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Bevezetés

Egyre novekvd érdeklédés kiséri a hosszii szénlanct tobbszordsen
telitettlen zsirsavakat (LC-PUFA) és hatasaikat az agyban az utobbi
néhany évtizedben. Elsdsorban a dokosahexaénsav (DHA) és az
arachidonsav (ARA) tiinik fontosnak a neuronok szdmara. Kideriilt,
hogy az agy normalis fejlédéséhez és miikodéséhez, megfeleld
mennyiség sziikséges ezen zsirsavakbol. A DHA ¢és az ARA hianya,
vagy nem elégséges mennyisége sulyos zavarokhoz vezet a
tanulasban, a memoriaban valamint a latasi és a hallasi funkciokban.
Az agy novekedéséhez és funkcionalis fejlédéséhez biztositani kell
az elegendd mennyiséglii DHA-t és ARA-t a magzat €s az 0jsziilott
szamara, kiilonben az idegrendszer fejlodése karosodast szenved.
Patkanyokban kimutattak hogy, a DHA nagy mennyiségii beépiilése
a fejlédé agyba akkor torténik, mikor az agy a legnagyobb
mennyiségi gyarapodason esik at, a szinaptogenezis ideje alatt. Az
ARA mennyisége szintén ndvekszik az agy érésével. Szamos
pathologias esetrél kideriilt, hogy Osszefiiggésben van az agy
fejlodése alatt kapott nem megfeleld6 DHA mennyiséggel (unipolaris
depresszid, magzati alkohol szindroma). Az is kideriilt a patkany
kisérletekbol, hogy az agy csokken6 DHA tartalma egylitt jar a
patkdnyok leroml6 tanulasi teljesitményével a tanulasi tesztekben.
Oregedés soran az agy fokozatosan veszit LC-PUFA tartalmabol és
talan ez lehet az egyik oka a bekovetkezd tanuldsi nehézségeknek.
Hasonlo hanyatlast vettek észre a kognitiv funkcidkban a spontan
magas vérnyomast patkanyoknal (SHR), mely szintén kapcsolatba
hozhato az agyi zsirsavosszetétel megvaltozasaval. Lathatjuk, hogy
az LC-PUFA-k hianya vagy csdkkend mennyisége milyen karos
hatassal van az agyi funkciokra és ez a jelenség meglehetésen jol
tanulmanyozott. Az ellenkez6 eset, az LC-PUFA-k tdbblet
mennyisége az agyban, melyet a taplalék LC-PUFA dusitasaval el
lehet érni, viszont kevéss¢ tanulmanyozott. Ennek a tanulmanynak a
célja, hogy bizonyitékokat taldljon az LC-PUFA-ban gazdag téap
pozitiv agyi hatasaira Ujsziilott, Oreg ¢€s magasvérnyomasu
patkanyokban.



Célkitiizések

1. Feltételeztik, hogy a talan a taplalék megndvelt DHA
tartalma neuroprotectiv lehet az 0jsziilott patkdnyok szamara. Hogy
teszteljiik hipotézisiinket, az anya allatokat harom fajta taplalékkal
kezeltiik, egy LC-PUFA hianyossal (Placebo), egy olyannal mely n-6
zsirsavakban gazdag de n-3 zsirsavakban szegény volt (Kontrol), és
egy olyannal, mely mindkét fajtdban gazdag volt (Supplement). Az
utodok NMDA injekciot kaptak az egyik oldali nucleus basalis
magnocellularisba (NBM) 14 napos korukban. Az NBM kolinerg
rostjai a kéregbe vezetnek, ahol fontos szerepet jatszanak az ottani
neuronok normalis miikdodésében. Két nappal az injekcid utan a
sejtpusztulas mértéke a NBM-ben és a rost degeneracié a kéregben
meg lett hatdrozva. A foszfolipidek (PE, PC, PS, PI) zsirsavtartalma
szintén meg lett mérve.

2. Tanulmanyoztuk tovabbad a megndvelt anyai LC-PUFA
bevitel késoi hatasat az utdodok tanulasi képességére. Az anya allatok
harom csoportba lettek osztva és az elobbi kisérletben is hasznalt
harom fajta tapot kaptak a terhesség és a szoptatas alatt. Ezutan
minden csoport a kontrol diétat kapta. Az utdodok térbeli tanulasi
képességét vizsgaltuk 12 és 26 honapos korban. Az agy
zsirsavosszetételét folyamatosan néztiik az dregedés alatt.

3. Probaltuk bizonyitani, hogy a megndvekedett DHA
tartalom az agyi membranokban jotékony hatdssal van az Oreg
patkanyok tanulasi képességére. 24 honapos allatok egy honapon
keresztiil vagy halolajban dusitott vagy normal tapot kaptak. Az egy
hénapos etetés utan térbeli tanulési tesztben vettek részt az allatok,
majd az agy zsirsavosszetétele meg lett hatarozva.

