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1. Bevezetés

Az Alzheimer-koér patomechanizmusaban jelentés szerepet tulajdonitanak a neuronalis
inzulin rezisztencia kialakulasanak. Az inzulin érzékenység romlasa a kozponti
idegrendszerben a neuroprotektiv utvonalak hanyatlasaval, az apoptozis fokozodasaval
jar, tovabba fokozodik a glikogén-szintaz-kinaz-3 (GSK-3) enzim aktivitasa. A kinaz
talmiikodése hozzajarul a tau-fehérje hiperfoszforilacidjahoz, amit 6sszefiiggésbe hoztak

a korképben jellemzd neurofibrillris kotegek kialakuldsaval is.

A neurodegenerativ és metabolikus betegség kozotti kapcsolat pontos megértéséhez és
terapias lehetdségek fejlesztéséhez sok in vivo és in vitro modellt fejlesztettek ki az elmult
években. A sztreptozotocin egy széleskdrben alkalmazott diabetogén vegylilet,
allatkisérletekben 1-es és 2-es tipusu diabétesz kivaltasara is alkalmas, valamint lokalis
agyi injektalasaval centralis inzulinrezisztenciat és Alzeimer-kérhoz hasonld allapotot

idéz elo.

In vitro kisérletekben neuronalis sejtkultarakon is vizsgaltak, a szer hatasat a sejtek
¢letképességre ¢s kimutattdk a vegyiilet koncentraciofiiggd citotoxikus hatasat. A
karosodasért szamos cellularis folyamat, tobbek kozott a mitokondrium kérosodas, az
oxidativ stressz, a kalcium homeosztazis zavara és az Alzheimer-korra jellemzé fehérje
aggregatumok, az amyloid plakkok €s a neurofibrillaris kotegek fokozott termelddése is
felel. A vegyiilet hatasara csokkent gliikoz felvételt és GSK-3 inaktivaciot, valamint az
inzulin jelatvitel egyes elemeinek csokkent expresszidjat is kimutattak, ugyanakkor nem
ismeretes olyan kutatas, ami egyértelmiien azt tanulmanyozza, hogyan befolyasolja a

vegyiilet a sejtek inzulin érzékenységét, illetve hogy alkalmas modellnek tekinthet6-e az

Alzheimer-kor és neuronalis inzulin rezisztencia in vitro tanulmanyozasara.



2. Célkitiizések

Munkam soran célul tiiztem ki az Alzheimer-kér 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 hatasanak vizsgalata a sztreptozotocinnal kezelt nem-differencialt és
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.



3. Maoadszerek

3.1 Az egyes tesztvegyiileteket irodalmi adatok alapjan meghatarozott koncentracioban

alkalmaztuk a kisérletek soran.

3.2 A kisérleteinkhez SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalat hasznaltunk, melyet
a European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK) szallitott.
A sejteket 1% stabilizalt glutamin, 1% nem esszencidlis aminosav oldattal és
antibiotikummal kiegészitett, 10%-os FBS tartalmi DMEM/F12 tapoldatban
tenyésztettik 37 °C, 5% CO: korilmények kozott. A differencidlashoz a sejtek
tapoldatahoz 50 uM retinsavat adtunk a 0. napon, a 3. napon cseréltiik a tapoldatot €s

ujbdl retinsavat adtunk a sejtekhez, a differencidlas 5 napig tartott.

Az ¢életképesség tesztekhez egy nappal a kezelés elbtt a sejteket 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekre raktuk ki (10* sejt/lyuk), majd 24 ora elteltével a tapkozeget csokkentett
szérum tartalmu tapoldatra cseréltiik, amely 1% FBS-t tartalmazott. A sejteket kiilonb6z6
hatasanak vizsgalatdhoz a szérum csokkentett tappal vagy sztreptozotocinnal kezelt sejtek
tapoldatahoz kiilonboz6 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 mulva
inzulin kezelést végeztiink kiilonb6zd koncentracidban (0, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000
nM) 30 percen keresztiil, majd a sejteket feldolgoztuk jég hideg lizis pufferben, ami
foszfataz inhibitort is tartalmazott. Egyes kisérletekhez exenatid el6kezelést végeztiink.
Kozvetleniil a szérum csokkentett tapcserét kovetden, 1 draval a sztreptozotocin kezelés
elétt 100 nM exenatidot adtunk a sejtekhez, majd ezt a feldolgozés el6tt az inzulin

kezeléssel parhuzamosan is megismételtiik.

