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1. Bevezetés

Az Alzheimer-kor (AD) a demencia egyik leggyakoribb
formaja, amely széles korben elterjedt, ¢€letkorhoz kothetd
neurodegenerativ betegség. Viladgszerte mintegy 50 millio
embert ¢érint, és évente hozzévetdlegesen 10 millio 1) esetet
diagnosztizalnak. Klinikai szempontbol elsésorban
memoriazavarok jellemzik, mig patologiailag az agyban
megjelend béta-amiloid (AP) plakkokat €s hiperfoszforilalt tau
(p-Tau) fehérje aggregatumok.

A korai diagndzis alapvetd fontossagu a betegség
elérehaladdsanak lassitdsa érdekében, amihez elengedhetetlen a
kockézati tényezOk ¢és biomarkerek azonositdsa. A terapids
lehetéségek azonban mai napig korlatozottak, ezért a preklinikai
kutatasok folytatasa sziikséges Uj gyogyszer célpontok.

A szorongas és a depresszio gyakran tarsul az AD-hoz (az
AD-s betegek 42%-a szenved depresszioban, €s 39%-uknal
tapasztalhatd szorongas), ami bonyolitjia mind a diagnozist,
mind a kezelést. Ezek az allapotok nemcsak komorbiditasok,
hanem az AD kockazati tényezdiként is szolgalhatnak. Az AD,
a szorongas ¢s a depresszid kapcsolatinak megértése
kulcsfontossagli a komplex kezelési stratégiak kidolgozasa
szempontjabol az életmindség javitasa érdekében.

Az olfaktorikus diszfunkcio is igéretes biomarker az AD-
ban, amely gyakran mar a kognitiv hanyatlas el6tt jelentkezik.

A motoros zavarokat korabban a betegség késoi
szakaszaban megjelend tiinetként tartottdk szdmon, azonban ma
mar elismert, hogy ezek is megjelenhetnek a korai stadiumban.
Kutatasok szerint az izomstruktira valtozésa és az izomerd
csokkenése szorosan Osszefiigg az AD fokozott kockazataval.
Az izommiikodés figyelemmel kisérése igy fontos lehet az AD
korai felismerésében és kezelésében.
kritikus aspektusat képezik. Az Osszefiiggés annyira szoros,
hogy az AD-t szokas a 3. tipusu cukorbetegségként is emliteni.
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Az anyagcsere €s energiafelhasznalas szabalyozasaért felelds
hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy (HHP) tengely mikodési
zavarait is megfigyelték AD-s betegeknél.

2. Célkitizések

Egy allatmodell segitségével (haromszorosan transzgén egér:
3xTg-AD) a komorbiditasok és esetleges korai diagnosztikus
jelek progresszidjat kovettik nyomon harom kérdéskorre
fokuszalva:

l. A szorongas id6beli megjelenése

. A motoros rendszer valtozasai

1. Anyagcsere-valtozasok

3. Madszerek
3.1. Allatok

Kisérletinket 3XTg-AD (B6;129-Tg (APPswe és taupzoiL)
1Lfa PSEN1tm1Mpm/Mmjax #034830-JAX) és kontroll
(C57BI6/J) egereken végeztik. Az egereket 3-5 f0s
csoportokban tartottuk, 12 oras vilagos-sotét ciklusban
(vilagoskezdete: 22h), ahol a viz és a taplalék ad libitum allt a
rendelkezésiikre, kivéve a taplalék motivalt teszteknél, ahol
annyira korlatoztuk a taplalékmennyiséget, amivel az egerek
teststilya a kiindul6érték 90%-4an maradt. Ezt a beavatkozast két
nappal a kisérlet el6tt kezdtiik.

A kisérletek az allatvédelmi bizottsag engedélyével, az
allatkisérletekre =~ vonatkozo  iranyelvek  (2010/63/EU)
betartasaval torténtek (PE/EA/918-7/2019).

3.2. Kisérleti terv

3.2.1. A velesziiletett szorongds idobeli megjelenése

1. kohorsz: Vizsgaltuk a rokaszag altal kivaltott szorongasos
viselkedést kiilonbozd életkorti egerekben, figyelembe véve a
nemek kozotti kiilonbségeket. Ebben az esetben minden



korcsoporthoz kiilon csoportokat hasznaltunk, hogy elkertiljiik a
rokaszag okozta hosszan tartd traumat.

2. kohorsz: Havi rendszerességgel mértik az altalanos
mozgékonysag és a szorongas valtozasat nyilt tér teszt (OFT)
soran 2-11 honapos kor kozott.

3. kohorsz: Az érzelmileg relevans agyteriileteken (példaul az
amigdalaban és a szaglorendszerben) immunhisztokémiaval
megerdsitettiik az AP és p-Tau fokozatos felhalmozodasat (2 és
12 honapos egerek).

3.2.2. lzom-iziileti és kisagyi valtozdsok a motoros elviltozasok
kontextusdaban

1. kohorsz: Izomer6t mértiink fogaserdsségi teszt (grip teszt)
segitségével, valamint motoros koordinacidt vizsgaltunk a
forgorud (rotarod) teszt soran.

2. kohorsz: A térbeli memodria mérésének ,arany
standardjaban”, a Morris-féle vizilabirintusban (MWM) a
mozgasszervi képességekre helyeztik a hangsulyt. Ez egy
biintetés (viz) elkertilési tanulds-memoria teszt.

3. kohorsz: Az allatok egy altalanos mozgékonysagot méré nyilt
tér teszt utan, kiilonb6zo taplalékmotivalt tanulasi teszteken
vettek részt (jutalomért, azaz pozitiv megerdsitésért dolgoznak
az allatok), majd a viselkedés teszteket kovetden vér, izom és
agyszovetet gylijtottiink.

