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| - BEVEZETES

Napjainkban a kronikus betegségek a varhato élettartam novekedésével egyre
stlyosabb egészségiigyi problémava valnak a fejlett orszagokban. A leggyakoribb kronikus
sziv- és érrendszeri betegségek, valamint az egyes daganatos megbetegedések mellett a
neurodegenerativ koérképek is jelentds hatdssal vannak az egészségiigyi finanszirozasi
rendszerre. Ezidaig szamos kozos klinikai és molekularis hasonlosagot sikeriilt azonositani az
egyes neurodegenerativ  betegségekben.  Osszességében  feltételezhetd, hogy a
mitokondriumok a legfontosabb szubcellularis csomopontokok kozott vannak e betegségek
patomechanizmusaiban. Ezen okbol kifolyolag jelentds tudomanyos aktivitas iranyul a
mitokondrialis diszfunkcié megismerésére, valamint a potencialis neuroprotektiv célpontok
azonositasara. E kutatasi folyamat sordn két, egymassal szoros kapcsolatban 1év6 metabolikus
szabalyozd molekularis csaladot sikeriilt azonositani, nevezetesen a peroxisome proliferator-
activated receptor-y coactivator (PGC) és a silent information regulator 2 homologues

(Sirtuin) csaladokat.

A PGC csaladnak harom tagja ismert: (1) peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator la (PGC-la), (2) peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1
(PGC-1p), (3) PGC-related coactivator (PRC). A PGC-1a a legrészletesebben vizsgalt tagja a
csaladnak. A PGC-1a koriilbeliil 20 évvel ezelott keriilt leirasra a barna zsirszévetben, mint az
adaptiv termogenezisnek egy, a hideg stimulaciora aktivalodo koaktivatora. E f6 szabalyozo
molekula részt vesz a majban zajlo glikkoneogenezis mellett a barna zsirszovetben torténd
adaptiv termogenezisben, a vazizomzatban zajlé izomrostvaltasban (II-es tipusurdl I-es
tipusara), valamint a mitokondrialis biogenezis ¢és a zsirsavak [-oxidacidjanak
10 izoforma ismert, melyek az alternativ splicing és promoéter haszndlat eredményeként
jonnek létre. E két folyamat gyakran kombinaltan van jelen. A splicing variansoknak a két
legfobb csoportja a teljes hosszasagu (FL-Pgc-1a(1/-a); 797 aminosav) €s az N-terminalisan
csonkolt (NT-Pgc-la(-a); 270 aminosav) izoformak. A révidebb, azonban szintén biologiai
funkciéval bir6 NT-Pgc-la izoforma egy a 6. és 7. exonok kozé ¢kelodd 31 bazispar
nagysagu in-frame stop kodon eredményeképpen jon létre. A promoterek vonatkozasaban
elmondhat6, hogy a kanonikus proximalis (vagy referencia (PP; REF-Pgc-1a)) és alternativ

promotereken (AP) kiviil tovabbi szovetspecifikus promoterek is ismertek (agyspecifikus (BP;



CNS-Pgc-1a) és majspecifikus (LP) promoterek). Jelenleg azonban korlatozott adat all
rendelkezésre az egyes izoformdk agyi megoszlasara vonatkozdéan. A neurodegenerativ
betegségek kapcsan széles korben vizsgalt Pge-1a vonatkozasaban azonban elmondhato, hogy
a Pgc-la deficiens allatokban a neurodegeneraci6 mechanizmusa felgyorsul, mig a

génexpresszio stimulécidja lelassitja a sejtkarositd folyamatokat.

A Sirtuinok olyan, tobbségében NAD'-dependens deacetilaz funkcioval biro fehérjék,
amelyek a regulalt fehérje acetil-lizin reziduumaval 1épnek kapcsolatba. Jelenleg hét Sirtuin
altipus ismert (Sirtl-7). Ezen altipusok kiilonb6z0 szubcellularis lokalizaciot mutatnak.
Hasonléan a Pgc-la-hoz, a Sirtuinok is szamos fehérjének a mikodését szabalyozzak.
Kiemelten fontos szerepiik van a genom stabilitdisdinak megdrzésében, a tumorszupresszidoban
és a sejten beliili energetikai folyamatok szabalyozasdban. Tovabba a Sirtl és a Sirt3
vonatkozasaban leirt izoformak a rendszer miikddését tovabb bonyolitjak. A PGC-
rendszerhez hasonléan az izoformak az alternativ splicing és promoter hasznalat
eredményeképpen jonnek létre. A teljes hosszasagu Sirtl-en (Sirtl-Fl) tal két tovabbi
izoforma allithato elé specialisan megtervezett PCR primerekkel: Sirt1-A8 (hianyz6 8-as
exon) és Sirt-AE2 (hianyzo 2-es exon). A Sirt3-nak is ismert harom transzkript variansa
(Sirt3-M1 (aminosav /1-334/), -M2 (aminosav /15-334/) és -M3 (aminosav /88-334/)),
amelyek eltéré hosszusagl fehérjéket eredményeznek. Kisérletes adatok bizonyitjak, hogy a
Sirt3-M1 és -M2 tobbnyire a mitokondriumokban, mig az -M3 varians a sejtmagban talalhato.

Ezidaig szdmos tanulmany vetette fel a Sirtuinok szerepét a neurodegeneracidban.

Egyre tobb irodalmi adat all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a fent emlitett két,
igen fontos neuroprotektiv rendszer egymast6l nem fiiggetlen. Ugy tiinik, hogy a
citoplazmaban a PGC-1a és a SIRT1 ko6zott interakcid van. E molekuldris kapcsolodas soran a
SIRT1 deacetiladlja a PGC-la-t, amely ezt kovetden aktivalja a molekularis célpontjait és
ezaltal fokozza a mitokondridlis biogenezist, az oxidativ foszforilaciét és az energia
produkciot. Ezen tulmenden a SIRT1 kiilonb6zd kdrnyezeti hatdsokra a Pgc-/a gén promoter

régiojat is képes stimulalni (¢hezés, kaloriamegszoritas).

