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Roviditések jegyzéke

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

acil-Ko-A: acil-Koenzim A

Ac-Ko-A: acetil-Koenzim A

aCSF: mesterséges cerebrospinalis folyadék (aatifierebrospinal fluid)
AD: Alzheimer-kor (Alzheimer disease)

AIF: apoptézis indukalo faktor

ALC: acetil-L-karnitin (acetyl-L-carnitine)

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav

APAF-1: apoptotikus proteaz aktivalo faktor-1

APP: B-amiloid prekurzor fehérje (amyloid precursor piofe

ARTN: artemin

ATP: adenozin-trifoszfat

B(°*): glikoprotein-asszocialt aminosav transzporter+-®T1

Bad: Bcl-2-asszocialt halal promoter (Bcl-2-asstedadeath promoter)
BBB: vér-agy gat (blood-brain barrier)

BDNF: agyi ereddt neurotréf faktor (brain-derived neurotrophic fagto
CACT: karnitin-acilkarnitin-transzlokaz (carnitiresylcarnitine translocase)
CAM: sejtadhéziés molekula (cell adhesion molecule)

CaMKII: Ca/kalmodulin-fugg kinaz 1l

CaMKIV: Ca/kalmodulin-figg kinaz IV

CAT: karnitin-acetiltranszferaz (carnitine-acetgtisferase)

cca: arteria carotis communis (common carotid grter

Cit-c: citokréom-c

CPT: karnitin-palmitoil-transzferaz (carnitine-palayltransferase)
CREB: cAMP-valaszelem két{cAMP-response element binding)
CSD: kérgi kiiszé depresszié (cortical spreadingekspon)

DV: desztillalt viz

eca: arteria carotis externa (external carotidgrte

EPSP: serketitposztszinaptikus potencial (excitatory postsyrapbitential)
ETC: elektrontranszport lanc (electron transpodtich

fEPSP: serketposztszinaptikus mépotencial (field excitatory postsynaptic potential)
GABA: y-amino-vajsav+-amino-butiric acid)

Glu: glutamét

HD: Huntington-kér (Huntington’s disease)

HI: hipoxia-ischemia

HO-1: hemoxigenaz-1

Hsp: bsokk fehérje (heat shock protein)

ica: arteria carotis interna (internal carotid grre

i.p.: intraperitonealis



IL-1: interleukin-1

Ko-A: Koenzim A

LTP: hosszutavu potencirozdodas (long-term poteatint

MCAQO: kdzép$ agyi artéria okkluzidja (middle cerebral arterglosion)
MDD: major depresszié (major depressive disorder)

MIM: belsé mitokondrialis membran (mitochondrial inner menien
MOM: kilsé mitokondrialis membran (mitochondrial outer menntaa
NGF: idegi névekedési faktor (nerve growth factor)

NH4OH: ammonium-hidroxid

NMDA: N-metil-D-aszpartat

OCTN: szerves kation/karnitin transzporter (can@forganic cation tranporter)
OGD: oxigén-gliikoz deprivacio

PDH: piruvat-dehidrogenaz

PDK: foszfoinozitid-fligg protein-kindz (phosphoinositide-dependent kingse-1
PET: pozitron emissziés tomograf

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PID: infarktus koruli depolarizacié (peri-infarcégolarisation)

PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PIP3: foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat

PKB: protein kinaz B

PKC: protein kinaz C

PKMC: protein kinaz M zéta

PLC: palmitoil-L-karnitin (palmitoyl-L-carnitine)

post-iLTP: post-ischemias LTP

PSD: posztszinaptikus denzitas

PTP: atmeneti permeabilitasi porus (permeabilaypsition pore)

ROS: reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen spécies

rt-PA: rekombinans szdveti plazminogén aktivatec@mbinant tissue plasminogen activator)
TBS: nagy frekvencias ingerlés, theta burst stiiagla

TNF-a: tumor nekrézis faktoo:

t-PA: szbveti plazminogén aktivator (tissue plasygen activator)



Bevezetés

Az ischemias stroke difordulasa és patofizioldgiaja

Az ischemias stroke altal indukalt agyi karosodasdkbb patofizioldgiai folyamat
bonyolult kélcsdonhatasa okozza. Evente mintegy @O0 stroke-os esetet regisztralnak
vilagszerte, mely#l megkozelitleg 6.000.000 halalos kimendidWHO és WHF). A stroke-
0s esetek 87%-at az érelzarodas kovetkeztéberpdeibEhemias stroke mig, a maradék
hanyadot az intracerebralis artériak sérllésélerzésébl szarmazé haemorrhagias stroke
teszi ki (Beal, 2010).

Az ischemias stroke hattérmechanizmusainak, ékokati viszonyainak ismeretében
lehetiségink nyilik 0] diagnosztikai és terapias eljdkadadolgozasara. Az ischemia
kovetkeztében kialakuld excitotoxicitas, acidotités, az ionhaztartas felborulasa, a
szabadgyokok okozta oxidativ stressz, a gyulladéazéapoptdzis a neuronok pusztulasahoz
vezet (Gonzalez, 2006). A hipoxiat kisépatofizioldgiai folyamatokat elt8ridéablakok
jellemzik, egyesek az érelzarédast kdeet percekkel, masok csak napokkal dkds
jelentkeznek (1. 4bra).

Globalis ischemiat kovéen a mitokondridlis ATP szintézis leall, és a magha\w,
rendelkezésre allé ATP is 2 percen belul felhasmral keril. Ez a neuronok
sejtmembranjanak depolarizaciojat okozza, oK kilépnek az extracellularis térbe, a’ ™k
pedig nagy mennyiségben aramlanak a sejtekbe (Ga?080). Ischemia soran a GCATP-
az mikodése is zavart szenved, igy nem képes fenntatéimiologias korilmények kdzott
jellemz3 nagyon alacsony, kb. 10-100 nM-os intracellul&@#* koncentraciot, s ez akar 50-
100puM-ra is megemelkedhet. A magas’Cloncentracié szamos Ca-fitggroteazt, lipazt és
DN-azt aktival (Edvinsson és Krause, 2002). Ezekradmek olyan katabolikus folyamatokat
kozvetitenek, melyek végll a sejtek pusztulasaledzdzishoz vezetnek (Doyle és mtsai.,
2008). Az ionikus egyensuly felborulasat kdvettartds membrandepolarizacio
neurotranszmitterek, éisorban a serkefiglutamat (Glu) felszabadulasat indukalja, amely az
ischemia patomechanizmusanak kulcsfontossagu eletepre- és posztszinaptikus
membranokon elhelyezkédNa'-fliggd Glu-transzporterek fiziologias korilmények kozott
nagy koncentracié gradienst tartanak fenn a sejton@mkét oldala kozott. A szinaptikus
résben mikromoléaris Glu koncentracio jelleinmig a citoszolban ez az érték elérheti a 10

mM-t is (Hsu, 1998). Ischemia soran azonban a manuapolarizacié és a Nak



intracellularis felhalmozédasa miatt e transzpekemikodése megfordul, igy a Glu a
koncentracidégradiens mentén kilép a neuronokbdlyl®@s mtsai., 2008). A szinaptikus
résbe kijutott Glu a posztszinaptikus sejten ekmted receptorait, az N-metil-D-aszpartat
(NMDA) és az o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPAreceptorokat
hiperaktivalja. Ennek eredményeként a receptorsatcnain at egy fokozott mértéica”
bearamlas indul meg, ami tovabbi depolarizaciohezet Ezt az intracellularis €a
tultoltottséggel jaré folyamatot, mely végul sepptulast indukal, Glu-medialt
excitotoxicitdsnak nevezzilk (Olney, 1969). Az &bap tovabb sllyosbitia a &aok
intracellularis raktarakbol (pl.: mitokondriumbdlendoplazmatikus retikulumbdl) vald
felszabadulasa, melyhez feltebet a metabotrép Glu receptorok aktivalodasa is &janal
(Lyden és Wahlgren, 2000).

!-IIpOXIa. ) Reperfuzio
ischemia
Nekrozis Regeneracio
| I l
| 1
Apoptézis
]
I 1
Excitotoxicitas Gyulladas

Oxidativ stressz

Mitokondrialis diszfunkcio

Percek  Orak Napok Hetek

1. abra: A hipoxias-ischemias agysérilést kovéen felléps legfontosabb mechanizmusok és azok dbeli
megjelenése (Ten és Starkov, 2012 nyoman mdédositva)

Az excitotoxicitas kivaltdsa mellett a sértlt mibokiridlis nikddésnek az oxidativ
stresszben és az apoptdzisban is kozponti szergme A& mitokondridlis atmeneti
permeabilitasi porus (PTP) egy korulbelil 2 nm atiyie multiprotein komplexdl allé
csatorna, mely a kilsés a bels mitokondrialis membrant koti 6ssze (Halestrap,9&zek
a porusok minden 1.5 kDa-ndl kisebb anyagot (plokat) atengednek (Halestrap és mtsai.,
2002), és nyitasukat az intracellularis Caoncentraci6 megnovekedése vagy akar az

oxidativ stressz is indukalhatja. A mitokondridi3 P fiziologias korilmények kozott részt



vesz a mitokondriumon beliil a €akoncentraci6 és a pH szabalyozasaban is. Kéros
allapotokban a porust alkoté proteinkomplexek komi@ciovaltozason esnek at, melynek
hatasara megna PTP atméie. llyen allapotban mar a nagyobb mérepl. apoptotikus
szignalizacios molekulak is atjuthatnak rajta (ldti@p és mtsai., 2004), s igy elindithatjak az
intrinsic apoptotikus Utvonalakat. llyen molekulagcitokrom-c, mely a mitokondrium béls
teréldl a citoplazmaba keriilve a prokaszpaz-9-cel épaptatikus proteaz aktivalo faktor 1-
gyel (APAF-1) kialakit egy apoptoszomét. Ez akij@dh kaszpaz-9-et, amely tovabbi
prokaszpazok hasitasaval Gjabb kaszpazok aktivédddéredmeényezi. A kaszpaz-3 és az
egyéb kaszpazok egyik fontos funkcibéja az, hogygmiizissel inaktivaljak a kaszpaz-aktivalt
DN-az gatlo fehérjét (Hengartner, 2000; Krantion@sai., 2007; Kroemer és mtsai., 2007).
Az inhibitor fehérje degradaci6jat koveh a kaszpaz-aktivalt DN-4z a sejtmagba
transzlokalddik, ahol katalizalja a DNS 180-200 ipgaros fragmentumokra torien

feldarabolodasat (2. abra).
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2. abra: A mitokondrium intermembran terébél felszabadul6 fehérjék hozzajarulnak az apoptozis
kialakulasdhoz. Az apoptézis intrinsic UtjAnak beirditAsahoz sziikséges kulcsfontossagu fehérje a
citokrom-c, mely az APAF-1-gyel és a prokaszpaz-%t egy Ugynevezett apoptoszomat alkot. Ez
hozzajarul a kilénbdzé kaszpazok, kulondsképpen a kaszpaz-3 aktivalédasdy mely végé soron a
sejtmagon belil a DNS fragmentalédasahoz vezet. Aapoptdzis kaszpaz-fuggetlen Gtvonalanak
aktivalédasaban fontos az AIF fehérje, mely egyéb rpteinekkel interakci6ba |épve szintén a DNS
degradalédasat idézi d@l (ez esetben nagyobb fragmentumok keletkeznek, miat kaszpaz-figd apoptdzis
soran). Roviditések: AlIF — apoptézis indukalé fakto, Cit-c — citokrém-C, APAF-1 — apoptotikus proteaz
aktivalé faktor-1 (Sims és Muyderman, 2010 nyoman ddositva).



Ischemia eseténgként ha az inzultust kouetn a reperfuzidé is bekodvetkezik, az
oxidativ stressz mind a nekrdzis, mind az apoptbzikulasaban fontos tényetDoyle és
mtsai., 2008; Mehta és mtsai.,, 2007). A mitokomaria © szintere a szuperoxid
képdésnek, amely ischemia soran és azt Kiarethagymértékben hozzajarul az oxidativ
stresszhez. A szuperoxid a nitrogén-monoxiddal aiéala |eépve peroxinitritet alkot, mely
tovabbi  sejtkarosodast, Ugynevezett nitrozativ ssie eredményez. Mivel a
szabadgyokok/reaktiv oxigén gyokok (ROS) aktivaakatrix metalloproteazokat, amelyek
bontjdk a kapillarisok bazalis laminajanak alkotoit, a kollagént és a laminint, igy
meghataroz6 szerepet jatszanak az érfal reperfagrieseben is. Hatasukra csokken az érfal
integritasa és fokozdodik a vér-agy gat (BBB) pernilédsa (Crack és Taylor, 2005).

Az ischemia kovetkeztében fel@sérilt mitokondrialis rikddés és az antioxidans
védelmi rendszer sérilése fokozott ROS tebdwedhez vezet mar az inzultus kezdeti
szakaszaban. A reperfuziét kééen szintén nagymennyisegROS szabadul fel, amely
tobbek kozott az elhizédd gyulladdsos folyamatalakitdsaban is kbzponti szerepet jatszik.
Az oxidativ stressz az agy szamara kulonoésen waspdent. Ez a magas tobbszérdsen
telitetlen zsirsav tartalmanak, a fokozott metdosliaktivitasanak és a viszonylag alacsony
szinti antioxidans-kapacitasanak koszohgtalliwell, 2006).

Fokdlis ischemia esetén jelentkezhet az ugyneveéafsttktus korili depolarizacié
(PID) is. A PID spontan depolarizacios hullamokkl, csakugy, mint a kérgi kuszo
depresszio (CSD). A PID valos#irg az ischemias core-bdl (az inzultus altal kdewei
érintett terileil) felszabadulé K-ok és a serkeitaminosavak hatasara alakul ki, majd az
ezt korulvew penumbran keresztil végigterjed az agyon. A Ptalidémételt depolarizacié a
penumbra teriiletén tovabbi széveti karosodastkiéraltal, hogy ésegiti a neuronok Ga
felhalmozasat. Ismert, hogy a PID megjelenik ak&trkilonb6s allat modelljeiben, ahol azt
is leirtak, hogy a CSD é&lordulasa és iétartama korrelaciot mutat az infarktus kiterjedétév
(Strong és mtsai., 2000).

A stroke-ot kovei gyulladasos valaszban kilonldozsejttipusok, gyulladasos
mediatorok és extracellularis receptorok vesznesktranelyek tovabbi sérilést idéznek.el
Az ischemias agyban a neutrofil granulocitak a nekieez tapadnak és aktivalédnak. Ezutan a
szoveti sérulés didleges kozvetfiként ROS-t termelnek és proteolitikus enzimek
felszabadulasat idézik &l Mindkét mechanizmus meghatarozé a szodvetek napéd



karosodasaban. A neutrofil granulocitdk a mikrogdiakiot is akadalyozzak, amely
meggatolja az agyi vérataramlas reperfuziét kbuvetjes helyredlladsat (Huang és mtsai.,
2003). A limfocitak szintén felések az ischemiat kouetagyi karosodas kialakulaséért.
Annak ellenére, hogy fiziologias kérilmeények kozek a sejtek a kdzponti idegrendszerbe
nem jutnak be, az ischemiat kodenh 24 6ran belil megjelennek az agyban, és sulyosan
karositjak az agyi ereket (Schroeter és mtsai. 4198z ischemiat kovét gyulladasos
folyamatok kialakuldsadban a citokineknek és kemeknek szintén meghatarozd szerepik
van (Gong és mtsai., 1998). A citokinek kozul azeileukin-1 (IL-1) termelése a
mikrogliakban, asztrocitdkban és neuronokban egyai@gkozodik. Az IL-1 tobbek kozott
hozzjarul a 14z kialakulasdhoz, és az excitotthAsciokozédasahoz (Huang és mtsai., 2003).
Allatkisérletes és human vizsgéalatokbdl nyert aklatgyarant alatamasztjak, hogy a TNF-
mennyisége korrelal az ischemias sérilés sulyogahg@z ischemias stroke-ot kdveR4
oran belll a szintje jeletsen megemelkedik az agy-gerindielolyadékban, ami pozitiv
korrelaciot mutat a sérulés kiterjedésének mérgk&aremba és mtsai., 2001). A TNF-
kulénb6d mabdon fejti ki hatasat. Megszakithatja a BBB initégat, aktivalhat kilonbéz
gyulladasos mediatorokat, vagy olyan adhézios nubdddat, amelyek segitik a neutrofil

granulocitak kitapadasat és transzmigraciojat.

Az ischemia modellezése: 2VO és OGD modellek

Klinikailag bizonyitott, hogy a stroke-on ateseticfensek legnagyobb részénél az
agykarosodas létrejottének van egy elhizoddjikezmakasza is, amely az inzultust k@est
orakkal-napokkal kébb jelentkezik csak. Ez a viszonylagikzidéablak — ugynevezett
terapias ablak — lehitéget biztosit a klinikai beavatkozasra, amelynégsy célja az
ischemia és a reperfizié altal okozott szbveti &adas kiterjedésének minimalizasa (Legos
és Barone, 2003). Bar az ischemias stroke-kal kdgiten hosszu ideje folynak intenziv
kutatasok, az inzultuson atesett paciensek medfieéalelése egyéte megoldatlan probléma.
Jelenleg egyetlen terdpias hatbanyag van a klinleumaz akut ischemias stroke kezelésére,
melyet az Egyesiult Allamok Elelmiszerbiztonsagi @pgdgyszerészeti Hivatala (Food and
Drug Administration, FDA) elfogadott. Ez nem mas,inma rekombinans szoéveti
plazminogén aktivatorral (rt-PA) végrehajtott tromfikis, amellyel az ischemias szovet

vérataramlasa, ezaltal pedig glikdz- és oxigérdsatallithatd helyre (Jahan és Vinuela,
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2009). A kezelés nyoman ujraindulé perfazié (reexigéacid) soran fell&poxidativ stressz
azonban Ujabb szoveti karosodast okoz, melynekdkse jelenleg még nem megoldott.
Tovabbi korlatozo tényézaz rt-PA-val tortéé kezeléssel szemben az, hogy rendkiviiksz
terapias ablakkal rendelkezik (3-4.5 oOra), és dnfibetve egyéb ténydikbdl kifolyolag) a
paciensek toredéke, j0 esetben is csupan 2-5%zagidlbet a kezelésben (Donnan és mtsai.,
2011). Mindemellett az esetleges intracerebraligégis rendkivil nagy rizikéfaktort jelent.
Epp ezért az Gjabb és Gjabb hatdanyagok, neurdqiogestratégiak kidolgozasa és tesztelése
elengedhetetlen a kulonhbkisérletes ischemia modellekben. Bar a tipikus dmustroke-os
események tanulmanyozasaban a fokalis ischemiallelaiek van nagyobb jeletgége, a
teljes agyat éridt ugynevezett globalis ischemias inzultusok viza@éls nélkuldzhetetlen.
Az utébbi eset all fenn példaul hirtelen szivmegglVagy leégzéselégtelenség, ugynevezett
asphyxia esetén (McBean és Kelly, 1998). A labonandi vizsgalatok soran a ragcsalok (pl.:
patkany, egér) alkalmazasa a legelterjedtebb, nazek agyi keringési anatomiaja nagyban
hasonlit az emberéhez (Woolsey és mtsai., 1996m8g olyan kisérleti elrendezéssel
talalkozhatunk a szakirodalomban, melyek a fokédisa globalis ischemia soran bekdvetkez
valtozasokat hivatottak modellezni.6Bbire példa a kozepsagyi artéria elzarasan (MCAO)
eléidézett allapotok, vagy an vitro modellek. Doktori munkdm kdzponti részét a glabal
ischemias inzultusok vizsgélata képezte, ezérvablmiakban a kisérleteim soran alkalmazott
modelleket fogom részletesen bemutatni.

Az altalanos altatas mellett végzett 2-ér elzara&$0) mitéttel egy globalis
hipoperfuziods allapot idézhetels, amely human vonatkozdsban a carotisok elmeszesedé
nyoman kialakul6 csokkent vérataramlast modellexi.2VO soran az arteria carotis
communisok (cca) elzarasa torténik (3. abra), melykovetkeztében patkanyoknal az agy
vérataramlasa a fizioldgias erték megkosey egy harmadara esik vissza (Farkas és mtsai.
2007).
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3. dbra: A 2VO miitéti elrendezés. Az agyat vérrel ellatd legfontosébér a cca, melynek okklazidjaval egy
globalis hipoperfluziés allapot érheé el. Roviditések: cca — arteria carotis communis,ca — arteria carotis
externa, ica — arteria carotis interna (Farkas és nsai., 2007; Irikura és mtsai., 1996 nyoman moddsa).

Bar ezen inzultus koévetkeztében az agyi vérellatémn csokken az ischemias
kiiszobértek ald (hiszen a Willis-kor az arteriailbés feldl biztositja a vératfolyast), igy
sejtpusztulas nem detektalhaté (Klocke és mts@D/2 Sicard és Fisher, 2009), de az agy
erzékenyebb terlletein a hipoperfuzié mégissidelz funkcionalis valtozasokat. A
(LTP) csokkenése (Mori és mtsai., 1998), valamipiramissejtek apikélis dendritjén a spine-
ok szamanak redukalédasa (Jia és mtsai., 2012kkElza megallapitdsokkal 6sszhangban
vannak a kutatécsoportunk altal hasonlé elrendezékbpott korabbi eredmények (Marosi és
mtsai., 2009; Nagy és mtsai., 2011).

A globalis ischemia éaltal okozott karosodasok vitatra széles kdrben elterjedtek a
kilénb6s in vitro modellek. Ezeket végezhetjik tobbek kozott hippgealis agyszeleteken,
embrionalis vagy ujszulott patkanyokbdl és egedekiyert kortikalis, hippocampalis vagy
cerebellaris neuronalis vagy glidlis sejtkulturakomelyeken az ischemia-sieéllapotot az
ugynevezett oxigén-glikéz deprivacio (OGD) altagzdetjik eb. Ennek soran a normal,
oxigént és glukozt tartalmazd médiumot vagy pedsifolyadékot az ischemias periddus alatt
egy modositott 6sszetéidblyadék helyettesiti, amelyben nincs gliikoz ésxigént nitrogén
helyettesiti (Woodruff €s mtsai., 2011). Azvitro modellek sok tekintetben kilonbdznek az
in vivo eléidézett ischemiatol. Mivel nincsenek jelen véreéskezaltal vérataramlas, szamos,
egyebként jelentkézfunkcionalis és strukturalis valtozas hidnyzik ldxd a rendszerelki
(pl.: a gyulladasos sejtek infiltracidja). Egy nidsiipikus jellemvonasa azn vitro
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modszereknek, hogy a neuron-pusztulashoz jévakhbssidtartamu inzultusra van szikség,
hiszen az ATP raktarak kitrtlése lassabban zalkka Glu-felszabadulas is sokkal jobban
elhtzodik azin vivo ischemias inzultushoz képest (Taoufik és Prol28®8; Yuan, 2009).
Annak ellenére, hogy am vivo és in vitro globalis ischemias rendszerek kozott tobb
tulajdonsagban is talalunk kilénbségeket, a mégh@sonlésagok meégis alkalmassa teszik az
in vitro rendszereket az inzultus, illetve lehetséges ktietefarmakonok vizsgalatara.
Segitségukkel jol ellgmizhe®, egyszelk rendszerben kovethidt nyomon azok az alapvet
fontossagu, jol jellemezhetinformaciok, melyek az oxigen és glikdz hianyaralakuld

sejtes valaszokat jellemzik.