4. Végezetiil vizsgaltuk a magasvérnyomas és a hossztava
LC-PUFA kezelés hatasat az agy zsirsavosszetételére ¢és a patkanyok
tanulasi képességére. Az allatok vagy LC-PUFA-ban dusitott tapot
vagy normal tapot kaptak egész életen at. A szisztolés vérnyomas, az
agy zsirsavtartalma és az allatok térbeli tanulasat vizsgaltuk. Az
individualis adatokat korrelaltattuk, hogy kezelés és a magas
vérnyomads hatdsa a tanuldsra pontosan nyilvanval6va valjon.

Anyagok és mddszerek

NMDA okozta lézié az NBM-ban.
20 nmol racemat NMDA-t (Sigma, ST. Louis, MO, USA) 0,4 pl
PBS-ben (pH 7,4) oldottunk, majd 0,1 pl-es adagokban a jobb oldali
nucleus basalis magnocellularisba injektaltuk. Sztereotaxias keret
segitségével rogzitettiik az allatok fejét. A sértetlen bal oldal szolgalt
kontrolként minden egyes esetben

Kolinerg sejtszam.

Kolin acetiltranszferazt (Chat) és p75 receptor proteint festettiink
immunocitokémiai moédszerrel, hogy a NBM sejtjeit és rostjait
jeloljiik. A Osszes megfestodott sejttest meg lett szamolva a NBM-
ben az injektalt és az ép oldalon egyarant. Az ép oldali sejszamot 100
%-nak véve, a sejtpusztulas az injektalt oldalon megmaradt sejtszam,
szazalékosan kifejezve az ép oldalihoz képest.

Dendrit denzitas.

Komputerizalt képanalizis segitségével (Quantimet 600HR, Leica,
Germany) lett meghatarozva a dendrit arborizacié mértéke a
penumbra régioban. Szintén mindkét kolinerg marker, Chat és p75,
eredményeit felhasznaltuk.

Axon degenerdcio.

Az axondegeneracido mértéke a neocortexbdl lett mérve, ahova a
NBM a rostokat projektalja. A kolinerg rost denzitds meghatarozasa
a felszini (I-IV) rétegekben és a mélyebb rétegekben (V és VI)
egyarant megtortént.

Zsirsavanalizis.
A lipidosztalyok elvalasztasa vékonyrétegen tortént (20x20, Silica G
60), metil-acetat/i-propanol/kloroform/metanol/0,25% KCl

(25:25:25:10:9 vol/vol%) mozgd fazis segitségével. A lipidek
metilalédasa 5% HCI-t tartalmazo6 abszolut metanolban tortént 80 °C-
on 2,5 o6ran at. A zsirsav metilészterek meghatarozasa gaz
kromatograffal tortént (Hewlett-Packard Model 6890) FFAP oszlop
segitségével (30mX0,32mmX0,25um film vastagsdg; Supelco,
Bellefonte, PA, USA.) A csucsok azonositasa Supelco standard
segitségével tortént (Catalogue No. 4-7085-U, 4-7015).



., Holeboard "térbeli tanulasi teszt.

A tesztdoboz padlojan 16 kivehetd iireg talalhatd négy sorban,
melyek koziil mindig ugyanabba a négybe csokoladé darab lett
elhelyezve. Az allatoknak meg kellett tanulni a teli tlregek
elhelyezkedését a hét napos kisérlet alatt (2 proba volt egy nap). A
probanak akkor volt vége, ha az allat megtalalta mind a négy teli
ireget, vagy letelt a kisérleti id6, ami harom perc volt. Az egyes
probak referencia memoria ponttal lettek értékelve, melyet a
kovetkezod képlettel szamoltunk ki: referencia memoria pont= a teli
iiregek megtaldlasanak ¢és ujboli megtalalasanak a szama/ a teli
iiregek megtalalasanak €s Ujboli megtalalasanak a szama+ az iires
iiregek megtalalasanak és Gjboli megtalalasanak a szama.

., Morris water maze "térbeli tanulasi teszt.

Az allatok 6t egymast kdvetd napon, napi négyszer teljesitették a
tesztet. Az elrejtett platform megtalalasahoz sziikséges id6 jelezte a
tanulas mértékét. Az elrejtett platform helye a kisérlet soran nem
valtozott. A proba akkor ért véget, ha a 90 masodperc letelt vagy az
allatok megtalaltak a platformot. A napi atlagos megtalalasi idd és az
elsd proba ideje lett megmérve.

Vérnyomds mérés.

Az allatok szisztolés vérnyomasa a farok vénan tortént, 53, 54, 55 és
79 hetes korban.

