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1. Bevezetés
1.1 Az Alzheimer-kér vizsgalata

Az Alzheimer-kort (AK) a demencia leggyakoribb formaja, amely
az egész vilagon sulyos kozegészségiigyi kérdés. Az AP 36-43
aminosavbol 4allo peptideket jelol, amelyek az amiloid plakkok f6
alkotoelemei. Az AP fehérje extracellularis lerakddasai, mint a szenilis
plakkok, az intraneuronalis neurofibrillaris kotegek és a nagymértéki
neuronalis veszteség az AK legfontosabb patologias tulajdonsagai. Az
amiloid-béta jelenléte, Snmagaban nem jelenti teljes bizonysaggal az AK
meglétét, hiszen szdmos vizsgalat kimutatta, hogy az AP jelenléte
onmagaban nem mindig okoz AK-t. A mai napig nem egyértelmi a
kezdeti stadiumban az AK kimutatasa, de a kialakulasahoz vezet6 okok
sem, igy szamos hipotézis sziiletett a kiilonboz6 megkozelitesek alapjan.
A kolinerg diszfunkcién alapulé AK hipotézis a legrégebbi; amely
megfigyelték, hogy a kolinerg idegsejtek degeneracidja és az ezzel jard
kolinerg neurotranszmisszid elvesztése az agykéregben ¢és mas
teriileteken jelentdsen hozzdjarult a kognitiv funkciok romlasahoz. Az
AK jellemzd kisér6éi a reaktiv glidzis €és a neuroinflammacio.
Kisérleteinkben egy 0j KI torzset hasznaltunk, az APPNL-F modellt,
amely kikiiszoboli az APP tilzott mértékli expresszidja altal okozott és
a betegségre nem jellemzé mitermékeket azaltal, hogy az allatokban
kifejez6d6 APP promotere nem mesterséges, hanem az egér sajatja, igy a
megfeleld sejttipust és 1ddbeli specifitassal rendelkezd sejtekben
expresszalodik.

1.2 A hippokampalis gatlé interneuronok valtozasa AK-ban

A hippokampuszban a lokalis, GABAerg gatlé interneuronok a
teljes neuronalis sejtpopulacio ~ 10—15% -at teszik ki; a piramissejtekhez
viszonyitott kapcsolatuk alapjan periszomatikus régiot (parvalbumin
(PV), illetve a kolecisztokinin pozitiv kosarsejtek, PV+axo-axonikus IN)
¢és dendriteket célzo (szomatosztatin pozitiv) csoportra oszthatjuk oket.
AK-ral kapcsolatban, a korabbi irodalomban ellentmondasos
valtozasokat figyeltek meg a kiilonb6zo tipusu IN-0K szamaban és
érzékenységében mind a hippokampuszban, mind pedig a MS-ban;



valamint emberben is. Kisérleteinkben egy 0j KI torzset hasznaltunk, az
APPNL-F modellt, amely kikiiszoboli az APP talzott mértéka
expresszidja altal okozott és a betegségre nem jellemzé miitermékeket
azaltal, hogy az allatokban kifejez6d6 APP promotere nem mesterséges,
hanem az egér sajatja, igy a megfeleld sejttipusu és idobeli specifitassal
rendelkez6 sejtekben expresszalodik. Ezen tulajdonsagai miatt idealis
modell a hippokampalis IN-ok valtozasanak vizsgéalatéra.

