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1. Bevezetés
1.1. Osztrogének

A néi nemi hormonokat, beleértve az Osztrogéneket, az 1930-as években fedezték fel és
jellemezték. Az elsé attorés ota kozel 100 év telt el, de az Osztrogén irdnti érdeklddés, amit a

publikéciok nagy szama is tiikkroz, még mindig magas.

Az emberben harom fontos 0sztrogén molekula talalhatd: az 6sztron (E1), a 17B-6sztradiol
(E2) és az osztriol (E3). Az E2 a petefészekben termelddd legaktivabb 6sztrogén hormon.
Annak ellenére, hogy az 6sztrogének az emldsok szervezetében szinte az 6sszes gén mitkodését
befolyésoljak, leginkabb a szaporodasban betoltott jelentds szerepiikrdl —ismertek.
Befolyasoljak a masodlagos ndi jellegek kialakuldsat, mediéljdk a szaporodast, a menstrudcios
ciklust, valamint a szexualis és az érzelmi viselkedést. Valtozokor alatt vagy a petefészkek
mitéti eltavolitasa utdn az E2 koncentracioja csokken, ami kellemetlen tiineteket, példaul
héhullamokat, érzelmi zavarokat, memoriavesztést €s csontritkuldst eredményezhet (Nelson,
2008). Ezen feliil az E2 eldsegiti a csontok normalis fejloddését, valamint védi a
csontszerkezetet azaltal, hogy gatolja a lebontd oszteoklaszt aktivitast. Ezért potlasa pozitiv
hatast fejt ki az osteoporosisra mind dsztrogénhidnyos, mind posztmenopauzas noknél (Levin
et al., 2018). A menopauza tlineteinek kezelése az Osztrogének egyik legelsd terapids

crer

alkalmazasa.

1.2. Az E2 hatasmechanizmusa

1.2.1. Klasszikus jelatviteli utvonal

A klasszikus hatasmechanizmus szerint, mivel az E2 egy lipofil molekula, passziv difftizioval
atjut a membranon ¢és a citoplazmaban intracelluldris Osztrogén receptorokhoz (ER)
kapcsolddik. A biologiailag aktiv ligandum-receptor komplex bonyolult eseménysort indukal,
amely a receptor konformdacios valtozéasaival kezdddik, majd a receptor dimerizacigja koveti,
vezet (Klinge, 2000). A dimerizalt receptorkomplex kolcsonhatasba 1€ép nuklearis receptor
koaktivatorokkal, példaul a 160 kDa-os szteroid receptor koaktivator fehérjével (SRC/P160)
vagy a ciklikus adenozin 3', 5'-monofoszfat (cAMP) valaszelem kotd fehérjével (CREB) (Le
Dily & Beato, 2018). A teljes komplex ezutan egy specifikus DNS-szekvenciahoz, az 6sztrogén
valasz elemhez (ERE) kotédik, hogy stimulalja a transzkripciot, végiil 0j fehérjéket

eredményezve (Ayaz et al., 2019). A citonuklearis ER-ek kulcsfontossaguak a klasszikus



utvonal aktivalasaban. A klasszikus hatdsmechanizmus 6nmagaban azonban nem elegendd az

Osztrogén hatasok széles spektruménak teljes magyarazatahoz.

1.2.2. Nem-klasszikus jelatviteli utvonal

Az E2 nem klasszikus mechanizmusat vagy a membranba kihelyezett ER-eken keresztiil, vagy
specialis G-protein kapcsolt ER-eken keresztiill (GPER), esetleg ioncsatornakra gyakorolt
kozvetlen hatasok révén fejti ki. A membranreceptorok aktivaldsa a protein kinaz A (PKA), a
foszfatidil-inozitol-3-OH kindz (PI3K) és a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK)
utvonalakon keresztiil torténd intracellularis jelatvitelt serkenti (Bryant et al., 2005). Ez ERE-
fliggetlen, kozvetett géntranszkripcidhoz vezethet (McDevitt et al., 2008). A nem ERE-fliggo
gének transzkripciojanak elinditasa mellett a nem klasszikus ttvonal masik kulcsfontossagt
jellemzdje a valasz sebessége. Szego és Davis egy korai tanulmanya a cAMP-szint gyors
novekedését mutatta ki a méhszovetben 15 masodperccel az E2 beadast kdvetden (Szego &
Davis, 1967). Ezenkiviil az E2 masodpercek alatt aktivalja a MAPK ttvonalat, a mitogén-
aktivalt extracelluléris szignal altal regulalt kinaz (MEKK), a MAPK, ¢és az extracellularis
szignal regulalt kindz 1/2 (ERK1/2) foszforilaciés kaszkadjan keresztiil (Chang et al., 2003).
Létezik egy alternativ utvonal a PI3K jelatviteli molekuldkon keresztiil (pl: protein kindz B-n
(AKT)), amely az ER-ek, valamint a GPER-en kifejtett hatissal (Barabas et al., 2006) az

endotelialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) aktivalasat eredményezi (Sirohi et al., 2022).

