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Bevezetés

Az cmberek és az emlésok agydban két motoros rendszert
kiilonboztetiink meg a pyamidalis rendszert, melynek palydja a
gerincveld hentén fut lé: valamint az extrapyamiddlis rendszert,
melyet a striatﬁm (caudétufn és :putamen. melyek emberben
clkulonulnek egymasté! régcéz’xléknél ~azonban egy egységet
kepeznek) a globus palhdus vagy pallidum, a subthalamicus magok
es a substantia nigra alkot. A basalls ganglionoknak a motoros
‘ kontrollban jdtszott kozponu szerepet a Huntmgton kérhoz hasonlé
'kozpontl 1degrendszen betegsegekbol lehetett levezetni, amelyben a
h motoros rendszer rendellenes miikodése kapcsolatba hozhat$ az agy
post mortem észlelt morfoldgiai elvdltozasaival. A Huntington koér
eddigi kaillut’kl’sérletes modelljeiben az elsédylyeges cél az volt, hogy
i olyah striatdlis 1ézi6kat hozzanak létre, amelyek a legjobban
‘hasonhtanak a humdn esetekre. tovabbd, hogy feltdrjdk, vajon a
4kapott funkcnonahs rendellenességek mennyire kovetik a betegekben
’,cSIICil elvaltozasokdt
. A novenyx eledetu 3- mtroprcplonsav 3- NP) a modellezésben
az égylk leggyakrabban ‘hasznlt vegyulet amely legeld
’\’szarvasmmhak tovabba 3 NP-t termelo pencszgombéval fertdzott
etelt fogydszto emberck koreben okoz mérgezéseket A humin
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spazmusai. CT vizsgédlatokkal elsésorban a putamenben, kisebb
mértékbe a globus pallidusban. és esetenként a caudatumban is
biaterdlis hypodenzitdst mutattak ki. Ezen megdllapitds. tovdbbd a
mérgezett 4llatok  és a Huntington koros betegek szovettani
elvéltozésal alapjin hasznéljak a 3 NP-t betegség modellezésére.
Mds, krénikus neuroldgiai betegségek modellezésére hasznalt
vegyﬁlepektél eltéréen, a 3-NP-t szisztémdsan (pl. intraperitonedlisan
vagy szubkutdn) is lehet adagolni.

A 3-NP elsodleges hatésmechanfzmusa a szukcinat-
dehirogenédz enzim (mely a mitokondridlis II. kompléx alkotérésze)
szelektiv  gétlisa, mivel a ’3-N‘P strukturélis analégja a
borostydnkdsavnak. A  létrejové energiahidnyos dllapotban a
csokkent ATP szint miatt Ca’" dramlik be a sejtbe az aktivalédé
NMDA receptorokon keresztiil: emellett a folyamatban a Nz;—K
pumpa  kdrosoddsa is  szerepet  jdtszik, mindez  végiil
excitotoxickitéshoz vezet. A striatum-specifikus 1€ziék létrejotte a
glutamdterg excitotoxicitds, a dopaminérg toxicitﬁs, a laterdlis
striatdlis artéria kdrosoddsa, és a vér-agy giat nem megfeleld
mﬁkédésének egybeesésével magyarézhaté. Az emlitett hatasok
osszességukben nem korldtozédnak csak a striatumra, vagy az agyra,
ezért feltételezhetd, a 3-NP beaddsa a kozponti és/vagy penferxas
idegrendszer bizonyos — clektroflzxolégml modszerekkel kimutathaté
— miikodési véltozdsokat is okoz. Ebben a vonatkozdsban azonban
kevés adat taldlhat6 a szakirodalomban.
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Az értekezés tirgydt képezd vizsgdlatban, az Intézetiinkben
kidolgozott kisérletes metodolégidt — a patkdny spontdn és kivaltott
kortikdlis. valamint kivaltowt periférids ideg aktivitdsanak mérése —
alkalmaztuk a 3-NP  kiilonbozo intraperitonedlis  ddzisainak
bevitelével. az akuttdl a szubkrénikusig terjedé ideji adagoldst
alkalmazva. A f6 cél az volt, hogy megdllapitsuk, mennyire alkalmas
a szomatoszenzoros (SS), vizudlis (VIS) és auditiv (AUD) kérgi
spontan aktivitds, az ugyanezen teriileteken Kkivéltott szenzoros
vdlaszok: valamint a farokideg Osszetett akciés potencidljanak
rogzitése €s analizaldsa a 3-NP okozta funkciondlis elviltozasok
megdllapitisdra. Arra is vdlaszt kivdntunk kapni, vajon milyen
iranyba kell fejleszteni vagy viltoztatni ezt a metodikdt ahhoz, hogy
konnyebben érzékelhetok legyenek a hatdsok. Végiil, de nem
utolsésorban, szerettiink volna egy olyan paramétert taldlni, amely
kelloen érzékeny a 3-NP hatdsaira. Emellett ugy véltiik, hogy a
kapott eredmények hasznos kiegészitéséiil szolgalhatnak a mdr 1étez6
betegségmodellnek, igy példdul jelezhetik az agyi - kdrosodds
kifejlodését, s ezen tilmenden farmakolégiai kutatdsokban is

