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Bevezetés

Neurodegenerativ betegségek

A neurodegenerativ betegségek a kozponti idegrendszer olyan
korképei, amelyekben az idegsejtek karosodasa, ill. pusztuldsa az
els6dleges. Ezek kozé szamos korkép tartozik, legismertebbek az
Alzheimer kor (AD), a Parkinson kor (PD), a Huntington kér (HD) és
az amyotrophias lateralsclerosis (ALS). A genetikai diagnosztika
fejlédésével azonban Ujabb és tujabb korképek keriilnek ebbe a
csoportba, mint pl. a spinocerebellaris ataxiak, Friedreich ataxia, vagy
herediter spasticus paraparesisek. Az életkor elérehaladtaval egyre
gyakoribba valé neurodegenerativ betegségek mar most is jelentds
népegészségligyi problémat jelentenek, azonban az oregedd
tarsadalmakban az elkovetkezendd évtizedekben jelent6ségiik meg fog
sokszorozodni. Eldrejelzések alapjan a betegek szama meg fog
tobbszor6z6dni és csak az Alzheimer korban szenvedd paciensek
szama el fogja érni a 100 millio f6t, akiknek a kezelési koltsége mar
most meghaladja a 183 milliard dollart évente (Alzheimer’s
Association, 2011).

Bizonyos esetekben a betegség oka egyértelmiien azonositott (pl.
Huntington kor), mig mas esetekben csak rizikofaktorok ismertek
(Alzheimer kor, Parkinson kor). Ennek ellenére mindegyik esetben van
egy alcsoport, ahol egyértelmii genetikai mutacid igazolddott, és ez
okozza a tiineteket. Azonban a Huntington kort leszamitva a korképek
nagyobb része sporadikusnak tekintheté és mivel ezek fenotipusa sok

esetben hasonl a genetikai formakéval, igy k6zos pathomechanizmus
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feltételezheté. Az intenziv kutatasok ellenére a pontos folyamatok mai
napig nem ismertek, azonban szamos utvonal szerepe igazoltnak
tekinthetd. Ezek kozé tartozik a mitokondridlis karosodds, az
energiatermelés zavara, az excitotoxicitas, a szabadgyok-képz6dés
fokozodasa, a kinurenin Gtvonal aktivalédasa, a microglia aktivacio, a
hiszton acetilacid/ deacetilaciéo megvaltozasa, stb.

Tudoméanyos munkdm sordn e ko6zds folyamatok szerepét
tanulmanyoztam mind allat modellekben, mind bizonyos esetekben,
humén mintdkban. Gyakorldé orvosi munkdmnak megfeleléen 11
terapids hatasi molekulak tesztelését legalabb ennyire fontosnak
tartottam.

Az aldbbiakban az Altalam tanulmanyozott legfontosabb

betegségeket és modelljeiket ismertetem réviden.

Huntington kor

A Huntington kor egy autoszomalis dominans 0Oroklodési
progressziv neurodegenerativ korkép, amelyet személyiségvaltozas,
choreiform kényszermozgas, valamint dementalodas jellemez és
feltartoztathatatlanul, altalaban 10-15 év alatt, halalhoz vezet. A
betegséget tobbek kozott a basalis ganglionok GABAerg kozepes
tiiskés neuronok pusztulasa jellemzi. A Huntington kor oka a 4.
kromoszéman talalhaté IT 15 gén normal esetben is meglevé CAG
ismétlédésének az expanzidja. A megbetegedésért felelds genetikai
defektust a Huntington’s Disease Collaboration Research Group
publikalta 1993-ban (The Huntington's Disease Collaborative Research
Group). Az IT15 gén termékének, a huntingtin (htt) fehérjének

sejtfunkcioban betoltott szerepe jelenleg nem teljesen tisztazott. A
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sejten belill szamos folyamatban szerepet jatszik, mint pl. sejtfejlédés,
intracellularis  jelatvitel, transzportfolyamatok, stb. Normalis
koriilmények kozott ez a gén maximum 35 CAG ismétlddést tartalmaz.
Ha ez expanzi6 40, vagy annal tobb, a betegség mindenképpen
kialakul. A Huntington-kor megjelenése, illetve a tiinetek sulyossaga a
repeat hossz nagysagatol figg: minél nagyobb a CAG ismétlodések
szama, annal hamarabb jelentkezik a korkép, és lefolyasa is annal
stlyosabb (6sszefoglald: Zuccato et al., 2010). Ennek ellenére szamos
egyéb protein interakcidja befolydsolja a korkép kialakulasat, ill. a
tiinettant (in. genetikai modositod faktorok, 6sszefoglald: Zuccato et al.,
2010).

Annak ellenére, hogy ez a betegség ritka, jelentGsége abban rejlik,
hogy monogénes, autoszomalis domindns, 100% penetranciaju
betegség, amely relative egyértelmii helyzetet biztosit a koros

folyamatok tanulmanyozasara.

Huntington kér modellezése

Egy neurotoxin, a 3-nitropropionsav (3-NP) a putamen kétoldali
karosodasat okozza. Ez a toxin irreverzibilis inhibitora a szukcinat
dehidrogenaz enzimnek, mind a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusban, mind
a mitokondrialis 1égzési lancban (komplex II). A 3-NP egy
természetben is eldfordulé gomba toxin, amely emberben és allatban
egyarant mérgez6. A szelektiv karosodast feltehetéen a csokkent ATP
termelés okozta fokozott szabadgyok-képzédés és excititoxikus
mechanizmus okozza. A kronikus 3-NP adagolas tehat a Huntington-
kor bizonyos klinikai tiineteit (mozgaszavar) és a szdvettani

elvaltozasokat is utanozza (Beal et al., 1993). A 3-NP mellett a
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malonsav is mitokondrialis toxin, amely reverzibilis gatloja a komplex
Il-nek és intrastriatalis adagolasa hasonléan szelektiv neuronpusztulast

okoz, mint a 3-NP vagy a human korkép.

Egyes transzgenikus modellek

A Huntington-kor vizsgalatara kiilonboz6 transzgenikus modellek
léteznek, amelyek vagy a teljes hossziisaglh mutdns huntingtint, vagy
annak csupan egy bizonyos fragmentjét expresszaljak (osszefoglalo:

Gardian, 2006).

R6 csoport

Az ebbe a csoportba tartoz6 egerek a human IT15 gén 1. exonjat
hordozzék, kiilonb6zé6 CAG repeat-hosszal. Az ismétlédések szama
116 és 156 kozott valtozik (Mangiarini et al., 1996). Tobbféle torzs
létezik, melyek koziil mi vizsgalatainkhoz az R6/2-t hasznaltuk. Az
R6/2 vonal 141-157 CAG ismétlédést tartalmaz, mely emberben a
juvenilis HD megfeleldje. Ezen allatokban bizonyos viselkedési eltérés
és motoros deficit 5-6 hetes kort6l detektalhatd, de nyilvanvalo tiinetek
csak az egerek 8 hetes koratol alakulnak ki. Progressziv mozgaszavar,
stlyvesztés, tremor, convulsiok, diabetes a jellegzetes tiinetek. Az
allatok hamar, 10-14 hetes korban pusztulnak el. Szovettanilag a
sejtekben jelent6s szamban mutathatok ki intranuklearis zarvanytestek,
de neuron pusztulas csak a megbetegedés kés6i fazisaban, és akkor is
csak mérsékelt formaban alakul ki. Az R6/2 egerek halila
leggyakrabban generalizalt metabolikus betegség (fogyas, diabetes

mellitus), vagy konvulzi6 miatt kovetkezik be (Mangiarini et al, 1996).
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N171-82Q torzs

Ez a torzs a huntingtin fehérje 171 aminosavat tartalmazé N-
terminalis fragment;jét expresszalja. A CAG-ismétlodések szama 82. Az
allatba bejuttatott transzgén expresszidjat egy egér prion protein
promoter vektor irdnyitja. A transzgén daltal expresszalt koros
polipeptid szintje alacsonyabb, mint az endogénen termelddé normal
huntingtin szint. Ez az egértorzs jellegzetes viselkedési és patologiai
tiinetekkel rendelkezik. Normalis posztnatalis fejlédési periodus utan
kb. 2 hoénapos koruktdl jelentkeznek az eltérések. FElséként a
stlynévekedés elmaradasa (8-10 hét), majd késdbbiekben progressziv
teststlycsokkenés jon létre (16-24 hét). Ezt kovetik a viselkedésbeli
elvaltozasok és motoros tiinetek: tremor, motoros inkoordinacid,
hypokinesis, rendellenes (ptipos) testtartds és jaras, illetve ,, clasping ™
ha az éallatot farkdnal fogva felemeljilk, a normalis menekiild
mozdulatok helyett a hatso végtagjait 6sszekulcsolja, mely testtartasbol
nem tud elernyedni (12-16 hét). A betegség végstadiumaban (az allatok
életének utolso heteiben) jellegzetes a kis testméret, az ingerekre valo
valaszadas csokkenése, szegényes tisztalkodas és gyakori clasping. Az
egerek koriilbeliil 20-24 hetes korukban, hirtelen pusztulnak el. A halal
oka nem teljesen tisztazott. Patologiai eltérésként szamos intranuklearis
zarvany ¢€s neurit aggregdcié talalhaté az agy kiillonbozd teriiletein
(tobbek koz6tt a caudatum, a cortex, a hippocampus, a gyrus dentatus,
és az amygdala érintett), mig a sejtpusztulds minimalis, és nincs stilyos
asztrocita-proliferaciéo sem. A folyamatban érintett teriiletekt6l tavol az
allatok agyszovete semmilyen koros eltérést nem mutat. Ugyanigy a
periférids szovetek esetén sem talalhatd patoldgias elvaltozas, még a

szivizomszdvet esetén sem, mely az agyszovethez hasonld szinten
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expresszalja az idegen, mutans fehérjéket (Schilling et al., 1999).

Parkinson kor

A Parkinson kor a Huntington kérnal joval gyakrabban el6forduld
neurodegenerativ betegség, amelyet mozgaslelassulas (hypokinesis),
nyugalmi tremor €s izomrigiditas jellemez. Patoldgiailag tobbek kozott
a substantia nigra dopaminerg sejtjeinek pusztulasa észlelhetd, valamint
az ubiquitin és a-synuclein pozitiv Lewy testek meghatarozott rend
szerinti kialakulasa jellemzi (Braak stadiumok) (Braak et al., 2003), bar
az utdbbi években kozoltek Lewy test negativ (féleg genetikailag
determinalt) eseteket is. A Huntington korral szemben az esetek dontd
tobbsége sporadikus el6fordulast, azonban tobb gén (a-synuclein,

s

el6forduld familiaris esetekben.

Parkinson kor modellezése

A korabban kabitdszer (heroin) melléktermékeként eldallitott 1-
metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropiridin (MPTP) a substantia nigra pars
compacta teriiletén hoz létre szelektiv sejtszam csokkenést. A toxikus
hatasokért egyik f6 metabolitja, az 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP™)
felelds. Az atalakuldst a monoamin oxidaz-B katalizélja. Az MPP* a
szinaptikus dopamin transzporter segitségével kerill felvételre a
dopaminerg sejtekbe. Itt a mitokondrialis komplex I aktivitisat és az
oxidativ foszforilaciot gatolja a rotenone kotdhely- hez kapcsolodva. A
légzési lanc gatlasa megndvekedett szabadgydk képzddést, valamint
ATP depléciot okoz, ami a sejt pusztulasahoz vezet. Adagolasa mind

emberben, mind kisérletes allatokban Parkinson-kérhoz hasonld
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tiineteket okoz (Dawson et al., 1995).

Masik altalanosan hasznalt modell a 6-hidroxi-dopamin (6-
OHDA) okozta szelektiv neurodegeneracio. A 6-OHDA intra-
ventrikularisan vagy intrastriatalisan adagolva egyoldali szelektiv
dopaminerg ¢és noradrenerg sejtpusztulast okoz. Dopaminerg
szelektivitisa noradrenerg reuptake inhibitorral egyiittadva (pl.

desipramin) érhet6 el.

Amyothrophias lateralsclerosis

Ez a betegség az elsddleges (corticospinalis) és a masodlagos
(gerincveld mellsd szarvi) motoneuronok pusztulasaval jar. Altaldban
kozépkor emberekben jelentkezik és progressziv gyengeséggel,
izomsorvadassal, beszéd és nyelészavarral, majd a mozgasképesség
elvesztésével jar. Az esetek egy részében kognitiv funkciok
csokkenését is lehet észlelni. Az érzdérendszer, ill. a vegetativ ideg-
rendszer altaldban megkimélt. A 1égzéizmok bénulasa altalaban 2-5 év
alatt feltartoztathatatlanul halalhoz vezet. Az esetek tobbsége ebben az
hozzak kapcsolatban a korképpel. A betegség kialakulasanak szamos
tedriaja van, de mindegyikben k6z0s, hogy a sejtpusztulas apoptotikus,
hasonld az egyedfejlédés soran észlelt programozott sejthalalhoz. Az
elméletek kozotti kiilonbség a kivalté okokban és/vagy a legfontosabb
mechanizmusokban van. Ezek k6zé a mechanizmusok koz¢ tartozik a
mitokondrialis diszfunkcié, az energia deficit, a fokozott szabadgyok
képzOdés, az excitotoxicitds, neuroinflammacié, a proteoszoma

diszfunkcid, ill. az axonalis transzport zavara.
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ALS genetikai modellje

Az elsé muticio, amit kozoltek familiaris ALS-ben az a SOD1
mutacidja volt. Jelenleg az enzimnek tobb mint 110 kiilonféle
Ezek koziil néhany benignus klinikai lefolyassal jar (H46R), mig masok
kifejezetten agressziv korformat eredményeznek (A4V). Mivel a SOD1
potens antioxidans enzim, mutacidja érinti az enzim aktivitasat, és ez
feltehetéen hozzajarul a korkép kialakulasahoz. Azonban az
autoszomalis dominans oOroklodés és az antioxidansok limitalt
hatdsossaga felveti annak lehetGségét, hogy a mutaciok 1j, toxikus
funkciot is eredményeznek (funkcidnyeréses mutacio). Arra
vonatkozolag, hogy az enzim mutacidja hogyan okozza a
motoneruronok pusztulasat, nincs egyértelmi konszenzus. S6t ugy
tiinik, hogy az SOD1 mutécidja nem csak a motoneuronok pusztulasat
eredményezi, hanem a koriilétte levd astrocytak és mikroglia is érintett.
Ezt latszik igazolni az a tény is, hogy amennyiben a SOD1 mutaci6 a
eredményezi (Boillee et al., 2006).

Ennek felismerése utan transzgenikus allatot allitottak eld, amely
tartalmazta az Cu/Zn SOD G93A mutacidjat (Gurney et al., 1994).
Ezeknél az egereknél progressziv izomgyengeség és ezzel
parhuzamosan a motoneuronok szamanak csékkenése észlelhetd, majd
az allatok mozgasképtelenné valva 120-130 napos korukban

elpusztulnak.

10
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Leber-féle herediter opticus neuropathia (LHON)

A Leber-féle optikus neuropathia a retinalis ganglion sejtek és
axonjainak mitokondrialisan 6rokl6d6é degeneracidja. A betegség
akutan/szubakutan kétoldali, fajdalmatlan latascsokkenéshez vezet,
elsésorban fiatal férfiakban. A férfiakban négyszer gyakrabban alakul
ki ez a betegség, mint nékben. A legjellemzObb klinikai tiinet a
centralis latas elvesztése, a retinalis ganglion sejtek és axonjainak
karosodasa kovetkeztében. Minor neuroldgiai tiinetek (posturalis
tremor, neuropathia, myopathia vagy mozgaszavar) eléfordulhatnak, de
ezek klinikailag ritkdn jelentdsek. Néhany esetben (féleg ndknél)
sclerosis multiplexhez hasonlo eltéréseket is leirtak (Olsen et al., 1995,
La Russa et al., 2011). A korkép oka a mitokondrialis DNS-ben kodolt
1égzési lanc NADH koenzim Q oxidoreduktaz (komplex I) mutacidja.
A genetikailag igazolt esetek 95%-aban az A1177G8 (0-50%-0s
rezidualis aktivitas), A3460G (60-80%-os rezidualis aktivitas) ill.
T14484C (0-65%-o0s rezidualis aktivitas) pozicioban levé valamelyik
SNP okozza a klinikai tiineteket. Azonban a penetrancia nem 100%-0s,
mivel pl. 11778 mutaciot hordozo férfiak 40-50%-anak, mig a ndk 5-
15%-4nak van aktualisan lataszavara. Ez arra utalhat, hogy a primer
mutacié mellett egyéb faktorok is szerepet jatszhatnak, mint pl.
kiilonb6z6 szuszeeptibilitasi 16kuszok, nuklearis hatés, heteroplasmia,
kornyezeti hatasok (dohanyzas, alkohol), s6t még az autoimmunitas is.
Mivel a primer muticiok mind a komplex I aktivitds csokkenés
eredményeznek, a mitokondrialis 1égzési lanc defektusa, ill. a
kovetkezményes energiadeficit, fokozott szabadgyok képzodés és
excitotoxicitads hozzajarulhat a betegség kialakulasahoz. Azonban a

komplex I deficiencia és a pathomechanizmus Osszefiiggése nem

11
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teljesen tisztazott, hiszen ezek a mutaciok minden szovetben
megtalalhatok (pl. trombocita, limfocita vagy izomszovet), amelyekhez

klinikai tiinet nem tarsul.