1.3. 17p-0sztradiol a neuroprotekcioban

A demencia magasabb prevalencidja a posztmenopauzaba 1épett ndknél arra utal, hogy a n6i
szexualis szteroidok, kiilondsen az E2, megel6z0 hatastiak lehetnek. Valdban jelentds
mennyiségli ER talalhat6 az epizodikus és munkamemoria kdzpontjaiban, a hippokampuszban
(HC) és a prefrontalis kéregben (PFC), valamint a bazalis eldagyban (BE), igy a perimenopauza
soran az E2 fluktudcidja jelentds kognitiv deficitet okozhat (Genazzani et al., 2007). A
memoriaképzddés mellett az E2 befolyasolja a neuroinflamaciot is. Kutatdsok szerint az agy
instabil E2-szintje Osszefligg a migrénhez vezetd neurogén gyulladds kialakulasaval

(Karkhaneh et al., 2015).

1.3.1. Az 6sztrogén és a bazalis eldagyi kollinerg neuronok kapcsolata

A kolinerg rendszer az egyik legfontosabb és legkiterjedtebb neurotranszmitter halozat a
kozponti idegrendszerben. A legtobb kolinerg neuron a bazalis eléagyban (BE) talalhato. A BE
négy anatdmiai régiobol all: a medidlis septumbdl (MS), a Broca féle ventralis és diagonalis

kotegbdl (vDB és hDB), valamint a substantia innominata €s nucleus basalis magnocellularis



komplexumbo6l (SI/NBM; ezt a neuroanatomiai struktirat az emberben Meynert nucleusnak
nevezik) (Hampel et al., 2018). Az E2 befolyasolja a bazalis eldagyi kolinerg (BEK) neuronok
kovetden az E2-kezelés noveli a kolinerg neuronok méretét, dendritek hosszat és elagazodasi
fokat a hDB-ben ¢s az SI/NBM-ben (Ping et al., 2008). Gibbs kutatocsoportja azt is kimutatta,
hogy az E2 alkalmazéasa noveli az acetilkolin (ACh) szintézist a BEK neuronokban azaltal,
hogy noveli a kolin-acetiltranszferdaz (ChAT) enzim expresszidjat és aktivitasat (Gibbs &
Aggarwal, 1998). Patkanyokon végzett in vivo kisérletek azt mutattak, hogy az SI/NBM-be
injektalt neurotoxikus NMDA vagy APi-42-tkovetden az E2 helyreallitotta a kolinerg rendszer
szinaptikus integritasat a kortexben (Kwakowsky et al., 2016). Bar az E2 neuroprotektiv hatasa
a BEK neuronokra donté fontossagl, a mechanizmus még mindig nem tisztazott. Ennek a
hatasnak a hatterében a BEK neuronok ismert ERa expresszidja is allhat (Kalesnykas et al.,

2005).

1.3.2. Az 6sztrogén és az Alzheimer kor

Az Alzheimer kor (AD) a demencia leggyakoribb tipusa, amely a vildg 10 vezetd haldloka kozé
tartozik. A memoria, a figyelem és az alvéas zavarai jellemzik. A betegek mindennapi életiik
soran gyakran viselkedési nehézségekkel, szorongassal és kognitiv zavarokkal kiizdenek
(Scheltens et al., 2016). Morfologiailag a kognitiv és érzelmi funkciokban érintett
agyteriileteken - mint a hippokampusz (HC), kéreg (CTX) és amigdala —A plakkok és a pTau
aggregatumok jelennek meg (Querfurth & LaFerla, 2010). Ezen morfoldgiai valtozasok alapjan
az AD legelterjedtebb dallatmodellje az AP agyba torténd injekcidja volt (akar
intracerebroventrikularisan, akdr a HC-ba vagy egyéb teriiletekre) (Facchinetti et al., 2018). Az
AP nem megfeleld kiiiriilése és a modell bonyolultsdga miatt a transzgénikus egérvonalak

napjainkban népszerlibbé valtak.