felhaszndlhatdak lehetnek.
Anyagok és médszerek
A kisérleteket him, felnétt Wistar patkdnvokon végeztiik el.

Irodalmi adatok figyelembevételével négy kiilonbozé adagoldsi
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sémat alkalmaztuﬁk: azonnali, akut.  szubakut s szubkronikus
bevitelt. Az azonnali hatisok vizsgdlatakor a patkdnyokat elészor
elaltattuk és elvégeztiik a sziikséges agyi feltdrdst. Anyagbeadds
elotti kontrollként rogzitettiik a kozponti és perifériaix::t?;len:;ktromos
aktivitast, majd 20 mg/ttkg 3-NP-t adagoltunk intraperitonedlisan, ezt
kovetden kb. 2 6rdn keresztiil tovibbi felvéleleket készitettiink. Akut
kezeléskor 10 vagy 20 mg/ttkg 3-NP-t kaptak a patkanyok i.p., majd
24 o6ra elteltével tortént az elektrofizioldgiai fclvétel. A szubakut
kisérletben 10 vagy 15 mg/ttkg 3-NP-t adagoltunk 5 egymadst kovetd
napon, majd 28 nap mulva végeztik el az elektrofizioldgiai
méréseket. A szubkronikus sémdban 7 hetes dllatoknak 4 naponta,
osszesen 6 alkalommal adtuk intraperitonedlisan a 10 vagy 15
mg/ttkg 3-NP-t; az elektrofizioldgiai mérések egy héttel az utolsd
injekcié beaddsa utin torténtek meg. Az azonnali kisérletek
onkontrollosak voltak, mig a tébbi protokollban olyan kontroll
‘csoportot haszndltunk, amely ugyanolyan miveleteke esett dt, mint a
kezelt csoport; a kiértékelés pedig a csoportz’xtlagdk Osszehasonlitdsdn
alapult, ..

Az dllatokat uretdnos altatdsban prepardltuk; a bal agyfélteke
parietdlis lemezét eltdvolitottuk, a képzddot sebfeliiletet 10 %-os
lidokainnal kezeltiik, s.a szabaddd vdlt kérgi részt folyékony
paraffinnal fedtiik be. Meleg ruhdval betakarva, 30 percig hagytuk,
hogy a patkdny tilessen a mitét okozta shock hatdsin. Ekkor a dura
materre a primer SS (bajusz mez6), VIS és AUD kérgi mezoére
-6