Sclerosis multiplex (SM)

Sclerosis multiplex a kozponti idegrendszer demyelinisatiojaval
jaré autoimmun betegség. Az elsé tiinetek altalaban fiatal felnéttkorban
jelentkeznek, ¢és el6fordulasa ndkben gyakoribb. A tiinetek
valtozatosak, leggyakrabban lataszavar, koordinacids zavar, érzészavar,
ill. a pyramis rendszer mikodészavara észlelhetd. A betegséget
autoimmun korképnek tarjuk, azonban kialakulasnak egyértelmii oka
nem ismert. Genetikai faktorok mellett, kiilonbozd virusinfekcidok
(HSV 6, EBV), ill. a D vitaminhiany koroki szerepe is felmeriilt. Mivel
egypetéjii ikrek esetén is a konkordancia csak 20-35%-os, igy a
genetikai tényezOknek csak mérsékelt szerepiik lehet (Nessler et al.,
2009). Prevalenciaja foldrajzi eloszlas szerint jelentGsen kiilonbozik,
északi allamokban sokkal gyakoribb, mig a déli orszagokban
eléfordulasa joval ritkabb. Maga a korkép tobb formaban jelentkezik:
leggyakrabban javul6-rosszabbodé formaval talalkozunk, amelybdl az
id6 eldrehaladtaval szekunder progressziv forma alakul ki. E mellett
iSmert primer progressziv altipus is, amely inkabb tekinthetd
degenerativ betegségnek, mintsem autoimmun korképnek. Klinikailag
izolalt formarol (CIS) akkor beszélink, ha a paciensnek eldszor
jelentkeznek klinikai tiinetei, de az MRI felvétel, ill. a liquorvizsgalat
alapjan betegsége definitivnek tekintheté. Az alapvetd pathologiai

eltérés az oligodendroglia sejtek karosodasa, kovetkezményes

12
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demyelinistioval, amelyet tobbé-kevésbé sikeres remyelinisatio kovet.
Ezzel parhuzamosan maga az axon is karosodhat, sét el is pusztulhat. A
demyelinisatio tehetd felelosség az akutan megjelend klinikai
allapotrosszabbodasért, a remyelinisatio a javulasaért, mig az

axonkarosodas a maradando deficit tiinetekért.

Dystonia

Dystonianak nevezzilk az izmok akaratlan tartés, repetitiv
Osszehtizodasat, amely koros iziileti helyzetet eredményezhet. Attol
figgden, hogy milyen izomcsoportot érint, megkiilonboztetiink fokalis
(csak egy izom), szegmentalis (t6bb szomszédos izomcsoport),
hemidystoniat (féloldali izomcsoportok), ill. generalizalt dystoniat
(tobb testtajon, tobb izomcsoport). Ez a kényszermozgas rendszerint
spontan jelentkezik, de el6fordulnak tgynevezett feladat-specifikus
dystoniak is, amikor a kényszertartas csak bizonyos mozgassor
végzésekor jelentkezik (irdsgércs, zongoristak dystonigja, stb.). A
korkép pathomechanizmusa nem teljesen tisztazott, de az esetek nagy
részében kozponti idegrendszeri eredet valoszinisithetd. A kevés
huméan posztmortem patologiai feldolgozas soran nem észleltek
sejtpusztulast, igy a Dbasalis ganglionok tiizelési mintazatanak
megvaltozasat teszik felelssé a tiinettan kialakulasaért. Ezt tamogatjak
sajat megfigyeléseink is, amikor szelektiv dopaminerg transzporter
aktivitast csokkenést tudtunk kimutatni fokalis dystonidban szenvedd
betegeinknél (nem kozolt adatok). Tobbféle ok vezethet a basalis
ganglionok szabalyozasi zavardhoz, igy pl. spindlis reciplok gatlas

zavara, kortikalis atstrukturalodas, talzott hasznalat, szenzomotoros

13
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integracid zavara, stb. Az utébbi évtizedekben egyre tobb gén koéroki
szerepe igazolodott féleg a generalizalt dystoniak esetében (Ozelius et
al., 2011). Annak ellenére, hogy a tiinettan egy adott betegnél fokalis
jelleget mutat, nem zarja ki annak lehetdségét, hogy ennek hatterében
genetikai (generalizalt) ok all. Ez f6leg a felndttkori formakra igaz,

vagyis itt sem lehet a fenotipus alapjan meghatarozni a genotipust.

Modszerek és statisztikai elemzés:

A munkank soran alkalmazott modszereket, ill. statisztikai
elemzéseket terjedelmi okokbdl nem ismertetem, ezek a dolgozatokban

részletesen megtalalhatok.
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Célkitizések

Munkéam soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

A neurodegeneraciéo mechanizmusanak tanulmanyozasa:

e Az agy aminosav szintjeinek és az antioxidans rendszereinek
vizsgalata kiilonb6z6 neurologiai betegségekben és egyes
modelljeiben

e Az a-synuclein deficiencia hatdsa
e Allatmodelljeink magatartisvizsgalata
e Kiilonb6zd genetikai modifikaciok hatdsa a sejtpusztulasra

e Az anyagcsere folyamatok tanulmanyozasa Huntington kor
modelljében

e  Kinurenin Gtvonal vizsgalata neurologiai betegségekben

Uj terapids lehetéségek keresése

e  Kinurénsav anal6gok

e  Mitokondrialis tamadaspontu szerek
e  Hiszton deacetilaz gatlok

e  Antioxidans hatastu molekuldk

e  Exogen pirimidin szarmazék

e  Neuronalis NOS gatlo szer

e  Embrionalis ssejt transzplantacio
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Eredmények és megbeszélés

Mitokondrialis toxinok hatasa az agy aminosav szintjeire, ill. az

antioxidans rendszereire

A neurodegenerdcié soran tobb kiillonbdzé folyamat egymésra
hatasat figyelhetjiik meg. A szervezetben el6forduldé aminosavak koziil
tobb, egy bizonyos koncentraciét meghaladva toxikussa valhat
(glutamat, aszpartat, glicin) €s excitotoxicitashoz vezethet. Ezek az
aminosavak kiilonboz6 transzporterek segitségével jutnak at a
membranokon, amely folyamat ATP-t igényel. Mitokondrialis toxinok
gatoljak a 1égzési lancot, ezaltal energia deficitet oknak és
megvaltoztathatjak az aminosavak intracellularis vagy extracellularis
koncentracidjat, és ez  hozzdjarulhat a  neurotoxicitashoz.
Kozleményiinket megel6zéen csak néhany aminosav esetében voltak
adatok (reverzibilisen csokkent glutamat és aszpartit szint a

striatumban) (Chan et al., 1994), ezért mindkét toxin esetében az

aminosavak régio-specifikus és id6beni meghatarozasat végeztiik el.

Azt talaltuk, hogy a striatumban az MPTP injekciot kovetden 3 ill.
6 ora elteltével az Asp, az Asn, a Ser, a Gly, az Arg, az Ala és a GABA
koncentraciok  csokkentek, ¢és a szintek majdnem teljesen
normalizalodtak 24 oOra elteltével. A Glu, Gln, Thr és Tau
koncentraciok nem valtoztak szignifikdnsan. A kéregben MPTP adésat
kovetden az Asp, Asn, Ser, Gly, Thr, Arg, Ala, Tau és a GABA
koncentracié lecsokkent és alacsony is maradt 24 o6ra elteltével is.

Erdekes moédon a Gln és a Glu szint csak 12 6ra elteltével csokkent. A
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cerebellumban az Asp, Gly és a Tau szintek nem valtoztak, mig a Glu
és a GIn koncentracié csak 12 ill. 24 ora elteltével csokkent. A fenti
eredményekkel ellentétben a Asn, Ser, Thr, Arg, Ala és a GABA

szintek 12 ill. 24 ora elteltével megemelkedtek.

3-NP kezelést kovetden az Asp, Asn, Ser, Gly, Arg, Ala és a
GABA koncentraciok a striatumban 3 ill. 6 ora elteltével lecs6kkentek,
de normalizalédtak 12 6ra mulva. S6t a Ser, a Gly, a Thr, az Arg, az
Ala és a GABA szintek szignifikdnsan magasabbak lettek a kiindulasi
értékekhez viszonyitva. A kéregben a 3-NP az Asn, a Ser, a GIn, a Gly,
az Arg, az Ala és a GABA szintet csokkentette és ez alacsony is
maradt. Egyediil a Glu koncentracidja emelkedett 3 ora elteltével. A
cerebellumban a Gln és a Glu szintek csokkentek 12 6ra mulva, mig a
Gly, Asn, Ser, Thr, Arg, Ala és a GABA koncentracidja emelkedett. A

Tau szintje nem valtozott.

A mitokondrialis toxinok hatdsa Osszetett. Az altalunk hasznalt
dozisban apoptozist indukalnak. Annak ellenére, hogy az elsé 24
oraban nem lehet sejtpusztulast kimutatni, szamos patologias folyamat
mar aktivalodik: ATP hiany alakul ki, fokozodik a szabadgyok
képzddés ill. apoptotikus enzimek aktivaléodnak. Az aminosavak
transzportjaban, ill. szintézisében részt vevé fehérjék is energia
fiiggbek. ATP hidnyaban az aminosavak koncentracidja is jelentOsen
megvaltozhat, amely hozzajarulhat a toxicitashoz. Az MPTP adagolas
rapid és jelentés ATP deficitet eredményez els6sorban a caudatus-
putamenben, a frontalis, a temporalis, ill. a cinguléris kéregben. A
substantia nigra csak kozepes fokban érintett. A cerebellum ill. a

fehérallomany csak minimalis szinten érintett. A stridtumban 8 ora
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elteltével is alacsony maradt az ATP szint, ezzel szemben a
cerebellumban mar 4 ora elteltével normalizalodik. A stridtumban
mindkét toxin esetén gyors ¢és jelentds koncentracio-csokkenést
tapasztaltunk, amely 12 ora elteltével normalizalodik, de addigra az
apoptoézis mar inicidlédott. Ezzel ellentétesen a kéregben észlelt
koncentraciécsokkenés 24 ora elteltével is fennall, annak ellenére, hogy
ott az ATP szint csokkenés nem olyan kifejezett, mint a striatumban.
Masrészt az is igaz, hogy ezekhez a kifejezett metabolikus eltérésekhez
csak limitalt magatartasvaltozasok tarsultak. A cerebellumban észlelt
aminosavszint emelkedés lehet egyfajta kompenzacios mechanizmus is,
mivel az aminosavak koziil tobb neurotransmitter ill. neuromodulator.
A cerebellaris eltéréseknek ellentmond egy korabbi adat, ahol a Glu és
Asp szintet valtozatlannak talaltdk, bar igaz, hogy mas adagolast
hasznaltak (Chan et al., 1994). Annak oka, hogy a kétféle toxin,
hasonlé hatasmechanizmusok ellenére, miért hat kiillonb6z6 méddon az
aminosav szintekre, nem teljesen tisztazott. Az altalunk észlelt
aminosavszintek csokkenése magyarazhaté az ATP hiannyal, azonban
ezt olyan régiokban is észleltiink, amelyek nem érintettek a késébbi
sejtpusztulasban (kéreg, ill. cerebellum). Ezek alapjan a toxinok
sejtspecificitasat nem tudjuk megmagyarazni, de a valtozasok idébeli

lefolyasa fontos adatot szolgaltat a koros folyamatok megértéséhez.

Azid hatasa az o-tokoferol szintre

A neurodegenerativ betegségek mitokondrialis diszfunkcioval és
fokozott szabadgyok képzddéssel jarnak. A mitokondridlis 1€gzési lanc
gatlasa is hasonld eltéréseket okoz. A sejtek szabadgydkok elleni

védekezd rendszereinek pufferold kapacitdsa véges. A legfontosabb
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védekezO rendszerek kozé tartozik az o-tokoferol ill. a GSH/GSSG
rendszer. Munkankban arra kerestiik a valaszt, hogy a mitokondrialis
légzési lanc komplex IV gatlasa aziddal hogyan befolyasolja az
antioxidans rendszereket. Az azid szisztémas adagolasa patkdnyban a
GSH rendszert nem befolyasolta (bar a GSSG nem szignifikans
mértékben emelkedett), mig az a-tokoferol szint a kéregben 1 nap utan
csokkent, de 3 napra ez a csokkenés nem érte el a szignifikancia
szintet. Ezzel szemben a stridtumban csak a 3 nap utan talaltunk
szignifikans csokkenést. Vizsgalatunkbol azt a kovetkeztetést vontuk
le, hogy a komplex IV gatlas okozta szabadgyokképzOdés elleni
védekezésben az a-tokoferol igen fontos szerepet tolt be. Annak oka,
hogy a GSH rendszer érintettségét nem tudtuk kimutatni, nem
feltétleniil utal arra, hogy ez nem vesz részt a védekezésben, fakadhat
abbol is, hogy alacsony volt az elemszam. Ugyancsak érdekes
eredmény, hogy a kéregben hamarabb észleltiink csékkenést, mint a
striatumban. Ennek feltehetéen az az oka, hogy a kérgi neuronok
érzékenysége az energia deficitre nagyobb, mint a striatum neuronjaié.
Azonban azt s latni kell, hogy az antioxidans rendszerek feltérképe-
zése ebben az esetben nem volt teljes kord, igy elképzelhetd, hogy
korabban mar mas rendszerek kompenzaljak a kezdeti szabadgydk
képzddést. A komplex IV gatlas jelentdségét hangsulyozza az a kozlés,
hogy Huntington kor transzgenikus modelljében, ill. Parkinson koros
betegek limfocitdiban is csokkent komplex IV aktivitast talaltak
(Tabrizi et al., 2000; Miiftiioglu et al., 2004). Ennek tiikrében

s

terapias jelentdsége is lehet.
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Antioxidans  rendszerek  vizsgalata  Leber-féle  opticus

neuropathias ill. sclerosis multiplexes betegekben

Leber-féle herditer opticus neuropathia

A betegséget a mitokondridlis komplex I génjének mutacioi
okozzak. Ezek a mutacidk az enzim aktivitasanak csokkenéséhez,
energiadeficithez, ill. fokozott szabadgyok képzddéshez vezetnek. Nem
kellden tisztazott, hogy a komplex I mutaciéi miképpen vezetnek a
minden szévetben megtalalhatoak, esetenként még a tiinetmentes
hordozdkban is. Mivel ebben a betegségben is fokozott szabadgyok
képzddés van, munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan
valtoznak az antioxidans rendszerek a periférias vérben. Az endogén
antioxidans védekezés egyik legfontosabb tagja a GSH/GSSG, ill. az a-
tokoferol, mind a kett6 nagyon hatasosan véd a lipid peroxidacio ellen.
Ezeken kiviil a lycopent, B-karotent, szabad SH csoportokat, valamint a
malondialdehidet mértiik. Vizsgalatunkba betegeket, tiinetmentes
hordozdkat, ill. kontroll személyeket vontunk be. A betegek, ill. a
hordozok mindannyian homoplasmicus 11778 mutaciét hordoztak.
Ezen antioxidansok koziil csak a lipid szintekre normalizalt a-tokoferol
szintekben talaltunk szignifikans kiilonséget a vizsgalt csoportok
kozott. Az antioxidans védekezés altalaban ott torténik, ahol a
szabadgyokok képzddnek, igy pl. a mitokondriumnak nagyon jelentds
védekezési mechanizmusa van. Ezek koziil a legjelentésebb a GSH a
matrixban, az o-tokoferol a bels6 membranban (Bjorneboe et al.,
1991). Eredményeink alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a csokkent

tokoferol szint a mitokondrialis defektus miatti fokozott felhasznalas

20



dc_202 11

eredbje. Az, hogy a tobbi védekezd rendszerben nem tudtunk
kiilonbséget kimutatni, feltehetden arra vezethetd vissza, hogy ezek a
molekuldk a szabadgyokok képzddési helyén hasznalodnak fel
elsédlegesen, és egy olyan nagy és tavoli kompartmentben, mint a
periférias vér, valtozasuk mar nem detektalhatd. Ez persze nem zarja ki
annak a lehetségét, hogy pl. a mitokondriumban koncentraciojuk nem
valtozik. A csokkent antioxidans kapacitast kés6bb masok is
meger6sitették, mind betegekben (Wang et al., 2008), mind cybridban
(Floreani et al., 2005). Eredményeink alapjan a betegeknek az E

vitamin szubsztiticié ajanlhato.

