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Roviditéesek jegyzéke

2VO: 2-ér elzaras (2-vessel occlusion)

Ac-Ko-A: acetil-Koenzim A

aCSF: mesterséges agy-gerinévédlyadék (artificial cerebrospinal fluid)
ALC: acetil-L-karnitin (acetyl-L-carnitine)

CAT: karnitin-acetil-transzferaz (carnitine-acetnsferase)

cca: arteria carotis communis (common carotid gyter

fEPSP: serketposztszinaptikus mépotencial (field excitatory postsynaptic potentai
Glu: glutamét

I.p.: intraperitonealis

Ko-A: Koenzim A

LTP: hosszu tava potencirozddas (long term poteoitip

OGD: oxigén-gliikoz deprivacio

PI3K: foszfatidilinozitol-3 kindz (phosphatidyliniosl-3 kinase)

TBS: nagyfrekvencias ingerlés (theta burst stiniotgt



Bevezetés

A stroke-os megbetegedéseket Europaban és vildgszgyarant vezéthaldlokként tartjak
szamon. Az 6sszes eset 87%-at az ischemias strekieki, melynek soran valamely agyi ér
elzarddik. Ennek kovetkeztében az agy oxigén- @kdgl ellatasa zavart szenved, amely az
idegszovet sérilését vonja maga utan. A féllapuron-sérilés a tutélpaciensek jelefis
hanyadanal tartés kognitiv és motoros deficitet zokoAz ischemids stroke
hattérmechanizmusainak és ok-okozati viszonyairsakeietében leh&égunk nyilik U
diagnosztikai és terapias eljarasok kidolgozas&ma.ischemia kovetkeztében kialakulo
allapotok, mint pl. az excitotoxicitas, az acidatitds, az ionhaztartas felborulasa, a
szabadgyokok okozta oxidativ stressz, a gyulladéazéapoptdzis a neuronok pusztulasahoz
vezetnek. Ezeket a hipoxiat kiégpatofiziologiai folyamatokat eltéridéablakok jellemzik,
egyesek az érelzarodast ket percekkel, masok csak napokkaldkds jelentkeznek. Az
inzultust koveben a sejtek fiziolégias tkddése zavart szenved, depolarizalt allapotba
kertilnek, melynek kovetkeztében nagy mennyisgtutamat (Glu) szabadul. A fokozott
mértéki Glu és C&' felszabadulassal jaré excitotoxicitas perceketiljelentkezik, és sulyos
szoveti sérulést eredményez. Emellett az idegszkéetsodasat egyéb folyamatok tovabb
sulyosbitjak. Ezek kozott szerepel pl. az oxidaikessz, vagy az akar hetekig fennalld
gyulladas. Bar az ischemias stroke-kal kapcsolatizeszU ideje folynak intenziv kutatasok,
az inzultuson éatesett paciensek megéelebzelése egyéte megoldatlan probléma. Az
ischemia nyoman fellépidegi sérilések kivédéset, mérseklését célozzaktambod stroke-

0os modelleken végzett neuroprotekcios kutatasoteljas agyat érirdtischemias allapotokat
globalis ischemidnak nevezzik. Abban az esetbewsbigken az agyi vérataramlas globalis
hipoperfuziordl beszélnink, amelyet pl. az artegarotis communis-ok $Kkilete
eredményezhet. Az agyi verataramlas teljes niggse hirtelen szivmegallas esetén
jelentkezik. A neuroprotekcios kutatasok soran géiis hatbanyagok az allatkisérletekben
gyakran igéretesnek bizonyulnak, azonban ezeknikaiifazisban jellemien sorra elbuknak
(hatastalansaguk vagy a fellepmellékhatasok kovetkeztében). Bbbkifolydlag a
neuroprotekci6 teriletén végzett kisérletek egyeddyan hatéanyagok vizsgalatara iranyul,
melyek a szervezetben természetes modaosfordulnak, igy nagyobb doézisban is
biztonsagosan alkalmazhatdak. Ilyen molekuldk atmibz antioxidansok és egyes
metabolikus vegyuletek, mint pl. az acetil-L-kamit(ALC). A karnitinek legismertebb
funkcidja a hosszu lancu zsirsavak mitokondriumoMidatéry transzportalasa &3-