Az AD harom 6 kockazati tényezdje az életkor, a nem és a genetikai mutaciok (Nebel et al.,
2018). Koztudott, hogy a betegség incidencidja az életkor eldrehaladtaval ndvekszik, de fontos
megjegyezni, hogy a paciensek 70%-at a nok teszik ki (Fisher et al., 2018). Az iddsek korében
andi prevalencia novekedésében fontosak lehetnek a valtozokor soran bekdvetkezd hormonalis
valtozéasok (Pike, 2017). Valgjaban mind az E2, mind a progeszteron kulcsszerepet jatszik a
neuroprotekcidban, ezaltal beviteliik javitja a kognitiv funkciokat, a memoriat, a figyelmet, a
szinaptikus plaszticitast, a dendritikus tliskék stirliségét €s a dendritképzddést (Kwakowsky et

al.,, 2016). Kovetkezésképpen a petefészekhormonok elvesztése befolyasolhatja ezeket a



funkciokat, és fokozhatja az amiloidogén markerek megjelenését, stlyosbitva az AD

progressziojat.

1.4. A hormonpotlo kezelés nehézségei

Manapsag az E2-terdpia alkalmazhaté hormonalis fogamzasgatlasként, hormonpdtlo
kezelésként a menopauza idején, vagy feminizal6 hormonterapiaként transznemii nék nemi
javallatok meredeken emelkedtek az 1980-as évek vége ota, azt éllitva, hogy ,,a valtozokor
hormonhidnyos betegség, gyogyithato ¢és teljesen megeldzhetd, csak Osztrogént kell szedni”
(Wilson, 1966), mivel szdmos epidemioldgiai tanulmény kimutatta, hogy a HPK csokkenti a
csontritkulds, a szivkoszoruér-betegség és a barmilyen okbdl bekovetkezo halalozas kockéazatat
(Lobo et al., 2016). Az 1990-es évek végén végzett nagyszabasu, kontrollalt klinikai
vizsgalatok azonban a HPK kedvezd paradigméjanak ujraértékelését eredményezték. 1998-ban
a ,,Sziv és 0sztrogén/progesztin helyettesitd vizsgalat (HERS)” kimutatta, hogy a hormonpotld
kezelés nem csokkenti a kiijulé miokardialis infarktus kockazatat (Hulley et al., 1998). Ezt
kovetden 2002-ben és 2004-ben a Woman Health Initiatives (WHI) klinikai tanulmanyai
kimutattdk, hogy sem az E2-PG kombinacio, sem az E2 onmagiban nem csokkentette a
szivkoszoruér-betegség kockéazatit (Anderson et al., 2004; Shumaker et al., 2004). Sé6t, a
kombinalt HPK még a stroke, a vénas thromboembolia és a mellrak kockazatat is novelte. Ezért

a HPK sem a koszoruér-betegség, sem a csontritkulas megel6zésére mar nem javasolt.

A HPK sulyos mellékhatdsai mas iranyba terelték az Osztrogénkutatast. A k6zos cél az volt,
hogy olyan 0j formuldkat vagy molekuldkat taldljanak, amelyek nem rendelkeznek az
Osztrogén karos mellékhatésaival, de pozitiv hatdssal vannak a menopauza tiineteire, beleértve

az idegrendszeri problémakat, az érrendszeri elvaltozasokat és a csontritkulast.

1.5. I'Jj terapias tehetdségek: a nem-klasszikus 0Osztrogén-szerii utvonalat aktivalo
molekulak (ANGELS)

Szamos Osztrogénszerli vegylilet all rendelkezésre széles terdpias indikéaciokkal, amelyek
eltéréen befolyasoljak az Osztrogénhez kapcsolodd jelatviteli utakat: szelektiv Osztrogén-
receptor moduldtorok (SERM-ek), fitodsztrogének, szelektiv — Osztrogén-receptor

downregulatorok (SERD-ek), GPER1 agonistak/antagonistdk vagy aromat4z inhibitorok.