gombhegyt eziistelektrédokat helyeztiink, hogy re.gisztréljukwa
spontdn (electrocorticogram. ECoG) €s a stimulus-kiviltotta kérgi
aktivitdst. A szubakut kisérletek sordn acél tielektrédot szﬁftunk a
caudato-putamen  €s  globus  pallidus teriiletére, melyeket
sztereotaxids koordindtdk alapjan hatdroztunk meg.
Szomatoszenzoros  ingerként  a patkdny kontralateré}is
bajuszmezdjébe szurt tiipdron keresztiil gyenge elektromos litéseket
alkalmaztunk. A ,vizuél;is‘jngerlést az ellenoldali ‘s;embe’tdrténaé
fényfelvillandsokkal ~ végeztik. Az akusztikus stimuldlds ;1
hallojdratba illeszkedd rogzitérid furatin at kozvetleniil az dllat
filébe vezetett "click"-ekkel tértén}. A farokidegben az Osszetett
idegi akcids potencidlt a faroktonél beszdrt tiiparon adott elektromos
ingerrel viltottuk ki s az azokt6l 50 mm-re disztélisan beszirt mésik
tupér segnsegevel vuettuk el. Egy felvételi ciklus sordn eldszor —
paxhuzamosan mmdhamm kregloro] ~ hdtpercnyle ECoGt
rogznettunk melyet a felsznm elektrédak segftsegevel az adott
temletekrol a szenzoros kivéltott potencnalok felvétele koveten
Végééetul a farokndeg akc:és potencnéljandk felvétele tortént meg
Az mgerks a felvetelek rogzxtesc és az ezt koveto anahzxs a
NEUROSYS 1. 1 (Expenmema Ltd.. U K) rendszerrel tortént. Az
mgelles ‘standard t:ekvencwa i Hz volt.  Kordbbi,
labomtouﬁmunkban egyeb 1degrend‘;7ert karos;to anyagokka] végzeit
klsé;letexnk dldpjdn telteteleauk hogy toxm hatdsara a kettds

Aty mid . ks “

mgerlessel kivaltott kerg1 és penfenés aktmtas egyes mérhetd
7

a



‘paramétereinek véltozdsa sokkal‘érzékenyebb lehet. Ezen médszerrel
az excitdci6s folyamatok dinamikus kélcsonhatdsa tanulmédnyozhatd,
melyre nagy val6sziniiséggel hatdssal lehet egy olyan vegyiilet,
amc:ly befolydsolja az energiaelldtast. Ezért az azonnali és az akut
kezelés sordn kétt(’js SS ingerlést is alkalmaztunk kiilonb6zd
interstimulus intervallumokkal (60-3005}}\‘1‘5; I sec-os ismétlésekkel).
A farokideg refrakter periédusénak ﬁlé'géiiapft{lsa -~ mind a négy
kezelési sémdban. — 10, 5, 3, 2, és | ms intervallumokkal tortént. A
kivaltott aktivitdsok frekvencidjdt a ézomatoszenzoros ingerlésnél 2
és 10 Hz-re dllitottuk be, a farokideg étimulaiciéjakor pedig 20, 50 és
100 Hz-es ipgereket alkalmaztunk. A mérések végeztével az dllatokat

nagy dézisu uretdn beaddsdval tdlaltattuk.

A Az ECoG értékelésekor az analizdl6 program a standard
frekvénciasévokra (delta, théta, stb.) esdé relativ teljesitményt
hatdrozta meg. A kiviltott potencidlok esetében a vélaszokat a gép
automatikusan 4tlagolta, majd képernydn, mérékurzorok segitségével
hatdroztuk meg a potencidl f0 paramétereit: a megjelenési latencid,
valamint a f8 hullim kezdete és vége kozdtti idStartamot. A
szomatoszenzoros Vdlaszokndl a csticstol-csticsig mért amplitﬁdét és a
hulldmcstics latencidjdt is megdllapitottuk. A farokideg akcids
potencidljnak a megjelenési latencidjét és a csiics amplitud6jdt mértiik
mfc]g._ A SS kettds ingerlés sordn a mdsodik:els6 kivdltott vdlasz

amplituddjét €s latencidjét hatdroztuk meg, mig a farokideg kettds



ingerlésekor a relativ és abszolut refrakter id6 keriilt megdllapitdsra.
A periférids ideg vezetési sebességének meghatdrozdsa az ingeriileti
hulldim megjelenésének latencidja, valamint az ingerl6 és elvezetd

tlipdr kozotti S0 mm-es tdvolsdg alapjdn tortént.