oxidaciohoz. Polaros tulajdonsaguk a szervezetlsmkivil mobilissé teszik az egyes
karnitin szarmazékokat, tovabb&myos tulajdonsagaik kozott emlitbethogy a vér-agy
gaton is atjutnak. A karnitin legszélesebb korbalarjlé rovidlancu észtere az ALC. Ez a
szarmazeék fontos szerepet tolt be az acetil csopmak a szervezet kilonh®zpontjaira
tortérd eljuttatasaban. Az ALC a mitokondriumba bekerlUbvekarnitin-acetil transzferaz
(CAT) segitségével szabad Ko-A jelenlétében szdzaditinné és Ac-Ko-A-va alakul. Ez
utdbbi beépulhet kilonbézioszintézis Utvonalakba és energiatetifelyamatokba. Mivel
az ALC tobb metabolikus utvonal tikodését is befolyasolja, ezért az energiahaztartas
felborulasaval jar6 betegségekben fontos szerepe(ma ischemias-reperfazios seérilések,
Alzheimer-kor, idskori demencia stb.). Emellett a karnitinek az eljyeeuroprotektiv,
neuromodulatoros és neurotrofikus tulajdonsaguliemzonheien a kilonbod korképekkel

is kapcsolatba hozhatok. Szamos neurodegeneraigddg esetén vizsgalva az ALC egy
igéretes protektiv hatéanyagnak bizonyult, amelyada tobb Gtvonalon keresztil is
kifejtheti, ugymint a mitokondrialis funkcié és egetika stabilizalasa, antioxidans hatas,
membranok stabilizalasa, fehérje- és génexpresszabalyozdsa vagy akar a kolinerg
neurotranszmisszio @egitése. Mivel a tanulas €s memoria sejtéztdpjat képek hosszu
tava potencirozédas (LTP) egy érzékeny mechanizerést az ischemia soran bekévetkez
funkcionalis valtozasok vizsgalatara is alkalmasdezert biztosit. A globalis hipoperfuzié
altal okozott karosodasok a szinaptikus ditks hatékonysaganak csokkenésében is
megnyilvanulnak. Mindemellett olyan morfoldgiai tGdasok is detektalhatok, melyek szoros
0sszefluiggésben allnak a zavart szenvedett LTRMmeél a dendrittiskéken lokalizalodik az
agy serkertt szinapszisainak tobb, mint 90%-a, ezért a rajtekobetked valtozasok
alapveten meghatarozzak a szinaptikus kommunikéciot. Adle hipoperfuzio hatdssal van
a spine-okra, ugyanis az agy ischemiara érzékemyoiban, pl. a hippocampusban
megfigyelhed, hogy szamuk jelefisen lecsokken. Ennek koszérdest az LTP-ben
megmutatkozo6 valtozasok elektrofizioldgiai vizsgadjavalamint a dendrittiiskék kvantitativ
és morfoldgiai analizise lelisteget biztosit az ischemias karosodasok detektalasfamint

az esetlegesen protektiv farmakonok hatasanaletésete.



Célkitizések

Az értekezés alapjat képezkisérletes munkam célja egy olyan hatbéanyag is@dsem
modelleken val6 tesztelése volt, amelynek egyikdepsabb dinyos tulajdonsaga, hogy a
szervezetben endogén maddon is jelen van, ezérgkhellassal nem kell szadmolni, és a

dozirozasi nehézségek is elkeritledt Méréseink harom kisérletsorozat kéré csopoltedsu

1.) Az ALC esetleges protektiv hatasdnak vizsgélata 2VQaltal okozott
karosodasokkal szemben, melyhez elektrofiziologidlLTP) és hisztologiai

méréseket végeztink.

2.) Az ALC hatasanak elektrofiziologiai modszerekkel téténé vizsgalatain
vitro globalis ischemiaval szemben, valamint annak testése, hogy a
hatobanyag képes-e olyan mértdk funkciondlis regeneraciot ebidézni,

amely stabil LTP-ben is megnyilvanul.

3.) A kisérletek soran tapasztalt neuroprotektiv hatdshatterében huzédoé
lehetséges szignalizacids utvonal feltérkepezéseertlés volt szamunkra,

hogy a PI3K/Akt atvonal részt vesz-e az ALC hatasnehanizmusaban?

