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1. Bevezetés

A Huntington-kér egy autoszomdlis domindnsan  6roklédé  progressziv
neurodegenerativ betegség, melynek tiinetei koziil klinikailag a motoros rendszer zavara tiinik
a legjelentdésebbnek. A tiinetek hatterében allo {6 patoldgiai elvaltozas a striatum kozepes
méretli tiiskés GABAerg idegsejtjeinek pusztuldsa. A kérképet a huntingtin fehérje N-
okozza, rendellenes hosszsagi poliglutamin szakasz kialakuldsdhoz vezetve. Bar a
Huntington-kor a fenti mutacio altal genetikailag teljes mértékben meghatarozott, a betegség
patomechanizmusa még nem teljesen ismert. A mutans huntingtin fehérje és abbol képzddo
kiilonb6z6 nagysagu aggregatumok szdmos egyéb, az idegsejtek mitkddésében fontos szerepet
jatszo fehérjével 1épnek kapcsolatba, karositva azok funkcigjat. A csokkent hisztonacetilacio
kovetkeztében bizonyos gének atiroddsanak zavara, a mitochondriumok funkcidzavara €s a
glutamat excitotxicitas biztosan szerepet jatszik a korkép kialakuldsaban.

Jelenleg a Huntington-kor kezelésében csak tiineti szerek allnak rendelkezésre. Bar a
korkép allatkisérletes modelljeiben szamos vegyiiletet talaltak protektivnek, a legtobb esetben
a klinikai vizsgéalatok nem tudtak szignifikdns mértékli javulast igazolni. Ebbdl kifolyolag
ujabb, teoretikusan terapias potenciallal bird vegyiiletek tesztelésére irdnyuld vizsgalatok
kitiintetett helyet foglalnak el az idegtudoméanyokban.

A patomechanizmus fenti részjelenségeire koncentralva a human korfolyamatot
allatkisérletesen elég jol modellezé N171-82Q transzgenikus egértorzset hasznalva tobb,
tesztelése és protektiv hatas esetén azok szlik spektrumi mellékhatds profilvizsgalatanak
elvégzése meriilt fel.

Tesztelésre az aldbbiakban részletezésre keriilo vegyiileteket valasztottuk ki. A foként
antiepileptikumként alkalmazott valproat bizonyitott GABAerg, anti-excitotoxikus ¢és hiszton
deacetildz inhibitor hatassal is rendelkezik. Egy 0j kinurénsav (KYNA) analog valamint a vér-
agy gaton jol penetrald kinurénsav prekurzor L-kinurenin (L-KYN) kozvetleniil, illetve
atalakulva valosziniileg komplex anti-excitotoxikus hatas kifejtésére képesek. Az agyban is
el6forduld természetes dipeptid, az L-karnozin, antioxidans, antiglikator és fémkelator
hatasokkal rendelkezik. A tiazolidindion antidiabetikum pioglitazon bizonyitott peroxiszoma
proliferator-aktivalt receptor gamma aktivald hatdsdn keresztiil valdsziniileg javitja a
mitochondridlis funkciot. Az Gjonnan szintetizalt BZS1514 pedig valdsziniileg a mutans

huntingtin fehérje toxicitasaért felelés béta-redd szerkezet felszinéhez képes kapcsoldodni.



I1. Célkituzések

(1) A valproat, a KYNA anal6ég N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-1H-kinolin-2-karboxamid,
az L-KYN, az L-karnozin, a pioglitazon és a BZS1514 N171-82Q transzgenikus egerek
tulélésére gyakorolt befolyasanak tesztelése.

(1i1) A tolélés-vizsgalatban hatékony szerek (valproat és a KYNA analdég) N171-82Q
transzgenikus egerek jellegzetes magatartas-elvaltozasaira (csokkent spontan lokomotoros és
exploracids aktivitas) kifejtett hatdsainak vizsgélata.

