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1. Bevezetés

1.1 Alzheimer-kér

Napjainkban a varhat6 élettartam folyamatos novekedése miatt a demencia prevalencidja
kiemelked6en magassa valt. Tobb mint 45 millié embert érint, de 2050-re a becslések
szerint ez a szam meg is haromszorozodhat. A demencianak tobb tipusat is ismerjiik, de
az esetek koriilbeliil 60-80%-ban Alzheimer-kor fordul el6 [1]. Az Alzheimer-kér korai
tiinetei a feledékenység, idoérzék ¢€s tdjékozodoképesség fokozatos elvesztése, de az ido
haladtaval a beteg mar sajat rokonait sem ismeri fel, nem tud magarol gondoskodni, teljes
mértékben megvaltozik a viselkedése, folyamatos segitségre szorul. Ez a beteg
szeretteinek is rettenetes €s nagyon megterheld, foleg a betegség késdbbi szakaszaban, de
a direkt és indirekt koltségek miatt a tarsadalmat is sujtja [1, 2]. Jelenleg nincsen olyan
kezelés, ami a betegség progressziojat lassitana, vagy megallitana [3]. A rendelkezésre
allo terdpiaval csak 1d6t nyerhetiink a betegnek, ,,visszadllithatjuk a kognitiv hanyatlas
orajat” 6-12 honappal [4]. Kovetkezésképpen nagyon fontos a lehetséges terapias

cres

megismereése.

1.2 Az Alzheimer-kor patofiziologiaja

Alois Alzheimer 1901-ben talalkozott egy 51 éves ndbeteggel, aki viselkedés és memoria
zavarban szenvedett. Kollégaival nyomon kovették a nd allapotat és az évek soran
rendkiviil gyors hanyatlast tapasztaltak a tiinetekben. Ot évvel késébb a n6 halla utin
vizsgalatokat végeztek az agyan és furcsa neurofibrillaris képleteket talaltak, amit
Osszefiiggésbe hoztak a betegséggel. Ez a kezdeti felfedezés ma mar szdmos
informacioval boviilt, igy jobban érthetjiik ezt a komplex korképet. Ismert, hogy
Alzheimer-korban protein aggregatumok, azaz intracelluléris neurofibrillaris kotegek [5,
6], illetve extracellularis szenilis plakkok keletkeznek (1. abra). Tovabba, tobbek kozott
a kolinerg neurotranszmisszi6 diszfunkciojat [7, 8], mitokondrialis karosodast [9, 10],
oxidativ és endoplazmas retikulum (ER) stressz kialakulasat [11-13], emelkedett

intracellularis kalcium szintet [14], neuroinflammatérikus folyamatok felerésodését [15,
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16] és a centralis inzulin szenzitivitds romlasat is Osszefiiggésbe hoztak a betegség

kialakulasaval [17]. Ezeket a folyamatokat szeretném ismertetni.

1. dbra: A neurofibrillaris kotegek (A) és szenilis plakkok (B) szerkezete [6]

1.2.1 Neurofibrillaris valtozasok

Michael Kidd Alzheimer-korban szenvedd betegek cerebralis cortexbol izolalt sejtekben
paros helikalis filamentumokat (PHF) fedezett fel, ami két csavart filamentumbol allt
[18]. Nagy kihivast jelentett a strukturalis komponens azonositasa, tobbek kozott rossz
oldhatosaga, proteaz-ellenalloképessége miatt [19], de 1983-ban Grundke-Igbal és
munkatarsai jelentds eredményekre jutottak. Feltételezték, hogy a PHF-0k szerkezeti
eleme a tau-protein lehet, illetve, hogy ez a fehérje Alzheimer-korban jelentGsen
hiperfoszforilalt. A hiperfoszforilacié hatterében protein-kinazok fokozott, illetve
foszfatazok csokkent miikodését valoszintsitették [5]. A tau-protein fontos szerepet
jatszik az idegsejtek mikrotubulusainak szabalyzasaban, stabilizalasaban [20], ugy, hogy
hozzékapcsolodik, illetve levalik a komplexrdl a foszforilaltsaga fiiggvényében [21].
Ugyanakkor, hiperfoszforilalt allapotban nem képes a mikrotubulusokhoz kotddni,
elveszti funkcidjat és aggregatumokat, PHF-Kat, neurofibrillaris kotegeket képez, ami
karositja a mikrotubulusokat és idegsejteket [5, 6]. A fehérje szamos foszforilacios helyet
tartalmaz ¢és oldatban nem alkot feltekeredett strukturat, igy idealis célpont a kiilonb6z6
kindzoknak. Tobbek kozott a ciklin-dependens kindz 5 (Cdk5), a glikogén-szintaz kindz
3 (GSK-3), a mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK), és a stressz-aktivalt protein-kinaz
(SAPK) jatszik szerepet a foszforilacidjaban, de magas intracellularis koncentracioban

on-foszforilaciora is hajlamos [6].
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1.2.2 Acetilkolin hipotézis

Korabban mar felfedezték, hogy Parkinson-betegségben a dopamin neurotranszmitter
szintje jelentésen csokken, igy szamos kutatocsoport vizsgalta, hogy Alzheimer-korban
fennall-e hasonld elvaltozds. Mivel az acetilkolin szerepet jatszik a memoria
kialakulasaban, tanulmanyoztak a kolinerg neurotranszmissziét [6]. Bartus és
munkatarsai jelentds csokkenést taldltak az acetilkolin szintéziséért feleld kolin-
acetiltranszferdz aktivitasaban olyan egyének agyadban, akik Alzheimer-korban
szenvedtek. A mintdkat hasonld koru, de ezzel a koérképpel nem diagnosztizalt idds
betegek mintaival hasonlitottak 6ssze [22]. Hasonloan, az acetilkolin-észteraz szintje is
jelentés csokkenést mutatott. Az, hogy két fontos kolinerg transzmisszidban szerepet
jatszd enzim aktivitdsa csokkent, mig mads, pl. a glutaminsav-dekarboxildz, tirozin-
hidroxilaz, =~ monoamin-oxidiz enzimek szintjei nem  valtoztak szelektiv
neurodegeneracios folyamatra utal [23]. A kolin-acetiltranszferaz és acetilkolin-észteraz
aktivitasanak legjelentdsebb mérséklodését a cerebralis cortexben tapasztaltak, ahol a
legtobb neurofibrillaris elvaltozas észlelhetd [6, 23]. Tovabba megfigyelték a nikotinos
acetilkolin receptorok jelentds csokkenését a kortikalis agyszovetben. Nordberg és
munkatarsai a jelenség kialakuldsat mar a betegség korai szakaszaban feltételezték és a

kognitiv hanyatlassal is 6sszefiiggésbe hoztak [24, 25].

1.2.3 Amyloid hipotézis

Az 1980-as években szdmos kutatd dolgozott az amyloid aggregatumok, azaz a szenilis
plakkok azonositasan. Ilyen plakkok a neuronokon kiviil, extracellularisan és a cerebralis
erekben is megtalalhatok, az utobbit Down-szindromas betegek agyaban is tapasztaltak
[6]. Glenner és munkatarsai izolaltak a képletet, tisztitottak és meghataroztak az aminosav
szekvencigjat. A pepidet B-amyloidnak (AP) nevezték el [26]. Egy évvel késébb a
munkacsoporttol fliggetleniil Masters és munkatarsai is ugyanerre az eredményre jutottak.
Harminckilenc-42  aminosavat  azonositottak az AP  felépitésében, amik
Osszekapcsolodassal, aggregacioval 1étrehozzak a szenilis plakkokat [7, 27]. Késobb
felfedezték, hogy az AP egy tigynevezett amyloid prekurzor protein (APP) fragmentuma.
Az APP megtalalhaté a sejtek membranjaban és hasitasat kiillonféle enzimek végzik. A
kodolasaért felelds gén a 21-es kromoszoman talalhato [28]. Az APP nagyjabol 700

aminosavbol all és élettani koriilmények kozott nagyon lassan képzddik beldle a AP

10
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peptid [29]. Ugyanakkor genetikai abnormalitds kovetkeztében nagymértékii A
felhalmozodas alakulhat ki. Ez a felfedezés vezetett az amyloid hipotézis
megalkotasahoz, miszerint a szenilis plakkok lerakédasa az AP extracelluléris
termelddését valtja ki, ami neurondlis karosodashoz és pusztulashoz vezet. Ezen

folyamatok jelentdsen hozzajarulnak a demencia kialakulasahoz [7, 8].

1.2.3.1 Az APP-t kédolé gén mutacidja

Megkiilonboztetiink iddskori sporadikus és familiaris eredetli Alzheimer-kort, az utobbi
ritkabb, a betegek csupan 10%-at érinti, mégis sok kutatd vizsgalta milyen genetikai
eltérések allnak esetiikben a betegség hatterében [6]. Az egyik elsé jelentds felfedezés az
APP gén mutacidja volt [30]. A kéros amyloid feldolgozas folyamatanak egyik elsé
Iépcsbéfoka az, hogy az APP-t hasitja a B-szekretdz enzim és ezaltal keletkezik egy nagy,
szolubilis ektodomén, illetve egy membranhoz kotott C-termindlis egység. A masodik
1épés a y-szekretaz aktivitasdhoz kothetd, ami hasitja az utdbbi fragmentumot, ezzel
felszabaditva az AP peptidet az extracellularis milibe és a megmaradt APP részt a
citoplazmaba. Mivel a y-szekretdz szamos helyen képes hasitani, igy variabilis
hosszisagt AP peptidek keletkeznek. Szintén hasitja az APP-t az o-szekretédz,
ugyanakkor ez az enzim gatolja a AB-képzddést eltérd hasitasi pozicioja miatt. Az a-, €s
B-szekretaz verseng az APP hasitasért [31] és élettani koriilmények kdzott 90%-ban az a-
szekretaz hasitja a fehérjét [32]. A folyamatot a 2. dbra foglalja Gssze. A betegséghez
kothetd APP legtobb mutacidja a hasitasi helyeken, vagy azoknak kdzelében torténik és
a folyamat kedvez a -, és y-szekretaz miikodésének [8]. A keletkezd szenilis plakkok
nagyrészt 40 (AP40), illetve 42 (AP42) aminosavbol allo AP peptidet tartalmaznak. A 42
aminosav tartalmi fragmens kiilonosen hajlamos az aggregalodasra. Hardy és
munkatarsai felfedezték, hogy az APP mutacioja er6sen hajlamosit az AB42 képzodésére,

igy mar fiatal korban is megkezdédhet a progresszio [7].

1.2.3.2 A presenilineket kodolé gének mutacioja
A korképben tovabbi gének mutaciojat is azonositottak. A presenilin (PS) 1-et kodolo gén

a 14-es, mig a PS 2-t kodold gén az 1-es kromoszoman talalhato [33]. A familidris

11
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Alzheimer-kor kialakulasanak egyik leggyakoribb oka ezen gének mutacioja, kiilondsen
a PS 1-et kodold gén fontos, melynek tobb, mint 130 mutacidjat ismerjiik. A PS-ek fontos
alkotdelemei a y-szekretaz komplexnek [31, 34]. Abban az esetben, ha a PS géneken

mutacio torténik, megnd a valdszintsége az AP42 képzddésének.

NH2
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2. dbra: Az amyloid prekurzor protein (APP) hasitasa. A folyamatot szekretazok
végzik. Amennyiben a fehérjét a -, és y-szekretaz hasitja, ugy p-amyloid peptidek
keletkeznek, amik foként 40 (AB40) vagy 42 (Ap42) aminosavbol allnak. Ha az a-
szekretaz hasitja a fehérjét, igy az utobbi peptidek nem jonnek létre [6].

Ha az APP-t és PS géneket is érinti genetikai elvéaltozas a AP42 termelddés,
oligomerizacié és diffuz plakkok lerakddasa nagyon jelentésen megndhet [35]. Tovabba,
az amyloid hipotézis értelmében ezeknek az oligomereknek, plakkoknak jelentds aktivalo
hatdsuk van a mikroglidkra, asztrocitdkra. Aktivalodik a komplement rendszer,
gyulladésos citokinek, nitrogén-monoxid (NO), reaktiv oxigén gyokok (ROS)
szabadulnak fel. Ezen folyamatok és az AP oligomerek szintjének ndvekedése
progressziv szinaptikus €s neuronalis kdrosodashoz vezet. Megvaltozik az idegsejtek ion

homeosztazisa, oxidativ stressz alakul ki. Szintén valtozas kovetkezik be a kinazok,
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foszfatazok aktivitasaban, ami neurofibrillaris kotegek képzodéséhez vezet. A kaszkad
végeredményeként bekovetkezik az idegsejtek apoptozisa, ami az Alzheimer-kor

tiineteinek fokozatos megjelenéséhez vezet (3. abra).

Kromoszéma | 14 21
1 3 1 3 2
Mutacio PS2 PS1 APP

AP oligomerizacio, lerakédas diffiz plakként

Ap oligomerek hatasai
Mikroglia, asztrocita aktivacio

Progressziv, szinaptikus, neurologiai karosodas

Neuroﬁbrillaris'!' §_

kotegek

Oxidativ karosodas

Kindz aktivitas?, foszfataz aktivitas|

Demencia Y W Sejthalal

3. dbra: Osszefoglalo abra az amyloid kaszkad hipotézis lépéseirél Hardy és
munkatarsai munkaja alapjan [7]

1.2.3.3 Az apolipoprotein E-t kédolo gén mutacioja

A sporadikus Alzheimer-kor legjelentdsebb rizikofaktora az iddskor, 65 év alatt nagyon
ritkan alakul kis a betegség. Egy masik nagyon gyakori tényez6 a késéi korképben az
apolipoprotein E (APOE) E4-es alléljanak (APOE4) jelenléte [36]. A populacioban az
APOE legyakoribb izoforméi az E2, E3 és E4. Mindharom izoforma hozzajarul az A
idegsejtekben és a cerebralis erekben is [37]. Az AP peptidek klirensze receptor-medialt

modon torténik, felmeriilt, hogy az APOE4 hordozdknal ez a mechanizmus sem mitkodik
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megfelelden, ami szintén hozzajarul a fokozott akkumulaciohoz [38]. Tovabba a fehérjét

a gyulladasos folyamatok felerdsitésével is 0sszefliggésbe hoztak [32].

1.2.3.4 Az amyloid hipotézis limitacioi
Az amyloid hipotézis évekig az Alzheimer-kor kutatdsanak alapjaul szolgalt, mégis az

utdbbi években szamos pontja megkérddjelezodott.

Egy tanulmanyban genetikailag modositott egerek agyaban szenilis plakkok képzddtek,
ugyanakkor a kisérleti allatok kozponti idegrendszerében nem keletkeztek neurofibrillaris
kotegek, illetve az idegsejtek apoptozisa sem kovetkezett be. Ez a felfedezés arra utalt,

hogy az amyloid aggregatumok helyett az AP oligomerek fejtenek ki citotoxicitast [39].

Tobb vizsgalat arrdl szamolt be, hogy egészséges, nem demens betegek agyaban talaltak
amyloid lerak6dasokat, mig Alzheimer-korban szenvedod egyének agyaban nem. Tovabba
id6s, de demenciaban nem szenvedd betegek kozponti idegrendszerében jelentds
mennyiségii szenilis plakk jelenlétét tapasztaltak, ami 6sszemérhetd volt demens betegek

eredményeivel [40-42].

Az is felmertilt, hogy az AB42 termelddés €s aggregacio mellett jelentdésebb probléma az
APP metabolizmusa soran keletkezé APP-C-terminalis fragmentum. Tobbek kozott ezt a
peptidet 6sszefliggésbe hozzak a ciklikus adenozin-monofoszfat (cCAMP) hidrolizisének
fokozodasaval, ami a cAMP/protein kindz A (PKA)/“cAMP respond element binding”

(CREB) utvonal diszfunkciojahoz és neuronalis karosodashoz vezethet [32].

Osszességében a leghjabb irodalmi adatok alapjan az AP lerakodasok valdsziniileg
sziikségesek, de nem elegend6k az Alzheimer-kor kialakuldsdhoz, ugyanakkor a
neurofibrillaris elvaltozdsok jelentdsebb mértékben jarulnak hozzd a kognitiv
hanyatlashoz [43-45]. A tau-fehérje patologias valtozasanak fokozodasa természetes
kovetkezménye az idds6désnek, mégis elképzelhetd, hogy ezt fokozzdk az amyloid
folyamatok. Fontos kiemelni, hogy a feltételezés mogott neuropatologiai és nem

biokémiai vizsgaltok allnak [46-48].

Egy masik evidencia, ami céfolja, hogy az AP termelddés vezetd tényezd a betegség
kialakulasaban, hogy familiaris Alzheimer-korban a betegek mar sziiletésiiktol kezdve

nagyobb mennyiségben termelik a koros peptidet, mégis sok évnek kell eltelnie, hogy
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megjelenjenek a tiinetek. Ez 6nmagaban nem zarja ki, hogy az AP citotoxikus hatasu, de
valdszinisiti, hogy egyéb folyamatok is sziikségesek a neurodegeneraciohoz [49]. Az
amyloid hipotézis elleni egyik legnehezebben feloldhato érv az, hogy egészséges egyének
agyaban is talaltak szenilis plakkokat [40, 50], bar ez magyarazhat6 azzal, hogy a Ap-
indukalta karosodashoz id6 kell. Ezen kiviil biomarker vizsgalatok arra utalnak, hogy
ezeknél az egyéneknél a demencia nagyjabol négyszer valdsziniibben kialakul, mint
akiknél nem talalhatok szenilis plakkok [51, 52]. Az is felmeriilt, hogy a koros peptid
jelenlétében a kognitiv hanyatlas nagyobb mértékii és az agyi gluk6z metabolizmus is

rosszabb [53].

Annak ellenére, hogy a neurofibrillaris kotegek jelenlétét fontosabbnak tartjk a tiinetek
kialakuldsdban, mégis taldltak egyének agyaban tau kotegeket normalis kognitiv funkcio
mellett. EbbAl a tanulmanybol arra lehet kdvetkeztetni, hogy a tau-fehérje patologias
elvaltozasa sem elég egyediil ahhoz, hogy kialakuljon az Alzheimer-kor [54]. Azoknal a
betegeknél, ahol mindkét tipust lerakodés észlelhetd, ott valoban neurodegenerativ
folyamatok jatszodnak le az agy kiilonbozo teriiletein, beleértve a hippocampust [55, 56].
Patologiai evidencia utal arra is, hogy az amyloid valtozasok sulyossaga korrelal a
neurofibrillaris kotegek kialakulasanak mértékével [46], igy a neuronalis apoptozissal és
demencia stadiumaval. Ugyanakkor, mindenképpen fontos kiemelni azt a korabban is
emlitett tényt, hogy ahhoz, hogy kialakuljon Alzheimer-koér szdmos tovabbi folyamat
jarul hozza. Ilyen nagyon fontos tényezd példaul a kdzponti idegrendszerben kialakuld

mitokondrialis karosodas, oxidativ stressz és gyulladasos mechanizmusok [49].