A nem-klasszikus 6sztrogén-szeri jelatvitel (ANGELS) aktivatorai i) megkdzelitést jelentenek
az E2 terapiaban (Manolagas et al., 2002). Harom ilyen hatdst molekula ismert: az §sztrén (4-

esztren-3alfa, 17béta-diol), az A vegyiilet (2-(4-hidroxi-fenil)-3-metilbenzo[b]tiofén-5-0l) és a



B vegyiilet (3',15b-dihidrociklopropa [14,15]6sztra-1,3,5(10),8-tetraén-3,17alfa-diol), de
terapiaban még egyiket sem alkalmazzak (Kwakowsky et al., 2013). Az 6sztrénrdl kimutattak,
et al., 2008). Mitobb, BEK neuronokra kifejtett neuroprotektiv potencidlja is bizonyitott egy
AP mikroinjekciot alkalmazé AD allatmodellben (Kwakowsky et al., 2016).

Terdpias potencialjuk mellett az j HPK-ek és hasonld készitmények segitenek jobban
megérteni az E2 részletes, fiziologias hatdsait. Bar a neuroprotektiv, antitrombotikus,
oszteoprotektiv €s antikarcinogén hatasu tokéletes terapia még felfedezésre var, a

felhalmozodo adatok talan kozelebb vihetnek hozza.

2. Célkituzések

Doktori értekezésem f6 célja volt 1j ANGELS molekuldkat talalni, melyek nem rendelkeznek
klasszikus mellékhatdsokkal, bizonyitottan nem-klasszikus jelatvitelt aktivalnak, valamit

neuroprotektiv potencialt mutatnak.

Kutatasunk kezdeti 1épése a lehetséges molekulak in silico szelekcidja volt, egy meglévo
adatbazis felhasznaldsdval, valamint egylittmiikddve a Farmakologia ¢és Farmakoterdpia

Intézetben dolgoz6 Dr. Hetényi Csabaval és Dr. Jeszendi Norberttel.
Doktori munkam soran a részletes célok a kovetkezdek voltak:

1. Klasszikus hatdsmechanizmus nélkiili 1) ANGELS vegyiiletek azonositasa 15

leszintetizalt molekulabol.

1.1. A molekuldk E2-szerli ERE aktivald potencialjanak in vitro kiszlirése

MCF7 sejtekben luciferaz alapu vizsgalat segitségével (kisérlet 1).

1.2. Tovabbi in vivo E2-szerli uterotrop mellékhatdssal rendelkez6 molekuldk

kizarésa (kisérlet 2).

2. In vitro igazolni, hogy a kivélasztott ANGELS molekuldk nem klasszikus
hatdsmechanizmussal rendelkeznek, MCF7 sejteken, Western blot technikaval. A
kovetkez0 downstream messenger molekuldk foszforilacidja keriilt vizsgalatra:

ERK1/2, AKT és CREB (kisérlet 3).

Ezen lépések alapjan a legigéretesebb ANGELS molekulat (A3270) valasztottuk ki és

hasznaltuk fel a kovetkezo kisérletekben.



3. A kivalasztott ANGELS ¢és az E2 in vivo, az SI/NBM-ra kifejtett neuroprotektiv
potencialjanak meghatarozédsa az AD neurotoxikus modelljében, mind him, mind
ndstény egerekben, végpontjelzésként AChE és ChAT immunhisztokémidt alkalmazva
(kisérlet 4).

4. Egyszeri E2 vagy ANGELS kezelés in vivo neuroprotektiv hatdsanak meghatarozasa az
AD genetikai egérmodelljében (3xTg-AD). Morfoldgiai (AChE, ChAT, AP és pTau) és
viselkedési (kényszeritett Uiszas teszt, y-labirintus) paramétereket vizsgalva (kisérlet 5).

5. Annak vizsgalata, hogy az OVX befolyasolja-e a testosszetételt (testzsirszazalék, MRI)
az AD-ra jellemzd morfoldgiai (AChE, ChAT ¢és AP) és viselkedésbeli (Y-labirintus,
Morris féle vizi labirintus, roka szag teszt) elvaltozasokat 3xTg-AD egérmodellben.
Valamint egy olyan allatmodell létrehozadsa, amely felgyorsitja az AD tiineteinek

megjelenését (kisérlet 6).
3. Eredmeények és megbeszélés

A disszertaciéban bemutatott kisérletekben 6 ANGELS vegyiletet azonositottunk in vivo €s in
vitro klasszikus hatasok nélkil, valamint az alternativ E2 jelatviteli Gtvonalak in vitro
aktivalasaval. A kivalasztott, legjobb profillal rendelkez6 vegyiilet mar egyetlen kezelés utan
neuroprotektiv potencialt mutatott mind az AD neurotoxikus, mind transzgenikus modelljében,
azonban az adott id6pontban (24 6rdval a tesztelés eldtt) nem volt képes megvaltoztatni a
viselkedést. Megerdsitettiik tovabba, hogy az OVX felgyorsithatja a morfoldgiai elvaltozasok
megjelenését a 3xTg-AD modellben, lehetdvé téve a fiatalabb &llatokon vald kisérletezést,
ezéltal lerdviditve a tovabbi gydgyszerfejlesztést.