1.3 A kolinerg rendszer jelentosége az Alzheimer-korban

A bazalis el6agybol szarmazod kolinerg idegsejtek biztositjak a
kolinerg beidegzddés {6 forrasat az agykéregben és a hippokampuszban,
¢s kulcsszerepet jatszanak az emlékezésben és a figyelem miikodésében
Szamos tanulmany kimutatta, hogy a BF kolinerg sejtek, illetve azok
projekcidjanak diszfunkcidja vagy elvesztése az AK patogenezisének
legkordbbi koros eseményei kozé tartozik. A kolinerg rendszer
betegeknek gyakran epilepszias rohamaik vannak. Tébbek kozott ezek az
eredmények vezettek a ,,kolinerg hipotézis™ kialakulasdhoz



2. Célkitiizések

Az AK vizsgélatara szamos egérmodelt hoztak Iétre, ahol a
fokozott amiloid6zis nem specifikusan tortént, a dolgozatban szerepld
kisérletekben egy 1ij KI modellt hasznaltunk, az APPNY torzset, amely
endogén moddon, természetes egér promoter altal vezérelt human APP
svéd és ibériai mutacioit hordozza. Ez teszi az APPNSF egereket a
legredlisabb modellekké, az AP agyra gyakorolt hat4sainak
vizsgalatdhoz. Az AP felgyiilemlése, az amiloid6zis kdvetkeztében
neuroinflammacios elvaltozasok kialakulnak ki, a dolgozat elsé részében
az ezzel jar6 folyamatokat mutatom be.

Kérdések:

1a) Milyen az APPNLF egerek életkor fiiggd AP felhalmozéddisa ?

1b) Milyen gyulladasos sejttipusok és elvaltozdasok vannak a plakkok
kornyezetében?

Ic) Mely hippokampadlis IN tipusok érintettek a disztrdfias neuritek
megjelenése daltal?

Az APPNYF egerekben 12 honapos korban jelennek meg az elsé
plakkok a hippokampuszban, jellemzden a str. oriens és str. lacunosum-
moleculare rétegekben. Dolgozatomban kiemelek két, a hippokampusz
memoriaképzésének szabdlyozasaban kritikus szerepet betdltd gatld
sejttipust: a periszomatikus PV+ és a dendritikus SOM+ IN-okat.
Korabbrol mar ismert, hogy a GABAerg szinapszisokat és a GABAA
receptorokat az AK befolyasolja, a szinaptikus plaszticitds valtozésai
pedig hatassal vannak a szinapszisok erésségére ¢s tartossagara, valamint
a szinaptikus rés méretére. 1dés APPNYF és VT allatok szinapszisait
vizsgalva a kovetkezd kérdéseket tettiik fel.

Kérdések:

2a) Hogyan viltozik a hippokampadlis PV+ és SOM+ IN-ok szama és
megjelenése?

2b) Hogyan viltoznak a kiilonbozé tipusi hippokampalis gatlo
szinapszisok paraméterei?



A kolinerg rendszer sériilékenysége jol ismert AK-ban, azért
megvizsgaltuk a hippokampuszban talalhato kolinerg rostokat egészséges
allatokban is. Megvizsgaltuk, hogy a hippokampuszban talalhato
kolinerg terminalisok alkotnak-e szinapszisokat. Mivel ez egy GABAerg
szinapszisokra jellemz6 fehérje, megvizsgaltuk, hogy ezek a szinapszisok
tartalmazzak- e a GABAerg jelatvitelhez sziikséges fehérjéket.

Kérdések:

3a) Létesitenek-e a bazdlis eléagybol szirmazo kolinerg rostok
szinapszisokat a hippokampuszban?

3b) Rendelkeznek-e a szepto-hippokampdlis kolinerg axonok GABAerg
tulajdonsagokkal?

3c) Van-e hatdassal az A felhalmozoddasa a szepto-hippokampadlis
rostokra?



3. Modszerek

3.1 Felhasznalt Kisérleti allatok és sztereotaxias miutétek

A bemutatott kisérletek soran az APPN'F egerekbél minden

esetben himeket, mig a kolinerg terminalisok vizsgalatanal mindkét
nemhez tartozo6 egereket hasznaltunk, melyek kiillonboz6 tipusu torzsekbe
tartoztak. Ezen egértorzsek: APPNLF, APPNLF x BAC-PV-
eGFP;APPNLF x Pvalb-IRES-Cre; C57BL/6J;ChAT-IRES-Cre ; VGAT-
IRES- Cre/Gt(ROSA)26Sor_CAG/ZsGreen. A ChAT-Cre és az APPNLF
x Pvalb-IRES-Cre egereket a miitét kezdete el6tt izofluran (Forane,
Abbvie) goézével elboditottuk, majd intraperitonedlis altatokoktél
injekciot kaptak (8.3 mg/ml ketamin és 1.7 mg/ml xylazin-hidroklorid
fiziologias sooldatban, 10ml/ttkg mennyiségben). A miitéti anesztézia
elérése utan az egereket egy sztereotaxias késziilékbe fogtuk.