3.3 A sejtek életképességének vizsgalatdhoz a reszazurin redukcids életképesség tesztet a

gyarto utasitasai alapjan végeztiik. Roviden 24, 48, 72 d6ra utdn a sejtek tapoldatat j, 10%



reszazurin oldatot tartalmaz6é médiumra cseréltiik és 4 oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd

a keletkezett fluroeszcens rezorufin koncentracidjat Fluoroskan Ascent FL Microplate
fluoriméterrel mértiik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) 530/590 nm-en.

3.4 A sejtmembran integritds vizsgalatdhoz laktat-dehidrogenaz kibocsatast mértiink a
gyart6 utasitdsai alapjan. Huszonnégy, 48, 72 6ra utan a sejtek tapoldatat 6sszegytijtottiik
az enzim mennyiségének meghatarozasahoz. Az utols6 napon az intracellularis laktat-
dehidrogendz tartalom méréséhez lizaltuk a sejteket 1% Triton X-100 alkalmazasaval. A
laktat-dehidrogenaz aktivitast megéllapitasahoz a fluoreszcens terméket 590 nm-en
detektaltuk microplate fluoriméterrel, 530 nm-es gerjesztés mellett, a gyartd utasitasai

alapjan.

3.5 A Western blot analizishez a mintak teljes fehérje mennyiségének meghatarozasahoz
a Bradford modszert alkalmaztuk. A lizalt sejtekhez Laemmli puffert 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 tartalmazo TRIS-szel pufferelt sooldatban (TBST) oldott
5% sovany tejporral blokkoltuk egy oran keresztiil. A membranokat GAPDH, anti-GSK-
3, illetve biotinalt anti-foszfo-GSK-3 primer antitestet tartalmaz6 5%-os sovany tejpor
oldatban inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan keresztiil. Masnap a membranokat TBST-vel
haromszor 10 percig mostuk, ezt kovetden sztreptavidinnel, illetve anti-egér masodlagos
antitesttel konjugalt tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahdmérsekleten egy oran at. A
specifikus fehérjéket TBST-vel torténd haromszor 10 percig tartd mosast kovetden
kemilumineszcens technikaval, rontgenfilmen tettiik lathatova Pierce ECL Western blot

reagens alkalmazasaval. Eredményeinket GAPDH-specifikus sdvokra normalizaltuk.

3.6 A GSK-3 foszforilaci6 kvantitativ meghatarozdsdhoz ELISA mérést végeztiink a
gyarto utasitasai alapjan. Roviden 100 pL sejt lizatumot pipettaztunk az anti-GSK-3-mal
bevont ELISA lemezre, 4 °C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Masnap mostuk a
lemezt és 4 oraig inkubaltuk szobahdmérsékleten anti-foszfo-GSK-3 antitestet tartalmazo
oldatban. Mosast kovetden sztreptavidinnel konjugalt tormaperoxidazzal inkubaltuk
szobahdmérsékleten 40 percig, majd a szubsztrat oldat hozzadadasa 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 korrigaltuk.

3.7 Az értekezésben szerepld eredményeinket atlag + atlag standard hibaja formaban
adtuk meg minimum harom parhuzamos mérés értékei alapjan. Az eredményeinket a
kontroll karosodashoz, a szérum csokkentett koriilményeknél mért értékekhez
hasonlitottuk. Az EC50 és Emax értékeket a nemlinearis regresszioval illesztett
koncentracio-hatas gorbék alapjan becsiiltiik meg. A statisztikai kiilonbségek elemzésére
egyszempontos  varianciaanalizist ~alkalmaztunk, majd a kiilonb6z6é adatok
Osszehasonlitasara 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.

Az abrak az Osszes elvégzett kisérlet eredményeinek atlagat mutatjak.