In vitro vizsgaltuk az iziiletek szerkezetét, a miosztatin és a
follisztatin valtozasait az izomszovetekben, valamint az
apoptotikus és mitokondrialis markereket mind az izomban,
mind a kisagyban. Tekintettel arra, hogy az intenziv viselkedési
tesztelés és a motivacid novelésére alkalmazott ¢éhezés
tréningként miikddhet, az apoptotikus és oxidativ paramétereket
Osszehasonlitottuk a nativ és a "tréningezett" kisérleti
allatcsoportokban.



3.2.3. Anyagcsere valtozdasok

Ezt a kisérlet sort az a megfigyelés motivalta, hogy a 3xTg-
AD éllatok paradox modon jobban teljesitettek, mint a
kontrollok a jutalomfalat alapt kognitiv tesztekben.
1. kohorsz: A 3.2.2. 2. kohorszaban emlitett taplalék motivalta
teszteket (nyolc kari labirintus, pellet elérés, 1épcsdteszt)
kiegészitettiik az operans kondicionalési teszttel.
2. kohorsz: Metabolikus fenotipizalast végeztiink 4 és 8 honapos
him egereken. MRI-alapi berendezéssel vizsgaltuk a
testosszetételt, és kovettiik az élelmiszer- és vizfelvételt, a
respiratorikus hanyadost és az energiafogyasztast.
In vitro elemeztiik a legfontosabb metabolikus vérparamétercket
(gliikoz, triglicerid, koleszterin és fT3/fT4). Végiil PCR-t
alkalmaztunk metabolikusan relevans molekulak és receptorok
génexpressziojanak tanulmanyozasara a kritikus agyrégiokban.

3.3. Viselkedési Tesztek

3.3.1. Ragadozo/Preddtor Szag Teszt (1./1.)

Egy atlatszo plexi aréna (43 x 27 x 19 cm) egyik sarkaba 2-
methyl-thiazoline (2MT)-al atitatott szlir6papirt helyeztiink éa
10 percig végeztiik a megfigyelést egy elszivo fiilke alatt. Him
egereken széles életkori tartomanyban (2 honaposto6l 18 honapos
korig) vizsgaltuk az 6roklott szorongast. Az elemzés sordn az
arénat elkeriilési és megkozelitési zonakra osztottuk fel, és
EthoVision XT 15 szoftverrel az aldbbi paramétereket
elemeztiik ki:

e Megtett ut (cm)
1d6 eltoltése a megkozelitési zonaban (s/m)

Belépések szama a megkdzelitési zondba
Id6 eltoltése az elkeriilési zondban (s/m)
Belépések szama az elkertilési zonaba
Id6 eltoltése mozdulatlansagban (s).



A nemek kozotti kiilonbségek azonositasara 2 és 15 honapos
him és ndstény egereket hasznaltunk, ahol tovabbi viselkedési
valtozokat kézi értékelés alapjan, Solomon Coder segitségével
értékeltiik ki:

e Fagyas (mozdulatlansag)

e [llatkonténer szagolasa

e Fliggbleges mozgas (rearing).

3.3.2. Nyilt Tér Teszt (OFT) (1.12.)

A felfedez0 tevékenységet és a szorongasra utalod
viselkedést kozepes fényintenzitds mellett, egy nyilt arénaban
mértiik. Az aréna méretét (50 x 45 x 15 cm vagy 40 x 40 x 30
cm), szinét és szagat havonta valtoztattuk. Az egereket 2
hénapos kortol 11 hénapos korig minden hénapban az aréna
kozepére helyeztiik, majd 5 percig szabadon felfedezhették a
teret; 11 honapos korban a teszt idétartamat 30 percre noveltiik.
A 6 paraméter a megtett tavolsag volt, mig az aréna belsé 70%-
aban eltoltott 1d6 a szorongas indexeként szolgalt.

3.3.3. Izomerd: Fogdas Teszt (11./1.)

A 6 honapos him egerek eliilsd végtagi szoritoerejét a
Pesola Medio-Line 40300 analog erdmérovel mértiik. Az egerek
megragadtak a rudat, majd lassan hatrafelé huztuk a farkukat. A
maximum huzoéerét (g), amikor az egerek elengedték a rudat,
rogzitettiik. A hibas probdkat kizartuk (pl. csak egy mancs
hasznalata, elfordulés). Az eljarast egyenletes, lassu sebességgel
végeztik, Ot egymast kovetd mérés tortént egyperces
szlinetekkel, és a mérések atlagaval szadmoltunk.

3.3.4. Motoros Koordindcié: Rotarod Teszt (11./1.)

Az egyensulyt egy 3 cm atmérdjii, csuszasgatlo feliileti
forg6 rudon (IITC Rotarod Series 8) mértiik. A rotarod 5
fordulat/perces sebességgel indult, majd 300 masodperc alatt
fokozatosan 25 fordulat/percre gyorsult. Az egerek leesését
egyéni érzékeld platformok rogzitették. A kisérletet naponta
haromszor, 6t napon keresztiil ismételtiik. Az esés késleltetését,



az eséskori sebességet ¢és az esésig megtett tavolsagot
automatikusan mértiik.

3.3.5. Nyilt Tér Teszt (OFT) (I1./3. és 4.)

A tesztet a 3.3.2. pontban leirtakhoz hasonlé mddon
végeztilk és elemeztiik, de itt csak 6 honapos him egereket
vizsgaltunk. Az allatoknak 15 perciik volt felfedezni a teret (40
x 36 x 19 cm).

A 4. kohorsz egereit 2,5 honapos koruktol kezdve kézhez
szoktattuk és kornyezeti gazdagitast kaptak, hogy csokkentsiik a
szorongast az OFT el6tt. A lokomotoros tevékenységet 6
honapos korukban teszteltiik.

