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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC-adenilat ciklaz

ADK-adenozin-kinaz

AK-Alzhimer-kor

AMP-adenozin-monofoszfat

APP-amyloid prekurzor protein
ATP-adenozin-trifoszfat

ApB-amiloid p

CAMP-ciklikus adenozin-monofoszfat
CRH-corticotrop releasing hormone
EEG-elektroenkefalografia

GABA- gamma-aminovajsav

GAPDH- glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GIluN1/NR1-glutamat receptor-1 alegysége
GIuN2B/NR2B-glutamat receptor-2B alegysége
GRIN1-glutamat (N-metil-D-aszpartat) receptor egyes alegységét kodolé gén
HPA-tengely- hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg-tengely
NMDA-N-metil-D-aszpartat

PKA-protein-kinaz A

PSEN1-presenilin-1

PSEN2-presenilin-2

gPCR-kvantitativ polimeraz lancreakcio

SPRD-Sprague-Dawley



l. BEVEZETES

A stressz hozzatartozik mindennapi életiinkh6z, bizonyos mértékii jelenléte
sziikséges az egészséges érzelmi és szellemi fejlddéshez. A stresszhelyzetek hosszantartd
¢és thlzott mértéke a szervezet egyensulydnak felboruldsdhoz, valamint koéros adaptacios
mechanizmusok beinditdsdhoz vezethetnek ¢€s szamos neurodegenerativ betegség
kialakulasaért, mint Alzheimer-kor (AK) és epilepszia feleldssé tehetok. Dolgozatomban a
stressz hatasara kialakulo AK és epilepszia kozotti esetleges kapcsolat vizsgalatat tliztem
ki célul. Milyen lehetséges Ut vezet a kiilonbozd stresszhatdsoktél a betegségek
kialakulasaig? Milyen ko6z6s mechanizmusok allnak ezen klinikailag élesen elkiilonithetd

korképek hatterében? Dolgozatomban ezekre a kérdésekre keresem a vélaszt.



II. IRODALMI ATTEKINTES

1. Epilepszia

Az epilepszia a vildg népességének mintegy 1 %-at érintd (65 millid beteg)
krénikus neurodegenerativ megbetegedés. A betegek 80 %-a a fejlédod orszagok teriiletén
¢l. A teljes népesség 10 %-a ¢lete soran atélt legalabb egy epilepszias rohamot (Thurman
¢és mtsai., 2011). Az epilepszia egymast kovetd, gorcsaktivitassal tarsuld rohamokban
megnyilvanulo kozponti idegrendszeri betegség, mely barmely életkorban jelentkezhet. A
neuronok szinkron miikodése, valamint a serkentdé és gatldé neuronrendszerek koéros
interakcidjan alapul, egyes idegsejtcsoportok talmikodése tehetd feleldssé a
gorcstevekenység kialakuldséért, melynek alapvetd ismérvei a visszatéré rohamok,
atmeneti tudat-, és pszichés zavarok és a koros EEG (elektroenkefalografia). A legtobb
esetben a betegség oka nem ismert, de bizonyos esetekben neurodegeneraciot kovetden is
kialakulhatnak gorcsrohamok. Maga a betegség gyodgyithatatlan, viszont az esetek 70 %-
aban gyogyszerekkel jol kontrollalhatd, igy megeldzhetéek a késObbi neuronpusztuldssal
jar6 rohamok (Eadie, 2012). Az oregedéssel az epilepszia prevalencidja, sok mas
betegséghez hasonléan novekszik, 80 év felett az emberek 5-10 %-anak mar legalabb egy
rohama volt (Wilden, 2012), melyet 40-50 % eséllyel rovid idén beliil kovethet egy
masodik (Berg, 2008).

2. Alzheimer-kor

Az Alzheimer-koér (AK) a demenciak leggyakoribb formaja, a vilagon 2006-ban
26,6 millios betegetszamot becsiiltek, mig feltételezések szerint 2050-re minden 85. ember
AK-ban fog szenvedni (Brookmeyer €s mtsai., 2007). Diagnosztikdja maig nem megoldott,
a vélt diagndzis megerdsitése csupan post mortem mintakbol torténik. FObb tiinetei: a
memoria veszteség, szocialis kapcsolatok romlasa, beszédkészségbeli deficit, szamos
kognitiv karosodas a rovidtava- illetve a hosszitavi memoridban. Az AK {6 patoldgiai
jellemzdje az amiloid-p (AP) aggregéciodja altal a szenilis plakkok kialakulasa, valamint a
tau proteinek hiperfoszforilacigja, melyek késobb neurofibrillaris kotegeket alkothatnak,
ezaltal karositjak az idegsejteket, végiil neuronpusztulashoz vezetnek. A kéros események,

melyek az extracellularis AP peptidek felhalmozodasdhoz vezetnek még nem teljesen



ismertek. Az AK két tipusat kiilonithetjiik el: a sporadikus, mely a gyakoribb, valamint a
familiaris AK-t, mely a betegek hozzavetdlegesen 5 %-at érinti (Cheng és mtsai., 2013). A
familiaris formait kialakitd6 mutaciokat illetéen mar konkrét adatok is rendelkezésre allnak
(Xiong, 2005; Sleegers és mtsai., 2006) (1. tablazat). Az AK-s betegeknél klinikai adatok

tamasztjak ala, hogy az epilepszia rizikoja 6-10-szer nagyobb, mint mas megbetegedések

esetében.
Familiaris Alzheimer-kér mutacioi
PSEN1 PSEN2 APP Down-kér (21—
es triszomia)
Familiaris 6 % 1% 0,5% <2%

Alzheimer-kor

prevalenciaja

1. tablazat. Familiaris Alzheimer-korban szerepet jatszo mutaciok és a betegség prevalencidja. PSEN1-
presenilin-1, PSEN2-presenilin-2, APP-amyloid prekurzor protein. Xiong, 2005; Sleegers és mtsai., 2006

alapjan.

3. Stressz

Kétféle stresszt kiilonboztetiink meg az eustresszt és a distresszt. Az eustressz
esetében pozitiv hatdsokat tapasztalunk, mig a distressz karos hatasokat gyakorol a
szervezetre. Kutatasok alapjan elmondhatd, hogy a stressz szdmos neurodegenerativ
betegség rizikofaktora, mind az AK-nak és az epilepszianak is (Maguire & Salpekar,
2013). A kronikus stressz bizonyitottan jelentds kockazati tényezdje a depresszidnak,
kognitiv zavaroknak (McEwen és mtsai., 1999) és memoria funkciok karosodasanak (de
Quervain és mtsai., 2009), gatolja az agyi strukturalis és funkcionalis plaszticitast, ezaltal
szerepe lehet a demencia, depresszid, epilepszia és stroke kialakuldsdban is. Stressz
hormonok, mint a kortizol (human) és a kortikoszteron (ragcsalok) képesek megvaltoztatni
a szinaptikus funkciokat. Kutatdsok szerint a gliikokortikoidok modulaljdk a serkentd
szinaptikus transzmissziot (Karst és mtsai., 2005), szabalyozzak a glutamat receptorokat,

melyek a kognicio kialakulasaban kiemelked6 jelent6ségiiek (Groc és mtsai., 2008; Yuen



¢s mtsai., 2011). A serkentd glutamat valasznak elengedhetetlen szerepe van a hosszl tava
szinaptikus plaszticitas, tanulds és memoria kialakitdsdban (Bliss és Collingridge, 1993,
Neves ¢és mtsai.,2008). A gliikokortikoidok altal szabalyozott mechanizmus kapcsolatot
jelenthet a gliikokortikoidok és a memoria folyamatok modulalasdban stressz soran, igy
fontos szerepet jatszhat az AK kialakuldsaban. A szervezet fiziologias valasza a stresszre a
HPA-tengely (hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg-tengely) altal érvényesiil. A
mellékvesekéregbdl felszabadul6 stresszhormonok szamos agyteriileten képesek hatasukat

kifejteni az ott talalhato gliikkokortikoid receptorokon keresztiil.

4. Stressz, Alzheimer-kor és epilepszia

A kéros distressz bizonyitottan szerepet jatszik AK és epilepszia kialakitdsaban. A
stressz citoszkeletonra gyakorolt hatasanak idokinetikajaval kapcsolatosan vannak mar
irodalmi adatok Sprague-Dawley patkanyok esetében. Ezen eredmények szerint az ismételt
immobilizacids stressz jelentésen befolyasolta a citoszkeletalis elemek expresszidjat, mely
dendrittiiske denzitas csokkenéséhez vezethet, ami az AK egyik patofiziologiai okaként is

ismert (Santha és mtsai., 2012).

A klinikumbdl szdrmazd szdmos adat megerdsiti a feltételezést, hogy a stressz
befolyassal bir az epileptikus gorcsaktivitas kialakulasara (Maguire & Salpekar, 2013). A
betegeknél az alap stresszhormon szint magasabb, mely nemcsak a rohamok elétt és alatt
figyelhetd meg, hanem a posztiktalis szakaszokban is (Culebras €s mtsai., 1987). A
beszamolok szerint a betegek 30-64 %-a valamilyen stresszel teli eseményhez kototte
rohaméanak kialakuldsat (Lai & Trimble, 1997), mig EEG (elektroenkefalografia)
vizsgélatok soran a betegek 70 %-anal stressz stimulusra patologias EEG regisztratumot
rogzitettek (Maguire & Salpekar, 2013). A stresszel teli élethelyzetek a betegek 58 %-anal
novelték a rohamok frekvencidjat (Temkin & Davis, 1984). Az irodalomban egyelére még
vita targya, hogy a stresszhormonok milyen hatassal is birnak ezen folyamatokban, mert
mig a deoxikortikoszteron antikonvulziv hatast, addig a CRH (corticotrop releasing
hormone) és a kortikoszteron prokonvulziv hatdsu, igy egyelére egy bimodalis hatast

feltételeznek (O’ Toole €és mtsai., 2014).