4. Eredmények

4.1 Vizsgaltuk a sztreptozotocin hatasat nem-differencialt SH-SYSY sejteken tigy, hogy
Osszehasonlitottuk a sztreptozotocin citotoxikus hatdsat a szérum csokkentett tap indukalt
karosodashoz képest. A nem-differencialt sejteket szérum csokkentett tdpban 0,3, 1, 3, 5,
10 mM sztreptozotocinnal kezeltiik ¢€s a sejtek életképességét reszazurin redukcids
teszttel vizsgaltuk, illetve meghataroztuk az laktat-dehidrogendz enzim kibocsatasanak
mértékét 24, 48 és 72 oOra utan. A két teszt eredményei 6sszhangban voltak, az alacsony
sztreptozotocin  koncentracié (0,3 mM) enyhe, nem szignifikans csokkenést
eredményezett a sejtek ¢€letképességében, mig magasabb koncentraciok (3, 5, 10 mM)
jelentds citotoxicitéast fejtettek ki mar 24 ora utan is. Az 1 mM-os koncentracio enyhe,
ugyanakkor szignifikans akut citotoxicitast eredményezett, ami fokozatosan erdsodott 2,
illetve 3 nap utdn, ezzel megfeleléen modellezve a progressziv, neurodegenerativ
folyamatokat, igy a tovabbi vizsgéalatokhoz 1 mM-os sztreptozotocin kezelést

valasztottunk.

4.2 Kiilonb6z6 inzulin koncentraciok (30, 100, 300, 1000 nM) protektiv hatasat
vizsgaltuk 1-3 napon keresztil szérum csokkentett tappal, illetve 1 mM
sztreptozotocinnal kezelt nem-differencialt sejteken. Reszazurin redukcidés 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 idOpontban, 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
¢letképes sejtek aranya 25-50% kozott tetdzott. Az eltérd maximalis hatds elérésére az
50%-0s hatas eléréséhez sziikséges inzulin koncentracidé nem kiilonbozott a két
csoportban. Hasonléan a reszazurin redukcids teszt eredményeihez, az inzulin
koncentraciofliggd modon csdkkentette a sejtmembran integritas karosodasanak mértékeét
is az laktat-dehidrogenédz kibocsatasi teszt alapjan. A szérum csokkentett tap indukalta
laktat-dehidrogenaz felszabadulast az inzulin teljesen kivédte, ugyanakkor a
sztreptozotocinnal kezelt sejtek esetében csak részleges volt a protekcio (1. abra).
Tovéabba, az 1. és 2. napon az inzulin koncentracid-hatas gorbéi jobbra tolodtak,

szignifikans kiilonbséget mutatva az inzulin hataserdsségében.
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1. dabra: Az inzulin koncentracio- és idofiiggé moédon javitotta a szérum csokkentett
tappal (LS), illetve 1 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, nem-differencialt SH-
SYSY sejtek metabolikus aktivitasat (A) és a sejtek membranjanak integritasat (B).
Az abran a kiilonbo6zo 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.

4.3 Az inzulin jelatvitel tanulményozéasahoz vizsgaltuk az inzulin GSK-3 foszforilacidjara
kifejtett hatasat 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 kdzott 100, 300, 1000 nM inzulin kezelés hatasara.
Kvantitativ meghatdrozashoz ELISA technikaval is mértiik 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,



koncentraciofiiggdé modon fokozta a GSK-3 foszforilaciot (2. abra). Az inzulin
koncentracio-hatas gorbéi se hatdserdsségben, se hatékonysdgban nem kiilonboztek

szignifikansan egymastol a két csoportban.
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2. abra: Az inzulin koncentraciofiiggé modon fokozta a GSK-3 foszforilaciojanak
mértékét a szérum csokkentett tappal (LS), illetve 1 mM sztreptozotocinnal (STZ)
kezelt, nem-differencialt SH-SY5Y sejtek esetében. Az inzulin stimulaciét
kiilonboz6 koncentraciokban (30, 100, 300, 1000 nM) 30 perccel a sejtek feldolgozasa
elott végeztiik, majd ELISA moddszerrel allapitottuk meg a foszforilalt GSK-3
mennyiségét.