Sclerosis multiplex

A sclerosis multiplex oka nem ismert. A rendelkezésre all6 adatok
arra utalnak, hogy a gyulladasos folyamatok jelent6s szerepet jatszanak
a pathomechanizmusban (6sszefoglalo: Stadelmann et al., 2011) Az A
és E vitaminhianyt sokdig a betegség rizikofaktoranak tartottak
(Warren et al., 1982), azonban ezt késébb nem tudtik megerdsiteni
(Wong et al., 1993), mig az utdbbi években a D vitamin szerepe latszik
igazolddni (Solomon és Whitham, 2010). Szamos kozlemény igazolja,
hogy a fokozott szabadgyokképzédés és ezzel parhuzamosan a
csokkent antioxidans védekezés fontos szerepet jatszhat a betegség
kialakulasaban (van Horssen et al, 2011). Az is egyre inkabb
korvonalazodik, hogy ezek az eltérések nem a kivaltd okok, hanem
sokkal inkabb kovetkezményei a patologias folyamatoknak. Eppen
ezért a nem enzimatikus antioxiddnsok hasznéalédnak fel el6szor, igy

ezek szintjében a Dbetegség aktivitasatol fliggd elvaltozasokat
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észlelhetiink. Annak ellenére, hogy a koros folyamatok els6dleges
helyszine a kdzponti idegrendszer, a periférias szovetekben is lehet
eltéréseket kimutatni (Ristori et al., 2011, Guerrero et al., 2011,
Ghabaee et al, 2010), mivel az antioxidans védekezéshez a
rendelkezésre 4ll6 molekuldkat mindenhonnan mozgésitani kell. A
vérben az egyik legfontosabb antioxidans rendszer a vorOsvértestek
GSH/GSSH rendszer. E mellett fontos szerepe lehet a szabad szulfidril
csoportoknak, a tokoferolnak, a retinolnak ill. a higysavnak.
Amennyiben fokozott oxidativ stressz alakul ki, ezeknek a molekuldk
fokozottan felhasznalédnak, igy szintjiik csokken. Jelen munkank soran
ezt szerettiik volna igazolni. Az utdbbi években a betegség kezelése
rohamtempoban fejlddik. Az aktiv betegek hossza tavi kezelésére elsd
valasztand6 szerek a kiilonboz6 B-interferon készitmények, amelyek
hatasosan csokkentik az évenkénti allapot- rosszabbodéasok szamat, és
ezaltal a betegség progressziojat. Arra is kivancsiak voltunk, hogy az
interferon kezelés csokkenti-e a fokozott szabadgyok képzodést és az
antioxidansok fokozott felhasznalddasat. A lipid peroxidacio jellem-
zésére a malondialdehid szintet hasznaltuk, amely 38%-o0s emelkedést
mutatott az akut allapotrosszabbodasban szenvedd betegeknél, azonban
ez, feltehetden a kis elemszdm miatt, nem érte el a szignifikancia
szintet. A vér GSH szintje szignifikansan emelkedett mind remisszio-
ban, mind exacerbacioban, mig a GSSG szintje, ill. a szabad SH
csoportok szintje csak exacerbacioban. Ez az emelkedés B-interferon
kezelés hatasara nem mutatkozott. Az a-tocoferol szint allapotrosszab-
bodés soran csdkken, amely csokkenés nem mutathato ki remisszioban,
ill. interferon kezelés alatt. A hugysav, valamint a retinol szintekben

nem észleltiink valtozast.
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A GSSG szint emelkedése valamint a tokoferol szint csdkkenése
fokozott szabadgydk képzddésre utal allapot- rosszabbodas soran.
Ennek ellentmond a nem szignifikdns mértékben emelkedett malon-
dialdehid szint, amely fakadhat technikai okokbél is, de az irodalom is
ellentmondasos ebben a tekintetben, hiszen mind normal, mind
emelkedett értékeket kozoltek mar (Hunter et al., 1985, Korpela et al.,
1989, Polidoro et al., 1984). Ugyancsak ez vonatkozik a GSH szintre is
(Hunter et al., 1985, Jensen et al., 1986). Az alacsony érzékenységii
mddszerek mellett, a betegkivalasztas is szerepet jatszhat az adatok
ilyen mérték{i szoérasaban, hiszen nem mindegy, hogy remisszidban
vagy az exacerbacid melyik fazisdban torténik a mintavétel. Az
emelkedett GSH szint viszont kompenzacids mechanizmusra is utalhat,
amelyet megerdsit az a kozés is, hogy a betegek vordsvértestjei
ellenallobbak a hidrogénperoxid okozta karosodasnak (Hunter et al.,
1985). Az emelkedett szabad SH csoportok feltehetéen a magas GSH
szinttel vannak Osszefliggésben. A normal hugysav szint azonban
ellentmond a klinikai tapasztalatnak, hiszen gyakran latunk alacsony

szintet, remisszidban, és allapotrosszabbodasban egyarant.

Osszességében igazoltnak latjuk a fokozott szabadgydk képzédés
jelent6ségét a betegség kialakulasaban, valamint a B-interferon oxidativ
stressz gatlo hatasat, amelyet késdbb mas vizsgalatok is megerdsitettek
(Ghabaee et al., 2010, Lutskii et al., 2007, Koch et al., 2006, Jin et al.,
2007).
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Aminosav szintek sclerosis multiplexben

A sclerosis multiplex kivaltd oka a mai napig nem ismert. A
legelfogadottabb teéria mellett korabban felmeriilt az excitotoxicitas
szerepe is a pathomechanizmusban. Késdbbiekben ennek szerepét
foleg a primer progressziv korformaban vizsgaltak. Ez az elképzelés
azon alapult, hogy a demyelinisatioért felel6s oligodendroglia sejtek
felszinén AMPA/kainat receptorokat talaltak (Patneau et al., 1994).
Az excitatoros mechanizmus vizsgalatdra tanulmanyoztuk szamos
aminosavnak a szintjét sclerosis multiplexben szenvedé betegek
agy-gerincveldi folyadékdban remmisszidban. Eredményeink alapjan
nem talaltunk korrelaciot sem a betegséggel vagy egyéb klinikai
paraméterrel egyik aminosav esetében sem. Hasonloképpen masok
sem talaltak lényegi eltéréseket az aminosav szintekben kiilonb6z6
korformak esetében sem (Garseth et al., 2001). Egy masik
munkacsoport is csak akut relapsusban talalt emelkedett Glu szintet
(Sarchielli et al., 2003). Ezek az eredmények természetesen nem
jelentik azt, hogy az excitotoxicitasnak semmilyen szerepe ne lenne
a betegség kialakulasban. Az eltelt idSben mind a betegség
klasszifikacioja (CIS, relapsus, kiilonb6zd terapias szerek hatésa,
stb.), mind detektalasi technikdk (pl. mikrodializis) sokat
finomodtak, amelyekkel pontosabb képet kaphatnank ezekrél a

folyamatokrol.
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Allatmodelljeink longitudindlis magatartdsvizsgdlata

Huntington kor transzgenikus modellje

A Huntington kor jellemzd tiinete a magatartdsvaltozas és a
viselkedés megvaltozasa. A genetikai muticiéo megismerésével szamos
kiilonb6z6 genetikai modell keriilt kifejlesztésre, amelyek koziil
terapids szerek vizsgalatara a R/2 és a N171-82Q torzseket hasznaljak
széles korben. Annak ellenére, hogy a torzsek alapvetd jellegzetes-
ségeit (talélés, mozgaslelassulas, patologiai elvaltozasok, stb.)
felhasznaljak a hatasossag megitélésére, de a kezdeti, motoros
tineteket  megeléz6  viselkedésvaltozasokrol — nem  sziilettek
tanulmanyok. Ezért a mi vizsgalatunk célja az volt, hogy
hosszmetszetben vizsgaljuk az altalunk hasznalt N171-82Q torzs
motoros tiineteinek valtozasat, ezt Osszehasonlitsuk egyéb torzsek
kozolt adataival és megprobaljuk azonositani olyan paramétercket,
amelyek megeldzik a mozgaszavart és esetleg felhasznalhatok terapias
vizsgalatokban is, végpontként. Vizsgalatunkhoz open-field és elevated
plus maze paradigmakat hasznaltunk. Az allatok altal 5 perc alatt
Osszes megtett Ut (mint a motoros teljesitmény jellemzdje) 12 hetes
kortol kezdédbéen csokkent, azonban a mozgasuk sebeSsége mar 8 hetes
korukban lassabb, mint a kontroll egereké. Szintén motoros tiinetnek
tarthatd a letapadas, amikor az allat az adott mozgas soran hirtelen
megreked. Ennek szama szintén 8 hetes kordban kezd el emelkedni,
mig idGtartama csak a 14. héttél kezdéd6en né meg szignifikansan. Az
explorativ magatartast jellemz6 dgaskodasok szdma €s tartalma szintén
az egerek 8 hetes koratol kezdve csokkent. A szorongas

megnyilvanuldsanak a jele az egerek centralis és periférids zonaban
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vald tartdzkodasuk. A periférian, ill. a centralis zénaban eltoltott id6
egyik ¢életkorban sem kiilonbozott a két csoportban, mig a
transzgenikus allatok 8 hetes koruktdl kezdve kevesebbszer 1éptek be a
periférias zonaba. Ennek megfeleléen az elevated plus maze tesztben a
transzgenikus egerek kevesebbszer tekintettek le a nyitott karbol, mint
a kontroll csoport, bar a nyitott és zart karokban toltott id6 nem
kiilonbozott a két csoport kozott. A zart karokba vald belépés
gyakorisadga viszont csokkent a HD egerekben 9. héttél kezdddden.
Sztereotip mozgasok koziil a mosakodasok szama és tartalma
novekedett szignifikansan 15 hetes koruktol kezdédben. A vizsgalt
paraméterek valtozasai nem progresszivek a vizsgalt iddtartam alatt.
Azt azonban meg kell jegyezni, hogy kb. a 18-ik hét utan ezeket a
magatartasvizsgalatokat nem tudtuk tovabb folytatni az allatok sulyos
tinetei, ill. a fokozodé mortalitds miatt. Ezek az eredmények jol
korrelaltak egyéb torzseken kozolt adatokkal a motoros teljesitményt
illetéen (12. hét) (Naver et al., 2003, Scattoni et al., 2004, Schilling et
al., 1999), azonban mi sem az elevated plus maze, sem az open field
teszttel nem tudtunk kiilonbséget kimutatni az allatok szorongasaban a
két csoport kdzott. Ez azért fontos megfigyelés, mert az R/2 csoportban
csokkent szorongast detektaltak (File et al., 1998). A kiilonbség oka
feltehetden a polyglutamin szakasz hosszaval magyarazhaté (az R/2
egerekben 120, mig a mi esetiinkben csak 82). Az explorativ
magatartas zavarat (csOkkent agaskodas, ill. letekintés a nyitott
karokbdl) mar az egyértelmii motoros tiinetek megjelenése elott 8-9
hetes korban ki tudtuk mutatni. Ezek alapjan ez a paraméter alkalmas a
betegség kezdetének megallapitasara ¢s felhasznéalhaté terapids

vizsgalatokban a betegség késleltetésének megitélésére.
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PGC1-a deficiens egerek

A PGC-la a transzkripcios koaktivatorok csaladjaba tartozik,
amelyek fontos szerepet toltenek be a gliik6z €s a lipid anyagcserében,
az energiatermelésben, valamint a mitokondrium normal miikodésében.
A PGCla koaktivatorok kiilonbdzé transzkripcids —faktorokhoz
kotédnek, mint pl. PPARy, PARa, CREB, SREBP-1c, vagy FOXO1. A
PGCla szerepe a neurodegeneracioban akkor meriilt fel elészor, amikor
kideriilt, hogy a deficiens egerek hiperkinetikus mozgaszavart, ill.
striatalis degeneraciot mutatnak (Lin et al., 2004). Igazoldédott, hogy ez
a molekula mintegy karmester vezényli a sejtek miikodését, ill. energia
termelését azaltal, hogy heteromer komplexeket képez szamos
transzkripcios faktorral. Fokozott expresszidja, vagy farmakologiai
aktivacioja (SIRT1 aktivatorokon keresztiil) protektiv hatast, pl. a
mutans huntington okozta sejtpusztulds ellen (Wareski et al., 2009).
Ezen felill posztmortem adatok igazoltak Huntington betegekben a
csokkent PGCla miikodést (Weydt et al., 2006). Ezek az adatok arra
utalnak, hogy ez a faktor fontos szerepet tolthet be a neurodegeneracio-
ban. Mivel deficiens koloniank nehezen szaporodik, igy vizsgalatainak
még folyamatban vannak, de a magatartas- vizsgalatokat elvégeztiik.
elozetes eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a PGCl-o hianya
fokozott motoros aktivitast, ill. az explorativ magatartds csokkenését

eredményezi (nem koz6lt adatok).

Huntington kér 3-NP modellje
A mitokondrialis komplex II gatlo 3-NP széleskorben hasznalt
modellje a Huntington kdérnak, mivel patoldégiailag nagyon hasonld

elvaltozasokat okoz, mint amiket betegekben észleltiink. Azonban a
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modell haszndlata nem egyszerii. A toxinérzékenység itt is faj
specifikus egér — patkany — ember sorrendben. Raadasul a dozirozas is
gyakran nehéz, mivel nagyobb adagok nekrozist okoznak a
striatumban, mig ha nem elegendé a dozis, nem okoz szignifikans
mértékli sejtpusztulast. A kettd kozott sziik a hatdr. Ezért kezdtiink el
olyan magatartasi paramétert keresni, amely segitene eldre jelezni a
sejtpusztulds mértékét. Ezek a vizsgalatok még folyamatban vannak. A
jelenlegi protokollunkban eddig ugy tlinik, nem sikeriilt megfeleld
valtozot talalni, mert ugy tinik, hogy az Osszes paraméter
normalizalodik a 3-NP abbahagyasa utan, kivéve az agaskodasok
szamat, amely azonban az eredmények nagy szorasa miatt nem

megbizhat6 paraméter (nem kozolt adatok).

Az a-synuclein hatasa a mitokondrialis toxinmodellekben

Az o-synuclein akkor keriilt az érdeklddés kozéppontjaba, amikor
kideriilt, hogy mutaci6ja autoszomalis dominansan 6rokl6do Parkinson
kort okoz, ill. hogy a betegségre jellemz6 Lewy testek a-synucleint
tartalmaznak (Polymeropoulos et al., 1997; Spillantini et al., 1998;
Kruger et al., 1999). Késébb igazolodott, hogy a multisystemas
atrophiaban talalhat6 gliaris citoplazmatikus zarvanyokban (Papp-
Lantos testek) (Tu et al., 1998) , ill. a Hutington korban észlelhetd
intranuclearis zarvanyokban is megtaldlhaté (Furlong et al., 2000;
Mezey et al., 2000). Nagy betegszami asszociacids vizsgalatok
(GWAS) is igazoltak, hogy csak az a-synuclein ill. a TAU protein
génje hozhatd Osszefiiggésbe Parkinson korral (Simdn-Sanchez et al,

2009). Maganak a protein normal funkcidja nem teljesen ismert. A
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kozponti  idegrendszerben mindenhol  expresszalodik, és a
preszinaptikus terminalokban talalhaté meg a szinaptikus vezikuldkhoz
asszocialtan (Goedert et al., 2001; Cole et al., 2002). A protein jelentds
konformacios valtozason megy 4t a membranhoz kotédést kovetden, és
ezaltal szdmos membranproteinnel ill. mikrotubulus proteinnel 1ép
kapcsolatba (Goedert et al., 2001). Ez a konformacio valtozas jelentds
szerepet jatszhat a betegség kialakulasaban, mivel az a-synuclein
szamos ismert muticidja fokozza a nem fibrillaris szerkezetii
oligomerek képzodését, vagy gatolja a protofibrillumok atalakulasat
fibrillasis struktirava (Conway et al.,, 2000). Az oxidativ karosodas
soran a proteinek bizonyos aminosavai nitralodnak (pl. nitrotirozin), ill.
ditirozin formaban 0&sszekapcsolodnak in vitro, ezaltal gatoljak a
fibrillaris struktura kialakulasat (Souza et al., 2000; Paxinou et al.,
2001). Ezt a mechanizmust tamogatja az a megfigyelés is, hogy
Parkinson korban a Lewy testek is nitralodtak (Giasson et al., 2000 ),
amely peroxinitrit karosodasra utal. Maga az a-synuclein is képes
fokozni az oxidativ karosodast in vitro, ill. szenzitizalja a sejteket az
oxidativ karosodasra (Hsu et al., 2000; Ko et al., 2000; Ostrerova-Golts
et al., 2000). Az a-synuclein vad tipusa és mutans formaja is toxikus

drosophila, egér és patkanymodellekben (Feany et al., 2000).

Annak megallapitasara, hogy az o-synuclein hidnya hogyan
befolyasolja a mitokondrialis toxinok hatasat, o-synuclein homozygota
ill. heterozygota deficiens allatokat hasznédltunk. A homozygota

egerekben nem volt kimutathatd a-synuclein protein. Ezek az egerek

¢letképesek voltak és normalisan fejlodtek.