Irodalombol szarmazod adatok megerdsitik, hogy a stressz iddtartam is

jelentésséggel bir, mivel az akut stressz, allatvizsgalatok soran, antikonvulzivnak (tonikus)
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gamma-amino-vajsav (GABAerg) gatlas novelése révén, mig a kronikus stressz
prokonvulzivnak mutatkozott (tonikus GABAerg gatlas n6, de egyuttal a neuroszteroidok
koncentracioja csokken) (Maguire & Salpekar, 2013). Ez utobbi esetben még szamos
kérdés felmeriilhet a potencidlis mechanizmust illetdéen, mivel egy feltehetden

multifaktorialis komplex folyamatr6l beszélhetiink.

Az exogén stressz hatdsa foként a hippocampus ¢€s a prefrontalis cortex teriiletén
mutatkozik meg (Mozhui és mtsai., 2010). A hippocampus negativ feedback-et kiild a
HPA-rendszernek. A stressz hatasara a hippocampus karosodik, ennek eredményeképpen a
szabalyzas felborul, a HPA-tengely hiperexcitabilissa valik, mely alapja lehet a késdbb
kialakul6 tovabbi, mind epilepsziahoz, mind AK-hoz kothetd neuronalis karosodasoknak,

valamint az azt kovetd asztroglidzisnak (Maguire & Salpekar, 2013).

5. Alzheimer-egérmodell

A transzgén technika fejlédésével lehetdségiink nyilt eddig nehezen vizsgalhatod
betegségek genetikai modszerek segitségével torténd modellezésére. Ennek megfeleléen
egyre tobb transzgén allatmodellt allitottak eld AK vizsgalata céljabol. A technika tovabbi
fejléddése révén mar nem csupdn egy gént lehet beiiltetni, hanem akar két-hdrom gént is,
mely megnyitotta a lehetdségeket a nem monogénes betegségek vizsgalatai elott is. Az

crer

egyik legelterjedtebb modell az APP (amyloid precursor protein) svéd mutaciojat és
presenilin-1  funkcidovesztéses mutaciojat hordozd  kettés transzgén  egértdrzs
(http://jaxmice.jax.org/strain/005864.html). A human APP-t expresszalo egerek esetében a
degraddldé mechanizmusok kevésbé tudnak az akkumulédcio ellen hatni, igy a betegség
progresszié gyorsabb ezen allatoknal. A presenilin-1 mutacié kovetkeztében az enzim
részlegesen elveszti hasito képességét, igy a neuroprotekcidoban betdltott szerepét sem tudja
maradéktalanul ellatni. A kettOs transzgén allatok molekularis, viselkedési és hisztologiai
karakterizacidja az irodalomban jol ismert. Az allatok plakk képzdédése 6-8 hdnapos
korukban éri el a plateau-fazist, melyet egy intenziv beépiilési fazis el6z meg. A beépiilés a
subiculum teriiletén kezdddik, majd fokozatosan a temporalis kéregre terjed, végiil az
egész kérgi régiot érinti. A progresszid hamarabb elindul és gyorsabb lefolydsu, mint
monogénes transzgén modellek esetében, a himek esetében ugyan késdbb mutatkoznak az

elsd hisztologiai jelek, a késoi fazis tekintetében azonban nem taldltak nemi dimorfizmust.



Esetlinkben kiilondsen fontos, hogy az altalunk hasznélt kettés transzgén allatoknal
jelentés gorcstevékenységet is leirtak. Az allatok 25 %-anak 3 honapos kora eldtt legalabb
egy gorcsrohama volt, mig ez az ardny 4,5 honapos korukra mar 55 % (Minkeviciene ¢€s
mtsai., 2009). A 4,5-5 hénapos koru transzgén egerek 33 %-anal elhullast irtak le, az ezen

allatoknal kialakuld nagyobb gorcsaktivitas kovetkeztében (Ziyatdinova és mtsai., 2011).

6. Neuronok

A neuronok, ektodermadlis eredetli sejtek, melyek elektro-kémiai szignalizacid
segitségével serkenthetdek, igy képesek a kiilvilag jeleire a koztiik kialakul6 szinapszisok
révén valaszt generalni az idegrendszerben. Funkciondlisan 3 f6 csoportba oszthatok:
motoros-, érz6 és interneuronok csoportjara. Az altaluk expresszalt neurotranszmitterek
alapjan is csoportosithatjuk, igy megfigyelhetiink serkentd ¢és gatlo neuronokat. A
neuronok sokfélesége maga utan vonja az idegrendszer komplexitasat, melyet egy finoman
szabdlyzo rendszer tart egyensulyban. Amennyien ez a rendszer felborul, teret ad
kiilonb6z6 idegrendszert érintd betegségek kialakuldsanak. A neuronok alapvetéen nem
osztodnak, az é€let soran elpusztuld neuronokat két teriileten (hippocampus €s szaglogumo)
képz6dd neuronok potoljak (Waxman, 2005). Az oregedés fiziologia velejardja, hogy a
neuronalis pusztulas felgyorsul, a korlatozott mértékii neuronpdtlas mar nem képes az
egyensulyt fenntartani. Ennek kovetkezménye, hogy kiilonboz6 kognitiv problémak

léphetnek fel, melyek az AK esetében kiilondsen fontos szerepet kapnak.

Mind az AK, mind pedig az epilepszia szempontjabol kiemelkeddek a glutamaterg
rendszer idegsejtjei, melyek esszencidlisak a memoria és a tanulds folyamataiban, de a

gatlo-serkentd  egyensuly  felboruldsa  sordn  kulcsfontossagliak  lehetnek  az

crer

7. Glia

A glia sejtek mezenhimalis eredetli sejtek, melyek strukturalis és metabolikus
tdmaszt biztositanak a neuronok szdmara, elengedhetetlenek a homeosztazishoz, a
mielinhiively kialakitasaban kulcsfontossaguak, valamint védik a neuronokat a kiilsd
karositd hatdsoktdl az agyban és a periférias idegrendszerben egyarant. A glia sejtek

szerepet jatszanak a migracioban a fejlédés alatt, modulaljak a szinaptikus funkciokat és a
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plaszticitast. Regulaljak az extracelluldris mikrokdrnyezetet neurotranszmitterek, ionok és
viz koncentracidjanak szabdlyozéasaval. Szigetelik az axonokat, szabalyozzdk a lokalis
véraramlast, hozzajarulnak a vér-agy gat kialakitdsdhoz, cellularis immunitashoz,

regenerald folyamatokhoz, valamint energiat szolgaltatnak az agyban (Devinsky és mtsai.,

2013). A 2. tablazatban feltiintettem a fontosabb glia tipusokat, és azok funkcidjat.

Sejtek Gliat tipusai Funkcidja
lokalizacidja
Kozponti Asztrocita: -tAmasztas
idegrendszer -Fibrézus -kiils6é kornyezet szabalyozasa: ionok, klium,
(Fehér allomany) neurotranszmitterek visszavétele a szinaptikus
transzmisszioban
-Protoplazmikus -kalcium szignalizacio
(Sziirke allomyany) -purinerg receptorok aktivacidja
-extracellularis ATP felszabaditasa
-Radialis glia -neuronok migraciodja a fejlédo idegrenszerben
(fejlodo idegszovet,
epithelium, retina, kisagy)
-Miiller sejtek (Retina) -retina fejlédésében fontos
-szinaptikus plaszticitas regulalasa
-Bergmann glia (kisagy) -kisagy fejlédésében van szerepe
-Tanicita -periventrikularis szervek kapillarisaival
(agykamrak ependimarétege) | kapcsolat, cerebrospinalis folyadék-kozponti
idegrenszer k6zotti kommunikacio
Oligodendraocita
-Perineuronalis szatellita -tamasztas, neuronok metabolizmusanak
(sziirkeallomany) befolyasolasa, elektromos szigetelés,
-Interfaszcikularis -mielin hiively kialakitasa
oligodendroglia
(fehérallomany)
Mikroglia makrofak aktivitas,
(egész agyban) neuronok metabolizmusanak befolyasolasa
Ependima sejtek -epithelialis hatarfeliilet
(belsd iiregek falaban, plexus | -cerebrospinalis folyadék szekrécidja,
choroideus felszinén) -vér-agy-gat rendszer kialakitasa
Periférias Schwann sejtek -mielin hiively kialakitasa
idegrendszer (periférias axonok) -fagocitikus aktivitas
Szatellita sejtek -funkcionalis barrier
(ganglionokban) -kémiai kornyezet regulalasa
-intracellularis kalcium koncentracid
szabalyozasa
Enteralis glia -homeosztazisban
(bél fal)

2. tablazat. A gliatipusok lokalizacidja és funkcidjuk. Boron & Boulpaep: Medical Physiology és

Gulya Karoly (2000): Neurocitoldgia felhasznalasaval.




8. Asztroglia

Az asztrocitak specializalt gliasejtek, melyek a kozponti idegrendszerben (KIR)
szamos eszencialis funkciot ellatnak fiziologias koriilmények kozott (2. tablazat).
Kapcsolatban allnak a neuronokkal, vérerekkel és mas asztrocitakkal. Nem excitabilis
sejtek, a neuronokkal ellentétben nem képesek akcios potencidlok kialakitasara, viszont
tovabbterjed a szomszédos asztrocitdkra is (Scemes & Giaume, 2006), ezaltal neuroaktiv
szubsztratok, gliotranszmitterek felszabaduldsat idézik el6. Ez a mechanizmus segit
kontrollalni az agyi folyamatokat, vaszkularis tonust, és neuronalis aktivitast (Iadecola &
Nedergaard, 2007, Halassa & Haydon, 2010). Asztrocitdk valaszul a KIR-t érintd
karosodasokra reaktiv asztrogliozissal valaszolnak, mely patologiai jele a KIR-t érintd
strukturalis kéarosodasoknak. Asztroglidzis soran megvaltozik metabolikus enzimeik

expresszios mintazata, befolyasolva a neuronalis mikodéseket (Haydon., 2012).

