Részletes zardjelentés

1. A munkaterv kibovitett célkitiizése

Munkank az Alzheimer kor allatkisérletes kutatasaihoz kapcsolddik. Kozponti helyet
foglal el ezen kutatasokban a huméan amyloid prekurzor fejérje (hAPP). Jollehet a molekula és
azok fragmensei egészséges agyvelOben is szdmos fontos funkciot toltenek be a szinaptikus
transzmisszioban és plaszticitasban vagy a szignaltraszdukcioban, metabolizmusanak zavara
az Alzheimer korra jellemzd megndvekedett béta-amiloid fragmens szinthez és
kovetkezményes plakklerakodashoz vezet. Ez a folyamat az agyszdvet stilyos megbetegedését
eredményezi.

Eredeti munkaterviinkben azt kivantuk vizsgalni, milyen hatassal van a plakkokba
valamint az inter-neuronalis kapcsolatokra. Ezen kisérleteinket transzgenikus egértorzs
(Tg2576) egyedein végeztiik, melyek magas szinten expresszalnak egy mutdns hAPP-t, ami a
szolubilis beta-amiloid frakcié emelkedéséhez és az Alzheimer korra jellemzé
kovetkezményes plakklerakodashoz vezet az agyszovetben (Hsiao et al. 1996). Ezzel
parhuzamosan, munkaterviinket kibdvitve, hasonlé vizsgalatokat inditottunk annak
feltérképezésére, milyen hatdssal van az élettani hAPP expresszio a piramissejtek
egértorzs (B6-Py8.9) egyedeit hasznaltuk, ezen allatok agyszovetében a neuronok vad tipust
human APP-t expresszalnak az endogén egér APP-vel hasonlé mennyiségben (Lamb et al.
1993), plakklerakodéas nem figyelhetd meg.
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hAPP expresszio mellett

2.1. A dendpritfa valtozdasanak jelentsége

A dendritek a neuronok azon nyulvéanyai, melyeken az afferens serkentd informéacio a
sejtet eléri. Korabbi vélekedésekkel ellentétben a dendritfa nem csupéan passzivan tovabbitja
az informdciot a sejttest felé, hanem a beérkez6 informacio feldolgozasaban is szerepet jatszik
(Hausser et al. 2000). Jollehet a dendritfa alakjat jelentds mértékben intrinzik tényezdk
hatarozzak meg (Bray 1973, Banker and Cowan 1979), tobb 11j tanulmany bizonyitja, hogy a
dendritndvekedés rendkiviil dinamikusan reagal kdrnyezeti hatdsokra (McAllister 2000, Scott
and Luo 2001).A dendritfa felszinének nagysaga egyenes aranyban all a rajta talalhato
serkentd szinapszisok szamaval, melyek dontd tobbsége a nytlvanyok specialis mddosulatain,
a dendrittiiskéken jon 1étre (Colonnier, 1968; Feldman, 1975; Feldman & Dowd, 1975; Miiller
et al. 1984). Mindezek alapjan nem thlzés kijelenteni, hogy a dendritfa alakjdnak valtozasa
donto jelentdséggel bir az idegsejtek mikddésére illetve annak jelentds valtozasait tiikrozi.

2.2. A dendpritek alakjanak mennyiségi vizsgalata

A piramisssejtek morfologiaja, tekintettel dendritfaik alakjainak sokféleségére, nagyon
heterogén (Feldman, 1984). Még ugyanazon regidban is jelentds kiilonbségek észlelhetk
aszerint, hogy azok callosalis, asszociacidés vagy lokalis projekciéval bird neuronok-e
(Soloway és mtsai 2002; Duan és mtsai, 2002). A transzgenikus ¢és kontroll allatok
piramissejtjeinek Osszehasonlitdsahoz ezért egy homogén sejtpopulaciot valasztottunk ki, a
primer szomatoszenzoros kéreg (S1) harmadik rétegének commissuralis neuronjait.

