A kutatas eredmenyei

Az Alzheimer-kérra (AK) jellemzé neuronalis degenerécid kialakulasaért szamosan az
egyik jellemz6 neuropatholdgiai elvaltozasban, a szenilis plakkban lerakodd beta amyloid
peptidet (beta AP) teszik felel6ssé (Emre és mtsai, 1992, Regland és Gottfries, 1992).
Ismeretes, hogy a 40-42 aminosavbdl 4ll16 beta AP a 21. kromoszoman kodolt fehérjérol, a
695 aminosavbol allé amyloid prekurzor proteinbél (APP) hasad le. Fizioldgids korilmények
kozott az APP-bél szolubilis szarmazékok keletkezhetnek a beta AP szekvenciajan belil
torténd proteolitikus hasitas révén (Esch és mtsai, 1990), mely hasitasért az alfa-szekretaz a
felelés (Schonlein és mtsai, 1993). Kéros esetben, AK-ban a beta- és gamma-szekretaz
enzimek aktivalodnak, és ezek hasitasi terméke a beta AP (Mundy 1994, Hussain és mtsai,
1999).

Az eltelt 4 évben kutatasi f6 irdnyvonalunk kilénb6z6 pszichiatriai és egyéb
gyégyszerek APP metabolizmusra és annak regulacids elemeire gyakorolt hatasanak
vizsgélata volt.

Az AK progresszidja soran egyre gyakrabban fordulnak elé agresszivitassal,
agitacioval, nyugtalansaggal jaré viselkedési tinetek, melyek antipszichotikum terapiat
igényelnek (Ropacki és Jeste, 2005). Ezért els6 vizsgalatsorozatunkban két antipszichotikum,
a tipusos haloperidol és az atipusos risperidon APP metabolizmusra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk in vivo korilmények kozott, patkany cortexben. Mindkét antipszichotikum kétédik
a dopaminerg, szerotonerg, adrenerg ill. muszkarinerg receptorokhoz, s azokon keresztill
antagonista hatast fejt ki (Scatton és mtsai, 2001). Kulonésen a klinikai gyakorlatban kevés
extrapiramidalis mellékhatasai miatt altalanossagban hasznalt risperidon mutat igen nagy
affinitast a 2A és 2C szerotonerg, valamint alfa adrenerg receptorokhoz (Scatton és mtsali,
2001). Az 5HT2C receptorokra gyakorolt hatas miatt elképzelheté volt, hogy az APP
metabolizmusra a beta AP képzédése szempontjabol kedvezétlendl hatnak. A haloperidolt
illetve risperidont therapias és toxikus ddzisokban alkalmaztuk intraperitonealisan. Az akut
kezelés soran egyszeri oltast kdvetéen 6, 12, 24 és 96 Ora elteltével, a kronikus kezelés soran
1, 2, 3 ill. 4 hetig folyamatosan, naponta torténé oltast kovetéen vizsgaltuk a corticalis APP
szinteket Western blot technikaval. Eredményeink szerint akut kezelést kovetoen 24 ill. 96 6ra
elteltével a haloperidol terapias és toxikus ddzisa egyarant szignifikansan névelte a corticalis
APP szintet (Palotas és mtsai, 2003a). Risperidon alkalmazéasa esetén hasonlé jellegi
valtozast nem tudtunk kimutatni. A kronikus kezelések utani kiillonb6z6 idépontokban vegzett

vizsgalataink szintén nem mutattak szignifikans valtozast a kezelt és kontroll allatok kdzott.



Eredményeinkbdl levonhato kovetkeztetés szerint mindkét vizsgalt antipszichotikum az APP
metabolizmus szempontjabol biztonsdgosan alkalmazhatd a Kklinikai gyakorlatban a
demenciakhoz tarsulé agitacio és egyéb viselkedési tlinetek kezelésére.