Anyagok és médszerek
Globdlis hipoperfuzids modell: 2-ér elzérasos (2VOniitéti technika

A kisérletekhez 200-250 g-os him, Wistar patkanydkasznéltunk, melyeken 2VO-val
csokkent agyi vérataramlast idéztinks,ehmely a carotis artériak igkdilete soran fellép
tartos hipoperfazios allapotot modellezi. Aité@thez az allatokat natrium-pentobarbital oldat
(60 mg/ml) intraperitonealis (i. p.) injektalasaadtattuk. A preparalas megkezdésétteh
nyak terlletén a ¢$rt eltavolitottuk, ezt kovéen bemetszést ejtettiink asrén. A

kotészovetes részeM{ a nyaki izmoktdl és a vagoszimpatikus idegkdiegrzabadda tettik



az arteria carotis communisokat (cca), majd anewizsipeszek segitségével 30 percre

reverzibilisen elzartuk azokat. Az ischemias par®tbteltével a csipeszeket eltavolitottuk, a

sebet zartuk és fétlenitettik. A niitétet kdveben 5 napos tulélési étl valasztottunk, majd

ezt koveben végeztik az elektrofiziologiai €s hisztologiaisgalatainkat.
Az els kisérletsorozat csoportjai, kezelések acetil-L-kanitinnel

A hatéanyagot 1 ml fiziolégias sooldatban oldotfek majd az allatok szervezetébe napi
egyszeri i.p. injekcié formajaban juttattuk be. dldkezelt csoport az ALC-t 100 mg/kg-os
dozisban kapta a 2VO itétet megedizéen, 5 napon keresztil. Két utdkezelt csoporttal
dolgoztunk kisérleteink soran: az egyik csoportbarallatok az alacsonyabb, 100 mg/kg-os
dozisu ALC kezelést kaptak, mig a masik csoportzrepbk egy magasabb, 200 mg/kg-os
dozist. Az utokezeléseket minden esetben a 2VOvetén 5 napon at végeztik (azcéels
kezelést a ritét koveben 1 éraval kaptak a patkanyok).

In vitro elektrofiziologia

Az elektrofizioldgiai méréseinket 350n vastagsagu hippocampalis agyszeleteken végeztik,
melyek CAl-es régiojanak stratum radiatum rétégémgerlést koveien serkerit
posztszinaptikus mépotencialokat (fEPSP) vezettink el, és ezek angijat monitoroztuk.
Az ingerlés egy koncentrikus, rozsdamentes acektrél@ segitségével, 0.2 ms-o0s
impulzusokkal 0.033 Hz frekvencian tortént, az eétéshez pedig 2-3 M ellenallasu
regisztrald elektrodokat hasznaltunk. A 2VO-s Keték esetén a kontroll szakasz felvételét
koveten nagyfrekvencias ingerléssel (theta burst stiolarBS) LTP-t indukaltunk. Ezt
koveten a fEPSP-k amplitiddjanak valtozasat tovabbi &@en keresztll monitoroztuk. A
masodik (OGD-s) kisérletsorozatban a 10 percesrddbrazakaszt egy 15 perces OGD
kovette, ezutan egy 40 perces periddusban kovettiknon a fEPSP-k valtozasat (esetleges
visszatérését az ischemia utan), majd ennek le&lfEBS-sel LTP-t indukaltunk, melyet

tovabbi 35 percen keresztil regisztraltunk.
Golgi-Cox impregnacios technika

A 2VO-s kisérletsorozatban a hisztoldgiai vizsgithbz a Golgi-Cox festési technikéat
alkalmaztuk. Az impregnécidval lathatéva tett CAslmramissejtek apikalis dendritjén egy
100 um hosszusagu szakaszon vizsgaltuk a dendékigriségét. Minden hisztologiailag