A commissuralis piramissejteket in vivo retrograd jeloléssel tettilk lathatova, a
palyakdvetd anyagot a kérgestestbe juttattuk a primer szomatoszenzoros kéregnek megfeleld
craniocaudalis magassdgban. A hisztokémiai reakciot vastag metszeteken (160-200 pm)
végeztiik, hogy minél teljesebb képet kaphassunk a leképezendé neuronokrél. A hasznalt



palyakovetd anyaggal (biotiniladlt dextran amin) igen részletes kép nyerhetdé a feltoltott
neuronokrol (Reiner et al. 2000).

A sejtek leképezése egy mikroszkdppal Osszekapcsolt szamitogéppel tortént a
Neurolucida™ program (MicroBrightField, Inc.) segitségével, majd a sejt digitalis képét a
Neuroexplorer™ programmal (MicroBrightField, Inc.) analizaltuk.

2.3. A dendpritfa valtozasai élettani hAPP expresszio esetén a B6-Py8.9 egértorzsben

Kimutattuk, hogy kontroll allatokhoz képest a transzgenikus egerek neokortexében a
principalis sejtek mind bazalis, mind apikalis dendritfaiban valtozasok Iépnek fel. A bazalis
dendritfa proximalis és intermedier szegmentjeinek felszine a megnovekedett dendritatmérdk
miatt szignifikansan nagyobb annak ellenére, hogy a szegmensek hossza csokkent. Az
apikalis dendritfa valtozasai hasonloak, de joval kisebbek, statisztikailag nem szignifikansak.
A bazalis és apikalis dendritfak Sholl analizise szerint a dendritslirliség a proximalis és
intermedier dendritmez6kben megndvekedett, 6sszességében a dendritfak a sejttest felé
kismértékben visszahuzodtak. Mivel a dendritfelszin szorosan 0sszefiigg a szinaptikus
kapcsolatok szamaval (Colonnier 1968, Feldman 1975, Miiller et al. 1984), feltételezziik,
hogy a human APP neurondlis expresszidja noveli a szinapszisok szamat, mégpedig a
dendritfak proximalis és k6zEépso regiodjaban, mely az afferens impulzusok effektivebb
tovabbitasat segiti (Anderson et al. 1987, Henze et al. 1996). A sejttest és a dendritfa
kiilonb6z6 mennyiségi jellemzdinek korrelacios analizisei nem mutattak valtozast, mely arra
utal, hogy a neuronok alapvetd geometriai jellege nem véltozott.

2.4. A dendpritfa valtozasai aberrdans hAPP expresszio esetéen a Tg2576 egértorzsben

A részletes szegment- és Sholl analizisek azt mutattak, hogy mig a bazélis dendritfa
gyakorlatilag valtozatlan mennyiségi jellemzdkkel bir, az apikalis dendritfa révidebb és
kevésbé elagazodobb. Az apikalis dendritek oldalagain a proximalis dendritszakaszok
atmérdje megnovekedett, mig a disztalis dendritszakaszoké kisebbedett. Mind a bazalis, mind
az apikalis dendriteken a tliskestirliség jelentdsen csdkkent a dendritfa egész hosszan, és ez a
valtozas fiiggetlen a dendritatmérdtdl. Az eredmények alapjan feltételezziik, hogy a béta-
amiloid lerakodashoz vezeté APP expresszid atfogd, a dendritfa egészére kiterjedd
morfoldgiai valtozasokat okoz. Ezen megfigyeléseket ujszertinek talaljuk, mert korabbi
megfigyelések a plakkokon beliil vagy azok kozvetlen kdzelében hangsulyoztak a neuronok
nyulvanyainak degenerativ elvaltozasat (Irizzary et al. 1997, Knowles et al. 1998,1999, Le et
al. 2001, Tsai et al. 2004). Feltételezziik, hogy a proximalis dendritszakaszok atmérdjének
novekedése az apikalis dendritek oldalagain az APP molekula ill. annak hasadasi termékei
trofikus hatdsénak tudhat6 be, hiszen hasonl6 véltozasokat lattunk az 1. pontban ismertetett
egértorzs vizsgalatai soran is. Ezzel szemben a disztalis dendritszakaszok méretcsokkenése,
valamint a tiiskeszdm radikélis csokkenése feltevésiink szerint a plakklerakodast is kivaltd
magas beta-amiloid szintnek tulajdonithaté. Hasonldan az élettani hAPP expresszio esetén
talaltakhoz nem fedeztiink fel valtozast a neuronok geometridjaban a sejttest és a dendritfa
kiilonboz6 mennyiségi jellemzdinek korrelacids analizisei alapjan.