Tekintettel a PGC- ¢és a Sirtuin rendszerek szamos kiilonb6zé metabolikus
folyamatban betoltott szabalyozo szerepeire, valamint a potencialis neuroprotektiv hatasaikra,
alapvetden harom f0 csoportba oszthatdak: (1) — kdrnyezeti hatdsra torténd aktivacié (hiités,
testmozgas, kaldriamegszoritas), (2) — farmakoldgiai aktivacio (pl. resveratrol) és (3) —

genetikai manipuldcidé (pl. overexpresszid, knockout (KO) allatok). A kiils6 hdmérséklet



hatdsa a barna- és fehér zsirszovet, valamint a vézizomzat vonatkozasaban részleteiben
vizsgalt. Mindazonaltal igen kevés adat all rendelkezésre a kiilsé homérséklet agyra kifejtett
hatasair6l. Tritos és mtsai (2003) vizsgalatuk soran 18-20 hetes him C57B1/6J egerek agyaban
négy ora hitést (4°C) kovetden nem talaltak eltérést a Pgc-1a szintjében. Habar széles kort
vizsgalatok torténtek a testmozgas PGC- és Sirtuin rendszerekre kifejtett hatasairol, a
vizsgalatba vont modellek és a testedzési protokollok diverzitdsa miatt igen nehéz az adatok
Osszehasonlitdsa, interpretalasa. Bizonyitott, hogy a PGC-1a és a SIRT1 szintje testmozgés
hatdsara a vazizomzatban megemelkedik. Steiner és mtsai (2011) 8 hét testedzést kovetden a
Pgc-la és a Sirtl mRNS szintek megemelkedését detektaltak az egerek kiilonbozé agyi
régioiban. Ennek ellenére azonban ezidaig szamos egymasnak ellentmondd adat latott

napvilagot.

A Parkinson-koért klinikailag a bradikinézia, a tremor és/vagy a rigor tiinetegyiittese
jellemzi. E klinikai tiinetegyiittes hatterében allo, a substantia nigrat érintd dopaminerg
sejtpusztulas szamos komplex molekularis patologiai folyamat eredményeként jon létre. A
diagnozis felallitasanak idopontjaban ¢ dopaminerg sejtek kb. 30%-a mar elpusztult. Egyike a
legszéleskoriibben hasznalt Parkinson-kor modelleknek az MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) toxin modell (mitokondrialis komplex 1 inhibitor). Korabbi allatkisérletes
kutatasok feltételezik a PGC-la lehetséges neuroprotektiv hatdsat az MPTP toxin 4ltal
indukalt idegsejt kdrosodasban. Az MPTP toxin altal eldidézett (oxidativ) karosodés a Pgc-/a
deficiens allatokban a vad tipusu allatokkal 6sszehasonlitva igen kifejezett. Azonban a Pgc-/a
farmakologiai (pl. resveratrol), valamint genetikai stimuldcidja az MPTP kezelés ellen
neuroprotektivnek bizonyult. Két elvégzett vizsgalat tesztelte a Sirtl overexpresszio
jelentdségét az MPTP kezelés soran. Konkluzioként elmondhatd, hogy a Sirtl

overexpresszidja nem csillapitotta a toxin altal kivaltott karosodas mértékét.

A Huntington-kor egy olyan herediter, autoszémalis dominans moédon 6rokl6do
neurodegenerativ megbetegedés, amelyet az IT15 génben jelen 1évé CAG ismétlddések
szamanak novekedése altal generalt mutans huntingtin fehérje okoz (mHtt), és leginkabb a
Huntington-korban a kozepes méretii tiiskés neuronok a leginkabb sériilékenyek, ezzel
szemben az interneuronok tobbségében megkiméltek. Kordbbi kozlemények bizonyitjak,
hogy a mutans huntigtin fehérje a PGC-1a-t gatolja a transzkripcidjanak diszregulacigja altal.
Torok és mtsai (2015) elsdként vizsgaltak a Huntington-kor 8-, 12- és 16 hetes
allatmodelljeiben (N171-82Q) az FL-, NT-, REF-, CNS-Pgc-la mRNS-ek agyi régiokban



vald megoszlasat. Vizsgalataik soran a 8 hetes allatok striatalis és kortikalis régidiban az FL-
Pgc-la mRNS szintjének szignifikans csokkenését detektaltdk. Ezzel szemben a 16 hetes
allatok striatalis és kortikalis mintdiban az NT-Pgc-1la mRNS szintje fokozott volt. Torok és
mtsai (2015) a cerebellumot is részleteiben vizsgaltak és szignifikansan megemelkedett FL- és
NT-Pgc-la mRNS szinteket mértek. Az eredmények hatterében kompenzatorikus
mechanizmust feltételeztek. A Sirtuinok és a Huntington-kor lehetséges Osszefliggésének
vizsgalatara ezidaig tobb kisérlet tortént. Osszességében elmondhat6, hogy a Sirtl/SIRT1

mRNS és protein szintek valtozasai inkonzekvensek.