8.1. Asztrogliozis és epilepszia

Temporalis lebeny epilepszidban szenvedd betegek hippocampusaban, valamint az
epilepszia allatmodelljeiben is leirtak a reaktiv asztrogliozis valtozasait (Cohen-Gadol és
mtsai, 2004; Borges és mtsai, 2003; Shapiro €s mtsai., 2008). Neuronveszteséget kovetden,
reaktiv asztroglidzis soran megnd az asztrocitdk mérete és mennyisége (Borges és mtsai,
2003; Shapiro és mtsai., 2008; Kron és mtsai., 2010), megvaltozik ezen sejtek metabolikus
enzimjeinek expreszioja, mely érinti az adenozin kindaz (ADK) expresszidjat, ami a
neuronalis excitabilitds megvaltozasdhoz vezethet. Az extra- és intracellularis adenozin
szint egyensulyaért a nukleozid transzporterek felelnek (Boison, 2009). Az intracelluléris
adenozint az asztroglidlis ADK adenozin-monofoszfattd (AMP) foszforildlja (Boison,
2008). Az adenozin szerepet jatszik a rohamok regulalasaban, gatldé neuromodulatoros
hatdsa révén. Klintkumbol szarmazd adatok alapjan emelkedett szint mutathato ki
epilepszias betegekben a rohamok utan (During és mtsai., 2004). Az A; adenozin receptor
kiemelkedd szereppel bir, mivel csokkentheti a neurondlis excitabilitdst €s a szinaptikus

transzmissziot a posztszinaptikus membran hiperpolarizaciojan keresztiil, valamint gatolja
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a preszinaptikus transzmitter felszabadulast (Fredholm, 2005). Az adenozint csokkentd
valtozasok az asztrocita fiiggd adenozin ciklus homeosztazisaban epilepszids gorcsaktivitas
kialakulasanak kedveznek. Az ADK epileptogenezis hipotézise szerint molekularis
kapcsolat all fenn a reaktiv asztrocitozis és neuronalis diszfunkcio kozott epilepszia esetén.
A reaktiv asztrogliozis ADK overexpressziohoz vezet, mely gorcsaktivitas kialakulasat

1dézi el az adenozin hatdsanak csokkentésével.

8.2. Asztrogliézis és Alzheimer-kor

Az asztrogliozist mind AK-os betegek szovetében, mind Alzheimer-modell allatok
agy izolatumaiban is megfigyelték (Nagele és mtsai., 2003; Olabarria és mtsai., 2010).
Tanulmanyok szerint korrelacio all fenn az asztroglidzis és a kognitiv hanyatlas kozott
(Simpson ¢és mtsai., 2010). A reaktiv asztrogliozist AK esetén szdmos faktor beindithatja,
mint a kirosodott neuronok, glidk szignalizicioja, valamint az extracellularis AP (DeWitt
¢s mtsai, 1998). A betegség soran fellépd korai szinaptikus karosodas mechanizmusa még
nem teljesen ismert. Az asztrocitdk szerepe a szinaptogenezisben és a szinaptikus
folyamatok fenntartasaban alapvetd. Az asztroglidlis transzporterek szabalyozzak az
extraszinaptikus kornyezetet és védik a neuronokat a glutamat okozta toxicitastol vagy a
lokalis depolarizaciotol, melyet a rendkiviil magas mértékii K akkumulacidja okozhat.
Fontos szerepiik van a neurotranszmisszidos folyamatokban (Alle ¢s mitsai.,, 2009;
Magistretti €s mtsai., 2009). Az asztrocitak korai disztrofids valtozasai fontos lépést

jelenthetnek az AK kialakuldsdban és progressziojaban.

8.3. Asztrogliozis

Az asztroglidkrél kordbban ugy gondoltak, hogy csupan hely kitoltd szereppel
birnak az idegrendszerben. A tudomdny fejlddésével az asztroglidk szerepérdl vald
elképzeléseink megvaltoztak. Mara mar tigy gondoljuk, hogy az asztrocitak strukturalis és
funkciondlis kapcsolatban allnak a neuronokkal. Az asztrocitdk pre- €és posztszinaptikus
idegi termindlishoz kapcsolodva, harmadik szignalizacidés elemként, a triparcialis
szinapszist kialakitva, fontos szerepet tolteneck be szinapszis fiziologiai funkcidinak

szabalyozasaban, elengedhetetlenek az informdaci6 széllitasért az agyban (Halassa &
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Haydon, 2010; Haydon & Carmignoto, 2006). Az informacidszallitds esetiikben mas
mechanizmusok révén torténik, mint a neuronban, mivel ezek a sejtek nem képesek
depolarizalodni, igy az informaciot funkcionalis gap junction (réskapcsolat) kapcsolatok

révén tovabbitjak.

A gliasejtek szamos neuroldgiai betegség patogenezisében, mint epilepszia és AK
esetén IS, jelentOs szerepet jatszanak (Halassa és mitsai., 2007; Seifert és mtsai., 2006;
Wetherington és mtsai., 2008 ). A neuronokbdl felszabadul6é neurotranszmitterek, képesek
bekotddni a glidk altal expresszélt receptorokhoz, igy feedback hurkot alakitanak ki
(Halassa & Haydon., 2010; Haydon & Carmignoto, 2006; ladecola & Nedergaard, 2007).
A serkentd neurotranszmitterek, mint a glutamat, kivaltia a Ca?* felszabadulasat az
asztrocitakban, igy létrejohet a hosszii tavii kommunikécié (Guthrie és mtsai., 1999;
Schemes & Giaume, 2006), mely diffuzio révén valosul meg (Verkhratsky és mtsai, 1998).
Szamos gliotranszmitter, mint a glutamat, adenozin-trifoszfat (ATP), adenozin és D-szerin,
képes Ca?* fliggd mddon felszabadulni. A glutamat képes aktivalni a preszinaptikus
terminalis receptorait, aktivalva a metabotrop glutamat receptor 1 (mGlurl) vagy N-metil-
D-aszpartat (NMDA) receptorokat, ezaltal képesek spontdn, excitatoros szinaptikus
aramlés kivaltasara (Fiacco & McCarthy, 2004; Jourdain és mtsai., 2007). Az asztroglidlis
ATP az extracellularis adenozin legjelentdsebb forrasa (Pascual és mtsai, 2005; Serrano és
mtsai, 2006; Zhang ¢és mtsai.,, 2003), mely felelés az intracellularis Ca?* hullam
propagaciojaért (Guthrie és mtsai., 1999; Bowser & Khakh, 2007) . Az ATP extracellularis
térbe torténd felszabaduldsa utdn az ektonukleotiddz AMP-vé hidrolizalja, majd 5°-
nukleotidaz az AMP-t adenozinna alakitja (Zimmermann & Braun, 1996), mely a
szinaptikus aktivitas modulatora, G-protein kapcsolt adenozin receptor tipusokat aktivalja
(A1, A; és Asz) (Fredholm és mtsai., 2005) (1. 4bra). Az A; receptorok K* csatornakkal
allnak kapcsolatban, ezaltal szerepe van a neuronok hiperpolarizacidjaban ¢és
excitabilitasuk csokkenésében (Newman, 2003). Az ATP felszabaduldsa excitatoros
aktivaciohoz vezethet, mind a P,X receptorok stimulalasaval a szomszédos neuronokon,
vagy gatld folyamatokhoz az A; receptorok aktivalasdval, ATP adenozinnd torténd
extracellularis hidrolizise utdn. Zhang és munkatérsai tanulménya alapjan hippocampalis
kultaraban az ATP felszabaduldsa a stimuldlt asztrocitdkbol elnyomja a neuronalis
glutamaterg transzmissziot a PoY receptorok direkt aktivacidjan keresztiil (Zhang és mtsai,
2003).
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1. dbra. Az adenozin metabolizmusanak utvonalai. AMP-adenozin-monofoszfat; ADP-adenozin-
difoszfat; ATP-adenozin-5’-trifoszfat; SAH-S-Adenozil-homocisztein; SAHH- S-Adenozil-
homocisztein-hidrolaz; ADA-Adenozin-deaminaz; Ino-Inozin; EN-ektonukleotidaz; Ado-Adenozin; nt-

nukleozid transzporter; A;, Aza, Azs, As- Adenozin receptorok. Boison (2006) alapjan.

9. ADK és GRIN1

Az ADK-t az asztrocitdk termelik, f6 funkcidja az intracellularis adenozin
foszforilacigja, mely egy gatlé neuromodulatoros molekula, negativ feedback kor része. A
triparcialis szinapszisban az asztrocitdk a glutamat hatasara ATP-t szabaditanak fel,
melyek gatléan hatnak a neuronokra (Mota és mitsai., 2014). Az asztrocitak adenozint
vesznek fel és az ADK segitségével visszaalakitanak tobb 1épésen keresztiil ATP-vé (1.
abra) (Aronica €s mtsai., 2013). Stressz alatt az adenozin extracellularis koncentracioja

jelentdsen megemelkedik, mely potencidlis protektiv szerepére utal.

