonld Uj vegylletek vizsgd@iatazért szintézise javasoland6 (18.
abra IV.).

Az esetleges neuroprotektiv talalatok tovabbi \étsg szerteagazo (18. abra IV.). A
lehetséges neuroprotektiv hatbanyag in vivo alatkétekben kerlll tovabbi
hatdsvizsgalatra. Mivel a mai gyogyszerkutatasihamgedetlen ismerni az Uj hatéanyagok
részleteses molekularis hatdsmechanizmusat, eveblio in vitro molekularis biologiai
technikakkal deritenénk fenyt.

Végul, de nem utolsésorban felgdik annak a lehésége, hogy a primer neuralis
tenyészetek helyettesitliek neurdlis sejtvonalak alkalmazasaval, anélkilyhagnodell
jelensen torzulna. Az idegsejtek létrehozasara képesosaj(ak) alkalmazasaval az
idegsejtek mennyiségének nem szabna hatart azolditat kipreparalhaté sejtszam,
jelentbsen cstkkenne mind munkabeli és mind az anyagirdiés valamint tovabb
csokkenne a gybégyszerfejlesztésre felhasznalbélEtama.

A modszer tovabbi fejlesztésében szeretnénk ecitégok tipusainak koérétskiteni
ismert neurotoxikus anyagok adasaval, mint a ggaBak esetén megnoveked
interleukinek, a kulénbdz stresszhormonok (glikokortikoszteroidok), baktexmok

illetve az Alzheimer kor feltételezett kivaltéjanak A3 fehérjek hozzaadasaval.

A jelenleg rendelkezésiinkre all6 tesztek igen nag§nye, hogy parhuzamos
tenyészeteken szeparalt vizsgalhatéak a kulonfiéessz hatasok. Az NMDA-receptor
specifikus blokkolasaval a vartnak megféen teljes egészében gatoltuk a glutamat
indukalta excitotoxicitast és részben aOpl okozta sejtpusztulast, azaz' @zabadgyok
okozta idegsejt-pusztulas hatterében részben az AlMEceptorok allnak. A ROS

vegyuletek okozta sejtpusztulas eredményeképpegjtekskozotti térben megnovekied
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glutaméat koncentracié okozhat tovabbi neuron pidgtu A fenti eredményeim
hangsulyozzak, hogy az idegsejt degradacié hagar@zorosan 0Osszefliggejtpusztitd
mechanizmusok &llnak, amelynek kapcsolatait azbémutatott rendszer segitségével
szeretném részletesen vizsgalni.

A jovében, el§sorban a programozott sejthalalok, ugymint az apoptés az autofagia
megkulonboztetésére helyezem a hangsulyt, ami lgenplikélt feladat, hiszen ezek
folyamatok nem csak egy tenyészeten belll, hanemgges sejtekben parhuzamosan és
egymasba alakulva is lejatszodhatnak [59]. Valanainkllonbd# sejtkarositd hatasok
(ROS, energiahiany stb.) eléémértekben aktivaljak az egyes sejtpusztulasi fobimkat.
Ehhez specidlis fluoreszcensen kvantifikalhaté &g (aktivalt kaszpaz 3 ellenanyag) és
autofagia marker (danszilkadaverin, autofagosz@iidgs) alkalmazasat tervezem.

Az indukalt degenerativ folyamatok molekularis pgfdhak meghatarozasa segiti az
esetleges neuroprotektiv tamadaspontok identiféh)a illetve az egyes tesztekben

hatékonynak bizonyult molekuldk hatdsmechanizmuséregallapitdsat is.
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VII. Készonetnyilvanitas

Ezuton szeretném, megkdszoni Dr. Herberth Baladnstézedtmnek, hogy a Molekularis

Farmakologiai Kutatolaboratériumban szakmai irgasat alatt készithettem el a TDK
dolgozatomat. Valamint, hogy dd és faradsdgot nem sajnalva mindenben segitette
munkamat.

Tovabba szeretném megkodszonni Dr. Antoni Ferencatésit igazgatonak, hogy
biztositotta a lehéséget, hogy az EGIS Gydgyszergyar Nyrt. Preklinikaitatasi
Féosztalyanak munkajaba bekapcsol6dhassak.

Kdszonettel tartozom Kovacs Gabornak, hogy kozigidott a neuronok preparalasaban,
valamint laboratoriumi kisérleteim sordn mindenbegitséget nydjtott.

Szeretnék koszonetet mondani tovabba Kalmar Caklé&s Hugyecz Angélanak, hogy
segitettéek kisérletes munkaimat, valamint halasyelagaz EGIS Preklinikai Kutatasi
Féosztaly 6sszes munkatarsanak, hogy munkam soranikwoér fordulhattam hozzajuk
tanacseért és segitségert.

Végul, de nem utolsd sorban szeretném megkdsz&aadomnak, hogy megteremtettek
a hétteret, ahhoz hogy elkészithessen TDK dolgorto
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