Azt talaltuk, hogy a deficiens egerek dozis dependens modon
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kevésbé voltak érzékenyek az MPTP toxicitassal szemben, mind a vad
tipusu egerek (70%-os dopamin deplécio a vad tipus esetén, mig 49%
heterozygota ill. 41% homozygota allatokban). Ugyancsak protektiv
hatast talaltunk malonat és 3-NP toxicitassal szemben is. Annak
igazolasara, hogy az a-synuclein hozzajarul az oxidativ karosodas
kialakulasdhoz, a 4-HBA/3,4-DHBA 4atalakuldst is mértik, mint a
hidroxil gyokdk okozta oxidativ karosodds egyik mértékeét.
Alaphelyzetben nem volt kiilonbség az aranyukban, mig 3-NP adagolas
utan a vad tipusnal szignifikansan fokozddott az atalakulas, amely
dozis dependens méddon csokkent a-synuclein hidnyaban. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy az a-synuclein oxidativ stressz utjan jarulhat
hozza a Parkinson kor kialakulasdhoz. Ezt tAmogatja az a megfigyelés
is, mely szerint az MPTP fokozza az a-synuclein expresszidjat, ill.
mutans a-Synuclein overexpresszidja fokozott szabadgyok képzodés-
hez, ¢és ezaltal sejtkarosodashoz vezet (Orth et al., 2004).
Laboratériumunkban az ez iranya vizsgalatok még folyamatban
vannak. Szintén azota kozo6lték, hogy amig az a-synuclein deficiencia
csokkenti az MPTP toxicitasat, addig a normal human gén expresszidja
nem allitja vissza az érzékenységet, csak a mutans (A53T) a-synuclein
expresszidja (Thomas et al., 2011). Ezek az adatok is egyre inkabb
alatamasztjak azt a tedriat, amely szerint az a-synucleinnek centralis

szerepe van a Parkinson koér patho- mechanizmuséban (Eller et al.,

2011).
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Kiilonbozo  genetikai modifikdaciok hatdasa a mitochondridlis

toxinok okozta sejtpusztuldsra

Glutation peroxidaz (GSHPx) deficiencia

Az idegszovet antioxidans enzimjei ko6zé tartozik a Cu/zZn
szuperoxid diszmutdz, amely a szuperoxidot alakitja hidrogén
peroxiddd, majd ezt a katalaz vagy a szelént tartalmazé glutation
peroxidaz tovabb alakitja vizzé. Az agyszovet relative kevés katalazt
tartalmaz, igy a peroxidaz csoport dominal. Ebbe a csoportba tartozik a
szelént tartalmazo glutation peroxidaz I (GSHPx, EC 1.11.19) és a
nemrégiben azonositott foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidaz
(Fisher et al., 1999). Az agyban csak a GSHPx bontja a hidrogén
peroxidot, igy ez a legfontosabb enzim a védekezésben (Jain et al.,
1991). Ez az enzim ugyancsak részt vesz a peroxinitrit elleni
védekezésben (Sies et al., 1997). A GSHPx a neuronok és az astrocitak
citoplazmajaban és mitokondriumaban is megtalalhato (Vitorica et al.,
1984), és expresszidja a basalis ganglionok koziil a substantia nigra
pars compactaban a legmagasabb (Kunikowska et al., 2002).

Ebben a munkéankban arra kerestiik a valaszt, hogy a glutation
peroxidaz rendszer mennyire jatszik fontos szerepet a mitokondrialis
toxinok elleni védekezésben. Ehhez homozygota és heterozygota
deficiens egereket hasznaltunk. A homozygota allatokban a kéreg
GSHPx aktivitasa csupan a kontroll 15%-a (Lawrence és Burk, 1976).
Az elozetes varakozasoknak megfelelden ezek az éallatok
érzékenyebbek voltak a toxinokra, mind az MPTP, mind a 3NP, ill. a
malondt indukalta sejtkdrosodasra. Az alacsony dozisi MPTP

szignifikinsan nagyobb dopamin depléciot eredményezett a
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homozygota allatokban, mint a vad tipust allatoknal. Hasonléan a
malonat és a 3-NP injekcié is nagyobb 1éziot okozott a homozygota
allatokban, azonban a heterozygota és a vadtipusban a lezié nagysagat
tekintve nem volt kiilonbség malonat injekcio utan. A fokozott oxidativ
karosodasra utal az is, hogy mind MPTP, mind 3-NP adagolasa utdn a
homozygota egerekben a peroxinitrit karosodast jellemz6 3-nitrotirozin
szint szignifikansan magasabb volt, mind vad tipust allatok esetén.
Hasonldan a hidroxilgyok képzodést jelz6 szalicilat, 2,3/2,5 DHBA
atalakulas is szignifikansan nagyobb volt a deficiens torzsben.
Eredményeinket mas csoport is megerdsitette (Zhang et al., 2000).
Meglepé modon a mitokondrium antioxidans védekezésében oly
fontosnak tartott GSHPx komplett hianya nem okozza az allatok
elpusztuldsat, sot patoldgiai feldolgozas soran nem észleltek lényeges
eltérést (Ho et al., 1997). Ez csak ugy képzelhetd el, hogy a hidrogén
peroxid ebben a helyzetben alternativ médon bomlik el, habar az agy
katalaz aktivitasa alacsony. Feltehetéen ilyenkor aktivitasa és/vagy
expresszidja fokozddik, hiszen kiilon-kiilon gatlasuk nem okoz
Iényeges csokkenést a hidrogénperoxid eliminalasaban sejtkultaraban
(Dringen és Hamprecht, 1997). Azota az is kideriilt, hogy ennek az
enzimnek az indukciojadhoz a PGCla aktivalodasa sziikéges (St-Pierre
et al., 2006). Vizsgalatunkban azt igazoltuk, hogy habar normal
koriilmények kozott a katalaz tudja kompenzalni a GSHPx hianyat,
azonban olyan allapotokban, amikor a szabadgyok képzddés extrém
fokban fokozodik, ez a kompenzacié kimeriil. A neurodegenerativ
betegségek esetén elképzelhetd, hogy az antioxidans védekezés
defektusa kompenzalodik egészen addig, mig kornyezeti (toxikus) vagy

egyéb genetikai faktor ki nem meriti a sejtek kompenzacios képességét.
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Mangan szuperoxid-diszmutaz (MnSOD) deficiencia

A szuperoxid diszmutaz fontos szerepet tolt be az antioxidans
védekezésben. A sejtben kétféle intracellularis diszmutaz talalhato: a
Cu/Zn tartalmit SODI, amely a citoplazmaban és a magban talalhato,
valamint a Mn tartalmi SOD2, amely a mitokondriumba lokalizalt. A
basalis ganglionok koziil a substantia nigra pars compactjaban
legmagassabb az expresszioja (Kunikowska et al., 2002). A MnSOD2
kritikus fontossagu a sejt miikddésében, hiszen genetikai eliminacidja
myocardialis karosodashoz, neurodegeneraciohoz és korai perinatalis
halalozashoz vezet (Lebovitz et al., 1996, Li et al., 1995). Ezzel
szemben a heterozygota allatok (50%-os rezidualis SOD2 aktivitassal)
¢letképesek, nem mutatnak neurodegeneraciot, de fokozottan

érzékenyek fokalis ischaemidval szemben (Murakami et al., 1998).

Ebben a munkaban azt vizsgaltuk, hogy kompenzalt allapotban
levd, de deficiens térzs hogyan reagal mitokondrialis toxinok okozta
metabolikus stresszre. Eredményeink azt mutattak, hogy ezek az allatok
fokozottan érzékenyek a toxinokkal szemben. Az az MPTP dozis,
amely vad tipust allatokban nem okoz szignifikans striatalis dopamin
csOkkenést, a heterozygota allatokban kozel 40%-os csokkenést
eredményezett, mig malonat ill. 3-NP injektalas esetén a striatalis 1ézio
nagysaga kozel 50%-kal volt nagyobb a kontroll csoporthoz képest.
Ezek az eredmények megerdsitik azt a feltevést, hogy csdkkent SOD2
aktivitds bizonyos koriilmények kozott elegendd lehet a sejt életben
maradasahoz, azonban metabolikus stressz esetén (pl. toxikus artalmak,
vagy hipoxias éllapot) a sejtek sokkal nagyobb aranyban karosodnak,
mint a vad tipust tarsaik. Ugyanezt a jelenséget észleltik a GSHPx

deficiencia esetén is. A SOD2 aktivitascsOkkenése azonban nem csak
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genetikai eliminaci6 utjan kovetkezhet be, hanem pl. a peroxinitrit is
képes csokkenteni az aktivitasat, amely elindithatja a fenti kaszkadot és
végiil a sejt pusztulasahoz vezethet. Ennek szerepét tamasztja ala az a
megfigyelés is, hogy emelkedett nitralt SOD2 szintet talaltak mind
Parkinson kor, mind ALS ill. Alzheimer korban szenvedd betegek agy-
gerincveldi folyadékaban (Aoyama et al., 2000). Ennek az enzimnek a
szabalyozasaban sem hanyagolhato el a PGCla rendszer (St-Pierre et
al., 2006).

Dihidrolipoamid dehidrogenaz deficiencia

Szamos adat tamogatja, hogy az o-ketoglutarat dehidrogenaz
komplex szerepet jatszhat a neurodegeneracioban, hiszen aktivitasat
posztmortem alacsonyabbnak talaltdk mind Parkinson koérban, mind
Alzheimer kérban (Mizuno et al. 1990, Gibson et al. 1988). Az enzim
inaktivalddasahoz vezethetnek szabadgyokok, mint pl. peroxinitrit vagy
a hidrégén peroxid (Park et al. 1999; Gibson et al. 2002), de endogén
és exogén izoquinolin derivatumok, s6t az MPTP is (McNaught et al.,
1998, Joffe et al., 1998). Az enzim gatlasa a mitkondriumbol citokrom
C felszabadulast okoz és a kaszpaz 3 aktivalasaval apotdzist okoz
(Huang et al., 2003). Ez az enzim tagja egy nagyobb csaladnak,
amelyhez még a piruvat dehidrogenaz komplex és az elagazé lancu a-
ketoacid dehidrogendaz komplex tartozik. A  dihidrolipoamid
dehidrogenaz (EC 1.6.4.3) (amit a DId gén kodol) egy fontos alegysége
mind a harom dehidrogenaznak. Ez egy flavin tartalmi enzim, amely a
NAD/NADH atalakulasban veszt részt és katalizalja az dihidrolipoil

csoportok oxidaciojat mind a négy dehidrogendz komplexben. A
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homozigéta DId deficiens allatok korai geszticids korukban in utero
elpusztulnak, mig a heterozigotak életképesek, enzimaktivitasuk kozel

50%-o0s (Johnson et al.1997).

Vizsgalatukban arra kerestiik a valaszt, hogy a heterozigdta egerek
vajon érzékenyebbek-e a mitokondrialis toxinokra. Valdban azt
talaltuk, hogy mind az MPTP, mind a malonat valamint a 3-NP
kifejezettebb neuronpusztulast eredményezett a DId deficiens
allatokban a kontroll csoporthoz képest. Tobbek kozt az oxidativ
stressz okozhatja az enzimaktivitas-csokkenését, amit posztmortem
észleltek Parkinson, Alzheimer és Huntington korban is. S6t, az MPTP
aktiv metabolitja is képes csokkenteni a komplex aktivitasat (Mizuno et
al. 1988). A DId gén bizonyos polymorfizmusai rizikofaktornak
tekinthet6k, pl. Alzheimer kor kialakulasaban (Sheu et al.1999). Ennek
a komplexnek fontossagat hangstlyozza egy késObbi vizsgalat is,
amelyben azt igazoltak, hogy egy masik alegység, a dihidrolipoil
szukcinil transzferdz deficiencidja is fokozott toxinérzékenységet

mutat.

Foszfolipaz A, deficiencia

A PLA; egy olyan enzimcsalad, amely a foszfolipideket bontja
szabad zsirsavakka és lizofoszfolipidekké. Ezek az enzimek részt
fenntartisaban, valamint prosztaglandinok, leukotriének és mas fontos
mediatorok képzodésében (Farooqui et al, 1997). Szamos adat
tamogatja, hogy patologids koriilmények kozott a fokozott PLA,

aktivitas az esszencialis membran foszfolipid dsszetevdinek zavarahoz,
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ezaltal membran permedbilitas valtozashoz, ioncsatornak nyitddasahoz
és fokozott szabadgyok képzédéshez vezethet (Bonventre ¢és
Koroshetz, 1993). Az enzimcsalad szerepének tisztdzasat a neuro-
degeneracioban hatraltatta az, hogy nem allt rendelkezésre specifikus
inhibitor. Ezt kiiszobdlte ki annak az egértdrzsnek az eldallitasa, amely
deficiens a citoplazmatikus PLA;, 4 tipusara. Ez a torzs infertilis és

parcidlisan rezisztens a fokalis hypoxiara (Bonventre, 1997).

Ebben a munkaban arra kerestiik a valaszt, hogy ez a PLA, enzim
milyen szerepet tolt be a MPTP toxicitdsban. Azt talaltuk, hogy a
homozigota allatokban szignifikdnsan kevésbé csokkent a striatalis
dopamin szint, valamint a TH pozitiv sejtek szdma a substantia nigra
pars compactjaban. Az észlelt protekcié mechanizmusa dsszetett lehet.
A PLA,; aktivalodasa fokozott szabadgyok képzodéshez vezet azaltal,
hogy a cikooxigenaznak ill. a lipooxigenaznak arachnoidsavat
produkal, amely atalakulas szuperoxidot general. A fokozott szabad-
gyok képzddés karositja a membrant, amely fokozza a lipid peroxida-
ciot, aktivalja a mitokondrialis PLA,-t, amely tovabb fokozza a szabad-
gyokképzOdést és pozitiv visszacsatolast ereményezve fokozza a

karosodast (Madesh és Balasubramanian, 1997, Rashba et al., 1997).

Kaszpaz 1 deficiencia

Neurodegenerativ korképekben a sejtpusztulas leggyakrabban
apoptotikus folyamat. Ebben vesznek részt a kaszpazok (cisztein
proteazok), amelyeknek jelenleg 14 altipusat ismerjiik. A kaszpazok
inaktiv forméban szintetizdlédnak, amelyeket proteolitikus enzimek

aktivalnak hasitassal. Ezeknek az enzimeknek a szerepe az
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apoptoézisban jol ismert. Ezek egy része inicidlja az apoptdzist, mig
masok a végrehajtasban jatszanak aktiv szerepet (6sszefoglald: Alenzi
et al., 2010). A kaszpaz 1 a vad tipusu, és a mutans huntingtin proteint
is hasitja (Wellington et al., 1998) in vitro, valamint emelkedett
kaszpaz 1 aktivitast tudtak kimutatni mind HD betegekben, mind HD
modellekben (Ona et al., 1999). Masok azt talaltdk, hogy a mutans
protein aktivalja a kaszpaz 3-at és kaszpaz 8-at, 9-et (Miyashita et al.,
1999). Az apoptozisra jellemz6 elvaltozasokat tobben is kimutattak
Huntington koérban (Vonsattel et al., 2011). Mi a kaszpaz-1 szerepét
vizsgaltuk toxin modelljeinkben. Ehhez egy dominans negativ kaszpaz
1 mutans torzset hasznaltunk, amelyben egy célzott mutaciéo az enzim
aktivitasat megsziintette, és a neuron specifikus promoterje dominans
negativ gatlgja a kaszpaz 1 ttvonalnak (Friedlander et al., 1997, Burne
et al, 1996). Ennek az egértdzsnek a keresztezése transzgenikus
Huntington torzzsel megndvelte annak tilélését (Ona et al., 1999). Azt
tapsztaltuk, hogy a malonat szignifikdnsan kisebb sejtpusztulast okozott
a mutans egerekben, mint a kontroll allatokban. Még nagyobb aranyu,
csOkkenést figyeltink meg 3-NP toxicitds esetében. Az utvonal
szerepét azzal vizsgaltuk, hogy megmértik a toxinok indukalta
interleukin 1b szintet (mint a kaszpaz 1 aktivitas jellemzdjét) mind a
két csoportban. Azt talaltuk, hogy a toxinok jelentds emelkedést
okoznak az interleukin 1b szintben, de ez szignifikansan alacsonyabb
volt kaszpaz-1 deficiens allatokban. Ezek az eredmények igazoljak a
kaszpéz-1 tvonal szerepét a neurodegeneracidoban és konzisztensek az
irodalomban kozolt adatokkal, miszerint kaszpaz-1 deficiencia javitja a
talélést transzgenikus HD modellben, ill. csokkenti az infarktus

nagysagat fokalis ischaemids karosodas esetén (Ona et al.,, 1999,
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Friedlander et al., 1997). A sejtpusztuldsban azonban nemcsak a
kaszpaz-1-nek van szerepe, hiszen a kaszpaz 2, 3 és 11 genetikai
eliminacidja is neuroprotektiv hatasu (Tiwari et al., 2011, Yamada et
al., 2010, Furuya et al., 2004). Mas vizsgalatok azt igazoltak, hogy
ennck a finoman szabalyozott rendszernek nem szuperszelektiv
farmakologiai  gatlasa  daganatképzédéshez, ill.  immunologiai
problémakhoz  vezethet, amely miatt terapids alkalmazasa

nehézségekbe titkozik.