3.1. Klasszikus hatésok vizsgalata (kisérlet 1,2)

Az E2 nagy affinitast mutat az ERE transzkripcids faktorhoz,
¢s ez a kotés tudottan a legfontosabb 1€pés a klasszikus mechanizmusban (Koszegi & Cheong,
2022). Mivel a HPK-nek szamos mellékhatdsa van, mint példaul a stroke, az emlérdk és a
méhnyalkahartyarak megnovekedett kockazata, amelyek tobbnyire a klasszikus hatasukhoz
kothetdk, az Uj gyogyszerfejlesztés soran elengedhetetlen a molekuldk ezen
hatasmechanizmusuk alapjan torténd kizarasa. A megnovekedett ERE aktivitds és a
mellékhatasok jelenléte kozotti Osszefiiggés azonban még nem bizonyitott. A bemutatott
pozitiv és szignifikans korrelacid az in vitro megndvekedett ERE aktivitds és az in vivo

megnovekedett méhtomeg kozott, a két paraméter szoros kapcsolatat bizonyitja. Ezért



vizsgalatunk alkalmasnak tlinik molekulak eldszelekcidjara, illetve olyan vegyliletek

azonositasara, amelyek nem fejtenek ki klasszikus hatdsmechanizmust.

Az in silico dokkoltatast kovetden, 15 molekulat szintetizaltattunk le és teszteltiink klasszikus
mellékhatasprofilra. A teszteltek kdzil 6 ANGELS molekula nem mutatott ERE aktivitést in

vitro és uterotrop mellékhatast in vivo. A 6 kivalasztott molekulaval folytattuk kisérleteinket.

3.2. Nem-klasszikus hatdsmechanizmus (kisérlet 3)

Az E2 5 perces kezelést kovetden nem klasszikus hatasokat tudott kivaltani egy
adenokarcinéma sejtvonalban (MCF-7), az AKT és az ERK1/2 fokozott foszforilacidja révén.
Az 5 perces intervallum azért kulcsfontossagli, mert a nem genomialis jelatvitelre is gyors
hatdsmechanizmus jellemzd (Szego & Davis, 1967) Mivel a vizsgélni kivant fehérjék
foszforilacigja 10 perc utan csokkenni kezdett, az ANGELS vegyiileteknél az 5 perces
iddablakot alkalmaztuk. Mind a 6 vizsgalt ANGELS molekula az E2-vel azonos dézisban
(szuprafiziologids, terapias dozis) novelte az ERK1/2 és az AKT foszforilaciojat. A CREB
fehérje aktivalodasa csak az A3270 beaddsa utan volt megfigyelhetd. A hdrom vizsgalt fehérje
masodlagos hirvivoként kulcsszerepet jatszik a MAPK-PKA-CREB ttvonalban, és kordbban
kimutattdk, hogy az E2 aktivalja dket kiilonb6z6 szdvetekben, tobbek kozott az agyban.
Példaul a HC-CA1 régidjaban a globalis ischaemia eldsegitette az ERK1/2 és CREB korai
defoszforilaciojat és inaktivaciojat, amit az E2-kezelés megakadélyozott (Jover-Mengual et al.,
2007). A dentate gyrusban a molekuldk foszforilacios statusza nemi kiilonbséget mutatott.
Intakt ndstény ragcsalokban magasabbak voltak az AKT tutvonal foszfoproteinjei, mint a
himeknél. Az OVX-es allatok E2-kezelés utan a MAPK ¢és az AKT utvonalhoz kapcsolodo
foszfoproteinek (pERK1/2, pJNK, pAKT és pGSK-3f) novekedését mutattak (Sheppard et al.,
2022). A MAPK utvonal E2 altali aktivalasa a kolinerg neuritok novekedésével is 0sszefiigg
(Dominguez et al., 2004), valamint a BEK neuronok E2-medialt szabalyozdsa ERK1/2
aktivitast is igényel (Pongrac et al., 2004). Szego és mtsai. kimutattak, hogy az E2 kezelés
kozvetlen, nem klasszikus hatést fejt ki a BEK neuronokban, és aktivalja a PKA és MAPK
utvonalakat az ER-en keresztiil, ami a CREB foszforilaci6jahoz vezet az SI/NBM-ben in vivo
(Szego et al., 2006). Késdbb ugyanez a kutatocsoport publikalta, hogy az E2 kolinerg rostokra
kifejtett helyreallitd hatdsait blokkolja a MEK1/2 gatlasa a MAPK utvonalon (Koszegi et al.,
2011).