A fentebb részletezett adatok hianyosak: kevés adat all rendelkezésre a PGC- és
Sirtuin rendszerek izoformainak agyi régid specifikus megoszlasara vonatkozoéan, annak
ellenére, hogy egyre tobb kozlemény hangsilyozza az alternativ splicing és promoter
hasznalat sordn keletkezd, potencidlisan 1) biologiai funkcidval jar6 izoformak szerepét. Igen
fontosnak tartjuk ebbdl adodoan, hogy e rendszerek az egyes neurodegenerativ betegségek
vonatkozasaban részletesen karakterizalva legyenek, hogy a jovOben esetleges Uj terapias

célpontok keriiljenek azonositasra.



Il - CELOK

A kutatas {6 céljai a kovetkezok voltak:

1)

)

3)

(4)

Meghatarozni a hiités (4°C; 200 és 900 perc) hatasat a PGC- és Sirtuin rendszer
elemeire (FL-, NT-, CNS-, REF-Pgc-la, Sirtl, Sirt3-M1/M2/M3) kiilonboz6, a
motoros funkciok szabdlyozasanak szempontjabol legfontosabb agyi régidkban

(striatum (Str), cortex (Ctx), cerebellum (Crb)), C57BI1/6J egerekben.

Meghatdrozni a testmozgas (2x30 perc/nap; 5 vagy 12 napig) hatasat a PGC- és Sirtuin
rendszer elemeire (FL-, NT-, CNS-, REF-Pgc-1a, Sirtl, Sirt3-M1/M2/M3) kiilonb6zo,
a motoros funkciok szabalyozasanak szempontjabol legfontosabb agyi régidkban (Str,
Ctx, Crb), C57BI/6J egerekben.

Meghatarozni az MPTP toxin (5x1 i.p. inj. (15 mg/kg) 1 napig; disszekcio 90 perccel
vagy 1 héttel az utolsé oltast kovetden) hatasat a PGC- és Sirtuin rendszer elemeire
(FL-, NT-, CNS-, REF-Pgc-la, Sirtl, Sirt3-M1/M2/M3) a motoros funkciok
szabalyozasanak szempontjabol legfontosabb agyi régiokban (Str, Ctx, Crb), C57BI/6J
egerekben.

Meghatarozni a Sirtl €és a harom Sirt3 izoforma mRNS expresszidos mintazatat az
N171-82Q Huntington-kor transzgén egerek striatumaban, Kkortexében és
cerebellumdban. Tovabba célunk volt a transzgén jelenlétének, az Oregedésnek,

valamint a nemnek expressziora kifejtett hatdsainak vizsgalata.



111 - ANYAGOK ES MODSZEREK

ALLATOK - A hiités és a testmozgas kisérletek soran 20 hetes néstény (C57Bl/6]) egeret
hasznaltunk. Az MPTP toxin vizsgalatban 12 hetes him (C57Bl/6J) egerek vettek részt. A
transzgén jelenlétének PGC- és Sirtuin rendszerekre kifejtett hatasainak vizsgalata soran 8-,
12- és 16 hetes N171-82Q egerek és kontroll csoportjaik (B6C3, azonos genetikai hattérrel)
lettek bevonva (him és ndéstény egerek egyarant). Minden transzgén allat eredetileg a Jackson
laboratoriumbol szarmazott (Bar Harbor, ME, USA). Az egereket elére meghatarozott
diurnalis ritmus szerint (12-12 h nappal-¢éjszaka) ketrecekben tartottuk. Az élelemhez és a
vizhez szabad hozzaférésiik volt az allatoknak. A kisérletek az europai direktivakat szem elott

tartva torténtek (86/609/EEC).

KEZELESI PROTOKOLLOK -

(1) HUTES — Az allatokat véletlenszertien 4 csoportba osztottuk (n = 7-8/csoport). Az
elsé csoportot naponta 40 percig tartottuk 4°C-on 5 napig (200 min), mig a masodik csoportot
naponta 180 percig szintén 5 napig (900 min). A hitési expoziciot kovetéen az allatokat
standard kornyezetiikbe (22-24°C) helyeztiik vissza. A harmadik és a negyedik csoport
kontroll allatait az el6bbi két csoport allataival egy szobaban helyeztiik el (22-24°C).

(2) TESTMOZGAS — E vizsgalatokhoz rotarod késziiléket hasznaltunk. Az egereket
random modon 4 csoportba osztottuk (n = 5-8/csoport). Az els6 és a masodik csoportban 1év6
allatok vettek részt a testedzésben. Az allatokat naponta 2 alkalommal (de. 9 és du. 4 orakor)
helyeztiik fel a rotarodra. Az elsd csoport esetében a vizsgélat 5 napig, mig a masodik
esetében 12 napig tartott. Az allatoknak rovid tanulasi idd allt rendelkezésre a vizsgalatok
megkezdése elott. A standard sebesség S RPM volt (30 perc). Minden egyes testmozgasi
szakasz el6tt az allatokat legalabb fél oraval a vizsgalatot megel6zéen akklimatizalodas
c€ljabol a vizsgalati helyiségbe transzportaltuk. A harmadik és negyedik csoport kontrollként
szolgalt.

(3) MPTP KEZELES — Az MPTP-t foszfat-pufferelt sooldatban oldottuk fel az
intraperitonealis (i.p.) injektalas eldtt (PBS; pH = 7.4). Az allatokat véletlenszeriien 4
csoportba osztottuk (n = 7-8/csoport). Az elsé és a masodik csoport kapott intraperitonealis

MPTP injekcidt (15 mg/ttkg; naponta 5-szor, 2 oranként). A harmadik és a negyedik csoport



kontrollként szolgalt. Ezek az allatok 0.1 M-0s PBS oldatot kaptak intraperitonealisan a fent

emlitett protokollnak megfelelden.