Eredmények

A neuroprotektiv kisérlet eredményei.

A tap magas n-3 zsirsavtartalmanak koszonhetéen a DHA szintje
megndtt a Supplement csoportban a PE-ben a Kontrolhoz és a
Placebohoz viszonyitva, mig az ARA és a 22:5n6 szintje csokkent. A
22:4n6 koncentracidja nem kiilonbozik a harom csoportban. Az
egyszeresen telitettlen ¢és telitett zsirsavak csokkentek a
Supplementben a Placebohoz képest (1. Tablazat). A Placeboban
nagyon lecsokkent a DHA szintje, melyet n-6 zsirsavakkal,
egyszeresen telitettlenekkel és telitettekkel helyettesitett. A Kontrol
eredményei a masik két csoport kozott vannak.

1. Tablazat. PE zsirsavtartalma 0jsziilott patkdnyagyban

Zsirsavak Supplement Placebo Kontrol Anova P
16:0 7,99+0,44%* 9,75+0,32 8,57+0,80 0,019
18:0 19,60+0,44 19,97+0,27 19,69+0,71 0,660

18:1n7 0,79+0,02%* 1,13+0,02%  0,88+0,03 0,000
18:1n9  4,87+0,25* 5,59+0,17 4,73+0,28 0,043
20:4n6 17,57+0,24**  18,82+028  17,83+0,59 0,016
22:4n6  4,70+0,13 4,78+0,11 5,13£0,27 0,233
22:5n6 1,0840,03**% 2894007  2,26+0,08 0,000
22:6n3 25,1940,71%*%%  19.36+0,39  20,45+1,34 0,000

atlag=S.E.M. ; *P<0,05; **P<0,01 Placeboval szemben; 3P<0,05;
§§P<O,Ol Kontrollal szemben,; ##P<0,0l versus Kontrollal szemben.

Az eredmények a tobbi foszfolipid osztilyban (PC, PS, PI) is
hasonldak voltak. A Chat immunohisztokémiai festés kimutatta, hogy
a Supplement csoportban a neuronok minddssze 18,9+6,5% pusztult
el, mig ugyanez a Placebo esetén 52,8+8,1%, a Kontrol csoportban
50,9+5,3% volt. A dendrit denzitds is jobban megtartott volt a
Supplement csoportban. A p75 immunohisztokémiai festés
megerdsitette a ChaT festés eredményét. Az axon rost denzitas mind
a felszini, mind a mélyebb rétegekben nagyobb volt a Supplement
csoportban, mint a Kontrol és Placebo csoportokban.



A terhesség és a szoptatas alatti LC-PUFA kezelés késoi hatdsai.

Az eltér6 LC-PUFA 0sszetételii tap hatdsai az agy zsirsav tartalmara
az Oregedés alatt fokozatosan eltiinnnek. Szignifikans kiilonbségeket
feln6tt korban, az egy éves allatoknal mar nem tapasztalunk (2.
Téablazat). Az dregedés soran valamennyi zsirsav szintje valtozik az
agyban. Az LC-PUFA-k koncentracidja fokozatosan csokken
Oregedés soran. A legdramaibb modon a DHA szintje csokken, a
kétéves allatokban atlagosan 38%-al csokkent az 1jsziilottekhez
képest. Az ARA szintje gyorsan csokken a sziiletést6l a pubertasig
(34-39%-al), majd lassabban kétéves korig (14-19%-al). Az elveszett
LC-PUFA mennyiség egyrészt egyszeresen telitettlen zsirsavakkal
potlodik. Féleg az olajsav mennyisége nd meg mely 270-300%-al no
meg az 0jsziilott kortdl a felndtt (1 éves) korig. Kétéves allatoknal
jelentésebb telitett zsirsav novekedést mértiink ki.

2. Tablazat. 1 éves patkanyagy zsirsavosszetétele

Egyhonapos halolaj kezelés hatdsai.

Egy honapos halolaj kezelés hatasara a kezelt csoportban a PE-ben
szignifikdnsan megndtt a DHA mennyisége az oreg patkanyoknal (3.
Tablazat).

3. Tablazat. Zsirsavosszetétel oreg patkanyagyban

Zsirsavak Supplement Placebo Kontrol Anova P
16:0 3,96+0,24 4,95+0,42 4,39+0,17 0,107
18:0 13,04+0,26 14,10+£0,53 13,52+0,75 0,336
18:1n7 2,35+0,05 2,23+0,13  2,32+0,09 0,662
18:1n9 13,96+0,27 15,20+£0,81 14,184+0,36 0,266
20:1n9 3,49+0,18 3,34+0,28 3,07+0,17 0,482
20:4n6 10,88+0,15 10,64+£0,47 11,00+0,18 0,746
22:4n6 5,70+0,18 5,07£0,27 5,35+0,08 0,118
22:5n6 0,41+0,01 0,43+0,02 0,48+0,03 0,156
22:6n3 17,74+0,35 15,12+1,11 16,73+0,35 0,065

atlag+S.E.M.