3.3. Neuroprotekcié egy neurotoxikus AD allatmodellben (kisérlet 4)
Az APi1-42 intrakranialis mikroinjekcioja egy szeleskorien alkalmazott technika a sporadikus
AD modellezésére (Nichols et al., 2020). Koréabbi tanulmanyok az Abraham laborbol

7



kimutattdk, hogy egy NMDA mikroinjekcio a SI/NBM teriletére 1éziot okoz helyileg,
csokkentve a kolinerg neuronok szamat és azok projekcidjat az ipsilateralis SSC-be (Koszegi
et al., 2011). Egy egyszeri E2 kezelés nem befolyasolta a ChAT pozitiv neuron pusztulast az
ellenoldali kontroll agyteriilethez képest, azonban megndvelte a kolinerg rostok denzitasat a
SSC-ben. Ezeket a megallapitasokat késébb kiegészitették egy ABi-42 injekcios modellel, ahol
az E2 ugyanazt a hatast fejtette ki. Rdadasul nemcsak az E2, hanem mas, nem klasszikus E2
utvonal aktivatorok, mint példaul az 6sztrén is helyreéllitottak a kolinerg kortikalis projekciok
elvesztését, és mérsékelték az APi-42 altal Kivaltott tanulasi nehézségeket (Kwakowsky et al.,
2016). Ugyanazon ApPi-s2 injekcios modell segitségével megerdsitettiik, hogy a kivalasztott
ANGELS (A3270) hasonlé hatassal bir, mint az E2 és 0sztrén. A hatas nem korlatozddott a
néstényekre, him allatokban is kimutathato volt, ami az E2, valamint az ANGELS-ek
altalanosabb, nemt6l fiiggetlen neuroprotektiv szerepére utal. Mivel azonban nem volt

kiilonbség a nemek kozott, tovabbi kisérleteinkben csak a ndstényekre koncentraltunk.

Az altalunk alkalmazott terapia inkabb megel6zés, mint kezelés volt, mivel a neurotoxikus
beavatkozas utan 1 o6raval alkalmaztuk. Ezenkiviil az APi-42 neurotoxicitdsi AD modellnek
vannak korlatai, példdul nem modellezi a teljes patomechanizmust, sebészeti beavatkozast
igényel, és nem veszi figyelembe a genetikai hajlamokat. Ezért a terapids potencial
megerdsitésére ¢és kiegészitésére egy masik modellt is alkalmaztunk. Kutatdsunk a két

(neurotoxikus és genetikai) AD modell elényeibdl profitalt (Gotz & Ittner, 2008).

3.4. Neuroprotekcid egy genetikai AD modellben (kisérlet 5)

Kisérleteinkhez a haromszoros transzgén (3xTg-AD) allatmodellt valasztottuk, mivel
eloallitasa ota széleskorlien alkalmazott és karakterizalt (Oddo et al., 2003).
Mindazonaltal az AD a ndknél gyakoribb, ezért erre a nemre koncentraltunk. Egy korabbi
tanulmény kimutatta, hogy az OVX a 3xTg-AD egerekben novelte az AP felhalmozodast és
rontotta a memdriat, mig az E2, de nem a PG, megakadalyozta ezeket a hatasokat (Carroll et
al., 2007). Mi 48 éraval az akut E2 vagy ANGELS kezelés utan nem észleltiink valtozast az
AP plakkok szdméban a motoros kéregben (MC), SSC-ben, a basolateralis amigdalaban (BLA)
és a HC dorsal-subiculum régigjaban (dSub- HC), illetve nem véltozott a pTau aggregadtumok
mennyisége sem a BLA-ban, HC-CA3-régidban vagy az amigdalopiriform kéreg atmeneti
teruletén (APir). Az elvaltozasok hidnyat magyarazhatja az egyszeri dozis vagy a kezelés és a
perfuzio kozott eltelt rovid idotartam. A kordbban emlitett vizsgalatok kronikus E2 kezelést
alkalmaztak - peldaul beultetett 90 napos 0,25 mg E2-t tartalmazd szubkutan pelletet (Carroll
et al., 2007) - az AP plakkok vizsgalatara. Annak ellenére, hogy vegyiileteink nem



befolyasoltdk a plakkok szamat, mind az E2, mind az ANGELS vegyuletiink - egyszeri
adagolas utan is - helyreallitotta a kolinerg rostok elvesztését az SSC-ben anélkil, hogy az

SI/NBM régio sejtszaméat megvaltoztatta volna.