Az NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptor két alegységbdl all, egyes alegysége a
GRIN1 altal kodolt fehérje, amely nélkiil a receptor nem képes miikodni. Az NMDA
receptor kozponti szerepet jatszik mind az epilepsziahoz kothet6 sejthalalban, mind pedig
az AP okozta szinapszis vesztésben. Kutatasok serint az NMDA receptor képes
receptorként megkdtni az AB-t, amely excitotoxikus sejthalalt eredményez. A fibrillaris AP
gatolja a glutamat reuptake-t, ami a hiperexcitabilitdshoz vezet, ami az epilepszia

patomechanizmusanak alapjat is adja (Paula-Lima és mtsai., 2013). A neuronpusztulas

13



kovetkeztében csokken NMDA receptorok mennyisége, igy a késéi AK-ban NMDA
receptor hipoaktivitds jellemzd, mely korrelaciot mutat a kognitiv képességek
hanyatlasaval is (Lakhan és mtsai., 2013; Paula-Lima ¢és mtsai., 2013; Mota és mitsai.,
2014). Mind az AK-t, mind az epilepszias rohamokat a neuronpusztulas jellemzi, melyet
aztan reaktiv asztrogliézis kovet. Ezzel parhuzamosan az ADK expresszid is
megemelkedik, ami végiil az adenozin rendszer Gsszeomldsat eredményezi. Az ADK
overexpresszio Onmagaban is elegendd hiperszikron tevékenység kialakitasahoz (Boison,
2012). Fontos kihangsulyoznunk, hogy az adenozin rendszer fokalis Osszeomlasa
onmagaban nem elegendd a klinikai tiinetek kialakuldséhoz. Ezek alapjan potenciélisan a
GRINI (és igy az NMDA receptor) lehet masik molekula, mely eldsegiti az adenozin

rendszer 6sszeomlasat kdvetd gorcsaktivitas terjedését.

9.1.1. ADK és Epilepszia

crer

gorcstevékenységre vald fogékonysagban (Boison, 2006). Transzgén kisérletek
bizonyitottdk, hogy az ADK tultermelése csokkenti az extracelluldris adenozin szintjét,
ezaltal epilepszids gorcsaktivitast idéz el6. Az ADK overexpressziojat hipertrofias
asztrocitakban elsoként mezidlis temporalis lebeny epilepszia egérmodelljében
azonositottdk (Gouder ¢és mtsai., 2004). Kainat injekcioval kivaltott epilepszia
egérmodelljében, kezelést kovetd nyolcadik héten 177 %-os ADK enzimatikus aktivitas
novekedést tapasztaltak hippocampusban, mely a gorcsaktivitast segitheti elé (Gouder és
mtsai., 2004). Ezt a lehetséges kapcsolat az asztroglidzis €s az iktogenezis kozott, melyet
humén mezialis temporalis lebeny epilepszia esetén is tapasztaltak, amit szadmos
hisztopatologiai valtozds 1is alatdmaszt. Temporalis lebeny epilepszia esetén a
hippocampalis szklerdzis intenziv glidzissal tarsul, mely szelektiv glutamaterg
neuronpusztulassal jar a hippocampus teriiletén. A neuronvesztesé¢g, kiilondsen a
GABAerg interneuronok pusztulasa és a glidzis hozzajarul a hippocampalis epileptikus
excitabilitas kialakulasdhoz (Thompson és mtsai., 1998). Kronikus temporalis lebeny
epilepszia és poszttraumas rohamok kiinduldpontja lehet egyes feltételezések szerint a

glialis hegszovet.

Epilepszia allatmodelljeiben szinaptikus A; receptor denzitas csokkenést figyeltek
meg, mely rohamtevékenységet, konvulziv aktivitast indukalt (Boison, 2008; Rebola és

mtsai., 2003, Rebola és mtsai, 2005). Kutatasok szerint az A receptor expresszioja human
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crer

egyarant leirtak (Angelatou és mtsai., 1993). Epilepszias roham utdn az asztrocitadkban az
ADK fokozottan indukalddik, amely ezaltal molekularis kapcsolatot jelenthet az

asztrogliozis €s epilepszia esetén fellépd neuronalis diszfunkcio kozott (Li és mtsai., 2008).

9.1.2. ADK és Alzheimer-kor

Az asztroglia szerepe az AP hasitasaban és metabolizmusaban még vitatott,
feltételezhetden az AP degradalasaban ¢és fagocitdzisaban van szerepe (Rossner és mtsai,
2005; Nicoll & Weller, 2003). AK esetén leirtak, hogy megvaltozik az A; receptorok
lokalizacios mintdzata, illetve denzitdsa (Cunha ¢és mtsai.,, 2010), mennyisége
megnovekszik a hippocampusban, valamint a frontalis kéregben elérehaladott stadiumu
Alzheimer-korban (Angulo ¢és mtsai.,, 2003). AP Kkitettség esetén az asztrocitak és
mikroglidk aktivalodhatnak, hipertrofids allapotban képesek elszepardlni a neuronokat az
AP fibrillumoktol, ezéltal betdltve neuroprotektiv szerepiiket. Asztrocitdk képesek
megkotni és felvenni az AP, igy szerepiik lehet az AP akkumulalédasaban (Mohamed &
Posse, 2011). Az asztrogliozis kovetkeztében feltehetben az ADK expresszio is valtozik,

mely teret adhat az gorcsaktivitas kialakuldsanak.

9.1.3. ADK- Adenozin-kinaz

Az ADK patologids mennyiségli novekedése az adenozin protektiv hatdsanak
karosodasahoz  vezethet, mivel a gatldo hatds csokkenésének kovetkeztében

hiperexcitabilitas 1éphet fel (Shen és mtsai., 2011).

Az adenozin minden sejtben megtalalhatd, a purin nukleotid metabolizmus és mas
folyamatok termékeként (Cunha, 2001). Az adenozinnak szerepe van kozponti
idegrendszer energia homeosztazisaban, igy neuroprotektiv funkciokat lat el (Cuhna, 2005;
Ribeiro, 2005), illetve antikonvulziv (Boison, 2005; Fredholm mtsai., 2005)
tulajdonsdgokkal bir. Részt vesz a neurondlis excitabilitds szabdlyozasdban szamos
neurotranszmitter felszabaduldsara hatva, mint a glutamat, a GABA, acetilkolin ¢és
dopamin, ezaltal a szinaptikus plaszticitast is befolydsolja. Az adenozin receptor négy
tipusa ismert (A1, Aza, Agg, Asz), melyek kiilonbozd affinitdsuak az adenozin megkotése
szempontjabol. A receptorok specifikus eloszlast mutatnak az agyban (Fredholm és mtsai.,

2005) (3. tablazat). Az adenozin receptorok szamos normalis, illetve abnormalis agyi
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funkcidé modulalasdban szerepet jatszanak: neurondlis plaszticitds, motivacid, alvas-

J4

¢brenlét ciklus, kognitiv és emodcios folyamatok karosodasaban, gyulladasos

folyamatokban, illetve neuropszichiatriai betegségekben és patologias agyi folyamatokban
(3. tablazat. és 2. abra).

Adenozin receptorok

Receptorok lokalizacidja
(agyban)

Receptorok feladata

A, receptor

(fokozott expresszio):
-hippocampusban

- cerebrali kéreg
-cerebellaris kéreg
-thalamikus magok

-K* dramlés
szabalyozasa—>neuronalis
hiperpolarizacio

Ay receptor Dopamin gazdag régidkban -szinaptikus transzmisszio
(nagyobb mennyiségben): szabalyozasa
-striatum -szinaptikus plaszticitas
-nucleus accumbens kontrollalasa
(kevesebb mennyiségben): -glutamat felszabadulas
-hippocampus szabalyozasa
-agykéreg -NMDA receptorok kontrollalasa
-gyulladasos folyamatok
-noveli a transzmissziot a dopamin
D2 receptorokon keresztiil
Ayg receptor -alacsony mennyisége az agyban | -Gs protein kapcsolt Adenilat-
ciklaz, cAMP, protein-kinaz-A
utvonal kapcsolat
-arachidonsav utvonallal kapcsolat
Az receptor (fokozott expresszid) - csokkenti az intracellularis cAMP

-hippocampus
-cerebellum

crer

-Ca”" mennyiségét szabalyozza

3. tablazat: A adenozin receptor tipusok lokalizacidja és szerepe az agyban. NMDA receptor-N-metil-D-

aszpartat ; CAMP-ciklikus adenozin-monofoszfat;. Wei és mtsai. (2011) alapjan.

Patologids folyamatok soran az extracellularis adenozin koncentracidja

megemelkedik, akar szazszorosara. A megnovekedett koncentracio aktivalja az
alacsonyabb affinitdst adenozin receptor tipusokat, melyek cellularis funkcidvaltozast
okoznak (Fredholm és mtsai., 2001; Latini & Pedata, 2001). Kiilonb6z6 neuroldgiai és
pszichiatriai betegségek, mint ischemia, Huntington-kor, Parkinson-kér, depresszio,
bipolaris zavarok, skizofrénia, fobia, AK és epilepszia esetén bizonyitottan megvaltozik az

adenozin rendszer szabalyozasa (Gomes és mtsai., 2011).
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Agykéreg:

Kognicid:A;, Asa

Szorongas: Aja Hippocampus:

Stoke: Ay, Ajp, Az Memoria: Ay, Aj

Epilepszia: A;

Gerincveld:

Fajdalom: A; Aja

Striatum:

Motoros aktivitds: Aja

Tanulds: Ass Hypothalamus:

Kozépagy:

Fiiggdsés: A Alvas/Ebredés : A; Asn

Parkinson-kor: A, ?

Stroke: A
Parkinson-kor: Aja

Huntington-kor: Asa

2. abra. Adenozin receptorok szerepe kiilonb6z6 fiziologids és patofizioldgiai koriilmények kozott,
agyi régidk szerinti eloszlasuk knock-out modellek alapjan. STR-striatum; NA-nucleus accumbens;
VLPO-ventrolateralis preoptikus nucleus; SN-substantia nigra; VTA-ventralis tegmentalis area; A;

A, Agp, As.adenozin receptor tipusok. Wei és mtsai (2011) alapjan.