A szubkronikus, szubdkut és az akut kezelés utdn kapott
eredmények statlsztnkax elemzése egyvéltozos ANOVA-val tortént.
Az azonnali kisérletek exedményen ( a kezelés eldtti és utdni addtokat)
ismételt valtozos ANOVA-vaI teszteltiik A poet hoc analizisben

p<0.05 volt a suumhkancw kuszobe

Eredmények

A hdrom kérgi teriilet spontdn aktivitdsdban a 3-NP beaddsat
kovetden a delta hulldimokban egy dtmeneti csokkenést tapasztaltunk,
mig a beta2 és gamma aktivitds idélegesen megnétt; késdbb mindez
ellentétes irdnyba. a lassi hullimok dominancidjdba vdltott at. Az
akut modellben, a 3-NP beaddsa utdn az ECoG a két kezelési
csoportban eltéréen - vdltozott meg: alacsony dézis addsa utdn
megnétt a gyors, €s lecsokkent a lassi hulldimok ardnya, mig a
kontroll értékekhez képest az eltérés a nagy ddzisi csoportban
forditott: volt. A vizudlis teriiletrél elvezetett védlaszokban mindkét
kezelési csoportban, de kiilonbdzd frekvenciasdvokban csokkent a
lassti- hulldmok ardnya. A 3-NP-nek nem volt kifejezett hatdsa az
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akusztikus ~ kérgi  mezore.  Szubakut alkalmazds sordan a
legszembetiinébb ECoG elviltozds a szignifikins théta aktivitds
csékkénés volt, mely jelenség a nagy dozist kapott csoportban
mindhdrom kérgi teriileten €s a caudato-putamenben is tapasztalhat6
volt, az alacsony dézissal kezelt dllatokndl azonban csak a SS és az
AUD teriileten volt észlelhetd. A tobbi trekvcnuamvnal nem volt
egyseges viltozds. Osszességében véve a gyors frekvencmk amnya
megnétt, a lassi hulldimoké pedig lecsokkent a szubakut kezeleb
hatdsdra. A szubkrénikus 3-NP bevuel mindhdrom vnzsgalt kerg:
teriileten, ddézis-hatds osszefuggcs nélkiil. csokkentette a lassi €és
novelte a gyors hulldimok aktivitdsat. A kis dozisi 3-NP
alkalmazdsakor mindhdrom szenzoros mezdben szignifikaihs betal
aktivitds novekedés volt tapasztalhatd. A beta2 sdv ardnya
‘megemelkedett a szomatoszenzoros €s az akusztikus mezokben, az
utébbi teriileten az alpha €s a gamma intenzitds is megnott.

Az azonnali. kezelés sordn a kivdltott vdlaszok latenciz’njaki és
idotartama. nem véltozott szignifikdnsan, még az ingerlés
frekvencidjdnak .emelése setén sem. A kettds szomatoszénzoms
stimuldlds sordn a mdsodik és elsd kivdltott valasz amplitudGjanak
ardnya 0,5 koril mozgott, majd a 3-NP beaddsdt kdvetden, ez az
ardany emelkedni kezdett és tillépte az l-et. A hatds szignifikancidja
-az interstimulus intervallumtdl és a beadéstél,s_z:’lmitolt.:jdé&ar{vamtél
fiiggott. Az akut kisérlet sordn a 3-NP-nek nem volt jelentés hatdsa a
.szomatoszenzoros- kivéltott potencidlok latencidjdra. Az idétartamuk
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lecsokkent. de csak a 100 ms-os periédusidovel alkalmazott ingerek
esetében. Az azonnali kezelésnél tapasztaltakkal ellentétben, itt nem
volt szignifikdns kiilonbség a kontroll és a kezelt csoportok kozott a
kettos ingerléssel kivdltott vdlaszokban. Egyértelmii megnétt a VIS
és az AUD kivdltott potencidlok latencidja, és csokkenést az utébbi
idotartama. A szubakut adagolds sordn mindkét kezelési csoportban
mind a harom kérgi mez6ében megnétt a szenzoros kivaltott vilaszok
latencidja, minek sordn kis mértékl dézis-hatds Gsszefiiggést is meg
lehetett figyelni. A kivdltott védlaszok id6tartama csak mérsékelten
viltozott meg. A szubkrénikus bevitel alkalmazdsakor a
szomatoszenzoros Kivdltott potencidlok idétartama megnyult, s ezen
paraméter frekvenciafiiggése is megvdltozott. A mdsik két
modalitdsban mind 4 latencia, mind az id6tartam lecsdkkent.