(i11) Maganak a kezelésnek (valproat €s a KYNA analdg) a hatdsanak vizsgalata vad tipust
allatok spontan lokomotoros ¢és exploracids aktivitasara. Tovabba a KYNA analog
magatartdsmintat befolydsold esetleges anxiolitikus vagy sztereotipia-indukalé hatasadnak a
vizsgalata.

valproat-kezelést kovetden esetleges magatartasmintara gyakorolt befolyas kizarasa céljabol.
(v) A KYNA analog az NI171-82Q transzgenikus egerek jellegzetes anatomiai ¢&s
hisztopatologiai elvaltozasaira kifejtett hatasanak vizsgalata a testtomeg és agytomeg mérése,

valamint kifinomult sztereoldgiai modszerek altal.

II1. Anyagok és modszerek

A valproatot, az L-KYN-t, az L-karnozint kereskedelmi forgalombdl szereztiik be, a
pioglitazont a Takeda Pharmaceutical Co., Ltd. (Osaka, Japan) ajanlotta fel kisérleti
céljainkra, mig a KYNA analog N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-1H-kinolin-2-karboxamid
szintézise a Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszerkémiai
Intézetében, a BZS1514 szintézise pedig a Szegedi Tudomanyegyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Kar Orvosi Vegytani Intézetében tortént.

Az eredetileg kereskedelmi forgalombol beszerzett N171-82Q transzgenikus torzset
laboratoriumunkban  szaporitottuk, a genotipus meghatdrozdsa PCR technikaval
farokmintakbol tortént.

A fenti 6 anyag transzgenikus allatok talélésére kifejtett hatasanak vizsgalata céljabol
az allatok 7 hetes koratol a hét 5 napjan intraperitonealis oltdsokat végeztiink, mig az allatok
¢ltek, kontrollként vivoanyaggal oltott transzgenikus egerek szolgaltak.

A valproat és a KYNA analdg a transzgenikus allatok csokkent spontdn lokomotoros
¢s exploracids aktivitdsara gyakorolt befolyadsanak vizsgélata céljabol a fenti oltasi sémat

hasznalva az allatok 15 hetes koraig végeztiink hetente open-field magatartasvizsgalatot. Ezen



feliil az esetleges mellékhatasok kizéarasa céljabol vad tipustu allatokon open-field tesztben
vizsgaltuk a 2 anyag spontan lokomotoros és exploracids aktivitasra gyakorolt befolyasat. A
KYNA analdg esetleges anxiolitikus hatdsat elevated plus maze tesztben, sztereotipia-
indukal6 hatasat pedig a sztereotipia osztalyozo skala segitségével tanulméanyoztuk.

A kezelés 9. hetében a valproattal kezelt és kontroll vad tipusu allatokat dekapitaltuk,
¢s striatumuk DA, 3.4-dihidroxifenilecetsav (DOPAC) ¢és homovanillinsav (HVA)
kromatografiaval elektrokémiai detektalas mellett mértiik.

A KYNA analoggal kezelt transzgenikus €s a kontroll transzgenikus és vad tipust
allatok testtomegét hetente mértilk, majd amikor elérték a 16 hetes kort, a striatumot
tartalmaz6 agyrészt szovettanilag feldolgoztuk és a striatum térfogatat, a striatumban talalhaté
idegsejtek szamat, azok atlagos térfogatat, valamint a huntingtin aggregatumot tartalmazo
idegsejtek szamat a sztereoldogia modszerével becsiiltiik.

A talélés-vizsgalat eredményeinek statisztikai kiértékeléséhez a Mantel-Cox log rank
tesztet hasznaltuk. A tobbi vizsgalatnal, miutdn az adatok eloszlasat és a variancidk
homogenitasat megvizsgaltuk, a megfeleld parametrikus, illetve nem parametrikus probakat

alkalmaztuk.

IV. Eredmények

A valproat és a KYNA analog szignifikdnsan novelte az allatok talélését, mig az L-
KYN-nek, L-karnozinnak, a pioglitazonnak és a BZS1514-nek nem volt ilyen hatasa.