Transzgenikus ALS modell toxin érzékenysége

Az ALS pathomechanizmusinak tanulmanyozasaban nagy
elérelépés volt a transzgenikus SOD1 mutans egerek létrehozasa. Az
SODI1 mutaciodja egy uj, toxikus funkciot eredményez (funkcionyeréses
mutacio), hiszen sem a gén eliminacidja, sem a vad tipus expresszidja
nem okoz motoneuron betegséget, mig a mutans transzgén a
motoneuronok pusztulasdhoz vezet (6sszefoglald: Grieb, 2004). Ez az
uj funkcié abnormalis protein aggregaciot eredményezhet, ill. maganak
szubsztratspecificitasat. Ez a konformaciovaltozas fokozza a
szabadgyok képzddést, és 3-nitrotirozin emelkedést okoz (Ferrante et
al., 1997). Ezen feliil mitokondrialis eltérések is észlelhetdk ebben a
modellben: a gyors neuronpusztulast megelézi a mitokondriumok
vakualizacidja, ill. duzzadasa (Kong J és Xu Z, 1998). Mivel mitokon-
drialis érintettség bizonyitottnak tekintheté mind betegekben, mind
modelljeiben, igy arra kerestiik a valaszt, hogy ez a modell hogyan

reagal tovabbi mitokondrialis diszfunkciot okozo toxikus hatasokra.
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Ezek az egerek kb. 130-140 napig élnek. Korai stddiumban (50
nap), ill. kozépstadiumban (70 nap) nem talaltunk kiilonbséget a
striatalis dopamin szintben, mig végstadiumban (120 nap) a dopamin
szint mar kis mértékben, de szignifikansan alacsonyabb transzgenikus
allatokban, mint vad tipusu tarsaikban. Kiilonb6z6 dézisu MPTP
adagolas életkortol fiiggd, de szignifikansan sulyosabb depléciot
okozott a transzgén allatokban. Az MPTP szignifikans sejtpusztulast
idézett eld az allatokban, de nem volt kiilonbség vad tipus és transzgén
egerek kozott sem 50 napos, sem 120 napos korban. A 3-NP adagolas,
hasonlatosan az MPTP-hez, nagyobb striatalis sejtpusztulast okozott a

transzgén allatokban a kontrollokhoz képest.

Ezek az eredmények azt igazoltak, hogy ez a mutacid érzékennyé
teszi az allatokat a mitokondrialis karosodasra. Komplikalja a képet,
hogy ebben a modellben a substantia nigra sejtjei az életkor
elérehaladtaval pusztulnak, ezért fontosnak tartottuk kiilonb6z6
iddpontokban vizsgalni a toxinérzékenységet. Ugy talaltuk, hogy az
MPTP minden életkorban jobban csokkentette a dopamin szintet
transzgén jelenlétében, mint anélkiil. Ezeket az eredményeket az ALS
mas modelljében is megerésitették (Good et al., 1997). Mikrodializis
vizsgalatok igazoltak, hogy ebben a modellben, alaphelyzetben is
fokozott a szabadgyok képzdodés (Bogdanov et al., 1998), amelyet
tovabb fokoznak a mitokondrialis toxinok. Ezek az adatok
egybecsengenek korabbi feltételezéseink- kel, hogy bizonyos genetikai
defektusok, amelyek a szabadgyok képzdodést és/vagy antioxidans
védekezést érintik, kornyezeti (toxikus) hatasok esetén sejtpusztulashoz

és neurodegeneracidohoz vezethetnek.
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Transzgenikus HD modell toxinérzékenysége

Huntington betegségben és modelljeiben is igazoltnak tekinthetd a
mitokondrialis diszfunkcio, az energia deficit és a fokozott szabadgyok
képzddés. Ezen patologias folyamatok mértéke az CAG ismétlddés
szamaval aranyos lehet, mivel a betegség kezdete, ill. progresszidja is
ezzel arédnyos. Ezek alapjan arra kerestik a valaszt, hogy a
mitokondrialis komplex II gatld 3-NP, amely Onmagaban is képes
Huntington kérhoz hasonld sejtpusztulast eléidézni, hogyan befolyasol
ja a szabadgyok képzédést. Ezt 4HBA/3,4 DHBA Aatalakulassal,
mikrodializis modszerével vizsgaltuk R6/2 torzsben, mivel ezekben az

allatokban sokkal stlyosabb a betegség lefolyasa.

Mikrodializis soran azt talaltuk, hogy alaphelyzetben nincs
kiilonbség a 4HBA/3,4ADHBA atalakulds (hidroxilgyok képzddés)
tekintetében. Azonban 3-NP adagolast kovetéen, mind a kontroll, mind
transzgén allatokban emelkedett ez az arany, de 20 perc elteltével ez az
emelkedés szignifikansan nagyobb volt a HD egerekben, majd
csokkend tendencia mellett ez a kiilonbség 2 ora elteltével megsziint.
Hasonloan a 3-NP okozta striatalis sejtpusztulas is kifejezettebb volt az
R6/2 egerekben a kontrollhoz képest. Ismételten sikeriilt igazolni in
vivo a fokozott toxinérzékenységet, az alaphelyzetben kompenzalt
energiatermelést, ill. azt, hogy ezt a kompenzaciot bizonyos toxikus

agensek képesek felboritani, amely sejtpusztuldshoz vezethet.
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Anyagcsere  folyamatok  tanulmanyozdsa  Huntington  kor

modelljében

MR spektroszképias adatok

Huntington korban az anyagcsere vonatkozasaban szamos
posztmortem adatot ismeriink, mind human vonatkozasban, mind
modellekben. Azonban in vivo adat csak mikrodializis segitségével volt
nyerhet6. A nem invaziv MR spektroszkopidval in vivo ki lehet mutatni
bizonyos anyagcseretermékeket, ill. metabolikus folyamatokat (Jenkins
et al., 1999). Az egyik megbizhatéan detektalhatdé komponens a N-
acetil aszpartat (NAA), melyr6l azt tartjak, hogy neuronélis marker
(Jenkins et al., 1997). NAA szint csokkenést észleltek egy sor
neurodegenerativ megbetegedésben, mint pl. Alzheimer kérban (Klunk
et al., 1992; Shiino et al., 1993; Shonk et al., 1995; Schuff et al., 1998),
vagy Huntington kor (Dunlop et al., 1992; Jenkins et al., 1993).
Azonban vannak olyan betegségek, amelyekben az akut szak elmultaval
az NAA szint normalizalodik (sclerosis multiplex, epilepszia vagy
amyotrophias lateralsclerosis; Davie et al., 1994b; De Stefano et al.,
1995; Cendes et al.,, 1997; Kalra et al., 1998). A munkacsoport
korabban kozolte, hogy az NAA csokkenés mértéke korrelal a betegek
CAG ismétlédés szamaval (Jenkins et al., 1999).

Az NAA mellett szamos egyéb molekula azonosithaté ezzel a
metodussal, igy pl. kreatin, kolin, glutamat, glutamin, glukéz, taurin,
szukcinat, és inzitol. Mivel az tovabbra sem ismert hogy a mutacio,
hogyan okozza a betegséget, mi egy olyan modellt vizsgaltunk,
amelyben nincs szamottevo sejtpusztulas (R6/2 egértorzs). Mivel az

egerek fenotipusa progressziv, ezért sorozatmérést végeztiink az allatok
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5-12 hetes kora kozott. A mérések a Massachusetts General Hospital,
Harvard Medical School MGH-NMR Centerében (Charlestown, USA)
Bruce G Jenkins vezetésével torténtek. Nagyon kifejezett, nem linearis
NAA szint csokkenést észleltiink 6 hetes kortol kezd6déen, amit egy
linedris kolin szintemelkedés kisért. Ez a csokkenés megfelel annak az
aranynak, amit human in vivo MR spektroszkopiaval nyerhetd (Jenkins
et al., 1998). Mivel az NAA-t neuralis markernek tartjak, szévettani
vizsgalattal erdsitettiik meg, hogy nincs szignifikans sejtpusztulas a
kontroll csoporthoz képest, de a nuklearis zarvanytest képzddés
folyamatos. Ez az eltérés arra utal, hogy sejtpusztulas nélkiil is lehet
NAA szint csokkenés, amelynek oka feltehetéen a zarvanytest
képzddésben keresendd. A kolin emelkedése gliozisra utalhat, de
szovettani vizsgalattal ez sem volt észlelhet6. In vivo adatainkat ex
vivo HPLC mérésekkel is megerdsitettiik. In vitro mérések emelkedett
glutamin, taurin és gliikkdoz szintet mutattak, mig a glutamat szint
csokkent. A magas gliikoz szint kapcsan végzett vércukormérésekkel

tudtuk igazolni, hogy ezek az allatok diabetes mellitusban szenvednek.

Biokémiai adatok

A mutans huntingtin protein okozta cellularis folyamatok nem
teljesen tisztazottak, mint ahogy az sem, hogy a mutacié hogyan vezet a
betegség kialakulasahoz. A  megvaltozott proteinnek szamos
interakcidjat kozolték kiilonbozé fehérjékkel és enzimrendszerekkel.
Ezek kozil az egyik els6 in vitro adat volt az glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenazhoz (GAPDH; EC 1.2.1.12) val6é kotédése (Burke et al.,

1996). Posztmortem human mintakban lehetett bizonyos agyteriileteken
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GAPDH aktivitascsokkenést detektalni, de ez csak marginalis volt (Kish
et al.,, 1998). Az, hogy maga az enzim befolyasolasa, vagy az ezaltal
kivaltott energiadeficit a felelés a sejtpusztuldsért, nem egyértelmii.
Ezért kezdtiik el a gliikolizist és a terminalis oxidaciot tanulmanyozni
Huntington koér modelljeiben az SZBK Enzimoloégiai Intézetében Ovadi
Judit vezetésével. Azt talaltuk, hogy a GAPDH aktivitds valoban
szignifikdnsan alacsonyabb transzgenikus modellben, ¢és ennek
megfelelden szubsztrat koncentracioi a glicerinaldehid-3-foszfat és
dihidroxiaceton foszfat megemelkednek, habar betegekben posztmortem
kozel valtozatlan aktivitast észleltek (Browne et al., 1997, Kish et al.,
1998). A gliikolitikus folyamatok megvaltozasara utal az is, hogy
transzgenikus HD szdvetekben kozel kétszer nagyobb volt a laktat
termelés in vitro, mint a kontroll mintdkban. Ugyanakkor, mivel a
mitokondrialis kompexek aktivitdsdban nem talaltunk Iényeges
kiilonbséget, ez az energiatermelés fokozodasahoz kell, hogy vezessen.
Es valoban azt talaltuk, hogy transzgenikus HD mintdkban az ATP szint
kétszer nagyobb volt a kontrollhoz képest. Ennek oka lehet a kissé
emelkedett hexokindz aktivitas. Ez latszdlag jelent6s ellenmondas a
korabbi teériakhoz képest, amelyek éppen az energia deficitre épiilnek.
Azonban az értékelésnél figyelembe kell vanni, hogy vizsgalatainkhoz
teljes agyszovetet hasznaltunk, nem csak azt, amely elsédlegesen
érintett a betegségben, valamint vannak arra utald in vivo MR
spektroszkopias adatok, hogy az anyagcsere felgyorsul transzgenikus
egerekben (Jenkins et al., 2000). Az értékelésnél azonban minden-
képpen oOvatossag ajanlott, mivel méréseinkhez egy artficialis ex vivo
rendszert hasznaltunk, amelyben a folyamatok jellemzéséhez egy

matematikai modell segitségével tortént. Ezen kivil nem szabad
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elfelejteni, hogy az anyagcsere folyamatok nem kiragadtan zajlanak a
sejten beliil, hanem sokkal inkabb egy rendszer részeként (,,System

biology”), amelyek szintén befolyasolhatjat az aktualis eredményeket.

Kinurenin rendszer

A Kkinurenin rendszer a triptofan metabolizmus egyik utvonala.
Szamos koztes terméke ismert, ezek koziil tobb rendelkezik biologiai
aktivitassal. Az Gtvonal egyik terméke a kinurénsav, amely a szervezet
egyik endogén glutamat receptor antagonistaja. Az iontofor excitatoros
aminosav receptor antagonista hatdsa mellett az o7-nikotinerg
acetilkolin receptor nem-kompetetiv antagonistaja is. A KYNA
kozvetleniil a L-kinureninbdl keletkezik és ezt az atalakulast a
kinurenin aminotranszferaz (KAT) katalizdlja. Ennek az enzimnek 2
izoformja van (KAT I, KAT Il), amelynek eltéré a katalitikus
aktivitisuk és a pH optimumuk is (Okuno et al., 1991). Az utdbbi
idében azonositottak két tovabbi izoformot is (KAT III, KAT 1V),
azonban ezek jelent6sége a betegségek pathomechanizmusaban nem
ismert (Han et al., 2009, Han et al., 2011). Egy masik intermedier
termék a quinolinsav, amely kifejezett toxikus hatassal bir, 1évén
NMDA receptor agonista. Ugyancsak ismert az apoptdzis indukalod
hatdsa a kinurenin utvonal egy masik intermedierjének, a 3-

hidroxikinureninnek is.

Vizsgélatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a Iépés-
meghatarozé enzim aktivitasa, ill. az enzim terméke hogyan valtozik

kiilonbozd betegségben szenvedd paciensek vérében. Annak ellenére,
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hogy a Parkinson kor, a sclerosis multiplex, ill. az idiopathias dystonia
is a kdzponti idegrendszer betegsége, szamos neurokémiai eltérést lehet
detektalni periférias szovetekben, igy a vérben is (pl. csokkent
antioxidans védekezé mechanizmusok Parkinson korban (Ikeda et al.,
2011, Ascherio et al., 2009); potencialis biomarker megjelenése
(Teunissen et al., 2011, Muller et al., 2005), vagy antioxidans
rendszerek valtozasa sclerosis multiplexben (Ristori et al., 2011).

Munkank soran azt talaltuk, hogy Parkinson koros betegek
szérumaban mind a KAT I, mind a KAT II aktivitas csokken, mig a
vorosvérsejtekben a KAT II aktivitas emelkedett, és ennek megfelelden
a kinurénsav koncentracioja is. Ennek jelent6ségét nehéz pontosan
megitélni, mivel a két Gjonnan leirt izoformrol nincsenek pontos
adataink. Feltehet6en fiziologias koriilmények kozott a KAT 11 felelds
a KYNA szintézis dont6 tobbségéért. A vorosvértestekben levé KYNA
emelkedés elképzelhetd, hogy egy kompenzaciés mechanizmus a
centralis inzultus ellen. A vordsvérsejtekben jelentkez6 KYNA
emelkedés kovetkeztében a plazmaban észlelt enzimaktivitas-
csokkenés ellenére a KYNA szint nem kiilonbozik szignifikansan a
kontroll és a betegcsoport kozott.

A kinurenin rendszer valtozéasait neuroldgiai betegségekben
tobben tanulmanyoztak. Parkinson korban csokkent KYNA szintet
talaltak a frontalis kortexben ill. a putamenben, mig emelkedett 3-HK
szintjét mértek a putamenben és a substantia nigraban (Ogawa et al.,
1992). Ugyanakkor, egy masik munkacsoport nem talalt eltérést a
KYNA szintekben, igaz mar régiokban (gyrus precentralis, ill. nucleus
caudatus) (Beal et al., 1992). A plazma KYNA szintjében is szamos

neuroldgiai betegségben talaltak eltéréseket, mint pl. ALS-ben (llzecka

45



dc_202 11

et al., 2003) vagy komplex parcialis epilepsziaban (Heyes et al., 1994).
Eredményeink jol korrelalnak az irodalomban ko6zolt adatokkal,
miszerint Parkinson koérban mind a szérumban, mind a liquorban
emelkedett KYN/Trp aranyt talaltak (Widner et al., 2002), amely arra
utal, hogy a kinurenin utvonal fokozottan aktivalodott.

Sclerosis multiplexes betegek mintaiban is észleltiink eltéréseket.
Vorosvértestekben mind a KAT I, mind a KAT II aktivitasa
megemelkedett, mig a KYNA szintje csak a plazmaban novekedett
szignifikansan. Ezek az eltérések is utalhatnak kompenzacios
mechanizmusra, amelynek esetleg szerepe lehet a pathomechanizmus-
ban. Ezt tamogatja az a kés6bbi megfigyelés is, hogy a sclerosis
multiplex kezelésére szolgald B-interferon emeli a KYN/Trp aranyt,
vagyis aktivalja ezt az utvonalat (Rajda et al., 2005). Ennek ellentmond
az a vizsgalat, amely a liquorban a KYNA szint csokkenést talalt
(Rejdak et al., 2002) ill., hogy korabban a plazmaban nem talaltak
kiilobséget a KYNA szintben (Rajda et al.,, 2005). Ennek oka a
metodikai hattér kiilonbozésége mellett lehet az alacsony betegszam, a
kissé eltérd atlagéletkor, ill. a betegség sulyossaga, ill. hogy a kinurenin
metabolizmus a quinolinsav iranyaba tolodott el. Azt is figyelembe kell
venni, hogy a periférian észlelhetd eltérések a kozponti idegrendszer
betegségeiben csak korlatozottan értékelhet6ek. Azonban a vérben
tapasztalhatd folyamatok segithetnek a klinikai értékelésben, ill. pl. a
biomarker fejlesztésben, ezért jelentdségiik mégsem elhanyagolhato.