Az adenozin gatlo hatasa az A; receptorok aktivaciojan keresztiil érvényesiil, melyek G-
proteinekkel kapcsolva gétoljak az adenilat-ciklazt, aktivalva a K'-csatornakat, gatolva a
Ca’*-csatorndkat és aktivalva a foszfolipaz C-t. Az N-tipust Ca**-csatornakon keresztiil
CAMP szint emelésével (Yawo & Chuhma, 1993; Wu & Saggau, 1994) akadalyozzak a
gorcstevékenységet, valamint elésegiti a neuroprotektiv folyamatok beindulasat (Ribeiro,
2005) (3. abra).

17



Extracellularis tér

Adenozin
|

il T —

T 1 e
»

G, G G

I + J L Adenilat-ciklaz u

Gatlas Serkentés

Protein- . N
kinaz < ciklikus-AMP ATP

Intracellularis tér

3. abra. Adenozin receptorok szignalizacidja. (A; Asa Ags, As. Adenozin receptorok; ATP- adenozin-5'-

trifoszfat; ciklikus AMP-adenozin-monofoszfat). Fredholm és mtsai. (2001) alapjan.
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Az A; receptorok képesek posztszinaptikus hiperpolarizaciot okozni a K*
konduktancia aktivalasaval (Segal, 1982; Dunwiddie & Fredolm; 1989) és a
neurotranszmitterek preszintaptikus felszabaduldsdnak gatlasaval (Dunwiddie & Hass,

1985; Ambrosio €és mtsai., 1997).

Az Apa receptoroknak is jelentdés szerepe van a neurotranszmitterek
felszabadulasanak kontrollalasdban tobb adenozin receptor altal érintett agyi régioban
(Sebastiano és Ribeiro, 1996), mind a gatld és serkentd valaszok medialasa révén
(Fredholm ¢és mtsai., 2001). A szinatikus Asa receptorok aktivacioja képes down-regulélni
az A; receptorok hatésat, ezaltal képes megerdsiteni a kronikus epilepszids folyamatokat
(Ciruela és mtsai., 2006; Lopes és mtsai., 1999; Ekonomou ¢és mtsai., 2000; Rebola és

mtsai., 2003; Thompson és mtsai., 1992).
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Az ADK-t overexpresszaldo egerekben spontan gorcsaktivitast irtak le (Fedele és
mtsai, 2005), mig az ADK farmakologiai inhibicidja gatolja a gorcsaktivitas 1étrejottét
szamos epilepszia modellben (Kowaluk & Jarvis, 2000). Akut agysériilést kovetden az
adenozin rendszer szerepe jelentds. Az extracellularis adenozin koncentracidja ilyenkor
megemelkedik (Pearson és mtsai, 2006), megtorténik az ADK down-regulacidja, mely egy
protektiv mechanizmusként szolgal az agyban (Serrano és mtsai., 2006). Az asztroglidzis
soran az ADK mennyisége megndvekszik (Gouder és mtsai., 2004), melynek patologias
mértékli novekedése epilepszids fokusz kialakulasat segitheti el6. Az asztrogliozisra és
kronikus gorcsrohamok hatdséra az adenozin rendszer atalakul, amely késébbi rohamokat
indukalhat. Az A; receptorok down-regulacidja (Rebola és mtsa, 2003) és a metabolikus
kombinalt megjelenését irtak le epilepszias patkdnyok hippocampusaban (Rebola és mtsai,
2003). Az adenozin neuroprotekcio jelentdsen fiigg az Aj receptoroktol, mivel a receptorok
aktivaciojanak szerepe van epilepszia és stroke esetén a prekondicionalasban, ezaltal a

késobb fellépd karosodasoktol is megvédi az agyat (Plamondon és mtsai, 1999).

9.2.1. GRINT1 és epilepszia

A gerincesek koOzponti idegrendszerében a gyors excititoros neuronalis
transzmisszioban ionotrop glutamat receptorok szerepe elengedhetetlen (Monaghan ¢és
mtsai., 1989; Boulter és mtsai., 1991). A glutamat receptorok stimulacidja valosziniileg
hatast gyakorol mas neuronalis funkciokra, a sejtek fejlodésére, talélésére, a szinaptikus
stabilizaciora, plaszticitasra, szinaptikus hatékonysagra, valamint részt vehet akut és
krénikus neurotoxicitassal 0sszefliggd betegségek kialakulasdban (Meldrum & Garthwaite,
1991; Kennedy, 1994; Bettler & Mulle, 1995), valamint epilepsziaban is. A klinikumbdl és
allatkisérletes vizsgalatokbol szarmaz6 eredmények ellentmondésosak a GluN1 (glutamat
receptor-1 alegysége) expresszidja szempontjabol, feltételezhetéen azért, mert
kiilonboznek a vizsgalatokban alkalmazott technikdk, illetve eltéréek az expresszid
szempontjabol vizsgalt teriiletek is. Nem radioaktiv in situ hibridizacios tanulméanyok
szerint kronikus temporalis lebeny epilepszidban szenvedd betegek hippocampalis
mintaiban GluN1-pozitiv sejtek hidnyat figyelték meg, mely Osszefiigg a tapasztalt
neuronveszteséggel és az Ammon-szarvban torténd szklerdzissal (Bayer €s mtsai., 1995).

A GRIN1 (glutamat receptor-1 alegységét kodolo gén) hipomorf egerek fejlodése soran €s
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feln6tt korban hajlamosabbak a gorcsaktivitidsra (Hanks és mtsai.,, 2013). Mori és
munkatarsai tanulmanya alapjan a GluN1 és a GluN2B (glutamat receptor 2B alegysége)
alegységek feltehetden részt vesznek a kortikalis excitabilitas és plaszticitas regulalasaban
human agykéregben (Mori és mtsai., 2011). A fent leirtak alapjan a GRIN1 molekula nagy

jelentéséggel birhat az epileptikus aktivitas kialakulasaban.

9.2.2. GRIN1 és Alzheimer-kor

Az NMDA receptorok funkcionalis regulacidjanak karosoddsa szamos
neurodegenerativ betegségnél eléfordul, mint az AK esetében is. Az NMDA receptor altali
neurotraszmisszionak fontos szerepe van a memoria kialakitasban, a tanulasban és a
szinaptikus plaszticitasban (Zhao és mtsai., 2005). Tanulmanyokban az NMDA receptorok
tulaktivalodasat irtak le korai fazisi AK-ban (Parameshwaran és mtsai., 2008). Az AP
képes megemelni az intracelluléris Ca?* szintjét a GluN2B alegységbdl felépiil6 NMDA
receptorokat expresszalo kortikélis neuronkultaraban (Ferreira és mtsai., 2012), - habar a
mechanizmust, melynek soran az AP képes szinaptikus deficitet okozni az NMDA
receptorok bevonasaval - még nem tisztazott. Human vizsgalatok soran Jacob és mtsai.
(2007) beszamoltak a GluN1 alegység down-regulacidjarol AK betegek esetén (Hynd és
mtsai., 2004b). Az AP oligomerek képesek kotddni az NMDA receptorokhoz
extracellularisan (Costa és mtsai., 2012; Querfurth & LaFerla, 2010), igy ez Ca*
felhalmozdodashoz vezet, mely excitotoxitikus folyamatok beindulasat idézheti eld, ami
kiemelkedd jelentdségli AK esetén (Alberdi ¢s mtsai.,, 2010). AK egyénekben
bizonyitottan kevesebb az NMDA receptor a frontdlis kéregben és a hippocampusban
(Schaeffer ¢és mtsai.,, 2008). Egy tanulmany szerint az NRI/NR2B receptor arany
expresszids szintje csokkent AK-s betegekben, mely nodvelheti a betegség stlyossagat

(Mishizen-Eberz és mtsai., 2004).

Ismert, hogy az AK korai tiineteit: epizodikus és munkamemoria zavarit az
oligomer AP formék okozhatjdk dendrittiiske veszteséget eldidézve (Selkoe, 2002).
Morfologiai €s biokémiai szinaptikus valtozasok az Oregedés velejaroi, melyhez
hozzajarulhatnak az AP kérositd hatdsai (Quiro-Baez és mtsai., 2013; Mezler és mtsai.,
2012). Az AP képes preszinaptikus termindlis funkcidira hatni, LTP-t karositani (Russel és
mtsai., 2012) mar nagyon kis koncentracioban, valamint fokozhatja a neurotranszmitterek
felszabadulasat (Puzzo és mtsai., 2011). Az endogén AP peptidek befolyasolhatjak a

szinaptikus vezikulumok aktivitasfliggd felszabadulasat, mely szinapszis vesztéshez
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vezethet, egyuttal a serkentd és gatld szabalyozas felborulasat eredményezheti (Abramov
¢s mtsai., 2009). Patkédny hippocampalis neurontenyészetben az AP oligomerek ndvelték a
szinaptikus vezikuldk inaktiv fazisat, csokkentve a vezikulak endocitézisat &s
2013.) Az AP kitettséggel rendelkezé neuronokban kevesebb a szinaptikus vezikulumok
szama, kiilondsen a preszinaptikusan aktiv zondkban (Parodi és mtsai., 2010). Tehat a
GRIN1, ezaltal az NMDA receptoroknak is kulcsszerepe lehet mind az AK-hoz
kapcsol6dd memoriavesztésben, mind pedig az epilepszia kialakuldsaban. Irodalmi adatok
igazoljak, hogy az AK-os betegek kozott az epilepszia prevalencidja 10-22 % (Pandis &
Scarmeas, 2012). Transzgén Alzheimer-modellekben, ahol az amiloid overexpresszid
jelentds, szintén nagyobb gorcshajlamrol szamoltak be. Ezek a tények alatamasztjak azon
Uj elméletet, mely szerint az epileptikus gorcsaktivitds hozzajarul az AK kezdeti 1épései
soran a kognitiv deficit kialakulasahoz, melyben kulcsfontossagt az NMDA receptor

expresszios valtozasa.