1.2.4 A mitokondrium és oxidativ stressz szerepe Alzheimer-kérban

Szdmos tanulmany utalt arra, hogy Alzheimer-kérban fontos biokémiai folyamatokban
alakul ki diszfunkcio, példaul a mitokondrialis miikodésben [57, 58]. Erdekes, hogy ezek
a valtozasok fliggetlennek mutatkoznak az amyloid plakkok, vagy neurofibrillaris
kotegek jelenlététol [59, 60]. Ez a felfedezés megalapozott egy 0j tedriat az Alzheimer-
koér patomechanizmusaban. A mitokondridlis kaszkad hipotézis (4. abra) értelmében az
organellum karosoddsa mar a betegség nagyon korai szakaszéban kialakul és az egész

neurodegenerativ folyamat és progresszio hajtoereje lehet [10].
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bioenergetikai hanyatlas

!

Megvaltozott katabolikus folyamatok
Zavar a mitokondrium homeosztazisaban
Oxidativ stressz
B-amyloid akkumulécio
Egyéb fehérjek aggregalodasa
Gyulladasos folyamatok aktivalodasa
Kalcium homeosztazis zavara

Sejthalal

Mitokondrium )

"~
7,

4. abra: A mitokondrialis kaszkad hipotézis Swerdlow és Khan munkassaga alapjan
[10]

1.2.4.1 Katabolikus, bioenergetikai folyamatok valtozasa Alzheimer-kérban

Alzheimer-korban kimutattak, hogy a katabolikus folyamatokban a glikolizisben, Krebs
ciklusban jelentds csokkenés tapasztalhat6. Csokken elsGsorban a piruvat-dehidrogenaz
komplex, a-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex és a mitokondrialis
elektrontranszportlanc enzimeinek, példaul a szukkcinat-dehidrogenaz (II. komplex)
aktivitasa [61]. Ezek jellemz6 valtozasok Alzheimer korban, de mas neurodegenerativ
betegségekben is bekovetkezhetnek [57]. A IV. komplex, azaz citokrom-oxidaz
aktivitasaban is kimutattak valtozasokat, aminek hatterében oxidativ foszforilacids
alegységek génjeinek mutacidja feltételezhetd. Az irodalomban kérdéses, hogy az I-I11.
komplex aktivitdsa valtozik-e a betegségben, a II. komplex miikodésének csokkenése
valdsziniisithetd, ugyanakkor a IV. komplex esetében ez bizonyitott [61]. Tovabba azt is
leirtdk, hogy a teljes komplex rendszer organizalodasa is zavart szenved Alzheimer-
korban, konformacios valtozasok kovetkeznek be, ami hozzajarul a diszfunkciohoz [62].

Szamos vizsgalat kimutatta, hogy a bioenergetikai zavarok hozzajarulnak az AP és tau-

crcr

crer

tapasztaltak a glikolizis és az ATP képzddés csokkenése mellett [64]. A AP szerepét mas
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vizsgalatban is igazoltdk. Cardoso és munkatarsai AB-ot adtak human neuronalis NT2
sejtek tapoldatdhoz, ami sejthalalt eredményezett. Ha olyan NT2 sejteket kezeltek,
amelyeknél depletaltak a mitokondrialis DNS-t, igy azok nem termeltek kulcsfontossagu
1égzési lanc komponenseket, az AP nem valtott ki citotoxicitast. Eredményeikbol
kovetkezik, hogy a mitokondrium altaldnosan hozzajarul a sejthaldlhoz, tovabba, hogy az
ApB-indukalta karosodas az elektrontranszportlanc csokkent miikodésével fiigg dssze [9].
Tobb vizsgalat azt is igazolta, hogy az AP képes penetralni a sejtmembranon at, de atjut
a mitokondrium kiils6 €s bels6 membranjan is. A mechanizmus nem teljesen tisztazott,
de valoszinisithetéleg transzlokdz enzimek segitségével zajlik a folyamat [63].
Feltételezték, hogy ezen transzlokazok egyes altipusait gatolni is tudjak a kéros peptidek

és ezzel csokken a IV. komplex alkotoelemeinek mitokondrialis felvétele is [57].

1.2.4.2 Az oxidativ stressz jelentosége a neurodegeneraciéban

Alzheimer-korban szenvedé betegeknél és kapcsolodd allat modellekben is igazoltak
jelentés oxidativ stressz kialakulasat. A folyamatért szdmos tényezd, tobbek kozott az
amyloid és tau-protein aggregatumok, gyulladasos folyamatok is felelnek, de az egyik
legjelentdsebb ROS forras a mitokondrium. A mitokondrialis diszfunkcido soran a
citokrom-oxidaz mitkddésében bekovetkezd karosodds fokozza a ROS termelddést és
csokkenti az energiaraktdrakat. =~ A mitokondridlis szuperoxid-dizmutaz védi a
mitokondriumot az oxidativ stresszt6l. APP/PS1 transzgénikus egerekben az enzim
inaktivalodasat tapasztaltdk, ami tovabb ronthatja a sejtek oxidativ statuszat. Tobb
vizsgalat is arra kovetkeztetett, hogy a ROS termelddés elsésorban a mitokondriélis
karosodas soran, kiilondson az elektrontranszportlanc diszfunkcidja révén fokozodik

[11].

Korabban mar emlitésre keriilt, hogy az Ap felhalmoz6das nem feltétele a mitokondrialis
karosodasnak, de nagy mértékben fokozza azt. A AP kotddni képes az AB-koto alkohol-
dehidrogenazhoz, ami a rovidlancti dehidrogenaz-reduktdz enzim csalad tagja a
mitokondriumban. Az enzim szintén szerepet jatszik a ROS termelésben €és neuronalis

apoptdzisban [65].

Az emelkedett ROS koncentracid6 szamos moédon hozzajarulhat a betegség

progressziojahoz. Az egyik ilyen folyamat a permeabilitasi tranzicios porus nyitasa, ami
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a mitokondrium duzzadasat, rupturajat okozza, melynek soran felszabadul tobbek kozott
a citokrom-c, ami neuronalis apoptozist valt ki. A fokozott ROS termelés tovabba
helytelen protein feltekeredést idéz eld, ami szintén stulyosbitja az oxidativ statuszt,
karositja a mitokondrialis DNS-t, fokozhatja atmeneti fémek agyi lerakodasat, ami
facilitalja a karos fehérjeaggregdtumok keletkezését, valamint aktivalhatja a nuklearis
faktor-kappa B (NF-xB) utvonalat, ami gyulladasos folyamatokat inicial és karositja a

sejtek kalcium homeosztazisat [66].

1.2.4.3 Mitokondrialis dinamika és morfolégia valtozasa a diszfunkci6 hatasara

A mitokondridlis intakt struktura elengedhetetlen feltétele az elektrokémiai gradiens
fenntartasanak. Elektronmikroszkopon jol lathatd, hogy Alzheimer-kérban szenvedd
betegek agyabol biposziaval vett sériilt neuronokban nagyobb méretli mitokondriumok
talalhatoak és joval kevesebb organellum észlelhetd az egészséges neuronokhoz képest
[67]. A mitokondriumok méretét és szamat a mitokondrialis dinamika, azaz a f(zi6 és
hasadas folyamata hatirozza meg [68]. Szamos szabalyz6 fehérje, tobbek kozott a
»dynamin-like protein 1’ (DLP1), Mitofuzinl és Mitofuzin?2 is szerepet jatszik a hasadas-
fazié dinamikajaban [12]. Alzheimer-korban kimutattak, hogy fokozott a DLP1 szintje

¢és a hasadas mértéke, ami Gsszefiiggésben van a morfologiai valtozasokkal [12].

1.2.4.4 A kalcium homeosztazis zavara mitokondrialis diszfunkcio soran

Alzheimer-korban zavar alakul ki a centralis kalcium homeosztazisban. A citoszol
kalcium tartalma befolyasolja a neurotranszmissziot, neurondlis plaszticitast, és gén
transzkripciot a kozponti idegrendszerben [66]. A betegségben a zavar az intracellularis
kalcium szintben szamos karos kovetkezménnyel jarhat. Tobbek kozott hozzajarulhat a
mitokondrialis  diszfunkcidé, valamint az oxidativ stressz kialakulasadhoz és
progresszidjahoz. Fokozhatja kinazok, példaul a GSK-3p aktivitasat, ami a tau-fehérje
foszforilacigja révén facilitdlja a neurofibrillaris kotegek kialakulasat, illetve down-
reguldlja az agyi eredetli novekedési faktort (BDNF). A hosszu tava potenciacio (LTP)
szabalyozasaban fontos szerepet jatszo foszfatdzok miikddésében is zavart okozhat.
Osszességében olyan intracellularis kaszkadot indithat be, ami szinaptikus

diszfunkciohoz, sejthalalhoz vezet [14]. A mitokondrium kiemelkedé jelentdséggel bir a
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c sy

kapacitésa jelentésen csokken karosodasa soran, igy kivaltd oka és elszenveddje is lehet
a megnovekedett kation szintnek [66]. Ugyanakkor a mitokondrium mellett az ER is

kulcsfontossagt szerepet jatszik az intracellularis kalciumszint szabalyzasaban [6].

1.2.5 Az endoplazmas retikulum stressz és a demencia

Az ER fontos szerepet tolt be a fehérjék Osszeszerelésében, megfeleld feltekerésében,
poszttranszlacidos modositasaban. Tovabba észleli a nem megfeleld szerkezetli
proteineket is. Intracellularis stresszorok, példaul a kalcium homeosztazis, az oxidacios-
redukcids folyamatok felborulasa, tulzott fehérje termelddés, gliikéz metabolizmus
zavara ER stresszt okoznak és ndvelik a hibas szerkezetli fehérjék szintjét. Azért, hogy
ne szabaduljanak fel ezek a karosodott termékek az ER rendelkezik egy

,,mindségbiztositd” folyamattal, az igynevezett unfolded protein response-zal (UPR) [6].

1.2.5.1 Az ER stressz reakcioi

A sejtek 3 kiilonféle mechanizmussal probaljak lekiizdeni az ER stresszt, ezeket
Osszefoglaloan UPR-nek nevezziik. Az egyik ilyen mechanizmus a transzlacio altaldnos
gatlasa, ami altal csokken a hibas szerkezetii fehérjék szintje is. Ezt a folyamatot egy
transzlacid iniciacids faktor, az eukariota inicidcids faktor 2a (elF2a) foszforilalasa
iranyitja [69]. A masodik folyamat soran a sejtben intracellularis szignal transzmisszios
folyamatok indukalodnak az ER-bol a sejtmag felé, ami chaperon fehérjék expressziojat
fokozza. Ilyen fehérjék a ,binding immunoglobulin protein” (BiP), calnexin és
calreticulin. Ezek a chaperonok javitd funkcidt latnak el, feltekerik a hibas szerkezetli
fehérjéket az ER-ban [70]. A harmadik folyamat az ER asszocialt degradacié (ERAD).
Ha a hibas szerkezeti fehérjék akkumulalodtak az ER-ban a proteoszomakba szallitodnak

és ott lebontasra kertilnek [71].

1.2.5.2 Az ER stressz szenzorai
Az UPR a hibas szerkezetii fehérjék észlelése utan kezdédhet meg. Ezekhez kiilonb6zd

szenzorok sziikségesek. Az egyik ilyen komponens a pankreatikus ER kinaz (PERK), ami
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az ER membranjdban helyezkedik el. Luminalis doménje ER stressz szenzor, a C-
terminalis része szerin/treonin kinaz aktivitassal rendelkezik és foszforilalja a elF2a-t [69,
72]. Normal esetben BiP kot6dik a PERK-hez, de ER stressz hatasara a BiP disszocial és
ezaltal aktivalédik a PERK. Az elF2a foszforilacid kovetkeztében szamos fehérje
termelddése csokken [72]. Masik ilyen fehérje az aktivalo transzkripcios faktor-6 (ATF6),
ami szintén az ER membranban helyezkedik el és ehhez is kotddik a BiP meggatolva az
ER-Golgi transzport szignalt. ER stressz soran a BiP disszocial és BiP és calreticulin
chaperon fehérjék indukaldédnak [73, 74]. Az ,.inositol-requiring protein 1” (IRE1) is ER
transzmembran fehérje, egy szerin/treonin kinaz., melynek endoribonukleaz aktivitasa is
van. ER stressz hatdsira az Ot szintén gatlé BiP levaldsa utdn ugyancsak chaperon
fehérjéket és ERAD-hoz kapcsolodd faktorokat indukal [6]. Kotddhet tovabba a tumor-
nekrozis-faktor-receptor-asszocialt-faktor 2 (TRAF2) fehérjéhez és ezaltal aktivalni
képes proinflammatorikus és proapoptotikus folyamatokat a NF-«xB, az apoptozis szignal-

regulalo kinaz 1 (ASK1) és c-Jun N-terminalis kinaz (JNK) titvonalon keresztiil [75, 76].

1.2.5.3 Az ER stressz és az Alzheimer-kor

Fontos kiemelni, hogy az ER stressz kialakulasanak nem feltétele az Alzheimer-kérban
jellemz6 protein aggregatumok megjelenése [77, 78], ugyanakkor, ha neuronalis sejteket
AP oligomerekkel, vagy fibrillumokkal kezeltek jelentds valtozést tapasztaltak az ER
kalcium homeosztazisaban, ami nem megfeleld fehérje feltekeredést valtott ki [79].
Tovabbi vizsgalatok szerint az AP oligomerek interakcidja neuronalis N-metil-D-
aszpartat (NMDA) receptorokkal kérositotta a sejtek kalcium egyensulyat, oxidativ
stresszt és ER-dependens sejthalalt idézett el6 [80]. Szintén AP oligomerek emelkedett
szintjével hoztak Gsszefiiggésbe gatolt proteaszoma miikodést, ami ER stressz medialt
ASKI és INK aktivaciohoz, apoptozishoz vezetett [13]. A tau-fehérjét az ERAD utvonal
gatlasaval hoztak 6sszefliggésbe, ami hibas szerkezetii fehérje akkumuléacioval jart az ER
lumenében [81]. A korabban emlitett mitokondrialis diszfunkciéo és ROS termelés is
jelentdsen hozzajarul az ER stressz kialakulasdhoz, foként az ER fehérjék oxidacioja

révén [82].

Szamos vizsgalat igazolta az ER stressz jelenlétét az Alzheimer-korban szenvedd betegek

agyaban. A kiilonb6z6 patofiziologias markerek mennyisége jol korreldl a betegség
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sulyossagaval. Szamos eltérés tapasztalhaté a betegeknél, tobbek kozott a PERK és
elF2a, IRE1 fokozott foszforilacidja, a BiP és szamos egyéb chaperon fehérje tulzott
expresszidja és proapoptotikus transzkripcidos faktorok emelkedett szintje [13]. A
komplex mechanizmus jelentdsen hozzajarul a neurodegenerativ  betegség
progresszidjahoz, a szinaptikus plaszticitas karosodasahoz, igy a demencia
kialakuldasdhoz. Fokozodik az amyloid plakkok és neurofibrillaris kdtegek mennyisége,
utobbi folyamatban fontos szerepet jatszik a kronikus UPR-medialt fokozott GSK-3p3
aktivacio. Tovabba csokken a protektiv autofagia mértéke is, igy toxikus proteinek
eltavolitasara nem keriil sor, ezzel fokozva az apoptdzis mértékét, ami mar emlitett
mechanizmusok miatt is jelentésebb mértéket 6lt, mint egészséges neuronokban. A
fokozott ER stressz szintén fontos tényez0 a mar emlitett kéarosodott kalcium
homeosztazisban ¢és a mitokondriélis diszfunkci6 kialakuldsédban és/vagy fokozodasaban
is kiemelkedd szerepet jatszik. Elsdsorban a JNK tutvonal aktivaladsaval a gyulladasos
folyamatokat is facilitalja a tulzott UPR, ami egy tovabbi tipikus jellemzdje az

Alzheimer-kor patomechanizmusanak [83].

1.2.6 A neuroinflammaicié Alzheimer-kérban

A neuroinflammacio a kézponti idegrendszer egyik reakcidja a neuronalis karosodasra.
A folyamatban elsésorban mikrogliak és asztrocitak vesznek részt [15]. JelentOsége van
a gyulladéasos citokineknek, az apoptdézisban fontos szerepet jatszo kaszpazoknak, a

komplement rendszernek és a prosztaglandinoknak is [15].

1.2.6.1 A mikroglidk szerepe a gyulladasos folyamatban

A mikrogliak makrofag jellegli sejtek, melyek nagyjabol a kozponti idegrendszer
plaszticitasban, a regeneracioban, de szintén rendkiviil fontos a szerepik az
immunvédelemben barmilyen agyat karositd behatds esetén. Képesek sejtkarositd
agensek fagocitozisara, toxikus faktorok kibocsajtasara €és antigén-prezental6 sejtekke is
alakulhatnak [16]. A mikrogliak altalaban nyugalmi allapotban vannak, csak stimulus
hatdsara valnak aktivva. Ekkor valtozik a morfologiajuk és képesek a karosodas

helyszinére migralni [84]. Hosszu ideig képesek megtartani az aktivalt fenotipust,
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ekozben gyulladasos citokineket és egyéb neurotoxikus faktorokat szekretalhatnak, ezzel
sulyosbitva a neuronalis karosodast. Megkiilonboztethetiink két kiilonbdzo fenotipust: az
M1 és M2 format. Az M1 tipus lipopoliszacharid és interferon-y hatasidra massziv
gyulladasos valaszt valt ki, szamos gyulladasos citokint és fehérjét, tobbek kozott
interleukin-1p (IL-1pB), IL-12-t, tumor nekrozis faktor-o (TNF-a) és indukalhato nitrogén-
monoxid szintaz (iNOS) termel. Az M2 fenotipus aktivacidja alternativ. Az M2a
altalaban gyulladascsokkentd funkcioju, foként IL-4 és IL-13 stimulusra keletkezik. Az
M2b immunkomplexek, ,.toll-like” receptor vagy IL-1p hatasara képzédik. Az M2c
reprezentalja a deaktivalodott makrofagokat €s a gyulladasos citokinek csokkentéséért

felel [85, 86]. Az M2 fenotipus képes atalakulni M1 formaba [87].

Abban az esetben, ha a kdzponti idegrendszerben akut gyulladéas alakul ki kezdetben a
glia sejtek védd funkciot toltenek be és a szovetkarosodas visszaallitdsaért felelnek.
Ugyanakkor, ha ez a stimulus permanensé valik, az idegsejtek mikodése karosodik, a
folyamat neuronalis diszfunkcidohoz és sejthalalhoz vezet [88]. Alzheimer-korban
szenvedd betegek postmortem agyszovet vizsgalatakor szdmos reaktiv mikroglia
csoportosulast fedeztek fel az amyloid plakkok kozvetlen kozelében [89]. Szamos
amyloid peptid, neurofibrillaris kdteg és az APP is potens aktivatora a mikroglidknak
[90]. Tovabba az AP képes stimulalni a NF-kB-dependens utvonalat, kotédve a
mikroglidlis  sejtfelszinhez aktivdlni a MAPK utvonalat ezzel fokozva a

proinflammatodrikus gének expressziojat [91].