MINTAK KEZELESE - A hiités és a testmozgas kisérletek soran az allatokat 90 perccel az

utolso kisérleti fazist kovetden isoflurannal tulaltattuk, majd disszekaltuk (Forane; Abott),
végiil az agyuk a koponyabol gyorsan eltavolitasra keriilt. Az MPTP toxin kisérlet soran az
elsé csoportban 1évé allatokat az utolsé injekcidt kovetéen 90 perccel disszekaltuk (akut
kisérlet), mig a masodik csoportba tartozo allatok csak egy héttel késobb (szubakut kisérlet).
A harmadik és a negyedik csoportok allatait (kontroll) az elsd és masodik csoportoknak
megfelelden disszekaltuk. Az N171-82Q kisérlet soran felhasznalt allatok a megfeleld életkor
(8-, 12-, 16 hetes kor) elérésekor szintén feldolgozasra keriiltek (a kontroll csoportok
hasonloképpen). A disszekcid soran, a koponyabol eltavolitott agyat egy folyamatosan
hidegen tartott feliileten a kozépvonalban elvagtuk, majd a megfeleld agyteriileteket (Str, Ctx,
Crb) egymastol elszeparaltuk. Az RT-PCR (valds idejii polimeraz lancreakcid) vizsgalat

idejéig a mintakat -80°C-on taroltuk.

RT-PCR ANALIZIS — A hasznalati utasitasnak megfelelden, Trizol reagenssel a teljes RNS

mennyiséget izolaltuk a Str-bol, Ctx-bol és a Crb-bol. Az RNS koncentraciot MaestroNano
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg €s az RNS mintak integritasat véletlenszeriien
gél elektroforézissel (1%-os agaroz gél) ellendriztiik. 1 pg mennyiségli RNS-bol ¢cDNS-t
irtunk at random hexamer primerek és reverz transzkriptaz felhasznalasaval (Revert Aid First
Strand cDNA Synthesis Kit). A cDNS-t -20°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. CFX 96
Real-Time System (Bio-Rad, USA) rendszert hasznaltunk a RT-PCR vizsgalatok
elvégzéséhez. Kiilonboz6 primerek felhasznalasaval detektiltuk az egyes mRNS szintek
valtozasait (végtérfogat = 20 ul). A kovetkez6 Pgc-la és Sirtuin primerek keriiltek
felhasznalasra: FL-Pgc-1a: forward - ex4/ex5 és reverse - ex6/ex7; NT-Pgc-la: forward -
ex4/ex5 és reverse - ex6/7a; CNS-Pgc-1a: forward - exB4 és reverse - ex3; Ref-Pgc-la:
forward - exla/ex2 és reverse - ex3; Sirtl: forward - ex7/ex8 és reverse - ex8); Sirt3-ML1:
forward - ex1b és reverse - ex3; Sirt3-M2: forward - ex1b és reverse - ex3; Sirt3-M3: forward
- ex2 és reverse - ex3. A célzott génexpresszios vizsgalat soran a 18S rRNS gént alkalmaztuk
endogén kontrollnak (Applied Biosystems, USA). A relativ expressziét a 2—*2Ct modszerrel

szamitottuk ki.

STATISZTIKA — A statisztikai értékeléshez a szabadon hozzaférhetd R programot hasznaltuk
(R Development Core Team). A populacion beliili adatok megoszlasat Shapiro-Wilk teszttel



ellendriztiik. A variancidk homogenitasat Levene teszttel vizsgaltuk. A hiités és a testmozgas
kisérletekben a Pgc-la és a Sirtuin génexpresszios szinteket a vizsgalt agyteriiletekben a
kontroll csoportjukkal hasonlitottuk 6ssze (10,000 random permutaciot végeztiink) kétmintas
t-proba alkalmazasaval. Fischer-Pitman permutacios tesztet végeztiink a hiités és a testmozgas
kisérletekben. Az MPTP toxin kisérletekben Monte-Carlo permutaciot kovetden szintén
kétmintas t-probat végeztiink (kb. 10,000 random permutacid). A Huntington-kor modelljének
vizsgalata soran az adatok szdmos alkalommal inhomogén eloszlast mutattak és a variancidk
sem voltak egyenléek. Ezen okokbol kifolydlag Scheirer-Ray-Hare tesztet végeztiink annak
érdekében, hogy meg tudjuk hatdrozni a vizsgalt faktorok kozotti kiillonbségeket és
interakcidkat. Ezt kdvetden permutacids t-teszteket végeztiink post hoc analizisként a
paronkénti Osszehasonlitas és az egyes tipusu hiba kikiiszobolése érdekében. Tekintettel arra,
hogy vizsgalataink szempontjabol nem mindegyik lehetséges Gsszehasonlitas volt relevans,
Osszesen 9 0Osszehasonlitast végeztiink el. Minden esetben a vizsgalt agyi régiok Pgc-la
génexpresszios szintjét a kontroll striatalis FL-, valamint a CNS-Pgc-lo szintekhez
hasonlitottuk. A Sirtuinok vizsgalatanal a génexpresszids szinteket a Sirt]l esetében a kontroll
striatalis szinthez, mig a Sirt3 izoforméak esetében a kontroll csoport striatalis Sirt3-M1
szintjéhez képest szamitottuk ki. Az eredményeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p

érték kisebb volt 0.05-nél.

IV - EREDMENYEK

HUTES — Sem a 200, sem a 900 perces hiités (4°C) nem eredményezett valtozast a Pgc-la
szintekben semelyik vizsgalt agyi régioban. 200 perc hiitést kdvetden szintén nem talaltunk
eltérést a Sirt és a Sirt3-M2 transzkriptek vonatkozasaban egyik agyi régidoban sem, azonban a
Sirt3-M1 kortikalis szintjének emelkedését (ctrl (kontroll): 1.26 + 0.49; EX (kezelt): 1.97 +
0.60; p = 0.036), valamint a Sirt3-M3 cerebellaris szintjének csokkenését detektaltuk (ctrl:
0.16 = 0.05; EX: 0.10 = 0.03; p = 0.027). 900 perc hiités hatasara a kortikalis Sirtl (ctrl: 1.14
+0.31; EX: 0.66 = 0.24; p = 0.008) és a striatalis Sirt3-M1 (ctrl: 1.04 £ 0.30; EX: 0.72 £ 0.21;
p = 0.029) szintek csokkenését észleltiik.