vizsgalathoz 4-4 allat 15-15 sejtjét valasztottnk



Oxigeén-glukdz deprivacié (OGD), azaz am vitro ischemia ebidézése

Az elektrofizioldgiai vizsgalatok sordn az ischemiazultus idejére a normal mesterséges
agy-gerincvali folyadékot (aCSF), melyet folyamatosan az agydrel perfundaltunk,
lecseréltik egy ugynevezett OGD aCSF-re. A kétaiddk kozotti legfontosabb kilénbségek,
hogy az OGD aCSF gliikdz helyett szacharézt tartalva@amint oxigén helyett nitrogénnel
dasitjuk. EzAltal globdlis ischemias allapotot retmhk 1étre az agyszeleteken, hiszen a sejtek
nem jutnak tdpanyaghoz és oxigénhez az inzultys aatt, csakigy, mint egy teljes globalis
ischemias stroke soran. Ehhez a masodik kiséntetatumkat az OGD-s protokoll idealis
paramétereinek meghatdrozasaval kezdtik, melyhdbniki®s idotartami ischemias
periodusokat valasztottunk (5, 8, 12, 15, 16 épdrt). Az OGD-s kisérletekben a fEPSP-k

amplitido és slope értékeit regisztraltuk.

ALC-vel tortén 6 kezelések az OGD modellen végzett kisérletekben

Az OGD protokoll megfelél paramétereinek meghatarozasa utan az ALC esetegesktiv
hatdsat kulonbdz koncentraciokban vizsgéltuk. Az ALC-t a regiszibatO perces kontroll
szakasza, valamint a 15 perces OGD-s peridédusislatszeletekre mostuk, azonban az ezt
koéve® 40 perces kovetési szakaszban, valamint az LT&koidt koveten az agyszeleteket
ALC-t nem tartalmazo, oxigénnel dusitott normal &G8l perfundéltuk. Az ALC-t a kisérleti
protokolinak megfelélen normél aCSF-ben, valamint OGD aCSF-ben oldofielk a
kovetked koncentraciokban: 12@M, 250uM és 500uM.

Az ALC hatasmechanizmusanak vizsgalata

Az ALC protektiv hatdsa mogott huzédd atvonal fdiépezése érdekében egy specifikus
foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) blokkolét, az Y294002-t alkalmaztuk. Ezt 5QM-os
koncentracibban mostuk az agyszeletekre a 10 pkorgsoll és a 15 perces OGD-s szakasz
alatt. Ennek megfeléén az inhibitor feloldasa normal aCSF-ben és OGBFRaken tortént,
melyek az ALC-t mar tartalmaztak a leghatasosabbrizkonyul6 500 pM-os

koncentraciéban.



Alkalmazott statisztikai modszerek

Az el kisérletsorozatban az eredmények kiértékelésekdtoratroll 10 perc adatait
tekintettiik 100%-nak, a TBS utani fEPSP-k ampliitidbhez normalizaltuk. Az adatok

statisztikai analizisehez a Mann-Whitney U-tesztegégeztik el. A hisztoldgiai
vizsgalatainknal az egyes csoportok spine szambatatott kilonbségeinek vizsgalatahoz
egyfaktoros varianciaanalizist (ANOVA, Tukpgst-hoc) hasznaltunk.

A mésodik Kkisérletsorozatban annak érdekében, hagy indukalt LTP mértékét
meghatarozzuk, a TBS-t me§eb 10 perces szakaszt (vagyis az OGD-t kévegeneracios
fazis utolsé 10 percét) tekintettik 100%-nak, dsegmormalizalva fejeztik ki az amplitado
és slope értékek valtozasat. A statisztikai arsdlzisoran ezen értékeket vetettik Ossze,
melyhez a Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk.

A statisztikai szamitasokat az Origin Pro 8 szafhasznalataval végeztik. Minden esetben a
P<0,05, P<0,01 és a P<0,001 ertéket tekintettigngikans kuldnbségnek.