Az utdbbi évtizedben szamos tanulmany publikélta, hogy a neurodegeneracio jelentdsen
Osszefiigg a gyulladassal. Alzheimer-korban szenvedd betegek esetében jelentdsen
magasabb TNF-a és IL-6 szérum és agyi szintet mértek a kontroll csoporthoz képest [92,
93]. Sok vizsgalat a cerebrospinalis folyadék gyulladasos citokin tartalmat vetette Gssze
egészséges €s Alzheimer-korral diagnosztizalt egyének kozott, de ezekbdl nem
egyértelmii eredmények sziilettek. Osszemérhetd citokin szintekrsl (IL-10, 1L-12, IL-6,
IL-8, IlI-1B) és demenciaban emelkedett koncentraciorol (TNF-o, IL-6, IL-8) is
beszamoltak a kiilonb6z6 elemzések [94]. A korabban emlitett mikroglia és amyloid
plakk kolokalizacié [89], az AP lerakodasa T-sejtekben és a fokozott szamu aktivalt
mikroglia és asztrocita az Alzheimer-korban szenvedd betegek agyaban is alatimasztja a

feltételezést [95].
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1.2.6.2 Az asztrocitak szerepe a gyulladasos folyamatban

Az asztrocitdknak i1s szamos feladata van, tobbek kozott a szinaptogenezisben, a
neurogenezisben és a neurotranszmisszioban jatszanak fontos szerepet, felelések a vér-
agy gat kialakulasaért és fenntartdsaért, és részt vesznek az agyi metabolizmus és
ionhaztartas szabalyozasaban [15]. Alzheimer-korban az asztrocitdk patologias
elvaltozasat, asztrogliozist is tapasztaltak. Ennek mértéke Osszefliggést mutatott a
kognitiv hanyatlas stlyossagaval, ugyanakkor mutattak ki asztroglidzist olyan agyi
teriileteken is, ahol AB-akkumulacié nem volt jelen. Aktivacidjukban szerepet jatszhatnak

a gyulladasos citokinek az asztrocitak kemokin receptorainak stimulalasan keresztiil [16].

Normalis esetben a mikroglidk fagocitaljak és bontjak az AP peptideket és ezeknek
klirenszében fontos szerepet jatszanak az asztrocitak is [96]. Alzheimer-koérban szenvedo
betegek cortexébdl izolalt asztrocitakban akkumulalodott AB42 peptideket talaltak, ami

alatamasztja az emlitett feltételezést [97].

Valoszintisithetd, hogy az asztrocitak is hozzajarulnak a kronikus neuroinflamméciohoz

és expresszalnak iNOS-t is, ami hozzajarul a NO-medialt toxicitashoz [96].

A direkt neurotoxicitas mellett az aktivalt mikroglidk ¢és asztrocitdk, a neuronalis
gyulladas kovetkeztében fokozhatjak az amyloid plakkok képzodését [98]. A gyulladasos
citokinek, mint a TNF-a, fokozzak a B-szekretiz mRNS expressziot és enzimaktivitast
[95] az NF-kB jelatvitel stimulalasa révén [99]. Ugyanakkor a neuroinflammacio a tau-
fehérje hiperfoszforilacidjanak is kedvez. Az IL-6 a Cdk5, az IL-1 a MAPK, mig a TNF-
a a JNK, majd GSK-3 jelatvitel révén fokozza a tau-foszforilaciot, és a NO is hozzéjarul
a progressziohoz [85]. Osszességében az egész folyamat nagyon komplex és 6rdogi
kornek tekinthetd, mert kimutattak, hogy a mar emlitett AP oligomerek €s aggregatumok,
tovabba az elpusztult neuronokbol felszabadult tau kotegek is fontos szerepet jatszanak a

mikrogliak aktivitasaban, ami mar joval a demencia kialakulasa el6tt bekovetkezik [15].

1.2.6.3 A neuroinflammacié genetikai hattere
Genetikai vizsgéalatok is megerdsitik, hogy a neuroinflammacio az egyik elsddleges oka

az Alzheimer-kor kialakulasanak. T6bb teljes genom asszociacids vizsgalat érdekes
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kapcsolatot fedezett fel a velesziiletett immunrendszer komponensei és a sporadikus
Alzheimer-kor incidenciaja kozott, alatimasztva a neuroinflammacio és demencia szoros
kapcsolatat [100]. A betegségben szenvedd egyének kozott nagyobb prevalenciaval
fordult el6 néhany heterozigota varians a 2-es tipusu myeloid sejteken expresszalodo
triggering receptor (TREM2) génben. A TREM2 receptort myeloid sejtek és mikroglidk
expresszaljak és szerepe van a fagocitozis stimuldlasaban ¢és citokin termelddés, igy a
gyulladas szuppressziojaban [101]. Génmodositott, TREM2-t nem expresszalo egerekben
jelentdsen magasabb TNF-o és IL-6 és alacsonyabb gyulladasgatlo IL-10 szinteket
mértek. Az allatoknal neurondlis ¢€s szinaptikus karosodast is kimutattak a
neuroinflammacié eredményeként, valtozatlan AP és tau-protein koncentraciok mellett
[102]. Human vizsgalatokban azt talaltak, hogy a varians TREM2 gén jelenléte
haromszoros rizikot jelent a sporadikus Alzheimer-kor kialakulasaban [101]. A
egyéb gént is azonositottak és a jovOben is varhatd tovabbi felfedezés ezen az intenziven

kutatott teriileten [15].

1.2.6.4 A szisztémas gyulladas szerepe a mikroglialis aktivacioban

Korébban azt feltételezték, hogy a vér-agy gat teljesen elvalasztja egymastol a kdzponti
és periférids immunrendszert, a citokinek sem jutnak at rajta. Ugyanakkor ma mar sokféle
utvonalat ismeriink, ami lehetdvé teszi a barrier-menti kommunikaciot. Megfigyelték,
hogy egyes citokinek, foként a TNF-a, IL-6 és IL-1p befolyasolhatjdk a vér-agy gat
integritasat, ami igy ateresztové valhat a mediatorokra, illetve leukocitak agyi migracioja
is lehetségessé valik. Még intakt vér-agy gat esetében is a citokinek stimulalhatjdk az
endotheliumot, ami a szignalt tovabbithatja a perivaszkularis makrofagok iranyaba, ami

mikroglia aktivacidhoz vezethet. Tovabba aktiv transzport rendszer is segitheti a

crer

Egy iker vizsgalat 1999-ben kimutatta, hogy annak a betegnek, akinek anamnézisében
szerepelt komoly szisztémas gyulladas, korabban alakult ki Alzheimer-koér, mint
testvérénél [103]. Szintén egy nagy eset-kontroll vizsgalat 2005-ben Osszefliggést
mutatott a demencia és a fert6z6 betegségek kozott iddsebb korban [104]. Egy masik

tanulmanyban 300 enyhe ¢és stlyos demenciaban szenvedd beteget vizsgaltak és arra
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jutottak, hogy az akut szisztémas gyulladasos események fokozott kognitiv hanyatlast
eredményeztek, tovabba ennek a mértéke nagyjabol négyszerese volt azokndl a

betegeknél, akiknél magas szisztémas TNF-a koncentraciot mértek [105].

Az akut gyulladas mellett a kronikus gyulladas is hozzajarul a kognitiv karosodashoz.
Tobb vizsgalatban kimutattdk mar a metabolikus valtozasok, példaul elhizas, inzulin
rezisztencia és a kronikus gyulladasos allapot kozotti Osszefiiggést [90, 106, 107]. Ma
mar ismert, hogy az elhizas eléidézhet gyulladasos citokin felszabadulast és inzulin
rezisztenciat is [108]. Az adipocitak képesek gyulladasos citokinek termelésére, amik a
mar emlitett mechanizmusokkal neuronalis karosodast okozhatnak. A zsirszovet-eredetii
leptin, ami az ¢hségérzet csokkenéséért, igy kaloriabevétel szabalyzasaért felel, de
neuroprotektiv hatasa is ismert. Elhizds esetén hiperleptinémia és leptin rezisztencia
alakulhat ki, ami viszont neuronalis gyulladasos szignalként szolgalhat [106]. Ujabban
egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak a betegség hatterében az inzulin
rezisztencianak is, igy ennek pontos ismerete is nagyon fontos az esetleges terapias

célpontok kutatasaban.

1.3 A centralis inzulin rezisztencia és Alzheimer-kér kapcsolata

Ma mar szamos preklinikai €s klinikai vizsgalat Osszefliggésbe hozza a sporadikus
Alzheimer-kér és agyi inzulin rezisztencia kialakulasat. Evekig az agyszdvetet inzulin
inszenzitiv szdvetnek gondoltdk, de mdra mar tudjuk, hogy a polipeptid hormon

elengedhetetlen metabolikus, neuromodulator és kognitiv feladatokat lat el [109].

1.3.1 Inzulin a kézponti idegrendszerben

Margolis és Altszuler 1967-ben elsdként fedeztek fel immunoreaktiv inzulint kutyak
cerebrospinalis folyadékdban, ami felvetette, hogy a keringd inzulin képes atjutni a vér-
agy gaton [110]. Megallapitasukat tovabb erdsittették Havrankova és munkatarsai, akik
1978-ban agyi inzulin receptorokat is talaltak patkanyokban [111]. Az agyi inzulin
legjelentésebb hanyada a perifériar6l szarmazik, a hasnyalmirigy -sejtjei szekretaljak. A
vér-agy gaton telitheté transzport mechanizmussal jut at [112], ugyanakkor az is

felmeriilt, hogy kis mennyiségben a hormon az agyban is termelddik [113]. Az inzulin
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gén expresszidjat és inzulin szintézist is kimutattak éretlen és érett emlds neuronalis
sejtekben is [114]. Az inzulin mRNS agyi eloszlasa neuron specifikus, a glia sejtekben

sem inzulin mRNS, sem inzulin fehérje nem észlelhet6 [115].

1.3.2 Az inzulin jelatvitel a kozponti idegrendszerben

Az inzulin az agyban inzulin receptorhoz (IR) kotddik, ami a kdzponti idegrendszerben
nagy szamban fordul elé és eloszlasa régid specificitdst mutat. A kotddés gyors és
specifikus. Az IR tetramer szerkezetli, 2 extracellularis a-, és 2 intracellularis -alegység
alkotja. A periférian talalhatd IR-hoz képest az -, és B-alegységnek is enyhén
alacsonyabb a molekulastlya [116], ami az alternativ mRNS hasitas és eltérd receptor
glikozilacié eredménye lehet [117]. Tovabbi kiilonbség, hogy a centralis IR esetében
inzulin stimulacioé hatasara down-regulacié nem kovetkezik be [116]. Az inzulin az IR
mellett az inzulin-szeri novekedési faktor-1 (IGF-1) receptorhoz is kotédik. Ez a
folyamat is fontos az inzulin jelatvitelben, ugyanakkor csekélyebb jelentdségli, mint az

inzulin-IR Gtvonal mind fiziol6gias, mind patologias koriilmények kozott [118].

1.3.2.1 Az inzulin receptor aktivalasa

Az inzulin-IR jelatvitel els6 1épése, az inzulin molekuldk kotédése a receptor a-
alegységeihez, amit konformacid valtozas kovet. Az IR B-alegységei tirozin egységeket
tartalmaznak, ami inzulin-IR kotddés hatasara autofoszforilalodik az 1158, 1162 és 1163
helyeken, ami aktivalja a receptor tirozin-kinaz funkcidjat. A receptor aktivitast a
foszforilacios allapota hatarozza meg. Az inaktivacio l1étrejohet foszfotirozin-foszfataz
enzimek hatdsara, amik defoszforilaljak a receptort, illetve szerin- és treonin-kinazok
hatdsara, amik a szerin 1305, 1306 és a treonin 1348 részeken képesek foszforilalni a -
alegységet. Enzimaktivaci6 hatdsara tobbek kozott két f0 parhuzamos utvonal
aktivalodik, a foszfatidilinozitol-3 kindz (PI3K) és a klasszikus MAPK jelatviteli

kaszkad. Dolgozatomban az eldbbi utvonalat szeretném részletesen bemutatni (5. abra).

Inzulin-IR kotédés és receptor autofoszforilacié hatasara Src-homolog 2 (SH2) és
foszfotirozint koté (PTB) doméneket tartalmazd fehérjék kotddhetnek az intracellularis

régidhoz. Tobb fehérje is részt vesz a folyamatban, mégis az egyik legjelentésebb
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képviseld az inzulin receptor szubsztrat (IRS). Az IRS fontos szerepet jatszik az IR és a
celluldris jelatviteli kaszkad 6sszekapcsolasaban, kimutattdk, hogy szamos agyi tertileten
IR, IRS ko-expresszi6 figyelheté meg [116, 117]. Az IR aktivacio IRS aktivacioval, azaz
tirozin foszforildcioval jar, aminek hatasara tovabbi pl. SH2-vel rendelkez6 fehérjék
kotddhetnek a komplexhez. Az egyik ilyen fontos molekula a PI3K, ami foszforilacioval
aktivalodik és a protein kinaz B (Akt/PKB) szerin/treonin kinazt aktivalja [119]. Az
Akt/PKB aktivacié fokozza bizonyos gliikoz transzporterek (GLUT), elsOsorban a
Ugyanakkor megemlitendd, hogy a kozponti idegrendszerben az endotél sejtek és
asztrocitadk esetében elsésorban GLUTI1 expresszi6 domindl, mig a neuronokban a
leggyakoribb transzporter a GLUT3. A GLUTI1 és GLUT3 miikddése is fliggetlen az
inzulin jelatviteltél [120]. Az Akt/PKB tutvonal aktivalédasa jelentés szabalyozo,

neuroprotektiv hatassal is bir [117].

1.3.2.2 Az inzulin és az autofagia kapcsolata

A PI3K/Akt/PKB tutvonal aktivalja a ,,mammalian target of rapamycin complex 17
(MTORC1) komplexet. A folyamat hatasara csokken az autofagia és fokozodik a
neurondlis protein szintézis. Fiziologias koriilmények kozott ez fontos egyensulyt teremt
a két folyamat kozott, tovabba feltételezhetd, hogy a szinaptikus plaszticitas és memoria

kialakulasaban, fenntartasaban is fontos szerepet jatszik [121, 122].

1.3.2.3 Az inzulin antiapoptotikus hatasai

Az Akt/PKB aktivalasa a proapoptotikus fehérjék gatladsa révén az apoptozistdl is védi a
sejteket. Ilyen fehérje a B sejt limfoma-2 (Bcl-2) csalad tagja, a BH-3 domén (Bad),
illetve az apoptozisban fontos szerepet jatszo kaszpazok koziil, az egyik legfontosabb

iniciator kaszpaz, a kaszpaz-9 [117].

Az inzulin egy tovabbi neuroprotektiv hatdsa a PKB/Akt aktivalasa révén a ,,forkhead
box O” (FoxO) transzkripcios faktor csalad inaktivalasaval magyarazhato. A FoxO

faktorok szamos funkcidval rendelkeznek, de neuronokban azt talaltak, hogy elsésorban

crcr

gatlasuk védi a neuronokat a sejthalaltol [123].
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1.3.2.4 Az inzulin hatasa a GSK-3 jelatviteli utvonalra

A GSK-3 enzim szerepét elséként a glikogén metabolizmusban irtak le [124], de ma mar
tudjuk, hogy szamos szubsztratja €s funkcioja van. Két eltéré formajat ismerjiik, ezek az
a ¢és B enzimek, melyek két eltérd gén termékei. Jelentds homologiat mutatnak a
katalitikus doménjiiknél, de kiilonbdznek az N-, és C-terminalis szakaszukban. A GSK-3
konstitutivan aktiv, jelentés mértékben expresszalja szamos szovet, de kiemelkedd a
szintje az agyban [125]. Az enzim aktivitasat specialis régiok foszforilacidja hatarozza
meg. A legfontosabb ilyen folyamat a GSK-3a esetében a szerin 21 és a GSK-3p esetében
a szerin 9 foszforilacioja, ami inaktivalja a kinaz aktivitasat. Szadmos kinaz képes a szerin
21/9 foszforilacigjara, tobbek kozott az Akt/PKB, protein kindz A és C is.
Kovetkezésképpen az inzulin jelatvitel fontos szabalyozo szerepet jatszik a GSK-3 enzim
aktivitasaban a kinaz gatlasa révén. A GSK-3 tirozin foszforilacioja az aktivalodashoz
sziikséges, ezt kiilonféle tirozin kinazok végzik, de autofoszforilacidval is 1étrejohet

[126].

A GSK-3 jelentdségét mar szdmos tanulmany igazolta. Transzgénikus egér kisérleteken
kimutattak, hogy az eltéré izoformak kiilonb6zé neurologiai karosodashoz vezetnek.
Allatokban a GSK-3p delécidja letalis, ugyanakkor a heterozigota egyedek tulélnek, de
fokozott szorongast és csokkent felfedezé készséget mutatnak [127, 128]. A neuron-
specifikus kilitése a GSK-3a enzimnek az 4llatokban csokkent szorongéssal,
mozgékonysaggal és agresszioval jar [129]. Egyéb vizsgalatok azt is igazoltak, hogy a
GSK-3 aktivitas sziikséges a neuronalis fejlodéshez, tobbek kozott a neurogenezishez,
migracidhoz, az axonalis novekedéshez és szabalyzdsdhoz, tovabbd a szinaptikus
plaszticitas megfeleld miitkodéséhez [130]. Az enzim tulzott aktivitasa viszont szamos
patologiai folyamattal, példaul a mar emlitett tau-fehérje hiperfoszforilaciojaval fiigg

Ossze, igy Alzheimer-kor kialakulasahoz vezethet [126].
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5. dbra: Az inzulin jelatvitel sematikus abrazolasa. Az inzulin kotédik az inzulin
receptorhoz (IR) és az inzulin-szerii novekedési faktor-1 receptorhoz (IGF-1R),
amelyek tirozin kinaz (TK) aktivitassal rendelkeznek. Aktivalédasuk soran inzulin
receptor szubsztratot (IRS) foszforilalnak és ezaltal aktivalnak. Az IRS tobbek
kozott aktivalja a mitogén-aktivalt protein kinazt (MAPK) és a foszfatidilinozitol-3
kinazt (PI3K). A PI3K tovabbi foszforilacio révén aktivalja a szerin/treonin kinaz
protein kinaz B-t (Akt/PKB), aminek szamos célpontja ismert. Fokozza a gliikoz
transzporter 4 transzlokaciojat a plazmamembranba, és ezaltal a gliikkoz
metabolizmust, serkenti a ,mammalian target of rapamycin complex 1” (INTORC1)
utvonalat, ami fokozza a protein szintézist és csokkenti az autofagiat.
Antiapoptotikus hatast is kivalt a BH-3 domén (BAD) proapoptotikus fehérje
»forkhead box O” (FoxO) transzkripcios faktor csalad inaktivalasaval. Az enzim a
glikogén-szintaz kinaz-3 (GSK-3) szerin foszforilaciéjaval inaktivalja azt, ezzel

megakadalyozva a tilzott mértékii tau-fehérje foszforilaciot [116, 117, 122, 130].
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1.3.3 Az inzulin centralis hatasai

Az inzulin a kdzponti idegrendszerben elsésorban a kognitiv funkcidkban jatszik fontos
szerepet, fOként a memoria és tanulasi folyamatokban. Egy in vivo vizsgalatban
kimutattak, hogy patkanyok hippocampusaba injektalt inzulin dézis-fiiggden befolyasolta
az allatok mentalis képességeit. Alacsony inzulin koncentracié rontotta, kdzepes nem
befolyasolta ¢s magas dozis pedig javitotta azt [131]. Még nem tisztazott, hogy miként
fokozza az inzulin ezeket a folyamatokat, de feltételezhetd, hogy a hattérben a gliikéz
metabolizmus €s a neurotranszmisszio befolyasoldsa all. Ahogy korabban mar emlitésre
teriiletén, ahol kordbban mar 6sszefliggésbe hoztak a kognitiv folyamatok serkentésével
[132]. Ezen kiviil felmeriilt, hogy az inzulin fokozhatja az LTP-t PI3K medialt médon.
Az LTP kialakuldsaban ¢és fenntartasaban kiemelkedd szerepe van az NMDA-receptor
kapcsolt ioncsatornanak. Az aktivalt PI3K facilitalja a csatorna miikodését, igy mindkét
faktor pozitivan befolydsolja a szinaptikus plaszticitdst, LTP-t. Az inzulin tovabbi
centrdlis hatasai kozott felmertiilt, hogy csokkentheti az acetilkolin blokadot, tovabba

magas koncentracioban csokkentheti a neuronalis noradrenalin visszavételt is [117].