TESTMOZGAS — 5 nap rotarodon végzett edzést kovetéen nem tapasztaltunk valtozast a

PGC-1a izoformak vonatkozasadban semelyik altalunk vizsgalt agyi régidoban. Ezzel szemben

12 nap testedzést kovetéen mindegyik izoforma (FL-Pgc-lo, NT-Pgc-la, CNS-Pgc-la és



REF-Pgc-1a) szignifikansan megemelkedett a Crb-ban (FL-Pgc-la: ctrl: 1.32 + 0.20; EX:
1.59 £ 0.19; p = 0.024; NT-Pgc-1a: ctrl:0.29 + 0.04; EX: 0.38 £ 0.04; p = 0.0002; CNS-Pgc-
lo: ctrl:1.35 +£ 0.23; EX: 1.80 = 0.32; p = 0.003, REF-PgcC-1a: ctrl: 0.21 = 0.03; EX: 0.30 +
0.02; p = 0.0003). A Str és a Ctx vonatkozasaban nem tapasztaltunk jelentOs valtozast. A
Sirtuinok vizsgalata soran elmondhatjuk, hogy az 5 nap testedzés hatasara megemelkedett a
kortikalis Sirtl szint (ctrl: 0.78 = 0.10; EX: 0.97 £ 0.16; p = 0.042). A tobbi izoforma azonban
valtozatlan maradt. A 12 napos testedzés szintén megemelte mind a Sirt3-M1, mind a Sirt3-
M2 mRNS szinteket a Crb-ban (Sirt3-M1: ctrl: 0.79 + 0.18; EX: 1.28 + 0.30; p = 0.002;
SIRT3-M2: ctrl: 0.33 + 0.09; EX: 0.50 £ 0.10; p = 0.007). A Sirtl és a Sirt3-M3

vonatkozasaban azonban nem talaltunk eltérést egyik altalunk vizsgalt agyi régidban sem.

MPTP KEZELES — Az akut vizsgalati protokollban, 90 perccel az utolsé MPTP injekcid
beadasat kovetden a striatalis (FL-Pgc-la: ctrl: 0.97 (0.92-1.04); EX: 1.47 (1.21-1.83); p =
0.0048; NT-Pgc-1a: ctrl: 0.44 (0.40-0.49); EX: 0.70 (0.56-0.78); p = 0.019), kortikalis (FL-
Pgc-la: ctrl: 0.96 (0.91-1.06); EX: 1.23 (1.15-1.43), p = 0.009; NT-Pgc-1a: ctrl: 0.46 (0.43—
0.48); EX: 0.69 (0.59-0.71); p = 0.0012) ¢és cerebellaris (FL-Pgc-la: ctrl: 1.50 (1.27-1.90);
EX: 2.40 (2.07-2.76); p = 0.013; NT-Pgcla: ctrl: 0.67 (0.48-0.86); EX: 1.21 (1.14-1.44); p =
0.009)) FL- és NT-Pgc-1a szintek szignifikansan megemelkedtek. Tovabba az MPTP kezelés

a CNS-Pgc-l1a szintek megemelkedését is eredményezte minden vizsgalt agyi régidoban a
kontroll csoporthoz képest (Str: ctrl: 1.03 (0.88-1.11); EX: 1.38 (1.34-1.78); p = 0.0069; Ctx:
ctrl: 0.91 (0.80-0.98); EX: 1.41 (1.24-1.42); p = 0.0048; Crb: ctrl: 1.51 (1.20-1.98); EX: 2.77
(2.34-3.17); p = 0.019). Ezzel szemben a REF-Pgc-la szintje egyik vizsgalt agyi régidban
sem valtozott (Str (ctrl: 0.11 (0.10-0.12); EX: 0.11 (0.95-0.12)); Ctx (ctrl: 0.11 (0.11-0.12);
EX: 0.09 (0.08-0.10)); Crb (ctrl: 0.21 (0.20-0.29); EX: 0.28 (0.24-0.29)). Azon allatok
vizsgalt agyi régioiban, akiknek a disszekcidja 1 héttel az utols6 MPTP injekcid beadasat

kovetden tortént, nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok kozotti 6sszehasonlitas soran.

A Sirtuinok vonatkozasaban az akut vizsgalati protokoll alkalmazéasakor az utols6 MPTP
injekciot kovetden nem talaltunk génexpresszios valtozast a vizsgalt agyi régiokban. Ezzel
szemben 1 héttel az utols6 MPTP kezelést kovetéen enyhe szignifikancia mutatkozott a
cerebellaris Sirt3 izoformak tekintetében (Sirt3-M1: ctrl: 1.11 + 0.29; EX: 1.44 + 0.14; p =
0.015; Sirt3-M2: ctrl: 0.33 + 0.08; EX: 0.44 + 0.05; p = 0.021; Sirt3-M3: ctrl: 0.03 + 0.01;
EX: 0.044 + 0.01; p = 0.018). Azonban e szignifikanciak a Bonferroni-korrekcid utan

eltintek.
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N171-82Q KISERLET — A vizsgalataink soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a