Eredmények és megbeszélés

Az ALC hatasa a globalis hipoperfazio altal okozstrilésekkel szemben

Az el kisérletsorozatban az ALC globalis hipoperfuziogaemben mutatott potencialis
hatékonysagat vizsgaltuk. Az LTP mérések sorantaasztaltuk, hogy a 2VO jelést
funkcionalis karosodast okozott, mely a kontrobpsrtéhoz képest alacsonyabb SzibtP-
ben nyilvanult meg. A kialakult potencirozodas namkllett rendkivil instabil volt, egy
folyamatosan csokkéntendencia jellemezte, melynek eredményeként a FElP 8mplitadoi
az LTP indukciot megéké szintre estek vissza. Mivel az utdkezelések dzeisias stroke
kezelése szempontjabol nagyobb jelsgggel rendelkeznek, ezért a hatdanyadiszér az
inzultus utédn alkalmazva (100 mg/kg-os dozisbasytadtik. Az ALC utOkezelés hatdsara az
LTP indukciét kdveten méar nagyobb meértékpotencirozodast tapasztaltunk, mint a 2VO-s
csoportnal. Ezek az értékek azonban csak @znelgyed oraban voltak jellerdek, ezutan az
amplitidok egy enyhe cstkkenést mutattak, majd aggsonyabb szinten stabilizalodtak.
Mivel a dozis emelésével (200 mg/kg) sem sike@titanunk a karosodott LTP funkcion,
ezért ebkezelésben (100 mg/kg) kezdtik vizsgélni a hatogotyaEbben az esetben
egyértelniien jelentkezett a protektiv hatéds, hiszen egy kintsoportéval megegyéz



meértéki, stabil potencirozédast sikertlt indukalni. A Keéseket almtott allatokon is
elvégeztik annak érdekében, hogy kizarjuk az ALi@asrtikus transzmissziét és plaszticitast
modulalé hatdsat. Ez esetben sem tapasztaltunkifiizégns eltérést a kontroll csoport
ertékeibl. A hisztologiai vizsgalatok soran kapott eredm@ayalatamasztottak az
elektrofiziolégiai mérések soran kapottakat, hiszeVO hatasara a dendrittiiskék szama
jelentbsen lecsokkent a kontroll csoporthoz képest. Eztitakezelés nem tudta kivédeni,
azonban az ékezelés esetén kontroll szinttiske #riséget tapasztaltunk. Mindezen
hisztologiai eredmények parhuzamba allithatok aektedfiziologiai vizsgalatok soran
regisztralt LTP funkciokkal. Az &} és utOkezelésben kapott eredmények 6sszhangban
vannak mas kutatdécsoportok altal leirtakkal, miseexz ALC csak dlkezelésben alkalmazva
képes protektiv hatast kifejteni. Feltedleg az ischemias inzultust kéven azonnal fellép

Glu excitotoxicitas — vagy a reperfazi6 altal oktizmxidativ stressz — olyan mértek

Az ALC hatasa globalis ischemias modellben

Annak ellenére, hogy amn vitro ischemias modellek szdmos jelleshen kulonbdznek amn
vivo elsidézett, illetve bekovetkézinzultustél, mégis a meglévhasonldésagok alkalmassa
teszik 6ket az ischemia, valamint a lehetséges protektismdionok vizsgéalatara.
Segitségukkel egy jol kontrollalhatd, egyszeendszerben kovethidt nyomon azok az
alapvet fontossagu, jol jellemezhetinforméaciok, melyek az oxigén és glikdéz hianyara
kialakuld sejtes valaszokat jellemzik. Ahhoz, hegyOGD-s modellen tesztelhessik az ALC-
t, elbszOr a vizsgalatainkhoz szilkséges ischemias irmigitartamat kellett optimalizalnunk.

A probakisérletekben kulonb&zdsintervallumok alkalmazasat kéwein megallapitottuk,
hogy a mi kisérleti felallasunkban 15 perces OGKBvethen mar nem térnek vissza a
regisztralt fEPSP-k (révidebb inzultus esetén seljletve részleges fEPSP regeneralddast
tapasztaltunk). Ebben a rendszerben egy poteramatisuroprotektiv hatéanyagtol azt varjuk,
hogy alkalmazasaval az OGD-t koééeh a potencialok ismét megjelennek. Ezen
kisérletsorozatban nem csupan egy olyan effekthcémntraciot kerestiink, mely a fEPSP-k
kontroll szintre valo visszatérését eredményezneha amely mindemellett egy stabil LTP
kialakulasat is lehévé teszi. A 125uM-os koncentraciéban vizsgalt ALC az esetek felében
nem volt képes kivédeni az ischemia okozta sejtplésst, igy a fEPSP-k sem tértek vissza az
OGD-t koveben. A regisztratumok masik felénél mar megjelenteKEPSP-k, de ezek
amplitidéja és slope-ja minden esetben jéval arkbtnértékek alatt maradt a kovetési