Mivel viszonylag fiatal (5-6 honapos) allatokat hasznaltunk; ezért nem meglepd, hogy a rovid
tdvu memoria hianya nem volt kimutathato az y-labirintuson, még 2 hét OV X utan sem, léven,
hogy a kognitiv tiinetek késébb jelentkeznek (Varkonyi et al., 2022). Korabbi vizsgalataink
azonban ismételten csokkent mozgékonysagot mutattak ki modelllinkben (Szabd et al., 2023;
Varkonyi et al., 2022), igy az ANGELS altal kivaltott mozgas fokozodas megel6z6 szerepre
utalhat. Az E2 bizonyitottan befolyasolja az érzelmi viselkedést, korabbi tanulmanyok azt
mutattak, hogy a beadas utan 24-48 oraval képes az erdltetett Giszas tesztben a depresszid-szeri
viselkedést visszaforditani (Estrada-Camarena et al., 2002). Ezzel Osszhangban az E2
kezelésunk novelte a kiizdelmet, az aktiv menekilési mozgast az FST-ben. Az ANGELS
vegyuletiinknek azonban nem volt ilyen hatasa. Mivel a hasznalt molekulat kifejezetten a nem
klasszikus, gyors hatds miatt valasztottuk ki, feltételezhetjiik, hogy a vizsgalt idépontot nem
valasztottuk meg optimalisan. Val6jaban egyes tanulmanyok az E2 hatékonysagat mar 30 perc
utdn is kimutattdk (Rocha et al., 2005). Korabbi morfoldgiai eredményeink azonban tart6s

hatast timasztottak ala, ezért volt mégis relevans az alkalmazott idéintervallum.

Osszességében a kivalasztott ANGELS molekulak neuroprotektiv potenciallal rendelkeztek
transzgenikus allatmodellben is. A modell azonban finomitasra szorul, mivel az id6s allatokra
vonatkozd igény az AD Kkisérletekhez nem tette lehetévé a nagy szamu &llaton torténd

vizsgalatokat.

3.5. A hormondepléci6 hatasa az AD pathomechanizmusara (kisérlet 6)
Fiatal, 4 honapos egerekben az 1 hdnapos OVX fokozott neurodegeneréciét okozott
(megnovelte az amiloid lerakddasokat a BLA-ban és csokkentette kolinerg roststiriiséget az

SSC-ben), mig nem sulyosbitotta az AD-ra jellemz6 kognitiv és szorongasos tiineteket.

Megerdsitettiik, hogy OVX modellunk megfeleld volt, mivel megndvekedett testtomeget,
testzsir szazalékot, és lecsdkkent uterusz témeget és uterusz falvastagsagot észleltiink az OV X
allatokon. A szexualszteroidok hidnya novelheti az elhizas kockazatat, mivel az E2 és a PG a

gluk6z és lipid anyagcsere kozvetitésében is szerepet jatszik, valamint befolyasolja az

=77

crer

és befolyasolja az inzulin homeosztazist (Picone et al., 2020). Az MRI vizsgalatok soran



lathattuk, hogy a tamasztoszovetek ardnya is csokkent. Ezt értelmezhetjiik az oszteoporozis
korai jeleként, mivel a menopauza utani hormon csokkenés szorosan 6sszefligg az alacsony

csontsliriiség kialakulasaval (Farkas et al., 2022).

A szakirodalom szerint a 3xTg-AD allatokban 6 honapos korukra alakul ki memoria deficit
(Belfiore et al., 2019). Mivel a kisérletinkben felhasznalt allatok 4-5 hénaposok voltak, az
almitott  allatokban  tapasztalt  viselkedésvizsgalati  eredményeink nem  vératlanok.
Hipotézisiinket azonban nem tudtuk alatdmasztani, mivel az OV X nem sulyosbitotta a kognitiv
hanyatlast vagy az érzelmi zavarokat. Az ép memoria az AP lerakodasok alacsony szamaval is

magyarazhat6 a HC-ban és a SSC-ben (Jameie et al., 2021).