nemek vonatkozasaban a Sirtuin izoformak, valamint a vad és transzgén csoportok kozott,
emiatt a him és ndstény allatok adatait kozosen elemeztiik tovabb. A Sirtl és Sirt3 izoformak
expressziojanak vizsgalatakor nem talaltunk interakciot a transzgén jelenléte és az Oregedés
kozott. A kiilonallo hatasokra fokuszalva szignifikdns Sirtl emelkedést talaltunk a transzgén
allatok minden kortikalis és cerebellaris mintajaban a vad tipust allatokhoz képest (Ctx (8
hetes: p = 0.0029; 12 hetes: p = 0.0018; 16 hetes: p = 0.0029); Crb (8 hetes: p = 0.0052; 12
hetes: p = 0.0054; 16 hetes: p = 0.0065)). Ezzel szemben a Str-ban nem talaltunk eltérést. Az
oregedés hatdsanak vizsgalata soran a Sirtl szintjének novekedését egyediil a 16 hetes
transzgén allatok Crb-aban tudtuk detektalni (8- vs. 16 hetes: p = 0.0245; 12- vs. 16 hetes: p =
0.0316). A striatalis és kortikalis Sirt3-M1 egyik életkorban sem mutatott valtozast a kontroll
csoporthoz képest. Ezzel szemben a cerebellaris mintak Sirt3-M1 expresszidja magasabb volt
minden életkorban a kontroll csoporthoz képest (8 hetes: p = 0.0024; 12 hetes: = 0.0024; 16
hetes: p = 0.0024). Az életkor nem fejtett ki hatast a Sirt3-M1 izoformara egyik vizsgalt
csoportban sem. A striatalis és kortikalis Sirt3-M2 szint sem mutatott eltérést a két csoport
(vad tipust, transzgén) kozott, azonban szignifikans emelkedést azonositottunk a Crb-ban az
¢letkor szerinti 6sszehasonlitasok soran (8 hetes: p = 0.0021; 12 hetes: p = 0.0012; 16 hetes: p
= 0.0021). Az életkor hatasat vizsgalva elmondhatd, hogy egyediil a kortikalis mintak Sirt3-
M2 relativ expresszidja csokkent a 16 hetes vad tipusa allatokban (8- vs. 16 hetes: p = 0.038;
12- vs. 16 hetes: p = 0.038). Habar a Sirt3-M3 expresszidja szignifikansan megemelkedett
minden transzgén striatalis és cerebellaris mintaban a kontroll csoporthoz képest, azonban a
Ctx-ben csak a 16 hetes transzgén allatokban lehetett ezt kimutatni (Str (8 hetes: p = 0.0097;
12 hetes: p = 0.0054; 16 hetes: p = 0.0097); Ctx (16 hetes: p = 0.0032); Crb (8 hetes: p =
0.002; 12 hetes: p = 0.0006; 16 hetes: p = 0.0016). Mind a vad, mind a transzgén 12 hetes
allatokban a striatalis mintak Sirt3-M3 expresszidja csokkent (8- vs. 12 hetes (wt-wt): p =
0.0243; 8- vs. 12 hetes (tg-tg): p = 0.036).
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V - MEGBESZELES

A mitokondrialis diszfunkcio egyike a legfontosabb tényezdknek a neurodegeneracio
patomechanizmusaban. Ebbdl kovetkezik, hogy minden olyan kisérlet, amely a mitokondridlis
rendszer megovasat, javitasat célozza, potencidlisan neuroprotektivnek tekinthetd. Szamos
korabban megjelent kdzlemény hangsulyozza a PGC- és Sirtuin rendszerek relevancidjat a
fenti kontextusban. Mindazonaltal e rendszerek részletes karakterizaldsa nem tortént még
meg. Ebbdl fakaddan kutatasunk f6 célja volt, hogy e rendszereket részleteiben megvizsgaljuk
(agyi régi6 és izoforma specifikusan) kiilonb6zé kornyezeti (hiités, testmozgas), toxin

(MPTP) és transzgén (N171-82Q) modellekben.

A hiités hatasat a barna zsirszovetre, valamint a vazizomzatra korabban mar széles korben
vizsgaltak. Osszességében elmondhatd, hogy az elvégzett vizsgalatok — habar szamos
kiilonbozo experimentalis protokollt hasznaltak (kiilonb6z6 homérséklet, hiitési periddus,
valtozé allatmodellek, és ezek kiilonbozé életkora) — arra utalnak, hogy a PGC- (FL-, NT-
Pgc-1a) és a Sirtuin rendszer (Sirtl, -2, -3, -6) elemei hiitéssel aktivalhatok. Ezzel szemben
igen kevés adat all rendelkezésre a kdzponti idegrendszer €s a hiités vonatkozasaban. Tritos és
mtsai (2003) kisérletiik soran nem talaltak eltérést a Pgc-1oo mRNS szintekben 4 ora (4°C)
hiitést kovetéen 18-20 hetes him C57B1/6J allatokban. Ezzel megegyezoen kisérleteink (200
¢s 900 perc hiités) soran mi sem talaltunk valtozast a Pgc-1a izoformakban (FL-, NT-, CNS-,
REF-Pgc-1a) egyik altalunk vizsgalt agyi régioban sem. Masrészrél azonban a 200 perces
hiités megemelte a kortikalis Sirt3-M1 mRNS szintjét, valamint lecsokkentette a cerebellaris
Sirt3-M3 szintet. 900 perces hiités hatasara a kortikalis Sirtl és a striatalis Sirt3-M1 szintek
csokkentek. A talalt eltérések magyarazataként felmeriil, hogy a hiitési protokollunk
ineffektiv volt az é4llatok maghdjének lecsokkentésében. Feltételezziik, hogy a korai barna
zsirszovet- és a vazizom eredetli kompenzatorikus mechanizmusok megvédték az agyat a
hiités hatdsatol. Mindenesetre konkluzioként elmondhatd, hogy a Sirtuin rendszer

szenzitivebbnek tiinik a hiitésre, mint a PGC-rendszer.