Az azonnali €s az akut kisérletek eredményei alapjan a 3-NP
nem volt jelentds hatdssal a farokideg vezetési sebességére €és
refrakter idejére. Szubakut kezeléskor a vezetési sebesség megnétt, a
relativ refrakter id6 lecsokkent, az amplitudé frekvenciafiiggése
‘matatott bizonyos idegrendszeri kdrosoddst. Szubkrénikus adagolés
sordn a vezetési sebesség €s a relativ refrakter id6 ellentétesen — de

‘nem szignifikdnsan — véltozott meg.
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Diszkusszio

A 3-NP gatolja a mitokondridlis oxiddciét, ezdltal
energiahidnyos dllapotot hoz Iétre a neuronokban, amely szoveti
hipoxidhoz vezet. Humdn adatok bizonyitjak, hogy 6sszefiiggés 4ll
fenn az agy energia-dllapota ¢és g;?,.ﬁs.‘,ppnt;ir‘;‘ aktivitds kézbtt.
Onkénteseknél azt tapasztaltdk. hogy alacsony oxigéntartalmi levegé
belélegzésekor lelassul az EEG. Oroklot  vagy idiopaﬁés
‘mitokondridlis zavarban (pl. mitokondridlis encephalomyopathia —
ME) szenvedd betegeknél abnormdlisan lelassult EEG-t mutattaék‘!ki.
Néhany esetben bebizonyosodott. az Osszefiiggés egy jellegzaé{%,
abnormdlis EEG mintdzat €s a mitokondridlis DNS muticidja kézbtt.
Az elektrofiziolégiai médszerek alkalmasnak (de nem specifikusnak)
bizonyulnak olyan kozponti idegrendszeri b¢tegségek észlelésére is.,
amelyek a. mitokondridlis kdrosodds miatt jottek ylétre.k Jelen
vizsgédlatunkban, az azonnali, €s részbch az akut kisérletekk sordn,
hasonlé ECoG eltoléddst, tapasztaltunk az alacsony I‘rekvgn’cki;ék
-irdnydba. .

A 3-NP szdmos neurotranszmitter 1endszen befolyasol
melyek koziil a legnagyobb mértékben a glutamiterg trdnszmmsz:()t
vizsgdltdk. A gdtolt  glutamdt-felvétel  hozzdjarul  az
excitotoxicitdshoz, és megbontja az egyensulyt az ingerld és gatld

mechanizmusok kozott. Ennek eredményeként kevesebb transzmitter
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jut a preszinaptikus végzddésekbe, mely magyardzatul szolgdlhat az
akut 3-NP kezelés szomatoszenzoros kivdltott potencidljainak —
gyors ingerlés melletti — szignifikdnsan lecsokkent idotartaméra. Egy
hosszabb iddperiédus utdn extrém mdédon megnd a glutamdt-szint,
amély nagy valdszinliséggel deszenzitizdlja a receptorokat. Ezen
hatds mutatkozott meg ” a szubakut kezeléskor, mindhdrom
modélitésban a kivéltott'vélaszok Iatencizijénak ndvekedésében. A
bazdlis eldagy kolmelg neuronjdm levé glutamdt receptorok elészor
szintén tulmgexlodnek majd deszenzitizdlédnak, s az ezzel egyiitt

viltozé felszdlld kérgi aktivicié szintén kozrejatszhatott az ECoG-
ban tapasztalt elvaltozdsok kialakuldsdban.