1.3.4 Az inzulin, az inzulin receptor és az inzulin jelatvitel Alzheimer-korban

Az inzulin jelatvitel zavarat mar a periférian és a kozponti idegrendszerben is
megfigyelték Alzheimer-korban, diabéteszben €s dregedés soran [133, 134]. Id6s korban
csokken az agyi inzulin koncentracio és a receptorok szdma is, ezeket a valtozasokat, az
inzulin jelatvitel diszfunkciojaval is Osszefiiggésbe hoztak, igy mar 1998-ban Frolich és
munkatarsai az Alzheimer-koért ,,Inzulin rezisztens cerebralis allapot” jelzdvel irtadk le
[134]. Késobb tobb vizsgalat utan azt is megallapitottak, hogy a neurodegenerativ
korképben csokken, tobbek kozott az agyi inzulin, az IR, a PI3K és az Akt/PKB mRNS
¢s fehérje szintje. Mivel ezek mind jelentds képviseléi az inzulin szignél
transzdukcidjanak, igy sokan Ill-as tipust diabétesznek nevezték az allapotot [135].
Ahogy mar a fentiekben targyalasra kertilt, az Alzheimer-kor kialakuldsa egy nagyon
komplex folyamat kdvetkezménye, az inzulin és annak jelatviteli zavara szdmos ponton

kapcsolodik a betegség patomechanizmusahoz.
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1.3.4.1 Az inzulin és a Ap metabolizmus kapcsolata Alzheimer-kérban

Az inzulin kozvetleniil moduldlja a kdzponti idegrendszer neuronjait, szabalyozza a
sejtek életképességét, a szinaptikus plaszticitast, ugyanakkor kdzvetetten is befolyasolja
ezeket, tobbek kozott az inzulin degradaldé enzimen (IDE) keresztiil [117]. Az IDE
megtalalhatdo a sejtek citoplazmajaban, peroxiszomajaban ¢és ER-ban is. Az inzulin
lebontasa mellett szubsztratjai kozé tartozik az IGF-1, IGF-2, amylin, glukagon, -
endorfin és nem utolsé sorban az AP is. A szubsztratok koziil az inzulint a 2-es tipust
IDE gén a 10-es kromoszoman taldlhatd, kiillonbdzo varidnsait és a 2-es tipusu diabétesz
kapcsolatat mar szamos populacioban megfigyelték [137], tovabba a jelenséget késoi
Alzheimer-korban is kimutattak. Allatkisérletek alatamasztottak a feltételezést, miutan
korai és fokozott AP akkumulaciot tapasztaltak olyan patkdnyoknal, akiknél depletaltak
az IDE gént [138]. Tovabba a fokozott IDE aktivitas az IDE és APP duplan transzgénikus
egerekben csokkentette a AP termelddést és aggregaciot [139].

Megfigyelték, hogy az IDE szubsztratjai versengenek az enzimért, de eltérd affinitdst
mutatnak, igy a szubsztratok kozotti egyensuly felborulasa a metabolikus és neuronalis
patogenezist is befolydsolhatja. Egy sejtkultira modellben az inzulin novekvo
koncentracioja specifikusan gatolta az IDE AP lebontasat. Ez magyarazhat6 azzal, hogy
az inzulin affinitasa nagyjabol 20-szor nagyobb az enzimhez, mint az Ap-¢é [140]. Egy in
Vvivo tanulmanyban is csokkentette az AP lebontasat a ndvekvo inzulin szint patkanyok

agyaban [141].

1.3.4.2 A neuroinflammacié és a PI3K-Akt/PKB jelatviteli ut Alzheimer-kérban

Kronikus, alacsony szintli gyulladas tipikus jellemzdje a 2-es tipust diabétesznek és az
Alzheimer-kornak [122]. Gyulladasos citokinek, példaul TNF-a emelkedett
tovabba diabéteszes egyének periférias szoveteiben. Korabban mar emlitésre keriilt, hogy
a periférids és kozponti idegrendszert érintd gyulladast nem lehet egyértelmiien
elkiiloniteni, ez Osszefiiggésben allhat azzal a ténnyel, hogy a 2-es tipusu diabéteszben
szenvedo betegeknek 2-4-szer nagyobb valoszinliséggel alakul ki a neurodegenerativ kor

[142]. A TNF-a kiemelt szerepet jatszik a periférias inzulin rezisztencia kialakulasaban.
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A JNK utvonal aktivalasaval fokozza az IRS szerin foszforilaciojat, ami gatolja annak
mikodését, kovetkezésképpen az egész kaszkadot [143]. Alzheimer-korban mar
kordbban emlitésre keriilt, hogy a neuroinflammacionak kiemelkedd szerepe van. A
folyamat soran megfigyelheté a kronikus mikroglia aktivacio, ami fokozott TNF-a ¢és
egyéb gyulladasos citokinek termelédésével jar, ami ugyancsak a JNK utvonal
aktivacigjahoz vezethet mds patologids, a betegség progressziojat fokozd
mechanizmusok mellett [15]. Egy tanulmanyban az inzulin magas, akut dozisa fokozhatta
az agyl gyulladdsos valaszt az egyébként egészséges egyének cerebrospinalis
folyadékjaban tapasztalt megemelkedett gyulladasos citokin szintek alapjan. Ugyanebben
a vizsgalatban a hiperinzulinémia a plazmaban magasabb AP koncentraciot
eredményezett. Ezek arra utalnak, hogy a magas inzulin szint a neurondlis gyulladéassal
¢s a karosodott AP metabolizmussal is Osszefiiggésbe allhat, az utdbbi feltehetden a mar
emlitett IDE enzimért valdo kompeticid6 miatt [140]. Bomfim és munkatarsai a AP
oligomerekrdl is kimutattdk, hogy fokozzdk a JNK utvonalat AP plakkot termeld
transzgénikus egerek agyédban ¢és Alzheimer-korban szenvedd betegek postmortem
agyszovetében, igy neuronoknal ez a folyamat is az IRS gatlasat eredményezheti [144].
Az IRS gatlasa kovetkeztében Alzheimer-koérban csokken az inzulin-PI3K-Akt/PKB
jelatviteli folyamat komponenseinek foszforilacioja is, ami szamos karos

kovetkezménnyel jar [135].

Az egyik kovetkezmény az mTORCI1 csokkent aktivitdsa. Alzheimer-korban
megfigyelték, hogy a neuronokban nagyobb szdmban fordulnak el autofagoszomalis
vezikulumok, de az még nem tisztazott, hogy az mTORCI1 aktivitas csokkenése miatt
fokozddik az autofagoszomak termelddése, vagy az autofagia késdbbi 1épéseinek, példaul
a lizoszomalis klirensz zavaraval magyarazhat6é a jelenség [145]. Mindenesetre a jol
miikodé autofagia protektiv folyamat, ennek karosodasa a toxikus faktorok
eliminacidjanak csokkenéséhez és kovetkezésképpen fokozott apoptodzishoz vezet. Mivel
az inzulin-PI3K-Akt/PKB utvonal gatolja bizonyos proapoptotikus fehérjék keletkezését,
igy annak kérosodasa szintén fokozza a betegségben amugy is jellemzd fokozott
programozott sejthalalt [122]. Egészséges egyéneknél, az inzulin jelatvitel eredménye,
hogy csokken a GSK-3 aktivitasa, de természetesen agyi inzulin rezisztencianal ez a

folyamat is zavart szenved.
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1.3.4.3 A GSK-3 és az Alzheimer-kér kapcsolata

Ahogy mar korabban emlitésre keriilt, a tau-fehérjét szamos kinaz képest foszforilalni,
de ezek koziil az egyik legjelentdsebb a GSK-3 B-izoformaja. A tau-fehérjének 85
foszforilacidos helye ismert, ezek koziil 40 olyan, ami az oldhatatlan formajaban
foszforilalva lehet és 23, amit a GSK-3p foszforilalni tud [146]. Transzgénikus egerekkel
végzett vizsgalatok kimutattak, hogy talexpresszalt GSK-3p neurodegeneraciot idézett
elé az allatokban és az enzim foszforilalta a tau-fehérjét Alzheimer-kérra jellemzé
foszfoepitopokon [147, 148]. Tovabba transzgénikus Drosophila modellben a GSK-3f és
tau-fehérje ko-expresszioja jelentésen ndvelte a tau-protein foszforilaciojat és neuronalis
pusztulast valtott ki [149]. A GSK-3 gatlasa csokkentette a koros fehérje foszforilaciojat,
kimutattak a GSK-3f és a neurofibrillaris kotegek kolokalizacidjat [152], tovabba aktiv
GSK-3p jelenlétét neurondlis citoplazmaban a tau-hiperfoszforilacio kezdeti szakaszaban
is [153]. Ujabban leirtak, hogy a GSK-3 enzim polimorfizmusa jelentds rizikofaktora
lehet a sporadikus korképnek [154].

A tau-fehérje mellett a AP plakkok keletkezésében is szerepet jatszik a GSK-3 enzim. A
GSK-3a szelektiv gatlasaval Phiel és munkatarsai tobb, mint 40%-o0s csokkenést
tapasztaltak az AB40 és AP42 mennyiségében kinai horcsdg ovarium sejtekben, ami
stabilan expresszalt APP-t [155]. Tovabba a GSK-3f enzim szerepét is kimutattak az APP
metabolizmusaban és igy a fokozott AP produkcioban [155]. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a GSK-3 fokozott aktivitasa is nagyon jelentds szerepet jatszik a betegség Osszetett,

bonyolult patomechanizmusaban.

1.3.5 Lehetéségek az Alzheimer-kor gydgyszeres kezelésére az inzulin rendszeren
keresztiil

Az Alzheimer-kor kezelése sajnos a mai napig meg nem oldott probléma. Szamos

gyogyszer all rendelkezésiinkre, ami csokkenti a tiineteket, de valds javulast egyeldre

egyik sem biztosit. Mivel az Alzheimer-kér ¢és a 2-es tipusi diabétesz

crer

gyogyszerek hatasa elényos lehet a neurodegenerativ betegség kezelésében is [156].
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1.3.5.1 Inzulin

Az inzulin terdpia, feltehetéleg az inzulin/PI3K/Akt/PKB utvonalon keresztiil csokkenti
a kognitiv hanyatlast és javitja a memoriat felnott, Alzheimer-kérban szenvedd
betegeknél. Ugyanakkor szisztémas adagolas esetén kevésse penetral az agyba és fokozza
a hipoglikémia kockazatat. Emiatt szamos vizsgalatban tesztelték az intranazalis inzulint,
ami jelentsebb centralis koncentraciot eredményez [157]. In vitro koriilmények kozott
az inzulin csokkentette az apoptozist, in vivo pedig szabalyozta a tau-foszforilaciot, az
APP metabolizmust és az AP klirenszet [158]. Egészséges, enyhe kognitiv hanyatlasban
¢s Alzheimer-koérban szenvedd betegeknél az intranazalis inzulin javitotta a memoriat és
a betegek hangulatat. Ezek a hatdsok dozis-fliggének mutatkoztak és az APOE genotipus
is befolyasolta a hatast [156, 157].

1.3.5.2 Szulfonilureak

A szulfoniluredk fokozzdk az inzulin szekrécidt a hasnyalmirigy B-sejtjeibdl az ATP-
érzékeny K'-csatorna gatlasaval. Preklinikai vizsgalatokban igéretes eredmények
sziilettek, a vegyliletek neuroprotektiv hatast fejtettek ki [156]. Egy 8 éves klinikai
prospektiv vizsgalatban a betegek szulfonilureat és metformint (Isd. késdbb) kaptak
kombinécioban és esetiikben csokkent a demencia kialakuldsénak rizikoja, ugyanakkor
egy eset-kontroll vizsgalat azt talalta, hogy a kronikus szulfonilurea terdpidnak nincs

kognitiv rizikocsokkent6 hatasa [159].

1.3.5.3 Metformin

A metformin csokkenti a gliilkoz termelddést a majban, mérsékli az inzulin rezisztenciat
¢s elsGvonalbeli szer 2-es tipusu diabéteszben. A hatéanyag gyorsan atjut a vér-agy gaton
és szamos agyi teriileten eloszlik. Human neuronalis dssejteken neuroprotektiv hatast
fejtett ki, javitotta a mitokondrialis funkciot [160]. A metformin neurodegenerativ
betegségekre kifejtett hatasai ellentmondasosak. Egy in vitro kisérletben csokkentette a
tau-foszforilaciot [161], de volt olyan tanulmany is, ahol novelte a sejtek AP termelését
[162]. Human megfigyeléses vizsgalatokban a szer csokkentette a demencia mértékét
olyan betegeknél, akik inzulin rezisztencia indikdcidban metformin kezelés alatt alltak

[163]. Ugyanakkor egy masik tanulmanyban, ahol Alzheimer-kérban szenvedo betegeket
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vizsgaltak, a vegyiilet fokozta a kognitiv hanyatlast, feltehetéleg a metformin-indukalt
B12 vitamin hiany miatt. Ez a hatds mérséklodott a vitamin potlasa utan [164].
Kovetkezésképpen tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy el lehessen donteni, alkalmas-

e a hatdéanyag a demencia megeldzésére, kezelésére.

1.3.5.4 Tiazolidindionok

A tiazolidindionok potens és szelektiv agonistdi a peroxiszoma proliferator-aktivalt
receptor-y nukledris receptornak, ami fokozza az inzulin szenzitivitdst az izomban,
zsirszovetben és majban. Tovabba a vegyiiletek rendelkezhetnek neuroprotektiv hatassal,
csokkentik az inflammatorikus gének expresszidjat, aminek nagy jelent6sége van
Alzheimer-korban [156]. A csoport egyik képviseldje a pioglitazon, ami képes atjutni a
vér-agy gaton és csokkenteni tudta a glialis aktivaciot [165]. Egy egér kisérletben a
pioglitazon 4 honapos kezelés utan javitotta az Akt/PKB jelatvitelt, igy csokkentette,
tobbek kozott, a tau-foszforilaciot [166]. Egy masik vizsgalatban leptinnel kombinalva az
AP szintet is csokkentette [167]. Human vizsgalatban 2-es tipusu diabétesz indikacioban
adagolt pioglitazon javitotta a kognitiv funkciot és fokozta a cerebralis vérkeringést [168],
de egy nem-diabéteszes, ugyanakkor Alzheimer-korban szenvedd betegeket vizsgalo

tanulmanyban nem tapasztaltak mentalis javulast a szer hatasara [169].

1.3.5.5 Glukagon szerii peptid-1 (GLP-1) receptor agonistak

Az antidiabetikumok egy masik fontos csoportja a GLP-1 anal6gok. A GLP-1 egy
intesztinalis inkretin peptid, ami a gliikdz-dependens inzulin szekréciot fokozza és gatolja
a glukagon szekréciot. Trofikus hatdsa is van, stimuldlja a B-sejtek neogenezisét,
novekedését, differencialodasat és gatolja az apoptdzisukat [156]. A GLP-1 analogok,
példaul a liraglutid és az exenatid atjutnak a vér-agy gaton és a centralis GLP-1
receptorokhoz is kotddnek. Az agonistaknak neuroprotektiv tulajdonsaguk van.
Alzheimer-kor egér modellben a hatéanyagok csokkentették az apoptdzis mértékét,
gatoltak az oxidativ stresszt és az AP tovabbi kéros hatasait, a tau-hiperfoszforilaciot,
valamint javitottak a szinaptikus plaszticitast, a mitokondrialis funkciét és a fizikai
aktivitast [170-172]. Hatasukban fontos tényez6 lehet a centralis inzulin rezisztencia

javitasa, amit szintén tobb kisérletben kimutattak [17, 173]. Még tovabbi vizsgalatok
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sziikségesek, hogy meg lehessen allapitani, hogy alkalmasak-e ezek a szerek a
neurodegenerativ betegségek kezelésére, de mindenképpen elényds tulajdonsaguk, hogy
nem befolyéasoljak a normal vércukorszintet, igy biztonsdgos az alkalmazisuk nem

diabéteszes betegeknek is [156].

1.3.5.6 Dipeptidil peptidaz-4 gatlok

A dipeptidil peptidaz-4 a GLP-1 bontasaért felel, igy gatlasaval az endogén GLP-1 hatés
fokozhato. Neuroprotektiv hatasuk igy valosziniileg az inkretineken keresztiil érvényesiil.
Alzheimer-kor allatmodellben csokkentették a tau-hiperfoszforilaciot, az AP képzédést
¢és javitottak a memoriat [174]. Id6s betegek esetében, akiket 2-es tipust diabétesz
indikacioban kezeltek a szerekkel azt tapasztaltak, hogy csokkent vagy elmaradt a
kognitiv hanyatlas [175].