A szinaptikus plaszticitas és a dendrittiskék

A szinaptikus plaszticitdas a neuronok kozott meglé&apcsolatok aktivitas-fugg
megvaltozasa, mely a tanulas és memoria folyamatagjat szolgaltatja. Az emberi agy
huzalozasaban mintegy ‘fneuron és 10 szinapszis vesz részt. Ezek az elemek teremtik
meg a cellularis alapjat az érzékelésnek, az erkidalg a gondolatoknak és a viselkedésnek.
Bar az egyes fajokban az idegrendszeri struktdépitése, azaz huzalozottsaga genetikailag
meghatarozott, a kilonb&zstimulusok hatasara mindez nagymeértékben atrédtet (Ho és
mtsai., 2011). A szinaptikus plaszticitas tanulnw@@sahoz ,tanulékony” kisérletes modellek
szilkségesek, melyeket jol azonosithatd neuronokhatégpzott populacioi alkotnak. Fontos,
hogy ezeken a rendszereken genetikai és molekudéjibiologiai mddositasok, valamint
elektrofizioldgiai vizsgalatok is végrehajthatoéaigyenek. A felttt gerinces idegrendszerben
megléy szinaptikus plaszticitds tanulmanyozasara egyaalbaan alkalmazott modell a
ragcsalok hippocampusa, amely a memoria kialakbésédulcsfontossagu struktira. A
hippocampus anatémiai sajatsdgai (a neuronok sgabébndezettsége, jo0l karakterizalhatd
szinaptikus atvonalak) kifejezetten alkalmassaikeszt a strukturat az elektrofiziologiai
vizsgalatokra. A plaszticitas a harom hippocampédiv®nal (perforans palya, moharostok és
Schaffer-kollateralisok) mindegyikén tanulmanyoshaf4. abra), ahol a kulonbéz
paraméterekkel rendelk&zingerlési stimulusokra valtozdsok mutatkoznak @agtikus

atte\bdés hatékonysagaban (Ho és mtsai., 2011).
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Elvezetés

Ingerlés =

CA1
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4. dbra: A hippocampus és a szinaptikus plaszticitavizsgalatok soran alkalmazott elektr6déak helyzetéek

sematikus abrazolasa. A 3& hippocampalis régiéban (gyrus dentatus, CA3 és CAl sejttestek diszkrét
szomatikus réteget (sotétkék vonal), az axonok peagijél meghatarozott dendrtikus régidba projektalé

palyakat alkotnak. A perforans palya (lila) az entahinalis kéreg felél érkezé axonokat tartalmazza,

melyek a gyrus dentatus szemcsesejtjein szinaptipalk (sarga kor). A szemcsesejtek axonjaikat, melyek

moharostoknak neveziink (zéld), a CA3-as régidba kdik, ahol a piramissejtekkel 1épnek kapcsolatba
(sarga kor). A CA3-as projekciok, vagyis a Schaffekollateralisok (barna) a CAl-es piramissejteken
végaddnek (sarga kor). Az afferens rostok ingerlésénekdtasara a posztszinaptikus sejteken bekovetkéz
vélasz regisztralo elektrédok segitségével mérkiefaz abran a CA3-CAl-es szinaptikus Utvonal vizsgata

soran alkalmazott pozicionalas van feltlintetve) (Hés mtsai., 2011 nyoman moédositva).

CA3

llyen a magas frekvencias ingerlés hataséra bekéxehosszutavu potencirozédés, amely a
szinapszisok megésodéseével és az attales hatékonysdganak fokozodasaval jar. Az LTP
képezi a memodria kialakulasanak neurondlis alaggta jelenség leirasa Bliss és Lamo
nevehez {zédik (Bliss és Lomo, 1973). A hippocampus CAl-esiggdpan kialakulo LTP
molekularis mechanizmusa intenziv kutatas targylh weelynek soran megallapitast nyert
tobbek kodzott az, hogy a pre- és posztszinaptilewwanok egyulttes aktivalédasat igényli
(Bliss és Collingridge, 1993), valamint az, hogy NlZIDA receptorokon keresztil tortén
Cd" bearamlas kulcsfontossagt (Collingridge és mt$#83; Morris és mtsai., 1986;
Sakimura és mtsai., 1995). A kémiai szinapszisokbaajl6 kommunikacié harondfrészre
oszthaté: a preszinaptikus neurotranszmitter felsdalasra, a szinaptikus résben tdtén
diffuziora, valamint a posztszinaptikus receptomkalé kdbdésre. A preszinaptikus sejt
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ugynevezett aktiv zonajaban vazfehérjéket, elelgnom matrix elemeket, valamint a
neurotranszmitterrel  toltétt  szinaptikus vezikuldkaaléljuk. A vezikuldk aktin
citoszkeletonhoz, és egymashoz toftdahorgonyzasét a szinapszin fefoszfoproteinek
segitik eb, melyeket a neurondlis stimulacié soran aktivalddidazok foszforilalnak. A
szinapszinoknak fontos szereplk van a neurotramezrelszabadulas soran eléet
szinaptikus vezikuldk szamanak szabalyozasdbarcéG@Gssmtsai., 2010). A mintegy 20 nm-
es szinaptikus résben torténik meg a neurotrantmelit difflzidja a preszinaptikus
termindlis iranyabdl a posztszinaptikusan elhelgelzkreceptorok felé. Tovabba olyan
sejtadhéziés molekuldk (CAM) talalhatok ezen a lezein, melyek a szinapszisok
Osszetartasaért fetmlek. A CAM-ok egy specifikus csaladjanak, a recepimzin kinaz
efrineknek, valamint receptorainak fontos szeremm va hippocampdlis szinaptikus
plaszticitdsban (Lai és Ip, 2009). Koztuk talalwilitanokat, melyek az NMDA receptorok
elhelyezkedését és tkoddését egyarant képesek szabalyozni, ezaltal padsginaptikus
kapcsolatok drsségét befolyasoljak (Contractor és mtsai., 20@2)szinaptikus résnek
tovabbi fontos funkcibja a transz-szinaptikus salgrdcié biztositdsa a retrograd messegerek
révén. llyen molekulak példaul az endokannabinaidolelyek a szinaptikus plaszticitast
mind a gatld, mind pedig a serkérmsizinapszisoknal képesek befolyasolni (Heifets a&stillo,
2009). A posztszinaptikus oldalon felszabaduld,spreptikus sejtek neurotranszmitter
leadasat befolydsol6 molekulak kozott emlithetjikitaogén-monoxidot (O'Dell és mtsai.,
1991), vagy akéar az arachidonsavat is (Barbour 88im1989). Ultrastrukturalis szinten a
posztszinaptikus komponenst egy elektrondenz kotmegut, az igynevezett posztszinaptikus
denzitds (PSD) képezi, mely a dendrittliskén folgédyet. A dendrittiiskék vagy spine-ok az
agyban a legtobb principdlis neuronon megtalalhatlserkerit szinapszisok 90%-anak
posztszinaptikus oldalat adjak. Ezek a specialimbrankitiremkedések valtozatos alakokat
Olthetnek, ezaltal biztositva a szinaptikus plagZts morfoldgiai alapjat. Lehetnek vékonyak,
zomokek, gomba alakuak vagy csésze formajuak ($&si mtsai.,, 1992), de az éaltalanos
felépitésiikre jellemtz hogy a dendrit aggal egy vékonyabb nyaki részkapicsolatban,
melynek folytatasa egy kiterjedtebb feji régio. pahki rész atméje mindéssze 0.1m, a
dendrittiiske fejének térfogata pedig megkdaiel 0.01-1um? (Harris és Kater, 1994), ami a
szinaptikus kapcsolat &ségével korrelaciot mutat (Holtmaat és Svobod@920Kirov és
Harris, 1999). A feji rész felszinének mintegy 1@%foglalja el a preszinaptikus aktiv
zénaval szemben elhelyezkeBSD, amely helyet biztosit a neurotranszmitteepearok (pl.:
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AMPA, NMDA receptorok), vazfehérjék és asszocidligaalizacios molekulak szamara. A
PSD vastagsaga megkozéieg 40 nm, az atméje pedig atlagosan 360 nm, ami azonban az
afferens szinaptikus aktivitas hatasara szintétoxi&l, igy akar 800 nm is lehet (Kennedy,
2000). A dendrittiskékben és ezzel egyutt a PSDrkbekovetke& strukturalis és
morfologiai valtozasok az idegi plaszticitas fontelemét képezik az agyban (Buchs és
Muller, 1996), melyek a tanulas és emléknyom r@gzéellularis alapjat kép&z. TP soran is
megfigyelhedek.

A preszinaptikus sejt aktivalodasanak hatasaraxamtarminalisokon megtorténik a
neurotranszmitterek leadasa a vezikuldkbdl. Sebksminaptikus kapcsolatok esetén @ f
ingerulet &tvié anyag a Glu, amely a szinaptikus résen atdiffiraddkotdik a
posztszinaptikus oldalon elhelyezkeetceptorainoz. Ezek kozil a hippocampdlis szikapti
plaszticitasban az AMPA és az NMDA receptoroknak fantos szerepik. Mindkét receptor
ligand-kapuzott ioncsatorna, és egyedi tulajdong&agavén a plaszticitas mas-mas fazisat
alakitjagk ki. Az NMDA receptorok ioncsatornajan &srtil C4" bearamlas torténik a
sejtekbe, amely elengedhetetlen az LTP indukciasdhoz. Ennek |étrejottében viszont
elengedhetetlen a preszinaptikus transzmitter a@i a posztszinaptikus depolarizacio
egyuttes fennallasa. Tehat az NMDA receptorokoesaiil nem folyik ionaramlas nyugalmi
membranpotencial értéken, hiszen az ioncsatornasgbregy M§™-blokk zarja el, amely
eltavolitasahoz a fent emlitett két tényezgyideji megléte szikséges. Ezzel szemben az
AMPA receptorokon keresztll, a ligand&dést koveien nyugalmi membranpotencial esetén
is folyik &ram, amely enyhe depolarizal6 hatést kiélés ebsegiti a M§*-blokk tavozasat az
NMDA receptorokbol. Az AMPA receptoroknak az LTPpegsszidjaban és fenntartasdban
van kiemelked szereplik (Ho és mtsai., 2011). Ez azaltal val@uiieg, hogy LTP soran
AMPA receptorok helygimnek ki a PSD-be, ezéltal ndvelve annak felszimatamint
fokozva a szinaptikus attégés hatékonysagat és a szinaptikus kapcsotmséyét. Az
AMPA receptor-forgalom konstitutiv moédon valdsul gna reciklizaciét végz endoszomak
segitségével (Park és mtsai., 2004). A sejttesthgy a posztszinaptikus régidban lokalisan
szintetizalodott AMPA receptorok endoszéméakba kexkil majd ol szabalyozott
mechanizmusok atjan innen kertlnek ki a membranleetve onnan vissza. Fokozott
szinaptikus aktivitas hatara nagyobb mennyis@&geptor kihelyezése valdésul meg, amelyek a
PSD-ben tortéh interakciok révén kihorgonyzasra kerllnek. Az AMIPEceptorok elszor
extraszinaptikusan kertilnek ki a membranba exasité@vén, majd egy lateralis diffuziot
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kéveben jutnak el a PSD-be, ahol mar joval alacsonyaBligki a mobilitasuk. Szinaptikus
depresszid soran megtorténik az endocitézisuk, magy a korai endoszémakba kerilnek,
vagy ismét beépilnek a sejtmembranba (van dersSésijHoogenraad, 2011). Az AMPA
receptor forgalom a neuronok bazalis skimiikddése soran is konstitutiv modon jelen van,
de az aktiviths megnovekedése az aktin és mioziantika fokozasan keresztul serkenti a
receptorok extraszinaptikus mozgasat (Wang és mt28i08). Az LTP indukciéjdhoz
elengedhetetlen a posztszinaptikus sejtekben &* Ceoncentraci6 nagymérték
megnovekedése, amely tobbek kozott a masodlagosvdhikaszkadok aktivacidjat is
elinditia. A hippocampus CAl-es regi6jaban az LTiRdukciohoz szikség van a
Ca/kalmodulin-fugg kinaz Il (CaMKIl) mikodésére (Malenka és mtsai., 1989; Malinow és
mtsai., 1989). Az autofoszforilacion atesett CaMKIPSD-be transzlokélodik, ahol szdmos
fehérjét, koztik a Glu receptorokat is képes fasZilmi. Az AMPA receptorok GluR1-es
alegységének foszforilalasassegiti az AMPA receptor-medialt aramokat (Barrian#sai.,
1997), tehat a posztszinaptikus membran depolédaatt. A CH koncentracionévekedés
egyeb downstream szignalizacios enzimeket is dki{vaa protein kindz C-t (PKC). A PKC-
nek egy atipusos izoformaja, az ugynevezett prokewdz M zéta (PKN]) kizarolag az
agyban talalhatd meg. Ez az enzim konstitutivarivakehat extracellularis stimulacié
hianyaban is foszforilalja a célfehérjéit. A mRNSae dendrittiskékbe kerll, ahol a
transzlacidjat az aktivitas-fugg szignalizacios kaszkddok szabalyozzdk. A RKM
elengedhetetlen az LTP fenntartasaban, tehat #ddi&sa fontos részeét képezi a szinaptikus
plaszticitds és a memoria ndepésenek (Sacktor, 2011; Shema és mtsai., 200CaMKI|

és a PKC aktivalédasa mindezek mellett a retrognédsengerek posztszinaptikus sejéekb
tortérs felszabaduldsat is@tézi, melyek ezt kévéen fokozzdk majd a preszinaptikus sejt
neurotranszmitter leadasat (Kandel és Schwart2)198fokoz6dé szinaptikus transzmisszio
hatasara a megnovekedett?Croncentracié és kalmodulin aktivitas a Ca/kalmowilggd
kindz IV-et (CaMKIV) is aktivélja, amely ezutdn fokza a cAMP-vélaszelem Ko{CREB)
fehérje nikddését a sejtmagban. Ennek hatasara az LT®, késntartasi fazisaban jellethz
génexpresszios valtozasok jonnek létre (Di Filippantsai., 2008).

Az LTP mechanizmusaban szekepkzignalizaciés uatvonalak és molekularis
események végssoron strukturalis valtozasokat idéznek.eEzek nem csak a PSD-k
felszinének kiterjedését foglaljak magukba, hanespiae-ok méretének ndvekedését, illetve
a kés$bbiek soran azok kettévalasat, Uj dendrittiskékzéadgsét. LTP sordn megnévekszik

17



azon szinapszisok szama, melyekben az AMPA reagptmrépiléset kovéen megitt PSD
perforciét mutat (,perforélt szinapszis”). A jet&iy az elektrofizioldgiai kisérletekben
alkalmazott nagyfrekvencias ingerlést kd@vet0 percen bellil megfigyellet(Luscher és
mtsai., 2000). Egy Ora elteltével a szinapszisokrégzénél a dendrittliskék kettéhasadnak, és
ugynevezett multi-spine szinapszist hoznak létmee B stadiumra az jelledzhogy a két
dendrittiskét egy kozOs nyaki régido koti oOssze,dbba mindkét feji rész azonos
preszinaptikus butonhoz, végieshez csatlakozik. A folyamatot ki§érretrograd
kommunikacié preszinaptikus strukturalis valtozasois elindit, melynek koészontéen a
fellletnbvekedést szintén mutatd preszinaptikusormk is kettévalnak. Ezt a valtozast
posztszinaptikus oldalon is kdveti a dendrittiskg&paralodasa (5. abra) (Luscher és mtsai.,
2000).

Preszinaptikus
atrendezddés,
spine-ok hasadasa

0

AMPA receptorok PSD Multi-spine
beépiilése perforalédasa szinapszis

ingerlés (TBS)

LTP indukalasa i
1 I

Operc 10 perc 30 perc 60 perc Késbébb

5. abra: A hosszutava potencirozédas morfologiai apjat biztosité véaltozasok idbeli lefutasa az LTP
indukciét kovetéen. A fokozddod szinaptikus transzmissziot kovéen a posztszinaptikus oldalon AMPA
receptorok épililnek be a PSD-be, melynek feliulete @&ml nodvekszik, majd perforalodik. Ezzel
parhuzamosan a dendrittiiskék is kettéhasadnak, kébb pedig teljesen szétvalnak. Ezen véltozasokat a
preszinaptikus oldal is dinamikusan koveti, melyneleredményeként (j szinapszisok jonnek létre (Lusche
€s mtsai., 2000 nyoman mdédositva).

A spine-ok morfologiai valtozasai nem csak a noragli mikodések soran alapvet
fontossaguak, hanem a kulonBdreuropatologias folyamatokban is. Ezek kdzott gvedjik
példaul az Alzheimer-kort, a mentélis retardacadt,epilepsziat vagy az ischemiat (Fiala és
mtsai., 2002; Nimchinsky és mtsai., 2001; Wor@)3).In vitro OGD modellben ém vivo

globdlis ischemia modellben egyarant leirtdk a déidkék szamanak csokkenését,
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meéretikben és alakjukban bekovetkealtozasokat, valamint a filopddiumsiiespine-ok
képadését az inzultust kouetn perceken belll (Hasbani és mtsai., 2001; Jouédamtsai.,
2002). A kozelmaultbanin vivo képalkoté eljardsokkal végzett tanulmanyokban agak
ezeket a megfigyeléseket, hiszen fokalis ischektigethen 10 percen belil bekbvetkezik az
apikalis dendritek és spine-ok potencialisan viksdithato karosodasa (Zhang és mtsai.,
2005; Zhang és Murphy, 2007). Ezt a szakaszt dritiskék elhizodo proliferacidja koveti
a helyreallitas fazisaban (Brown és mtsai., 2007).

Mivel a tanulas és memoaria sejtstirtiapjat képez LTP egy érzékeny mechanizmus,
ezért az ischemia soran bekévetkéznkcionalis valtozasok vizsgalatara alkalmas szed
biztosit. Bar a globalis hipoperfuzié éaltal okozdthrosodasok nem nyilvanulnak meg
sejtpusztulasban (Marosi és mtsai., 2009), a stiknepattevdés hatékonysaga jelésen
csokken (Marosi és mtsai., 2009; Nagy és mts@il1p Mindemellett olyan morfologiai
valtozasok is detektalhatok, melyek szoros Ossgéfsioen allnak a zavart szenvedett LTP-
vel. Mivel a dendrittiskéken lokalizalodik az agyrient szinapszisainak tébb, mint 90%-a
(Gray, 1959), ezért a rajtuk bekdvetkemltozasok alapvéen meghatarozzak a szinaptikus
kommunikaciét. Mar a globalis hipoperfuzio is hatlsvan a spine-okra, ugyanis az agy
ischemiara érzékeny régibiban, pl. a hippocampustegfigyelhed, hogy szamuk jeletisen
lecsOkken (Jia és mtsai., 2012; Nagy és mtsalll1R0Ennek kdszonh&n az LTP-ben
megmutatkoz6 valtozasok elektrofiziologiai vizsgalavalamint a dendrittiiskék kvantitativ
és morfoldgiai analizise lelisteget biztosit az ischemias karosodasok detektalasfamint

az esetlegesen protektiv farmakonok hatasanaletésate.
A karnitinek el é6fordulasa és szerepe a szervezetiinkben

A biokémia teruletén a karnitin torténete egészenl@00-as évek elejére nyulik
vissza. Erbl, az embs szervezetben altalanosatfetduld, endogén molekulardlddzor azt
gondoltak, hogy esszencialis vitamin, de dtis leirtdk, hogy a szervezet maga is képes az

eloallitasara. Kémiai szerkezetét 1927-ben irtak l&ipga).
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6. abra: Az L-karnitin kémiai szerkezete (Jones émtsai., 2010 nyoman).

Ma mar tudjuk, hogy a karnitin egy nem-esszenciédipanyag, melynek legismertebb
funkcidja a hosszulancu zsirsavak mitokondriumadiioger transzportalasa groxidaciohoz
(7. &bra). Altalanos jelenléte az osszes Aallat-lamimt szamos novény fajpan és
mikroorganizmusban (French és Fraenkel, 1954; hditc 1978; Panter és Mudd, 1969),
tovabba kisér enzimeinek altalanos d@brdulasa arra enged kovetkeztetni, hogy
filogenetikailag igen koran létrejott, feltebtg a mitokondriumok kialakuldséat kévsetdvid
idon belul (Bremer, 1983). A lipidmetabolizmus soraem csak a zsirsavak bgls
mitokondiralis membranon keresztll todébejuttatasaban van fontos szerepe, handtn a
oxidacio soran keletkezett két szénatomos fragrkeaty részének a citoplazmaba vald
kijuttatasaban is. Ezek az acetil-csoportok pedigombod bioszintézis Gtvonalakban
hasznosulnak majd a Kdsbiek soran. Mivel az L-karnitin direkt és indirakibdon egyarant
érintett szamos metabolikus Utvonalban, igy elédigfe egy fontos ténye@mem csak a
zsirsavak és ketontestek, hanem a glikéz és azosaviak oxidativ felhasznalasa

szempontjabal is (Virmani és Binienda, 2004).
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7. &bra: A karnitin szerepe a sejt altalanos energi metabolizmusaban. Fizioldgias kortilmények kdzota
CPT katalizalja az acil csoportok acil-Ko-A-rél karnitinre tértén é transzferjét, melynek eredményeként
acilkarnitin és szabad KoA jon létre. Ez a zsirsavmetabolizmus egyik elé, leginkabb szabalyozott |épése.
A létrejott karnitinészter a belsé mitokondrialis membranon a CACT segitségével jut & A mitokondrium
matrixaba keriilve az acil csoportok Ko-A-ra keriilnek és belépnek ap-oxidacidba. A szabadda valt
karnitin a CACT segitségével elhagyhatja a mitokondumot, vagy a CAT altal katalizalt reakci6ban
acetilalédva ALC-vé alakulhat. Roviditések: CPT — Rrnitin-palmitoiltranszferaz, CACT — karnitin-
acilkarnitin-transzlokaz, CAT — karnitin acetiltran szferaz, Ko-A — Koenzim A, Ac-Ko-A — acetil-Koenzim
A, ALC - acetil-L-karnitin, MOM - kils 6 mitokondridlis membran, MIM — belsé mitokondrialis
membran (Jones és mtsai, 2010 nyoman modositva).

Az emberi szervezet szamara a karnitineldddegesen a taplalkozas soran valnak
elérhebvé, 6ként husokbdl és tejtermékekbEz a karnitinek mintegy 75%-at fedezi, bar a
f6zés soran bekovetkgéaeszteség miatt csak néhany adat ismert az étedjed karnitin-
tartalmara vonatkozoan. A fennmaradd 25%-ot az géwlon vivo szintézis teszi ki, mely

21



soran a molekula L-lizind és L-metioninbol képidik, elssorban a majban és a vesében
(Bieber, 1988; Borum, 1983). Az emberi vaz- évigamszovet, maj, vese és agy képes a
karnitin prekurzoranak, a&-butirobetainnak az édllitasara, azonban ezt a szubsztratot
kizarolag a maj, a vese és az agy képes tovablitalalkarnitinné (Rebouche és Engel,
1980). A reakciot ay-butirobetain-hidroxilaz végzi. Magzatokban és jétekben ez az
enzim nagyon alacsony aktivitdst mutat, ezért skam@sszencialis vitamin a karnitin,
melyhez a placentan keresztil, illetve anyatejnijjdinak hozza. Ugyanezen okbdl mind a
szOja alapu, mind pedig a tehéntej alapu tapszéaetalmaznak karnitint (Schmidt-
Sommerfeld és Penn, 1990).

Az L-karnitin (trimetilaminog-hidroxibutirat) a felvételt, illetve a szintézisbveten
a véraram (tjan jut el testink kilénBozszoveteibe — majba, vesébe, a vaz- és
szivizomszovetbe, neuronokba, ependimalis szdvetb@ahol a felvétele carrier-medialt
transzportrendszerek segitségével valosul meg. dditehebvé teszi a magas szovet/plazma
koncentracid arany létrejottét (Virmani és mtse996). Az L-karnitin a szévetekben beépil a
szervezet karnitin raktaraba, mint ikerionos forimsgabad karnitin, acetil-L-karnitin (ALC)
vagy egyéb acilkarnitin. Az L-karnitint polaros a@ajdonsaga rendkivil mobilissé teszi,
mindemellett a szabad hidroxil csoportja révén Rriti®y karbonsavakkal képes észtereket
alkotni, és igy a szervezet kilonbdzontjaira transzportalni azokat (Jones és mtaailP).
Fiziologias koralmeények kozott a kulonkdbkarnitin-aciltranszferazok katalizaljgdk az acil-
Koenzim A (acil-Ko-A) acil csoportjanak karnitindeerilését, melynek eredmeényeképpen
acilkarnitin és szabad Koenzim A (Ko-A) ké&olik (Ramsay és Zammit, 2004). Az
enzimcsalddon belll a karnitin-acetiltranszferQATL segiti az acetil csoportok karnitinre
kertlését, mig az ugynevezett karnitin-palmitadirszferaz (CPT) az egyéb, hosszulancu
acilcsoportok karnitinésztereinek kép#Eséet katalizélja. Miutan a kidlsmitokondrialis
membranban taladlhaté CPT-I segitségével az aciparsca karnitinre kertlt a karnitin-
acilkarnitin transzlokdz (CACT) &tjuttatja a moléktua bel$ mitokondrialis membranon. Ezt
koveen az itt talalhatdé CPT-1l az acil csoportot szalkadA-ra helyezi. Ezaltal a karnitin is
szabadda valik, és elhagyhatja a mitokondriumoA&Tn keresztil (7. abra). ALC esetében
ezt a reakciot a CAT enzim katalizalja.