A ChAT-Cre egerek esetében szepto-hippokampalis axonok
szelektiv jeloléséhez 3060 nl AAV2/5-EFla-D10-eYFP vagy AAV2/5-
EF1a-DIO-ChR2(H134R)-eYFP-WPRE-hGH) virust injektaltunk a MS
teriiletére. Az APPNLF x Pvalb-IRES-Cre esetében a hippokampalis PV
IN szelektiv jeloléséshez 2x60nl AAV2/5-EFla-DIO-mCherry virust
injektaltunk egyoldali dorzal hippokampuszba: A szepto-hippokampalis
PV+ axonok szelektiv jeloléséhez 30 nl AAV2/5-EF1a-DIO-eYFP virust
injektaltunk a MS-ba. A miitétek befejezése utan az egerek 0.03-0.05
mg/ttkg meloxicam injekciot és 0.5-0.7 ml fizioldgias séoldatot kaptak
intraperitonedlisan, majd elkiilonitve, ketrecekben ¢épiiltek fel a
perfuziokig.

3.2 Alkalmazott technikak felsorolas szintjén
Fluoreszcens immunhisztokémia ¢és  konfokalis  1ézer-pasztazo
mikroszképia;  Bedgyazas  elotti  egyszeres  és  kétszeres

immunhisztokémia; A bedgyazas eldtti €s utdni immuncitokémia
kombindcidja; Az axon szegmensek 3D rekonstrukcioja; Sejtsiirliség



becslése APPNLF egerekben; 3D blokk-felszini sorozatmetszet pasztazo
elektronmikroszkopia, képalkotas és képelemzés

3.3 Alkalmazott statisztika

Az olyan adatcsoportok esetében, amelyek nem mutattak Gauss
eloszlast, az adatok leirasara a median és a 25%-75% interkvartilis
tartomanyt hasznaltuk. A Gauss eloszlast mutat6é adatcsoportok leirdsara
atlagokat és szorasokat hasznaltunk. A Gauss eloszlast Shapiro-Wilk
teszttel teszteltiik. A statisztikai kiilonbségek teszteléséhez a nem-
parametrikus Mann-Whitney U-tesztet vagy a parametrikus Student-féle
t-tesztet hasznaltuk fiiggetlen adatpopulacidkban. A statisztikai
kiilonbséget mindig kétoldalas

4. Eredmények

4.1 Az AP felhalmozodas hatasa a hippokampuszban APP-NLF
egerekben

Az AK-t postmortem, az amiloid plakkok jelenlétével diagnosztizaljak a
betegek agyaban ¢és évtizedek Ota az amiloid plakkokat tekintik az AK
egyik elsddleges okdnak Az APPNL-F egerek az endogén, természetes
egér promoter altal vezérelt, human APP svéd és ibériai mutacioit
expresszaljak, valamint az AB42 és AP40 izoformékat olyan aranyban
fejezik ki, amely jellemzd az emberi AK esetében. Ez teszi az APPNL-F
egereket 1dedlis modellekké az AP agyra gyakorolt hatasainak
vizsgalatdhoz.