3.3.6. Morris-féle Vizi Labirintus (MWM; 11. /2.)

A kisérlethez egy 90 cm atmérdjii, 40 cm magas
milanyag medencét hasznaltunk, amelyet csapvizzel toltottiink
fel (24 £ 2 °C) és atlathatatlanna tettiink. A platform (6 cm
atmérojl) az egyik kvadrans kozepén helyezkedett el a viz
szintje alatt 1 cm-re, kivéve az els6é tanulasi napon, amikor a
platform a viz felett volt. Az egereknek 1 perc allt a
rendelkezésiikre, hogy megtaldljadk a platformot, ahol 10
masodpercet kellett tolteniiik. A tanulasi fazis 4 napon at zajlott,
5 korrel naponta, melyek kozott 30 perc telt el. Az 5. napon a
platform eltavolitdsa utan az egerek 1 percig keresték azt, és a
megtett tavolsagot automatikusan rogzitettiikk Ethovision-nal.

3.3.7. Nyolckaru Labirintus (RAM; 11./3.)

Az egereket egy nyolckart labirintus (25 x 7,5 X 6 cm
(karok), kozponti rész atmeérdje: 20 cm) kozépsO részébe
helyeztiik 10 percre, hogy pelletet gytijtsenek. Az els6 napon az
egerek megismerték az tires labirintust, majd a méasodik napon
minden karba jutalom falatot helyeztiink. Ezt kovetden egy 5
napos tanulasi fazis kovetkezett, amelyben harom kar
tartalmazott jutalom falatot. A 6. napon az lires labirintusban 5
perc alatt megtett tavolsagot mértiik, hogy felmérjiik a jutalom
altal indukalt lokomociot.



3.3.8. Pellet elérési teszt (11./3.)

A kisérlet soran az egereket egy haromosztatd, atlatszo
plexi dobozban teszteltiik, ahol mindegyik kisérleti aréna jobb
also sarkdban egy 5 mm-es rés talalhato. Az elsd napon a
pelleteket kozvetleniil a réseknél helyeztiik el, majd a kovetkezd
5 nap sordn az dallatoknak 5 mm-re kellett elérniiik ¢és
begyijteniiik a pelleteket. Az egercknek 15 perc allt
rendelkezésiikre, hogy legfeljebb 15 pelletet gyiijtsenek Ossze.
A Kkisérlet az 0sszes pelletet begyljtéséig tartott. A begyljtott
pelletek szamat rogzitettiik, és a videdkat a Solomon Coder
segitségével elemeztiik, figyelembe véve az evéssel toltott 1dot.

3.3.9 Lépcsd teszt (11./3.)

A 1épcsd teszt egy validalt eszkdzben zajlott, amely
széles inditorekeszbdl és keskeny folyosobol allt, kozépen
emelvénnyel és mindkét oldalan 1épcsdkkel. Az egereknek 15
perc allt rendelkezésiikre, hogy pelleteket gylijtsenek: az elsd
napon az emelvényen, majd a kovetkezd 5 napon csak a
Iépcsékon. A pelletek szamat rogzitettiik, és a probalkozasokat,
id6tartamokat, valamint a sikeres ¢és sikertelen probalkozasokat
a Solomon Coder segitségével elemeztiik.

3.3.10 Operans kondiciondls teszt (111./1.)

A tesztet automatizalt operans kamraban végeztiik, két
orrnyilassal. Az éllatok 30 percig szabadon felfedezhették a
kornyezetiiket. Az egyik orrnyilasba valo benyulds jutalmat
eredményezett, amit egy 25 madsodperces iddszak kovetett,
amely soran a kamra fénye felkapcsolt. A masik orrnyilas
helytelen volt, és az ottani valaszokat nem jutalmaztuk, de
rogzitettiik. A teszt egy habituacios (1. nap) és tanulasi (2-5. nap)
szakaszbol allt. A jutalom preferenciat kiszamitottuk, valamint
rogzitettiik a jutalmazott valaszok €s a helytelen orrnyildsra valo
benyutlasok szamat.

3.3.11. In vivo metabolikus mérések (111./2.)



Az  allatokat 3  napig  akklimatizaltuk a
tréningdobozokhoz. Testosszetételliket EchoMRI-700
késziilékkel meértik meg. Ezt kovetéen Phenomaster
Metabolikus Fenotipizal6 Rendszer (TSE Systems GmbH)
metabolikus ketreceibe helyeztilkk Oket, ahol 24 o6ran at
rogzitettiik a taplalék- és vizfogyasztast. Szamitasaink kozott
szerepelt a 1égzéscsere arany (RER) és az energiafelhasznalas
(EE). Az adatokat haromoras idokozonként Osszegeztiik, illetve
kiilon kiértékeltiik a sotét és vilagos ciklusokat.

3.4. Immunhisztokémia (1./3.)

Az egereket ketamin-xilazin oldattal altattuk, majd
jéghideg foszfat pufferrel (PBS) és 4%-0s paraformaldehiddel
(PFA) perfundaltuk. Az agyakat eltavolitast kovetéen egy
¢jszakan at 4°C-on PFA-ban utofixaltuk, majd 30%-0s
szachar6zoldatban inkubaltuk. Harminc mikrométeres koronalis
metszeteket készitettiink, amelyeket krioprotektiv oldatban -
20°C-on taroltunk.

Festés elott a megfeleld agyteriileteket a Paxinos atlasz
alapjan valasztottuk ki. Az amiloid plakkok és hiperfoszforilalt
tau kimutatasdhoz Ni-DAB alapt peroxidaz immunhisztokémiat
alkalmaztunk, és a szakaszokat anti-Ap1-42 és anti-foszfo-Tau
antitestekkel inkubaltuk. A masodlagos antitestekkel és avidin-
biotin kezeléssel végzett festést kovetden Nikon mikroszkoppal
rogzitettiik a jeloléseket.

