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Az Alzheimer-koér kialakulasanak lehetséges okai

Neuroscience: Alzheimer's disease
Lennart Mucke
Nature 461, 895-897(15 October 2009)
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> Multifaktoridlis betegség > Aggregacios fok fliggé AB

i Lo . L Brain Res. 2010 Oct 1;1354:227-35. doi: 10.1016/j.brainres.2010.07.061. Epub 2010 Jul 24.
> AB tultermelédés (plakk), tau hiperfoszforilacio (NFT)  pjfferent electrophysiological actions of 24- and 72-hour aggregated amyloid-beta

> Kis, szolubilis AB oligomerek a leginkabb toxikusak oligomers on hippocampal field population spike in both anesthetized and awake rats.
> Koncentracio-fiiggé AB Orban G*, Vélgyi K, Juhdsz G, Penke B, Kékesi KA, Kardos J, Czurké A.
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Az intracellularis APP

— Joval az extracellularis amyloid
megjelenése el6tt kimutathato

— APP (amyloid prekurzor fehérje):
megtalalhato a kiilonb6z6 sejtorganellumok
membranjaban is, nem csak a
plazmamembranban
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The clinical maze of mitochondrial neurology
Salvatore DiMauro, Eric A. Schon, Valerio Carelli & Michio Hirano

Nature Reviews Neurology 9, 429-444 (August 2013)
Intracellular amyloid- _in Alzheimer's disease doi:10.1038/nrneurol.2013.126

Frank M. LaFerla, Kim N. Green & Salvatore Oddo

Nature Reviews Neuroscience 8, 499-509 (July 2007) . RA: . ny .
dol 1010382168 — APP: Mitokondrium asszocialt ER membranban

(MAM)
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A B-amyloid mitokondrialis lokalizacidja és interakcioi
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Int J Alzheimers Dis. 2011 Mar 15;2011:925050. doi: 10.4061/2011/925050. N AB. szamos mitokondrialis folyamatot
Amyloid-Beta interaction with mitochondria. ’

Pagani L!, Eckert A. bEfO'VéSOl
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Az Alzheimer-kdr mitokondrialis hipotézise
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Int J Alzheimers Dis. 2011 Mar 15;2011:925050. doi: 10.4061/2011/925050.
Amyloid-Beta interaction with mitochondria.
Pagani L1, Eckert A.
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A B-amyloid korai megjelenése a szinaptikus mitokondiumokban
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Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Oct 26;107(43):18670-5. doi: — A31_40 illetve 1-42 nagyobb
10.1073/pnas.1006586107. Epub 2010 Oct 11. ., , , . .
Early deficits in synaptic mitochondria in an Alzheimer's disease mouse model. mennyiségben talalhaté szinaptikus

Du H!, Guo L, Yan S, Sosunov AA, McKhann GM, Yan SS. mitokondriumokban
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CELKITUZESEK

Az AP progresszido hatasanak vizsgalata a szinaptikus és
nem-szinaptikus mitokondriumok fehérjekészletére és
oxidativ metabolizmusara APP/PS1 egerekben
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1. A B-amyloid progresszio szovettani igazolasa APP/PS1
egérmodellben

APP695swe és PS1-dE9 mutaciok — AP overexpresszio

9 hé

C57BL/6
(B6)

APP/PS1
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2. Szinaptikus és nem-szinaptikus mitokondiumok izolalasa
Percoll gradiens centrifugalassal
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3/1. A szinaptikus és nem-szinaptikus mitokondrium
preparatumok validalasa elektronmikroszkdpiaval

8
288%

J Proteomics. 2015 Mar 14;120:142-157. doi:
10.1016/j.jprot.2015.03.005.

Synaptic mitochondria: A brain mitochondria cluster with a
specific proteome.

Voélgyi K1, Gulydssy P2, Haden K3, Kis V4, Badics K3, Kékesi KAS,
Simor A3, Gyorffy B3, Toth EAS, Lubec G7, Juhdsz G2, Dobolyi A3.
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3/2. A szinaptikus és nem-szinaptikus mitokondrium
preparatumok validalasa Fluoreszcencia Aktivalt Sejtvalogatas és
Analizissel (FACS)
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4. A B-amyloid progresszio proteomikai hatasanak vizsgalata a
szinaptikus illetve nem-szinaptikus mitokondriumok szintjén