9.2.3. GRIN1

Az NMDA receptorok a serkentd hatasti glutamat jelatvitelben jatszanak szerepet.
Az NMDA receptorok alegységeit harom géncsalad kodolja: GIuN1, GluN2, GluN3 (Cull-
Candy és mtsai., 2001). Az NMDA receptorok féként az excitatoros szinapszisok
posztszinaptikus részén, a preszinaptikus axonterminalisokban, valamint az asztrocitdkban
lokalizaltak. Az asztrocitakban is expresszalodo NMDA alegységek a neuronalis NMDA
receptor alegységekhez hasonldan, eltéréen expresszalddnak agyteriilettdl €s fejlodési
szakasztol fliggden. Az agyban GluN1 mRNS expresszidja 67-88 %-a a tobbi receptor
alegység génexpressziojahoz viszonyitva (Goebel & Poosch, 1999). Az alegység hianya az
¢lettel Osszeegyeztethetetlen, nélkiilozhetetlen része az NMDA receptornak, melyet a
GIuN1 alegységet érintd transzgén egérmodelljével igazoltak. Az allatok, melyekben
hidnyzott a GluN1 gén, sziiletés utan o6rakon beliil elpusztultak (Forrest és mtsai., 1994). A
alacsony volt, ezaltal tanulasi és memoria zavarokat tapasztaltak, melyhez hozzajarult a

szinaptikus plaszticitas, tanulas €s memoria deficit kialakulasa. (Tsien és mtsai., 1996).
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III. CELKITUZES

Irodalmi adatok szerint az Alzheimer-modell egértorzs (APP(swe)/PSEN(e9d)1)
hajlamosabb  gorcsaktivitasra, feltehetben az amiloid overexpresszi6  miatt.
Munkacsoportunk kordbbi eredményei alapjan a karos distressz befolyasolja a
neurodegenerativ folyamatokat, mely AK-ban is tapasztalhatd. Kisérletiinkben a stressz és
a gorcsaktivitas esetleges kapcsolatat szerettiik volna vizsgalni Alzheimer-modell
egértérzsben vadtipusu egértdrzshdz hasonlitva. Ezért az akut és kronikus stressz hatasat
vizsgaltuk a hippocampus ¢€s a prefrontalis kéreg teriiletén, mivel az irodalom alapjan a
stressz altal ezek a teriiletek erdsebben érintettek. Az epilepszias rohamok kivalté okaként
az ADK expreszié emelkedését irtak le, mely gatolja az adenozin gatlé neuromodulétor
hatasat. A GRIN1 expresszié csokkenését szdmos neurodegenerativ betegség esetén
leirtdk, ezaltal eldidézve a kognitiv folyamatok karosodasat, a serkentd-gatlo
neuromodulacié felboruldsat, ami gorcsaktivitasra vald hajlamot vonhat maga utan.
Kisérletiinkben az ADK ¢és GRINI molekuldk mRNS expresszid valtozasaira voltunk
kivancsiak a hippocampus ¢és a prefrontalis kéreg teriiletén akut (antikonvulziv) és
kronikus stressz  (prokonvulziv) kezelés hatdsara, melyek esetlegesen magyarazatot

adhatnak az AK ¢és epilepszia kialakulasdra mRNS szinten.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Allatok

Vizsgalatainkhoz feln6tt, him allatokbol allo (n=30; atlag sualy 30 g) C57BL/6J
mutacidjat hordozé dupla transzgén allatmodellt (APP(swe)/PSEN(e9d)1) hasznaltuk (Dr.
Santha Miklos; MTA Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Biokémiai Intézet). Kisérleteinket
a laboratoriumi allatok gondozasaval kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacio No. 85-23),
a Magyar Egészségiigyi Bizottsag altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt
(1998), ¢és az Europai kozosségek Tanacsanak 1986. november 24-i rendeletét
(86/609/EEC) betartva végeztiik. Kisérleteinkben torekedtiink a legkevesebb allat
felhasznalasara, tovabba a felhasznalt allatok szenvedéseinek minimalizalasara. Az allatok
tartdsa erre a célra kialakitott allathazban, szobahdmérsékleten (22 + 1 °C) és szabalyozott
paratartalom (55 + 5 %) mellett tortént. Az allatok a kisérlet alatt korladtlan mennyiségii

ragesalotapot és vizet kaptak.

2. Kezelés

Az allatok kezelése soran akut és kronikus immobilizacios stresszt alkalmaztunk,
melyek bedllitasa munkacsoportunk eldzetes vizsgalatai alapjan torténtek (Santha és
mtsai., 2012). Az allatok a kezelés alatt egy 50 mL-es miianyag centrifugacsében voltak,

sOtétben, naponta 5 6ran keresztiil. Az allatok kezelését a 4. tablazatban tiintettem fel.

Név vad tipus Alzheimer-modell stressz kezelés
torzs

1. csoport (n=6) (n=6) nincs (kontroll)

2. csoport (n=6) (n=6) akut (3 nap)

3. csoport (n=6) (n=6) kronikus (7 nap)

4. csoport (n=6) (n=6) kronikus (14 nap)

5. csoport (n=6) (n=6) kronikus (21 nap)

4. tablazat. Az allatok kezelése.
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Az allatok testsulymérése a kezelést megeldzden, minden vizsgélati idépontban
megtortént. Az egerek feldolgozasat a stressz kezelést kovetd napokon végeztiik (a kontroll
csoport feldolgozasa az 5. csoport allataival egylitt). Az allatok kiméletes talaltatasa 6 %-
os kloral hidrattal tortént, majd endokardialis perfundalasukat 4 °C-os fiziologias 0,9 %-0s
sooldattal végeztik. A teljes hippocampus ¢és prefrontalis kéreg eltavolitdsa utan

megtortént a két agytertilet izolalasa, majd a mintakat felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3. Teljes RNS izolalas és reverz transzkiptaz polimeraz lancreakcio

A mintdkbol teljes mRNS transzkriptomot izolaltunk jobb és bal oldali
hippocamusbdl ¢s prefrontalis kéregbél Nucleospin RNA 11 Total RNA isolation kit
(k.sz.:740966.50, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) segitségével. Az izolalast a gyarto
protokollja szerint végeztiik, majd 0,5 uLL RNaz inhitort (k.Sz.: Fermentas, Glen Burnie,
ML, USA) adtunk 40 pL elualt RNS-hez, az izolalt RNS-t ezutan felhasznalasig -80 °C-on

taroltuk.

crer

2000) késziilék segitségével hatdroztuk meg. Az izolalt mRNS mintdink cDNS-sé valo
atirasahoz High Capacity ¢cDNA Rerverse Transcription kit-et (k.sz.: 4368814, Life
Technologies Magyarorszag Kft.) hasznaltunk a gyartd 4ltal ajanlott protokoll szerint.
Mintanként 2000 ng RNS-t irtunk at cDNS-sé. A teljes reakciotérfogat 30 pl-e tartalmazta
a 2000 ng RNS-t 15 pl nukleinsav mentes vizben és a 15 pl reverz transzkriptaz master
mixet [3 pl random primer; 3 pl reverz transzkripcios puffert; 1,2 ul (100 mM) ANTP mix;
1,5 pl MultiScibe TM reverz transzkriptaz; 0,75 pl RNaz inhibitor 40 U/ pl (Fermentas,
Glen Burnie, ML, USA); és nukleinsav mentes viz (Ambion, Austin, TX, USA)]. Az
atirashoz C1000-Thermal Cycler (Bio-Rad) gépet hasznaltunk. Az atiras harom ciklusbol
allt: az els6 25 °C-on 10 percig, a masodik 37 °C-on 120 percig, a harmadik ciklus 85 °C-
on 5 percig zajlott. Az atirds utdn a mintdkat 4°C-ra hiitottiik, majd 30 pl mintat 510 pl

nukleaz mentes vizzel egészitettiik ki, végiil a Real-Time PCR-ig tarolasuk -20 °C tortént.
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4. Real-Time Polimeraz lancreakcio

A mintainkban talalhat6 mRNS kimutatasat kvantitativ real-time polimeraz
lancreakcioval (QPCR) végeztiik Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR gép (Bio-Rad
Laboratories,  Inc.)  segitségével. = A  génspecifikus  primerek  tervezését

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/  és  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

adatbazis felhasznalasaval végeztiik, hogy kivalasszuk az egér specifikus mRNS
szekvenciakat. A primerek szekvenciaja az 5. tablazatban lathat6. Haztartasi génként a
glicerinaldehid-3-fosztat-dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltuk. A negativ kontrollokban a
templat cDNS-t vizzel helyettesitettiik, valamint hozzaadtuk a tobbi reakcidoban altalunk

hasznalt primerparokat is.

Gén neve Forward 5°-3° Reverse 3°-5° Termék
hossza
ADK TTCAGGAGCCACACAAAGCA CAGCACAAGTTCCTGTTGGC 144
Grin-1 AACCAGGCCAATAAGCGACA AGGATAGCGTAGACCTGGCT 134
GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG | 150

5. tablazat. A felhasznalt primerek szekvencija.