A plazmabdl a neuronokba az L-karnitin 'N&s energiafiiggmodon jut el (Virmani
€s mtsai., 1994; Wawrzenczyk és mtsai., 2001)ylneal feltehdgtleg az OCTN2 szerves
kation/karnitin transzporter vesz résztsterban (Wu és mtsai., 1999). Az agyban jelen van a
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karnitin szintéziséért felés enzim (Rebouche és Engel, 1980), és a molekilkaatinekké
tortérs atalakuldséat katalizalé karnitin-aciltranszferad®@AT és CPT) is (Bird és mtsai.,
1985). A CAT szinte a hippocampusban, a collicaklsn, valamint a bazalis
ganglionokban magas, mig CPT szintje a hipotalantagiletén a legmagasabb. FKtn
agybdl izolalt neuronokban az 6sszes karnitin gnt@0%-at a szabad karnitinek teszik ki,
kisebb hanyadban pedig acil-karnitinek formajaban jelen. Ez utébbi kb. 10-15%-at az
ALC teszi ki (Jones és mtsai., 2010). Mivel a kiannakér az aktivalt acetat csoporttal, akar
egyéb aktivalt karbonsavakkal (kulonldozanchosszisagu zsirsavakkal) egyarant képes
esztereket alkotni, igy a szamos léség mas és mas kémiai és metabolikus tulajdonsaggal
rendelke®d molekulakat eredményez. Példaul, amig a hossaillgalenitoil-L-karnitin (PLC)
méretélbl adédéan nehezebben transzportalhatd, és ezédpszés korlatozodik, addig a
révidlancu ALC sokkal mobilisebb, mely nagy mértékthozzajarul az acetil csoportoknak a
szervezet kulonb&z pontjaira tortéi eljuttatasahoz. Az egyes acilkarnitinek hatast
gyakorolnak specifikus metabolikus Utvonalakra, &gyaranyukban bekovetkeraltozasok
és a pontos acilkarnitin profil ismeretében kilGribddegenerativ elvaltozasokra
kovetkeztethetlink, melyek akar Ujszulott korbargrdklnstt korban is felszinre kertlhetnek
(Cavedon és mtsai., 2005; Clague és Thomas, 200Ryburg és mtsai., 2001). A
velesziletett metabolikus zavarok toxikus anyagteemékek képmléséhez vezethetnek,
melyek sulyos egészségugyi problémékat idéznékael élet korai szakaszan, vagy akar
végzetes kimenetigtk is lehetnek. Ezért az Gjszuldtteknél a kordjesekoni karnitin-profil
vizsgalat segit kigzni a rendellenességeket, és mégei, illetve elkerllni a k&sbbi sulyos
fizikai és neuroldgiai kovetkezményeket (Clague Tdmmas, 2002). Mivel a kilénbéz
bioenergetikai folyamatok kulcsszerépla karnitinek, ezért a metabolikus egyensuly
felborulasaval 6sszefuggfoként mitokondrialis diszfunkcidhoz kétliebetegségek esetén
fontos szereppel birnak. A funkcionalis karnitianti igény és az aktualisan megdiéiarnitin
szint kozotti egyensuly szabja meg, hogy a karniti@ny klinikai tinetek formajaban is
felszinre kertl-e. Karnitin hiany esetén sulyosgtdienségek lépnek fel a kdzponti
idegrendszerben. Az éldleges karnitin hiany mogott a szervezetben zdpomeészetes
bioszintézis csokkenése vagy a sejtmembranokonsiigilezajlo transzport megvaltozasa
hazédik. Szisztémas formajat a hepatikus enkeftilmpésszatés epizodjai jellemzik a
kisgyermekkor korai szakaszan (Breningstall, 19983. az allapot gyakran egyitt jar
hipoglikémiaval és hipoketonémiaval, de egyéb swimdk is kisérhetik. Ezek kozott
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emlithetjuk a hipoténiat, gyengeséget, kdémas epizatl rohamokat, neuropatiat,
bélcsatornat éribt problémakat vagy az anémiat. Az agyban primer ikarhiany esetén
foként az asztrocitak citoplazmajdnak duzzadasa, degsejtekben a mitokondriumok
megnagyobbodasa, valamint a fehérallomanyban ainmielely hasadasa figyelléeimeg
(Kimura és Amemiya, 1990). A karnitin pétlas gyarsanyhiti a hianyos allapot jeleit,
tineteit (Breningstall, 1990). Hasonl6 tineteknéteznek masodlagos karnitin hiany esetén
is, mely a taplalkozassal kapcsolatos elégtelenitkarbevitel vagy az abnormalis karnitin
vesztéssel vagy tulzott mértekelhasznalassal kapcsolatos allapotok miatt alak{Kerner
eés Hoppel, 1998). Ennek hatterében allhatnak dexkety meghatarozotf-oxidacios
elvaltozasok, aminosav rendellenességek, szerpgtszeéqgligyi karosodasok (cirrdzis és
egyéb metabolikus zavarok). Mindemellett a masadiagarnitin hiany felléphet
kismamaknal és szoptatdo édesanyaknal is, valanhain cesetekben, amikor az étretdb
hianyzik a karnitin, pl. vegetarianus diéta sordagy barmely olyan allapotban, amely tulzott
karnitin vesztéssel jar (pl.: vératbmlesztés vaggeelégtelenség) (Virmani és Binienda,
2004). A masodlagos karnitin hiannyal kapcsolatk@@mos szindromat leirtak, melyeket az
intermedier metabolizmusban bekovetkezett zavaeden bellil pedig ealslegesen a
mitokondrialis oxidativ Utvonalakban |étrejott \adisok eredmeényeznek. Az ilyen eseteknél
gyakran edfordul a kbma, mely a zsirsavak vagy zsirsav inéglierek direkt toxikus hatasara
jelentkezik (Stanley, 1987). A toxikus anyagok ghma felhalmozddnak, funkcionalis zavart
és ezaltal energiahianyt okoznak, tovabba a kesingéen egyéb szovetekbe, pl. az agyba is
eljutnak, ahol a neuronokat és az idegszévet egggjeit kozvetlenll érinti a koéros allapot.
A neuronokra negativ hatast @iéegesen az energiahiany, valamint a véraram étia
toxikus intermedierek gyakorolnak, mig az asztedGt Hként ap-oxidacio zavara érinti. Az
L-karnitin képes lehet enyhiteni a szlletési reledelsség kapcsan metabolikus zavarokkal
rendelked paciensek tlineteit, melyek a toxikus szerves stelaklmozddasa miatt alakultak
ki. Az autointoxikacio ezeknél a betegeknél azrimedier metabolizmust megszakité acil-
Ko-A vegylletek felhalmozddasanak koszowhefz acil-Ko-A vegylletek ezt kovét
hidrolizise — szabad savjukra — acidézist eredn&rgte amely akar halalos kimendtaes
lehet. Az L-karnitin az acil-Ko-A-kat eltavolitjazaltal, hogy acil-karnitineket hoz |étre, mely
ezt koveben kdonnyen kitrll a szervezéti§Virmani és Binienda, 2004).

A Kkarnitin elégtelenség nyoman kialakuld patolégkisiiményekben, a karnitin
alkalmazaséat célzo kisérletekben a hatbanyag szfomtiss biokémiai és fiziologiai szerepe
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egyarant kimutathaté. A mar emliteftoxidaciéban betoltott funkcidja mellett fontos
megemliteni, hogy a karnitin szabélyozza a ketdekeermebdését, valamint befolyasolja az
aminosav €s a szénhidrat metabolizmust is (VirmarBinienda, 2004). Ez utobbiban fontos
szerepe van annak, hogy képes aktivalni a pirughiddogenazt (PDH) (Hulsmann, 1991),
felteheten az acetil-Koenzim A (Ac-Ko-A)/Ko-A arany csokkésével.

A karnitin tdbb olyan anyagcsere utvonalban is tréggsz, amelyek sérilését
kilénb6d betegségekben, kdztik neurodegenerativ elvaltkbhdsois megfigyelték. Ennek
kapcsan az elmult évtizedekben felmertlt a kareltinprotektiv hatdéanyagként valo
alkalmazasa. E kérdés kisérletes vizsgalatabanokdizfigyelmet kaptak azok a korképek,
melyek kialakulasanak hatterében a mitokondriumavae niikodése, és az ezzel
Osszefliggéshen léenergiahiany és oxidativ stressz all (pl. Alzheik@, Huntington-kér,
ischemia). A kilénbdz karnitin szarmazékok kozil a rovidlanch ALC az ikgy
legigéretesebb molekula, melynek protektiv hat@saklinikai és klinikai vizsgalatok is

igazoljak. Ezekre részletesebb kitekintést a ditdz®m késbbi fejezetében teszek.

Az acetil-L-karnitin jellemz 6i és legfontosabb szerepei

Az ALC a szervezet legszélesebb korben jelehlé&widlancu karnitin észtere (8.
abra), mely csakugy, mint az L-karnitin, viszonylagagas koncentracioban van jelen az

agyban (Shug és mtsai., 1982).

H,C CH,

\N*’CH%*C{ NcooH
f
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8. abra: Az ALC kémiai szerkezete (Jones és mtsa2010 nyoman).

Szintje a hipotalamusz teriletén kifejezetten magdaesolin és mtsai., 1982). Az
ALC/szabad karnitin arany az agyban a legmagass#t#el szemben a szivben és a vesében

joval kisebb érték jellentz (Borum, 1983). A piruvatbdl, aminosavakbol, zsieddol
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szarmaz6 Ac-Ko-A karnitin jelenlétében reverzilghs atalakul ALC-vé és Ko-A-va a
mitokondriumban talalhatd CAT altal katalizalt regdban, mely az agyban, majban és a
vesében egyarant lezajlik. Ez a folyamat regerem@lgzabad Ko-A-t, mely altal a zsirsav
oxidacio és a citratkor zavartalanulikddhet. Az ALC a bels mitokondrialis membranban
talalhatd karnitin-acilkarnitin  transzlokaz (CACT)segitségével transzportalodik a
citoplazmaba. A citoplazmaba kijutott ALC acetilopsrtokat biztosit példaul szterolok,
zsirsavak, valamint ketontestek szintéziséhez @ésantsai., 2009).

A szervezetbe torténALC bevitelt koveten a molekula a CACT segitségével a
mitokondriumba transzportalddik. A CAT enzinikddésének eredményeképpen AL&-&s
szabad Ko-A-bdl Ac-Ko-A és szabad karnitin kégik. A mitokondriumon belil acetatbde
novo Ac-Ko-A szintézis is folyik. Az Ac-Ko-A tobb Utvaon is hasznosulhat. Részt vehet a
mitokondrialis fehérje acetilacioban, a liponsainszisben, illetve a citratkorbe lépve, az
elektrontranszport lanc kodése altal végssoron az ATP termeléshez is hozzgjarulhat. A
citoszdlikus Ac-Ko-A szarmazhat a mitokondriumbdkektlé citromsavbol, valamint a
peroxiszémalis acetatbol. Ez az Ac-Ko-A részt vettes a zsirsavak szintézisében, acetil-
kolin elédllitasban, valamint direkt modon, vagy acetat fgaban a sejtmagba
transzlokaldédhat, ez utdbbi az ott jeledéhc-Ko-A szintaz altal ismét Ac-Ko-A-va alakul.
Az Ac-Ko-A a sejtmagban a hiszton és nem-hisztdréfgket acetilalja, igy génexpresszios
valtozasokat hoz létre. Kozvetlen bizonyitékok jinsagi CAT jelenlétére még nincsenek, de
ha valoban van magi CAT, akkor az itt is a sejtnaaghnszlokaldédott ALC szabad karnitinné
€s Ac-Ko-A-va tortéd atalakitasat végzi szabad Ko-A segitségével (&, &osca és mtsai.,
2009).
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9. abra: Az ALC-bél szarmaz6é Ac-Ko-A metabolikus jelengsége. Az Ac-Ko-A részt vehet a
mitokondridlis fehérjék acetildlasaban, liponsav simtézisben, a citratkbron keresztlil az
energiatermelésben, tovabba zsirsav és acetil-kolinszintézisben, vagy akar a génexpresszid
szabalyozasaban is. Roviditések: ALC — acetil-L-kanitin, CACT — karnitin-acilkarnitin-transzferaz, CA T

— karitin acetiltranszferaz, Ko-A — Koenzim A, Ac-Ko-A — acetil-Koenzim A, ETC — elektron transzport
lanc (Rosca és mtsai., 2009 nyoman moédositva).

Bar a szervezetben jelentékarnitinek 99%-ban intracellularisan lokalizaltai,
szérumban jelenlév acilkarnitin/karnitin - ardny meégis rendkival érzélke az
intramitokondrialis valtozasokra. A teljes karnit@s az ALC koncentraciok feltt ember
esetén rendre 23-73 pM-t és 3-14 uM-os értékektkdmbzognak a plazmaban (Minkler és
mtsai., 2008). Az ALC plazma koncentraciojat esalagztasat a fiziologiai €s patoldgiai
allapotok befolyasoljak, amelyként az Ac-Ko-A szintézis mértékére enged kovetdart
Normal esetben éhezés esetén a vizsgalt alanyokkihalasztasa 78%-ra ndvekszik (Hoppel
eés Genuth, 1982). Ezzel szemben cukorbetegeknénldagtriimények joval lassabb és
alacsonyabb szititALC kivalasztast eredményeznek, amely lassabb,ozxsdacio altali Ac-
Ko-A szintézisre utal. Azon diabeteses alanyokakiknél ketdzis is éfordul, a vizeletben
jelenléw 6sszes acilkarnitin 61%-4at az ALC teszi ki, amdlgmai csokkenést mutat inzulin
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kezelés hatasara (Hoppel és Genuth, 1982). A sAowdtC tartalma a mitokondrialis CAT
mennyiségéi fligg. Mivel limitalt mennyiséfy mitokondrialis CAT van jelen, ezért a majban
az ALC transzport rendkivil korlatozott, és a migsemitokondriumaibdl a citoszdlba az
Ac-Ko-A egyseégek citrat formajaban transzportalddfRosca és mtsai., 2009).

Mivel az ALC — csakugy, mint a karnitin — tobb mabékus Utvonal mikédését is
befolyasolja, ezért az energiahaztartas felborugaré betegségekben fontos szerepe van
(pl. ischemias-reperfuziés sérulések, Alzheimer-iditskori demencia, stb.). Emellett egyedi
neuroprotektiv, neuromodulatoros és neurotréfikigjdonsaguk révén szintén kapcsolatba
hozhatdk a kulonbdzkorképekkel. Az ALC igéretes terapias alkalmakdisetisége élszor
azon alapult, hogy kismétemolekula Iévén kdnnyen atjut a BBB-n. A karnitimhesonldéan
ez Bként a nagy affinitasu, Nduggs szerves kation/karnitin transzporteren, az OCTN2-n
keresztiil valosul meg, illetve kisebb mértékben (&"Baminosav transzporterek is részt
vesznek a molekula agyba juttatdsaban (Inano &s.n2603; Miecz és mtsai., 2008; Nalecz
€s mtsai., 2004). A kézelmultban azt is kimutattédgy a nagy affinitasi OCTN2 és OCTN3
transzporterek mind asztrocitdkon, mind neurongkten vannak csecsénés feldtt agyban
is (Januszewicz és mtsai., 2010; Januszewicz &&.n2009).

Az orédlisan adagolt ALC a bélcsatornabdl a vérammkdril (Gross €s mtsai., 1986),
majd onnan gyorsan tavozik a vese, bél, sziv, agpd szovetébe. A bélhamsejtekbe tditén
felvétel kdézben vagy azt kovetn mar deacetilalodik, majd az Ujonnan formalodott
intracellularis szabad karnitin egy része isméttid@dik (Rebouche, 2004). Az orélisan
beadott ALC felszivodasa igen gyenge, bar a szetveagy dozisban is jol toleralja a
hatbanyagot. Jugularis artériaba toéténjektalasat kovéen a felvétel 15 masodperc alatt
végbemegy (Kido és mtsai., 2001)6eimibsokon veégzett pozitron emisszids tomogréafos
(PET) vizsgalattal kimutattdk, hogy egyszeri ALQektalast kéveien a molekula 5 percen
belul eljut az agyba, és a kéregben még 60 pesrdtélel is magas a koncentracioja
(Kuratsune és mtsai., 1997). Az agy sejtjeiben BZ £AT enzim segitségével Ac-Ko-A-va
és szabad karnitinné alakul ATP felhasznélasa hé¢Rkémsay és mtsai., 2001). Ez4ltal az
ALC az acetil csoportok raktaraként képes funkdimnamelyek aztan szamos utvonalon
keresztll hasznosulhatnak, pl. lipidek, glikogén agstil-kolin szintézisében (Dolezal és
mtsai., 1981; Farrell és mtsai., 1986; Ricciolés mtsai., 1998). Az ALC az oldalso
agykamraba injektalva C&vé alakul, és gyorsan beépll az agy telitett,madbegyszeresen
és tobbszorosen telitetlen zsirsavaiba (Ricciadi®i mtsai., 1998). Szamos tanulmanyban
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leirtak, hogy az intravénasan beadott ALC képesutddni az agyi metabolizmust. Ez a
beadast kovét10-30 percen belll megndvekedett agyi glikéz nwditaiushoz vezet (Ori és
mtsai., 2002), és ischemiat kofeh csokkenti az agyi laktat szintjét (Rosenthahgsai.,
1992; Zanelli és mtsai., 2005). Az ALC hatasa nmibpazodod lehetséges mechanizmusként
jelolik meg a molekulanak azt a tulajdonsagat isgyh Ac-Ko-A-t, mint oxidalhat6
szubsztratot képes biztositani a citratkor szantlrgatsune és mtsai., 1997; Zanelli és
mtsai., 2005). Az ALC a szervezétlelsssorban vizelettel trtl, mind karnitin, mind ALC

formajaban (Marzo és mtsai., 1989).

/ Antiapoptozis \

Antioxidans < Acetil-L-karnitin Sejtmagi
hatas l T transzkripcio
Ac-Ko-A
¥ \ y
Mitokondrialis Mitokondriumok
lipid kbrnyezet biogenezise
Bioszintézis Nem-hiszton fehérjék
utvonalak acetilalasa

10. abra: Az ALC protektiv hatasa mogott hiuzodo lebtséges szignalizacids Gtvonalak. Az ALC-t
»mitokondridlis tapanyagforrasként” tartjdk szamon, amely a j6tékony hatasait szamos mddon képes
kifejteni, melyek kdzos jellemvonasa, hogy szamukracetil csoport forrast jelent az ALC (Rosca és més.,
2009 nyoman maédositva).

Az ALC neuroprotektiv hatasat az agy kulonbderuletein megfigyelték, koztik a
hippocampusban, a prefrontalis kéregben, a sulstaigraban és az agy egyeb, muszkarinos
acetil-kolin receptorokat expresszald régioibanb@Mini és mtsai., 1989). A molekula
jotékony hatdsat szamos utvonalon keresztil kdéjtligymint a mitokondrialis funkcio és

energetika stabilizalasa, antioxidans hatas, memokratabilizalasa, fehérje és génexpresszio
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szabalyozasa vagy akar a kolinerg neurotransznisg@egitése (10. abra) (Rosca és mtsai.,
2009; Virmani és Binienda, 2004; Zanelli és m{sz005).

Kitekintés néhany ALC-vel kezelt neurodegenerativ lgaltozasra

Az ALC-t az agy, a sziv, illetve egyeb szervek rhetikus allapotanak javitasat célzé
allatkisérletekben, illetve klinikai kezelésekbeklsal szélesebb kérben alkalmazzak, mint az
L-karnitint, hiszen jobban felszivodik, és konnyeblatjut a BBB-n. Az ALC-nek kilénbéz
lehetséges hatasmechanizmusat leirtak mar, s ebekttkaz egyik legfontosabb a
mitokondrialis funkciora gyakorolt hatasa. Ennelpdé®an szamos olyan betegségmodellen
vizsgaltdk a hatéanyagot, melyek kodzponti eleménitokondriumok sérilése, illetve az
oxidativ stressz jelenti.

Az Oregedéshez legnagyobb mértékben az oxidatiekomdrialis hanyatlas jarul
hozza. Kimutattak, hogy normal mitokondrialis meti#tiok (pl. ALC) bevitelével mindez
csokkenthet (Ames és Liu, 2004). tis patkanyoknal 3 honapon at folyamatosan tarté ALC
felszabadulas, valamint az A&llatok hippocampdlisysagieteiben elektrofiziologiai
vizsgalatokkal kimutathaté volt a serkéntposztszinaptikus potencialok (EPSP-k)
meredekségének és a populacidés spike-ok amplitddibjandvekedése. Mindezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az ALC fokozza abagya szinaptikus neurotranszmissziot,
és ezaltal éisegiti a tanulast azdd allatoknal (Kobayashi és mtsai., 2010). A leggyddb,
demenciaval jaré itkkori neurodegenerativ betegség az Alzheimer-kob)(Aahol a
memoriadeficit hatterében a tau fehérje hiperfadzitdja, valamint a p-amiloid
felhalmozodasa all. Patkanyoknal az ALC hatasatmd@lellen vizsgalva kimutattak, hogy a
kezelés csendesiti a tau fehérje hiperfoszforijationeggéatolja §-amiloid prekurzor fehérje
(APP) foszforilaciojat, ezaltal pedig csokkenpamiloid mennyisége, aggregacidja. Ezek
nyoman a memoriadeficit visszaszorithato, tehalABZ egy igéretes jelolt lehet az AD
patofiziologias és viselkedésbeli elvaltozasainakekesére (Zhou és mtsai., 2011).

A Huntington-kér (HD) az egyik legnagyobb gyakogéaneurodegenerativ betegség,
mely 100.000 embeé#b 4-5-6t érint. A leggyakoribb tlinetei a motorosficieek, a
depresszioban manifesztalddd emociondlis- és adélzavarok, kognitiv karosodasok, stb
(Mehrotra és Sandhir, 2014). A betegség soran gngliiett neuropatologias elvaltozasak f

okozoéja a sérult mitokondrialis itkédés nyoméan fellép ROS képédés (Ames és mtsai.,

30



1993). EbBI kifolydlag a HD elleni kiizdelem eldleges célpontjai azok az eljarasok és
hatéanyagok, melyek a mitokondriumokiikiidésének fokozasat, helyreallitasat célozzak.
Egy kdzelmultban megjelent tanulmanyban kimutattédgy a mitokondridlis kofaktor ALC
és a-liponsav egyittes adasa hatékonyan csokkentett@xadativ stresszt, a kialakult
hisztologiai elvaltozasokat és a viselkedési digfi@dt patkany HD modellben (Mehrotra és
Sandhir, 2014).

Az alkoholizmusban kialakulé oxidativ stressz kiilémw neurodegenerativ
elvaltozasokat okoz, ugymint gyulladas, neuronglisztulas, vagy asztrogliozis (Potula és
mtsai., 2006; Riikonen és mtsai., 2002). AlkoHoli@tott egerek frontalis kortikalis
agyszeletében csokkent méftéeinaptikus transzmissziét mutattak ki a kontosibporthoz
képest. ALC kezelés hatdséara szignifikdnsan csdkkemxidativ karosodas és a neuronalis
pusztulas, valamint megfigyelték a szinaptikus aganszmisszid helyreallasat is. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy az ALC képes megvédeniagyszovet sejtjeit az alkohol-
indukalta oxidativ sérulést(Rump és mtsai., 2010).

Az ALC depresszid kezelésében vald alkalmazasamaisnagyszamu szakirodalmi
publikacid latott napvilagot. A major depresszio§M) egy altalanos, normalis életvitelt
ellehetetlentt betegség, mely enyhébb és sulyosabb formakat &gydithet. Annak ellenére,
hogy szamos, kulonbézhatdsmechanizmussal rendelkentidepresszans elérigfoként a
monoaminerg rendszert célzd), a paciensek jgtehényadanal a kezelés nem hozza meg a
vart eredményt (Bauer és mtsai., 2013). A neuraptagsban megfigyelhételvaltozasok az
MDD esetén is kdzponti patofiziologiai mechanizmérskszerepelnek (Pittenger és Duman,
2008). Depresszios betegeknél a neuroplaszticitagbatos szerepet jatszO zsirsav- és
lipidmetabolizmus megvéltozik (Peet és mtsai., 198§ érthed az ALC esetleges protektiv
hatasanak vizsgalata MDD esetén is. Wang és muskatagy kozelmualtban megjelent
tanulmanyukban nagyszamu olyan publikacio erednméiogdaltak 6ssze, melyekben arrdl
szamoltak be, hogy az ALC depresszidban protekitasgt fejtett ki (Wang és mtsai., 2014).
Mindez szamos aspektusbdl megkozelithet magyarazhat6. Egyrészt a molekula az idegi
plaszticitast képes befolyasolni, pl. a kulonb&zreurotréfikus faktorok, ugymint BDNF,
ARTN vagy NGF upregulacioja altal (Di Cesare Matinés mtsai., 2011). Az MDD-ben
kbzponti szerepet jatszo, lipidmetabolizmusban etz valtozast az ALC képes kivédeni
azdltal, hogy befolyasolja a membran foszfolipidabelizmusat és a membran fiziko-kémiai
tulajdonsagait (Pettegrew és mtsai., 2000). Mindiethea neurotranszmitter rendszerek
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modulalasaban is részt vesz, pl. a depressziodszalzempontjabol fontos szerotoninerg és
dopaminerg rendszerre is hatast gyakorol. Kimuktatthogy a mezokortikolimbikus
terlleteken az ALC képesdskgiteni a szerotonin és a dopamin felszabadu(@sét és
mtsai., 2002).