3. Az idegsejtek kozotti kapcsolatok valtozasa élettani és patologias hAPP expresszio
mellett

3.1. A nagyagykéreg afferenseinek vizsgalata

A neokortikalis afferensek valtozasat a primer szomatoszenzoros kéregben vizsgaltuk,
ugyanott, ahol a principalis sejtek dendritanalizisét végeztiik. Kiilon kvantifikaltuk a
specifikus afferenseket - ezen beliil elkiilonitettiik az inter- és intrahemiszférikus és
thalamokortikalis végzddéseket -, a nemspecifikus kolinerg és katekolaminerg afferenseket,
tovabba a piramissejtek periszomatikus gatld afferenseit. Az afferenseket és végzddéseiket
vezikularis glutamat és GABA/glicin transzporterek, kolin acetil transzferaz és tirozin-
hidroxilaz elleni immunhisztokémiai reakcidkkal tettiik 1athatova. A mennyiségi analizist



félvékony metszeteken végeztiik digitalis kép-analizis program segitségével. A piramissejtek
efferenseit anterograd palyakdvetéssel feltoltdtt axonokon kvantifikaltuk, az axonokon
azonositott varikozitasok strtiségét allapitottuk meg. Fénymikroszkopos vizsgalatainkat
elektronmikroszkopos analizissel egészitettiik ki.

3.2. Az afferensek mennyiségi valtozdsai élettani hAPP expresszio esetén a B6-Py8.9
egertorzsben

Kisérleteink kimutattak, hogy mig a talamokortikalis végzddések szama nem valtozott,
az inter- és intrahemiszférikus afferensek és efferensek mennyisége megndvekedett a vizsgalt
neokortexben. A nemspecifikus afferensek szamaban is torténtek valtozasok, a kolinerg
végzddések szama nétt, de a katekolaminerg végzddések szdma nem valtozott. Ugyancsak
nem talaltunk eltérést a piramissejtek koriili periszomatikus gatlé terminalisok szamaban sem.

3.2. Az afferensek mennyiségi valtozasai aberrans hAPP expresszio esetén a Tg2576
egertorzsben

Plakklerakddashoz vezetd mutans hAPP expresszid mellett csokkent az inter- és
intrahemiszférikus afferensek és efferensek szama, ugyanakkor a talamokortikalis végzodések
mennyisége nem valtozott. A nemspecifikus afferensek mennyisége hasonlé modon valtozott,
mint a B6-Py8.9 egértorzsben, vagyis a katekolaminerg végzodések szama nem valtozott, mig
a kolinerg terminalisok szdma nétt. Tovabbi eltérés, a piramissejtek koriil csokkent a géatlo
szinapszisok stirlisége.

3.3. A piramissejtek efferens kapcsolatainak vizsgadlata fiziologias és patologias hAPP
metabolizmusa esetén

Az anterograd palyakovetéssel végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a B6-Py8.9
egértorzsben a commissuralis rostokon a varikozitasok stirtisége nétt, mig a szubkortikalis
kapcsolatokra példaként vizsgalt corticostriatalis rostokon a varikozitdsok stirlisége
valtozatlan maradt.

Ellentétes valtozasokat figyeltiink meg a mutans hAPP-t expresszald Tg2576
egértorzsben. Mind a commissuralis mind a corticostriatalis axonokon jelentdsen csokkent a
varikozitasok szdma, mely a principalis sejt efferens kapcsolatainak altaldnos csokkenésére
utal.

3.4. Kvantitativ elektronmikroszkopiai vizsgalatok

Ezekben a mennyiségi analizisekben a serkentd szinapszisok numerikus denzitasat
adtuk meg un. objektiv sztereologiai modszerrel (,,unbiased dissector method”) (Sterio, 1984).
A szinapszisokat két egymast koveto ultravékony metszetben kerestiik ki, és csak azokat
szamoltuk, melyek a vizsgalt képparnak csak egyikén van jelen (,,reference section and look
up section”). A szinapszisokat Mayhew kritériumai szerint azonosittuk (Mayhew 1979, 1996).