A gPCR reakci6 végtérfogata 20 pl volt, mely tartalmazta a 9 pl templat cDNS-t, a 0,5 pl
forward és 0,5 ul reverse primer-t, a 10 ul SYBR® Select Select Master mix-et (Applied
Biosystems ®, Life Technologies Inc.). A qPCR soran a kdvetkezd hémérséklet- és id6
paramétereket alkalmaztuk: az UDG aktivacié 50 °C-on tortént 2 percig; AmpliTaq ®
DNA Polymerase, UP aktivacidja 95 °C-on 2 percig, a denaturacio 95 °C-on 15 percig, az
annealing/extenzios 1épés 60 °C-on 1 percig tortént. Az ampflifikacié utan olvadaspont
analizis tortént, a homérséklet 0,2 °C/s-os emelésével 55 °C-tol 93 °C-ig 10 percig,
folyamatos jelvétel mellett. A ciklus 33-szor ismétlodott a futas soran (4. abra). Minden
futds soran megtortént a melt curve analizis. A relativ génexpresszid normalizaldsa a

GAPDH-hoz tortént. Eredményeink kiértékeléséhez a 2°°“' modszert alkalmaztuk.
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4. dbra. Az mRNS kimutatisahoz alkalmazott real-time PCR hémérséklet- és id6profilja.

5. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizisét SPSS 20.0 szoftver segitségével végeztiik el
Bonferroni és Tukey post hoc teszt felhasznaldsaval. A csoportok Osszehasonlitdsa one-
way ANOVA, majd Bonferroni és Dunett post hoc tesztek felhasznalasaval tortént. Az
adatokat atlag + S.D. (standard devidcid) formaban jelenitettiik meg. A szignifikancia

szint: p<0,05 és p<0,01 volt.

26



V. EREDMENYEK

Kisérletiink sordn az allatok teststily monitorozasa minden vizsgalati idépontban

megtortént, melynek eredményeként nem tapasztalunk szignifikéns valtozast (5. abra és 6.

abra).
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5. abra. Vadtipusu egértorzs testsulyvaltozasa akut (3 nap) és kronikus (7, 14, 21 nap)

stresszkezelés hatasara.
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6. abra. Alzheimer-modell egértozs teststilyvaltozasa akut (3 nap) és kronikus (7, 14, 21
nap) stresszkezelés hatasara.

A QPCR-al végzett expresszios vizsgalatok szerint a vad tipusu egértdrzs
hippocampusaban ADK mRNS expresszido szempontjabol nem tapasztaltunk szignifikans

valtozast a kontroll csoporthoz viszonyitva (7. dbra).
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7. abra. ADK mRNS expresszidja vad tipust egértorzs hippocampusban akut (3 nap) és kronikus (7,

14, 21 nap) stresszkezelés hatasara.

A hippocampusszal ellentétben a prefrontélis kéregben vad tipust egértorzs esetén az ADK
expresszidjaban akut stressz hatasara és a kronikus stressz 7. napjan expresszid ndvekedést
tapasztaltunk, mig a kronikus stressz 14. és 21. napjan nem szignifikdns expresszid
csokkenést figyeltiink meg. A prefrontélis kéregben a 3. naphoz viszonyitott 21. napon, 7.
naphoz viszonyitott 14. napon, valamint 7. naphoz viszonyitva a 21. napon szignifikans

csokkenést (p<0,05) mértiink az ADK mRNS expressziojaban (8. abra).
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8. abra. ADK mRNS expresszioja vad tipusu egértdrzs prefrontalis kortexében akut (3 nap) és
kronikus (7, 14, 21 nap) stresszkezelés hatasara. Valtozas a kontroll csoporthoz viszonyitva, valtozas

3. naphoz és 7. naphoz viszonyitva. "p<0,05; 5p<0,05

Vad tipusu egértorzs hippocampusabanban (9. dbra) és prefrontalis kérgében (10. dbra) a

GRINI expresszidja a kontroll csoporthoz viszonyitva nem mutatott szignifikans valtozast.
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9. abra. GRIN1 mRNS expresszidja vad tipust egértorzs hippocampusaban akut (3 nap) és kronikus
(7, 14, 21 nap) stresszkezelés hatasara.
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10. abra. GRIN1 mRNS expresszidja vad tipust egértorzs prefrontalis kérgében akut (3 nap) és kronikus (7,

14, 21 nap) stresszkezelés hatasara.

Kisérletiink soran kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikans (p*<0,05) ADK mRNS
expresszié csOkkenést mértiink az APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzs
hippocampusaban akut stressz esetén, kronikus stressz hatdsara szintén expresszio

csokkenést tapasztaltunk, de nem szignifikans mértékben (11. abra).
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11. abra. ADK mRNS expresszidja APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzs hippocampusaban akut

(3 nap) és kronikus (7, 14, 21 nap) stressz hatésara. Valtozas a kontroll csoporthoz viszonyitva. “p<0,05

Az APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzs prefrontalis kérgében akut stressz
esetén ¢és kronikus stressz minden napjan kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikans

novekedést (p*<0,05; p**<0,01) tapasztaltunk az ADK mRNS expresszidjaban (12. abra).
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12. abra. ADK mRNS expresszioja APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzs prefrontalis kéregében
akut (3 nap) és kronikus (7, 14, 21 nap) stresskezelés hatasara. Valtozas a kontroll csoporthoz viszonyitva.

“p<0,05; “p<0,01

A GRINTI expresszidja esetén APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzsben csak a
kronikus stressz 7. napjan lathato szignifikdns csokkenés (p*<0,05), mig akut stressz és
kronikus stressz 14. és 21. napjan nem szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a

hippocampusban (13. abra).
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13. abra. GRIN1 mRNS expresszioja APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértérzs hippocampusaban
akut (3 nap) és kronikus (7, 14, 21 nap) stresszkezelés hatasara. Valtozas a kontroll csoporthoz
viszonyitva. p<0,05

A prefrontalis kéreg esetén a kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikdns expresszio
csokkenést (p*<0,05) a GRIN1 mRNS expresszidjaban akut stressz, valamint kronikus
stressz 14. napjan tapasztaltunk (p**<0,01). A kronikus stressz 7., illetve a 21. napjan nem

volt szignifikans valtozas (14. ébra).
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14. abra. GRIN1 mRNS expresszioja APP(swe)/PSEN(e9d)1 dupla transzgén egértorzs prefrontalis kérgében
akut (3 nap) és kronikus (7, 14, 21 nap) stresszkezelés hatasara. Valtozas a kontroll csoporthoz viszonyitva.
“p<0,05; “p<0,01
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VI. OSSZEFOGLALAS

A karos distressz rizikofaktora az AK-nak és az epilepszianak is, reverzibilis
dendrit deafferentaciohoz vezet, mely a szinaptikus funkcid karosodasaval és
neurodegeneracioval jar (Beloyannis, 2009). Korabbi eredményeink alapjan ennek
hatterében a citoszkeletalis elemek atrendezddése allhat (Santha és mtsai., 2012), viszont
ez nem magyarazza meg azt a jelenséget, hogy a stressz miért bir befolyassal a
gorcsaktivitasra. Kisérletiinkben az akut ¢és kronikus stressz hatdsat vizsgaltuk
APP/PSEN1(e9d) transzgén és vadtipust egér torzseknél, az allatok hippocampusaban ¢és
prefrontalis kérgében az ADK és GRIN1 expresszid szempontjabol. A transzgén egerekrol
mar korabban leirtdk, hogy hajlamosak a gorcsaktivitasra, melynek hatterében az amiloid
overexpressziot feltételezik (Palop & Mucke, 2009). Ez egybevag a klinikumbol szarmazo
adatokkal, mely szerint az AK-os betegeknél az epilepszia prevalenciaja magasabb az atlag

populaciéban megfigyelt 1 %-os gyakorisdgnal (Pandis & Scarmeas, 2012).

Eredményeink igazoljak, hogy az akut és kronikus stresszkezelés hatdssal van az
altalunk vizsgalt ADK és GRIN1 hippocampalis és prefrontalis kérgi transzkripciojara (15.
abra). Kozismert, hogy a stressz hozzjarul a neuronalis degeneraciohoz az agyban,
kiilondsen a hippocampus teriiletén, mivel a stressz hatdsdra megtorténik a
kortikoszteroidok szekrécidja, amely szupresszalja a hippocampalis neuronok aktivitasat.
Mivel ez az agyteriilet a tanulds és memoria kialakitasaért felelés, karosodasa az AK

kialakulasahoz vezethet (Chen és mtsai., 2008; McEwen, 1999).

Vadtipusu egértorzs Alzheimer-modell egértorzs
Egértorzsek

Agyteriiletek Hippocampus Prefrontalis Hippocampus Prefrontalis
kéreg kéreg

N ignifikea
em szignifikans Nem szignifikans Mern szignifikdns

*p<0.05
** p<0.01
Nem szignifikans Nem szignifikans ¢ ¢

15. abra. Eredmények 6sszefoglalasa. Véltozas a kontroll csoporthoz viszonyitva. “p<0,05; **p<0,01
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Kisérletiink soran a vad tipusi egértdrzsben stresszkezelés hatdsara egyik
agyteriilleten sem tapasztaltunk szignifikans valtozdst az ADK és GRINI mRNS
expresszioja szempontjabol. Az Alzheimer-modell egértorzsben ezzel ellentétben mindkét
teriileten szignifikans valtozast mértiink a vizsgalt molekuldk expresszidjaban, akut és
kronikus stresszkezelést kovetden egyarant (15. abra). Az Alzheimer-modell egértdrzs
hippocampuséban akut stresszre bekdvetkezd szignifikans ADK expresszid csokkenés,
feltehetden az egértdrzsben a jelentésebb mértékii AP felhalmozddas kovetkezménye. Akut
stress hatasara a AP 4altal mar kordbban aktivalodott protektiv folyamatokat tovabb
fokozza, mely az ADK down-regulacidjaval jar (Maguire & Salpekar, 2013). A
neurodegeneraciot az ADK gyors, hosszabb tavu downregulacidja koveti, mely protektiv
folyamat, mivel igy az excitotoxicitast gatlé adenozin hosszabb ideig képes a szinaptikus
résben kifejteni neuromodulator hatasat (Boison 2008; Cunha és mtsai., 2001). Ez a
jelenség magyarazhatja a hippocampusban tapasztalt, az akut stressz okozta expresszio
csOkkenést a transzgén torzsben, mely a kordbban leirt akut stressz altal kifejtett protektiv

hatassal egybevag (Maguire & Salpekar, 2013).