A hipoxias-ischemias (HI) karosodasok a perinataperiodusban 1000éb
megkozelibleg 1-6 csecsebt érintenek (Shankaran, 2009). Mindez végzetes katadi is
lehet, a tulélk esetében pedig sérilt idegi &jést, tanulasi nehézségeket vagy mentalis
retardaciot okozhatnak. Epp ezért rendkiviil intemaértékben folynak kutatasok a HI altal
okozott agykarosodas mertékének cstkkentésereddseee (Cerio és mtsai., 2013). Xu és
munkatarsai 7 napos patkanyokodiddzett Hl-vel szemben alkalmazott ALC kezelés $ata
vizsgaltak. Tanulmanyukbdl kideril, hogy a hatéany-t kovet) korai alkalmazasa esetén
neuroprotektivnek bizonyult a sulyos oxidativ émotikus stresszel, a sértilt foszforilacioval
€s az anaerob glikolizissel szemben, ugyanis ensmibsztratként szolgalvastgitette az
agyi oxidativ energiatermelést és minimalizaltaaaerob glikolizist (Xu és mtsai., 2014).

A traumas gerincvél sérllések hosszan fenndllé gyulladasos véalashbkéinak,
amely a gerincvél neuronok és glialis elemek apoptotikus pusztiiézavezet. Az ALC-vel
torterd kezelés keéslelteti a hatsogyoki ganglionééneuronjainak degeneraldédasat periférias
ideg sérllését kovéen (Hart és mtsai., 2002). Karalija és munkatasautattak, hogy az
ALC képes csokkenteni a motoneuronok degeneralédasinbalis gerincvél sérilés utan,
tovabba csokkenti a mikroglia- és makrofag aktiofcés axonndvekedést valt ki a seérilt
szegmentumban (Karalija és mtsai., 2012). A kusaiport munkait tovabb folytatva, az ALC
hosszUtavu hatasét is vizsgalta. Ezen kisérletelgagoltak a molekula neuroprotektiv
tulajdonsagat, hiszen a gerinasiekérilést kdveéten anti-apoptotikus, gyulladasgatldo és
proregenerativ hatasa ekkor is kimutathat6 voltéija és mtsai., 2014).

A fejl6do és a feldtt agy traumas sériilése soran az energia metahdip@arceken
belul felborul, ami aztan 6rakon keresztil fenndhiajd ezt kdveéien a sejtpusztulas
folyamata is elindul (Robertson és mtsai., 2009)sékiilést kovéen tobb mitokondrialis
enzim oxidativ médosulasa és inaktivalédasa is iggethet), ezek k6zott emlithéta PDH
is. Mivel a PDH altal katalizalt reakcio kozvetléidat biztosit a glikolizis és a citratkor
kozott, ha ez seéril az aerob metabolizmus megszdkgyl olyan alternativ energiaforras,
amely ezen reakciohoz képest disztalisan helyekkeldiképes lehet athidalni ezt a lépést.
llyen molekuldk pl. a ketontestek, zsirsavak éaalkarnitinek, melyek az eredetileg PHD
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altal katalizalt reakcié termékéve, vagyis Ac-KovA- metabolizalédva a citratkorbe
léphetnek (Zanelli és mtsai.,, 2005). Az ALC ezenajtlonsaganak koszonlken
patkanyokndl a traumas agyseérilést ko 24 oran belll alkalmazva képes volt az agyi
lézi6 mértékeét csokkenteni, valamint a magatarliagimenetelt javitani (Scafidi és mtsai.,
2010).

Szamos, idegszoveti elvaltozashoz kdthegpatologids allapotot jellemez az
ugynevezett neuropatias fajdalom, amely egy péagérvagy kozponti idegrendszeri
séruléssel vagy karosodassal kapcsolatban kialdkb#s szignalizacio. Lathatd sérulés vagy
klinikailag vizsgalhaté gyulladas hianyaban is félltmat. Patofiziolégiai mechanizmusai
mitokondrialis diszfunkciéhoz koéth&k, amely vég8é soron az apoptotikus kaszkad
aktivaciojahoz vezet. Periférias neuropéatias moeell kimutattak, hogy az ALC kezelés

képes a hiperalgéziat az apoptozist csbkkentenCéd3are Mannelli és mtsai., 2009).
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Célkitiuzések

Az értekezés alapjat képgekisérletes munkam célja egy olyan hatéanyag iséem
modelleken val6 tesztelése volt, amelynek egyikdepsabb dinyos tulajdonsaga, hogy a
szervezetben endogén modon is jelen van, ezérgkhalidssal nem kell szamolni, és a

dozirozasi nehézségek is elkeritledt Méréseink harom kisérletsorozat kéré csopoltedsu

1) Az ALC esetleges protektiv hatdsanak vizsgalata 2VQaltal okozott
karosodasokkal szemben, melyhez elektrofiziologidlL.TP) és hisztologiai

méréseket vegeztink.

2.) Az ALC hatasanak elektrofiziolégiai 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 feltérképezéseérdés volt szamunkra,

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

Az el kisérletsorozatban elektrofiziologiai modszerekakhazasaval arra kerestik a
valaszt, hogy a 2VO milyen mértekunkcionalis romlast eredményez ditétet koveben 5
nappal késbb, illetve ezen modellen vizsgéltuk az ALC potélisi neuroprotektiv hatasét.
Mivel a szakirodalomban fellelhg&tdatok tilnyomé tébbsége azt mutatja, hogy az Atk
elokezelésben alkalmazva hatékony az egyes neurodegieneetegségekkel szemben, ezért
célul tiztik ki, hogy a mi kisérleti elrendezésiinkben iszésetjiuk az éF és utdkezelésben
mutatott hatasat. Az elektrofizioldgiai vizsgalatalellett ezen kisérletsorozat szerves réeszeét
képezte az egyes vizsgélati csoportok hisztologiadlizise, mely sordn a szinaptikus
plaszticitds mértéke és a dendrittiiskék szama #o6@észefliggés meghatarozasa volt a

célunk.

A masodik kisérletsorozatidisérleteiben célunk volt egn vitro globalis ischemias (OGD)
rendszer felallitasa, és az ehhez szikséges paratéteghatarozasa annak érdekében, hogy

a tovabbi kisérletekben ezen modell alkalmazasévafizsgalni tudjuk az ALC-t. Ehhez
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sziikséges volt a megfalelOGD-s idablak intervallumanak pontos meghatarozasa. A
megfeleb idétartami ischemias inzultus megvalasztasat K@évetnyilt leheiségink a
masodik kisérletsorozat étHleges céljaul kitzétt ALC hatasvizsgalatra. Ennek keretein belll
szlikséges volt annak a legkisebb effektiv dozisnaleghatarozasa, amely alkalmazasaval a
sejtpusztulas, a szinaptikus transzmisszi0 megdaaska valamint szinaptikus plaszticitas

sérilése is kivédhét

A harmadik kisérletsorozatban arra iranyultak \é¢atnink, hogy meghatarozzuk az ALC
protektiv hatdsa mogott huzédé hattérmechanizmasok@yek mind a 2VO-s, mind pedig

az OGD modellben kapott eredmények mogott egydmdmbdhatnak.
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Anyagok és modszerek

A kisérletek soran felhasznalt allatok

Kisérleteink soran fiatal fetit (200-250 g-0s), him Wistar patkanyokat alkalroakt
(N=74). Az allatokat a kisérlet megkezdéséig az BZITIK Elettani, Szervezettani és
Idegtudomanyi Tanszékének allathazdban szabvanjiasyag ketrecekben tartottunk, ahol
12-12 6ras vilagos-sotét periddust, standardC2BSmérsékletet, tovabba a vizhez és az
élelemhez valo szabad hozzaférést biztositottunkis@rletek soran arra térekedtink, hogy
minimalis szamu allatot hasznaljunk fel, valamihggy a legkisebb mértékszenvedést
okozzuk szadmukra. Minden esetben kovettik a labowmhi allatok gondozaséaval
kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacid No. 85-28MMagyar Egészségugyi Bizottsag altal
jovahagyott allat gondozassal kapcsolatos protbkdP98) és az Eurdpai Kozosségek
Tanacsanak 1986. november 24-i rendeletét (86/&R)EAz el$ kisérletsorozatban, ahol az
ischemias inzultust a 2VOiitettel idéztik &, 37 db allatot hasznaltunk fel. Az elemszamok
az el$ Kkisérletsorozat elektrofiziol6giai vizsgalataibamsoportokra lebontva a
kovetkedképpen alakultak: altiott kontroll N=6; 2VO-s csoport N=6; 2VO+ALCdaKezelt
(100 mg/kg) N=5; 2VO+ALC utdkezelt (100 mg/kg) N=ByO+ALC utdkezelt (200 mg/kg)
N=6; ALC ebkezelt (100 mg/kg) alitott N=3; ALC utokezelt (100 mg/kg) alitdtt N=3;
ALC utokezelt (200 mg/kg) Aaltwott N=3. A Golgi-Cox impregnacios hisztoldgiai
vizsgalatokhoz 16, az OGD-s kisérletsorozatokbaligdl allatot hasznaltunk fel.

A két-ér elzarasos (2VO) modell

A 2VO mitéti technikaval egy olyan globalis hipoperfuzidta@ot idézhet elo,
amely j6l modellezi példaul azddkori kronikus csotkkent agyi vérataramlast, amélgaul a
carotis artéridk elmeszesedése nyoman alakulhatA kRVO elvégzéséhez az Aéllatokat
natrium-pentobarbital oldat (60 mg/ml) intraperigdhis (i. p.) injektalasaval altattuk. A
mitétet csak azutan kezdtik, amikor megbizonyosodannél, hogy az allat mar mélyen
alszik, és nem érez semmilyen fajdalmat. A preparahegkezdésedtd a nyak teriletén a
szrt  eltvolitottuk, ezt kovéen bemetszést ejtettiink a 6rbn, ahol lokalis
fajdalomcsillapitasra Lidocain (Sigma, Németorszatgatot (100 mg/ml) alkalmaztunk.
Ovatos mozdulatokkal a kigzovetes részeMtés a nyaki izmoktdl szabadda tettilk az arteria

carotis communisokat (cca). A feltart artériakrbddeolitottuk a vagoszimpatikus idegkoteget,
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az erek alatt cérnatiZtink at, hogy megkénnyitsik az aneurizma csipefetb&lyezését. Ezt
koveben a sériilést nem okozé csipeszek segitségévar8epeverzibilisen elzartuk az cca-
kat. Az allatok testbmérsékletét a tét alatt, illetve azt kbvéen az ébredésig folyamatosan
monitoroztuk, €s egy automata melépéad (Supertech TMP-5a, Hungary) segitségével
37+0.5 °C kozott tartottuk. A 30 perces periodus elteltéagl aneurizma csipeszeket
eltavolitottuk, ezaltal a keringés helyredllhatéit. esetleges fefzések elkerllése érdekében
a feltart tertleten antibiotikumot alkalmaztunk, jcdhaebészi cérnaval zartuk és Betadinnal
fertétlenitettiik a sebet. A varrt seb terlletén fajdasitapitashoz szintén Lidocain oldatot
hasznaltunk. A ritétet koveben 5 napos tulélési &t valasztottunk, majd ezt koven

végeztik az elektrofiziologiai és hisztoldgiai \gatatainkat.
Az el kisérletsorozat csoportjai, kezelések acetil-L-kanitinnel

Kisérleteink el§ részében az ALC-nek (Sigma, Neémetorszag) a gbali
hipoperfuzioval szemben gyakorolt hatasat vizsgadte LTP indukalhatésagan keresztil. A
hatéanyagot 1 ml fiziologids séoldatban oldottuk fmajd az allatok szervezetébe napi
egyszeri i.p. injekcié formajaban juttattuk be. @ldkezelt csoport az ALC-t 100 mg/kg-os
dozisban kapta, a 2VO itetet megeéizéen, 5 napon keresztil. Két utokezelt csoporttal
dolgoztunk kisérleteink soran: az egyik csoportbarallatok az alacsonyabb, 100 mg/kg-os
dozisu ALC kezelést kaptak, mig a masik csopordrmarepbk egy magasabb, 200 mg/kg-os
dozist. Az utokezeléseket minden esetben a 2VOvetén 5 napon at végeztik (azcels
kezelést a ritét koveten 1 oOraval kaptak a patkanyok). Mindemelleti- ebs utOkezelt
almitott csoportokban is megvizsgaltuk, hogy az ALC ko valtozast a szinaptikus

transzmisszié tartds megndvekedésében.
In vitro elektrofizioldgia

Az elektrofiziolégiai méresekhez az allatokat deta@juk, majd a fejbrt és az alatta
elhelyezked kotoszbvetet bemetszve szabadda tettik a koponyatkdaien a sutura
saggitalis mentén egy hosszanti, a sutura coromaigtén, valamint €it caudalisan jobb és
bal iranyban egy-egy keresztiranyl metszést ejtkitA koponyatet szétnyitasat kovéen a
bulbusok mdogott és a kisagyo6tl coronalis metszéseket végeztink, ez lakettette
hippocampust tartalmazd, kb. 3 mm vastagsagu agpgio reltavolitasat. A hippocampus

kozép$ részeébl vibratom (Leica VT1200S, Németorszag) segitségdse um vastagsagu
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szeleteket készitettlink. A metszést mesterségebrospindlis (artificial cerebrospinal fluid,
aCSF) folyadékban végeztik, melynekmérséklete maximum 4£C volt. Az aCSF
Osszetétele: 130 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 1 mM N&&,, 24 mM NaHCQ, 1 mM CaCj, 3
mM MgSQ, és 10 mM D-glukéz (Sigma, Németorszag). A lemétszzeleteket
szobaldmérséklei regisztral6 aCSF-be helyeztilk, melynek dsszetétzlk a 3 mM CaGks
1.5 mM MgSQ koncentracidkban tért el a metszésnél hasznakitohetss és a regisztrald
aCSF-et egyarant karbogénnel (95% &% CQ) oxigenaltattuk, ezaltal biztositva a szeletek
megfeleb és zavartalan Oellatasat. Az 6sszes hippocampalis szelet elkésstikoveten a
szelettarté edényben kgvegisztralo aCSF-et 34-3% -ig melegitettik, és az agyszeleteket
minimum fél oran at ilyen koralmények kozott pihettik annak érdekében, hogy a
szeletkészités soran okozott sérulésekkel szemtmgkenddott regeneracios folyamatok
végbemehessenek. Ezt kddat megkezdtik a folyadékiitését, és az agyszeleteket a
kisérletek megkezdéséig alland6 16°€8-o0s lbmérsékleten tartottuk. A mérésekhez Haas-
tipusu regisztrald6 kamraba helyeztik a szeletekted) 34°C -on, paradus kérnyezetben,
regisztral6 aCSF perfaziéja mellett kb. fél oranreeztil pihentettikoéket a kisérlet
megkezdéséig. A kamraban a perfaziéos aCSF arasdgfisissége ~ 2 ml/perc érték kozotti
volt.

Az elektrofizioldgiai felvételekhez egy koncentrikurozsdamentes acél elektrodot
(Neuron elektrod kft; Budapest, Magyarorszag) haiyek a hippocampus CA3-CAl-es
régioja kozott a stratum radiatum rétegbe, ahahgerlést allandé aram&sség mellett, 0.2
ms-0s impulzusokkal 0.033 Hz frekvencian végeztBk. aCSF-fel feltoltott, 2-3 M@
ellenallasu regisztralo elektrédokatsétbrthodrom helyzetben pozicionalva, a CAl-es régio
stratum radiatum rétegélserkend posztszinaptikus mépotencialokat (fEPSP) vezettink el
(11. abra). A CA3 féll érked Schaffer-kollateralisok a CAl-es piramissejtekkafs
dendritjein szinaptizalnak, ahol az ingerlés hatd&PSP-ket hoznak létre. A hippocampus
jellegzetes citoarchitekturajanak koszormleet ezek az aramok 6sszédmek, létrehozva a

fEPSP-ket, melyeket megfetetllenallasu elektrodak segitségével regisztralhunk.
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kontroll fEPSP 2VO fEPSP

11. abra: Az elektrofizioldgiai mérések soran regiralt, reprezentativ fEPSP-k a kontroll és a 2VO-s
csoport esetén. JOI lathatd, hogy a globalis hipogézié — ugyan funkciondlis kadrosodast okoz — nem
eredményez patolégias elvaltozast (pl. epileptiformaktivitast) az ingerlésre adott valaszban. Révidések:

fEPSP — serkené posztszinaptikus me#potencial, 2VO — 2-ér elzaras.

Az el kisérletsorozatban a fEPSP-k amplitiddjat monitia Az ingerd stimulus
nagysaganak megvalasztasanal minden Kkisérletberltigly arra, hogy szubmaximalis
ingerlést alkalmazzunk, ami azt jelenti, hogy a mmis amplitidéju fEPSP-t kivalto
legkisebb impulzus intenzitasanak kortlbeltl 70-8@0thasznaltuk. A fEPSP regisztralasa
analdg-digitalis konverter segitségével, regisatfogrammal ellatott szamitégépen tortént
(Experimetria; AIF-03). Az adatokat OriginPro 8 {@nLab Corporation, Northampton, MA,
USA) programmal értékeltik ki.

A szeleteket a fent emlitett paraméterek mellett 3® percen keresztil ingerelve
pihentettik. Erre a fEPSP-k stabilizalodasa miatt szilkség, amint ez megtortént, egy 10
perces kontroll szakaszt regisztraltunk. Az edgsérletsorozatban résztwedallatokbdl nyert
szeletek esetén a kontroll szakasz felvételét Kévehagyfrekvencias ingerléssel (theta burst
stimulacié, TBS) LTP-t indukaltunk. A TBS soran B,dl00 Hz-es impulzuscsomag érte a
szeleteket, ahol a train-ekoirtama 40 ms, a burst-6k kozotti intervallum pegb ms volt.
Ezt kdveten a fEPSP-k amplitiddjanak valtozasat tovabbid&@gn keresztlil monitoroztuk.
A masodik kisérletsorozat esetén a 10 perces Kbsirakaszt egy 15 perces OGD kovette,
ezutdn egy 40 perces periodusban kovettik nyomofERSP-k valtozasat (esetleges
visszatérését az ischemia utan), majd ennek le&lfEBS-sel LTP-t indukaltunk, melyet

tovabbi 35 percen keresztll regisztraltunk.
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Golgi-Cox impregnacios technika

Golgi-Cox festioldat elkészitése

A Golgi festoldat elkészitéséhez harom tdrzsoldatot hasznalfunkl. és lil.). I.
oldat: 5%-o0s kalium-bikromét, Il.: 5%-0s higany-kth IIl.: 5%-0s kéalium-kromét.
Mindharom anyag desztillalt vizben (DV) volt oldva.térzsoldatok higitasa Glaser és Van
der Loos metodikaja szerint tortént (Glaser és WanlLoos, 1981). Golgi-Cox fegildatta
valo 0sszekeverésiukhoz szikség volt 5 térfogatggysz 1. oldatbdl, 5 térfogategységre a ll.
oldatbdl, melyeket dsszekevertink. Ezutdn a ldatdol 4 térfogategységet kevertiink el 10
térfogategység DV-vel. Ezt koveEn az I.+1l. keverékét lassan, Uvegbottal vald kgetds
mellett 6ntottik dssze a Ill.+DV oldattal. A folyamnsotétitett helyiségben tortént. A kész
elegyet sotét tvegben minimum 5 napig oregitettifkll@asznalas étt. Ek6zben az lveg
aljan némi csapadék valt ki, igy a festésnél lUgykltarra, hogy csak a tiszta fellliszo6t

hasznaljuk.
Kodak fixal6 oldat elkészitése

A Kodak fixalo oldat (Eastman Kodak Company) katzsdldatbdl tegdott 6ssze. A
Kodak-A oldat 25.25 ml DV és 6.25 ml Kodak-A Oss&eésével készult. A Kodak-B oldat
esetén 50.5 ml DV-hez adtunk 0.7 ml Kodak-B-t. A kédatot a festési eljaras kezdetén
kimértik, majd sotét helyen kilon taroltuk, és ckéakvetlenll a felhasznalassgl ontottiik

0ssze.
Metszetek készitése, festése

A hippocampus CAl-es régidjanak piramissejtjeinél@endrittiiskék szamanak és
denzitasdnak meghatarozasa a Golgi-Cox festésttd@ivacrtent. Az allatok dekapitalasa
utan a hippocampust tartalmazo agyi régid eltéasdihak menete megegyezett az
elektrofizioldgiai kisérletek soran alkalmazottalcorondlis metszdsblokkot, mely a teljes
hippocampust tartalmazta, Golgi-Cox fedtlatba helyeztik 10 napra, és szaimaérsékleten
tartottuk sotétben. Az &kozben kivald csapadék hattérfadst okozhat, igy annak
erdekében, hogy ezt cstkkentsik adelstatot 2-3 naponta lecseréltik az agyblokkokon. Az
impregnacio elkészultével az agydarabokat minimw®, Znaximum 30 napra 30%-0s
szacharGz oldatba helyeztik, égdben taroltuk. Erre azért van sziikség, hogy az elés
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agyszeletek rugalmasabbak legyenek, és ne torauskzezét a szaradast késen. A
hippocampus koézépsrégiojabol, vibratom (Leica VT1000S, Leica Biosmss Nussloch
GmbH, Németorszag) segitségével 100 um vastaggétpieket készitettiink. A metszés 6%-
0s szacharoz oldatban tortént, majd innen zseladth¢2%) Uveg targylemezekre huztuk fel a
metszeteket. Ezt koueEn sotét parasitdo kamraba helyeztik az elkésziitizeteket, és egy
€jszakan at ott tartottuk. Masnap a targylemezdistikadba tettilk, és Gibb és Kolb
metodikaja alapjan kezeltik (Gibb és Kolb, 19983 éis) Iépés egy DV-es mosas volt (1
perc), majd 30%-os NIDH-ba (VWR, Magyarorszag) helyeztik, és 30 perobeets
szekrénybe tettiik. Ezutan ismét egy DV-es mosastkégett, mely szintén 1 percig tartott.
A kovetked |épésben megtortént a fixalas a két kompon&ngb+B) allo Kodak Fixalo
oldat segitségével. Ez 30 percig tartott, és sééttajlott. A szikségesddelteltével ismét
DV-es mosast alkalmaztunk, 1 percen at, majd pkdsgallo alkoholsorral viztelenitettik a
metszeteinket. A felszallo alkoholsor a kdvetkemolt: 50%-0s alkoholban 1 perc, 70%-0s
alkoholban 1 perc, 96%-0s alkoholban 1 perc, abiszdkoholban 2x5 perc, végull xylolban
10 perc. Miutan ezzel végeztink, fluoromountot y&grvittink fel a targylemezre, majd
rahelyeztik a fetlemezt. Az edhivott metszeteket 24 Oraig szabad léregzaritottuk, majd

fénymikroszkopban vizsgaltuk.
A dendrit tiskék kvantitativ analizise

Az elkészilt metszeteinket fénymikroszképos (OlysmpBX51, Tokid, Japan)
sztereoldgiai vizsgélatoknak vetettik ala, melyekhelaj immerzidés objektiveket
alkalmaztunk. Minden hisztoldgiailag vizsgalathoe# 4llat 15-15 sejtjét valasztottunk ki. A
denzitdsat analizdltuk. Minden vizsgélt sejt esetégyanazon, meghatarozott régiot
tanulmanyoztuk. Ez a valasztott terlilet az apikddisdriten egy 100 um hosszUsagu szakasz
volt, a sejttestii 100-200 um-re (12. abra). Azért dontottink ezégid mellett, mert a
Schaffer-kollateralisok itt Iétesitenek szinaptiklspcsolatot a CAl-es piramissejtek
dendritjein taldlhaté tuskékkel, ahol létrehozzak fEBPSP-ket, melyek vizsgalata az
elektrofizioldgiai kisérleteink alapjat adta.
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12. abra: A Golgi-Cox impregnacié utan kapott hippa@ampalis agyszelet mikroszképos felvétele. Az A"
fotdbn a teljes hippocampus lathaté, melyen az &ltahk vizsgalt CAl-es régié egy reprezentativ
piramissejtjét a fekete téglalap keretezi. A ,B” faén ennek a sejtnek a kinagyitott képe lathaté, mgen a
fekete téglalap jelzi a mintavételezés teriletét.dpték: 500pm (A) és 100um (B).