A vizsgélatok a fénymikroszkoppal kapott eredményeket tdmasztottak alad. A B6-Py8.9
egértorzsben a szinapszisok szama novekedett, mig a Tg2576 egértdrzsben csokkent.

4. Az eredmények osszegzése

Vizsgalataink alapjan alabbi kovetkeztetéseket vontuk le.

4.1. A hAPP fizioloégias expresszioja serkenti a piramissejtek efferens és egymaskozti
afferens kapcsolatainak kiépitését. A kolinerg végzddések megndvekedett szama annak
szinaptogenezisben betdltott serkentd szerepét latszik igazolni. A megnovekedett szamu
afferens fogaddsdra megnagyobbodott dendritfelszin és dendritfaarborizacié alakul ki a sejt
altalanos alaki torzulasa nélkiil. Feltételezhetd, hogy a beérkez6 afferens impulzusok
tovabbitasa még effektivebb lesz azaltal, hogy a dendritfa valtozasai annak proximalis és
kozépso regidjaban torténnek (Anderson et al. 1987, Henze et al. 1996). A gazdagabba valt
afferentacion tal a piramissejtek novelik efferens kapcsolataik szamat. Ez a ndvekedés a
kortikalis kapcsolatokra vonatkozik, a subcortikalis kapcsolatokra nem, melybdl arra
kovetkeztetiink, hogy mindenekel6tt a piramissejtek egymas kozotti kapcsolatai fejlédnek



tovabb. Erre utal a talamokortikalis kapcsolatok és a katekolaminerg kapcsolatok valtozatlan
mennyisége is.

2. A hAPP aberrans metabolizmusa, mely plakk-képzodéshez vezet az agyszovetben,
nemcsak ellensulyozza, de ellentétesre forditja a fizioldgias hAPP expresszio mellett
megfigyelt neuronalis valtozasokat. A neokortexben szelektiven csdkken a piramissejtek
kozotti kapcsolatok mennyisége, és ezt mind az afferens, mind az efferens oldalrdl igazoltuk.
A principalis sejtek és a kozottiik 1étrejovo osszekottetések kiemelt hanyatldsat tobb tovabbi
megfigyelés is aldhuzza. Az egyik ilyen tovabbi jel, hogy a talamokortikalis és
katekolaminerg kapcsolatok szama az inter- és intrahemiszferialis terminalisok szdmaval
ellentétben valtozatlan maradt. Mésik részrdl a piramissejtek apikalis dendritfdja degenerativ
jelenségeket mutat, felszine €s arborizacidja csokken. Kiemelkedden korjelzo valtozas, hogy a
dendrittiiskék stirisége, mely a bejovo serkentd kapcsolatok szamat mutatja, jelentésen
csokken mind a bazalis, mind az apikalis dendriteken. A szinapszisok pusztuldsa valosziniileg
egy kompenzacids hatast indit be, ennek tulajdonitjuk a kolinerg afferensek megnovekedett
szamat, melyek serkentéen probal hatni 0j sejtkozotti kapesolatok kialakulasara.
Megfigyeltiik, hogy a zsugorodott és bejovd impulzusaikban megrovidiilt principalis sejtek
periszomatikus gatld kontrollja, mennyiségét illetden, csdkkent. Jelen kisérletekben az
Alzheimer kort modellezd agykérgi valtozasokat, a piramissejtek degenerativ valtozasait a
koéros hAPP metabolizmus okozta megemelkedett Abeta fragmensszint és plakklerakodas
idézte eld, nem a mikrotubulinfehérjék koros dsszecsapzddasa, hiszen ebben az egértdrzsben
utdbbi jelenség nem figyelheté meg (Gau et al. 2002). Ez igazolja, hogy a principalis sejtek
pusztuldsahoz nem feltétleniil sziikséges az intracellularis tubulinok patoldgias alakvaltozasa,
a sejtdegeneraciot a megemelkedett Abeta fragmensszint és plakklerakodas magaban is képes
eldéidézni.
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