A testmozgas hatasat a PGC- és a Sirtuin rendszerekre széleskoriien vizsgaltak, azonban a
felhasznalt modellek ¢és testmozgéasi protokollok igen megnehezitik az eredmények
megemelkednek testmozgas hatasara. Ezen emelkedés mértéke nagy mértékben fligg az

alkalmazott testmozgas tipusatol és intenzitasatol. Ugy tiinik, hogy kiilonbozé aktivitasu
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testmozgasok esetén kiilonb6z6é komplex programok kozott valtds torténik (beleértve a
prométer valtast). A Sirtuin rendszer néhany eleme is szdmos vizsgalat targyat képezte mar,
els6sorban a testmozgds intenzitdsanak, az allatok ¢életkoranak és az egyes Sirtuin
altipusoknak a vonatkozasaban. Osszegezve tehat a testmozgads hatdsara a Sirtl és Sirt6
szintek megemelkednek. A hiitéssel szemben a testmozgas hatasat a kozponti idegrendszerben
IS mar valamennyire vizsgaltak. Steiner és mtsai (2011) 8 hét testmozgast kovetden nézték a
PGC- ¢s Sirtuin rendszerek valtozédsait egér agyban. Szamos vizsgalt agyteriiletben
egyértelmii emelkedést tapasztaltak (pl.: Ctx, hippokampusz, frontalis lebeny), de izoformakat
nem néztek. Steiner vizsgalataival szemben Gusdon és mtsai (2017) nem talaltak sem a PGC-
la -, sem a SIRT3 protein szintekben eltérést 17 napos testmozgast kovetéen sem fiatal, sem
idosebb allatokban. Szamos egyéb vizsgalat tortént kiilonboz6 protokollokkal, ugyanakkor
ellentmond6 eredményekkel. Kisérleteink soran célunk volt, hogy ezeket az ellentmondéasokat
némileg feloldjuk a PGC- és a Sirtuin rendszerekben végzett — két kiillonbozd testmozgasi
protokollt kovetd — részletes vizsgélattal. A rovidebb idejii (5 nap) kisérlet soran nem
talaltunk egyik agyteriilet és izoforma esetében sem eltérést. Ezzel szemben 12 nap
testmozgast kovetden igen kifejezett cerebellaris aktivaciot figyeltiink meg, amely
eredmények Steiner csoportjanak megfigyeléseivel nagy mértékben konzisztensek. A Sirtuin
rendszerben az 5 napos testmozgas szintén nem okozott valtozast az mRNS szintekben,
azonban a hosszabb protokollt kovetéen a cerebellaris Sirt3-M1 ¢és Sirt3-M2 mRNS szintek
megnovekedtek. Ezen adatok azt sugalljak, hogy a rovid ideig tartd6 edzés nem, mig a
hosszabb edzés képes aktivalni a Sirtuin rendszert, elsdsorban a Crb-ban. Ezen eredmények
hatterében azt feltételezziik, hogy a prominens cerebellaris Pgc- ¢és Sirtuin aktivacio
Osszefliggésben allhat a Purkinje sejtek kozotti szinaptikus kapcsolatok fejlodésével, mely
altal optimalisabb motoros koordinaciot és integraciot eredményez. Lucas és mtsai (2015) Pgc
knockout egerek agyaban a Purkinje sejtek csokkent szamat és tiizelési frekvenciajat figyelték

meg, amely tovabb erdsitette feltételezésilinket.

A Parkinson-kor egyik leginkabb elfogadott modellje az MPTP toxin kisérlet. A PGC-
rendszerrel vald Osszefliggésérdl ismert a korabban publikélt irodalombol, hogy a PGC-
rendszer genetikai vagy farmakoldgiai stimulacioja az MPTP toxin altal okozott
karosodasokat csillapitani tudja. Ezzel szemben a Pgc-/a knockout egerekben egy fokozott
érzékenység figyelheté meg. Tovabba ugy tlinik, hogy a PGC-rendszer csak rovid ideig
kompenzal az MPTP toxin beadasat kovetden. Kisérleteink soran a PGC-rendszer elemeit

vizsgaltuk meghatarozott agyi régiokban MPTP kezelést kovetden. Akut kisérleti
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protokollunk sordn azt tapasztaltuk, hogy minden altalunk vizsgalt agyi régioban minden
izoforma szignifikdnsan megemelkedik a kontroll csoporthoz képest. Ezzel szemben a
szubakut kisérlet soran e megemelkedés mar nem volt észlelhetd. A cerebellaris rendszer
aktivacidja felveti tovabba, hogy az MPTP nem teljesen szelektiven hat. Az MPTP hatasa a
Sirtuin rendszerre kevésbé karakterizalt. Két tanulmany vizsgalta a Sirtl stimulacio
potencialis neuroprotektiv hatdsdt az MPTP toxicitas ellen. E vizsgalatok konkluzidjaként
leirhato, hogy a stimulacié 6nmagaban nem csillapitotta a neurotoxikus hatast. Hianyoznak az
adatok az MPTP és a Sirtuin rendszer 6sszefiiggésére vonatkozoan. Ugy tiinik azonban, hogy
a Sirt3 és a Sirt5 null egerekben az MPTP altal okozott karosodas kifejezettebb. Vizsgalataink
soran egy enyhe, normalizaciot kovetden elting cerebellaris Sirt3 aktivaciot talaltunk a
szubakut MPTP kisérlet soran, amely felveti egy potencialisan lassabban aktivalodo

cerebellaris Sirtuin rendszer lehetdségét.