1.3.6  Osszefoglalas

Az Alzheimer-kor egy nagyon komplex betegség, jelenleg lehetetlen meghatarozni, hogy
mi az elsé kivaltd tényezd, hisz a kiilonboz6 patologias folyamatok egymassal
Osszefiiggenek, egymast erdsitik. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy a nem
megfeleld életmdd, a kevés mozgas, a talzott kaldria bevitel jelentds rizikofaktor az 1d6s
kor mellett. Ennek oka lehet, hogy ezek elhizdshoz és inzulin rezisztencidhoz
vezethetnek, ami jelentOs szerepet jatszik a neurodegenerativ betegség kialakulasdban.
Az, hogy az inzulin szenzitivitast célzo gyogyszerkészitmények igéretes eredményeket
mutatnak a kognitiv funkci6 javitasaban szintén bizonyitja a folyamat fontossagat. gy a
centralis inzulin rezisztencia pontos ismerete, megfeleld modellezése hozzajarulhat
ahhoz, hogy a jovoben megel6zhetd, kezelhetd legyen ez a stlyos neurodegenerativ
betegség. Sok in vitro és in vivo tanulmany vizsgalja a patologias jelenséget és a
lehetséges preventiv, valamint protektiv terdpids megoldasokat. Szdmos moddszert
fejlesztettek ki, amivel jol modellezhetd a kozponti inzulin szenzitivitas zavara. A sok
diabetogén vegyiilet koziil az egyik leggyakrabban vizsgalt hatdbanyag a sztreptozotocin,
amelyet mind in vivo és in vitro kisérletekben is alkalmaznak [116]. A tovabbiakban ezt

a vegyiiletet szeretném ismertetni.
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1.4 A sztreptozotocin

A molekulat eredetileg a Streptomyces achromogenes mikroorganizmusbo6l izolaltak.
Szerkezetét tekintve a vegyiilet egy gliikozamin-nitrozourea (6a. abra), mely nagy
affinitassal rendelkezik a sejtfelszini GLUT2 transzporterhez, ami elsGsorban a
hasnyalmirigy B-sejtjein talalhato, igy a molekula szelektiv toxicitast mutat erre a
sejttipusra  [176]. A transzporter szerepét a sejtkarositd hatasban igazolta, hogy
inzulindma sejtvonalon a csokkent GLUT-2 expresszié6 mérsékelte a sztreptozotocin
toxikus hatasat [177]. Intracellularisan a vegyiilet karositja a DNS-t és a sejtek szétesését
eredményezi [178]. A folyamat hatterében foként a DNS aliklezése all, ami a molekula
nitrozourea részével magyarazhat6. Ez elsésorban a guanin O° pozicidban torténik, de a
sztreptozotocin injekcid hatdsara kiilonbozéen metilalt purinokat talaltak patkanyok

szoveteiben [179].

A sztreptozotocin NO donor is, ami szintén hozzajarul a sejtek destrukcigjahoz. A
vegyiilet nem spontan NO donor, intracellularis metabolizmus utjan szabadul fel a

mediator, a NOS enzim nem jatszik szerepet a termelddésében [180].

A DNS karosodasa a ROS-ok fokozott keletkezésével is magyarazhatd, ami részben a
sztreptozotocin mitokondrialis hatdsaval részben a fokozott xantin-oxidaz aktivitasaval
magyarazhato. Azt talaltak, hogy a szer gatolja a Krebs ciklust és kovetkezésképpen
csokkenti a mitokondrium oxigén fogyasztasat. Ez jelentdsen csokkenti az ATP termelést,
amihez az emelkedett intracellularis NO koncentraci6 is hozzédjarul. A fokozott ATP
defoszforilacié noveli a xantin-oxidaz szubsztrat ellatasat és igy tobb hugysav keletkezik,
és olyan folyamatok jatszodnak le, amivel ndvekszik cellularis szuperoxid-anion

produkcio [181].

A sztreptozotocin elsésorban a DNS alkilalasaval fejti ki toxikus hatasat, de a NO és ROS
medidlt DNS-kéarosodas is nagyon fontos tényezd. Ezek a folyamatok egyarant
hozzajarulnak a poli-ADP-ribozilacidhoz, ami szerepet jatszik a cellularis nikotinamid-
adenin-dinukleotid (NAD") szint csokkenésében, ami szintén csokkent ATP termeléshez
vezet (6b. abra) [182, 183].
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6. dbra A sztreptozotocin szerkezete (A) [176] és hatasmechanizmusa (B) [181]. A
sztreptozotocin foként a DNS alkilalasaval fejti ki citotoxikus hatasat. Ez poli-ADP-
ribozilaciohoz vezet, ami csokkent nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD*) és ATP
szinthez vezet. A vegyiilet tovabba emeli a nitrogén monoxid (NO) szintet, ami
mitokondrialis karosodast és csokkent ATP termelést eredményez. A folyamat
kovetkeztében aktivalodik a xantin-oxidaz (XOD), ami fokozza az intracellularis
szabadgyok termelédést. Ez az utvonal is DNS karosodashoz és poli-ADP-
ribozilaciohoz vezet [181].

A sztreptozotocint alkalmazzak citotoxikus hatdsa miatt daganat terdpiaban,
neuroendokrin tumorok kezelésében [184], de in vitro és in vivo modellekben is széles
korben hasznaljak. Allatkisérletekben az adagolasi protokoll fiiggvényében a vegyiilet
alkalmas 1-es és 2-es tipusu diabétesz kivaltasara is, st intrecerebroventrikularis (icv.)

injektalas esetén agyi inzulin rezisztenciat is okozhat [116].

1.4.1 Sztreptozotocin indukalta 1-es tipusu diabétesz
Ahogy mar emlitésre keriilt a sztreptozotocin szelektiven képes elpusztitani a
hasnyalmirigy B-sejtjeit, ami inzulin hianyt, hiperglikémiat, polidipsziat és politriat idéz

el6, ezzel jOl utdnozva a human 1-es tipusu cukorbetegséget [185]. A vegyiilet hatasara

38



DOI:10.14753/SE.2021.2541

szamos faj érzékeny, példaul a patkany, az egér, a nyul és a majom is. Leggyakrabban
patkany és egér kisérletben alkalmazzdk a hatdanyagot. Patkanyok esetében altalaban
egyszeri intravénas vagy intraperitonealis injekcioban, 40-70 mg/kg ddzisban adagoljak
a vegyiiletet, 8-10 hetes allatoknak. A legtobb kutatdcsoport a 65 mg/kg dozist tartja a
korkép kivaltasara a legmegfelelobbnek. Egér esetében egyszeri, nagy dozisa (200
mg/kg) intraperitonedlis injekcid 48 ora alatt teljes B-sejt nekrozist és diabéteszt okoz,
ugyanakkor ez a kezelési moddszer nagyon toxikus az allatok szadmara, igy sokkal
elterjedtebb a tobbszori, 5 napon keresztiil zajld, alacsonyabb dozisu (40 mg/kg)
sztreptozotocin kezelés intraperitonealis injekci6 formajaban. Szamos munkacsoport
igazolta, hogy az allatok neme is befolyasolja a diabétesz kialakulasat, ugyanis a néstény
egyedek kevésbé érzékenyek a sztreptozotocin hatisara. Tovabba az is kihivast jelent,
hogy a kezelés hatasara az allatok egy része rogton a kezelés utan elpusztul a nagy
mennyiségli inzulin felszabadulas és kovetkezésképpen 1étrejové stlyos hipoglikémia

miatt a fokozott B-sejt nekrozis soran [186].

1.4.2 Sztreptozotocin indukalta 2-es tipust diabétesz

Tobb modszer ismert, amivel 2-es tipust diabétesz modellezhet6, a sztreptozotocin
gyakran a protokoll része. Gyakori és konnyen kivitelezheté a magas zsirtartalmu diéta
¢s a vegylilet kombinalasa patkany és egér modellekben. A mddszer hatterében az all,
hogy az allatok szervezetében a zsirban gazdag étrend hatasara inzulin rezisztencia alakul
ki, majd az alacsony dozisu sztreptozotocin kezelés elpusztit annyi B-sejtet, hogy
konstans hiperglikémias allapot is bekovetkezzen [187]. Els6ként ezt a modszert Reed és
munkatarsai alkalmaztak, 6k Sprague-Dawley patkdnyokat 7 hétig etettek magas
zsirtartalmu tappal, majd kezelték ket 50 mg/kg sztreptozotocinnal intraperitonealisan.
Az éllatoknal kialakult az inzulinrezisztencia, hiperglikémia ¢és jol reagaltak
antidiabetikumokra, példaul metformin kezelésre [188]. A modellt szamos kutatocsoport
alkalmazza, de kisebb eltérések vannak a kezelés id6tartamaba és a Sztreptozotocin
doziséban. Altalanossagban a diéta kaldriatartalménak 40-50%-a lipidekbél szarmazik és
4-8 hétig tart a taplalas, a vegyiilet dozisa 20-50 mg/kg kozott valtozik. Néhanyan azt
tapasztaltdk, hogy 20 mg/kg még nem fejtette ki a kivant hatast, mig 40 mg/kg mar
toxikusnak mutatkozott, sok allat elpusztult az injekcié beadasat kdvetd napokban. A

gliikdz és inzulin metabolizmus karosodasan kiviil diabéteszes neuropatiat is kimutattak
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a kezelés hatasara. Osszességében elmondhato, hogy ez a médszer alkalmas a 2-es tipusu
diabétesz megfelelé modellezésére a preklinikai vizsgilatokban [187]. Onmagaban
alacsony vagy kozepes dozisu sztreptozotocin rovid tavi alkalmazasat is vizsgaltak és azt
tapasztaltak, hogy a kezelés hatasara romlik az inzulin szenzitivitas, az IR szamanak és

autofoszforilaciojanak csokkenésével [116].

1.4.3 A sztreptozotocin intracerebroventrikularis alkalmazasa

Kiindulva abbdl, hogy az inzulin és az inzulin receptor is megtalalhaté a kodzponti
idegrendszerben  kifejlesztettek egy modellt az agyi inzulin rezisztencia
tanulmanyozasara [189]. Ehhez a szisztémas adagolashoz képest joval alacsonyabb
dozisban, leggyakrabban 1-3 mg/kg sztreptozotocinnal kezeltek patkanyokat
intracerebroventrikularisan adott, egy- vagy kétoldali injekcioval [116]. A kezelés

hatasara szamos valtozast figyeltek meg.

1.4.3.1 Neurokémiai, strukturalis és kognitiv valtozasok a kezelés hatasara

Viltozott az agyi gliikdz és energia metabolizmus. Harom héttel a sztreptozotocin
beaddsa utan szignifikdnsan nétt a cerebralis gliikoz, ADP és glikogén szint, tovabba a
gliik6z felhasznalas tobb, mint 40%-al csokkent [189, 190]. A gliik6z metabolizmusban
jelentds javulast hozott, ha az allatokat 5-9 nappal az icv. sztreptozotocin utan 2 hétig
oralis pioglitazonnal kezelték, ami feltehetdleg javitja az inzulin szenzitivitast €s

neuroprotektiv tulajdonsaggal bir [190].

A kolinerg transzmisszidban is valtozast észleltek. Egy héttel a vegyiilet beadasa utan a
patkanyok agyaban szignifikdnsan csokkent a kolin-acetiltranszferaz szintje és ez a
valtozas még 3 hét mulva is észlelhetd volt [191]. Az acetilkolin-észteraz aktivitasaban
novekedést tapasztaltak, de mindkét enzim esetében a valtozds megeldzhetd volt az

antioxidans hatast koenzim Q10 kronikus, intraperitonealis adagolasaval [192].

Jelentdsen fokozta az agyi oxidativ stressz kialakulasat, NO szintet a hatéanyag 1-8 héttel
a beadast kovetden, de kiindulva a szer hatdsmechaizmusabdl ez nem meglepd valtozas
[116, 181]. Tovabba ennek mértéke szintén csokkenthetd volt kronikus koenzim Q10
kronikus kezeléssel [192].
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Morfoldgiailag is jelentds valtozasokat tapasztaltak a kiilonb6zé munkacsoportok mar 1
héttel a szer beadasat kdvetden a kezelt allatok koratol fiiggetleniil [116]. Sztreptozotocin
hatasara jelentds novekedést tapasztaltak az asztrogliézis markere, a glialis fibrillaris
savas protein (GFAP) szintjében, mely az asztrocitak tipikus reakcidjara utal a neuronalis
karosodas hatasara [193]. A kezelés hatasara fokozodtak tovabba az inflammatdrikus

folyamatok, a mielin és axonalis neurotoxicitas és a sejtpusztulas [193].

Az éllatok kognitiv képességei is csokkentek mar 2 héttel a vegylilet beadasa utan. A
valtozas kronikusnak és progresszivnek bizonyult, 12 héttel a kezelés utan is
megfigyelhetd volt, abban az esetben is, ha csak egyszeri injekciot kaptak. Ez a jelenség
nem mutatkozott kor-fliggének, ugyanakkor azt tapasztaltak, hogy alacsonyabb dozisok
mérsékeltebb romlast eredményeztek [116, 194]. A hatas pontos mechanizmusa nem
tisztazott, de vélhetden az energiametabolizmus, a kolinerg transzmisszié zavara, az

oxidativ stressz ¢s a direkt neurotoxicitas egyarant szerepet jatszik a jelenségben [116].

1.4.3.2 A vegyiilet hatasa az agyi inzulin jelatvitelre

Kevés tanulmény vizsgalta az icv. sztreptozotocin injekci6 hatasat az inzulin jelatvitelre,
de azt kimutattak, hogy az agyban teriilet specifikusan valtozas tapasztalhatd az inzulin
rendszerben és a 12 hetes vizsgalat soran jelentds progressziot is megfigyeltek [194, 195].
A hippocampus €s forntoparietalis cortexben is csokkent az inzulin és az IR gének
expresszidja. A PI3K jelatvitel is régio specificitast mutatott, a hippocampus teriiletén 4
hét utan nem volt véltozas az Akt/PKB expresszidba, de 12 hét utan mérséklddott, a
frontoparietalis részen 4 hét utdn csokkenést, majd 12 hét mualva novekedést lehetett
tapasztalni az expresszio mértékében. A teljes GSK-3 szint nem valtozott, de a
hippocampusban 12 hét elteltével csokkent a foszfo-GSK-3/GSK-3 arany, ami a GSK-3
fokozott aktivitasara utal. Az icv. sztreptozotocin kezelés utan 4 és 12 héttel is nétt a tau-
fehérje expresszidja €és foszforilaciojanak mértéke. AB-szerli aggregatumok 4 hét utan
nem, de 12 hét utan megfigyelhetéek voltak [194, 195]. A tanulmany alapjan
kovetkeztethetiink arra, hogy a sztreptozotocin alkalmas lehet in vivo koriilmények kozott

a centralis inzulin rezisztencia és Alzheimer-kor kapcsolatdinak modellezésére.
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1.4.4 A sztreptozotocin neuronalis hatasanak vizsgalata in vitro kisérletekben

Az éallatkisérletek mellett szdmos kutatdcsoport alkalmazta a sztreptozotocin kezelést
neuronalis sejteken cellularis Alzheimer-kér modellezésére, tanulmanyozasara. A
vizsgalatok alapjan egységesen megallapithatd, hogy a vegylilet koncentraciofiiggd
citotoxicitast fejt ki a sejtekre altalanosan millimolaris koncentracid tartomanyban. A
neurondlis sejtek tipusa nagyban meghatarozza, hogy mekkora koncentracié milyen
mértékii karosodast valt ki [196-199]. A sejttipus mellett a sejt érettsége is befolyasolja a
toxicitas mértékét. Isaev és munkatarsai primer patkany cerebellaris granula sejteket
vizsgalt és azt tapasztalta, hogy a 2-3 napos, éretlen sejtkultura jelentds része elpusztul 3-
4 mM sztreptozotocin hatdsara, ugyanakkor, ha a kezelés el6tt 7-8 napot vartak, az
érettebb sejtek mar sokkal kevésbé voltak érzékenyek [200]. Ezzel a jelenséggel mas
munkacsoport is foglalkozott és arra a megallapitisra jutottak, hogy a neurondlis

differencialés, fokozza a sejtek ellenalld képességét kiillonb6zé neurotoxinokkal szemben
[201, 202].

A koncentraciofiiggd toxicitas hatterében szdmos olyan folyamat feltételezhetd, ami jol
korreldl az Alzheimer-kor és/vagy az inzulin rezisztencia patomechanizmusaval.
Megfigyeltek a sztreptozotocin hatdsara mitokondrialis membran depolarizaciot [199,
203], oxidativ stressz [204], neuroinflammacié kialakulasat [204]. Az AP fokozott

termel6dését [204] és nagyobb mértékii tau-protein foszforilaciot is kimutattak [203].

Jelenleg nem ismert olyan kutatds, ami egyértelmiien vizsgalja a sztreptozotocin hatasat
az inzulin szenzitivitdsra neuronalis sejteken, de Biswas és munkatarsai neuronalis
sejtvonalon és asztrocitakon is csokkent glilkoz felvételt mutatott ki [203, 205]. Ezen
kiviil a GLUT transzporterek expressziojanak csokkenését is megfigyelték [205, 206]. A
jelatviteli kaszkad vizsgalataval kisebb mértékii IRS-1 expressziot [207] és alacsonyabb
foszfo-GSK-3 szintet mértek [196, 204]. Tobb vizsgalatban az inzulin kezelés

protektivnek bizonyult a sztreptozotocin-indukalt karosodas ellen [199, 204].
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2. Célkitizések

Munkam soran célul tliztem ki az Alzheimer-kor és inzulin rezisztencia kapcsolatanak

vizsgalatat in vitro sejtes modellben, ehhez az alabbi kisérletek elvégzését terveztem:

A sztreptozotocin hatasanak vizsgalata nem-differencialt, illetve retinsavval
differencialt SH-SYS5Y human neuroblasztoma sejtek €letképességére.

Az inzulin hatdsanak vizsgalata a sztreptozotocinnal kezelt nem-differencialt s
retinsavval differencialt sejtek életképességére.

A nem-differencidlt ¢s retinsavval differencialt sejtek érzékenységének
Osszehasonlitasa a karosodassal, illetve a protektiv kezeléssel szemben.

Annak tanulmanyozasa, hogy sztreptozotocin kezelés hatasara kialakul-e inzulin
rezisztencia a nem-differencialt és retinsavval differencialt sejtek esetében,

illetve, hogy az inzulin érzé¢kenysége fokozhato-e GLP-1 agonistaval.
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3. Modszerek

3.1 Anyagok

A sejtkultara tapoldatat (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12,
DMEM/F12) a Corning (Tewksbury, MA, USA), a fotalis borju szérumot (FBS) a
Biosera (Nuaille, France) cégek szallitottak. A stabilizalt glutamin és nem esszencialis

aminosav oldatok a Pan Biotech (Aidenbach, Németorszag) cégtdl szarmaztak.

Az inzulint, a reszazurin Kitet (TOX8) a Triton X-100-at, a foszfataz inhibitort, az
exenatidot a Sigma (St. Louis, MO, USA) széllitotta. A CytoTox-ONE laktat-
dehidrogenaz kit a Promega (Madison, WI, USA) cégtdl szarmazott. A sztreptozotocint
a Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) biztositotta, ezt kdzvetleniil a
sejtek kezelése elott, frissen oldottuk fel citrat-pufferben (0,1 M, pH 4,5) majd a
tapoldathoz adtuk.

A Western blot reagenseket és a puffer komponenseket Ugy, mint az
akrilamid/biszakrilamid 30% oldatot, az ammonium-perszulfatot, a tetrametilén-diamint
(TEMED), a tris-hidroximetil-aminometant (TRIS), a glicint és a tricint a Sigma
biztositotta. A DuoSet IC, Phospho-GSK-3-0/B (S21/S9) és a GAPDH primer antitestek
az R&D Systems GmbH (Wiesbaden, Németorszag) cégtdl szarmaztak. A Pierce ECL
Western blot szubsztratot és az anti-egér szekunder antitestet a ThermoFisher Scientific

(Waltham, MA, USA) biztositotta.