1.) APP/PS1 és B6 egerek mitokondridlis proteomjanak 6sszehasonlitdsa
2D-differencial gélelektroforézissel (2D-DIGE)
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Preparativ gél (Coomassie brilliant blue): szignifikans fehérjespottok kivagasa,
tripszines emésztése — fehérjék azonositasa nanoUHPLC-MS/MS technikaval
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4/1. A B-amyloid progresszio hatasara megvaltozott
nem-szinaptikus mitokondrialis fehérje spottok és valtozasuk iranya

e APP/PS1 and B6 non-synaptic mitochondria protein differences (2, 6 and 9 month) f 3 months of age - nsMito
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4/2. A B-amyloid progresszio hatasara megvaltozott
szinaptikus mitokondprialis fehérje spottok és valtozasuk iranya

a APP/PS1 and B6 synaptic mitochondria protein differences (3, 6 and 9 month) b 3 months of age - sMito
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4/1. Az LC-MS/MS-sel azonositott szignifikansan valtozo
nem-szinaptikus mitokondrialis fehérjék lokalizacidja

=~H,0 + 0,

ETHE1
#SQR-SSH — R-SSH —~ SO,

Response to oxidative siress
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4/2. Az LC-MS/MS-sel azonositott szignifikansan valtozé
szinaptikus mitokondrialis fehérjék lokalizacidja

a sMito | Giucose
.= 3 months *“"‘m
PDH
ACAT
K

| |= & months

Py
Py

etone bodies metabolism
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4/2. A Htra2 és Ethel szignifikdnsan valtozé
szinaptikus mitokondprialis fehérjék validalasa Western blottal

Ethel Htra2
sMito sMit sMito sMi
& 3 months 6 mont| 3 months 6 mon
8 140 —
5 140 I
o 120- /
m J
£ 1004 I I
@
S 80- T /
2 ] 7
£ 60 / /
g !
§ 40- / /
? :
£ 20 /
T i
44kDa - s—
29kDa - - . Doaadbae & o ey Pr—— S s -28KDa

B6 APP/PS1 B6 APP/PS1 B6 APP/PS1 B6 APP/PS1

» Htra2 szerin proteaz {SM: -1,38 (3hd); +1.78 (6hd); -1.13 (9h48)} > APP fiziologias hasitasa,
amyloidogén utvonal gatlasa, Htra2 - AB interakcid - proapoptotikus
» Perszulfid dioxigenaz Ethel {SM: -1,38 (3h4); +1.78 (6hd); -1.13 (9h4d)} - anti-apoptotikus
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5. A B-amyloid progresszio hatasanak vizsgalata a ROS képz6désre a
szinaptikus illetve nem-szinaptikus mitokondriumok szintjén

Malate + glutamate

Succinate

—>Citrate TCA cycle
Oxaloacetate %

Isocitrate

Y
a-Ketoglutarate < - - -

y [o-KGDH]-

A¥Ym
(150-180 mV)

rotenon =—

a-Glycerophosphate Outer membrane

Adam-Vizi & Chinopoulos, 2006 TRENDS in Pharmacological Sciences

» ROS képzék: Cl, 11, 111, V, aKGDH, PDH, ACO
» H,0, detektalas: Amplex Red fluoreszcens festékkel (tormaperoxidaz jelenlétében H,0, -dal
fluoreszcens rezorufint eredményez) (Deltascan fluoreszcencia spektrofotométer)
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5. A B-amyloid progresszié hatasanak vizsgalata a ROS képz6désre a
szinaptikus illetve nem-szinaptikus mitokondriumok szintjén

a 3 months of age b 6 months of age c 9 months of age
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4/3. A megvaltozott mitokondridlis fehérjék k6z6s regulator analizise

(Pathway studio)
y
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Célkitiizések Kisérleti Konkluzié

Az Alzheimer-kor eredmények
patomechanizmusa bemutatasa
| | |
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KonklGzio

Kiterjedt, funkcionalisan kompenzalt mitokondrialis fehérjekészlet valtozas
detektalhaté mar 3 hénapos korban, amikor a ROS termel6édésben még nem
tapasztaltalhaté valtozas.

Az AB progresszio kulonb6z6 modon hat a szinaptikus illetve nem-
szinaptikus mitokondriumok proteomjara illetve oxidativ metabolizmusara.
A megvaltozott fehérjék tobbsége az energiametabolizmus, oxidativ stressz
és apoptozis folyamataban jatszanak szerepet.

A Htra2 és Ethel apoptotikus fehérjék || dinamikat mutatva,
parhuzamosan valtoztak a szinaptikus mitokondriumokban — lehetséges
markerei az AP progresszio kovetésének

K6z0s regulator analizis alapjan — apoptotikus faktorok, Tnf

Felmeril a Htra2, Ethel és Tnf korai, periférias tesztelése human mintakban

— Lehetnek-e a magatartasi tiinetek elott megjelen6é markerek?
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