Az apikalis dendriteket egy 100x-0s nagyitasu alamerzids objektiv alatt
valasztottuk ki, és a latom&z a megfigyelésre szant szakaszra Allitottuk. A
fénymikroszkdphoz kapcsolt kamera segitségévelksatiievételeket készitettlink agy, hogy a
vizsgalando régid6 minden szakasza legalabb egyétibn fokuszba keriljon. Ezaltal a
metszetil fliggéen egy vizsgalni kivant 100 um-es apikalis dersirtkaszrol 5-10 felvétel is
készilt. A fotokat szamitégépre mentettiik, majdok sszlél alld, ugyanazon dendritet
abrazolé mikroszkopos felvételeket egy szoftvera@deyd 1.42q, National Institutes of Health,
USA) segitségével egyetlen képfajlba illesztettigsz&é. A dendrittiskék szamolasét
ugyanezen program segitségével végeztik. A kémekemunkatarsunk - aki a szadmolasban
nem vett részt - kddolta, majd 6sszekeverte. A stisokat végz 3 fliggetlen ember csak

ezutan kapta meg a felvételeket.
Oxigén-glikéz deprivacié (OGD), azaz am vitro ischemia ebidézése

Az el Kkisérletsorozatban tapasztalt protektiv hatds eféden hizdédéd
mechanizmusok feltérképezése érdekében, egy madikkontrollalhatd modellben is
megvizsgaltuk az ALC-t. Ez danm vitro ischemias metodika azon alapszik, hogy az ischemia
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inzultus idejére a normal aCSF-et, melyet folyamato az agyszeletre perfundalunk,
lecseréljik egy ugynevezett OGD aCSF-re. A kétdd@k kozotti legfontosabb kiilénbségek,
hogy az OGD aCSF gliikéz helyett szacharézt tartalv@amint oxigén helyett nitrogénnel
dusitjuk. Ezaltal globalis ischemias allapotot retmhk |étre az agyszeleteken, hiszen a sejtek
nem jutnak tdpanyaghoz és oxigénhez az inzultys aatt, csakigy, mint egy teljes globalis
ischemias stroke soran.

Ennek érdekében a masodik kisérletsorozatunkat &D-© protokoll idedlis
paramétereinek meghatarozasaval kezdtik. Ehhez niiidd idétartamda ischemias
periodusokat valasztottunk: 5, 8, 12, 15, 16 éspéit. A rovidebb ideig tartdé inzultus
eredmeényeként a regisztralt fEPSP-k még mutatnakzatérést, ezért egy olyan hosszu
OGD-s periddust kellett meghataroznunk, melynél rmar nem kovetkezik be. Az
elektrofiziolégiai mérések soran fennallo Kilslektromos zajt nem tudtuk maximalisan
kizarni, igy ez a vizsgalatok soran a fEPSP-k seljpegsiinése alatt is jelen volt a
regisztratumainkban. Ennek koszordieet az Eredmények fejezetben bemutatasra &erul
abrakon az adatpontok sosem vettek fel O értéketafaellenére, hogy bioldgiai valaszt mar
nem tapasztaltunk). Az OGD-s kisérletek soran &R amplitudojat és meredekségét (mas

néven slope-jat) is regisztraltuk.
ALC-vel tortén 6 kezelések az OGD modellen végzett kisérletekben

Az OGD protokoll megfeléd paramétereinek meghatarozdsa utan az ALC esetleges
protektiv hatasat kildnbézoncentraciokban vizsgaltuk. Az ALC-t a regiszidat0 perces
kontroll szakasza, valamint a 15 perces OGD-s gas@latt is a szeletekre mostuk, majd az
ezt koveb 40 perces kovetési szakaszban, valamint az LTRikoét koveben az
agyszeleteket ALC-t nem tartalmazd, oxigendltatottmédl aCSF-fel perfundaltuk. Az ALC-t
a kisérleti protokolinak megfetign normal aCSF-ben, valamint OGD aCSF-ben oldd&lk
a kovetked koncentraciokban: 128V, 250 uM és 500uM.

Az ALC hatasmechanizmusanak vizsgalata

Az ALC protektiv hatasa mdgott hizodo atvonal iddépezése érdekében egy
specifikus foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) bléblot, az LY294002-t (Tocris, Egyesiilt
Kiralysag) alkalmaztuk. Ezt 50M-0s koncentracioban mostuk az agyszeletekre aet€ep

kontroll és a 15 perces OGD-s szakasz alatt. Enmexifeleben az inhibitor feloldasa normal

43



aCSF-ben és OGD aCSF-ben tortént, melyek az AL@rttartalmaztak a leghatasosabbnak

bizonyul6 500uM-os koncentracidban.
Alkalmazott statisztikai modszerek

Az el kisérletsorozatban az eredmeények kiértékelésekamsoll 10 perc adatait
tekintettik 100%-nak, a TBS utani fEPSP-k ampliitiddhhez normalizaltuk. Az adatok
statisztikai analiziséhez a Mann-Whitney U-tesztegégeztik el. A hisztoldgiai
vizsgalatainknél az egyes csoportok spine szambatatott killonbségeinek vizsgélatahoz
egyfaktoros varianciaanalizist (ANOVA, Tukpgst-hoc) hasznaltunk.

A masodik kisérletsorozatban a fEPSP-k amplitudéslépe-valtozasaiban megjeden
tendencia szemléltetése érdekében ai ®0s perces kontroll periodushoz, mint 100%-hoz
normalizaltuk az adatsort, igy a 27. és 28. abrédeljas regisztratumok atlagai lathatok.
Annak érdekében, hogy az indukalt LTP mértékét raggbzzuk, a TBS-t medas 10
perces szakaszt (vagyis az OGD-t kévetgeneracios fazis utolsd6 10 percét) tekintettik
100%-nak, és ehhez normalizalva fejeztik ki az @agd és slope értékek valtozasat (29. és
30. abra). A statisztikai analizisek sordn ezegkéRet vetettilk 6ssze, melyhez a Mann-
Whitney U-tesztet alkalmaztuk.

A statisztikai szamitasokat az Origin Pro 8 szaft{®riginLab Corporation,
Northampton, USA) hasznalataval végeztik. Mindestlesn a P<0,05, P<0,01 és a P<0,001

értéket tekintettik szignifikdns kilénbségnek.
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Eredmények

A 2VO-s kisérletsorozat elektrofiziol6giai eredméngi

Az el kisérletsorozatban azdéelvagy utokezelésben alkalmazott ALC esetleges
neuroprotektiv hatasat a 2VO-s modellen vizsgalelkktrofiziologiai €s hisztologiai
modszerek segitségével. A globalis hipoperfazidl &kozott funkciondlis kadrosodasokat
LTP vizsgalaton keresztll teszteltik. Az LTP, aadmsszu tava potencirozddas a tanulas és
memoria altalanosan elfogadott, sejtszimbodellje, melynek segitségével az oxigén- és
gliikoz hianyos allapot kévetkeztében felldarosodasok is nyomon kovetbek. Miutan a
hippocampalis szeletekb elektromos ingerlés hataséra elvezéth8EPSP-k amplitudo
értékei stabilizalodtak, egy 10 perces kontrollikeszt regisztraltunk. Ezt koven TBS-sel
valtottuk ki a potencirozédast. Az almtt kontroll csoport esetében ez egy szignifikans
amplitidé novekedeést (144.91 + 0.34%) eredményexatty a regisztracios periddus végeéig
stabilan fennmaradt. A 30 perces cca okkluzio L&Ryyakorolt karos hatasat aiitétet
kove® fazisban is szignifikAnsan alacsonyabb amplitad¢ka8.15 + 0.44%) regisztraltunk,
melyek az id elérehaladasaval folyamatosan csokkentek. Az instabP a regisztracios
periodus végére megkozélieg a kontroll szakaszon mért amplitudé értékekedményezett
(13. abra).
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13. abra: Az almitott kontroll (N=11) és a 2VO-s (N=10) csoport eséh regisztralt LTP. A kontroll
csoport egy 6ran at is stabilan fennmaradé potenobzédasahoz képest a globalis hipoperfuzié szignifiks
mértékii karosodast okozott. Ez az alacsonyabb sziiitcsokkeré tendenciaju LTP-ben nyilvanult meg. Az
abran a nyil jelzi a 10 perces kontroll szakasz feételét kdveten alkalmazott nagy frekvencias ingerlést
(TBS-t). Az adatpontok a normalizalt fEPSP amplitidd értékek atlagat + SEM-et abrazoljak. A csillagok
a kontroll és a 2VO-s csoport kozétti szignifikankilonbséget jelzik (***P<0.001).

Ezt kdveten ebszor a 100 mg/kg ddzisu ALC utOkezelés hatasagealask. A TBS
hatasara bekovetkéz134.30 + 0.55%-0s potencirozdédas csak a kezdepietées fazisban
volt stabil, ezt kdvéten a fEPSP amplitidok csokkenni kezdtek, majd dggsanyabb
ertéken (128.37 + 0.45%) stabilizalédtak. Bar ezsznt szignifikansan magasabbnak
bizonyult, mint a 2VO-s csoportban regisztralt, nmégdig jelenésen elmaradt az alitott
kontrollokndl regisztraltaktol. Ezek utan a kezdlégekonysagat a dozis emelésével probaltuk
fokozni. Az allatok a 2VO fitétet kdveben az ALC utdkezelést 200 mg/kg-os ddbzisban
kaptak, szintén 5 napon keresztil. Az elektrofizmdhi vizsgalatok eredményei azt mutattak,
hogy a hatéanyag utokezelésben nem képes a glolyagdiperfazio altal okozott karosodasok
kivédésére és az LTP funkcid kontroll szintre vddélyreallitasara, még a megemelt
koncentracibban sem. A regisztralt potencirozé6dds0b + 0.30%-0s volt, mely egy enyhe

csokkenésen ment keresztil a kisérlet végéig @rd).a
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14. abra: Az ALC utbkezelés sem a 100 mg/kg-os (N5=%$em pedig a 200 mg/kg-os (N=9) ddzis esetén nem
eredményezett jelenbs neuroprotekciét, hiszen a csoportok LTP vizsgalabn mutatott eredményei
szignifikans mértékben kilonbéztek a kontroll csopanal kapottaktdl. Az abran a nyil a 10 perces
kontroll szakasz felvételét kdveden alkalmazott nagyfrekvencias ingerlést (TBS-t), fig a szaggatott vonal

a kontroll csoportban regisztralt LTP szintjét jelzi. Az adatpontok a normalizalt fEPSP amplitddo ért&kek
atlagat + SEM-et abrazoljak. A csillagok a kontroll és az egyes ALC utokezelt csoportok kozotti
szignifikans kulénbségeket jelzik (**P<0.01; ***P<Q001).

A szakirodalomban talalhatd, ALC jotékony hatasamahkulmanyozaséara iranyuld
kisérletek tulnyomé része azt a megallapitast tésgy az ALC utdkezelésben nem, viszont
elokezelésben alkalmazva protektiv. Ezen adatok, vatasajat kisérleti eredményeink
alapjan a kovetkézkisérleti csoportban az allatok a hatdéanyagéitedelésben kaptak (100
mg/kg) az ischemias inzultust meggien 5 napon keresztil. Az elektrofiziologiai mérégsek
az ebkezelt csoport esetében is a 2VO-t kéeet 5 nappal kébb kerult sor. Az LTP
vizsgalatok eredményei azt mutatték, hogy az ALGgktiv hatast fejtett ki, hiszen a TBS-t
kéveten a kontroll csoportéval megegyepotencirozdédast tapasztaltunk. Ez az amplitudé
novekedés (143.56 = 0.35%) a regisztracid végéabilan fennmaradt é€s a globalis
hipoperfuzids csoporthoz képest szignifikansan obfymérték volt. A kontroll és az ALC-
vel ebkezelt csoport kzott nem jelentkezett szignifikkanbség (15. abra).
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15. 4bra: Az ALC elékezelés (N=9) hatasara kontroll szint LTP-t sikerilt indukalni, mely szignifikans
mértékben kilonbozott a 2VO-s csoportnal regisztrabktol. Az abran a nyil jelzi a 10 perces kontroll
szakasz felvételét kdvét LTP indukciot (TBS-t). Az adatpontok a normalizalt fEPSP amplitudé értékek
atlagat + SEM-et dbrazoljak. A csillagok a kontroll és a 2VO-s csoport, a kelis keresztek pedig az ALC
elékezelt és a 2VO-s csoport kozotti szignifikans kittbségeket jelzik (***P<0.001; ###P<0.001).

Annak érdekében, hogy az ALC szinaptikus funkcidgyakorolt esetleges hataséat
kizarjuk, a hatéanyagot alitott ebkezelt és alritott utokezelt csoportoknal, mindkét dozis
esetén megvizsgaltuk. A potencirozodas mértéke matatott eltérést a kontroll csoporthoz
képest egyik esetben semdfadzelt alntitétt: 142.03 = 0.37%, alacsony dozissal utOkezelt
almatott: 141.39 + 0.37%, magas dozissal utdkezeltigdt 140.11 + 0.26%) (16. abra).
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16. abra: Az ALC kezelés 6nmagéaban nem volt hatddsa szinaptikus transzmissziéra és plaszticitasra,
egyik vizsgalt dozis esetén sem. A csoportok (N=G; 6) LTP értékei nem mutattak szignifikans eltérésa
kontroll csoportban regisztréltaktol. Az abran a nyil jelzi a 10 perces kontroll szakasz felvételét k&té
LTP indukciot (TBS-t), a szaggatott vonal pedig a &ntroll csoportban mért potencirozédast. Az
adatpontok a normalizalt fEPSP amplitudé értékek alagat + SEM-et dbrazoljak.

A 2VO-s kisérletsorozat hisztologiai eredményei

A Golgi-Cox impregnéacios technikéaval festett newora hippocampalis szeleteken
barna, illetve fekete szinnel jebdltek, és egyérteltien felismerhdik voltak a
fénymikroszkopos vizsgalatok soran. A teljes impiaegot mutatdé CAl-es piramissejtek
apikalis dendritjein a dendrittiskék denzitasasg#étuk. A tanulmany nem terjedt ki a spine-
ok formajanak, illetve egyéb paramétereinek vizsgah, bar az eltérformak (pl.: vékony
filopodiumszeti, gomba alaku vagy eldgazo) sok esetben felism@kebltak. A Golgi-Cox
festéssel tortéh vizsgalatoknak a kisérletsorozat szempontjabolinkédpb relevans
csoportokat vetettik ala: a kontroll, a 2VO-s, dzCAelokezelt és az alacsonyabb dozisu
ALC-vel utokezelt csoportot (17. abra). Mivel azldtofizioldgiai vizsgalatok — melyek a
szinaptikus plaszticitasban bekdvetkaAltozasok érzékeny detektalasat is léhetteszik —
nem mutattak kilonbséget a két utOkezelt csoporbtkpezért a hisztoldgiai vizsgalatok

elvégzéset a 200 mg/kg-os ddzis esetén nem lattidkoltnak.
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17. abra: Reprezentativ mikroszkopos felvételek a @gi-Cox technikaval festett CAl-es piramissejtek
apikdlis dendritjéré6l. A fotokon jol latszanak az egyes csoportok kozfit kilonbségek. A globalis
hipoperfuzié hatasara a dendrittliskék szama jelerisen lecstkkent a kontroll csoportéhoz képest. Minde
a kezelések hatasara javuldst mutatott, az @tezelt csoport esetén kontroll szint denzitas volt
tapasztalhat6. Lépték: 10um.

A kontroll csoportban a vizsgélt 100m-es szakaszon atlagosan 153.88 + 0.79
dendrittiiske helyezkedett el. A globalis hipopeidlatal okozott kdros hatdsok nem csak az
LTP indukalhatésagaban, hanem a spine-ok denzaksésokkenésében is megnyilvanultak,
hiszen ebben a csoportban atlagosan 70.58 + 1.&ittéske volt a kivalasztott régidban.
Ahogy az elektrofiziol6giai vizsgalatok soran semtatkozott jeleris javulas az utokezelés
hatasara, ugy a hisztologiai vizsgalatokban semedraz utdkezelt csoport spine denzitdsa a
kontroll csoportban tapasztalt értéket (113.637#3.00um). Az ebkezelés protektiv hatdsa
viszont egyértelriien megnyilvanult a hisztolégiai vizsgalatokbanhiszen a dendrittiiskék
szama megkozelitette a kontroll szintet: a jt60Bes apikalis dendritikus szakaszon 143.75 +
0.52 volt (18. abra). Ezek az adatok aldtdmasz@lelektrofizioldgiai vizsgalatok soran
kapottakat, ahol a szinaptikus plaszticitds hellasanak morfoldgiai alapjat a dendrittiiskek

ALC kezelés hatasara bekovetéemedrzése, vagy esetleges Ujrakégese teremthette meg.
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18. abra: A hippocampus CAl-es régiéjaban a piramiejtek apikalis dendritjén bekdvetkes dendrittliske
szam valtozasok. Az ischemias inzultus hatasara @itésen lecsokkent a dendrittiiskék szama, melyet az
utdkezelés csak részben, azdbezelés viszont teljesen képes volt kivédeni. Mindecsoport esetében 4-4
allat 15-15 apikalis dendritikus régiojat vizsgaltlk. Az egyes csoportok kézétt minden esetben P<0.001
szignifikancia szintet tapasztaltunk.

Az OGD modell paramétereinek beallitasa

A masodik kisérletsorozat élgészében meghataroztuk azt az OGD<gaidamot,
mely ahhoz szikséges, hogy a hippocampus CAl-é§jaBdl elvezetett fEPSP-k teljesen
eltinjenek, és az ischemias periédust kéeat(oxigenaltatott normal aCSF jelenlétében) se
térjenek vissza. Ehhez vizsgaltuk az 5, 8, 12,186¢s a 17 perces OGD hatasat is. Az 5
perces ischemias inzultust ké§en 4 perccel megjelentek a fEPSP-k a regisztratbarok
majd tovabbi 10 perc elteltével a kontroll szinigtelérték (19/A &bra). 6 probakisérletet
folytattunk az 5 perces OGD-vel, mebyb2 alkalommal nem csak a kontroll s#int
regeneracid volt megfigyelhet hanem az uagynevezett post-ischemias LTP (pod®jLT
jelensége is, a mar stabilizalodott fEPSP amplitidiitéke a kovetési peridbdusban
135.34+1.05% volt (19/B abra). Patoldgias korulmeqgymint példaul az ischemia, illetve az
energiahiany a hippocampalis CAl-es piramissejeeken® transzmisszidjadnak hosszu tavu
valtozasat képesek éaliézni (Crepel és mtsai., 1993). Az igy létréjopost-iLTP kdzos
jellemvonasokat mutat a nagyfrekvencias ingerl@arsondukalt LTP-vel. Mivel kisérleteink

soran az 5 perces OGD hatasara csupan néhanyreaédkelt ki post-iLTP, feltehéen egy
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révidebb ischemias inzultus (pl.: 3 perces OGD)kseges ahhoz, hogy a jelenség stabilan
létrejojjon, amely 6sszhangban lenne a szakirodadéomiellelhed protokollokkal (Bagetta és
mtsai., 2008).

Az ischemias inzultus &artaméat novelve a 8 perces OGD hatasat vizsgalik
agyszeleteken. Az OGD megkezdését kémetd perccel a fEPSP-k amplitidoi csokkenni
kezdtek, majd az inzultus 6. percében teljesetintdk. Az ischemia leteltét kovietn 3
perccel mar megjelentek a fEPSP, melyek megk&iitlO perc alatt el is érték a kontroll
szintet, ahol stabilan fennmaradtak a regisztraségeig, post-iLTP pedig mar nem
jelentkezett ennél az dthtervallumnal (19/C abra).

A 12 perces ischemia hatasara az OGD 4. p#reéiyre kisebb amplitidéju jeleket
regisztraltunk, melyek néhany perccel dds teljesen el isintek. Az OGD-t kovet szakasz
3. percében megke&dott a fEPSP-k regeneralodasa, de az amplitidok éeék el a
kontroll szintet, mintegy 55.49+0.81%-0s értékeabgizalodtak (19/D abra).

Mivel ezek a rovidebb ischemias inzultusok nem byzdtak elegendnek ahhoz,
hogy a fEPSP-k teljes eliminaciojat okozzak, ehédszabb peridédusokat kezdtlink tesztelni.
Mind a 16 (19/E abra), mind pedig a 17 perces OGIIH abra) hatasara teljesenietek a
jelek, és a normal aCSF-fel torterperfuzid hatasara sem tértek vissza a kovetési
periodusban. Tehat ezek az eredmények mar jol tAlktatogy a modelliinkh6z szikséges
megfeleb OGD-s idintervallum értéke 16 és 12 perc k6zé esik.
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19. &bra: A kildnbdz6 idétartami OGD hatdsa a fEPSP amplitiddkra. A probakigrletek soran az 5
perces OGD (N=4) nem okozott maradandé karosodast azinaptikus transzmisszidban, az OGD-t
kdvetden azonnal megkezddott a FEPSP-k regeneralédasa (A). Az 5 perces inltus esetén az Ugynevezett
post-iLTP jelensége is megfigyelhét volt (N=2), melynek soran az ischemia hatasara béketke#
szinaptikus transzmisszié-fokozddas a fEPSP amplitibk (mintegy 35%-0s) megndvekedésében nyilvanult
meg (B). A 8 percesin vitro globalis ischemia (N=2) utan a fEPSP-k még viss#atek, egy rovid
regeneracids periddus utan kontroll szinten futotth telitésbe az amplitidék (C). A 12 perces OGD
hatasara (N=4) mar megfigyelhei volt a karosodas, melyet j6I mutatott a szinaptiks transzmisszio
romlasa. Az inzultust kdveten a fEPSP-k csak részleges regeneralédast mutattags jéval a kontroll
értékek alatt futottak telitésbe (D). A hosszabb idtartamu, 16 perces (N=2) és 17 perces (N=2) OGD
esetén egyik regisztratumnal sem tértek vissza a FESP amplitudék (E és F). Az adatpontok a normalizal

fEPSP amplitudo értékek atlagat + SEM-et abrazoljak



Kisérleteink soran arra a megallapitasra jutottindgy a 15 percig tart6 OGD hatasara mar
nem térnek vissza a fEPSP-k, ugyanakkor ez aztuetglteheten még nem okozza a sejtek
teljes pusztulasat, tehat egy neuroprotektiv hg@gralkalmazasaval még megmentket
lehetnek. Mar a prébakisérleteink (N=4) sorantigika hogy az OGD megkezdését kdavat
percben megindul a fEPSP-k amplitiddinak cstkkeméag@ a 7. percre teljesen elisnek,

és a kovetési periodusban sem térnek vissza (24). ab
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20. &bra: A hosszabb idtartam( mérések utan az inzultus idtartamét tovabb csdkkentve a 15 perces
OGD hataséara mar a probakisérleteknél (N=4) is egytelmiien eltintek a fEPSP-k, és egyik esetben sem
mutattak visszatérést a regisztracios periddus végg Az adatpontok a normalizalt fEPSP amplitido
értékek atlagat + SEM-et abrazoljak.

Mivel még a 14 perces OGD esetén is voltak enylgeneraciét mutatdé esetek a
prébakisérletek soran, igy a 15 perces OGD-s niér@lsenszamat noveltik (N=9), annak
erdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy ermaisara tovabbra sem jelleima
jelek spontan visszatérése. A teljes elemszamuocs@h regisztralt amplitidd és slope

értékeket a 21. dbra szemlélteti.
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21. abra: Mivel a 15 perces OGD bizonyult az altalok keresett idéintervallumnak, ezért az elemszamot
ezen csoport esetén noveltik (N=9). A fEPSP-k ampuldd és slope értékei tovabbra sem mutattak
regeneraciot. Az adatpontok a normalizalt fEPSP amiitido, valamint slope értékek atlagat + SEM-et
abrazoljak.