A valproat és a KYNA analdg egyarant szignifikdnsan javitottak a transzgenikus
allatok csokkent spontan lokomotoros aktivitdsan open-field teszttel vizsgalva. SGt a valproat
szignifikdnsan javitotta a transzgenikus allatok csokkent exploracios aktivitasat is, szintén
open-field teszttel vizsgalva. Ugyanakkor sem a valproat (vad tipusu allatokon open-field
teszttel vizsgalva a spontan lokomotoros és exploracids aktivitast, valamint nagy felbontast
folyadékkromatogafidval vizsgalva a DA, DOPAC és HVA striatalis szintjét), sem a KYNA
analog (vad tipust allatokon open-field teszttel vizsgalva a spontan lokomotoros ¢és
exploracios aktivitast, valamint elevated plus maze tesztben vizsgilva az esetleges
anxiolitikus, és sztereotipia osztalyozo skala segitségével vizsgalva az esetleges sztereotipia-
indukalo hatést) nem fejtett ki jelentds mellékhatast.

A KYNA analoggal tortént kezelés szignifikdnsan novelte a transzgenikus allatok
csOkkent testtomegét. Tovabba a kezelés kis mértékben mérsékelte az agytomeg csokkenését

¢s a striatum atrofigjat. A striatalis neuronszamban a humén patologias elvaltozasokkal



ellentétben, de a szakirodalmi adatokkal Osszhangban nem taldltunk szignifikdns mértékii
csokkenést a transzgenikus allatokban. Viszont a striatalis idegsejtek szignifikdns mértéki
atrofigjat figyeltiik meg, melynek kialakuladsat a kezelés teljes mértékben megeldzte. Az anti-
huntingtin immunreaktiv striatalis idegsejtek ardnyaban a kezelés okozta javulds nem ért el

szignifikdns mértéket.

V. Megbeszélés

Kisérleteinkben a valproat altal kifejtett protekci6 annak komplex farmakologiai
hatadsaval magyarazhat6. A mult szazad hetvenes éveiben szamos klinikai vizsgalatot végeztek
valproattal Huntington-koros betegekben, mely vizsgalatok nem tudtak pozitiv hatast igazolni.
Azonban 2, az elmult évtizedben elvégzett klinikai vizsgalat a valproat pozitiv tiineti hatasat
mutatta. A fentiek tiikrében preklinikai vizsgalatunk pozitiv eredményeit célszert
fenntartasok mellett értékelniink. A talalt hatds tovabbi megerdsitésére Ujabb preklinikai
vizsgalatok végzése sziikséges, és amennyiben azok is a protektiv hatdst tdmogatjak, jabb,
jol megtervezett, a valproatot nagy ddézisban mono- vagy kombinécids terdpiaban nagy
betegszam mellett alkalmaz6 klinikai fazisvizsgélatok tervezhetdek.

Az ) KYNA analog, amely valoszintlileg komplex anti-excitotoxikus hatas kifejtésére
képes, szintén jelentésen mérsékelte a transzgén okozta jellegzetes elvaltozasokat. A szer
neuroprotektiv hatasat sztereoldgiai vizsgalatokkal sikeriilt igazolni, ezért a vegylilet igen
igéretesnek tlinik tovabbi preklinikai és klinikai vizsgalatok szempontjabol.

Fontos megemliteni, kiilonos tekintettel a jovoben végzendd vizsgalatokra, hogy a
protektiv dozisnal sem a valproat, sem a KYNA analdg esetében nem tudtunk kimutatni
mellékhatast.

Az, hogy sem az L-KYN, sem az L-karnozin, sem a pioglitazon, sem a BZS1514 nem
javitotta szignifikdns mértékben az allatok talélését, esetleg azzal is magyarazhatd, hogy az
anyagok alkalmazasa nem a kelld dozisban tortént, viszont sokkal valdsziniibb, hogy nem
képesek a valproathoz vagy a KYNA analoghoz hasonld mértékli hatas kifejtésére.
Mindazonaltal mas dozirozas ¢s adagolasi méd mellett vagy kombinacios kezelés részeként
esetleg alkalmasak lehetnek protekcié elérésére, ha egyaltalan Huntington-kor esetén

rendelkeznek ilyen hatéassal.