3.5. Az iziiletek szovettani értékelése (11./3.)

A hatso végtagokat preparalas utan haromszor PBS-sel
mostuk €s abszolut etanol és 40%-os formaldehid 4:1 ardnyt
keverékében fixaltuk. A mintakat 4%-0s EDTA oldatban
dekalcifikaltuk, majd dehidratadlds utan paraffinba agyaztuk.
Soros metszeteket készitettliink, amelyek vastagsdga 7 um volt.
Az iziileti porc vastagsidgit dimetil-metilénkék (DMMB)
festéssel hataroztuk meg, és a kordbbi vizsgélatok alapjan
egyedi matematikai képlet segitségével elemeztiik.
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A kollagén rostok elemzéséhez Picrosirius voros festést
alkalmaztunk, amely polarizalt fényben megkiilonbozteti a
vastag (piros) és vékony (zo6ld) kollagén rostokat. A képeket
Olympus Bx53 polarizaciés mikroszkoppal rogzitettiik, és az
elemzést Image] programmal végeztiik.

3.6. Vér és szérum paraméterek

3.6.1. Vércukorszint és egyéb vérparaméterek (11./3.)

A Kkisérlet sorozat végén az éllatokat 2 6ran keresztiil
¢heztettiik, majd a dekapitacio soran vércukor-, koleszterin-,
triglicerid- és  huagysavszinteket mértiink  Kkereskedelmi
forgalomban kaphaté méréberendezéssel.

3.6.2. Enzimhez kotott immunszorbens vigsgdlat (ELISA;
11./3)

A dekapitacid6 soran vérmintdkat vettiink, jégre
helyeztiik, és 4 °C-on 2500 g-n 30 percig centrifugaltuk. A
szérumot -20 °C-on taroltuk az elemzésig. A szabad T4 (fT4) és
szabad T3 (fT3) szintjét AccuLite ELISA T3 és T4 CLIA kittel
mértiik a gyarto protokollja szerint, a leolvasasokat iIMARKTM
Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) késziiléken végeztiik.
A mintékat két pArhuzamosban futtattuk hat standard mellett egy
96 lyuku lemezen, az eredményeket ng/dl-ben adtuk meg.

3.7. Kvantitativ PCR (qPCR) (IL./3. és I11./3.)

Az egereket dekapitalassal aldoztuk fel, majd agyukat,
hipofizisiiket és gastrocnemius izomzatukat szarazjégen gyorsan
lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk. A kisagyat szarazjégen
felbevagtuk. A gastrocnemius izombol és a kisagy egyik felébol
teljes RNS-t izolaltunk RNAzol® RT segitségével. A kisebb
agyteriileteket (paraventrikularis mag (PVN), mediobazalis
hipotalamusz (MBH)) mikro-punch technikaval izolaltuk, majd
a PVN, MBH és a hipofizis szoveteib6l RNaesy Mini Kit-tel
végeztiik az RNS-extrakciot.



A reverz transzkripciot a High-Capacity RNA-to-
cDNA™ Kt segitségével hajtottuk végre, az RNS tisztasdgat és
mennyiségét NanoPhotometer NP80-nal mértilk. A c¢DNS-
szintézist One Step PCR-rel igazoltuk, és 1,5%-0s agar6zgélen
DreamTaq Green PCR-rel analizaltuk. A qPCR-t SensiFAST
SYBR Lo0-ROX Kit-tel, Applied Biosystems QuantStudio 5
rendszeren végeztiikk, kétszeri parhuzamos reakcidval. Az
adatokat "delta-delta Ct" modszerrel, a kontrollcsoportra
normalizalva, 2-AACt alkalmazasaval elemeztiik.
Referenciagénként glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)-t hasznaltunk.

A primereket Primer-BLAST segitségével terveztik, és
a Bio-Science Kft. biztositotta.

3.8. Western blot (I1./3. és 111./3.)

A kisagy masik felébdl fehérjéket izolaltunk, és a
fehérjelizatumot RIPA pufferral készitettiik el, amely proteaz-
¢s foszfatdz-inhibitorokat tartalmazott. A mintdkat 2x Laemmli
pufferrel kevertiik és 95°C-on denaturaltuk. Az igy elokészitett
fehérjéket 15%-os poliakrilamid gélen valasztottuk szét, majd
nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A membrant 5%-0S
tejpor oldattal blokkoltuk, majd ¢éjszakan at elsddleges
antitestekkel inkubaltuk (pl. caspase3, COX IV, BAX, Bcl-2 és
GAPDH). Mosas utan 2 o6rdan at masodlagos, peroxidaz-
konjugalt antitestekkel kezeltik. Az ECL kémilumineszcens
reagens segitségével detektaltuk a fehérjéket Li-COR Imaging
rendszerrel, és az optikai denzitdsokat Image Studio™
szoftverrel elemeztiik.

3.9. Statisztikai elemzés

Az adatokat atlag = SEM formaban mutattuk be, és
GraphPad Prism 6.0-val elemeztiik. Két- és haromtényezds,
valamint ismételt méréseken alapuldo ANOVA-t alkalmaztunk
kiilonbozd Gsszehasonlitdsokra (pl. genotipus, nem, életkor).
Post hoc elemzéshez Tukey HSD vagy Sidak tesztet, mig
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pardsszehasonlitasokhoz Student t-tesztet vagy Mann-Whitney
U-tesztet hasznaltunk. A statisztikai szignifikancia szintje
p<0,05 volt. Az abrakat BioRender, Adobe Affinity Design ¢és
Vectornator Designer szoftverekkel készitettiik.

4. Eredmények
4.1 A fokozott velesziiletett szorongas idobeli megjelenése

4.1.1. Rokaszag elkeriilési viselkedés

A 3xTg-AD egerek jelentésen kevesebbet mozogtak,
mint a koruknak megfelelé6 kontroll egerek, azonban a
genotipusok kozotti jelentds kiilonbségek csupan 2, 4 és 18
honapos korban figyelhetok meg. Ezek az egerek tobb idot
toltottek mozdulatlanul, kiilon6sen fiatal és id6sebb korukban.