A Western blot technikahoz hasznalt polivinilidén-fluorid (PVDF) transzfer membrant és

a rontgenfilmeket a Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) szallitotta.

3.2 Sejttenyésztés, differencialas és kezelés

A kisérleteinkhez SH-SYS5Y human neuroblasztoma sejtvonalat hasznaltunk, melyet a
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK) széllitott.
A sejteket 1% stabilizalt glutamin, 1% nem esszencidlis aminosav oldattal és
antibiotikummal kiegészitett, 10%-os FBS tartalmi DMEM/F12 tapoldatban
tenyésztettiik 37 °C, 5% CO. korilmények kozott. A differencialashoz Jahn és

munkatarsai modszeréhez hasonldan [208], a sejtek tapoldatahoz 50 uM retinsavat adtunk
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a 0. napon, a 3. napon cseréltiik a tapoldatot és 0jbol retinsavat adtunk a sejtekhez, a

differencialas 5 napig tartott.

Az ¢életképesség tesztekhez egy nappal a kezelés elott a sejteket 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekre raktuk ki (10* sejt/lyuk), majd 24 ora elteltével a tapkozeget csdkkentett
szérum tartalmu tapoldatra cseréltiik, amely 1% FBS-t tartalmazott. A sejteket kiilonb6z6
hatasanak vizsgalatdhoz a szérum csokkentett tappal vagy sztreptozotocinnal kezelt sejtek
tapoldatdhoz kiilonb6zd koncentracidju inzulint (0, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000 nM)
adtunk. A sztreptozotocint egyszer, a kezelés els6 napjan adtuk a médiumhoz, de a

tapoldatot naponta cseréltiik €s ekkor az inzulin kezelést is ismételtiik.

A Western blot és ELISA mérésekhez a sejteket 10 cm-es Petri-csészékbe raktuk ki
(6x10° sejt/csésze) és a 80-90%-os konfluencia szint elérése utan végeztiik a kezeléseket.
A sejteket szérum csokkentett tappal vagy sztreptozotocinnal kezeltiik, majd 24 6ra mualva
inzulin kezelést végeztiink kiilonbdzd koncentracidban (0, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000
nM) 30 percen keresztiil, majd a sejteket feldolgoztuk jég hideg lizis pufferben (1 mM
EDTA, 0.5% Triton X-100, 6 M karbamid foszfattal pufferelt sooldatban (PBS) oldva),
ami foszfatdz inhibitort is tartalmazott. Egyes kisérletekhez exenatid elékezelést
végeztiink. Kozvetleniil a szérum csokkentett tdpcserét kovetden, 1 oOrdval a
sztreptozotocin kezelés el6tt 100 nM exenatidet adtunk a sejtekhez, majd ezt a feldolgozas

eldtt az inzulin kezeléssel parhuzamosan is megismételtiik.

3.3 Reszazurin redukcids életképesség teszt

A reszazurin redukcio mértékét a gyarto utasitasai alapjan végeztiik. Roviden 24, 48, 72
oOra utan a sejtek tapoldatat 0j, 10% reszazurin oldatot (0,15 mg/ml PBS-ben) tartalmazo
médiumra cseréltiik és 4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a keletkezett fluroeszcens

crer

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) 530/590 nm-en.
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3.4 A laktat-dehidrogenaz enzim felszabaduldsianak mérése

A laktat-dehidrogenaz kibocsatast a gyarto utasitasai alapjan mértiikk. Huszonnégy, 48, 72
oOra utan a sejtek tapoldatat 0sszegylijtottiik az enzim mennyiségének meghatarozasahoz.
Az utolsé napon az intracellularis laktat-dehidrogenaz tartalom méréséhez lizaltuk a
sejteket 1% Triton X-100 alkalmazasaval. A laktat-dehidrogenaz aktivitast
megallapitasahoz a fluoreszcens terméket 590 nm-en detektaltuk microplate

fluoriméterrel, 530 nm-es gerjesztés mellett, a gyartd utasitasai alapjan.

3.5 Western blot analizis

A mintak teljes fehérje mennyiségének meghatarozdséhoz a Bradford modszert
alkalmaztuk [209]. A lizalt sejtekhez Laemmli puffert (0,1% 2-merkaptoetanol, 0,0005%
bromfenolkék, 10% glicerin, 2% SDS, 63 mM Tris-HCI (pH 6,8)) adtunk és a mintakat
denaturaltuk 5 percig 97°C-on tartva. A mintdkat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
valasztottuk el. Az elektorforézist kovetden a fehérjéket PVDF membranra blottoltuk at.
A membrant 0,1% Tween 20-at tartalmazé TRIS-szel pufferelt séoldatban (TBST) oldott
5% sovany tejporral blokkoltuk egy oran keresztil. A membranokat 0,005 pg/mL
GAPDH, 0,5 pg/mL anti-GSK-3, illetve 0,25 pg/mL biotinalt anti-foszfo-GSK-3 primer
antitestet tartalmazo 5%-os sovany tejpor oldatban inkubaltuk 4°C-on egy éjszakéan
keresztiil. Masnap a membranokat TBST-vel haromszor 10 percig mostuk, ezt kovetéen
sztreptavidinnel, illetve 1:1000-hez higitasban alkalmazott anti-egér masodlagos
antitesttel konjugalt tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahdmérsékleten egy oran at. A
specifikus fehérjéket TBST-vel torténd haromszor 10 percig tartdé mosast kdvetden
kemilumineszcens technikaval, rontgenfilmen tettiik lathatova Pierce ECL Western blot

reagens alkalmazasaval. Eredményeinket GAPDH-specifikus sdvokra normalizaltuk.

3.6 ELISA mérés

A GSK-3 foszforilacié kvantitativ meghatarozasahoz ELISA mérést végeztiink a gyarto
utasitasai alapjan. Roviden 100 pL sejt lizatumot pipettaztunk a 4 pg/mL anti-GSK-3-
mal bevont ELISA lemezre, 4 °C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Masnap mostuk
a lemezt és 4 Oraig inkubaltuk szobahdmérsékleten 0,1 pg/mL anti-foszfo-GSK-3

antitestet tartalmaz6 oldatban. Moséast kovetden sztreptavidinnel —konjugalt
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tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahdmérsékleten 40 percig, majd a szubsztrat oldat
hozzaadasa utan 450 és 550 nm-en hataroztuk meg az optikai denzitast Multiskan Ascent
ELISA olvas6 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segitségével. Az

eredményeinket a mintak fehérjetartalmaval korrigéltuk.

3.7 Statisztikai elemzés

Az eredményeinket atlag + atlag standard hibaja formaban adtuk meg minimum harom
parhuzamos mérés értékei alapjan. Az eredményekeinket a kontroll karosodashoz, a
szérum csokkentett koriilményeknél mért értékekhez hasonlitottuk. Az EC50 és Emax
értékeket a nemlineédris regresszidval illesztett koncentracid-hatds gorbék alapjan
becstiltiik meg. A statisztikai kiilonbségek elemzésére egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztunk, majd a kiilonb6z6 adatok dsszehasonlitasara Dunnett post-hoc
tesztet hasznaltunk. Az értékelésnél a kiillonbséget akkor tekintettiink statisztikailag
szignifikansnak, ha p < 0,05 volt. A statisztikai analizis a Prism 8.0 szoftver (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) segitségével késziilt. A szamitasokhoz és az abrak
készitéséhez a Microsoft Excel, Power Point (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA), Prism 8.0 és az Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA, USA)
programokat alkalmaztuk. Az egyes kisérleteket egyenként legalabb haromszor

megismételtiik. Az abrak az 6sszes elvégzett kisérlet eredményeinek atlagat mutatjak.
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4. Eredmények

4.1 A sztreptozotocin hatasa nem-differencialt SH-SY5Y sejtekre

Osszehasonlitottuk a sztreptozotocin citotoxikus hatdsat a szérum csokkentett tap
indukalt karosodashoz képest. A nem-differencialt sejteket szérum csokkentett tapban
0,3, 1, 3, 5, 10 mM sztreptozotocinnal kezeltiik és a sejtek életképességét reszazurin
redukcids teszttel vizsgaltuk, illetve meghataroztuk az laktat-dehidrogenaz enzim

kibocsatasanak mértékét 24, 48 és 72 ora utan.

Az alacsony sztreptozotocin koncentracié (0,3 mM) enyhe, nem szignifikans csokkenést
eredményezett a metabolikusan aktiv sejtek szdmaban, mig magasabb koncentraciok (3,
5, 10 mM) jelentésen rontottak a reszazurin redukald képességet mar 24 6ra utan is. Az 1
mM-os koncentracioé enyhe, ugyanakkor szignifikans akut citotoxicitast eredményezett,
ami fokozatosan er6sodott 2, illetve 3 nap utan, ezzel megfeleléen modellezve a

progressziv, neurodegenerativ folyamatokat (7. abra).

Laktat-dehidrogendz kibocsatési tesztet végeztiink az eredményeink megerdsitéséhez és
azt tapasztaltuk, hogy szérum csokkentett tap, illetve 0,3 mM sztreptozotocin kezelés
hatasara a sejtmembran integritas csak kis mértékben csokkent a 3 nap alatt. A vegyiilet
1 mM-os koncentracioban lassan, fokozatosan okozott karosodast, 3 nap utan szignifikans
mértékiinek bizonyult. A magasabb koncentraciokkal végzett kezelés (3-10 mM) a
reszazurin mérésnél tapasztaltakhoz hasonléan, mar 24 ora elteltével is szignifikans

membrankarosodast okozott (8. abra).

A tovabbi vizsgalatokhoz 1 mM-os sztreptozotocin kezelést valasztottunk lassan

kialakulo, fokozodo citotoxicitasa miatt.
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24 ora

NS

p<0,001

p<0,001

p<0,001

p<0,001

48 ora

NS

p<0,001

72 ora

NS

p<0,001 p<0,001

7. abra: A sztreptozoto
differencialt SH-SY5Y
tekintettiik kontroll ka

nap utan. A p értékek

0 0,3 1 3 5 10

Sztreptozotocin koncentracié (mM)

cin koncentracido- és idéfiiggé médon csokkentette a nem-
sejtek életképességét. A szérum csokkentett koriilményt
rosodasnak, ez 37,6-44,1%-0s csokkenést okozott a sejtek
reszazurin redukalé aktivitisaban a 3 nap alatt. Az abran a Kkiilonbozo
sztreptozotocin koncentracio (0,3, 1, 3, 5, 10 mM) életképességre Kifejtett hatasa
lathato a szérum csokkentett koriilményhez képest (0 mM sztreptozotocin), 1, 2 és 3
a megfelel6 szérum csokkentett koriilményhez viszonyitott

adatok, NS: nem szignifikans.
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8. abra: A sztreptozotocin koncentracio- és idofiiggé modon karositotta a
sejtmembran integritasat a nem-differencialt SH-SY5Y sejtek esetében. A szérum
csokkentett koriilményt tekintettiik kontroll karosodasnak (0 mM sztreptozotocin).
Az abran a kiilonb6z6 sztreptozotocin koncentraciok (0,3, 1, 3, 5 és 10 mM) laktat-
dehidrogenaz felszabadulasra kifejtett hatasat abrazoltuk 1, 2 és 3 nap utan. A p
értékek a megfeleld szérum csokkentett koriillményhez viszonyitott adatok, NS: nem
szignifikans.
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4.2 Az inzulin citoprotektiv hatasa szérum csokkentett, illetve sztreptozotocin
kezelés indukalta karosodassal szemben
Kiilonb6z6 inzulin koncentraciok (30, 100, 300, 1000 nM) protektiv hatasat vizsgaltuk 1-
3 napon keresztiil szérum csokkentett tappal, illetve 1 mM sztreptozotocinnal kezelt nem-
differencidlt sejteken. Reszazurin redukcids méréseink alapjan, az inzulin
koncentraciofiiggd modon enyhitette a sejtkarosodast. A szérum csokkentet tappal kezelt
sejtek esetében a karosodast az inzulin kezelés teljes mértékben kivédte minden
idépontban, ugy, hogy a 3. napra az életképes sejtek majdnem megduplazodtak a kontroll
csoport sejtszamahoz képest. A sztreptozotocinnal kezelt sejteknél csak részleges
protekciot tapasztaltunk, a kontroll csoporthoz képest az életképes sejtek aranya 25-50%
kozott tet6zott (9. abra). Az eltéré maximalis hatas elérésére az 50%-os hatas eléréséhez

sziikséges inzulin koncentracid nem kiilonbozott a két csoportban (1. tablazat).

1. tablazat: Az inzulin protektiv koncentracio-hatas gorbéinek becsiilt Emax és ECS0
értékeinek osszehasonlitasa szérum csokkentett tappal és 1 mM sztreptozotocinnal

kezelt, nem-differencialt SH-SY5SY sejteken a reszazurin redukcios teszt eredményei

alapjan.
EMax
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% CI P
1. nap 148,3 121,30-175,30 57,5 42,59-72,39 0,0015
2. nap 110,1 102,00-119,70 29,1 25,41-32,72 0,0006
3. nap 1931 179,80-206,40 37,4 30,80-43,97 0,0011
EC50
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% ClI P
1. nap 70,9 30,08 - 167,30 37,5 9,461-148,30 0,4715
2. nap 28,9 17,51 - 47,93 86,7 50,04-150,20 0,0843
3. nap 19,9 12,73 - 31,20 33,9 13,05-87,78 0,4950

51




DOI:10.14753/SE.2021.2541

24 ora eLs
200 mSTZ

150

100

Citoprotekcio (%)

50

10 100 1000

48 ora
200

150

100

Citoprotekcio (%)

50

10 100 1000

72 6ra
200 -

150 o

100

Citoprotekcio (%)

50

10 100 1000
Log inzulin koncentracié (nM)

9. abra: Az inzulin koncentracio- és idofiiggé modon javitotta a szérum csokkentett
tappal (LS), illetve 1 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, nem-differencialt SH-
SYSY sejtek metabolikus aktivitasat. Az abran a kiilonb6z6 inzulin koncentraciok
(30, 100, 300, 1000 NM) hatasat abrazoltuk a szérum csokkentett tappal, illetve
sztreptozotocinnal kezelt sejtek reszazurin redukalo aktivitasara 1, 2 és 3 nap utan.
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Hasonldan a reszazurin redukcios teszt eredményeihez, az inzulin koncentraciofiiggd
modon csokkentette a sejtmembran integritds karosoddsanak mértékét is az laktat-
dehidrogenaz kibocsatasi teszt alapjan. A szérum csokkentett tap indukalta laktat-
dehidrogenaz felszabadulast az inzulin teljesen kivédte, ugyanakkor a sztreptozotocinnal
kezelt sejtek esetében részleges volt a protekcid (10. abra). Tovabba, az 1. és 2. napon az
inzulin koncentracid-hatas gorbéi jobbra tolodtak, szignifikans kiilonbséget mutatva az

inzulin hatéserdsségében (2. tdblazat).

2. tablazat: Az inzulin protektiv koncentraciéo-hatas gorbéinek becsiilt Emax és ECS50
értékeinek osszehasonlitasa szérum csokkentett tappal és sztreptozotocinnal kezelt,

nem-differencialt sejteken, laktat-dehidrogenaz Kkibocsatasi teszt eredményei

alapjan.
EMax
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% CI p
1. nap 135,3 123,60-147,10 86,7 70,74 - 102,60 0,0036
2. nap 1415 128,70-154,30 110,4 65,44 - 155,40 0,3582
3. nap 178,3 145,90-210,60 100,1 62,36 - 137,90 0,2604
EC50
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% ClI Becsiilt érték 95% ClI p
1. nap 19,3 10,91-34,22 77,7 33,05-182,60 0,0205
2. nap 25,3 14,69-43,38 326,1 90,31-1178,00 0,0019
3. nap 28,8 10,00-82,62 117,1 23,44-584,80 0,3003
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10. abra: Az inzulin koncentracio- és idofiiggé modon javitotta a szérum csokkentett
tappal (LS), illetve 1 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, nem-differencialt SH-
SYSY sejtek membranjanak integritasat. Az abran a Kkiilonboz6 inzulin
koncentraciok (30, 100, 300, 1000 nM) hatasat abrazoltuk az laktat-dehidrogenaz
felszabadulas mértékére szérum csokkentett tappal, illetve sztreptozotocinnal kezelt
sejteken 1, 2 és 3 nap utan.
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4.3 Az inzulin hatiasa a GSK-3 foszforiliciora szérum csokkentett tappal és

sztreptozotocinnal kezelt nem-differencialt SH-SY5Y sejteken
Az inzulin jelatvitel tanulmanyozasahoz vizsgaltuk az inzulin GSK-3 foszforilacidjara
kifejtett hatdsat szérum csokkentett tappal, illetve sztreptozotocinnal kezelt nem-
differencialt SH-SY5Y sejteken. A Western blot analizis soran megallapitottuk, hogy a
sztreptozotocin kezelés nem befolyésolta az inzulinra adott valaszt. A foszfo-GSK-3
szintek hasonloak voltak a két csoport kozott 100, 300, 1000 nM inzulin kezelés hatasara
(11. abra).
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11. abra: Az inzulin kiilonb6z6 koncentracioi (100, 300, 1000 nM) egyarant fokoztak
a GSK-3 foszforilaciojanak mértékét a szérum csokkentett tappal (LS), illetve 1 mM
sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, nem-differencialt SH-SY5Y sejtek esetében. Az
inzulin stimulaciot 30 perccel a sejtek feldolgozasa elott végeztiik, majd Western blot
technikaval detektaltuk a fehérjéket.
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Kvantitativ meghatarozashoz ELISA technikdval is mértik a GSK-3 foszforilacio
mértékeét, foszfo-GSK-3 specifikus antitest alkalmazasaval. Az inzulin kezelés a szérum
csokkentett tappal és 1 mM sztreptozotocinnal kezelt sejtek esetében hasonldan,
koncentraciofiiggd modon fokozta a GSK-3 foszforilaciét (12. abra). Az inzulin
koncentracio-hatas gorbéi se hatdserdsségben, se hatékonysdgban nem kiilonboztek

szignifikdnsan egymastol a két csoportban (3. tablazat).

60;
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12. abra: Az inzulin koncentraciofiiggé6 modon fokozta a GSK-3 foszforilaciéjanak
mértékét a szérum csokkentett tappal (LS), illetve 1 mM sztreptozotocinnal (STZ)
kezelt, nem-differencialt SH-SY5Y sejtek esetében. Az inzulin stimulaciét
kiilonb6z6 koncentraciokban (30, 100, 300, 1000 nM) 30 perccel a sejtek feldolgozasa
elott végeztiik, majd ELISA moddszerrel allapitottuk meg a foszforilalt GSK-3
mennyiségét.
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3. tablazat: Az inzulin GSK-3 foszforilaciét indukalé koncentracio-hatas gorbéinek
becsiilt Emax és EC50 értékeinek dsszehasonlitasa szérum csokkentett tappal és 1

mM sztreptozotocinnal kezelt, nem-differencialt SH-SY5Y sejteken.