Az ALC hatasanak vizsgalata OGD modellen: fEPSP reznperacio és LTP

Az OGD modellink paramétereinek beallitasat késetaz ALC hatasat kulonbdz
koncentraciékban vizsgaltuk oly modon, hogy mintDgperces kontroll periédus, mint pedig
a 15 perces OGD sorén folyamatosan jelen volt @angtag. Az ezt kévétd0 perces kovetési
fazisban azonban csak a normal aCSF-et perfundaltskeletekre. A kisérletek soran a
fEPSP-k amplitadojat és meredekségeét is monitokoztu

A 125 uM-os koncentracio esetén mar megfigyethedlt az, hogy a jelenlévALC
hatdsara az OGD-s periddus alattdkds kdvetkezik be a fEPSP-k teljes métiéMtiinése,
ugyanis ezt egy per@rpercre nyomon kovethé&t fokozatos amplitidd és slope csdkkenés
el6zi meg. Ennek eredményeként, annak ellenére, hagplkenés mar az OGD 3. percében
megkezddik, a teljes eliminacio csak a 10. percnél jelemtk (szemben a 15 perces OGD
esetén tapasztaltakkal). A kisérletek egyik feléidr6) nem volt kimutathaté egyéb hatas az
ALC kezelés eredményeként, ugyanis a fEPSP-k at&évezakaszban nem jelentek meg (22.

abra).
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22. abra: A 125puM koncentracioji ALC-vel kezelt csoportban a regisgratumok felénél (N=6) nem
tapasztaltunk protektiv hatast. Az adatpontok a nomalizalt fEPSP amplitido, valamint slope értékek
atlagat + SEM-et abrazoljak.

Az esetek masik felében a regisztralt jelek egl@fterisszatérése az OGD-t ko,

perc utan jelentkezett, majd a novékiendenciat egy megkozélieg 58.69.39+0.38%-0s

amplitido értéken vald stagnalas kovette a regisiis periddus tovabbi részében (23. abra).

A slope-ok esetében is hasonlo tendenciak jeletekezAzon eseteknél, ahol a fEPSP-k

visszatérést mutattak, a jelek meredeksége az G&zbeke utdn 3 perccel csokkenni kezdett,

az amplitidok valtozdsanak megfékah. A visszatér fEPSP-k meredeksége a kontroll

szinthez képest egy 53.14+0.35%-0s értéken staldtiott a regisztracié utols6 negyed

orgjaban (24. abra).
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23. abra: A 125 puM-os koncentracioju ALC-vel kezelt csoport masik féében (N=6) mar jelentkezett
protektiv hatas, de a fEPSP amplitidok nem érték eh kontroll szintet, kb. 58%-0s értéken telitésbe
futottak. Az adatpontok a normalizalt fEPSP amplitidé értékek atlagat + SEM-et abrazoljak.
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24. abra: A 125pM-0s koncentracioji ALC-vel kezelt csoport masik fé&ben (N=6) regisztralt a slope-ok
esetén is megfigyelhétvolt a valtozas, de az értékek nem érték el a kamil szintet ez esetben sem, kb
53%-on futottak telitésbe. Az adatpontok a normalialt fEPSP slope értékek atlagat + SEM-et abrazoljak

A 250 puM-os koncentracioban jelenl&\ALC hatasara az OGD 4. percében kezdtek

csokkenni a jelek amplitudoi (és slope-jai), majdabbi 5 perc elteltével teljesen meg is
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szintek. A jelek visszatérésének kezdete az OGD-8¢heasi vegét kovét4. percre tehét Az
OGD utan regisztralt kdvetési periddus végére aSH-R regisztralt értékei visszatértek a
kontroll szintre. Az utolsé 10 percben az amplitid®2.21 + 0.91%-0s, a slope-ok pedig
103.27 £ 0.58%-o0s értékeket vettek fel (25. éshpéa).
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25. abra: A vizsgalt koncentraciok hatdsa az OGD #dl okozott kdrosodassal szemben. A 138M-os (N=6)
koncentracidval szemben jéval hatékonyabbnak bizonyt a 250 uM-os ALC (N=14), hiszen a fEPSP
amplituddk kontroll szintre vald visszatérését erethényezte. Az 50uM-0s (N=12) koncentracié esetén
egy elté kinetika kdrvonalazédott, hiszen a fEPSP-k ebben asoportban jéval ebbb elérték a kontroll
szintet, majd tovabbi ndvekedésen mentek keresztids végul kb. 116%-on stabilizalédtak. Az adatponto
a normalizalt fEPSP amplitadé értékek atlagat + SEMet abrazoljak.
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26. abra: A vizsgalt koncentraciok hatdsa a fEPSPlape-okra OGD-t kdvetéen. Az amplitidékhoz

hasonléan a regisztralt jelek meredekségében is g6 tendencidju valtozasok jelentkeztek. A 12aM-0s

(N=6) koncentraciéju ALC-vel szemben joval hatékongbbnak bizonyult a 250pM-0s (N=14), hiszen ez
esetben a regisztraciés periodus végére a slope-visszatértek a kontroll szinre. Az 500pM-os ALC

kezelés esetén ez esetben is megfigyetheblt egy még ennél is dinamikusabb regeneracio, iyaek

eredményeként a fEPSP slope-ok a kontroll szint felt, kb. 127%-on stabilizalédtak. Az adatpontok a
normalizalt fEPSP slope értékek atlagat + SEM-et athzoljak.

A kovetke® kiseérleti csoportnal az ALC hataséat 504@-os dozisban vizsgalatuk. Az
ALC protektiv hatdsa mar az OGD alatt is megmutaikip hiszen az 66 két csoporttol
elté kinetika jellemezte a fEPSP-k amplitiddjanak (épes-janak) csokkenését, valamint a
visszatérésiket, és annak dinamikajat is. Az iscdenimzultus 5. percét kezdtek a jelek
értékei kontroll szint al4 csdkkenni, majd megkéd#kdg a 10. percére eliminaldédtak teljesen.
Az OGD-s periédust kovéen néhany percen belil megindult a regeneracids, famjd a
regisztracid 45. percére (vagyis az OGD-t kéved. percre) a fEPSP-k regisztralt értékei
elérték a kontroll szintet. Ezt kovetn azonban még tovabbi névekedés volt megfigy&lhet
mely néhany perc elteltével véget ért, és az aaddités slope értékek stabilizalodtak. Az
utolsé 10 perc stabil értékeinek atlaga az ampitidsetében 116.54+0.38%, a slope-ok
esetében pedig 127.39+0.77% volt (25. és 26. abra).

Az OGD-t koved 40 perces kovetési periodus utan az LTP TBS-sdb va

indukalhatésagat vizsgaltuk. A teljesség kedvéd perces OGD-s csoportnal is végigvittiik
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a TBS protokollt, de természetesen — mivel a fER3Pgeneracioja sem kovetkezett be —

ekkor sem tapasztaltunk semmiféle biol6giai valasgyik esetben sem.

A harom alkalmazott koncentracié esetén kapottiti@l7. és a 28. abrakon lathatd, azonban
a TBS-t koved amplitudo- és slope valtozas meghatarozasahogemeeacios fazis utolsé 10

percéhez normalizaltuk az adatsorokat, melyek& &2a 30. abrak szemléltetnek.
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27. dbra: A kulénb6z6 ALC koncentraciok hatédsara kialakuld regeneréaciostrend és az LTP indukciot
kdvetd potencirozodas (az el 10 perces kontroll szakasz értékeihez normalizay. A trend j6l mutatja
az egyes koncentraciok kozétti kildonbséget nem csaip a fEPSP amplitiddék OGD-t kéveb megjelenése
tekintetében, hanem a TBS utan létrejoé LTP stabilitAsa szempontjabdl is. Az adatpontok anormalizalt
fEPSP amplitido értékek atlagat + SEM-et dbrazoljak
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28. &bra: A kulénb6zs ALC koncentraciok hataséara kialakulé fEPSP slope egeneracios trend és az LTP
indukciét kdveté potencirozodas (az ets 10 perces kontroll szakasz értékeihez normalizédy. A trend —
csakugy, mint az amplitidok esetében — j6l mutatj@z egyes koncentraciok kdzotti kiildnbséget, melyatz
OGD-t kdveté regeneracid és a TBS utan létrejay LTP stabilitdsa egyarant tikroz. Az adatpontok a
normalizalt fEPSP slope értékek atlagat + SEM-et athzoljak.

Mig a 125uM koncentraciéju ALC-vel kezelt csoportban a jelelkszatérése az
esetek felében (N=6) megfigyellietolt, addig a szinaptikus plaszticitds hatékongsiad
fokozddasa csupan két regisztratumnal jelentkeEetn eseteknél a fEPSP amplitidok még
joval a kontroll szint elérésedtt futottak telitésbe (76.45+0.44%), és ezen ékidker képest
az LTP el§ 10 percében az amplitidék 116.87+1.07%-0s értakehttak. Ezt kdvéen
azonban folyamatosan egy csok&etendencia volt jellentz melynek eredményeként az
utols6 10 percben az amplitido értékek visszatareldGD utani telitési szakasz utolsé 10
percéhez kozeli értékre (102.79+0.53%). A fEPSPekatieksége a potencirozodast kéeet
139.71+4.09%-0s értéket mutatott, amely azonbamté&zi instabilnak bizonyult, igy a
kovetési periodus utolso 10 percében 126.68+1.14 ¥sett vissza.

A dozist kétszeresére emelve mar sokkal hatékomgbbizonyult az ALC a fEPSP-
k regeneraciojat tekintve, azonban ennek ellenéne lsaptuk a vart eredményeket az LTP
vizsgalatok soran. A regeneraciés periodus utol8ép&rcéhez viszonyitva az indukalt
potencirozddas a kezdeti szakaszban az amplitistiéleen 128.51+2.74%, mig a slope-ok
esetében 155.09+5.26% volt. A kialakult LTP némggapilabb volt, mint a 12pM-0s ALC

alkalmazasa esetén, azonban a kovetési periddésevég esetben is egy enyhe csokkenés
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jelentkezett az amplitidok esetében. A regisztratas6 10 percében a fEPSP-k amplitudoi
117.63+£0.38%-0s értékeket vettek fel. A fEPSP-k edekségét tekintve viszont sokkal
stabilabb értékeket regisztraltunk, melyek az 6td® percben is kézel maradtak az LTP
indukciot kéved szinthez (152.72+0.78%).

A masodik kisérletsorozatban a legeredményesebbopretiekciot az 50QuM-o0s
ALC kezeléssel sikerilt elérni. Szintén az utols® fierces regeneraciés szakaszhoz
normalizalva azt tapasztaltuk, hogy a TBS hatasara00uM-os ALC egy stabil, a kdvetési
periodus végeig fennmarado LTP-t eredményezetto&neirozdédas stabilitasat jol mutatja,
hogy az amplitddok az LTP éIsl0 percében 141.77+1.23%, utolsé 10 percében pedig
140.72+0.66%-0s értéket vettek fel. A fEPSP-k meksdge esetében ezek a szintek az
alabbiak szerint alakultak: 158.40+1.34% és 1590183%. A csoportban regisztralt slope-ok
a 250uM-os ALC kezelés soran kapottakkal kbzel azondsadsnloan stabil értékeket vettek

fel, kozottlk szignifikans kilonbséget nem tapdantét a statisztikai analizis soran.
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29. 4bra: A TBS hataséara létrejott amplitidé novekelés a regenerdcids fazis utols6 10 percéhez
normalizalva. A 125 uM-0s (N=2) ALC esetén egy alacsony potencirozédéastpasztaltunk (kb. 116%),
mely rendkivil instabil volt, és a regisztracié végre a TBS-t megdizé szintre esett vissza. A 25QM-0s
(N=14) koncentracié esetén mar nagyobb mértdék LTP alakult ki, de ezt is egy csokkeé tendencia
jellemezte az amplitidék esetében. Az 50tM-os (N=12) koncentraciéju ALC neuroprotektiv hatas nem
csak a megdizé fEPSP regeneraciéban, hanem a stabil potencirozésidan is megnyilvanult. A csillagok
az 500uM-os ALC-vel kezelt csoporthoz viszonyitott szignikancia szintet, mig a ketés keresztek a 250-
125 pM-os csoportok kozétti kilonbséget jelzik (***P<0.M1; ###P<0.001). A magas frekvencias ingerlés
idépillanatat a nyil jeldli. Az adatpontok a normalizdt fEPSP amplitid6 értékek atlagat + SEM-et
abrazoljak.

62



A 125 MALC
A 250 yM ALC
A 500 uM ALC

190 l
N=2; 14; 12

180 4
170
160
150 4
140 4 *kk
130 4
120 ]
110

100

Normalizalt fEPSP slope-ok (%)

90

80 T T T r T 4 T Y T T 1
0 10 20 30 40 50
Idé (perc)

30. &bra: A TBS hatasara létrejott slope ndvekedés regeneracios fazis utolsé 10 percéhez normalizalv
A 125 pM-os (N=2) koncentracié esetén tapasztalt slope ékeket nagymértéli instabilitds és egy
folyamatos csokkenés jellemezte. Annak ellenére, ¢ a 250uM-0s (N=14) ALC esetén az amplitido
értékek szintén csokkenést mutattak a kdvetési pédusban, a csoportban regisztralt slope értékek még
stabilnak bizonyultak. Ez a potencirozédasi szint mgegyezett az 50@M-0s ALC-vel kezelt csoportnal
tapasztalttal, koztik szignifikans kildonbség nem vib kimutathat6. A csillagok az 500 uM-os ALC-vel

kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikanciat, miga kettés keresztek a 250-12mM-0s csoportok kdzotti

kilbnbséget jelzik (***P<0.001; ###P<0.001). A magafrekvencias ingerlés idpillanatat a nyil jeldli. Az

adatpontok a normalizalt fEPSP slope értékek atlagat SEM-et dbrazoljak.

Osszefoglalva a masodik kisérletsorozat soran kapetményeket elmondhato, hogy
sikerllt megtalalnunk azt az ALC koncentraciot, pmaz OGD altali funkcionalis
TBS Altal indukalt stabil LTP-ben is. Tovabba a6 koncentraciok alkalmazasa soran
elté eredményeket kaptunk, mely mind a regeneracittikdjaban, mértékében, valamint
az LTP indukélhatosagaban, szintjében és staldibs egyarant megvalosult. Tehat az ALC

hatas dézisfuggvolt.
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Az ALC hatasa mogo6tt huzodo lehetséges utvonal vigélata

A harmadik kisérletsorozatban célunk volt, hogy AzC hatas mogott hizodo
molekularis eseményeket feltarjuk, mely nem csugA®GD-s ischemias modellben kapott
eredményekre adhat valaszt, hanem a 2VO-s glohdggperfuziés metodika alkalmazasa
soran kapottakra is. Ehhez szakirodalmi adatokmeasazkodva megvizsgaltuk, hogy van-e
szerepe a PI3K/Akt utvonalnak a hippocampusbarstdpkatd protektiv hatasban. Ehhez a
PI3K egy specifikus inhibitorat, az LY294002-t dikaztuk. A blokkol6 az ALC-hez
hasonloan a 10 perces kontroll szakaszban és &89 OGD alatt is jelen volt. Mivel az
500 uM-os ALC koncentracio esetében kaptuk a vart eregeiet és a legkifejezettebb
protektiv hatast, ezért a hatasmechanizmus vizslflez is ezt a doézist alkalmaztuk (a
korabbiakkal megegyéen a kontroll és OGD-s szakasz alatt is jelen &lALC is). Mind
az amplitudok, mind a slope-ok esetében megfigy@iat a csokkenés az OGD 3. percében
eés a fEPSP-k az ischemias periddus 9. percéresdaljeliintek. Mar itt is lathatd, hogy a
blokkolo jelenlétében az ALC nem volt képes kifejta protektiv hatasat, hiszendleb
megkezddott az amplitaddk és slope-ok csokkenése, milil&21M-os ALC kezelést kapott
csoportnal, illetve a fEPSP-k teljes mefszse is dlbb kovetkezett be. Az ALC
neuroprotektiv hatasanak teljes blokkolasa az OG@ergddust kdveien valt nyilvanvalova,
ugyanis a fEPSP-k nem tértek vissza a kovetésoqesi soran (31. és 32. abra). A teljesség
kedvéért annal a csoportnél, ahol a blokkolot ésCALegyszerre alkalmaztuk, a fent
bemutatott vizsgéalatokhoz hasonléan végigvittikBs Tprotokollt. Természetesen — mivel a
fEPSP-k regeneracioja sem kovetkezett be — ekkaor tspasztaltunk semmiféle bioldgiai

valaszt, egyik esetben sem (csakugy, mint a 15epdd&D esetén).
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31. dbra: Az LY294002 (PI3K inhibitor) fEPSP amplitidokra gyakorolt hatdsa az 500uM-os ALC-vel
kezelt hippocampalis szeleteken 15 perces OGD-t kétéen. A blokkold jelenlétében a korabbiakban
effektivnek bizonyulé ALC koncentracié nem volt kégs kivédeni az ischemias inzultus karositd hatasat.
Ez a fEPSP-k OGD hatasara korabban bekovetkdiz csdokkenésében, valamint a regeneracio teljes
hianyaban egyarant megnyilvanult. Az abran a csillgok az ALC-vel kezelt és az OGD-s csoport k6z6ti,
kettés keresztek pedig az ALC-vel kezelt és a blokkolots kapott csoportok kozotti szignifikans
kilonbségeket jelzik (***P<0.001; ###P<0.001). Azdatpontok a normalizalt fEPSP amplitido értékek

I1dd (perc)

atlagat + SEM-et abrazoljak.
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32. abra: Az LY294002 (PI3K inhibitor) fEPSP slopeskra gyakorolt hatdsa az 50QuM-0s ALC-vel kezelt

hippocampdlis szeleteken 15 perces OGD-t kowiemn. A blokkol6 jelenlétében a korabbiakban effektimek

bizonyulé ALC koncentracié nem volt képes kivédenaz ischemias inzultus karosité hatasat, mely a slep
ok vizsgélata soran is — csaklgy, mint az amplitidéesetén — egyértelien nyomon kévethed volt. Az

abran a csillagok az ALC-vel kezelt és az OGD-s ggort kdzotti, a kettés keresztek pedig az ALC-vel
kezelt és a blokkol6t is kapott csoportok kozoétti Agnifikans kildnbségeket jelzik (***P<0.001;
###P<0.001). Az adatpontok a normalizalt fEPSP slepértékek atlagat + SEM-et abrazoljak.

Tehat ezen kisérletekkel sikertlt alatamasztanahk #eltételezést, miszerint az ALC
hippocampusban megvalosuld protektiv hatdsa mogoRI3K/Akt utvonalon keresztil
kifejtett hatasa huzodik. Mivel az ALC potencidtistdsmechanizmusai k6z6tt szdmos egyéb

Gtvonalat is leirtak mar, természetesen itt serhatérki ezek egyidéjmegléte.
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Eredmények megbeszélése

Agyi hipoxias allapot, valamint a nyomaban fetiégeperfizido vagy reoxigenizacio
szamos korkép kdzponti részét képezi. Ezek kozilitees az ischemias stroke, a traumas
agyserulés, a szivroham, az akut légzési distredsziroma, a magaslati agyi 6déma vagy
akér az akut hegyi betegség (Ronaldson és Davis3)2@ stroke-os megbetegedések nem
csupan a negyedik vedethaladlokot képezik, de a tuéélpaciensek nagy szazalékanal
maradando karosodasok jellefek, ezaltal a hosszu tavu fogyatékossagokKkozoja (pl.:
motoros deficitek, kognitiv funkciok sulyos lerorség dnellatas képességének hianya) (Roger
és mtsai., 2012). Az agy adott terlletein vagyeteggészeén fellépkorlatozott vérataramlas
ischemias stroke-ot eredményez, mely olyan moleisudsemények bonyolult kaszkadjat
inditja el, amelyek végul sz6veti pusztulast erenypének (Thompson és Ronaldson, 2014).
A stroke korai jeleinek, szimptomainak felismeréséranyuld nevelési éfeszitéseknek,
valamint az akut ischemias paciensek trombolittieudpiaval vald kezelésének kdszowleeat
némileg csokkenthéta stroke-ot kovét mortalitas és morbiditas (Murray és mtsai., 2010),
azonban a betegség megfél&kzelése még napjainkban sem megoldott problérmaakit
stroke kezelésére az egyetlen elfogadott hatbaayagPA, melyet intravénasan alkalmaznak
(Stoll és mtsai., 1998). A szoveti plazminogén\atr (t-PA) egy szerin proteaz, amely a
zimogén plazminogén aktivaciojat katalizalja adalteogy széles-specifitdsu aktiv proteaz
plazminna alakitja at. Az rt-PA klinikumban valoszaalatat 1996-ban fogadtak el, és bar a
kezelt pacienseknél a betegség kimenetele javaiasat, mégis szamos korlatozo téenyez
vonatkozik az alkalmazasara. Az ischemias strokaelikeét célzo klinikai protokoll részét
képezi az aszpirin alkalmazasa. Az aszpirin azkaagulans hatdsa révén meégéleti a
visszatép stroke-os eseményeket a stroke bekdvetkezése matgas kockazatu ddzakban
(Chen és mtsai., 2000). Az aszpirin azonban kiagr@revencios célzattal alkalmazhato,
hiszen nem rendelkezik semmiféle protektiv hatassalamint nem biztosit kiutat a
sériilésBl az ischemias agyszovet szamara. Eppen ezért ixgndiagy szilkkség van olyan
neuroprotektiv és/vagy antioxidans hatdéanyagokikdinalkalmazasara, amelyek a stroke
terapias kezelése soran hatékonyan ,menekitik” schemias agy még megmenthet
szoveteit.

A potencialis hatéanyagjelolt molekuldk vizsgalatdrvalamint az ischemia

patomechanizmusanak tanulmanyozdsara szamos madkellrendelkezésre, melyek
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lehetiséget biztositanak a betegséget jeli@mpnntos sejtszitit €s molekularis folyamatok
megismerésére, mind a fokalis, mind pedig a glebddichemia esetén. Ezek preciz
ismeretében kulonbdztdmadaspontokon és utvonalakon keresztil avatkazkabe az
ischemia korlefolyasaba a potencidlisan neuroptitekatéanyagok segitségével. Sok
esetben annak ellenére, hogy a vizsgalt molekulatn@delleken alkalmazva képes
meggatolni a neuron-pusztulashoz vézielyamatok kaszkadjat, klinikai vizsgalatok soran
mar nem mutat meg@yé eredményt, nem javit a stroke kimenetelén. Enfibk bkai, hogy
az emberi agyban fellépstroke-os inzultusok nagyon heterogén képet makatiovabba a
human agy és az allatkisérletekben vizsgalkert ragcsald agy kozott anatOmiai és
funkcionalis kilonbségek vannak, valamint a klimikadbak soran a paciensek altalaban
késibb részesiinek a hatéanyagos kezelésben a strdi@retien, mint ahogy azokat az
allatkisérletekben tesztelték (Woodruff és mtsz011). Az is fontos tényéz hogy az adott
hatdanyagot milyen modon juttatjuk be a szervezeltlsve, hogy az milyen mértékben
képes atjutni a BBB-n. Szamos molekula alkalmaziisdtorlatozé tényesét jelenti a
megfeleb dozis beallitasa is pl. abban az esetben, amikeffaktiv és a toxikus dozis kozel
van egymashoz.

Az egyes neuroprotekcids stratégiak és hatdanyzgpaiatok a stroke altal okozott
idegszoveti karosodasok kivédeéseét, illetve mérséklécélozzdk meg. Az ischemia
patomechanizmusanak pontos ismerete ¢sléget biztosit arra, hogy kilénopontokon
avatkozzunk be abba a kaszkadba, mely &#é&gwon az idegsejtek pusztulasahoz vezet.
Csakugy, mint szamos neurodegenerativ betegségbeAlzheimer-kor, depresszio, stb.), az
ischemias stroke-ban is kodzponti szerepet jatsziknitokondridlis diszfunkcié. Ehhez
kothetben a sejtpusztulas hatterében egyrészt az enem@és, pontosabban az ATP
termelés sérilése, masrészt pedig a sejthaldl albloraktivalodasa, illetve azok medialasa
all. A mitokondriumok hibas kédése nem csupan a felboruld ionikus egyensuly és
nyomaban fellép energiahidny miatt jon Iétre, hanem ennek okatlahdschemidhoz és az
azt koved reperfuziohoz kothétoxidativ és nitrozativ stressz is. Az 1990-es églién
szamos kutatécsoport figyelme az antioxidansok: (pielatonin, rezveratrol, zold tea,
citratkor intermedierek) és a metabolikus vegylidfa.: ALC, kreatin, Q10 koenzim), mint
lehetséges neuroprotektiv molekulak felé fordulbd ezek hatékonysagat sokaig kétségbe
vontak, ma a neuroprotekciés kutatdsok jélentésze ezekre a molekulakra iranyul. A
kutatasok soran fontos szempont a molekulak tsdijta megfeléldozis és a biztonsagi
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profil meghatarozasa mi#t széles korben alkalmazhatdkka valnak (NIH OffafeDietary
Supplements, 2012). E molekuldkra altalanossagipan hogy képesek a szervezet energia
raktérait feltdlteni és a fiziologias funkcidkat lyredllitani. Amellett azonban, hogy
tapanyagként szolgalnak a sejtek szamara, farmgileoldnodulatoros hatasuk is kimutathato.
Ez foként akkor jelentkezik, ha az ajanlottnal nagyobbisban alkalmazzak. A gyogyhatasu
tapanyagok és metabolikus vegyiletek alkalmazasaegze fontosabb szerephez jutd
nutrigenomikaval, metabolomikaval és proteomikéegyutt a kulonbdk betegségek elleni
kizdelemben Uj, ételjes frontvonalat nyit az Uj terapias lebsigek kidolgozasaban
(Virmani és mtsai., 2013).