Minden egér elkeriilte a roka szagat, de a 3xTg-AD
egerek erdsebb elkeriilési reakciét mutattak, amely
szignifikanssa valt a mozgésbeli kiilonbségek korrekcidja utan.

A 2 honapos egerek kozott a 3xTg-AD allatok fokozott
szorongast tanusitottak, nem voltak jelentds nemi kiilonbségek,
bar a ndstények egyes mérésekben kifejezettebb valtozasokat
mutattak.

15 honapos korban a 3xTg-AD egerek kevesebbet
mozogtak, ritkdbban kozelitették meg a roka szagat, tobb 1d6t
toltottek az elkeriilési zonaban, és csokkentett szagoldsi
viselkedést mutattak a kontroll egerekhez képest. A nemi
kiilonbségek ebben a korban kifejezettebbek voltak, mivel a
ndstények kevesebbet mozogtak és tobb 1ddot toltdttek a
szagforras kozelében.

A kombinalt elemzés jelentds genotipus-hatdsokat tart
fel a legtobb valtozdban, és kiemelte az életkor hatésat,
kiilondsen a megkozelitési iddre és az elkeriilési zonaba vald
belépés gyakorisagara. Ezek az eredmények hangsulyozzak a
3XTg-AD egerek életkor, nem és genotipus kozotti komplex
interakciokat.
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4.1.2. Nyilt tér teszt

Az ismételt nyilt tér tesztek soran megfigyeltiik, hogy a
3XTg-AD allatok altalaban kevesebbet mozogtak, és ez a
genotipusbeli kiilonbség kiilondsen kifejezett volt a ndstények
esetében. Mig a ndstények minden vizsgalt honapban jelentds
genotipusbeli eltérést mutattak, a himeknél ez 4 honapos kortol
nem volt kimutathato.

A 3xTg-AD egerek kevesebb idot toltottek az aréna
kozépséd részén, és a ndstények, genotipustol fliggetleniil,
kevesebbet tartozkodtak itt, mint a himek. Szignifikans
kiilonbségek azonban foként a ndstényeknél jelentkeztek, 7
hénapos kortol.

A himek kezdeti teststilya magasabb volt, és az életkor
elérehaladtaval novekedett, stabilizalodva kortilbeliil 8 hénapos
korban. A kontroll csoport himjei tartésan a legmagasabb
teststlyt mutattak, mig a ndstények koziil a kontroll allatok
teststilya maradt a legalacsonyabb. Hat honapos kortdl a 3xTg-
AD néstények testsulya meghaladta a kontrollokét, mig a
himeknél 7 honapos kortol a kontrollok testsulya volt magasabb
a transzgenikus allatokénal.

A testsulyndvekedés €s a mozgasi paraméterek kozott a
himeknél nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést. Ezzel
szemben a ndstények esetében szignifikans korrelacid
mutatkozott: a kontroll ndstényeknél a testsily ndvekedése
Osszefliggdtt a megtett tavolsaggal, mig a 3xTg-AD
ndstényeknél a kozépso részben eltoltott idovel.

11 hoénapos korban a 3xTg-AD allatok jelentdsen
kevesebbet mozogtak, ¢s a mozgas mértékét sem a nem, sem az
1d6 nem befolyasolta. A kontroll allatok a 30 perc megfigyelési
1d6 eldérehaladtaval egyre tobb 1d6t toltottek az aréna kozepso
részén, ami a szorongas csokkenését jelezte, mig a 3xTg-AD
egerek €s a ndstények tovabbra is szorongobbnak bizonyultak.

4.1.3. A patologiai jellegzetességek idobeli megjelenésének
immunhisztokémiai igazoldasa
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A Ni-DAB immunhisztokémiai analizis megerdsitette az
AD hisztologiai jellemzéinek (AP és p-tau) fokozatos
felhalmozodasat az emlékezet ¢és az érzelemszabalyozas
szempontjabol kulcsfontossagu agyi régidkban, mint példaul a
hippokampuszban és az amigdalaban. Ezek a lerakddasok a két
hoénapos allatok esetében minimalisak voltak, de egy éves
allatoknal jelentésen megnovekedtek, ami az AD patologia
idébeli megjelenését és progresszidjat hangsulyozza az agyban.

4.2. A motoros rendszer valtozasai

4.2.1. Motoros viltozasok viselkedési tesztekben

A fogasteszt szignifikdns izomerd-hianyt mutatott ki a 6
honapos him 3xTg-AD egereknél a kontrollokhoz képest, ami a
koran kezd6dé mozgésszervi karosodasra utal. A rotarod teszttel
mért motoros koordinacioban viszont nem észleltiink
kiilonbséget. A nyilt tér teszt soran a 6 honapos him 3xTg-AD
egerek szignifikansan kevesebb mozgéast mutattak, mint az
azonos koru kontrollok, mig ez a kiilonbség csokkent egy olyan
csoportban, amelyet 2,5 és 6 hoénapos koruk kozott kézhez
szoktattunk és gazdagitott kornyezetben tartottunk.

Tovabbi elemzés feltarta, hogy a 3xTg-AD egerek
normal mobilitast mutattak negativ kdrnyezeti feltételek kozott,
példaul a Morris-vizi labirintus (MWM) tesztben, ahol normalis
uszasi képességet bizonyitottak. Ezzel szemben, a taplalék iranti
motivacidval végzett nyolckart labirintus tesztben a 3xTg-AD
egerek fokozottabb mozgast mutattak a kontrollokhoz képest.

Finommotoros tesztek sordn, ahol a taplalék
motivacioként szolgalt, a transzgén egerek meglepd modon jobb
teljesitményt nytjtottak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a 3XTg-AD egerek csokkent mozgésa valdsziniileg inkdbb a
fokozott szorongassal magyarazhatdo, mint belsd motoros
karosodéssal, mivel az élelem motivald hatdsa mellett képesek
normal vagy akar fokozott aktivitasra is.