EMax
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% CI P
2,3 1,97-2,66 2,3 1,90-2,60 0,7646
EC50
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% CI P
3,3 0,16-71,65 14,9 4,76-46,40 0,1819

4.4 A sztreptozotocin hatasa retinsavval differencialt SH-SYS5Y sejtekre

Otven pM retinsavval differencialt SH-SY5Y sejtek esetében is megvizsgaltuk, hogy
kiilonb6z6 sztreptozotocin koncentraciok (0,3, 1, 3, 5, 7, 10 mM) hogyan befolyasoljak a
sejtek életképességét a szérum csokkentett tap karositdé hatdsahoz viszonyitva. Ehhez

reszazurin redukcios tesztet hasznaltunk 1, 2, 3 nap utan.

Hasonloan a korabbi eredményeinkhez a sztreptozotocin koncentraciofiiggd modon
csokkentette tovabb a metabolikusan aktiv sejtek szamat a szérum csokkentett
kortilményhez képest, ugyanakkor a differencialt sejtek kevésbé voltak érzékenyek a
kezeléssel szemben. Alacsonyabb koncentraciok nem okoztak szignifikdns csokkenést a
sejtek életképességében (0,3 mM), vagy csak enyhén rontottdk azt (1 mM). Ismételten a
magasabb koncentraciok (7, 10 mM) mar jelentds akut citotoxicitast is eredményeztek. A
3, illetve 5 mM-o0s sztreptozotocin kezelés szamottevd, mégis mérsékelt sejtpusztulast
valtott ki, igy mindkét koncentracié alkalmasnak bizonyult a neurodegenerativ folyamat
modellezésére a differencidlt sejtvonalon. A tovabbi kisérleteinkhez az 5 mM-0s

koncentraciot valasztottuk (13. abra).
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13. abra: A sztreptozotocin koncentraciofiiggé modon csokkentette a retinsavval
differencialt SH-SYSY sejtek életképességét. A szérum csokkentett koriilményt
tekintettiik kontroll karosodasnak, ez 38,7-54,2%-0s csokkenést okozott a sejtek
reszazurin redukalé aktivitaisaban a harom nap alatt. Az abran a Kkiilonb6zo
sztreptozotocin koncentraciok (0,3, 1, 3, 5, 7, 10 mM) életképességre kifejtett hatasa
lathato a szérum csokkentett koriillményhez képest (0 mM sztreptozotocin), 1,2 és 3
nap utan. A p értékek a megfeleld szérum csokkentett koriillményhez viszonyitott
adatok, NS: nem szignifikans.
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4.5 Az inzulin citoprotektiv hatasa szérum csokkentett, illetve sztreptozotocin
kezelés indukalta karosodassal szemben retinsavval differencialt SH-SY5Y
sejteken

Reszazurin redukcids teszttel vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a differencialt,

szérumcsokkentett médiummal, vagy emellett 5 mM sztreptozotocinnal kezelt sejtek

¢letképességet a kiilonboz6 koncentracidju (10, 30, 100, 300, 1000, 3000 nM) inzulin

kezelés 1, 2 és 3 nap utan.

Az inzulin citoprotektiv, koncentraciofiiggd hatasa a differencialt sejteknél is érvényesiilt,
de kisebb mértékben, mint a nem-differencialt sejtek esetében. A szérum csokkentett
csoportban az inzulin maximalis sejtvédd hatasa 25-40% kozé esett, ez szignifikansan
magasabb volt, mint a sztreptozotocinnal kezelt csoportban, ahol 10-25%-0s volt a
citoprotekcio6 (14. abra). Az inzulin hataserdssége nem kiilonbozott szignifikdnsan a két

csoportban (4.tablazat).

4. tabldazat: Az inzulin protektiv koncentracio-hatas gorbéinek becsiilt Emax és ECS0
értékeinek osszehasonlitasa szérum csokkentett tappal és S mM sztreptozotocinnal
kezelt, retinsavval differencialt SH-SYSY sejteken a reszazurin redukcids teszt

eredményei alapjan.

EMax
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% ClI P
1. nap 26,8 24,14-29,50 21,7 20,10-23,26 0,0019
2. nap 33,9 29,82-39,79 17,8 15,58-20,07 <0,0001
3. nap 34,4 31,38-37,44 16,4 14,99-17,77 <0,0001
EC50
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% CI P
1. nap 22,8 11,64-44,78 19,8 11,77-33,16 0,7586
2. nap 12,8 5,24-31,20 10,7 3,99-28,53 0,8123
3. nap 15,5 8,10-29,67 7,4 3,57-15,25 0,2147
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14. abra: Az inzulin koncentracio- és idofiiggé modon javitotta a szérum csokkentett
tappal (LS), illetve 5 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, retinsavval differencialt
SH-SYSY sejtek metabolikus aktivitasat. Az dbran a Kiilonb6z6é inzulin
koncentraciok (10, 30, 100, 300, 1000, 3000 nM) hatasat abrazoltuk a szérum
csokkentett tappal, illetve sztreptozotocinnal kezelt sejtek reszazurin redukalo
aktivitasara 1, 2 és 3 nap utan.
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4.6 Az inzulin hatasa a GSK-3 foszforilaciora szérum csokkentett tappal és
sztreptozotocinnal kezelt retinsavval differencialt SH-SY5Y sejteken

Hasonléan a nem-differencialt sejteknél tapasztaltaknal, az inzulin koncentraciofiiggd

moédon indukalta a GSK-3 foszforilaciojat mind a szérum csokkentett, mind az 5 mM

sztreptozotocinnal kezelt csoportban. Az inzulin maximalis hatdsdban nem tapasztaltunk

kiilonbséget, ugyanakkor az inzulin koncentracio-hatds gorbéje szignifikdnsan jobbra

tolodott a sztreptozotocinnal kezelt differencialt sejtek esetében (5. tablazat), ami az

inzulin rezisztencia kialakulasara utalhat (15. abra).

5. Tablazat: Az inzulin GSK-3 foszforilaciét indukalé koncentracio-hatas gorbéinek
becsiilt Emax és EC50 értékeinek osszehasonlitiasa szérum csokkentett tappal és 5

mM sztreptozotocinnal kezelt, retinsavval differencialt SH-SY5Y sejteken.

Emax
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% ClI P
168,20 145,30-191,20 172,50 112,70-232,30 0,9021
EC50
Szérum csokkentett tap Sztreptozotocin kezelés
Becsiilt érték 95% CI Becsiilt érték 95% ClI P
31,39 11,62-84,79 373,30 92,74-1502,00 0,0183
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15. dbra: Az inzulin koncentraciéfiiggé6 modon fokozta a GSK-3 foszforilaciojanak
mértékét a szérum csokkentett tappal (LS), illetve 5 mM sztreptozotocinnal (STZ)
kezelt, retinsavval differencialt SH-SY5Y sejteken. A sztreptozotocinnal kezelt
sejtek esetében az inzulin koncentracio-hatas gorbéje jobbra tolédott. Az inzulin
stimulaciot kiilonboz6 koncentraciékban (10,30, 100,300, 1000, 3000 nM) 30 perccel
a sejtek feldolgozasa elott végeztiik, majd ELISA moddszerrel allapitottuk meg a
foszforilalt GSK-3 mennyiségét.

4.7 Az exenatid elokezelés hatasa az inzulin-indukalta GSK-3 foszforilaciora
retinsavval differencialt SH-SY5Y sejteken
A hipotézisiink megerdsitéséhez vizsgaltuk, hogy az exenatid el6kezelés, hogyan
befolyésolja az inzulin indukalta GSK-3 foszforilaciot a differencialt sejtek esetében. Azt
tapasztaltuk, hogy a 24 6ras 100 nM exenatid eldkezelés eltérden befolyasolta a GSK-3
foszforilacidt inzulin hatasidra. A szérum csokkentett csoportban az eldkezelés nem
okozott szignifikans valtozdst a 100 nM inzulin kezelés indukalta GSK-3
foszforilacioban, ugyanakkor a sztreptozotocinnal kezelt csoportndl szignifikdnsan

fokozodott a foszforilacio mértéke (16. abra).
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16. dbra: Huszonnégy oras, 100 nM exenatid elokezelés szérum csokkentett tappal
(LS) kezelt, retinsavval differencialt sejteken nem fokozta a 100 nM inzulin
indukalta GSK-3 foszforilacidjanak mértékét, ugyanakkor szignifikans novekedést
tapasztaltunk az 5 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt csoportban. Az inzulin
stimulaciot 30 perccel a sejtek feldolgozasa elétt végeztiik, majd ELISA méréssel
allapitottuk meg a foszforilalt GSK-3 mennyiségét. NS: nem szignifikans
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5. Megbeszélés

Szamos irodalmi adat Osszefliggésbe hozta az Alzheimer-kort és centralis inzulin
rezisztencia kialakulasat. A kapcsolat pontos megértéséhez és terapids lehetdségek
fejlesztéséhez sok in vitro és in vivo modellt fejlesztettek ki az elmult években. A
sztreptozotocin egy széleskorben alkalmazott diabetogén vegyiilet, allatkisérletekben 1-
es és 2-es tipusu diabétesz kivaltasara is alkalmas, valamint lokalis agyi injektalasaval
centralis inzulinrezisztenciat idéz el6 [116]. In vitro kisérletekben neuronalis
sejtkultardkon is vizsgaltak, hogyan hat a szer a sejtek életképességre, cellularis
folyamatokra, ugyanakkor nem all rendelkezésiinkre olyan kutatas, ami egyértelmiien azt
tanulmanyozza, hogyan befolydsolja a vegyiilet a sejtek inzulin érzékenységét. Az
értekezésben bemutatott munka soran célunk volt vizsgalni a sztreptozotocin hatasat és
annak hatterében az inzulin jelatvitel szerepét humén neuroblasztoma sejtvonalon.
Kimutattuk, hogy a vegyiilet koncentraciofiiggd moddon fejt ki citotoxicitdst nem-
differencialt és differencialt sejteken. Tovabba, hogy a sejtek differencidlasa érettebb
neuron fenotipus irdnyaba, jelentdsen csokkenti a sejtek érzékenységét a karositd
agenssel szemben. Mindkét sejttipusban az inzulin kezelés koncentraciofiiggé mddon
mérsékelte a sztreptozotocin-indukalta karosodast. Az inzulin protektiv hatdsat és az
inzulin jelatvitelében fontos GSK-3 enzim inzulin-indukalta foszforilaciojanak mértékét
egy kontroll karosodas hatdsaval hasonlitottuk Ossze, ami csokkentett FBS tartalmt
koriilmény volt. A kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy nem-differencialt sejtek
esetében nem alakul ki inzulin rezisztencia, ugyanakkor a differencialt sejtek inzulin
szenzitivitdsa jelentésen romlik sztreptozotocin kezelés kovetkeztében. Az utdbbi
eredményiinket az is aldtdmasztotta, hogy a sejtek eldzetes kezelése az inzulin
szenzitivitasra pozitivan hatd exenatid hatdanyaggal, javitotta az inzulin jelatviteli
folyamatot sztreptozotocin kezelés utan. Annak ellenére, hogy a differencialt
neuroblasztoma Sejtek esetében a vegyiilet feltehetleg inzulin rezisztenciat okozott,
mégis arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy egyéb, nem-specifikus karositdo hatasok
jelentdsebbek a toxicitas hatterében, igy a sztreptozotocin kezelés nem jo modell az in
vitro centralis inzulin rezisztencia tanulmanyozasara, ugyanakkor lassu, progressziv

citotoxicitdsa miatt jol modellezi a neurodegenerativ valtozasokat.
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5.1 A sztreptozotocin hatiasa a nem-differencialt SH-SYSY sejtek életképességére

Kisérleteinkben a sztreptozotocin koncentracio- és idofiiggd modon csdkkentette a sejtek
¢letképességét a reszazurin redukcids és laktat-dehidrogendz kibocsatasi vizsgalatok
alapjan. Kimutattuk, hogy 1 mM-os koncentracié lassan progrediald, de szignifikans
karosodast eredményez a nem-differencialt neuroblasztoma sejteken, ezzel jol utanozva
a neurodegenerativ korképekben jellemzd sejtpusztulast. Egy korabbi tanulményban,
szintén nem-differencialt SH-SYS5Y sejteken 0,8 mM sztreptozotocin kezelést
alkalmaztak a neurodegeneracio kivaltasara, ami jol korrelal az altalunk alkalmasnak vélt
koncentracioval. Eredményeink jol parhuzamban vonhatok Plaschke és munkatarsai
megfigyeléseivel is. A csoport SK-N-MC human neuroblasztoma sejteket vizsgalt és azt
talalta, hogy 1 mM sztreptozotocin 24 és 48 Ora utan is jelentds citotoxicitast mutatott. A
neuronok pusztulasan kiviil egyéb, Alzheimer-korra specifikus valtozast is megfigyeltek,
tobbek kozott az AP plakkok kialakuldsaban jelentds szerepet jatszo B-szekretdz fokozott
¢és a folyamat ellen hato a-szekretaz csokkent aktivitasat [196]. Egér eredetii, neuronalis
N2A sejtek esetében 50, 100 és 1000 pM sztreptozotocin 48 oOra utdn mar szignifikdns
karosodast eredményezett, illetve tovabbi, a betegségre jellemzd folyamat is
bekovetkezett a kezelés hatasara. Fokozodott a tau-fehérje és foszforilalt formajanak
koncentracioja, illetve az apoptozisban fontos szerepet jatszo kaszpdz-3 aktivitasa,
nagyobb mértékii volt az AP aggregacio, mitokondrialis diszfunkcid alakult ki, karosodott
a DNS, és nétt az acetilkolin-észteraz aktivitasa [203]. Az acetilkolin-észteraz fokozott
miikddését sztreptozotocinnal intracerebroventrikularisan kezelt patkanyoknal is leirtdk
[192], habar a jelenség nem feltétleniil korrelal jol a betegség patomechanizmusaval, ahol
az altalanos kolinerg neurontranszmisszid hanyatldsa miatt, inkdbb csokkent szintrdl
szamol be az irodalom [23]. A munkacsoport a fentick mellett C6 asztrocitak

aktivalodasat is tapasztalta a szer hatasara [205].

A sejttipus jelentésen befolyésolta a kezelés koriilményeit. Primer sejtkultirdn a
citotoxicitas kivaltdsdhoz magasabb koncentraciora volt sziikség. Patkany cerebelléris
granula sejteken a vegyiilet 2,5-45 mM [199] és 3-4 mM [200] koncentracio
tartomanyban fejtett ki szignifikans sejtpusztulast, mig felnétt izolalt hippocampalis
neuronalis dssejteken (NSC) 2,5 mM sztreptozotocin gatolta a proliferaciot,

differencialodast [206].
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5.2 A sztreptozotocin hatasa a gliikéz és inzulin rendszerre nem-differencialt SH-
SYS5Y sejtek esetében
A citotoxicitas mellett eltérd gliikoz felhasznalast is tapasztaltak a kezelt sejtek esetében.
Csokkent a gliikozfelvétel N2A és C6 sejteknél és kimutattak a gliikkdz transzporterek, a
GLUTI és GLUT3 expresszié mérséklodését [203, 205]. Szintén alacsonyabb szintii
GLUT]1 és 3 expressziot igazoltak primer NSC sejteken [206]. Az inzulin jelatvitelének
sztreptozotocin-indukalta karosodasarol is tobb tanulmany beszamolt. Rajasekar és
munkatarsai eredményei alapjan C6 asztrocitdkban mar 0,1 mM-os koncentracid
csokkentette az IR expresszigjat és az Akt/PKB, IRS-1, GSK-3 foszforilaciojat,
ugyanakkor ezeket a folyamatokat 100 nM inzulin el6kezelés kivédte [204]. Az IRS-1
expresszio csokkenését SH-SYSY esetében is megfigyelték 0,8 mM sztreptozotocin
hatasara [207]. llletve a GSK-3 foszforilacio is mérsékl6dott az SK-N-MC sejtekben 1
mM-os kezelést kovetéen [196]. Az inzulin protektiv hatasat a vegyiilet indukalta
sejtpusztulas ellen primer cerebellaris granula sejteken is kimutattak [199]. Ezek az
eredmények Osszeségében arra utalnak, hogy a kezelés hatdsira karosodik a gliikoz
metabolizmus és az inzulin jelatvitel a neuronalis és glialis sejtekben, mégis egyértelmiien

az inzulin rezisztencia kialakuldsat egyik munkacsoport sem igazolta, vagy cafolta meg.

A kisérleteink sordn az inzulin protektiv hatdsat vizsgéltuk sztreptozotocin és szérum
csokkentett tap kezeléssel szemben. A szérum csokkentett médiumot vélasztottuk
kontroll karosodédsnak, mert ez egy olyan koriilmény, ami szintén fokozatos sejtpusztulast
okoz, mégis valosziniitlen, hogy hatasara inzulin rezisztencia alakuljon ki [210, 211]. A
szérum csokkentett tap enyhe citotoxicitast eredményezett az SH-SYS5Y sejtekben, amit
a sztreptozotocin 1d6-, és koncentraciofiiggd modon tovabb rontott. Az inzulin jelentds,
koncentraciofiiggd javulast eredményezett a sejtek életképességében mindkét karositd
tényezdvel szemben. A két csoportban az inzulin hatékonysaga jelentdsebb volt a szérum-
csokkentett sejteknél, ugyanakkor a maximalis hatés feléhez sziikséges koncentracioban
nem volt kiilonbség a legtobb vizsgélati pontnal. Az eredménylink arra utal, hogy nem-
differencialt sejtek esetében a két modellben az inzulin hataserdssége nem kiilonbozik,
igy inzulin rezisztencia feltehetdleg nem alakult ki a sztreptozotocin kezelés hatasara. Az,
hogy a szérum csokkentett csoportban az inzulin jelentésebb citoprotekciot
eredményezett magyarazhato azzal, hogy a kezelt csoportban szignifikdnsan nagyobb volt

a karosodas, feltehetdleg a nemspecifikus cellularis mechanizmusok, példaul direkt DNS
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karosodas és oxidativ stressz kovetkeztében [181]. A hipotézisiinket megerdsittette, hogy
a két csoport kozott nem talaltunk kiilonbséget az inzulin-indukalta GSK-3 foszforilaciod
mértékében. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a nem-differencialt SH-SYS5Y sejtek
esetében a sztreptozotocin sejtpusztitd hatasa hatterében nem jatszik szerepet az inzulin

jelatvitel romlasa.