Zsirsavak Kontrol Halolaj
16:0 5,75+1,56 5,52+0,13
16:1n7 0,73+0,29 0,63+0,15
18:0 13,81+0,74 13,83+0,81
18:1n9 13,22+0,76 13,72+0,56
18:1n7 5,44+0,53 5,59+1,28
18:2n-6 0,83+0,22 0,61+0,20
20:1n-9 3,39+0,33 3,69+0,62
20:4n-6 10,92+1,05 9,32+0,57
22:4n-6 5,60+0,38 5,05+0,35
22:6n-3 15,97+0,56%* 17,21£0,54

A ,holeboard” térbeli tanulasi teszt jelent6s kiillonbséget nem
mutatott ki. A Placebo csoport tendenciézusan rosszabbul teljesitett
mint a masik kettd, szignifikans kiilonbség azonban csak két nap
tudtunk kimérni. A Kontrol és a Supplement kozott kiilonbséget nem
tapasztaltunk.

atlagtS.E.M. *P<0,05

Viszont ez a ndvekmény nem tarsult jobb tanulasi eredménnyel. A
»Morris water maze” térbeli tanulasi teszt nem mutatott javulast a
kezelt allatokban, s6t mintha alul teljesitettek volna, habar
szignifikans kiilénbség nem volt.

A vérnyomas és a hosszutavii LC-PUFA kezelés hatdsai.

A magas vérnyomas novelte az agyban az n-6/n-3 zsirsavak aranyat,
mig a hosszitavi etetés csokkentette. Az individudlis adatok
korrelaltatasa utan kideriilt, hogy az n-6/n-3 zsirsavak aranya
pozitivan korrelalt a szisztolés vérnyomassal (r=0,711) a magas
vérnyomast allatokban. Tovabba, az n-6/n-3 zsirsavak aranya
negativan korrelalt a ,holeboard” térbeli tanuldsi teszt memoria
referencia pontjaval (r=0,023).



Osszefoglalas

Etetéses kisérleteink soran kér életkorra fokuszaltunk, az egyik a
magzati kor, mikor az agy kialakulasa soran annak nagyobb
mennyiségii LC-PUFA-ra van sziiksége, a masik az dreg kor, mikorra
is jelentés LC-PUFA veszteség all be az agyban. Probaltuk
bizonyitani, hogy LC-PUFA-k, els6ésorban a DHA adasa a
taplalékban, jotékony hatassal van az agyi funkciokra mindkeét
¢letkorban.

1. Kiilonboz6 tipusu tapokat hasznalva, kimutattuk hogy az
LC-PUFA-k koziil a DHA-nak jelentds neuroprotektiv hatdsa van az
NMDA toxicitassal szemben. Tobb neuront talaltunk mely talélt a
NBM-ben a Supplement csoportban, mint a Kontrol valamint
Placebo csoportban. A neuronok jobban megtartottak voltak a
Supplement csoportban, ezt a csekélyebb dendrit és axon
degeneracioval bizonyitottuk. A DHA mennyisége valamennyi
foszfolipid osztalyban megndvekedett volt a Supplement csoportnal,
szemben a Kontrol és Placebo csoportokkal. Ebbdl vontuk le azt a
kovetkeztetést, hogy a DHA megndveli a neuronok ellenallasat.

2. Tovabbiakban bizonyitottuk, hogy a nem megfeleld anyai
DHA bevitelnek hosszatavi kovetkezményei lehetnek az utédok
tanuldsi képességeire. Felnott korban a Placebo csoport valamivel
gyengébben teljesitett, mint a Kontrol és a Supplement csoport a
térbeli tanulési tesztben, habar akkorra az agyi zsirsavisszetételben
nem volt eltérés. Igy, azt feltételezziik, hogy még a magzati kor
soran, az agy fejlodése alatt, a DHA hianynak van késobb is
jelentkez6 negativ hatasa.

3. Idés allatokban az egy honapos halolaj kezelés nem ndvelte
azok tanulasi képességét. A DHA szint szignifikdnsan nagyobb volt
ugyan a kezelt csoportban mint a kontrolban, de ugy tinik ez nem
volt elegend6 ebben a korban.

4. A hosszutavi LC-PUFA kezelés enyhitette a magas
vérnyomds okozta n-6/n-3 zsirsav ardny novekedését az agyban a
magas vérnyomasos patkanyokban. Ez a tanuldsi tesztben is
megnyilvanult, a csékkent n-6/n-3 zsirsav arany allatok jobban
teljesitettek a térbeli tanulasi tesztben.
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