A demenciak masik gyakori tarstlinete a depresszio. Egy felmérés adatai szerint AK-
ban szenvedék 19 %-a szenved major depresszioban, 34%-a dysthimiaban (Starkstein és
mtsai, 1997), mely &llapotok hosszantartdé antidepresszans medikéciét igenyelnek. Ezért
kdvetkez6 kisérletsorozatunkban az antidepresszansok hatdsat tanulmanyoztuk. In vitro
korialmények kozott 2 antidepresszansként hasznalt vegydlet ill. gyogyszer hatasat vizsgaltuk.
Neurondlis tenyeészeteken végzett kisérleteink soran a triciklikus (TCA) imipramint és a
szerotonin Ujrefelvételt gatlé (SSRI) citalopram kilonbézé kocentracioit (1, 10 és 100 uM)
hasonlitottuk 6ssze (Pakaski és mtsai, 2005). Kisérleteinket embrionalis patkany basalis
eléagybol szarmazd neuronalis tenyészeteken végeztiik. 2 6ras inkubalast kdvetéen mindkét
antidepresszans fokozta a tapfolyadékba szekretalt APP mennyiségét. Maximalis hatast
imipramin esetében a legalacsonyabb koncentracional tapasztaltunk, mig a citalopram kezeles
dozis fuggd APP szekrecid novekedést eredményezett. A hatas id6 fiiggését vizsgalva szintén
tapasztaltunk kilonbséget a 2 vizsgalt vegyulet kdzott. Ezen kisérletekhez a maximalis hatast
mutaté koncentraciokat alkalmaztuk. 1 uM imipramine 1 Ora utdn eredmenyezett
nagymértékii névekedést a tapfolyadékba szekretalt APP mennyiségében, de még 3 ill. 6 Oras
kezelés esetén is kb. 3-szoros APP szekrécio fokozddast indukalt. A citalopram 1 oOra utan
nem eredményezett szignifikans valtozast, késébbi idépontokban az imipraminhoz hasonld
mértékii ndvekedést tapasztaltunk. Az intracellularis APP szintet csak a legmagasabb
koncentraciéju (100 uM) imipramin csokkentette szignifikansan, sem alacsonyabb
koncentracidi, sem a citalopram kiillénb6z6 koncentracioi nem okoztak valtozast.

Az APP metabolizmus szabalyozasaban részt vevo faktorok kozil a protein kinaz C (PKC)
esetleges valtozasat vizsgaltuk. Irodalmi adatok szerint a muszkarin tipusd acetilkolin
(mACh) receptorok (Buxbaum és mtsai, 1992; Nitsch és mtsai, 1992), a metabotrép glutamat
receptorok (Lee és mtsai, 1995) és a szerotonin receptorok (Nitsch és mtsai, 1996) szerepet
jatszhatnak az APP szekretoros, non-amyloidogén hasitdsdban az amyloidogén irénnyal
szemben. Ez a folyamat a PKC - foszfolipaz A, (PLA;) aktivacion keresztul valosul meg
(Nitsch és mtsai, 1996). In vitro Kisérletiink soran az imipramin kezelés hatasara sikertlt PKC
szint emelkedést detektalnunk, citalopram kezelés nem eredményezett szignifik&ns valtozast a
PKC szintben. Eredményeinkbdl levont kovetkeztetés szerint mindkét vizsgalt

antidepresszans az AK patomechanizmusa szempontjabol jotékonyan befolyasolja az APP
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alkalmas a beta és gamma szekretazok altal térténé hasitasra, igy a beta AP képzédésre sem.
Kisérleteink azt is bizonyitottdk, hogy a triciklikus és SSRI antidepresszansok APP
metabolizmust modulalé hatasanak regulacioja kulonbdzo. A triciklikus imipramin PKC
szintet fokoz6 hatasa valdszintleg az 5HT2 receptorokon keresztiil medialt. Az SSRI
citalopram APP szekréciot novelé hatdsa valamilyen mas modon szabalyozott. In vitro
kisérleteinket patkdnyok antidepresszanssal torténé akut és kronikus kezeléset kdvet6 in vivo
vizsgalatokkal egészitettiik ki. Az in vitro adatokkal ellentétben az agymintakban nem
valtozott szignifikdnsan az APP szintje sem az imipramin, sem a citalopram kezeléseket
kdvetéen. Eredményeink arra utalnak, hogy a kronikus in vivo antidepresszans kezelés nem
befolyasolja kedvezétlenil az APP metabolizmuséat (Palotés és mtsai, 2003b).