4.2.2. Az iziiletek szovettani értékelése
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A Picrosirius-festés normalis porcmorfoldgiat mutatott
mind a kontroll, mind a 3xTg-AD egerek térd-, intertarsalis,
tarsometatarsalis és interphalangealis iziileteiben, ahol
vastagabb kollagénrostok dominaltak. A DMMB-festés alapjan
a hialin porc normal gliikkozaminoglikan-tartalmat mutatott;
enyhe elvékonyodas csak a 3xTg-AD egerek metatarsalis
porcaban volt észlelhetd a kontrollokhoz képest.

4.2.3. Molekularis szintii valtozdsok

A 8 hoénapos him 3xTg-AD egerek gastrocnemius
izomzatanak molekularis analizise nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a miosztatin, follisztatin, mitokondridlis marker
(COX4) vagy apoptotikus markerek (BAX és BCL2) mRNS
expressziojaban a kontrollcsoporthoz képest. Azonban akisérleti
z ismételt magatartdsi tesztelés, amely tréningként is
értelmezhetd, a follisztatinszint és a BCL2/BAX ardny
valtozasat eredményezte, ami adaptiv valaszreakcidkra utalhat
az izomfiziologidban.

A Kisagy elemzése a 8 honapos him 3xTg-AD egerekben
emelkedett COX4 mRNS szintet mutatott, ami fokozott
mitokondridlis aktivitasra utal. A tréning jelentdsen csokkentette
a BAX mRNS szintjét és novelte a BCL2 mRNS mennyiségét,
magasabb BCL2/BAX ardnyt eredményezve, amely a csokkent
apoptdzis irdnydba mutat. A Western blot megerdsitette a
magasabb COXIV fehérjeszintet a 3xTg-AD egerekben, amit a
tréning nem befolyasolt. Az emelkedett BAX fehérje- és hasitott
kaszpaz-3 szint jelenléte a 3xTg-AD egerekben az apoptotikus
folyamatok aktiv jelenlétére utal, mig a pro-kaszpaz-3 szint
csokkent, tréninghatasok nélkiil.

4.3. Anyagcsere valtozasok

4.3.1. Testosszetétel és anyagcsere-paraméterek valtozdsai
Részletes testosszetétel-elemzés szerint sem a 4, sem a 8

hoénapos korban nem mutatkozott szignifikans

testsulykiilonbség a kontroll és a 3xTg-AD egerek kozott, bar
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mindkét csoportban nott a testsuly az oOregedéssel. Négy
hénapos korban a testzsir €s a zsirmentes tdmeg aranyaban sem
mutatkozott eltérés. Nyolc honapos korra azonban a 3xTg-AD
egerek kevesebb zsirtdmeget és magasabb zsirmentes tomeget
mutattak, mint a kontrollok. A hidratacios arany mindkét
genotipusban novekedett az életkorral, Osszhangban mas
vizsgalt paraméterekkel, de genotipusfiiggd kiilonbség nem
jelentkezett.

Az anyagcsere-aktivitas  vizsgalata sordn mindkét
genotipusnal jol megfigyelhetd volt a ragcsalokra jellemzd
diurnalis ritmus, a sOtét fazisban intenzivebb aktivitas
mutatkozott, mig a vilagos fazisban csokkent. Ez a ritmus
megjelent az étel- és vizfogyasztasban, valamint a 1égzéscsere
arany (RER) és az energiafelhaszndlas (EE) mintdzataiban is. Az
étel- és vizfogyasztds, valamint az RER értékek haromoras
bontasban szignifikdns kiilonbségeket mutattak mind a
genotipus, mind az életkor fiiggvényében.

Figyelemre méltdé, hogy a kontrolloknal az életkor
elorehaladtaval az RER értékek csokkentek, ami a zsir alapt
energiafelhasznalas felé tolddast jelez, 6sszhangban a nagyobb
testzsirral. Ezzel szemben a transzgenikus egerekben az RER
stabil maradt, ami eltérd anyagcsere-mintazatot sugall.

Az életkor eldrehaladtaval a genotipus hatasa kifejezettebbé
valt, a 8 honapos 3xTg-AD egerek 24 ora alatt jelentdsen tobb
taplalékot és vizet fogyasztottak, mint a kontrollok. Paradox
modon ez a magasabb fogyasztas nem eredményezett
szignifikans kiilonbséget az energiafelhaszndlasban, amelyre
inkdbb a napszak, az ¢letkor ¢és a genotipus Osszetett
kolesonhatédsa volt hatassal.

4.3.2. Taplalék-motivalt viselkedési tesztek

Az étkezési motivaciot értékeld viselkedési tesztek fokozott
teljesitményt mutattak ki 3xTg-AD egerekben, amelyet fokozott
taplalékfogyasztas €s jobb kognitiv teljesitmény jellemez az
olyan feladatokban, mint az elérési-, a 1épcsé-, az operans
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kondicionalas- és a nyolckaru labirintus tesztek. Ezek az
eredmények a taplalékfelvétellel kapcsolatos megvaltozott
motivacios €s kognitiv valaszokra utalnak az AD modellben.

4.3.3. Vércukorszint és egyéb vérparaméterek

A 2 oras éheztetést kovetden mért koleszterin-, triglicerid-
¢s hugysavszintek nem mutattak szignifikans eltérést a kontroll
¢s a 3xTg-AD egerek kozott. Ezzel szemben a transzgenikus
egerek alacsonyabb vércukorszintje a gliikoz homeosztazisban
bekovetkezd potencialis metabolikus valtozasokra utal.

4.3.4. A hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengely fobb
tényezoi

A HHP tengely vizsgalata a 3xTg-AD egerekben a
kontrollokhoz képest magasabb tiroxinszintet (fT4), valamint a
pajzsmirigyhormonokhoz kapcsoldédé gének (TRH, TRB2, TSH,
MCTS8, DIO enzimek) megvaltozott expresszidjat mutatta ki.
Ezek az eredmények a pajzsmirigyhormon jelatviteli utvonalak
szabalyozasanak zavarara utalnak, ami potencidlisan hatassal
lehet a metabolikus és neuroendokrin funkciokra.