4.4 Otven uM retinsavval differencidlt SH-SY5Y sejtek esetében is megvizsgaltuk, hogy
kiilonb6z6 sztreptozotocin koncentraciok (0,3, 1, 3, 5, 7, 10 mM) hogyan befolyasoljak a
sejtek ¢letképességét a szérum csokkentett tap karositdo hatasahoz viszonyitva. Ehhez
reszazurin redukciés tesztet hasznaltunk 1, 2, 3 nap utan. Hasonldéan a korabbi
eredményeinkhez a sztreptozotocin koncentraciofiiggd modon csokkentette tovabb a
metabolikusan aktiv sejtek szaméat a szérum csokkentett koriilményhez képest,
ugyanakkor a differencidlt sejtek kevésbé voltak érzékenyek a kezeléssel szemben.
Alacsonyabb koncentraciok nem okoztak szignifikdns csokkenést a sejtek

¢letképességében (0,3 mM), vagy csak enyhén rontottak azt (1 mM). A magasabb



koncentraciok (7, 10 mM) ebben az esetben is mar jelentds akut citotoxicitast
eredményeztek. A 3, illetve 5 mM-os sztreptozotocin kezelés szadmottevd, mégis
mérsékelt sejtpusztulast valtott ki, igy mindkét koncentracio alkalmasnak bizonyult a
neurodegenerativ folyamat modellezésére a differencidlt sejtvonalon. A tovabbi

kisérleteinkhez az 5 mM-os koncentraciot valasztottuk.

4.5 Reszazurin redukcios teszttel vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a differencialt,
szérumcsokkentett médiummal, vagy emellett 5 mM sztreptozotocinnal kezelt sejtek
¢életképességet a kiilonbozd koncentracidju (10, 30, 100, 300, 1000, 3000 nM) inzulin
kezelés 1, 2 és 3 nap utan. Az inzulin citoprotektiv, koncentraciofiiggd hatisa 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 szignifikdnsan magasabb volt, mint a sztreptozotocinnal kezelt csoportban,
ahol 10-25%-o0s volt a citoprotekcio (3. abra). Az inzulin hataserdssége nem kiilonbozott

szignifikansan a két csoportban.
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3. dabra: Az inzulin Koncentracio- és idéfiiggé modon javitotta a szérum csokkentett
tappal (LS), illetve 5 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt, retinsavval differencialt
SH-SYSY sejtek metabolikus aktivitisat. Az abran a kiilonb6z6 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.

10



4.6 Hasonldan 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 hatdsaban nem tapasztaltunk
kiilonbséget, ugyanakkor az inzulin koncentracio-hatas gorbéje szignifikansan jobbra
tolédott a sztreptozotocinnal kezelt differencialt sejtek esetében, ami az inzulin

rezisztencia kialakulasara utalhat (4. abra).
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4. dabra: Az inzulin koncentraciéfiiggé médon fokozta a GSK-3 foszforilaciojanak
mértékét a szérum csokkentett tappal (LS), illetve S 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 koncentraciokban (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 A hipotézisiink megerdsitéséhez vizsgaltuk, hogy az exenatid eldkezelés, hogyan
befolyasolja az inzulin indukalta GSK-3 foszforilaciot a differencialt sejtek esetében. Azt
tapasztaltuk, hogy a 24 6rds 100 nM exenatid eldkezelés a két csoportban eltéréen

befolyasolta az inzulin indukalta GSK-3 foszforilaciot. A szérum csokkentett csoportban

11



az elokezelés nem okozott szignifikans valtozast a 100 nM inzulin kezelés indukalta
GSK-3  foszforilacioban, ugyanakkor a sztreptozotocinnal kezelt csoportnal

szignifikansan fokozodott a foszforilacié mértéke (5. abra).
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5. dbra: Huszonnégy oras, 100 nM exenatid elokezelés szérum csokkentett tappal
(LS) kezelt, retinsavval differencialt sejteken (A) nem fokozta a 100 nM inzulin
indukalta GSK-3 foszforilacidjanak mértékét, ugyanakkor szignifikans novekedést
tapasztaltunk az 5 mM sztreptozotocinnal (STZ) kezelt csoportban (B). Az inzulin
stimulaciot 30 perccel a sejtek feldolgozasa elott végeztiik, majd ELISA méréssel

allapitottuk meg a foszforilalt GSK-3 mennyiségét. NS: nem szignifikans
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5. 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,
progredialé kérositod 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 differencialasa retinsavval jelentésen 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 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 sejtkarosito mechanizmusok szerepe sem hagyhato figyelmen kiviil a

vegyiilet hatasaban.
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