Az anesztetikumok APP metabolizmusra gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasat az a
megfigyelés indokolta, miszerint altatdsos mutétek utan igen gyakori a postoperativ kognitiv
hanyatlés (Parikh és Chung, 1995). Az Alzheimer-kor el6fordulésa szintén gyakrabb a hosszu
altatast igénylé szivmiitétek utan (Gasparini és mtsai, 2002). Ezért kérdésként merlt fel, van-
e esetleges Osszefligges az altatoszerek alkalmazésa és az APP metabolizmus valtozasa
kozott. Korabbi Kisérleteinktdl eltéréen nemcsak fehérje szinten, hanem mRNS szinten is
vegeztiink Kisérleteket. Az anesztetikumok kozil a thiopentant, valamint a propofolt
alkalmaztuk therdpids és toxikus ddzisokban patkanyoknal. A kordbbi antipszichotikum
vizsgalatunkhoz hasonléan egyszeri akut, valamint 1, 2, 3, 4 héten at tarto intraperitonealis
kronikus kezelést kovetéen vizsgaltuk az allatok corticalis mintait. Az APP feheérje
szemiquantitativ meghatarozasahoz szintén APP Western blot technikat, az APP mRNS
detektalashoz real-time PCR-t hasznaltunk. Eredményeink szerint egyik altatészer sem
indukalt valtozast az APP protein és mRNS szintekben sem az akut, sem a kronikus kezelést
kovetéen (Palotas és mtsai, 2005). Kovetkeztetesként levonhato, hogy a két vizsgalt altatoszer
az APP metabolizmus szempontjabdl is biztonsagos szernek tekintheto, alkalmazasuk nem
néveli az AK el6fordulasi lehetoségét.

Az anesztéziaban a benzodiazepineket is kiterjedten alkalmazzak a pre-medikacid ill.
az anesztézia indukcidja soran. A benzodiazepinek APP metabolizmust esetlegesen modosito
hatdsanak vizsgalatahoz a diazepamot (Seduxen) és a midazolamot (Dormicum) véalasztottuk.
Korabbi kisérleteinkhez hasonléan akut és kronikus kezeléseket alkalmaztunk therapias és
toxikus dozisok mellett. A corticalis APP szintekben egyik kezelést kovetéen sem

tapasztaltunk szignifikans APP szint valtozast. Eredményeink alapjan mind a diazepam, mind



a midazolam anesztezioldgiai alkalmazasa biztonsagos az APP metabolizmus és az AK
kialakul&s szempontjabol (K&lméan és mtsai, 2006).

Az addiktiv szerek hasznalata soran tapasztalhatd kognitiv deficittiinetek megjelenése
szintén felveti a lehet6ségét annak, hogy ezen szerek szintén amyloid képzédést indukalnak. E
kérdés megvalaszolasara in vivo morfinnal ill. metilén-dioximetamfetaminnal (MDMA)
kezelt patkanyok cortex mintain is tanulmanyoztuk az APP szintek valtozasat. A regulacios
folyamatok kozll szintén a PKC, valamint az APP koros hasitasaért felelés BACE szinteket
mértiik immunoblot technikdval. Ebben a kisérletsorozatunkban elkulonitettik a corticalis
homogenat szolubilis és membrankotott frakcioit az APP és PKC immunoblot esetében.
Eredményeink szerint a morfin kezelés nem valtoztatta meg az APP metabolizmusat. MDMA
kezelés hatasara a szolubilis APP derivatumok mennyisége csaknem felére csokkent a
kontrollhoz képest. A PKC szintekben nem tapasztaltunk véaltozast, viszont a BACE szint
MDMA kezelést kdvetéen szignifikansan megemelkedett. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a
két addiktiv szer hatasa az Alzheimer-kér patomechanizmusa szempontjabdl kiilonbdzo, az
MDMA az APP metabolizmusat az amyloid képz6dés iranyaba tolja s ennek hatterében a
BACE aktivacid allhat (Kalman és mtsai, 2006).