Emberekben, az AP lerakodasok glia aktivalodast, disztrofias axonalis
folyamatokat és elvaltozdsokat okoznak a neurotranszmitter
rendszerekben ami az AK lassu kifejlddéséhez. A mikroglidk ugy tlinik,
hogy hatékonyan képesek megakadalyozni az AP plakkok terjedését
APPNL-F egerekben, mivel a DN képzddése viszonylag kis térfogatra
korlatozodott a plakk kozéppontja koriil. A DN-kben szabalytalan
mitokondriumokat, lizoszomalis felhalmozodast, axonalis duzzanatot és
klaszterezett mitokondriumokat talaltunk, amelyeket valdsziniileg az

7



axonalis kdrosodassal Osszefiiggd kalcium-bearamlas és az azt kovetd
mitokondrialis diszfunkciok okoztdk Ez valdsziniileg akadalyozta a
mitokondrialis mozgast, funkciot, €és ami még fontosabb, a mitokondrialis
kalcium pufferolast, amely legalabb lokalisan megorizhetné az axonalis
transzportot. Ezen valtozasok koziil tobbet megfigyeltek az AK-ban
szenved0 emberekben is. A legtobb neurontipuson létrejott DN az
APPNL-F egerekben, kolinerg, glutamaterg, dopaminerg, SOM+ ¢és
CB1R+ GABAerg disztrofias boutonokat is megfigyeltiink.
Megallapitottuk, hogy a plakkok koril gazdagon megjelennek
egészségesnek latsz6 PV-terminalisok, és PV-pozitiv DN-ket is nagyon
ritkan talaltunk.

4.2 Az AP felhalmozédas hatidsa a hippokampuszban talalhaté
interneuronokra

crer

szinaptikus erdsségét. Mivel a szinaptikus erdsség €s a teriilet szorosan
korrelal megbecsiiltiik azoknak az IN-oknak a szinaptikus teriileteit,
amelyek gatoljak a piramissejtek aktivitasat. Megallapitottuk, hogy a
dendriteket célz6 SOM+ IN-ok, a szomat célz6 PV-/CB1R+ kosarsejtek,
PV+ kosarsejtek szinapszisainak mérete nem valtozott.. A PV IN
stirlisége nem valtozott, és szinapszisaik is pozitiv maradtak a GABAA
receptor alegységek tekintetében. Leirtuk azt is, hogy a PV-idegsejtek
koriili perineuronalis halok épsége nem befolyasolodott a 18 honapos
APPNL-F egerekben.

Ugyanakkor a kizarolag AIS-eket beidegz6, PV+ axo-axonikus sejtek
altal létrehozott szinapszisok  mintegy 35%-kal, szignifikdnsan
nagyobbak voltak az APPNL-F egerekben. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy az APP tulzott mértékli expressziojat mutatd mas AK
modellek adataival ellentétben, a tiszta amiloidozis természetesebb
fejlodése megkiméli a PV+ IN-ket még viszonylag idés APPNL-F
egerekben is. Ezen kivil a PV+ axo-axonikus sejtek hatékonyan
ellensulyozhatjak az APPNL-F egerek magasabb piramissejt-aktivitasat.