4.3.5. A dejodinaz rendszer a hipofizisben és a
mediobazdlis hipotalamuszban

A DIO enzimek mRNS-expresszidja a hipofizisben ¢és a
MBH-ban régidspecifikus eltéréseket mutatott a 3xTg-AD
egerekben, ami a génexpresszio szintjén jelentkezd valtozasokra
utal. Ezek a valtozasok hozzajarulhatnak az AD egérmodellben
megfigyelt metabolikus eltolodasokhoz ¢és neuroendokrin
diszregulaciohoz.

4.3.6. A tapanyagfelvételt szabdlyozo gének expresszidja az
MBH-ban

Az MBH-ban talalhato tapanyagfelvételt szabalyozé gének
(POMC, CART, NPY, AgRP) alacsonyabb mRNS-expressziot
mutattak a 3xTg-AD egerekben a kontrollokhoz képest. Az
orexigén (AgRP, NPY) és anorexigén (POMC, CART) gének
Osszesitett elemzése alapjan feltételezhetd, hogy a transzgén AD
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egerekben a taplalékfelvételt gatlo tényezok tulsulyba kertiltek.
Ez arra utal, hogy a hipotalamusz szerepe a taplalékfelvétel és a
metabolikus homeosztazis szabalyozasaban modosulhat ebben a
modellben.

4.4. A tanulmany korlatai

Az egérmodellek széleskorii alkalmazasuk ellenére nem
képesek teljes mértékben visszaadni az emberi betegségek
Osszetettségét, és ez kiilondsen igaz az AD-ra. A sporiadikus
AD modellezése kiilondsen nagy kihivast jelent, mivel a
betegség genetikai  és  kornyezeti tényezok komplex
kolcsonhatdsanak eredménye, amelyeket nehéz reprodukalni
allatmodellekben. Ezzel -ellentétben a genetikai eredeti
familiaris AD a betegség eléfordulasanak kevesebb mint 5%-at
teszi ki. Huméan génmutéciok beiiltetésével azonban lehetdség
nyilik a betegség progresszidjdnak nyomon kovetésére
transzgenikus egértorzsekben, mint példaul a 3xTg-AD
egérmodell. Ez az egérmodell harom humén mutaciét hordoz,
amelynek koszonhetden az AP és p-tau progresszidjat
kovethetjilk nyomon, eldsegitve az AD mechanizmusainak
mélyebb megértését.

A kontrollként hasznalt C57Bl/6 torzs ugyanakkor
genetikailag eltér a 3xTg-AD modelltdl, mivel nem hordozza a
transzgenikus kazettat. A pontosabb Osszehasonlitas érdekében
a Kisérleti Orvostudomanyi Intézet (Budapest) egy 0j, azonos
kazettat tartalmazd kontroll torzset fejlesztett ki, amelynek
tesztelése jelenleg is zajlik.

A kis mintaelemszam szintén korlatozza a vizsgalatok
lehetdségeit, kiilonosen az AD eldrehaladdsdban részt vevo
komplex rendszerek tanulméanyozéasat. Ezenfeliill, az mRNS-
szintek gPCR-rel torténd elemzése nem mindig tiikrozi a
fehérjék szintjét, mivel a poszttranszlacios modosulasok és
kiilonféle szabalyoz6 mechanizmusok (példaul szabalyozo
RNS-ek, riboszoma hozzaférhetdség €s fehérjelebontas) jelentds
hatassal vannak a fehérjék funkciojara és stabilitasara.
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5. Konkluzio

5.1. A fokozott velesziiletett szorongas iddbeli
megjelenése

5.1.1. Korai szorongds és az AD patoldgia kapcsolata

A  3XTg-AD egerek csokkent mobilitast mutattak
szorongasos helyzetekben, példaul ragadozoszagok és az nyilt
tér tesztnek valo kitettség soran. Ez inkabb fokozott szorongast
tiikroz, semmint motoros karosodast. A ndstény 3xTg-AD
egerek  kifejezettebb  félelemreakciokat mutattak, ami
Osszhangban van az emberi tulajdonsadgokkal, ahol a néknél
tapasztalt magasabb szorongésszint figyelhetd meg. Ezenkiviil
nem-specifikus Osszefliggéseket figyeltek meg a testsuly és a
szorongasos viselkedés kozott, ami arra utal, hogy fiziologiai
tényezOk befolyasoljak a szorongdsos megnyilvanuldsokat az
AD-ban.

Megfigyeltiik, hogy a szorongés mar két honapos korban
fokozott ezekben az egerekben, parhuzamosan az AP és p-tau
felhalmozodéasaval az érzelmek feldolgozasaért felelés agyi
teriileteken, kiilonosen az amigdalaban. Ez az eredmény
Osszhangban van a human tanulményokkal, amelyek szerint a
szorongas az AD egyik korai tiinete lehet, és arra utal, hogy ez a
korai szorongés felgyorsithatja az AD patologiai folyamatat, egy
olyan visszacsatoldsi hurkot létrehozva, amely hozzdjarul a
betegség sulyosboddsdhoz. Az AP és p-tau lerakddasok 12
honapos korra jelentdsen fokozodnak, tiikrozve e patologiak
progressziv természetét.