Utdbbi 2 Kkisérletsorozatunk bar nem gydgyszeres kezelés hatasara torténé APP
metabolizmust vizsgalt, azonban egy kooperacio révén lehetéségiink nyilt az atherosclerosis
transzgenikus allatmodelljéhez hozzajutni. S mivel az Alzheimer-koér rizikdtényezoi kozott a
hypercholesterolaemia (HK) és a kovetkezményes atherosclerosis is el6fordul, tovabbi
kisérleteink celja annak eldontése volt, hogy a HK diéta miképpen modositja az APP
metabolizmust. Ezen kisérleteinket vad tipusu és apoB-100 transzgenikus egereken végeztik.
Az allatok 17 héten at kaptak a normal illetve a 2 % cholesterol tartalm( diétat. Az APP
metabolizmust az el6zéekben ismertetett modszerekkel tanulméanyoztuk. A HK diéta a vad
tipusu egerekben novelte az APP mRNS szinteket, ugyanakkor az apoB-100 transzgenikus
egerekben ugyanez a valtozas nem volt tapasztalhatd. Az apoB-100 gén overexpresszidja sem
idézett el6 APP mRNS szint valtozast a vad tipusu egerekhez képest. A Western blot
kisérletek eredményei szerint a HK diéta 1,8-szorosara novelte az APP szintet az egerek
corticalis mintainak membrankotott frakcidjaban. S fehérje szinten az apoB-100 transzgenikus
egerekben is tapasztalhaté volt APP szint emelkedés a vad tipusu egerekhez kepest. EX vivo
adataink szerint a hypercholesterolaemia illetve az apoB-100 emelkedett szintje az APP
metabolizmust az amyloid képzG6dés iranyaba tolja (Bjelik és mtsai, 2006).

Az atherosclerosis komplex és multifaktorialis folyamataban kulcs-szerepet jatszo

biglycan APP mRNS splicing-ra gyakorolt hatasat szintén transzgenikus egerekben volt



lehetéségunk vizsgalni. Vizsgalatainkat nemcsak biglycan transzgént hordozd egerekben,
hanem biglycan és ApoB-100 transzgéneket hordozé egerekben is végeztik. A corticalis APP
MRNS szinteket szintén szemiquantitativ PCR segitségével vizsgaltuk. A 2 modell kozil csak
a biglycan transzgén egér corticalis APP mRNS szintjeiben tapasztaltunk szignifikans 122 %-
0s (APP695) illetve 157 %-o0s (APP770) novekedest. Vizsgalatainkbol levont kovetkeztetés
szerint a biglycan nemcsak az atherogenesisen keresztlll lehet rizikdfaktora az AK-nak,
hanem direkt Gton az APP metabolizmusra gyakorolt kedvezétlen hatésa révén is (Bjelik és
mtsai, 2007).

Eredmenyeinket 0sszefoglalva megallapithaté, hogy az AK patomechanizmusa
szempontjabol a vizsgalt

- antidepresszansok kedvezo hatassal birnak,

- az antipszichotikumok, anesztetikumok es benzodiazepinek nem indukalnak

valtozast,

- az addiktiv szerek kozill az MDMA kedvezétlen hatésu.

Az atherosclerosis, mint rizikdtényez6 folyamataban szerepet jatsz6 magas
koleszterin-tartalmu diéta, az apoB és biglycan emelkedett szintje egyarant az amyloid
képzodés iranyaba tolja az APP metabolizmusat vagy mRNS, vagy protein szinten, igy

kedvezétlen az AK patomechanizmusa szempontjabol.
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