Az akaratlan tartds izomdsszehtizodast okozo és abnormalis iziileti
poziciot eredményezd dystonidk csoportjaba szdmos betegség tartozik.
Vizsgalatunkban fokalis dystoniaban (cervicalis dystonia, ill.

szemhéjgorcs) szenvedd betegeink plazmajaban alacsonyabb KAT T és
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KAT II aktivitast észleltiink, mig a KYNA szint nem valtozott. A
vorosvértestekben csak a KAT 1 aktivitas emelkedett, mig a KAT II
aktivitas és a KYNA szint nem valtozott. A KAT I enzim aktivitas-
emelkedése nem feltétleniil relevans észlelés, mivel fiziologias
koriilmények kozott a KYNA szintézis dont6 tobbségéért a KAT 11
enzim a felelds, bar ismételten hangstilyozni kell, hogy az ujonnan leirt
izoenzimek szerepérél nem rendelkeziink adatokkal. Az irodalomban
ugyanis a kinurenin tvonal szerepérél dystoniaban nagyon kevés adat
talalhato. Primer generalizalt dystonidban az agy KYNA szintje nem
valtozott (Lim et al., 2001), mig transzgenikus modellben emelkedést
mutattak ki (Richter et al., 1996). Ezeknek a fényében eredményeink
csak Ovatosan interpretalhatok, mert nincs elegendé adat, hogy az
eltérések relevanciajat megitéljiik.

Ezek az eredmények vezettek ahhoz a gondolathoz, hogy érdemes
lenne kihaszndlni a KYNA neuroprotektiv hatasat. Azonban a KYNA
farmakologiai tulajdonsagai jelentésen limitaljak a szer hasznalhato-
sagat, mivel nagyobb dézisok esetén nehezen oldodik, rosszul penetral
a vér-agy-gaton, és az organikus aminosav transzporterek segitségével
gyorsan elimindlodik az agybol. Ezen kedvezétlen tulajdonsagok
Kikiiszobolésére a Szegedi Tudoméanyegyetem Orvosi Vegytani, ill.
Gyogyszerkémiai Intézetével egyiittmiikodve szamos analog szintetiza-
lasara kertilt sor, amelyek koziil in vivo adatok alapjan valasztottuk ki a
modellrendszereink- ben tesztelésre szant anyagokat. Egy amid
szarmazék, a (N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-1H-kinolin-2-karbox-
amid hidokloid) intra- peritonealis adagolasa Huntington kor
transzgenikus egérmodelljében szignifikansan névelte a talélést,

javitotta a motoros teljesitményt, csokkentette a stilyvesztést, valamint
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kivédte a striatalis neuronok jellegzetes atrofidjat anélkiil, hogy jelent6s
mellékhatasokat okozott volna.

Huntington korban mar az 1990-es években kozoltek adatokat a
kinurenin utvonallal kapcsolatban. Posztmortem vizsgalatok relative
csokkent KYNA szintet és KAT aktivitast mutattak a striatumban (Beal
et al. 1990; Jauch et al. 1995), ill. a toxin modellekben is jelentdsen
csokkent KAT I aktivitas volt detektalhat6 (Csillik et al. 2002 Knyihar-
Csillik et al. 1999, 2004). Huntington kérra a GABAerg kozepes tiiskés
neuronok szelektiv pusztulasa jellemzé. Ezek a neuronok massziv
glutamaterg innervaciot kapnak a kéreg és a thalamus feldl
(6sszefoglald: Smith et al. 2004) és ennek megfelelden jelentds szami
NMDA receptor expresszalodik felsziniikon (Landwehrmeyer et al.
1995), ¢és alegységei koziil is a NR2B talalhat6 a legnagyobb szamban.
Ez lehet az alapja az glutamaterg excitotoxicitsnak (Liu et al. 2007,
Heng et al. 2009), amit tAmogat az a megfigyelés is, hogy a mutans
huntingtin képes szenzitizalni a NR2B alegységet (Chen et al., 1999).
Ez a mechanizmus okozhatja mind a direkt (NMDA receptor
aktivalodas: erbs excitotoxicitas), mind az indirekt excitotoxicitast
(NMDA receptor szenzitizacio energia deficit kdvetkeztében: gyenge
excitotoxicitas) (Beal, 1992).

Az excitotoxicitas gatolhato mind NMDA, mind AMPA receptor
blokkoldkkal, azonban ezen receptorok tartos gatlasa olyan tiineteket
eredményez, amely lehetetlenné teszi ezen szerek klinikai alkalmazasat
(katatonia, émelygés, hanyas, hallucindciok, agiticid, vérnyomas
emelkedés (Osszefoglalo: Muir and Lees, 1995). Ezen mellékhatas-
profil alapjan az NMDA receptor glicin, poliamin koéthelye; az NR2B

alegység specifikus antagonistak ill. az ioncsatorna blokkolok jonnek
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szamitasba (6sszefoglalo: Muir, 2006). A KYNA, amely egy széles
spektrumt  endogén ionotropikus excitatoros aminosav receptor
antagonista megfelel6 lenne (Perkins és Stone, 1982), ugyanis
micromolaris koncentracidban gatolja az NMDA receptort (a glicin-
kotéhelyen (Kessler et al. 1989) és gyenge antagonistaja az AMPA/
kainat receptornak (Birch et al., 1988), valamint nem kompetitiv
inhibitora a a7-nicotinerg acetilkolin receptornak (Hilmas et al., 2001).
A preszinaptikus a7-nicotinerg acetilkolin receptorok szerepet jatsza-
nak a glutamat felszabadulas szabalyozasaban (Marchi et al., 2002).

Ez az eredmény azért is kiemelked6, mert ttlélés szempontjabol a
legjelentdsebbek kozott van, valamint nemcsak a betegség kezdetét
tolja ki, hanem tgy tiinik képes annak lassitasra is (minél hosszabb volt
a kezelés, annal tovabb éltek az allatok). Ezen eredmények alapjan
nemzetkdzi szabadalmat jelentettiink be.

Vizsgalatainkat természetesen nem fejeztik be, folyamatosan
szintetizaljak az utodmolekuldkat még kedvezobb hatasprofil elérése
céljabol. Jelenleg legigéretesebbnek egy szintén amid szarmazék tlinik,
bar az in vivo magatartasi adatok akut toxicitast sejtetnek (nem kodzolt

adatok). A molekulaval a tovabbi vizsgalatok folyamatban vannak.

Mitokondrialis tamaddspontu szerek vizsgalata

Szamos  megkérddjelezhetetlen adat igazolja, hogy a
mitokondridlis karosodas szerepet jatszik a neurodegenerativ
betegségek kialakulasaban. Ezen evidencidk kozé tartoznak a human
posztmortem és in vivo adatok (6sszefoglalo: Beal, 1998), ill. az, hogy

mitokondridlis toxinokkal a humén betegségekhez sokban hasonlo
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sejtpusztulast lehet allatokban eldidézni (Brouillet et al., 1999).
Ugyancsak ezt tamogatja, hogy a monogénes 6roklédésii korképeknél
az azonositott fehérjés tobbsége mitokondriumhoz kothetdk. Habar a
mitokondriumok elsddleges szerepe az energiatermelés, zavara szamos
patologiai  folyamatot eredményez: excitotoxicitds (Peng ¢és
Greenamyre, 1998), fokozott szabadgyok termelés (Green és Reed,
1998), Ca"™ homeostasis zavara (Steeghs et al., 1997), apoptozis
(Green és Reed, 1998). Az is ismert, hogy az életkor el6rehaladtaval a
mitokondrialis DNS-ben egyre tobb mutaci6 észlelhetd, amely szintén
szamos korfolyamatért lehet felelds. Raadasul a mitokondrialis DNS, a
nuklearis DNS-sel szemben, nem tekeredik fel hisztonokra, amely altal
sériilékenyebbé valik kiilonb6z6 mutagén hatasokra.

Ebbdl kovetkezett az a feltételezés, hogy olyan szerek, amelyek
javitani tudjak a mitokondrium funkcidjat (és az energia termelését),
neuroprotektivek lehetnek. A kreatin egy guanidin szarmazék, amely
megtalalhatd a taplalékunkban, de szervezetiinkben a maj, vese és a
pancreas is képes szintetizalni. A kreatin a szervezetben szabad
formaban ill. foszfokreatin formaban taldlhatd. A nagy energiaigényil
szovetekben (agy, izomzat) a foszfokreatin szolgdl rovidtava
energiatarolasra. A kreatin az agyba egy Na-dependens transzporteren
keresztiil jut be, amelyet az inzulin facilital (Steenge et al, 1998). A
kreatin adagolasa emeli a foszfokreatin szintet, ill. fokozza az ATP
szintézist (O’Gorman et al., 1996). A kreatin-foszfokreatin atalakulast a
kreatin kindz katalizilja (EC 2.7.3.2), igy ez az enzim kiemelt
fontossagi a sejtek homeostasisanak fenntartasaban, ill. azok
energiaigényének kiszolgalasaban (Andres et al., 2008). A kreatin

kinaznak két izoenzimje ismert, az egyik a citoszolban talalhaté dimer
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formaban, mig a masik a mitokondrium membranjai kozott (mtCK), a
tranziens pore-ral kapcsolatban, dimer vagy oktomer formaban
(O’Gorman et al., 1997). A mitokondrialis forméanak is két szovet-
specifikus forméja ismert, az egyik csak a harantcsikolt izomban
talalhatd (sarcomeric mtCK), mig a masik minden szévetben, igy az
idegrendszerben is (ubiquitous mMtCK). A citosolban talalhatd
agyspecifikus kreatin kindz genetikai eliminacidja jelentds deficitet
okoz kiilonb6z6 tanuldsi és magatartsi paradigmakban, ill. a
mitokondrialis forma elimindlasa még stlyosabb fenotipust eredményez
(Beal, 2011). A kreatin adagolas a mitokondrialis kreatin kinaz enzimet
oktamer forméban stabilizalja, ezaltal megakadalyozza a mitokondrialis
tranziens pore aktivalodasat, és igy az apoptdzist. Ezzel szemben
kiilonboz6 behatasok, pl. fokozott szabadgyok képzddés ezt az enzimet
dimer formava alakitjak, ezaltal lehetévé téve a tranziens pore
megnyilasat, és az apoptotikus folyamatok inicialodasat. Korabban a
kreatin hatasat féleg anyagcsere betegségekben vizsgaltak (pl.
guanidino-acetat-metiltranszferaz deficiencia vagy kreatin transzport
deficiencia), de az utobbi évtizedekben egyre nagyobb teret kapott a
neurodegenerativ  betegségek  kezelésében is. A kreatin
Szupplementacié hatasait részletesen vizsgaltak és nem talaltak, még
nagy dozisok esetén sem, lényeges mellékhatast vagy vesekarosodast
annak ellenére, hogy a szérum kreatinin szintjét megemelte. Korabban
igazoltak, hogy 3 hét kreatin szupplementaci6 dozis-dependens modon
szignifikansan emelte az agy kreatin szintjét (Matthews et al., 1999).

A kreatin szdmos modellben neuroprotektiv hatasu: glutamat és 3-
amyloid okozta toxicitasban (Brewer és Wallimann, 2000); malonsav

és 3-NP indukalta sejtkdrosodasban (Matthews et al., 1998); traumas
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agysériilésben (Sullivan et al., 2000); Huntington kor transz- genikus
modelljében (Andreassen et al., 2001; Ferrante et al., 2000).

A Kkreatin szupplementacié hatisa Parkinson kér modelljében
Vizsgalatunkban a kreatint a ragcsalok taplalékaba kevertiik
emelkedé koncentracidban, az MPTP adagoldst megeldzden két hétig
elokezeltiik, majd a kezelést még egy hétig folytattuk. Azt talaltuk,
hogy a kreatin Gauss gorbe-szertien csokkentette az MPTP indukalta
substantia nigra sejtpusztulast, ill. a kovetkezményes dopamin és
metabolit szintjeinek csokkenését 0.25%, 0.5% ill. 1%-os dozisban. 2
ill. 3 %-0s adagolas esetén akkor hatast nem tapasztaltunk. Ugyancsak
hatasos volt a kreatin analdgja is, a ciklokreatin, azonban ezt a
kés6bbiekben hypoglikémizalé mellékhatasa miatt nem hasznaltuk.
Annak az oka, hogy magasabb kreatin dozisok miért nem voltak
hatasosak, nem egyértelmii. Tovabbi vizsgalatok alapjan gy tlinik, a
kreatin dozis-hatds Osszefliggése nagyban fiigg az vizsgalati
paradigmatol (1% majdnem 100% protekciot mutatott, ill. maskor 2%
is szignifikans volt). Kreatin adagolassal az ATP szint emelhetd, ill.
tovabb fenntarthato, és igy ezaltal az MPTP okozta sejtpusztulas
mértéke csokkenthetd. Ezen eredmények alapjan egy fazis II vizsgalat
indult korai Parkinson kérban (NINDS NET-PD Investigators 2006),
amely soran azt talaltak, hogy a betegek allapota lassabban romlott,
mint kreatin nélkiil (a hatas marginalis, de szignifikans volt). Ezért ezt
egy fazis III vizsgalat kdvette, tobb mint 1700 beteggel, amely jelenleg
is zajlik (7 éves vizsgalat). S6t, allatkisérletekben hatasosnak bizonyult
kiilonb6z6 tamadaspontii szerek kombinacidjaval (pl. kreatin és

minociklin) is folytattak egy el6zetes, biztonsagossagi vizsgalatot
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(NINDS NET-PD Investigators, 2008).

Kreatin szupplementacié hatiasa ALS modelljében

A G93A mutaciot tartalmazo egerek taplalékaba 1%-os ill. 2%-0s
aranyban kreatint kevertiink és azt talaltuk, hogy az egerek tulélése,
motoros teljesitménye itt is dozis dependens modon, szignifikdnsan
javult, ill. csokkent a gerincveléi mellsé szarvi motoneuronok
pusztulasa. A kreatinadagolas csokkentette az oxidativ karosodast is,
amit a nitrotirozin szinttel, ill. a 3,4 DHBA/4HBA atalakulassal
mértiink. Ezen biztaté adatok alapjan két human klinikai vizsgélat is
indult, amelyek azonban nem igazoltak klinikailag mérhetd hatast ALS-
ben (2 fazis 1II, ill. 2 fazis III). Ezek a kiabrandité eredmények nem
feltétleniil jelzik azt, hogy a kreatin nem hatékony, vagy ennek alapjaul
szolgald tedria rossz, hanem inkabb azt jelzi, hogy a G93A mutacid
okozta motoneuron pusztuldas nem megfeleld modellje a human
korképnek. Ezt latszik igazolni az a tény is, hogy ebben a modellben
TH pozitiv sejtek is pusztulnak a substantia nigraban, amit a betegség
egyik alcsoportjaban lehet csak észlelni. Az eredménytelenség
hatterében az is felmerilt, hogy az allatkisérletekbél extrapolalt
dozisok nem megfeleldek, ezért visszatértek a doziskereséshez a

maximalisan toleralhaté adag megallapitasara (Atassi et al, 2010).

Kiilonb6z6 tamadaspontu szerek additiv hatasanak vizsgalata
Allatmodellekben szamos kiilsnb6z6 hatasmechanizmusit vegyiilet

kedvez6 hatasat tudtuk igazolni. Ez vezetett el ahhoz a feltételezéshez,

hogy eltéré tdmadasponti, hatasos szerek kombinécioja additiv hatassal

birhat.
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Parkinson kor

A neuroinflammacié szerepét neurodegenerativ folyamatokban,
igy Parkinson korban is szamos adat tdmogatja. Posztmortem reaktiv
gliosist lehet kimutatni idiopathias Parkinson koros betegek substantia
nigrajaban (McGeer et al., 1988), ill. MPTP mérgezést elszenvedett
betegekben (Langston et al., 1999). A betegek liquoraban emelkedett
IL-1b, IL-6 és TNF-a koncentraciot észleltek, (Blum-Degen et al.,
1995; Mogi et al., 1996; Muller et al., 1998; Mogi et al., 1994a; Mogi
et al., 1994b), mig a substantia nigra sejtjeiben emelkedett TNF-a és
IL-1b immunreaktiv glia sejteket figyeltek meg (Hunot et al., 1999). A
COX-1 minden sejtben expresszalodik, mig a COX-2 gyulladasos
folyamatokban aktivalodik kiilonb6z6 cytokinek hatasara (IL-1b,
TNFa). A COX-2 szerepét neurodegeneracidban szamos modellben
vizsgaltak (Almer et al., 2001; Iadecola et al., 2001; Hewitt et al.,
2000). A COX-2 gatlas protektiv effektusat korabban mar igazoltak
MPTP modellben (Teismann et al., 2001, 2003). Ezek alapjan mertilt
fel, hogy az energiadeficitet javitd, valamint a gyulladasos folyamatot
csokkentd szerek kombinaldsanak lenne-e additiv hatasa. fgy keriilt
tesztelésre a kreatin, ill. a rofecoxib kombinacidja. A kombinacios
terapia szignifikansan jobban csokkentette az MPTP okozta striatalis
dopamin depléciot, mint a két szer kiilon-kiilon. A TH pozitiv sejtek
szama a szignifikansan emelkedett a kontroll csoport¢hoz képest a két
szer alkalmazasakor, azonban itt nem tudtunk szignifikans additiv
hatast kimutatni. A kombinacids kezelés fokozott hatékonysaga arra
utalhat, hogy tobbek kozt ez a két tutvonal is szerepet jatszik a
pathomechanizmusban, de nem kizar6lagosak, mivel nem tudtunk teljes

protekcidt elérni.