5.1.2. Szaglashiany, mint lehetséges biomarker

A szaglaszavarok megjelenése szintén a betegség korai
szakaszaban kezdddik a 3xTg-AD egerekben, amit az AB- és
pTau-lerakodasok  jelentdés  jelenléte  tamaszt ald a
szaglogumbban és a piriform kéregben. Ez a megfigyelés
Osszhangban all az emberi adatokkal, amelyek szerint a szaglas
romlasa eldre jelezheti a demenciat és hozzdjarulhat a kognitiv
hanyatlashoz. Az iddsebb 3xTg-AD egereknél ugyan szintén
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megfigyelhetoek szaglasi diszfunkcidk, &am ezek nem
magyarazzadk teljesen a ragadozd szaganak elkeriilésében
mutatkozo csokkenést. Az eltemetett taplalék megtaldlasanak
tesztjét befolyasolhatjak a metabolikus és motivacids tényezok,
amelyek eltérhetnek a 3xTg-AD modellben, és a szaglasi
teljesitményt a szexualis motivacio is modosithatja. A szaglas, a
szorongas ¢és az AD patologia kozotti bonyolult kapcsolat
tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy pontosabban megértsiik
ezek kolcsonhatasait és az AD patoldgia kialakulasaban jatszott
szerepiiket.

5.2. A motoros rendszer valtozasai
5.2.1. Mozgdsszervi kdrosoddsok és izomerd

A 3XTg-AD egerek esetében jelentds mozgésszervi
karosodasok figyelhetok meg, azonban ezek mértéke motivacios
tényezOk altal befolyasolhato. Ez a megéllapitas arra utal, hogy
a megfigyelt hipolokomdcié foként szorongasos allapotok
kovetkezménye, amely Osszhangban van eddigi kutatési
eredményeinkkel. Ezen kivil kimutattuk az izomerd
csOkkenését a 3xTg-AD egerekben, ami megerdsiti az AD
modellekben kordbban megallapitott izomsorvadasra vonatkozo
eredményeket.

Erdekes modon a rotarod teszt sordn nem tapasztaltunk
jelentds mozgaskoordinacios zavarokat a 3xTg-AD egérmodell
esetében.

Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a
mozgésszervi hidnyossagok mogott Osszetett, specifikus
neurobiolodgiai utvonalak allhatnak.

5.2.2. Cerebellaris diszfunkciok

A 3XTg-AD egerek kisagyaban a Bcl-2/BAX arany
jelentds csokkenését figyelhetiik meg, ami a pro-apoptotikus
folyamatok fokozott aktivitdsdra utal. Ezen kiviil a
mitokondrialis COXIV fehérje szintjének emelkedése a 3xTg-
AD allatok cerebellumaban jobb mitokondrilis funkciot jelez,
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amely valdsziniileg kompenzélja a fokozott apoptdzist, ezaltal
fenntartva a normal motoros egyensulyt.

A korai AD stadiumaban mar kordbban észlelt
mitokondrialis anomalidk, amelyek beavatkozassal javithatok, a
funkcionalis zavarok €s degeneracid csokkentésének lehetdségét
vetitik elére. Eredményeink azt sugalljak, hogy a 3xTg-AD
egerek cerebellaris diszfunkcidja nem klasszikus motoros
koordinacids problémakban nyilvanul meg, hanem 0Osszetett
interakciodk allnak a hattérben.

5.2.3. Fizikai aktivitds és neuroprotekcio

A kisérletben valé részvételt fizikai aktivitasként
értelmeztiik, amely neuroprotektiv hatasokat mutatott,
kiilondsen a kisagy szintjén. A rendszeres fizikai aktivitas
hozzajarul az anti-apoptotikus allapotok fokozodasahoz, ezzel
ellenstlyozva az apoptdzist, amely hangsulyosabba valik fizikai
aktivitas hidnydban. E hatasok folyamatosan csokkentik a
neuropatoldgiai terheket és a kognitiv hanyatlast AD esetén.
Tovéabba, a fizikai aktivitas elonyei a periférids rendszerekre is
kiterjednek, mint példaul az izommilkddés és a vese
teljesitménye.
5.3.  Anyagcsere valtozasok
5.3.1. Testisszetétel és sulyvaltozdsok

A testzsir mennyisége az életkor elérehaladtaval novekszik;
azonban a kontroll csoporthoz viszonyitva a 3xTg-AD egerek 8
honapos korban szignifikdnsan alacsonyabb  zsirszintet
mutattak. Azaz az AD-ral kapcsolatos genetikai faktorok
kiilonb6zé modon befolyasoljak a zsirfelhalmozodast a kontroll
egerekhez  képest, amely  Osszefiiggésben  allhat a
neurodegenerativ folyamatokkal. Ezen tilmenden, a 3xTg-AD
egerek alacsonyabb testzsir- ¢és magasabb sovany tomeg
fenntartasa a metabolikus diszfunkciok mértékére és a
tapanyagokkal valdé gazdalkodas eltér6 mechanizmusaira
utalhat, amely kihat a betegség progresszidjara és a viselkedési
fenotipusokra.
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5.3.2. Metabolikus dinamika és HHP tengely

A metabolikus analizis eredményei azt mutatjak, hogy a
3XTg-AD egerek RER értéke stabil marad, mig a kontroll egerek
esetében az életkor eldrehaladtaval megfigyelhet6 a gliikozrdl a
zsirsavak metabolizmusara valo eltolodas. Ez a megfigyelés azt
jelzi, hogy a 3xTg-AD egerek metabolikus stratégiaja eltér az
egészséges kontrollokétol, ami lehetséges alkalmazkodast mutat
a metabolikus stresszhez.

A 3XTg-AD egerek megnovekedett taplalék- és vizbevitele,
a HHP tengely diszfunkcidja, valamint az MBH megvaltozott
génexpresszioja Osszetett metabolikus adaptaciokra wutal,
amelyek befolyédsolhatjdk a taplalékkeresd viselkedést és az

Ezek a megallapitasok hangstlyozzak a 3xTg-AD egerek
szerepét a neurodegenerativ megbetegedések anyagcsere-
diszfunkcioinak megértésében, ¢és 1 irdnyokat nyitnak a
jovobeni kutatdsok szamara az AD-vel 0sszefliggd metabolikus
zavarok feltarasara.
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