5.3 A sztreptozotocin hatasa a retinsavval differencialt SH-SY5Y sejtekre

Az SH-SYS5Y sejttipust nagyon gyakran alkalmazzak a kdzponti idegrendszer in vitro
modellezésére. Mivel nem-differencialt formaban a sejtek éretlen neuron karakterisztikat
mutatnak, igy sok kutatocsoport differencialja a sejteket érettebb idegsejt fenotipussa a
kisérletek elvégzése eldtt. A sejtek differencialasara szdmos modszer létezik, a megfeleld
kivalasztasat nagyban befolyasolja, hogy kolinerg, dopaminerg, vagy adrenerg neuronkra
van-e sziikség [212]. A leggyakrabban alkalmazott vegyiilet a retinsav, de a kezelés
irodalomban [213]. Osszességében elmondhatd, hogy a retinsavval indukalt
differencidlas hatasara a sejtek proliferacios rataja csokken, érett neuronalis markereket
expresszalnak, morfoldgiailag polarizaltabbak, elnyujtottabbak lesznek és dominénsan
kolinerg fenotipus jellemz6é rajuk [213]. A kolinerg rendszer talsulyat tobb kutatas
igazolta, leirtdk, hogy a differencialt sejtekben megndtt a muszkarinos acetilkolin
receptorok Mi és My altipusanak a szama [214], illetve az kolin-acetiltranszferaz [213,
214] és acetilkolin-észteraz [213-215] szintje is emelkedett.

Kisérletiinkben 50 uM retinsavat 5 napig alkalmaztunk Jahn és munkatarsai modszeréhez
hasonldéan [208] és a differenciald protokoll végén a korabbiakhoz hasonléan
sztreptozotocinnal és szérum csokkentett tappal kezeltiik a sejteket. A szérum csokkentett
tap ezesetben is enyhén csokkentette a sejtek életképességét, amit a sztreptozotocin
tovabb mérsékelt koncentraciofiiggd modon a reszazurin redukcios teszt alapjan.
Erdekes, hogy a nem-differencialt sejteknél citotoxikusnak bizonyuldé 1 mM-0s
sztreptozotocin alig karositotta az érettebb neuron-szerii sejteket. Ahhoz, hogy alacsony
foku, mégis jelentds karosodast hozzunk létre 3-5 mM-os koncentraciora volt sziikség.
Ez az eredmény jol korrelal a mar korabban emlitett [saev és munkatarsai eredményeivel,

akik azt talaltak, hogy a cerebellaris granula sejtek éretlen allapotban nagyon érzékenyek
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voltak a kezeléssel szemben, de par nap érést kovetden a szer alig befolyasolta az
életképes sejtek szamat [200]. Az érettebb, differencialt fenotipust tobb munkacsoport is
Osszefiiggésbe hozta a neurotoxinok iranti mérsékeltebb érzékenységgel. Tieu ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy a retinsavval differencialt SH-SYSY sejtek ellenallobbak
voltak cisplatin, 5-flurouracil, 6-hidroxidopamin és y-sugarzas ellen. Eredményeiket a
p53 tumorszuppresszor gén csokkent és az antiapoptotikus Bcl-2 gén fokozott
expresszidjaval magyaraztak [202]. Az utobbi folyamatot szamos tovabbi kutatocsoport
is igazolta SH-SYS5Y retinsavval torténd differencialasat kovetéen [213, 216-218].
Cheung és munkatarsai szintén azt tapasztaltak, hogy a retinsavval differencialt sejtek
kevésbé voltak érzékenyek a 6-hidroxidopamin és a 4-fenil-1-metilpiridinium kezelésre,
amit neuronalis tulélési utvonalak, pl. a PI3K/Akt/PKB tutvonal fokozott miikddésével

hoztak Gsszefiiggésbe [201], amit tobb kutatocsoport szintén kimutatott [213, 217-219].

Egy tovabbi lehetséges magyarazat arra, hogy a sztreptozotocin csak nagyobb
koncentracidban valtott ki citotoxicitast, hogy ismert, hogy a sejt karositd
mechanizmusaban jelentés szerepet jatszik az oxidativ stressz fokozodasa [181]. Tobb
tanulmany kimutatta, hogy a retinsavval differencialt sejtek esetében valtozik a sejtek
redox statusza, a differencidlédasban a pro-oxidans allapot esszencialis, ugyanakkor az
antioxidans mechanizmusok is felerdsodnek. Igy logikus lehet, hogy a sztreptozotocin

kevésbé befolyasolja a sejtek életképességét ezen az utvonalon [220].

5.4 Az inzulin jelatvitel szerepe a sztreptozotocin hatasaban retinsavval differencialt
SH-SY5Y sejtekben
Az inzulin protektiv hatasat retinsavval differencialt SH-SYSY sejtek esetében is
kimutattak kiilonb6z6 karosito agensekkel szemben. Ramalingam és Kim 3 6ran keresztiil
H202-vel kezelték a differencidlt sejteket és koncentraciofiiggd toxicitast allapitottak
meg. Kisérletiikben 200 uM H20: oxidativ stresszt okozott, fokozta a ROS és NO
termelést, szignifikansan emelte az intracellularis kalcium koncentraciot, fokozta az
laktat-dehidrogenaz felszabadulast. Ezen celluléris hatdsokon kiviil csokkentette az IR f3-
alegység, IRS-1, IRS-2 és IGF-1R B-alegység expressziojat. Vizsgalatukban 1 6ras 100
nM inzulin eldkezelés gatolta a H2O2-indukalta laktat-dehidrogenaz felszabadulast, a

ROS és NO termelddést, valamint kivédte az intracellularis kalcium szint emelkedését.
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Tovabba fokozta a protektiv Akt/PKB/Bcl-2 ttvonalat, ugyanakkor a nagyobb mértékii
Akt/PKB foszforilacio PI3K gatloszer jelenlétében nem kovetkezett be. Az inzulin
kezelés az IRS-1 szintjét is emelte [218]. A munkacsoport egy masik vizsgalataban 4-
fenil-1-metilpiridiniummal kezelték a retinsavval differencialt SH-SYS5Y sejteket, ami
jelent6s sejtkarosodast eredményezett, tovabba fokozta a ROS termelddést, felerdsitette
az INOS mukodését és csokkentette az IR, IGF-1R, IRS-1, IRS-2 szinteket, valamint a
GSK-3 foszforilacio mértékét. Abban az esetben, ha a sejteket 1 o6ran keresztiil, 100 nM

inzulinnal el6kezelték a karos cellularis folyamatok nem kovetkeztek be [221].

Kisérletiinkben, az inzulin sejtvédd hatasat vizsgaltuk sztreptozotocinnal, illetve szérum
csokkentett tappal kezelt, retinsavval differencialt sejteken. Hasonldéan korabbi
eredményeinkhez az inzulin koncentracio- ¢és id6fiiggd modon javitotta a sejtek
¢letképességét a karosodassal szemben, ugyanakkor a protektiv hatdsa kevésbé
érvényesiilt, mint a nem-differencialt sejtek esetében. A differencialt sejteknél az inzulin
kezelés a szérum csokkentett tappal kezelt csoportban 25-40%-0s, mig a sztreptozotocin
csoportban 10-25%-os javulast eredményezett. A nem-differencialt csoportban az inzulin
a kontroll karosodast teljes mértékben kivédte €s a sztreptozotocinnal kezelt sejteknél is
tobb, mint 50%-os javulast figyeltiink meg. Kovetkezésképpen felmeriilt, hogy az inzulin
szenzitivitasban a differencidlas hatdsara szignifikans valtozds kovetkezett be. Annak
ellenére, hogy a maximadlis hatdsban korabbi eredményeinkhez hasonldan eltérést
tapasztaltunk a két csoport kozott, az EC50 értékek nem kiillonboztek. Az eredmények
alapjan ismét arra kovetkeztettiink, hogy a sztreptozotocin nem valtoztatja meg az inzulin
protektiv hatdsanak mértékét a retinsavval differencialt sejtek esetében sem, illetve a
kiilonbség az inzulin hatékonysidgaban fakadhat a kompenzdlandd kérosodas eltérd

mértékebol.

Az inzulin jelatvitel tanulméanyozasara vizsgaltuk a GSK-3 inzulin-indukalta
foszforilacigjanak mértékét, és azt tapasztaltuk, hogy az inzulin mindkét csoportban
koncentraciofiiggé modon fokozta a foszforilalt enzim szintjét, ugyanakkor a
sztreptozotocinnal kezelt csoport esetében az inzulin koncentracio-hatas gorbéje jobbra
tolddott, ami az inzulin érzékenység csokkenésére utalhat. A feltételezésiink 6sszhangban
all azzal, hogy széles korben igazoltak in vivo koriilmények kozott a sztreptozotocin
inzulin rezisztenciat kivalto hatasat a periférian és a kdzponti idegrendszerben is [116].

Kiindulva abbol, hogy korabbi kisérleteinkben, nem-differencialt sejteken ilyen eltérést
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nem tapasztaltunk, valdszintsithetd, hogy a differencialédas hatasara a sejtekben az
inzulin jelatvitelben valtozas 1ép fel és igy a sejtek érzékenyebbé valnak a sztreptozotocin
specifikus hatdsara, ugyanakkor a nem-specifikus citotoxikus hatdsaval szemben

ellenallobak lesznek.

Az inzulin érzékenység romlasanak megerdsitése érdekében az inkretin analdg exenatid
hatasat is vizsgaltuk. Az exenatid hatdéanyagrol in vivo szamos tanulmany igazolta
neuroprotektiv hatasat [170-172], de a centralis inzulin rezisztencia csékkentésérol is
beszamoltak [17, 173]. In vitro kisérletekben is kimutattak, hogy a hatéanyag javitja az
inzulin jelatvitelt, példaul hippocampalis neuronkultiraban csokkentette az inzulin
jelatvitelt gatlo IRS-1 szerin foszforilaciojat [144]. A szer protektiv hatasat feltehetdleg
GLP-1 receptorokon keresztiil fejti ki [144]. Az exenatidot szamos sejtkultira modellben
alkalmaztik és tobbszordsen igazoltdk neuroprotektiv hatdsat. A hatéanyag 107 M-0s
koncentraci6 tartomanyban kiilonféle neuronalis sejttipusnal gatolta H2O2 [222, 223], AB
[222, 224], staurosporin [223], vagy glutamat [225] Kivaltotta karosodast. Qiu és
munkatarsai kisérletében a 100-500 nM-os, 1 6ras exenatid elokezelés csokkentette a AP-
indukalta citotoxicitast PC12, patkany phaeochromocytoma sejtekben €s a sejtvédo hatéast
az Akt/PKB, foszforilalt Akt/PKB, CREB, foszforilalt CREB és emelkedett Bcl-2
szintjével magyaraztak [224]. Az adenilat-ciklaz szerepét, fokozott protein-kinaz A
aktivitast és CREB aktivacidt mas tanulméanyokban is kimutattdk a protektiv

mechanizmus hatterében [226].

A vizsgalatunkhoz 100 nM exenatid el6kezelést alkalmaztunk, mivel ezt a koncentraciot
mar szamos kisérletben hatékony neuroprotektiv dozisnak irtak le [222, 223, 225, 226].
Vizsgaltuk, hogyan befolyasolja az elokezelés az inzulin-indukalta GSK-3 foszforilaciot
¢és kiilonbséget tapasztaltunk a két csoport kozott. Az elOkezelés hatdsara a szérum
csokkentett tappal kezelt sejtek esetében nem valtozott szignifikdnsan az enzim
foszforilacigjanak mértéke inzulin stimuléaci6 hataséra, de a sztreptozotocin csoportban a
hatdanyag jelentdsen fokozta a sejtek inzulinra adott valaszat. Az eredménybdl arra
kovetkeztethettiink, hogy a retinsavval differencialt SH-SYSY sejtek esetében valoban
kialakul inzulin rezisztencia a sztreptozotocin csoportban, amit az inkretin analdg

mérsékelni tud.
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6. Kovetkeztetések

A jelen munka soran célunk volt, hogy tanulmanyozzuk, a sztreptozotocin citotoxikus
hatasat SH-SYSY human neuroblasztoma sejteken, tovabba, hogy vizsgaljuk, hogy a

karosodas hatterében szerepet jatszik-e az inzulin rezisztencia kialakulasa.

Kisérletiinkben igazoltuk, hogy a sztreptozotocin megfeleld koncentracioban, lassu,
progrediald karosito hatast képes kivaltani nem-differencialt és retinsavval differencialt
neuronalis sejteken, amit az inzulin gatolni, vagy mérsékelni képes. Az inzulin jelatvitel
tanulmanyozasahoz eredményeinket olyan kontroll karosodashoz hasonlitottuk, melyben
az inzulin rezisztencia nem jatszik szerepet, ezek alapjan a kovetkez6 kovetkeztetésekre

jutottunk:

— Nem-differencidlt sejtek esetében az inzulin jelentdsen csokkenti a
sztreptozotocin indukalta kéarosodast. Az inzulin protektiv és GSK-3
foszforilaciot kivaltd hatdsanak EC50 értéke nem kiilonbozik a kontroll
karosodasnal tapasztaltaktol, igy arra kovetkeztetiink, hogy nem alakul ki inzulin
rezisztencia a kezelés hatasara.

— Feltehetdleg a sztreptozotocin citotoxikus hatasanak hatterében nem-specifikus
mechanizmusok jatszanak szerepet nem-differencialt sejtek esetében.

— A sejtek differencidlasa retinsavval jelentdsen csokkentette az érzékenységiiket
a toxikus vegyiilettel szemben. Arra kdvetkeztethetiink, hogy a sztreptozotocin
indukalta citotoxikus hatasokra kevésbé érzékenyek az érettebb sejtek.

— Azinzulin differencialt sejtek esetében is védo hatast fejtett ki, de ennek mértéke
elmaradt a nem-differencialt sejtek esetében tapasztalttol, igy feltételezhetjiik,
hogy a differencialas hatasara valtozik az inzulin jelatvitel.

— Osszevetve a kontroll karosodassal nem valtozott az inzulin protektiv hatasa, de
a maximalis GSK-3 foszforilacido csak nagyobb inzulin koncentraci6 mellett
alakult ki, ami inzulin rezisztencia kialakulasara utal.

— Az exenatid a sztreptozotocinnal kezelt csoportban fokozta az inzulin-indukalta

GSK-3 foszforilaciot, ami megerdsiti az inzulin rezisztencia jelenlétét.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a lassan kialakuld, progrediald karositasa miatt a
sztreptozotocin jol modellezheti a neurodegenerativ korképeket neuronalis sejteken.
Tovabba a differencialt SH-SYSY sejtekben a sztreptozotocin kezelés rontja az inzulin
érzékenységét, ami lehetdséget teremt az Alzheimer-kor és a centralis inzulin rezisztencia
kapcsolatanak  tanulmanyozasara. Ugyanakkor a nem-specifikus citotoxikus
mechanizmusok szerepe a vegylilet karositd hatdsdban nem hagyhato figyelmen kiviil

még a differencialt SH-SYSY sejtek esetében sem.
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7. Osszefoglalas

Az Alzheimer-kér patomechanizmusaban jelentds szerepet tulajdonitanak a centralis
inzulin rezisztencia kialakuldsanak, igy ez egy intenziven kutatott teriilet. A
sztreptozotocin egy széles korben hasznalt vegyiilet, amit periférids és centralis inzulin
rezisztencia modellezésére szamos kutatocsoport alkalmaz in vivo koriilmények kozott.
Sejtkultarakon is gyakran vizsgaljak hatasat, de in vitro nem igazolt, hogy inzulin

rezisztencia kivaltasara megfeleld modell-e.

Jelen munkankban igazoltuk, hogy a sztreptozotocin koncentracié- és id6fliggd modon
csokkenti a nem-differencidlt és retinsavval differencidlt human SH-SY5Y
neuroblasztoma sejtek életképességét. A differencidlas hatdsira a sejtek érzékenysége
jelentésen csokken a kdrositd vegyiilet irdnt. Az inzulin kezelés mindkét esetben
koncentraciofiiggd modon védi a sejteket a sztreptozotocin-indukélta citotoxicitassal
szemben, ugyanakkor a differencialt sejteknél a protektiv hatds kisebb mértéki.
Feltételezhetd, hogy a differencialas hatasara a sztreptozotocin nem-specifikus
sejtkarositd mechanizmusai kevésbé érvényesiilnek, ugyanakkor valtozéas kovetkezik be

az inzulin jelatvitelében is.

Az inzulin hatisat tobbek kozott a PI3K/Akt/PKB ttvonalon fejti, melyen keresztiil
foszforilalodik, és ezaltal inaktivalodik a GSK-3 enzim, aminek talzott aktivitasa
jellemz6 Alzheimer-korban. Munkank soran azt tapasztaltuk, hogy nem-differencialt
sejtekben a sztreptozotocin kezelés nem valtoztatja meg a kindz inzulin-indukalta
foszforilacigjat, mig a differencialodas hatdsara az inzulin csak nagyobb koncentracidban
éri el a maximalis hatast, mely inzulin rezisztencia kialakuldsara utal. Ezt megerdsitette,
hogy a neuroprotektiv €s inzulin szenzitivitast javito inkretin analdg, az exenatid csak a
sztreptozotocinnal kezelt sejtekben fokozta az inzulin-indukalta GSK-3 foszforilaciot, a

kontroll karosodas esetében hatastalannak bizonyult.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a sztreptozotocin alkalmas neurodegenerativ
korképek in vitro modellezésére lassan kialakuld citotoxicitasa miatt, tovabba a
differencialt sejtek esetében az inzulin rezisztencia szerepének tanulmanyozasara is, de a
nem-specifikus sejtkarositdé mechanizmusok szerepe sem hagyhato figyelmen kiviil a

vegylilet hatasaban.
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8. Summary

In the pathophysiology of Alzheimer’s disease contribution of central insulin resistance
is suggested, therefore it is an intensively investigated area. Streptozotocin is a frequently
used compound for the induction of either peripheral or central insulin resistance in vivo.
Its effects are often examined in cell cultures, however; induction of insulin resistance

has not been proven yet.

In our present work we found that streptozotocin concentration and time dependently
decreased the viability of non-differentiated and retinoic acid differentiated SH-SY5Y
human neuroblastoma cells. Differentiation reduced the sensitivity of the cells for its
harmful effects. Insulin treatment improved cell viability induced by streptozotocin in
both cases in a concentration-dependent manner; however, its protective effect was less
pronounced in the differentiated cells. These results might be explained by the decreased
susceptibility of differentiated cells against non-specific toxic mechanisms of

streptozotocin and the possible alteration of insulin signaling.

Insulin exerts its effect mainly through the PI3K/Akt/PKB pathway resulting the
phosphorylation and inactivation of GSK-3, an enzyme that is often overactivated in
Alzheimer’s disease. In our experiments we found that in non-differentiated cells
streptozotocin treatment did not alter the insulin-induced phosphorylation of the kinase,
while in the differentiated cells only higher insulin concentrations can induce maximal
effect. These results suggest the development of insulin resistance in the later case. Our
hypothesis was further confirmed the effect of incretin analogue exenatid, a compound
with established neuroprotective and insulin sensitivity improving properties, that
increased the insulin-induced GSK-3 phosphorylation in the streptozotocin treated cells
but not in the control damage group.

According to our findings we concluded that streptozotocin is a suitable in vitro tool to
model neurodegenerative disorders as it induces a low grade, slowly developing
cytotoxicity. Also it is appropriate to study the role of insulin resistance in differentiated
cells, however; the presence of non-specific harmful cellular mechanisms must be taken

into consideration too in SH-SY5Y cells.
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