A Sirtuinok bizonyitottan részt vesznek a Huntington-kor patomechanizmusaban, azonban a
pontos szerepiikre vonatkozoan az eredmények ellentmondodak. Tulino és misai a striatalis
Sirt] mRNS expresszio csokkenését detektaltak a negyedik és a kilencedik életkori hét kozott
vad tipusu allatokban, mig a cerebellaris Sirt] mRNS szignifikans emelkedését a kilencedik és
a tizennegyedik ¢letkori hét kozott az azonos kontroll allatokban az R6/2 egér modell
vizsgalat soran (atlagos repeat szam: 204). A transzgén jelenléte latszolag nem befolyésolta a
Sirt] mRNS expresszidjat. Egy masik kutatocsoport (Reynolds és mtsai) szintén meghatarozta
a Sirt] mRNS szintjét 5, 8, 11 (atlagos repeat szam: 144) és 8, 12 (atlagos repeat szam: 182)
hetes R6/2 egerek teljes agyi mintaiban. Az 5, 8, 11 hetes 144 repeat szammal rendelkezd
allatokban minden transzgén allat csoportban a Sirtl mRNS szint megemelkedett. Az
oregedés nem befolyasolta az értékeket. Ennek megfeleléen nem volt szignifikans interakcio a
kor és a transzgén jelenléte kozott. A 182 repeatet tartalmazd kizardlag ndstény egerekkel
végzett kisérletben egyediil a 8 hetes csoportban detektaltak szignifikans emelkedést. Az
eltér6 CAG repeat szdmbol, a kiilonbozd életkorokbdl és agyi régiokbol, valamint a nemek
Osszetételébdl adododan az egyes vizsgalatok dsszehasonlithatdsdga korlatozott. Vizsgélatunk
soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a nemek kozott, ebbdl addéddan a Tulino és
Reynolds altal végzett vizsgalatokat e faktor feltehetden nem befolyédsolta. Hasonléan Tulino
munkacsoportjdhoz, mi sem talaltunk a striatum vonatkozisaban a transzgén jelenlétének
tulajdonithatd hatast, azonban hasonl6an Reynoldsék munkacsoportjahoz, a kortikalis és a
cerebellaris mintak Sirtl expresszidja fokozott volt a transzgén allatokban a vad tipusu

allatokhoz képest minden vizsgalt életkorban. Az dregedés és a transzgén jelenléte kozott itt
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sem talaltunk interakciot. Az 6regedés hatasara kialakulo striatalis és cerebellaris Sirtl mRNS
expresszio fokozodast a vad tipusu allatokban, hasonloan Tulinoékhoz, mi sem tudtuk tudtunk
kimutatni. Habar irodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a mitokondrialisan hat6 Sirt3 a
Huntington-kor modelljeiben jotékony hatassal rendelkezik, ezidaig nem tortént meg ezen
izoforma expresszidos mintazatanak meghatdrozasa a Huntington-kér modelljében.
Tanulmanyunkban, hasonldan a Sirt1-Fl-hez, jelentds cerebellaris Sirt3 expresszi6 fokozodast
figyeltink meg a transzgén allatokban a kontroll csoporthoz képest. A striatalis Sirt3-M3
expresszio minden ¢életkorban, valamint a Kkortikalis Sirt3-M3 a 16 hetes allatokban
megemelkedett. Azonban fontos megjegyezni, hogy a Sirt3-M3 mRNS relativ expresszios
szintje a masik két transzkripthez képest jelentdsen csokkent. A 16 hetes vad tipust allatok
kortikalis Sirt3-M2 szintje, illetve a vad- és transzgén allatok 12 hetes striatalis Sirt3-M3
szintje szintén csokkent. A vizsgalatunk soran detektalt SIRT altipusok expresszids mintazata
nagyban hasonlit a kutatocsoportunk altal korabban publikalt, PGC-vel kapcsolatos
eredményekhez. Az azonos expressziés mintazat mogott feltehetéen az allhat, hogy a
Sirtuinok a Pgc-1a regulatorai. Habar a Huntington-koér patomechanizmusaban a Crb nem a
leginkabb érintett teriilet, mégis egyre tobb adat keriil publikalasra a Crb Huntington-korban
betoltott szerepét illetéen. Néhany, motoros predominans tiinetekkel jard, Huntington-koros
beteg cerebellumaban jelentds Purkinje sejt veszteség kertilt leirasra. A sejtpusztulds mértéke
Osszefliggést mutatott a CAG ismétlodések szamaval. Azonban nincs egyértelmi osszefliggés
a betegség stadiuma, valamint a Purkinje- és szemcsesejt pusztulas mértéke kozott. Az észlelt
cerebellaris patologia igen variabilis volt. E variabilitas oka (bizonyos esetekben a Crb teljes
megkiméltségével) azonban nem tisztazott. Mindazonaltal néhany tanulmany felvetette a
Huntington-koros betegek agyaban a fokozott cerebellaris metabolizmus lehetdségét, amely
feltehetéen kompenzatorikusan aktivalodik a karosodott fronto-striato-thalamikus korok
érintettsége kapcsan. A cerebellaris Pgc-la - és Sirt mRNS expresszio szignifikans
emelkedése az N171-82Q modell allatokban feltehetéen e kompenzatorikusan felfokozott
metabolikus valasz eredményeként értelmezheté. Tovabba a megemelkedett Sirt3 mRNS
expresszio felveti a mitokondrialis involvacidé lehetdségét is. A SIRT-PGC tengely
jelentdségét tovabb erdsiti, hogy az FL-Pgc-1a knockout egerekben a cerebellaris magvak

reaktiv asztrogliozisa keriilt leirasra a Str és a Ctx teljes megkiméltsége mellett.
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