Az ALC egy olyan molekula, amelyir bebizonyosodott, hogy neuroprotektiv hataséat
szadmos utvonalon és mechanizmuson keresztll képegeti, koztuk a fent emlitett,
mitokondriumokhoz koéthét karosodasok mérséklése révén.ésebiti az  Ac-Ko-A
mitokondriumokba valé felvételét a zsirsav oxidagoran, stimulalia a fehérje és
membranlipid bioszintézist, stabilizalja a sejtmeamb és az intracellularis membranokat,
antioxidans aktivitdsa altal csokkenti az oxidastvesszt, fokozza a mitokondridlis és a
neuronalis energetikat, tovabb&sdgiti a javitd mechanizmusokat (Jones és mtsail.0,2
valamint Virmani é€s Binienda, 2004 attekinanulmanyok).

A globalis hipoperfazidé soran fennallé cstkkenplgllis ischemia esetén megsé
glikdz- és oxigénellatds, tovabba a reperfuzié ddaa fellep oxidativ stressz szoros
Osszefuggésben all a mitokondriumok sériltikédéesével. Ezek az allapotok a
kisérleteinkben alkalmazott 2VO és OGD technikakkhl modellezheik, és leheiséget
biztositanak hatéanyag jelolt molekuldk vizsgdkatah sérilt energetikaval tarsuld
betegségek esetén mar szadmos tanulmanyban leirtAk @ protektiv hatasat, kdztik agyi
ischemia esetén is (Zanelli és mtsai., 2005; Xonéssi., 2014; Picconi és mtsai., 2006).

A megfeleb terapias ablak megvalasztasa ugy, mint mindenahgégnal, az ALC-
nél is rendkivil fontos, hiszen ennek fuggvényébemosulhat a molekula hatadsosséga.
vitro ésin vivo globalis ischemias modellen végzett vizsgalatat@sdkapott eredmények azt
mutatjak, hogy az ALC a j6tékony hatasat csak abdaresetben képes kifejteni, ha az
inzultust megdizéen tortenik az alkalmazasa (Bagetta és mtsai., ;20@@coni és mtsai.,
2006; Shuaib és mtsai., 1995). Azdéeldsérletsorozatban arra kerestik a valaszt, hagy a
ALC képes-e neuroprotektiv hatast kifejteni a glblipoperfuzio altal okozott funkcionalis
és morfolégiai karosodassal szemben, illetve, heggn Kkisérleti feldllasban is csak
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elokezelés esetén mutatkozik-e meg a jotékony hatagy \esetleg utOkezelésben is
detektalhat6. Korabbi tanulmanyokban mar leirtadgyhpatkanyoknal a 2VO beavatkozast
koveben jelenbs mértékben csdkken az agyi vérataramlas. Kétlretditétet koveten a
hippocampus CAl-es régiojaban 78.4%-ra, a preflienté&regben pedig 42.4%-ra esik
vissza, négy hét elteltével pedig 66.3%-0s, illeBB5%-0s értékek jellemiek (Otori és
mtsai., 2003). 3 hénap elteltével a hippocampus-86%a prefrontalis kéreg pedig 82%-0s
vérataramlast mutat (Ohta és mtsai., 1997). Ezekrakek is jol mutatjdk, hogy a 2VO
mitéttel egy olyan csokkent agyi vérataramlas idézbét, amely az idskori kronikus agyi
ischemiéara jellemg, igy ez a modell széles kdrben elterjedt a kramikehemia altal okozott
kognitiv karosodasok vizsgalatara, melyek elektiofdgiai, morfoldégiai és magatartas
vizsgalatokkal is kimutathatéak (Jia és mtsai.,20Marosi és mtsai., 2009; Nagy és mtsai.,
2011). Mindezek a funkcionalis és strukturalis rasak, illetve valtozasok annak ellenére is
bekovetkeznek, hogy sejtpusztulas még a legérzékdényhippocampalis régidoban sem
jelentkezik (Marosi és mtsai., 2009). Az elégteti@panyag- €s oxigénellatas hatasara a CAl-
es piramissejtek fizioloégias ikdodése zavart szenved, amely a tanulas és memoria
romlasahoz, modellink esetében az LTP csOkkenésEharstabilitasahoz vezet. Mivel az
apikalis dendriteken talalhaté spine-ok az inforidadeldolgozas és a szinaptikus
transzmisszi6 lényeges elemei, és az agy sérlamimapszisainak 90%-a itt helyezkedik el,
igy érthed, hogy azok a véaltozasok, melyek a spine-okon betké&znek kihatassal lesznek a
szinaptikus funkciora, igy az LTP-re is. Kutatoasapnk korabbi munkaja soran kimutatta a
2VO-t kovet dendrittiiske-szam csokkeneést révid tulélésit ikoveten (Nagy és mitsai.,
2011), majd egy kébbi tanulmanyban Jia és munkatarsai ugyanezt Vizsgdosszabb tava
tulélési id esetén. Eredményeik azt mutatjak, hogy a viz&ydl hét kozotti periodusban a
spine-ok denzitasa szignifikansan alacsonyabb walt hipoperfluzidos csoportban a
kontrollokhoz képest, tovabba azéiaklérehaladtaval is folyamatosan egy szignifikansan
csokkerd tendencia jellemezte (Jia és mtsai., 2012). Azéidacid alapjat képézmunkak
soran a korabbiakkal 6sszhangbanél@redményeket kaptunk, tehdt a 2VO altal okozott
karosodasokat mind elektrofizioldgiai, mind pedigzitologiai Gton is sikertlt kimutatnunk.
Ezaltal egy pontos, stabil rendszer allt rendelkémkre az ALC, mint potencialis
neuroprotektiv hatdbanyag vizsgalatara. Az altalatkalmazott dozis megvalasztasa soran
szakirodalmi adatokra tAmaszkodtunk (Scafidi éamt2010; Di Cesare Mannelli és mtsai.,
2009; Zaitone és mtsai., 2012). Abban az esetleikpr az ALC-t utOkezelésben
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alkalmaztuk mind az LTP-ben, mind pedig a dendskélszamban mutatkozott javulas a
2VO-s csoporthoz képest, de a kapott értékek mindkiésgalt paraméter esetén
szignifikansan eltértek a kontroll csoportétdl. liva dozis megkétszerezése sem vezetett
jobb eredményre, ezért a hatdbanyagdéketelésben kezdtik tesztelni. Ez esetben mar az
alacsonyabb (100 mg/kg-os) doézis is hatasosnaknpigb A vizsgalati csoportot kontroll

szinti LTP és dendrittiiske szdm jellemezte.

Az el6- és utbkezelésben kapott eredmények ©&sszhangbamak/a mas
kutatdécsoportok altal leirtakkal, miszerint az AldSak ebkezelésben alkalmazva képes
protektiv hatast kifejteni (Picconi és mtsai., 2008huaib és mtsai., 1995). Feltelley az
ischemias inzultust kovéen azonnal fell&p Glu excitotoxicitds — vagy a reperfazio altal
okozott oxidativ stressz — olyan méfi¢kisszafordithatatlan karosodasokat okoz, melyet a
reperfuzié utdn egy oOraval alkalmazott ALC kezelésm képes kivédeni. Ugyan
rendelkezésre allnak olyan irodalmi adatok is, mlelpz ALC excitotoxicitdssal szemben
mutatott protektiv hatasardl szamolnak be sejtkakluesetén (Zanelli és mtsai., 2005;
Forloni és mtsai., 1994), mégis fontos szefftteartanunk az ehhez szikségesaluak
idealis megvalasztasat. Zanelli és munkatarsarlkisparadigmajaban a kortikalis neuronalis
sejtkultirat NMDA-val indukalt excitotoxicitasnaketették ala, mellyel egyédhen ALC
kezelést is alkalmaztak. A sejt-életképességi ne&pikozvetlenll és 24 oraval a kezelések
utan is elvégezték, és mindkét esetben sikerilutami az ALC protektiv hatdsat. Mig az
NMDA expozicié hatasara szignifikans sejtpusztuldstektaltak, addig az ALC-vel kezelt
sejttenyészeteknél ez nem jelentkezett egyik vilatig@soportnal sem. Tehat az ALC
citoprotektiv hatasat az excitotoxicitds akut ékEzisaban is sikerilt kimutatniuk (Zanelli
€és mtsai., 2005). A Glu excitotoxicitassal szembeédelmet az ALC tdbb atvonalon
keresztll is megvaldsithatja. Ezek k6zott emlitheg Glu receptorok direkt antagonizalasat,
a y-amino-vajsav (GABA) receptorok aktivalasat (améilperpolarizaciot eredményezve
meggatolja az NMDA receptorok aktivalédasat) (Forlés mtsai., 1994), illetve egyéb,
méasodlagos mechanizmusok gatlasat (pl.: a mitokdéliglratmeneti permeabilitasi porus
aktivalédasanak, ezéltal a citokrom-c kiaramlasanallokkolasat, ROS term&lés
megakadalyozasat) (Starkov és mtsai., 2002). Minklimkumban alkalmazott, egyetlen
terapias lehéség — a trombolizis — mind pedig szamos neuropc@iskkutatas soran az
egyik legfontosabb, limitalé tényé&zaz idbfaktor. Mivel az ischemias stroke-on atesett
paciensek csak igen kis hanyada jut el az inzukdset el 3 éraban a klinikakra, és az
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ALC 1 ¢draval késbb alkalmazva jeletis javulast a kisérletekben sem hozott, a megfelel
terapias ablak, illetve leh&tég megvalasztasanal aékelzelésre kell fektetniink a hangsulyt.
Természetesen az utdkezelésnek klinikai szempomgyobb jelertisége lenne, de mivel
egy endogén molekulardél van sz0, a preventiv citéérd alkalmazasi lehéség jelenisége
sem hanyagolhato el.

A masodik kisérletsorozat soran célunk volt egy G&D vitro ischemias rendszer
bedllitasa, melynek segitségével nem csak az ALtékbaysaganak vizsgalata, de a
lehetséges hatasmechanizmus feltarasara isétgenyilt. Az OGD metodika soran egy
olyan idtartamu ischemiat valasztottunk, amelyet kégat a hippocampusban regisztralt
fEPSP-k méar nem térnek vissza az inzultust kiaret llyen kondiciok mellett egy molekula
esetleges neuroprotektiv hatasat vizsgalva a poelpoiv az, hogy az ischemia karositd
hatasat kivédve ébegiti fEPSP-k visszatérését. A modellel kapcsafathtt fontos
megjegyezni azt is, hogy a tul révid ideig tartéhismias inzultus alkalmazasa az ugynevezett
post-iLTP kialakulasahoz vezet (Crepel és mtsa®93). Neuroprotekcids kisérletekben
elterjedt a hatéanyagok post-iLTP modellen téstéizsgéalata is, mely soran az a cél, hogy az
LTP ezen patologias formajanak kialakulasat megaladzak. Az OGD-s protokoll
beallitasa soran az 5 perces ischemias inzultutgerese regisztratumok egy részénél
tapasztaltuk is a jelenséget, amely feltébrtegy még rovidebb dthrtam valasztasa mellett
stabilan jelentkezett volna minden mérésnél. Simagyszelet preparatumokon kimutattak,
hogy az ALC neuroprotektiv szerepét a post-iLTPaztmben is képes kifejteni, ugyanis
elékezelésben alkalmazva meggatolta annak kialaku{Bs@etta és mtsai., 2008).

A modell paramétereinek pontos meghatarozasat &éneiz ALC hataséat kilonb®z
koncentracidk alkalmazasa mellett vizsgaltuk. AéHietek soran egyrészt arra kerestik a
valaszt, hogy az ALC képes-e a hippocampalis sadet olyan protektiv hatast kifejteni,
mely altal a fEPSP-k az inzultust metg kontroll szintre térnek vissza. Masrészt azt is
vizsgaltuk, hogy az ischemiat kdgen indukalhaté-e LTP. A csak OGD-n atesett agysziele
esetében az ischemia visszafordithatatlan karoskdé&lézett &€, igy a normal perfluziés
folyadék &aramoltatasakor sem tapasztaltunk biologedet egyik esetben sem, és
természetesen a magas frekvencias ingerlés hate@rgelentek meg. Bar irodalmi adatok
vannak arra vonatkozoan, hogy mar a 180-0os ALC is neuroprotektiv (Picconi és mtsai.,
2006), a mi kisérleti elrendezésiinkben (adkisErletek soran) ez a koncentracid6 nem
eredményezett hatast. Ezt ket 125, 250 és 50(M-os koncentraciokkal végeztik a

72



kisérleteket. Mindharom esetben megjelentek a fERPSR ischemiat kovéen, amely
folyamat a harom koncentracio esetén élténetikat mutatott. A 125M-0s koncentracio
esetén a fEPSP-k egyrészt &dls kezdtek visszatérni, mint a magasabb dozisokratkzasa
esetén, valamint az amplitidok noévekedése és angbdeksége is lassabban valtozott.
Tovabba a 40 perces kovetési periddus végere géinadra kontroll ertékeket. A 250 és 500
uM-os ALC hatdsara a jelek vizsgalt paraméterei mikasabban valtoztak, és elérték a
kontroll szintet. Ez esetben is megfigyetheolt a kilonbség két koncentracio kozott. Tehat
ezen kisérletekkel nem csupan az ALC neuroprotdikaitasat sikerilt igazolnunk, hanem
annak koncentracio figgeését is. Mivel ebben a lds@rozatban az LTP indukalhatésagat is
vizsgaltuk, nem csupan azt a koncentraciot kettetjhataroznunk, amely a fEPSP-k kontroll
szintre vald visszatérését eredményezi, hanemsaznelynél mar stabil LTP alakul ki.
Annak ellenére, hogy a 250M-os ALC hatasara kontroll szinttel megeg§eartékeket
mutattak a fEPSP-k az OGD utan, a kivaltott LTP nkironyult stabilnak, a kovetési
peribdusban az amplitadékat egy csokkeendencia jellemezte. Ezt az 5QM-0s dézis
sikeresen kivédte, és egy stabil LTP-t j6tt |éthz OGD-s Kkisérletsorozatban kapott
eredmények azt mutatjak, hogy az ALC képes olyasteftiv hatast kifejteni, amely a
szinaptikus transzmisszié helyredllitAsahoz is &peml, valamint a megfel@l dozis
alkalmazasa esetén a funkciondlis javulas a szkuapplaszticitasban is megnyilvanul. Az
ALC in vivo ésin vitro ischemids modellben valé vizsgalata sordn kapattireények
egyértelnien mutatjak, hogy a hatéanyag protektiv volt aallinssal szemben. Mivel az
elmult években az ALC-vel végzett intenziv kutakhsgwedmeényei szamos alkalommal —
kilénb6 neurodegenerativ elvaltozasok esetén vizsgahasertioan biztatdak voltak, ezért
a hatds mogott huzédé mechanizmusok feltérképezésgelents szamu kisérlet iranyult
mar (Di Cesare Mannelli és mtsai., 2009; Bagettentsai., 2008). Az ALC azért is egy igen
igéretes molekula, mert a protektiv hatasat szamwsnalon keresztil képes kifejteni. A
metabolizmust érithatasai kozott az egyik fontos aspektus az, hogtoé szerepet jatszik a
zsirsavakp-oxidaciojdban. Annak ellenére, hogy fiziologiasrikinények kozott az agy
szamara a glikoz jelenti az @ieges tapanyagforrast, ha az energiaellatasalybszéeril,
akkor a sejtek iikodéséhez, illetve tuléléeséhez egyéb szubsztrasoKelhasznalasra
kerllhetnek. llyen alternativ tapanyagok lehetneketontestek (Robinson és Williamson,
1980), a laktat (Wyss és mtsai., 2011), vagy akdgimsavak (Ebert és mtsai., 2003). Mivel ez

utdbbi metabolizalasaban a karnitinek is részt melszigy ischemias kérilmények k6zott egy
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alternativ energianyereési utat nyithatnak meg agsdovet szamara. Ismert tény az is, hogy
egy rovid ideig tarté agyi ischemiat kégen a glikoz oxidacio szignifikans cstkkenést mutat
a reperfuziot koveét egy oran belil, és ez a szint tobb 6ran keredetitéll (Sims, 1995).
Ennek legbbb oka a PDH komplex aktivitasanak csokkenése (€hikas mtsai., 1998),
amely egy elengedhetetlen kapcsoldelemként funkti@naerob és az anaerob metabolizmus
kozott azaltal, hogy katalizalja a piruvat Ac-Kov&-torté atalakulasat (Reed, 1981). Az
agy érzékenyebb tertletein megfigyethatkomplex nikddésének reperfluzié utan létrejov
gatlasa (Bogaert és mtsai., 1994; Zaidan eés mi€88), melynek az a kdvetkezménye, hogy
jelentbs mértékben lecsdkken az Ac-Ko-A termelés. llyenikiiények kozott az ALC egy
exogen, alternativ acetil forrasként szolgalhatagy szamara, ezzeléskgitve az oxidativ
agyi energiatermelést és minimalizalva az anaelidolizist és laktat acidézist (33. 4bra)
(Zanelli és mtsai., 2005).

Gliikoz
0, .. ATP { l
- ’
ROS .. Piruvat wep [aktat
g
PDH l
Acetil-L-karnitin == Ac-Ko-A H,0 O,

Trikarbonsav
ciklus

33. abra: Egy lehetséges ALC hatasmechanizmus aggchemiat kévetien. Az ALC egy alternativ, exogén
Ac-Ko-A forrasként szolgalhat, ezdltal pedig disegitheti az aerob (ETC-n keresztiul végbeméh
energiatermelést és csokkentheti a laktat felhalmdzlas altal indukalt acidézist. Az ischemias/reperfzios
sérulések soran felszabadul6 ROS egyik télpontja a PDH komplex, melynek nikddése gétlas ala kerdl.
Mivel ez az enzim képez hidat az aerob és anaerolgya metabolizmus koz6tt, igy sérilése estén az agyi
laktat szint jelentésen megemelkedik. Mivel a PDH altal katalizalt enmreakci6tdl disztalisan 1ép be az
ALC a folyamatba, ezért az aerob energiametaboliznsiebsegitésével kiutat jelenthet az agyi ischemias
sérilést kdveten az idegszovet szamara. Roviditések: ROS — reaktoxigén gyokok, PDH — piruvat-
dehidrogenaz, Ac-Ko-A — acetil-Koenzim A, ETC — eldron transzport lanc (Zanelli és mtsai., 2005
nyoman maédositva).
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Ezt a hatasmechanizmust az az indirekt bizony#éatamasztja, miszerint a szabad karnitin
€s acetat egyuttesével kezelt allatoknal nem maiiatki neuroprotekcié (Martin és mtsai.,
2005). Az ALC hatdsa mogott szamos egyéb mechamsiziieltételeznek, melyek kdzott
emlithetjuk a kolinerg neurotranszmisszié fokozasatioxidans és antiapoptotikus hatast.
Allatkisérletes és Kklinikai tanulmanyokban is I&kt hogy az agyi kolinerg
neurotranszmisszidban bekodvetkezavarok tanulasi és memoria diszfunkcidkat okoznak
(Yakel, 2013). A kolinerg rendszer sériilése aggiésnia esetén is fellép: csokken az acetil-
kolin felszabadulas, és az agy kulonbderuletein (pl.: a hippocampusban) kimutathato a
kolin-acetiltranszferdz immunoreaktivitasanak mégsése (lwasaki és mtsai., 1996). A
receptorok aktivacioja elengedhetetlen, azt igdkjrhogy a kolinerg aktivacio isdésegiti a
potencirozodast (Blitzer és mtsai., 1990). Korablmaér kimutattak, hogy az ALC az
ischemias seérulésekkel szembeni protektiv hatas&blimerg szinaptikus transzmisszio
aktivalasan keresztil is kifejti (Picconi és mts@006; Ando és mtsai., 2001). Ennek
ismeretében az LTP kisérleteink soran kapott eragieie hatterében az is allhat, hogy az
ALC kezelés a kolinerg rendszeren keresztll fgjtéita hatasat. Masik fontos apektusa a
lehetséges hatdasmechanizmusoknak a molekula afdixitulajdonsaga. Az ALC képes
megakadalyozni a hippocampusban a tranziedsaggl ischemia hatasara bekovetkez
glutation-szint csokkenést, és visszaallitani akomtroll értékre (Al-Majed és mtsai., 2006).
Tovabba megéki a malondialdehid koncentracié novekedését, feoa szuperoxid-
dizmutaz aktivitasat sejtkultarakban OGD-t ket (Zhang és mtsai., 2012), valamint képes
védelmet biztositani a lipidperoxidacidéval szemh@tasui és mtsai., 2002). Az OGD-s
kisérleti elrendezéssel a globalis ischemia j6l efledhed, hiszen a fellép hipoxias és
hipoglikémias allapot hasonloképpen a normdikdaés felborulasat eredményezi, amely
vegsd soron a sejtek apoptotikus és nekrotikus Utorémdrpusztulasaban manifesztalodik.
Mivel korabbi tanulmanyokban beszamoltak az ALCiapuptotikus hatasardl, ezért a
harmadik kisérletsorozat részeként ezen megkogigiteizsgaltuk a kisérleti eredményeink
mogott hiuzodd lehetséges mechanizmust. A PI3K/Akonal az egyik ¢ intracellularis
szignalizacios lehéséget jelenti a kilénbdzsejtes folyamatok szabalyozasaban, tobbek
kozott a sejtosztdodas, a tulélési folyamatok ésirallinra vagy tapanyagokra adott
sejtvalaszok regulaci6jaban (Cantley, 2002). A heédési faktorok altal aktivalt PI3K
foszforilalja a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfét (PIP2), amely ezaltal foszfatidilinozitol-

75



3,4,5-trifoszfatta (PIP3), a legfontosabb masodtagsvive molekulava alakul. A PIP3 az
Akt, vagy masik nevén a protein-kinaz B (PKB) tiefehérjéhez kdidik, és annak
konformacios valtozasat idéziselEz ahhoz sziikséges, hogy ezéltal az Akt fosafmdjat a
foszfoinozitid-fug@ protein-kindzok (PDK) a Thr308-as és Ser473-as iguazan
elvégezhessék (Dong és Liu, 2005). Az Akt fehégansos olyan szubsztratikbdéset
modulélja, melyek a sejt tulélési utvonalakat, gicgdust vagy a sejtek novekedését
befolyasoljak (Fresno Vara és mtsai., 2004). Ardésginkben alkalmazott PI3K blokkolé az
Akt fehérje ntikddésének gatlasan keresztil tehat tobbek kozottamizapoptotikus
mechanizmusokat is gatolta, igy az ALC nem fejthéit protektiv hatasat. Mindez abban
nyilvanult meg, hogy a blokkol6 jelenlétében az AaGkorabban mar hatasosnak bizonyul6
koncentraciéban sem volt képes kivédeni a fEPSRegleges elinését. Eredményeink
0sszhangban vannak a szakirodalomban felk&ladatokkal, miszerint az ALC a PI3K/Akt
utvonal aktivalodasat idézi &l (Abdul és Butterfield, 2007), vagyis ezaltal képes

antiapoptotikus hatast is kifejteni (34. abra).
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34. abra: Az ALC neuroprotektiv hatasa mogott huzod lehetséges, alternativ mechanizmus. A PI3K/Akt
szignalizaciés Utvonal kilonbo# sejtes folyamatok, kézo6ttik az antiapoptotikus vaszok szabalyozasaban
vesz részt. Az ischemias/reperflziés sérilések sordelszabadulé ROS a PI3K-t, ezaltal pedig az Akt
szignalizaciét gatolja, mely végé soron apoptotikus sejtpusztulast eredményez. Az AL a PI3K/Akt
Utvonalat képes aktivalni, ami pedig az antiapoptakus folyamatok beindulasahoz vezet. Roviditések:
ROS - reaktiv oxigén gyokok, PI3K — foszfatidil-inaitol-3 kindz, ALC — acetil-L-karnitin, Akt=protein
kindz-B, Bad — Bcl-2-asszocidlt halal prométer, Cit — citokrom C, HO-1 — hemoxigenéz-1, Hsp —dsokk
fehérje (Abdul és Butterfield, 2007 nyoman modosi®).