periodus veégeéig. Ezen koncentracio esetén csupdn régisztratumnal tapasztaltunk



potencirozddast az LTP indukciét koéemn, de sajnos ez nem bizonyult stabilnak, az éttéke
a felvétel soran folyamatosan csokkentek. A gBBos dézis a fEPSP-k regisztralt értékeinek
kontroll szintre torté6 visszatérése tekintetében hatasosnak bizonywhban stabil LTP ez
esetben sem jelentkezett. Az 5QM-os koncentracié hatasara az OGD utani kovetési
periodus végére a fEPSP-k amplitido és slope éred&eék a kontroll szintet, tovabba az
indukalt LTP jéval magasabb szintolt, mint a kordbban alkalmazott, alacsonyabhisiikz

esetén. Ez a potencirozédas stabilan fennmarailtetdsi periodus végéig.

Az ALC hatasa mogott huzodo lehetséges Utvonaéfilpezése

A keresett hatékony koncentracio meghatarozasétb@v az ALC hatadsa mogott huzodo
mechanizmusokat kerestik. Ehhez egy PI3K blokkdldéY294002) alkalmaztunk. A
PI3K/Akt Utvonal az egyik & intracelluléris szignalizacids lelisgget jelenti a kilénbéz
sejtes folyamatok szabalyozasaban, példaul a sijélantiapoptotikus folyamatok
uM-o0s) koncentracioban sem volt képes kivédeni éSIER végleges dihését, tehat a PISK
blokkol6 az Akt fehérje rikodésének géatlasan keresztil tobbek kdzott az paptiatikus
mechanizmusokat is blokkolta, igy az ALC nem fdjiadi protektiv hatasat. Eredményeink
0sszhangban vannak a szakirodalomban felk&ladatokkal, miszerint az ALC a PI3K/Akt
atvonal aktivalédasat éldézve is képes neuroprotektiv hatast kifejteni.

Mindezek mellett egyéb hatasmechanizmusokat iarfak az ALC neuroprotektiv hatdsaval
kapcsolatban, agymintédsokk fehérjék és a hemoxigenaz-1 indukalasa, adT$idntjének
csokkentése, az idegi ndvekedési faktorok szinkjérievelése és az idegrostok regeneralasa,
az agyi energetika fokozasa, alternativ Ac-Ko-Adsrbiztositasa, a sejt- és a mitokondridlis
membran integritAsanak mggése vagy akar a génexpresszid modulalasa. Testaésn
ezek kozil akéar tobb is szerepet jatszhat a mrikiséelallasunkban kapott eredményekben
is. Az ALC-t a fent emlitett szerepei és hatasap@n ma mar nem csupan allatkisérletekben,
hanem Klinikai vizsgélatokban is alkalmazzak. Anidai Il-es fazisban kapott eredmény@kr
beszamolé tanulmanyokban az ALC-t egy igéretesangt jeldlt molekulaként mutatjak be.
Bar a klinikai alkalmazas tekintetében az egyesomotektiv hatbanyagok utdkezelésben
tortérd alkalmazasa birna nagyobb jeles#ggel, az ALC, mint endogén molekula

elékezelésben valod alkalmazasa is igéretes straiugh. |

Osszefoglalas



Az értekezés alapjat képgekisérletes munka célja az ALC esetleges protekéitAsanak
vizsgéalata volt kiloénbdz ischemias modelleken. Az eredményeink tikrébeglddthetjuk,
hogy az elkezelésben alkalmazott ALC képes a globalis higogér altal okozott

funkcionalis (LTP) és morfologiai karosodasok (ddidske-szam csokkenés) kivédésére a
utokezelésben alkalmazva nem fejt ki jetsnprotektiv hatast. Az ALC an vitro globalis
ischemia (OGD) éltal okozott szinaptikus transzmis&arosodast és sejtpusztulast dozis-
flggs modon védte ki. 50QuM-os koncentriciéban a 15 perces OGD hatdsara gégle
kisérletek soran azt is megallapitottuk, hogy achemiaval szemben mutatott protektiv
hatdsaban a PI3K/Akt szignalizacids Utvonalnak $folatossagu szerepe van. Mindemelett
természetesen egyéb mechanizmusok egyuttes jelesalét kizarhato.
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