A prefrontalis kéregben mind akut és kronikus stressz esetén szignifikdns ADK
expresszid emelkedés tapasztalhatd. A stressz okozta neurodegeneracid az asztroglidzis
jelenségét vonja maga utan (Papa és mtsai., 2014). Ez a jelenség a transzgén torzsben
feltehetden kifejezettebb, mivel az amiloid overexpresszid dnmagaba is nagyobb mértékii
neurodegeneraciot eredményez, amit a stressz tovabb novel. Korabbi adatokkal ellentétben,
kisérletiinkben azt taldltuk, hogy a gorcsaktivitist szabalyzd6 ADK expresszid
érzékenyebben reagalt az akut Stresszre a vizsgalt torzsek prefrontalis kérgében. Ezen a
teriileten a transzgén torzsnél expresszid emelkedést talaltunk, ami a gorcsaktivitas
kialakuldsédnak kedvez (Fedele és mtsai., 2006). Ennek hatterében az allhat, hogy a stressz
kisebb mértékben érinti a prefrontalis kérget, vagyis ezen a teriileten a neurodegeneracio
mértéke 1s alacsonyabb, mivel a protektiv folyamatok kevésbé aktivalodtak, ami
alacsonyabb mértékii ADK downregulaciét eredményez (Angulo és mtsai., 2003), igy
stressz hatdsara bekovetkezd valtozdsok nagyobb mértékében képesek hatasukat kifejteni
az ADK expresszidra. A vadtipustol eltéré mintdzat jol magyarazhatja a mar tobb helyen
bemutatott adatokat, hogy ezen transzgén allatok 4,5 honapos korukra mar 55 %-ban
mutatnak epileptikus gorcsaktivitast (van Groen és mtsai., 2006; Garcia-Alloza és mtsai.,
2006), ami 38 %-os mortalitassal jar (Minkeviciene és mtsai., 2009). A fokozottabb ADK

expresszio felelossé tehetd az adenozin szint csokkenéséért, ami eldsegiti a rohamok
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generalizacigjat, amely végiil az allat elpusztulasat eredményezi (Li és mtsai., 2012).
Habar ADK expressziéo emelkedés 6nmagaban nem alakitja ki a klinikai tiineteket, ismert
tény, hogy az ADK overexpresszido mar onmagaban elegendé a hiperszinkron tevékenység
kialakitasahoz (Li €s mtsai., 2012; Gomes és mtsai., 2011), amit az amiloid overexpresszio
tovabb erésithet. Egyes elméletek szerint az amiloid is prokonvulziv hatast, ami

megmagyarazhatja az AK ¢és az epilepszia magasabb komorbiditasat.

Az epileptikus aktivitds kialakuldsa valdszinlileg egy komplexebb folyamat
eredménye, melyben kdzponti szerepet jatszhat az NMDA receptor, melynek nem csupan a
stressz valasz kialakitdsdban €s az excitotoxicitas soran tulajdonitanak fontos szerepet,
hanem a kognici6 folyamataiban is (Paula-Lima és mtsai., 2013). Ezaltal a molekula kulcs
fontossagu lehet az epilepszia, stressz és AK kapcsolatanak megértésében. Az irodalmi
adatok alapjan az NMDA receptor GIuN1 alegységét kodoldé GRIN1 expresszio
csOkkenése maga utan vonja a kognitiv folyamatok kérosodasat (Unemori és mtsai. 2013),
valamint a GRIN1 hipomorf egerek hajlamosabbak a gorcsaktivitasra is (Hanks és mtsai.,
2013). A GRINI expresszio csokkenését mutattak ki AK betegek agyi szovetének
postmortem vizsgalata sordn (Mori és mtsai., 2011; Jacob és mtsai., 2007). Kozismert,
hogy az NMDA receptoroknak szerepiik van a memoria és tanulds kialakitdsdban (Kito és
mtsai, 1990). A receptor mennyiségének csokkenése vagy funkciondlis karosodéasa szamos
neurodegenerativ betegségben szerepet jatszik, mint a szkizofrénia (Tsai & Coyle, 2002),
depresszio (Chourbaji és mtsai., 2008) ¢és hangulatzavarok kialakulasaban (Zarate Jr. és
mtsai., 2010).

A GRINI mRNS expresszigja szempontjabdl elmondhatd, hogy akut stressz
hatdsra a prefrontalis kéregben, mig kronikus stresszkezelésre mindkét agyteriileten
szignifikans expresszido csokkenést mértiink a transzgén egértorzsben. Ez a csokkenés
megerdsiti a korabbi irodalmi adatokat, melyek a jelenséget neuronkarosodassal, ezéltal a
dendrittiiskék csokkenésével magyarazzak (Tran és mtsai., 2010). A GRIN1 nemcsak a
neuronokban, hanem az asztrocitdkban is kifejezédik (Lee és mitsai., 2010). A GRIN1
alegységgel rendelkez6 NMDA receptorok szinaptikus aktivitdsra vagy akar sérilt
neuronokbol szivargd glutamat hatésara aktivalodnak és az asztrogliak intracellularis Ca**
szintjének emelésével, a gitlo neuromodulatoros anyagok felszabadulasat teszik lehetdvé
(Parpura és mtsai., 2012). Ezt segitheti eld a mar kordbban leirt ADK downregulaci6 is. Az
asztrocitak altal 1étrejovo negativ feedback gatolja a NMDA receptorok aktivitasat, mely
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igy az excitotoxicitast, mind pedig a tovabbi NMDA receptor aktivitasatdl is fliggd amiloid

hasitast mérsékli.

A leirt valtozas tobb folyamat eredményképpen jon 1étre. A transzgén torzsben az
amiloid overexpresszié dendrittiiske veszteséggel jar (Tran és mtsai., 2010), mely az
NMDA receptorok mennyiségének csokkenését is eredményezi, amit a stresszhatas tovabb
erésit. A nagyobb koncentracidban jelenlévé amiloid tobb utvonalon keresztiil is
befolyasolhatja a NMDA receptorok csokkenését. Egyrészt indirekt mdédon az a7-
nikotinos acetilkolin receptoron keresztiil, mely amiloidot kotve az NMDA receptorok
fokozottabb endocitozisat eredményezi (Snyder és mtsai., 2005). Masrészt direkt modon,
magan az NMDA receptorokon, mivel ez az amiloid receptoraként is funkcionalhat. Az
amiloid megkotését Ca®* bedramlds koveti, ami tartosan depolarizélja a neuront,
megteremtve az excititotoxicitashoz sziikséges feltételeket (Wang és mtsai., 2002). Ezt
tovabb sulyosbitja, hogy a fibrillaris amiloid képes gatolni a glutamat reuptake rendszert
asztrocitakban, a glutamat talzott mértékli felhalmozodésa is feleldssé tehetd a

hiperszinkron tevékenységek és sejtkarositd folyamatok kialakuldséaért.

Kisérletiink 6sszefoglalasaként elmondhato, hogy kimutattuk, az APP/PSEN1(e9d)
transzgén egértorzs eltérden reagal mind az akut, mind a kronikus stresszre a vadtipushoz
hasonlitva, az ADK ¢és a GRIN1 hippocampalis és prefrontdlis kérgi mRNS expresszidja
szempontjabol. Eredményeink megerdsitése érdekében vizsgalatainkat fehérje szinten is
elvégeztiik ELISA technikaval (Mouse ADK ELISA KIT; Sunredbio; Kat. szam:201-02-
3008), az mRNS szinten valtozast tapasztalt csoportokban. Elmondhato, hogy a vad tipusu
egértorzs prefrontélis kéreg teriiletén nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast, viszont a
kronikus stresszkezelés 21. napjan nagymértékli ADK expresszi6 emelkedést figyeltiink
meg a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az AK modell torzs esetén csak a prefrontalis
kéreg esetén tapasztaltunk szignifikéns expresszio emelkedést kronikus stressz 21. napjan
3. naphoz viszonyitva (p<0,05; ANOVA). A 3. naphoz viszonyitott 7. napon torténd
expresszid emelkedés is jelentdsnek tekinthetd, de nem szignifikans mértékben. A
transzgén torzsben tapasztalt ADK fehérje expresszio valtozas a stresszkezelések hatasara
hasonl6 trendet mutatott, mint amit mRNS szinten tapasztaltunk. Kisérleteink alapjan
elmondhatjuk, hogy eredményeinkkel 10j Osszefliggésre mutattunk ra az epileptikus
gorcsaktivitds, az AK és a stressz kapcsan, mely lehetévé teszi a regulacids folyamatok

konnyebb megértését és potencidlisan uj, célzottabb gyodgyszer targetek kifejlesztését is.
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Kisérletiink erdssége, hogy 1j informacioval bir a kiilonbozé egértorzsek

stressztoleranciajat illetden a kiilonbozo régiok tekintetében is.
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IX. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott ....... Ivitz Eszter Virag......... a dolgozatomban leirt munkafolyamatok
koziil a:

- Teljes RNS izolalast

- MRNS-rdl tortén6é cDNS atirast
- Real-time PCR-t

- Kiértékelést

végeztem el.
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