A szomatoszenzoros Kettds ingerlés tovédbbi bizonyitékul
szolgélhat arra, hogy az elektrofiziolégiai mérésekre alapozott, 3-NP-
vel kivdltott betegségmodell helytéllé A kivdltott vdlaszok
amplitidéjdnak mdsodik: elso arénya egyfajta dezinhibiciét jelez. ME
betegekben a n. medlanus kettds stimul4ciéjakor erdsen lecsskkent
az intrakortikdlis gatlds. A hasonlé hatdsok. tovébb4 a mitokondridlis
kdrosodds és a mégn&ekedett kortikdlis ingerlékenység kozott
fenndllé. ismert oSszefuggés felveti azt a lehetoséget, hogy a kettds
ingerlés egy érzekeny és specifikus mddja lehet a 3-NP kozponu
idegrendszerre gyakorolt hatdsdnak kimutatdsdra. Az, hogy az akut
kisérletben a mdsodik:elsd kivéltott potencidl ardny mar nem
viltozott meg jelentds mértékben (a hosszabb kezelések esetében
sem), azt jelentheti, hogy a hatdst direkt médon az energiahisnyos
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dllapot — amely ‘éll)andéun Jelen van a ME-ben szenvedo betegekben,
azonban patkdnyban 24 6rdn beliil fokozatosan megszinik — viltotta
. A 3-NP ECoG-ra gyakorolt hatdsa — legszembetlinébben a
szubakut és "a szubkronikus kezelés viszonylatdban - az egyes
kezelési sémdk €s dézisok esetében kiilonbdzo, néhol ellentétes volt,
ami nagyon hasonlénak mutatkozott az irodalomban leirt motoros
viselkedési valtozdsokhoz. A szévettani és magatartdsi vdltozdsok
mértékének €s irdnydnak az alkalmazott doézis nagysagdval valo
osszefiiggése szintén ismert. Tdgabb értelemben véve. a toxikus
hatdson alapul6 betegségmodellekben egy nagyon fontos kérdés
vetbdik fel — vajon azok az elviltozdsok. melyek a modellezni kivint
betegség analogdjanak tekinthetok, direkt vagy csak mdsodlagos
kovetkezményei az alkalmazott modell-vegyiilet hatdsainak. mivel
azok az utébbi esetben mdr nem hozhatdk Gsszefiiggésbe a vizsgdlni
kivént kéros folyamattal. A 3-NP mitokondridlis hatdsit nem csak az
agyra fejti ki, melybol az is kovetkezhet, hogy a kérgi elektromos
aktivitds megvdltozdsit szisztémds mitokondridlis kdrosodds is
eredményezheti. Az a tény viszont, hogy a szubakut és szubkrénikus
kisérleteink sordn nem tapasztaltuk a kezelt patkdnyok test-, és
szerviomegeinek  jelentds  megvidltozdsdt,  arra utal.  hogy a
mabodlagmhams nagy valésziniiséggel kizdrhato. Ha ebbol a
%@@PontbolvxzsgalJuk .a farokideg paraméter viltozdsait, akkor
ldthatjuk, hogy az nem mutat parhuzamossdgot a kérgi kivaltott
14 |



potencidlokban taldltakkal, s ez tovdbb er6siti azt a megdllapitdst,

hogy a 3-NP direkt hatdssal van a kéregre.
Kovetkeztetések

A kapott eredmények alapjan megdllapithat6, hogy a 3-NP

(és valdsziniileg az agyi krénikus, degenerativ betegségmodellekben
alkalmazott egyéb vegyiiletek) kozponti idegrendszerre gyakorolt
hatdsainak kimutatdsdra és nyomon kovetésére az elektrofiziolégiai
mddszereken alapulé megkozelités alkalmas lehet. Vizsgélataink
alapjan - az elsodleges célkitiizésnek megfeleléen - azt a
kovetkeztetést lehet levonni, hogy az Intézetiinkben kidolgozott
elektrofiziolégiai  metodolégia  alkalmasnak tinik a 3-NP
funkciondlis elviltozdsainak detektdldsdra. Tovdbbd, ezen standard
metodika tovdbbfejleszthet, elsdsorban az ismételt szenzoros
ingerlés alkalmazasdval, abbdl a célbdl, hogy kelléen korreldljon a 3-
NP dltal kivdltott elvaltozasokkal. Jelenleg még nem lehet
egyértelmien vdlaszolni arra a kérdésre, hogy melyik az a
neurofizioldgiai paraméter, amelyik a legérzékenyebb, s egyben a
legspecifikusabban koveti a 3-NP dltal kivéltott kérosodds
kifejlodését. E tekintetben, krénikus elvezetési eljdrdsok alkalmazasa
mellett, a szomatoszenzoros ingerlési médok (kettds, 1assﬁ-gyors,
sth.) alkalmazdsa tinik igéretesnek. A jovoben megvdlaszolandé
fontos kérdés az is. hogy a az elektrof‘iziolégiai médszerekkel kapott
15



funkciondlis elvdltozdsok mennyire hozhatk Osszefiiggésbe a
szovettani és biokémiai vdltozdsokkal. Ezen felvetés megvilaszoldsa
Gjabb  vizsgdlatsorozatokat  igényel,  melyek  credményei
felhaszndlhatok lesznek a HD mechanizmusdnak pontosabb

feltdrdsdban, és terdpidjat lehetové tevd gyogyszerkutatdsban is.
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