Mindezek mellett egyéb hatdsmechanizmusokat iarfak az ALC neuroprotektiv
hatasaval kapcsolatban, ugy mirdsbkk fehérjék és a hemoxigenaz-1 indukalasa (Akdul
Butterfield, 2007), a TN& szintjének csOkkentése (Ahmed, 2012), az idegiekédési
faktorok szintjének ndvelése és az idegrostok regaasa (Karalija és mtsai., 2014), vagy
akar a génexpresszié modulalasa (Traina és m2€&i9), melyek kozll akar tobb is szerepet
jatszhat a mi kisérleti felallasunkban kapott erédypekben is.

Az ALC-t a fent emlitett szerepei és hatasai alapj@a mar nem csupan
allatkisérletekben, hanem klinikai vizsgalatokbanalkalmazzak. Klinikai ll-es fazisban a
hatbanyagot tesztelték mar tobbek kozott Alzheikt@ban szenved pacienseknél

(Remington és mtsai., 2015), kronikus hepatitisMalaguarnera és mtsai., 2014), sulyos
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hepatikus enkefalopatia (Malaguarnera és mtsaill1R0alkoholfiggség (Martinotti és
mtsai., 2010), illetve depresszio esetén is (Wanmesai., 2014). A tanulmanyokban minden
esetben igéretes eredménykszamoltak be. Mivel az ALC a szervezetben fizipdé
koérilmények kozott is jelenléy endogén molekula, igy a magasabb koncentracitiivsard
alkalmazaséara is lelesteg van anélkil, hogy sulyos mellékhatasok jelem&eek. A
metabolikus Utvonalak szadmara nagy energiaju acsibortokat biztosit, ezaltal fokozza az
agy altalanos energia allapotat, helyreallitia aokundrialis funkciét, kivédi az oxidativ
stressz altal okozott karosodasokat, illetve aopéqikus hatassal is rendelkezik. Mivel a
fent emlitett betegségek esetén (és akar az isékestrioke-ot kovéen is) ezek a zavarok
altaldnosan fennallnak, ezért az ALC alkalmazasagak nagy jelerdisége lehet a klinikai
kezelések esetén is. A disszertacio alapjat képegrletekben mind globalis hipoperfazié,
mind pedig globalis ischemia esetén kimutathat® amlALC neuroprotektiv hatasa, mely a
szinaptikus transzmisszio helyreallasaban, a deaskek megrzésében, illetve a szinaptikus
plaszticitasban manifesztalodott. A novékszamua tanulményok egyre inkdbb meégéik
azt a nézetet, miszerint a neuroprotektiv strakégi@rdban helyet kaphatnak azok a
természetes hatdanyagok, melyeket taplalék kietgé&sni alkalmazva olyan mechanizmusok
€s szignalizacios Utvonalak aktivalodhatnak, ankely@eurodegenerativ sérulést mérsekelni,

illetve kivédeni képesek.
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Kovetkeztetések

Az értekezés alapjat kégekisérletes munka célja az ALC esetleges protehditasanak
vizsgalata volt kilénbdz ischemias modelleken. Az eredményeink tikrében a
célkitizésekben feltett kérdéseinkre az alabbi valaszdadtiatjuk, illetve az alabbi

kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1.) Az elokezelésben alkalmazott ALC a 2VO-s globalis hipop#iizio altal eléidézett
funkcionalis karosodasokat (az LTP sérllését) képddgvédeni. A protektiv hatasa
az elektrofiziologiai vizsgalatok mellett hisztologi modszerrel is kimutathato
volt, hiszen az ischemias inzultus koévetkeztében gamértékben lecstkkent
dendrittiiske szamot kontroll szintre allitotta visza (a hippocampus CAl-es
régidjaban). Az el$ kisérletsorozat részeként azt is megallapitottukhogy az

ALC utokezelésben tortéré alkalmazasa nem fejt ki jelenés protektiv hatast.

2.) A molekula protektiv hatdséat globalis ischemias maellen is sikerilt kimutatnunk
a hippocampus CAl-es régidjdban. Az OGD altal okozb szinaptikus
transzmisszio-karosodast és sejtpusztulast dozisggp modon védte ki. A
kisérletsorozatban az 50QuM-os koncentracioban alkalmazott ALC a 15 perces
OGD hataséara végleg megsiné fEPSP-k teljes regeneraciéjat eredményezte.
Kisérleti felallasunkban — eddig egyedulallé médor a regeneracioét koves LTP
indukalhatésagban is sikerllt kimutatnunk a molekula j6tékony hatasat. A
kezelésnek koszonhéen a nagyfrekvencids ingerlés hatdsara bekovetkez
potencirozddéas stabilan fennmaradt a regisztraciogeriddus vegeig.

3.) OGD-s globadlis ischemias modellinkben vizsgalva azALC lehetséges
hatasmechanizmuséat  sikerllt  bebizonyitanunk, hogy =z el két
kisérletsorozatban kapott neuroprotektiv hatas kiahkulasaban fontos szerepe

van a PI3K/Akt jelatviteli utvonalnak.

Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy az ALC képesiroprotektiv hatast kifejteni az
ischemias inzultus soran fell&pfunkcionalis és morfologiai kdrosodasokkal szemben
Eredményeink azt a nézetet is alatamasztottak, emiidzaz ALC csak ékezelésben

alkalmazva mutat (jeleé$) neuroprotektiv hatast. Mivel ez egy endogén agan
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szarmazék, mely a szervezetben altalanoséfordul, még magasabb dozisban toéten
alkalmazasa esetén sem kell elfogadhatatlan, stiyelékhatasokkal szamolni. igéretes
molekula Iévén a jédben helyet kaphat azon természetes hatdanyagokasorénelyeket

taplalékkiegészdként preventiv céllal alkalmazhatunk bizonyos betegkkel és az altaluk

okozott karosodasokkal szemben.
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Osszefoglalas

Az ischemias stroke a fejlett, iparosodott tarsamdé&ban a vezéthalalokok kozé
tartozik. Az inzultust talél paciensek az ischemia kovetkeztében féllepoveti karosodas
miatt maradandé motoros és kognitiv sérilésekehverthetnek. Az ischemiat okozo
okkluzid megszintetésére a klinikai gyakorlatbanrekombindns szoOveti plazminogén
aktivatort (rt-PA) haszndljdk, ez azonban csuparpaziensek igen kis szazalékanal
alkalmazhat6. A tapanyag- és oxigénhiany kovetkeziéfelle@d, maradandd szoveti és
funkcionalis elvaltozasok kezelése jelenleg nemottegt probléma, bar a terileten intenziv
kisérletes kutatomunka folyik. A vizsgélt stratégis hatdbanyagok az allatkisérletek soran
gyakran igéretesnek bizonyulnak, a Klinikai probalksok soran azonban ezek sorra
elbuknak. Ezen ellentmondasos eredményeket szémhkts fmagyarazhatja, melyek kdzott
emlithetjuk a human agy és az allatkisérletekbersgalt, 6ként ragcsaldé agyak kozotti
kulénbségeket, valamint azt, hogy a Klinikai protsikan a paciensek altalaban d#s
részesllnek a hatdanyagos kezelésben a strokesatb&d, mint ahogy azokat az
allatkisérletekben tesztelték. Tovabba a még hatésobizonyuld molekulaknal is gyakran
jelentkezik dozirozasi nehézség. Ezért az elmdizédben szamos kutatdécsoport figyelme
olyan hatéanyagok felé fordult, melyek természetéslon is jelen vannak a szervezetben,
igy még magasabb doézisban valdé alkalmazasuk eseténkell sulyos mellékhatasokkal
szamolni, és a dozirozasi nehézségek is elketilhigy keriiltek a figyelem kézéppontjaba
az antioxidansok (pl.: melatonin, rezveratrol, ztdd), valamint a kulonbézmetabolikus
vegylletek (pl.: ALC, kreatin, Q10 koenzim) is.

Kisérleteink soran az ALC esetleges protektiv l@taizsgaltuk globalis hipoperfuzid,
valamintin vitro globalis ischemia esetén. A mérések soran elekimtigiai uton teszteltik a
molekula hatékonysagat az ischemias inzultus d@kazott funkcionalis karosodasokkal
szemben. A 2VO-val 8idézett hipoperfuziés modellen végzett kisérletekbésztologiai
vizsgalatokkal kerestilk az elektrofiziologiai mé&késoran kapott eredmények morfoldgiai
alapjat. Végul pedig a kisérletsorozatokban tapdtsgtotektiv hatas mogott huzédo atvonal
feltérképezéseét végeztik. Az elektrofiziologiai sgalatokhoz hippocampalis agyszeleteket
alkalmaztunk, ahol az ischemiara legérzékenyebidlidg (CA1l) teszteltik a szinaptikus
plaszticitast. A szinaptikus plaszticitds a neukok®zott megléé kapcsolatok aktivitas-
fllggs megvaltozasa, mely a tanulds €és memoria folyamalagjat szolgaltatja. A feditt
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gerinces idegrendszerben medlézinaptikus plaszticitds tanulmanyozasara egyaakaan
alkalmazott modell a ragcsalok hippocampusa, amaly memoria kialakulasdban
kulcsfontossagu struktlra. A hippocampus anatorsgjatsagai (a neuronok szabalyos
rendezettsége, |0l karakterizalhatd szinaptikusnalak) kifejezetten alkalmassa teszik ezt a
struktarat az elektrofiziologiai vizsgalatokra. dly a magas frekvencias ingerlés hatasara
bekovetke# hosszutava potencirozodas, amely a szinapszisojermisédesével és az
atte\bdés hatékonysaganak fokozédasaval jar. Az LTP képememoria kialakulasanak
neurondlis alapjat. Az LTP az elektrofiziologiaizsgalatok soran regisztralt fEPSP-k
amplitiddjanak, valamint meredekségének novekedésaélilvanul meg. Mindezeknek a
morfologiai alapjat pedig a piramissejteken dédendrittiiskék strukturalis valtozasai (pl.:
PSD kiterjedése, a spine-ok szdméanak ndvekedégd) adspine-ok morfoldgiai valtozasai —
és igy a hozzajuk kothiefunkcionalis valtozasok, ugymint az LTP — nem caatormal agyi
mikodések soran alapwetontossaguak, hanem a kulénBdreuropatolégias folyamatokban
is. Igy az LTP vizsgalatok, valamint a dendrittilskéantitativ analizise az ischemia soran
fellépd karosodasok, és az ezzel szemben alkalmazott nyaigek tesztelésére egyarant
alkalmasak.

Az el kisérletsorozatban az ALC globalis hipoperfuziove\emben mutatott
potencialis hatékonysagét vizsgéltuk. Az LTP mérésmran azt tapasztaltuk, hogy a 2VO
jelents funkcionalis karosodast okozott, mely a kontedbportéhoz képest alacsonyabb
szinti LTP-ben nyilvanult meg. A kialakult potencirozédamdemellett rendkivil instabil
volt, egy folyamatosan cstkk&riendencia jellemezte, melynek eredményeként a FEPS
amplitaddéi az LTP indukciét medi&dé szintre estek vissza. Mivel az utdkezelések az
ischemias stroke kezelése szempontjabdl nagyolimtje€ggel rendelkeznek, ezért a
hatdanyagot ékz6r az inzultus utan alkalmazva (100 mg/kg-osshian) teszteltik. Az ALC
utokezelés hatasara az LTP indukciot kéeat mar nagyobb mértékpotencirozdédast
tapasztaltunk, mint a 2VO-s csoportnal. Ezek agkéikt azonban csak az &isegyed ordban
voltak jellemzek, ezutdn az amplitidék egy enyhe csokkenést takfaimajd egy
alacsonyabb szinten stabilizalodtak. Mivel a doéeiselésével (200 mg/kg) sem sikerdlt
javitanunk a karosodott LTP funkcion, ezekikelzelésben (100 mg/kg) kezdtik vizsgalni a
hatdanyagot. Ebben az esetben egyéftetmjelentkezett a protektiv hatas, hiszen egy
kontroll csoportéval megegy&zmértéki, stabil potencirozédast sikerilt indukélni. A
kezeléseket al-tott allatokon is elvégeztik annak érdekében, h&parjuk az ALC
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szinaptikus transzmissziét és plaszticitast moduldtasat. Ez esetben sem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontroll csoport értéleitA hisztoldgiai vizsgalatok soran kapott
eredmeények alatamasztottdk az elektrofiziologiarések soran kapottakat, hiszen a 2VO
hatasara a dendrittiiskék szama jélsem lecsokkent a kontroll csoporthoz képest. Ezt az
utokezelés nem tudta kivédeni, azonban ékezlelés esetén kontroll sZintiiske friséget
tapasztaltunk. Mindezen hisztologiai eredményelkgpZamba allithatok az elektrofizioldgiai
vizsgalatok soran regisztralt LTP funkciokkal.

Annak ellenére, hogy an vitro ischemias modellek szamos jelleihen kilonbéznek
az in vivo eldidézett, illetve bekdvetkéz inzultustdl, mégis a meglév hasonlésagok
alkalmassé teszikket az ischemia, valamint a lehetséges protektimd&onok vizsgalatara.
Segitségukkel egy jol kontrollalhatd, egyszeendszerben kodvethidt nyomon azok az
alapveb fontossagu, jol jellemezhetinformaciok, melyek az oxigén és glikéz hianyara
kialakul6 sejtes valaszokat jellemzik. Ahhoz, hegyOGD-s modellen tesztelhessiik az ALC-
t, elbszor a vizsgdlatainkhoz szikséges ischemids imzulidstartamat kellett
meghataroznunk. A probakisérletekben kulobimbdintervallumok alkalmazasat kéven
megallapitottuk, hogy a mi kisérleti felallasunkbdh perces OGD-t kové&n mar nem
térnek vissza a regisztralt fEPSP-k. Ebben a remtdsn egy potencialisan neuroprotektiv
hatéanyagtdl azt varjuk, hogy alkalmazasaval az @Q@veben a potenciadlok ismét
megjelennek. Ezen kisérletsorozatban nem csupaolggy effektiv koncentraciot kerestink,
mely a fEPSP-k kontroll szintre val6 visszatérés@dmeényezi, hanem amely mindemellett
egy stabil LTP kialakulasat is leldge teszi. A 1251M-0s koncentracioban vizsgalt ALC az
esetek felében nem volt képes kivédeni az ischekvata sejtpusztulast, igy a fEPSP-k sem
tértek vissza az OGD-t kovien. A regisztrdtumok masik felénél mar megjelerstékPSP-k,
de ezek amplitiddja és slope-ja minden esetbenl j@vieontroll értékek alatt maradt a
kovetési periodus végeig. Ezen koncentracio esetépan két regisztratumnal tapasztaltunk
potencirozdédast az LTP indukciét kbéemn, de sajnos ez nem bizonyult stabilnak, az étéke
a felvétel soran folyamatosan cstkkentek. A gBBos dézis a fEPSP-k regisztralt értékeinek
kontroll szintre tortéé visszatérése tekintetében hatasosnak bizonywhban stabil LTP ez
esetben sem jelentkezett. Az 5QM-os koncentracié hatasara az OGD utani koveteési
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 potenciroz6édas stabilan fennmaradivatdsi periédus végeéig. A keresett
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effektiv  koncentraci6 meghatarozasat kéeet az ALC hatasa mogott hazodoé
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) koncentracidoban sem volt képes kivédeni éSIER végleges dihését, tehat a PISK
blokkol6 az Akt fehérje rikodésének géatlasan keresztil tobbek kdzott az papiatikus
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 isrfak az ALC neuroprotektiv
hatasaval kapcsolatban, ugymirisbkk fehérjék és a hemoxigenaz-1 indukalasa, aoTNF
szintjenek csokkentése, az idegi novekedési faktsmintjének novelése és az idegrostok
regenerélasa, az agyi energetika fokozasa, alterAatKo-A forras biztositdsa, a sejt- és a
mitokondrialis membran integritasanak rieggse vagy akar a génexpresszid modulalasa.
Természetesen ezek kozil akar tobb is szerepeh@ta mi kisérleti felallasunkban kapott
eredményekben is. Az ALC-t a fent emlitett szergggehatasai alapjan ma mar nem csupan
allatkisérletekben, hanem klinikai vizsgélatokbanalkalmazzék. A klinikai ll-es fazisban
kapott eredményeél beszamolé tanulmanyokban az ALC-t egy igéretdasdmyag jelolt
molekulaként mutatjak be. &lyos tulajdonsaga, hogy kdonnyen atjut a BBB-onaldéa
mivel a szervezetben endogén maddon is jelen vanaimagasabb koncentraciéban toétén
alkalmazaséra is leleteg van anélkil, hogy mellékhatasok jelentkeznémekndvekws
szamu tanulmanyok egyre inkdbb mégéik azt a nézetet, miszerint a neuroprotektiv
stratégiak soraban helyet kaphatnak azok a ternesszeatoanyagok, melyeket taplaléek
kiegészibként alkalmazva olyan mechanizmusok és szignabsaci utvonalak

aktivalédhatnak, amelyek a neurodegenerativ séniiéssékelni, illetve kivedeni képesek.
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Summary

Ischemic stroke is one of the leading causes ofhdewathe industrial countries.
Survivors suffer from long-lasting and permanenndge (e.g. impaired motor and cognitive
functions) caused by the harmful effects of iscteeom the brain tissues. In clinical practice,
the recombinant tissue plasminogen activator isotilg drug used for the treatment of acute
ischemic stroke, but it can be applied in merefgwa per cent of the patients. The treatment
of the lasting tissue damage and functional impanhtdue to the lack of glucose and oxygen
is currently an unsolved problem, despite the esttenresearch in this field. New strategies
and compounds are often promising in animal studies most fail during the clinical trials.
The differences between the human brain and thentdarain studied experimentally could
explain this inconsistency. Furthermore, in clihigmactice patients usually receive the
treatment much later than the time in experimetasts. Difficulties arise in the dosages of
the studied molecules in many cases, and the atteaf many researchers during the last
decade has turned to compounds normally presgheinuman body, which can therefore be
administered safely even in higher doses withoubge side-effects. As a result, various
antioxidants (e.g. melatonin, resveratrol and gteah and metabolic compounds (e.g. acetyl-
L-carnitine (ALC), creatine and coenzymegofdhave come into the focus of neuroprotection
research.

We examined the potential protective effects of Adgainst global hypoperfusion and
in vitro global ischemia, testing its efficacy against filmectional impairment caused by the
ischemic insult with electrophysiological measuratse Our aim was to identify the
morphological basis of the electrophysiologicalufess of 2-vessel occlusion (2VO) global
hypoperfusion experiments. We additionally focused the mechanisms underlying the
protective effect of ALC. For the electrophysiolcgi measurements, hippocampal brain
slices were used, where the synaptic plasticity wwsted in the region (CA1) most vulnerable
to ischemia. The process of experience-dependeamges in synaptic connectivity, synaptic
plasticity, provides the basis of learning and mgm@é model system widely used to study
plasticity in the adult vertebrate nervous systewoives the rodent hippocampus, a key
element in memory formation. The anatomy of thgobgampus (the specified location and
orientation of the neurons, the well-characterisgdaptic pathways) renders it particularly
suitable for electrophysiological investigationsg.elong-term potentiation (LTP). High-
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frequency stimulation results in LTP, which is asated with strengthening of the synapses
and an increase in neural transmission. LTP previde neuronal basis of memory formation,
and also results in the increases in field exaiyatpostsynaptic potentiation (fEPSP)
amplitudes and slopes during electrophysiologieabrdings. The structural changes in the
dendritic spines of the pyramidal cells (e.g. iases in the postsynaptic density, increases in
the number of the spines) provides the morpholdgicasis of this potentiation.
Morphological changes in the spines (and also timetfonal changes, including LTP) are
important not only in normal brain functions, bulsa under different pathological
circumstances. Measurement of the LTP and quawmétatnalysis of the dendritic spine
number are suitable for investigating the harmfifiéas of ischemia and testing potential
agents against the impairments.

We first measured the effects of ALC against gldbgloperfusion. 2VO resulted in
significant functional damage, manifested in lowdP relative to the control group. This
LTP was unstable, and displayed a constant deocaytowe. As a result, the amplitudes of the
fEPSPs almost reached the level recorded beforeimdiittion. As concerns the relevance of
the treatment of stroke patients in clinical preetiwe tested the effects of ALC (100 mg/kg)
administered after the ischemic insult. There wdsgher potentiation after LTP induction
relative to the 2VO group, but these amplitudesevgtable only in the first 15 min, and then
decayed slightly and stabilized on a lower levéhc8 increase of the dose (200 mg/kg) did
not repair the impaired LTP function, we examinbkd effects of ALC pretreatment (100
mg/kg). Its protective action was clear, for thégmbiation was the same as that of the control,
and this LTP was stable until the end of the reiogrgeriod. To exclude the modulating
effect of ALC on the synaptic transmission and fitety, we also administered the compound
to sham-operated animals. There was no signifiddigrence between the LTP of the control
and that of the ALC-treated sham-operated groug. rEsults of histological measurements
were in accordance with the electrophysiologicaésonn the 2VO group, the number of
dendritic spines was significantly decreased natato the control, but whereas the post-
treatment was not effective against this decreasé¢he pretreated group the level of the
spines was the same as in the control. These dgtal results parallel the LTP functions
measured during the electrophysiological recordings

Despite the differences betweemvitro andin vivo ischemia models, there are many
similarities, which makesn vitro models suitable for the measurement of ischemiathe
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testing of potential protective agenits.vitro models provide well-controlled, simple systems,
where the cellular responses against ischemicyirgan be detected and characterized. To test
the effects of ALC on an oxygen-glucose deprivali®&D) model, we first determined the
suitable time for the ischemic insult in our systérhe preliminary studies revealed that the
fEPSPs did not appear after a 15-min OGD. In tlisec we presumed that a potential
neuroprotective drug could restore the fEPSPs dffterischemic insult. Our aim was to
identify the lowest effective concentration whiatutd restore the fEPSPs to the control level,
and which also provided the possibility of the intlon and maintenance of stable LTP. In the
125 uM ALC-treated group, half of the cases dematei definite elimination of the
fEPSPs, so the treatment did not prevent the damadeell death caused by ischemia. In the
other half of this experimental group, the fEPSPseared after OGD, but the increases in the
amplitudes and the slopes were low, and they datlifaelow the control level. LTP was
induced in only two recordings, but was not staldghibiting a constant decay. The
application of 250 uM ALC was effective, since tB#SPs returned to the control level after
OGD. On the other hand, this concentration wassafiiciently high to induce stable LTP. In
the 500 uM ALC-treated group, the amplitudes anges of the fEPSPs reached the control
level, and after the high-frequency stimulationréheas a higher potentiation than in the 125
and 250 uM ALC-treated groups. Furthermore, thid?LWas stable until the end of the
recordings. Having found this effective concentmatiw eset out to identify the mechanisms
underlying the protective effect of ALC. A phosplgt inositol 3-kinase (PI3K) inhibitor
(LY294002) was applied in these experiments. TH&KAkt pathway is one of the main
intracellular signalizations in the regulation bktdifferent intracellular processes (e.g. the
regulation of the survival and antiapoptotic pree=y. In the presence of this inhibitor, the
effective ALC concentration (500 uM) did not prevehe loss of the fEPSPs after OGD.
LY294002 presumably blocked the antiapoptotic maidmas through inhibition of the Akt
protein, and thus ALC could not be protective. @gults are in accordance with the findings
of other research groups that ALC can be neurogtigeethrough activation of the PI3K/Akt
pathway.

However, there are a number of other mechanismerlyimgy the neuroprotective
effect of ALC, including the induction of heat-slkgaroteins and hemoxygenase-1, reduction
of the level of tumor necrosis factar-increase of the level of the nerve growth fagtors

regeneration of the nerve fibers, improvement & thrain energetics, provision of an
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alternative acetyl-coenzyme A source, preservatifnthe cellular and mitochondrial
membrane integrity and gene expression modulatiors possible that several of these
processes can simultaneously underly the protectffect of ALC revealed in our
experiments. Because of these roles and effedd.Gf it is not only used in animal studies,
but also tested in preclinical trials, and has pobvery promising. ALC has many beneficial
features, including its ready ability to cross tileod-brain barrier; moreover, since it is an
endogenous molecule, it can be applied in higheceatration without serious side-effects or
toxicity. The number of studies relating to the mguotective effects of different natural
substances is currently increasing steadily. Themmpounds can be applied as dietary
supplements and can act as neuroprotectants iouganeurodegenerative diseases. They may
perhaps offer an alternative and effective modelioical treatment (e.g. as supplementary

treatment) of these diseases in the future.
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