54



dc_202 11

Amyotrophias lateralsclerosis

A gyulladasos folyamatok szerepét a neurodegeneracioban szamos
adat tdmogatja: robosztus mikroglia  aktivaci6, emelkedett
proinflammatorikus citokin (IL 1b, ill. I1L6) szinteket, ill. COX-2
expressziot és PGE, szintet kozoltek sporadikus ALS-ben, mind a
szérumban, mind a liquorban ill. posztmortem agyszovetben is (Liet al.,
2000; Sekizawa et al., 1998). Ezeket az észleléseket megersitették az
SOD1 mutans egerekben is (Almer et al. 2001, 2002; Ilzecka et al.,
2003). A COX-2-t fokozottan expresszald transzgén egerek
érzékenyebbek a kainat-indukalta toxicitasra, és a lipid peroxidacio is
emelkedett ezekben az allatokban (Kelley et al.1999). Ezzel
ellenkezéleg, a gén eliminacidja csokkent érzékenységet mutatott
fokalis ischaemia modellben, ill. az NMDA okozta sejtkarosodasban
(ladecola et al. 2001). A COX-2 gatlas protektiv hatdsat tobben
igazoltak ALS kiilonb6zé modelljeiben (Drachman és Rothstein 2000;
Drachman et al.2002; Pompl et al. 2003). Ezért keriilt tesztelésre a mar
korabban igazolt hatasi kreatin és a COX-2 gatld celecoxib ill.
rofecoxib kombinacidja. 2% kreatin, ill. 0,005% rofecoxib, valamint
2% kreatin ill. 0.012% celecoxib kombinacidja additiv modon
szignifikansan jobban javitotta az allatok talélését, a motoros
teljesitményiiket, csokkentette a sulyvesztésiiket és a gerincvel6i
motoneuronok pusztuldsat, mint a szerek kiilon-kiilon. Ez az additiv
hatés a tulélés szempontjabol az egyik legjelentdsebb a farmakologiai
kezelések kozott. A hipotézisiinknek megfeleléen a COX-2 aktivitas
(amit a PGE; szinttel mértiink) emelkedett a kezeletlen transzgenikus
allatok gerincveldjében, ill. agykérgében, amely a kezelés hatisara

csokkent. Az a tény, hogy két kiilonboz6 hatasmechanizmusu Szer
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egyiittes hatasa jobb, mint a szereké kiilon-kiilon, arra utalhat, hogy az
ALS pathomechanizmusaban tobbféle folyamat zajlik egyszerre, és
ezek egyike sem kizarolagosan felelés a korkép kialakulasaért. Ezek
alapjan e betegségek kezelésében kiilonbozé szerek kombinacioja
(,,koktél”), ill. multifunkcionalis gyogyszerek lehetnek hatasosak (Van
der Schyf et al., 2006).

A kreatin neuroprotektiv hatasmechanizmusa: mitokondridlis kreatin
kinaz deficiencia

A kreatin az energiahaztartas javitasa mellett fokozza a glutamat
ujrafelvételt (Xu et al, 1996), ill. szabadgyokfogd képességgel is
rendelkezik (Lawler et al., 2002). A kreatin-foszfokreatin atalakulas a
mitokondrialis kreatin kinaz enzimhez kotodik. Ez az enzim szoros
kapcsolatban van a mitokondrialis permeabilitasi tranziens csatornaval,
amely aktivalodasa szerepet jatszik mind a nekrdzisban, mind az
apoptdzisban (Bemardi et al., 1998). A csatorna nyitasat idézhet el6 az
emelkedett mitokondrialis Ca™, vagy a fokozott szabadgydk képzédés.
A nyitdodas az egyik elsé 1épése a sejtpusztulasnak, amely soran
citokrom C szabadul ki a citoplazmaba. A kreatin a mitokondrialis
kreatin kindz enzimet oktomer formaban stabilizalja. Ez az oktomer
forma megakadalyozza a tranziens pore aktivaldodasat (O’Gorman et
al., 1997).

Annak eldontésére, hogy a kreatin neuroprotektiv hatasaért az
energia homeostasis javitasa, vagy a tranziens pore megnyilasanak
akadalyozasa felelds, egy mitokondrialis kreatin kinaz deficiens
allattorzset hasznaltunk. Ezek az allatok életképesek, fizioldgias

koriilmények kozott lényeges fenotipus-valtozast nem mutatnak
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(Steegsh et al., 1995).

Az allatok agyaban az ATP szint nem valtozott, mig az AMP szint
csokkent, amely arra utalhat, hogy az adenilat kindz aktivitas
novekedése biztositja a normalis ATP szintet. Azonban MPTP hatasara
a dopaminerg sejtpusztulds sokkal kifejezettebb, mint a vad tipusa
allatoknal, ami azt jelzi, hogy koros koriilmények kozott ez a
kompenzacié mar kozel sem teljes. Vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk,
hogy a kreatin az enzimhianyos allatokban is kozel hasonlé nagysag-
rendben eredményezet protekciot az MPTP toxicitassal szemben (mind
biokémiailag, mind szovettanilag), mint a vad tipusndl, azaz ez a hatas
nem magyarazhat6 a tranziens pore inaktivalasaval, hanem az energia-
haztartas javitasaval hozhatd 6sszefiiggésbe. Ezt az eredményt igazolja
az a tény is, hogy izolalt mitokondriumban a kreatin nem befolyasolta a

permeabilitasi pore mitkodését (Brustovesky et al., 2001).

Karnitin hatasa Huntington modellben

Az L-karnitin (4-N-trimetilammonium-3-hidroxi-vajsav) szerepet
jatszik a mitokondrialis acil-koenzim A/koenzim A arany fenntartasa-
ban, a zsirsavak oxidaciojaban és a ketontest képz6dés- ben, valamint
antioxidans hatassal is rendelkezik (Bahl et al., 1987, Koudelova et al.,
1994). Egy korabbi, kettés vak human vizsgalat nem talalt szignifikans
hatast Huntington koros betegekben (Goety et al., 1990). Ennek az is
lehet az oka, hogy nem megfelelé dozisban alkalmaztak a szert, ezért
mi magasabb adagban vizsgaltuk az L-karnitin hatasat N171-82Q
transzgén modelliinkben.

Azt talaltuk, hogy az L-karnitin szignifikdnsan javitotta a

transzgén egerek tulélését, motoros teljesitményét, ill. csdkkentette a
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striatalis neuronpusztuldst, és csokkentette a huntingtin pozitiv
intranuklearis zarvanyok szamat a pyriformis kéregben a kontroll
csoporthoz képest. Ez a protektiv hatds Osszemérhetd egyéb
antioxidans hatassal rendelkez6 molekulakkal (BN82451, remacemide,
koenzim Q10, cysteamine) elért hatdssal (Klivenyi et al., 2003,
Dedeogle et al., 2002, Ferrante et al., 2002). Ez arra utalhat, hogy a
fokozott szabadgyok képzddés, kb. ilyen aranyban tehetd feleléssé a
kéros folyamatokban. Az eredmények alapjan felmeriilhet a human

klinikai vizsgalat megismétlése a korabbinal magasabb dozisban.

Hiszton deacetilaz gatlo szerek vizsgalata

A Huntington kor kialakulasaért felelossé teheté mutalodott
huntingtin protein pontos funkcioja nem ismert. Tudjuk azonban, hogy
szamos enzim, ill. receptor transzkripcidja zavart szenved azaltal, hogy
a mutans gén kiillonb6z6 transzkripeids faktorhoz tud kétédni, mint pl.
Spl, TFHF, TFI1130 PDX-1, CBP és p300 (6sszefoglald: Kazantsev és
Hersch, 2007). Transkripcios faktorhoz valo kotédés eredményezi azt,
hogy a juvenilis Huntington korban, valamint a nagy ismétlddésszamu
modellekben (R6/2) diabetes fejlddik ki (Andreassen et al., 2002). A
mutans huntingtin interferal tobbek kozott a CREB és a TFIID
transzkripcios faktorokkal, ezaltal csokkent PGC1-a gén expressziot és
protein szintet eredményez, amely bizonyos mitokondrialis gének
leszabalyozasahoz vezet. A gén expresszido szabalyozasaban igen
fontos szerepet jatszik a DNS fehérjékkel vald interakcidja. Inaktiv
allapotban a DNS kompakt modon fel van tekerve a hiszton nevii

proteinekre, meggatolva az expresszidhoz sziikséges faktorok
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kotodését. Amikor sziikséges a DNS letekerddik, kinyilik és
megkezdddhet az atirodas. A DNS e két allapotat a hiszton
acetilalodasa szabalyozza. Ha a hiszton lizin rezidumai acetilalédnak
(hiszton acetiltransferaz - HAT enzim segitségével), akkor a DNS
kinyilik (és ezaltal a transzkripcids faktorok szamara elérhetévé valik),
mig ha deacetilalédnak (hiszton deacetilaz - HDAC enzim altal), akkor
a DNS egy kompakt format vesz fel (és ezaltal a transzkripciod
gatlodik). Szamos adat tdmogatja azt, hogy az acetilacio-deacetilacio
aranyanak  megvaltozasa  hozzajarulhat a  neurodegenerativ
megbetegedések patho- mechaniz- musahoz, igy a Huntington koréhoz
is (Sadri Vakili et al., 2006). Ezek alapjan a hiszton deacatilacid
gatlasa (HDAC inhibicid) neuroprotektiv hatist lehet. Ilyen hatasa
szamos szernek van, pl. az antiepileptikum és hangulat-stabilizatorként
a human gyogyaszatban is hasznalatos valproatnak is. Egy masik
HDAC inhibitornak, a fenilbutiratnak alkalmazasa jelentésen ndvelte a
Drosophila élettartamat, emelte a mangan tartalmu SOD expresszidjat
(Kang et al., 2002), ill. egyéb antioxidans enzimek és chaperone
proteinek expresszidjat. HDAC inhibitorok acetilaljak a Spl
transkripcids faktort, amely az oxidativ stressz elleni rezisztenciaban
jatszik szerepet (Ryu et al., 2003), de befolyasoljak a mitokondrium
mitkodésének a szabalyozasat is. Ezek a szerek gatoljak a gyulladasos
folyamatok kialakulasat is azaltal, hogy csokkentik a citokinek
termelddését. Az egyik elsé generacios inhibitor a SAHA adagolésa
dozis-dependens modon csokkentette a lipopoly- szaharid indukélta
TNF-0, IL-1B, IL-6 és az IFN-y szinteket (Leoni et al., 2002). Az
ugyancsak ilyen effektusu Na-butirat szignifikansan csokkentette a 3-

NP okozta striatalis sejtpusztulast (Ryu et al., 2003).
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Fenilbutirat hatasa modelljeinkben

Ezen eldzmények alapjan munkank soran arra kerestiik a valaszt,
hogy a jol ismert, vér agy gaton jol penetrald0 HDAC inhibitor, a
fenilbutirat, hogyan hat a transzgenikus Huntington egértorzs
tulélésére, ill. motoros teljesitményére. Korabbi adatok azt igazoltak,
hogy ha HDAC gatlast preszimptomatikusan kezdik el, akkor nd az
allatok tulélése. Azonban ez csak preszimptomatikus hordozé betegek-
nek jelenthet terapias alternativat, a mar kifejlédott korkép esetén ez a
hatas nem elegend6. Mi gy talaltuk, hogy az allatok 75 napos koraban
elkezdett adagolas is szignifikansan novelte a talélést (jobban, mint
mas tamadaspontt szerek), de nem javitotta a motoros teljesitményt, ill.
nem gatolta meg az oly jellemzo sulyvesztést. Azonban, mivel ez egy
fatalis korkép, ennek jelentdsége sem elhanyagolhato.

A fenilbutirat ugyancsak hatasos volt az MPTP okozta
dopaminerg sejtpusztulas kivédésében, amit substantia nigra talélé TH

pozitiv sejtjeinek szamaval, ill. a striatum dopamin szintjével mértiink.

Valproat hatasa Huntington kér modelljére

A valproat (2-propilpentanoic sav) széles korben alkalmazott
gyogyszer. Ismert hatdsmechanizmusa Gsszetett: emeli a GABA szintet
az agyban (Taberner et al., 1980) a GABA-transzaminaz aktivitas-
csokkentésen, ill. a glutamat dekarboxilaz aktivitas fokozasan at
(Loscher, 1981a, b); csokkenti az NMDA-kivaltotta depolarizaciot
(Zeise et al., 1991), valamint HDAC gatl6 hatéssal is rendelkezik (1.
csoportt HDAC-t gatol szelektiven) (Johannessen et al., 2003).
Kordbban igazoltak a wvalproat protektiv hatdsat Huntington kor

malonat modelljében (Morland et al., 2004).
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A vizsgalatunkban a valproatot N171-82Q transzgenikus
Huntington egereknek intraperitonealisan adtuk. Azt tapasztaltuk, hogy
a kezelés szignifikansan javitotta az allatok talélését €s motoros
teljesitményét, anélkiil, hogy a dopaminerg rendszert karositotta volna,
hiszen az allatok stridtumaban a dopamin és metabolitjainak szintje
nem kiilonbo6zott a kontroll csoportétol. Ezt azért tartottuk fontosnak
megvizsgalni, mivel korabbi adataink arra utaltak, hogy a valproat
magasabb dozisai dopaminerg toxicitassal rendelkezhetnek (Vamos et
al, 2009).

Antioxidans hatasu molekulak tesztelése

BN82451 hibrid molekula hatisa Huntington kér modelljében

A neuroprotektiv szerek vizsgalata soran egyértelmiivé valt, hogy
a neurodegeneraciot nem egyetlen utvonal aktivalodasa vagy gatlasa
idézi eld, hanem sokkal inkdbb egymassal szorosan Osszefliggd
patologias folyamatok Osszessége. Ezen felismerés mentén kezd6dott
az un. kis molekulastly, multifunkcionalis, vagy hibrid molekulak
kifejlesztése. Ezek sordba tartozik a BN82451 is, amely oralisan is
aktiv, vér-agy-gaton jol penetrald antioxidans és antinflamatorikus
hatassal rendelkezé molekula. Gyulladascsokkenté hatasa a COX-2
gétlasa révén alakul ki, ezen kiviil gatolja a Na* csatorndkat is. Ezzel a
hibrid molekulaval valo kezelés szignifikansan javitotta a talélést, ill. a
motoros teljesitményt az R6/2 Huntington koros egértdrzsben. A
kezelés ugyancsak csokkentette az agy atrophigjat, valamint a

huntington pozitiv zarvanyok szdmat, de nem tudta kivédeni a
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progressziv sulyvesztést.

N-acetil-L-cisztein hatasa ALS modellben

Az antioxidans védekezésben fontos szerepet tolt be a glutathion
azaltal, hogy detoxifikalja a hidrogén peroxidot, a lipid peroxidokat,
valamint kiilonb6z6 elektrofil molekuldkat, pl. redox-aktiv fém ionokat.
Az endogén glutathion szint emelhet6 a szintézis 1épés-meghatarozo
prekurzoranak az L-ciszteinnek az adagolasaval. Az N-acetil-L-cisztein
(NAC) egy vizoldékony, oralisan is hatékony, jol torelalhatod, széles
korben alkalmazott nyakold6. Oralisan alkalmazva gyorsan emeli a
plazma glutation szintjét (Holdiness et al., 1991, Burgunder et al.,
1989). A NAC kezelés sejtkulturaban fokozza a neuronok viabilitasat
apoptdzis, ill. SOD1 gatlas soran (Rothstein et al., 1994, Mayer et al.,
1994). Ezek alapjan kezdtiik el vizsgalni a NAC hatasat ALS SODI
transzgenikus modelljében. Az tapasztaltuk, hogy az ivdviziikben
alkalmazott NAC kezelés szignifikansan javitotta az egerek talélését és
motoros teljesitményét, mig a sulyvesztésiikket nem befolyasolta. A
tulélésre gyakorolt hatasa nagyjabol megfelel a fém kelatorokkal elért
eredményeknek (amelyek szintén antioxidans hatastak) (Hottinger et
al., 1997, Nagano et al., 1999). Ez az eredmény Gsszhangban van egy
korabbi megfigyeléssel, hogy a hasonlé dozisi NAC kezelés alsod
motoneuron betegség modelljében szintén csokkentette a sejtpusztulast,
valamint emelte a glutaton peroxidaz szintet (Henderson et al., 1996).
Adatainknak ellentmond annak a randomizalt, kett6s-vak vizsgalatnak
az eredménye, amely nem sokkal magasabb dozisban sem igazolt
klinikai hatast bulbaris formaban, csak szkeletalis formaban, de ott sem

érte el a szignifikancia szintet (Louwerse et al., 1995). A kissé ellent-

62



dc_202 11

mondasos adatok ellenére egy nagyobb klinikai vizsgalat inditasa még

magasabb dozisokkal, ill. kombinacids formaban megfontolando lehet.