4.3 A Dbazilis eléagy kolinerg szinapszisainak vizsgalata a
hippokampuszban



Az korabbrol mar ismert volt, hogy a kolinerg terminalisok egy
része létesit szinapszist. A hippokampuszban a kolinerg rostokon a
szinapszisokat NL2 jeloléssel azonositottuk ¢és, azt talaltuk, hogy
gyakorlatilag az Osszes vizsgalt hippokampalis kolinerg termindlis egy
vagy tobb NL2-pozitiv szinapszist l1étesitett. A kolinerg axonok mentén a
szinapszisok linedris stirisége hasonld volt a GABAerg axonokéhoz.
pozitiv kolinerg szinapszisok elsdsorban a piramissejtek dendritjeit és a
tiiskenyakakat idegzik be, valamint interneuron dendritjeit, mig néhany
esetben a posztszinaptikus célt nem tudtuk beazonositani.
Lokalizaltuk a posztszinaptikus GABAerg jelatvitel elemeit ezekben a
kapcsolatokban. Elséként a gephyrint vizsgaltuk, mert az kapcsolatban
van mind a GABAA receptorokkal, mind pedig a NL2-vel.
Megallapitottuk, hogy a hippokampalis kolinerg rostok szinapszisainak
legalabb 81% -a tartalmaz gephyrint. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy ezen
szinapszisoknak legalabb a 80%-anal GABAA receptor [12 alegység
jelolés volt lathat6, amely mind a dendriteken, mind a tiiskenyakakon
konnyen kimutathaté volt. Ezutan lokalizaltuk a preszinaptikus
GABAerg ¢és kolinerg jelatviteli rendszer elemeit ezekben a
terminalisokban. A hippokampuszban 1év0, szeptalis kolinerg
terminalisok expresszaltdk a glutamat dekarboxilaz 65 (GADG65), ezen
tulmenden a termindlisok legalabb 83%-a VvGAT+ volt. Végiil
kimutattuk, hogy a kolinerg terminalisok tartalmaznak GABA-t.
Mivel a kolinerg rendszer sériilékenysége jol ismert AK esetén,
megvizsgaltuk a hippokampuszban, amely nem kiilonboztott 22 honapos
VT ¢és APPNL-F egerekben. A tiiskéket vagy dendriteket beidegezd
GABAA receptor y2 alegységet tartalmazé vAChT-tal jeldlt kolinerg
rostokban nem taldltunk szignifikdns valtozast a boutonok
receptoralegység tartalmaban..



5. Kovetkeztetések

Az Alzheimer-kor egy olyan neurodegenerativ rendellenesség, amely a
kognitiv képességek csokkenésével majd teljes elvesztésével jarhat
egylitt, egyik jellemzdje az agy kiilonbozo teriiletein megjelend amiloid-
béta lerakodéasok, amelyet az APP proteolizise okoz. Mi ennek hatasat
vizsgaltuk egér modellben. APPNSF  egerekben az APP  gént
megvaltoztattak, mely igy két emberi familiaris AK mutaciot is tartalmaz,
amelyeket - az AK mas egérmodelleivel ellentétben - endogén egér APP
prométer vezérel. BF-SEM hasznalataval és 3D rekonstrukci6 utdn, nem
talaltunk valtozasokat a a hippokampalis interneuronok esetében GABAA
receptor pozitivitasaban és a hippocampalis interneuronok szomatikus és
dendritikus szinapszisainak méretében APPNLF és vad tipust egerek
kozott. Szintén nem talaltunk eltéréseket a PV+ interneuronok kortil
elhelyezkedé perineuronalis halozat kifejezédésében, valamint a
hippokampalis PV+ vagy SOM+ IN-ok siirliségben. A modellallatban
kialakultak amiloid plakkok, amelyek koriil disztrofias neuritek jelentek
meg. A tobbi vizsgalt sejttipussal ellentétben, azonban a PV IN-ok csak
alkalmanként és enyhén voltak disztréfidsak az AP plakkok kortil, és az
axon kezdeti szegmenst célz6 PV+ IN-ok szinapszisai jelentdsen
megndvekedtek. Eredményeink azt sugalljak, hogy a PV IN-ok nagyon
ellendlldak az amiloidozissal szemben APPNLF egerekben és a
hippocampalis piramissejtek amiloid altal kivaltott ingerlékenység-
novekedése kompenzalhato lehet a PV+ AlS-célzo sejtek altal. Azokat a
mechanizmusokat, amelyek a PV neuronokat ellenallébbakka teszik, ki
lehetne hasznalni az AK kezelésében.

Tovabba megmutattuk, hogy a hippokampusz kolinerg
termindlisainak mindegyikén szinapszisokon keresztiil torténik a
jelatvitel raadasul ezek hatékony GABAerg szinapszisok is egyben.
Mivel ezek adjak a kéreg egyik legsiiriibb és legjelentdsebb
szubkortikalis beidegzését, ezért eredményeink atirtdk a hippokampalis
allapotok szabalyozéasaval kapcsolatos eddigi tankonyvi adatokat és
immar 0j modellek 1étrehozasat siirgetik.
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