A szorongas a postmenopauzaba lépett ndk egyik jellemzd tiinete (Siegel & Mathews, 2015),
valamint az AD-val is 0sszefliggésbe hozhatd (Botto et al., 2022). A ,,Fox odor” (rdkaszag)
tesztben egyediil csak az AD hatasa volt megfigyelhetd (Bruzsik et al., 2021), a 3xTg-AD
allatok tobb idot toltottek mozdulatlansagban és kevesebb iddt toltottek felfedezéssel és
agaskoddassal, ami arra utal, hogy jobban szorongtak, mint a tobbi allat (Adhikari et al., 2015;
Bruzsik et al., 2021). Ezek az eredmények Osszefiigghetnek BLA teriiletén megfigyelt AP
felhalmozodassal. Ez az agyi teriilet felelés a félelemmel kapcsolatos érzelmi valaszok

kialakitasaért (Adhikari et al., 2015).

A finom viselkedésbeli valtozasok ellenére a morfologiai kiilonbségek egyértelmiibbek voltak.
Az OVX keépes volt ndvelni az amiloid plakkok szamat a 3xTg-AD allatokban BLA-ban
azonban nem észleltlink valtozéast a HC-ben és a SSC-ben. Meg kell azonban jegyezniink, hogy
joval id6sebb allatokban az OVX indukalt AP képzodést ezeken a teriletek is (Palm et al.,
2014). Ez 6sszhangban van human vizsgalatokkal is, ahol az OXV-betegeket HPK-el kezelték,
ami megakadalyozta az AP lerakodasat (Zeydan et al., 2019). Emellett esetlinkben az OVX
tovabb sulyosbitotta az AChE pozitiv rostveszteséget a 3xTg-AD allatok SSC-ben.

Mindazonaltal az OV X révén kivaltott morfoldgiai jegyek gyorsulasa alkalmassa teszi ezt a

beavatkozast, hogy fiatalabb 3xTg-AD egereken tudjunk vizsgalatokat végezni.

4. Kovetkeztetések

Az in silico sziirés lehet6séget adott olyan molekulak el6valogatasara, amelyek kotddnek az
ER-ekhez, és nem Kklasszikus neuroprotektiv potenciallal rendelkezhetnek. Megerdsitettiik,
hogy az in vitro ERE aktivitasmeérés hatékonyan képes azonositani a klasszikus E2-szerii
hatassal rendelkezé molekulakat. Valamint az ERE aktivitas szignifikans pozitiv korrelaciot

mutatott az in vivo vizsgaltnal észlelt uterotrop mellékhatasokkal. Ezen hatasok alapjan sikertlt
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a kezdeti 15 molekulaszdmot 6-ra csokkenteni. Tovabbi in vitro tesztek igazoltdk ezen
molekulak nem klasszikus hatdsmechanizmuséat, mivel aktivaltak a MAPK-PKA Utvonalban
szerepet jatszo fehérjéket, MCF-7 sejtekben, 5 perc kezelést kovetéen. A kezdeti 15-bél egy
ANGELS molekulat (kédnév: A3270) valasztottunk ki, amely nem mutatott megndvekedett
ERE-aktivitast, uterotrop mellékhatast, és nemcsak az AKT-t és az ERK1/2-t, hanem a CREB
fehérjeket is képes volt aktivalni. A kivalasztott ANGELS molekula neuroprotektiv potencialt
mutatott az AD neurotoxikus és transzgenikus modelljében egyarant. Mind az E2, mind az
ANGELS novelte a kolinerg neuronok roststirtiségét a SSC-ben, de nem tudtak helyredllitani a
kolinerg neuronok pusztulasat a BE-ban. Az egyszeri injekcio nem volt hatassal a 24 éraval

késObb vizsgalt viselkedésre.

Végiil a tovabbi kutatasok elésegitése érdekében megerdsitettiik, hogy az OVX altal kivaltott
menopauzalis tinetek 3xTg-AD egerekben is stlyosbitottak az AD-vel 6sszefiiggd morfologiai
elvaltozasokat az agyban anélkul, hogy befolyasoltdk wvolna a viselkedést.
Igy a fiatal, 3 honapos 3xTg-AD egerekben végrehajtott OVX megfelelé modell lehet az 1j
kezelések strukturalis szintii tesztelésére, ami felgyorsithatja Uj vegylletek kiprobalasat (nem

kell 6-12 honapot varni az allatok 6regedésére).
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