A szabadgyokesapdak hatasa a neurotoxicitasra

Mivel a fokozott szabadgyok-képzodés az Gsszes neuro-
degeneracidhoz vezetd patologiai folyamatban részt vesz, igy olyan
molekulak tervezése keriilt elétérbe, amely kiilonosen nagy affinitassal
képes megkotni a kiilonb6zd reaktiv oxigén és nitrogén gyokoket. A
szabadgyok csapdaknak az alapvegylilete N-tert-butil-a-(2-sulfofenil)-
nitron (S-PBN), amely dézis dependens modon csokkenti a malonat és
az alacsony dozisu MPTP toxicitasat (Schulz és Beal, 1995). Ennek a
molekulanak a szubsztitualatlan ciklikus modositdsa (MDL 101 002)
8-szor potensebb lipid peroxidacid csdkkentd és 25-szor hatékonyabb
hiroxilgyok-fogd (Thomas et al., 1996). Korabbi vizsgalatok igazoltak,
hogy a szabadgyokcsapdak protektiv hatastiak, glutamat és NMDA
toxicitassal (Yue et al., 1992), ill. az 6regedés soran jelentkez6 oxidativ
fehérje karosodassal (Butterfield et al., 1997, Carney eta I, 1991,
Edamatsu et al., 1995, Sack et al., 1996), reperfuzios karosodassal
(Oliver et al., 1990, Phillis et al., 1990, Yue et al., 1992) ill. artérias
elzarodassal szemben (Cao et al., 1994, Zhao et al., 1994). Az MDL
101 002 adagolasa szignifikdnsan csokkentette a malonat indukalta
striatalis sejtpusztulast (amit a malonat okozta 1ézid volumenjével
mértiink), ill. az MPTP okozta dopamin depléciot. Ez azonban csak
alacsonyabb dozisban hasznalhatd, mivel a nagyobb doézis toxikus volt.
Mindemellett a protekcio mértéke sem volt nagyon kifejezett, dopamin
deplécid esetében csak 14%, amely arra utalhat, hogy maguknak a

hiroxil gyokoknek csak limitalt szerepiik lehet a toxicitasban. A
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peroxinitrit karosodds csokkenését a 3-nitrotirozin szint érséklése
jelentette.

Egy mas struktaraji vegylilet a Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametil-piperidin-1-oxil), amely kiilonosen hatékonyan kéti meg a
peroxinitrit gydkoket (Dikalov et al, 1997). A Tempol kezelés
kifejezettebb dopamin deplécidt (75%) okozé MPTP dozis rezsim
mellett mérsékelt, de szignifikans protekciot észleltiink. Dozis-hatas
Osszefliggést nem észleltiink, ¢és toxikus mellékhatasokat magasabb
dozisok esetén sem tapasztaltunk.

Az azulenyl nevii szabadgyokcsapda egy tovabbfejlesztett
guaiazulene gyliris molekula, amely sokkal alacsonyabb oxidacios
potenciallal rendelkezik, mint a korabban kifejlesztésre keriil
molekulak és struktarajanak kdszonhetéen sokkal konnyebben penetral
a vér-agy gaton. Vizsgilatunkhoz mind vizoldékony, mind
zsiroldékony formajat hasznaltuk. Mind a két molekula dozis-
dependens modon csokkentette az MPTP toxicitasat, amelyet a
striatalis dopamin deplécié mértékével jellemeztiink. A protektiv hatast
stlyosabb dopamin deplécio (kifejezettebb MPTP toxicitas) mellett
észleltiik, az alapvegylilet csak mérsékelt toxicitasnal észlelhetd
hatasaval szemben, amely arra utal, hogy a molekula tovabbfejlesztése
javitotta az antioxidans tulajdonsagat.

A szabadgyOkcsapddk mind in  vivo, mind in vitro
neuroprotektivek, amelynek mechanizmusa tobbféle lehet: direkt
szabadgyOkfogd hatas, metal-independens szuperoxid diszmutiz
aktivitas, a fémionok oxidacidja, amely meggatolja a Fenton reakciot és
nitrogén oxid szintaz aktivalodas gatlasa (Krishna et al., 1996,

Miyajima et al., 1997, Monti et al., 1996). Annak ellenére, hogy a
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fokozott szabadgyok képzddés ugy tinik, kiemelt szerepet jatszik a
neurodegeneracioban, az antioxidans terapidk igéretes allatkisérletes
eredmények ellenére nem valtottdk be a hozzéajuk flizott reményeket a
human vizsgalatok soran. Ez nem jelenti azt, hogy a szabadgyok okozta
karosodds nem jatszik szerepet a pathomechanizmusban, inkabb
jelentheti azt, hogy a rendelkezésre all6 szerek nem jutnak el megfeleld
koncentraciéban a szabadgyok képzodés {6 helyére a mitokondriumba.
Ezért az utdbbi években olyan molekulakat (SS-10 és MitoQ)
fejlesztettek ki, amelyek sokkal nagyobb koncentraciéban halmozdédnak
fel a mitokondriumban, mint a korabbi szerek (MitoQ esetében 1000
szeresen). A MitoQ-val mar sikeresen befejezddott a fazis 11 vizsgalat.
Ezzel egyidejiileg tobb olyan faktor is ismertté valt, amelyek
befolyasolni képesek a mitokondrium miikddését, és ezaltal Gj terapias
célpontta valhatnak. Ezek kozé tartozik a PGC-la, amely fontos
szerepet tolt be a mitokondrium miikddésében. Az ulmi egyetem
Neuroldgiai Klinikajaval kollaboracioban nemrégiben sikeriilt PGC-1a.
deficiens egértorzs koloniat alakitanunk Ki, igy érdeklédésiink erre és a

PPARY agonistak felé fordult.

Exogen pirimidin hatdsa az MPTP és malondt toxicitdsra

A pirimidin  és derivatumai olyan alapvetd biologiai
folyamatokban jatszanak fontos szerepet, mint pl. DNS és RNS
szintézis. Kordbban kozolték, hogy a mitokondrium deficiens Rho°
sejtek novekedéséhez uridin sziikséges. (King et al., 1989). Az uridin
ill. a pirimidin szintézis egyik fontos enzimje a mitokondrium belsd

membranjaban elhelyezked6 dihidroorotate dehidrogenaz enzim. Arrdl
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is jelent meg kozlemény, hogy a respiratorikus 1égzési lanc zavara
csokkenti ennek az enzimnek az aktivitasat, és ezaltal a pirimidin
raktarat. (Loffler et al., 1997). Azonban arra vonatkozdlag nincs adat,
hogy mitokondrialis érintettséggel jaré betegségekben pirimidin
deficiencia lenne (Saydoff et al., 2003). Az uridin alkalmazasaval
javitani lehet a mitokondrium funkcidjat és igy terapias alternativat
jelenthet. A triacil-uridin  (TAU) jobb oralis farmakokinetikai
paraméterekkel rendelkezik, mint az uridin. Korabbi tanulmanyok mar
igazoltak protektiv hatasat 3-NP, valamint azid indukalta toxicitas

esetében (Saydoff et al., 2001).

Vizsgalatunkhoz ragcesalotapba kevert TAU hasznaltunk. Azt
tapasztaltunk, hogy ez a szer szignifikansan csokkentette az MPTP
indukalta dopamin depléciot, valamint a malonat okozat striatalis 16zid
nagysagat. Azota a TAU protektiv hatasat Huntington kor két
transzgenikus modelljében is igazoltak (Saydoff et al., 2006). Mivel
korabban nem igazoltak pirimidin deficienciat sem a betegségben, sem
a modelljeiben, ill. maga a mitokondrialis 1égzési lanc komplex 1
gatlasa sem okozza a 1épésmeghatarozd enzim gatlasat, igy a protektiv
hatds mas mechanizmussal magyarazhat6. A TAU oralisan jol
felszivodik, majd a keringésben nem specifikus észterazok uridinné
alakitjak at és specifikus nukleozid transzporterek segitségével jut be
az agyba. Nagy dozisu uridin infizidja javitja az agy anyagcseréjét,
oxidativ foszforilaciojat, csokkenti a laktat acidozist, ill. a szuperoxid
termel6dését. Ezek a mechanizmusok jatszhatnak szerepet a kedvezd
hatasban, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek a mechanizmus

tisztazasahoz.
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A nNOS gatlds szerepe az MPTP toxicitasban

Korabbi adatok alapjan a nNOS gatlasa protektiv hatast
mitokondrialis toxinokkal szemben (Hantraye et al., 1996, Matthews et
al., 1997). A hatasossagot befolyasolta, hogy az akkor rendelkezésre
allo inhibitorok nem voltak szelektivek (7-nitroindazol, S-metil-
tiocitrullin). Ezen feliil igazolddott, hogy ezek koziil az inhibitorok
koziil néhany potens MAO-B inhibitor is, amely miatt az MPTP
toxicitasban észlelt protektiv hatasuk megkérddjelez6dott. Ezért keriilt
kifejlesztésre egy nagyon szelektiv nNOS inhibitor az ARR17338
(imino-tiofen-2yl-metil)-(1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolin-7-yl)-amin) jeli
szer, amely nem rendelkezik MAO-B inhibitor hatassal. Ennek a
szernek az alkalmazasa doézis-dependens modon szignifikansan
csokkentette az MPTP indukélta neuronpusztulast, amelyet a striatalis
dopamin szint mérésével, valamint a substantia nigra TH pozitiv
sejtjeinek szamaval mértiink. A neuronalis NOS gatlasa csokkenti a
peroxinitrit képzddést és ezaltal a peroxinitrit okozta sejt- és DNA
karosodast, azonban nem szelektiv NOS gatlas L-nitroargininnel nem
eredményezett neuroprotekciot (Mackenzie et al.,, 1997). A nNOS
gatlas jelentdségét tobbféle inhibitorral és tobbféle modellben igazoltak
(Di Monte et al., 1997). Késbébbiekben kideriilt, hogy altalaban a
fokozott szabadgyok képz6dés és ezen beliil a peroxinitrit karositas a
neurodegeneracioban csak részlegesen tehetd feleldssé, igy ennck a

mechanizmusnak a gatlasa nem jutott el a klinikai fejlesztésig.
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Embrionalis  Ossejt  transzplantdcioval —elérheté  eredmények

Parkinson kor modelljében

Az orvosi kutatasban évtizedekkel korabban felmeriilt annak
igénye, hogy az elpusztult, vagy karosodott sejteket 10j sejtekkel
helyettesitsék  (regenerativ.  medicina). Ennek a regenerativ
mechanizmusnak az egyik kiindul6 pontja az Gssejt. A fejlédést sokaig
az gatolta, hogy nem lehetett ezeket a pluripotens sejteket a kivant
sejtvonal iranyaba differencialtatni. Késdbb kidolgozasra keriiltek
olyan in vitro rendszerek, amelyekkel megfelel6 iranya differencialodas
érhet6 el (Kawasaki et al., 2000, Lee et al., 2000, Brustle et al., 1999),
azonban nem lehetett minden neurontipus kifejlédését elérni, és annak
eredményessége is nagy variabilitast mutatott (Okabe et al., 1996,
Wakayama et al., 2001). Ezért Lorenz Studer vezetésével a New York-i
Memorial Sloan-Kettering Cancer Centerben kiilonb6z6 faktorok
alkalmazasaval olyan rendszert dolgoztak ki, amely alkalmas volt
neuronalis irdnyu differencialodasra és azon til dopaminerg,
sertoninerg, kolinerg és GABAerg idegsejtekké vald atalakulasra.
Ebben a munkaban én az in vivo kisérleteket végeztem, amely soran a
fenti modszerrel nyert Gssejteket a Parkinson kor 6-OHDA modelljében
teszteltik. A 6-OHDA intracerebroventrikularis adagolds utan
egyoldali striatalis sejtpusztulast okoz, amely rotacids mozgast
eredményez. Az allatok egy id0 utan ezt kompenzaljak és
alaphelyzetben nem észlelhet6 magatartasvaltozas. Azonban amfetamin
hatdsara ez a rotaciés mozgas ismételten megjelenik. Munkank soran
azt vizsgaltuk, hogy a jelentés mértékben dopaminerg iranyba
differencialodott embrionalis Gssejt transzplantacié mennyire képes

kivédeni ezt a rotaciés mozgast (vagyis mennyire integralodnak és

68



dc_202 11

funkciondlnak a beiiltetett sejtek). Nyolc héttel a 6-OHDA egyoldali
adagolasa utan a kézépagy dopaminerg sejtjeinek tobbsége elpusztult,
majd 10° differencialtatott embrionalis Gssejtet injektaltunk az
ipsilateralis striatumba. Szovettani vizsgalat azt mutatta, hogy a
transzplantalt sejtek a striatum nagy részét kitoltottek és a TH pozitiv
sejtek legnagyobb siiriiségben a host/graft hataron rendezddtek el,
anélkiil hogy a kdrnyezd kortikalis teriiletekbe bejutottak volna. DAT
expresszios vizsgalatok igazoltak, hogy a TH pozitiv sejtek 70%-a
dopaminerg sejt. A sejtek miikddését amfetamin és az apomorfin

indukalta rotacids magatartas vizsgalattal teszteltiik.

A transzplantalt allatok mindegyike legalabb 70%-kal kevesebbet
forgott az aloperalt kontroll csoporthoz képest. Ebben a munkaban
igazoltuk, hogy a munkacsoport altal kifejlesztett uj technologiaval
gyorsabban és hatékonyabban lehet neuronalis differencialodast elérni,
s6t meghatarozott neuron populaciokat is ki lehet tenyészteni. Azon tdl,
hogy az Gssejtek neuronalis iranyba differencialhatok, ezek a sejtek
mind morfologiailag, mind funkcionalisan, képesek &atvenni az
elpusztult neuronok helyét, amelyet in vivo is igazoltunk. Raadasul
ezzel a moddszerrel a transzplantalt neuronok talélési aranya 8 hét
elteltével megduplazodott. Ez a munka volt az elsd, amely a kozponti
idegrendszerben, nuklearis transzfer modszerrel eléallitott embrionalis
Ossejtek terapids effektusat in vivo kimutatta. Azonban, mint késébb
kidertilt, a differencialatlan alakok teljes eltavolitasa kritikus, mivel a
differencialatlanul maradt sejtekb6l elébb utobb daganat képzddik,

legtdbbszor teratoma.
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Jelentdsnek tartott ij megallapitasok:

1.

lgazoltuk a kinurenin utvonal részvételét és a fokozott
szabadgyok képz6édést tobb neurologiai korképben (sclerosis
multiplex, Parkinson kor, dystonia, Leber betegség).

Kimutattuk, hogy a mitokondrialis toxinoknak az idegrendszer
kiilonb6z6 részeiben eltérd hatasuk van az agyi aminosav, ill. az
E vitamin szintekre.

Indirekt moédon igazoltuk, hogy az a-synucleinnek fontos
Szerepe van a neuronpusztulasban.

Szamos kiilonféle hatdsmechanizmusu szer neuroprotektiv hatast
igazoltuk in vivo (antioxidans hatisi molekulak, mitokondrialis
tamadaspont szerek, kinurénsav analég, HDAC inhibitorok,
nNOS gatlo, pirimidin szarmazék).

Kimutattuk, hogy az antioxidans védekezésben részt vevd
enzimek hianya (MnSOD, GSHPx) fokozottan érzékennyé teszi
a sejteket az exogén toxikus agenssekkel szemben, ezzel
szemben bizonyos enzimrendszerek (PLA,, kaszpaz 1) genetikai
kiiktatasa neuroprotektiv hatasu.

Igazoltuk, hogy a human betegség gének mutacioi fokozott
szabadgyok képzddést eredményeznek in vivo egerekben.
Demonstraltuk, hogy megfelelé technikaval dopaminerg iranyba
differencialtatott embrionalis Ossejtek képesek integralodni és
miikddni egérmodellben in vivo.

Kimutattuk in vivo, hogy Huntington kér modelljében a
neuronalis markerként ismert NAA szintje sejtpusztulas nélkiil is
csokkenhet, valamint azt, hogy alapvet$ anyagcsere-folyamatok

is megvaltoznak.
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Koszonetnyilvanitas

Eziton is kifejezem koszonetemet Vécsei Laszlo akadémikusnak,
tanszékvezetd egyetemi tanarnak, aki tudomanyos munkamat elinditotta, azt
messzemenden tamogatta ¢és emberfeletti erdvel folyamatosan munkéra
serkentett. Ugyancsak legalabb ekkora halaval tartozom Flint M. Beal
professzornak is, akitl a céltudatos munkat és a tudomany iranti hatartalan
tiszteletet sajatithattam el. Munkam javarésze kollaboracioban tortént, ennek
megfeleléen koszonettel tartozom a Szegedi Tudomanyegyetem Gyermek-
gyOgyaszati Klinika és Gyermekegészségiigyi Kozpont, az Orvosi Vegytani,
Gyogyszerkémiai, Biokémiai Intézetek, ill. az Elettani, Szervezettani és
Idegtudomanyi Tanszék munkatdrsainak, valamint az SZBK Enzimoldgiai
Intézetben Ovadi Juditnak és munkatarsainak, valamint Kovacs G. Gabornak
(Medical University of Vienna), akik a neurodegeneracié tanulméanyozasa
iranti lelkesedésemet osztottdk. Koszondm kollégdimnak is a segitséget,
nemcsak azoknak, akikkel k6z6s tudomanyos munkat végeztem, hanem
azoknak is, akik ez id6 alatt helyettem dolgoztak a betegellatasban.

Nem utols6 sorban feleségemnek tartozom koszonettel, aki mindezt
elszenvedte ¢és mindvégig tamogatott, valamint gyermekeimnek, akik
leggyakrabban a szamitogép el6tt ilve talaltak.

Tudomanyos munkamat édesapam emlékének szentelem, aki csak azt

érhette meg, hogy elkezdtem az orvosegyetemet.
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