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EGY MITOKONDRIALIS TOXIN, A 3-NITROPROPIONSAV
MAGATARTASI TOXIKUS HATASANAK VIZSGALATA

Lukacs Anita doktorjelolt

értekezésének magyar nyelvii 6sszefoglaloja

A neurodegenerativ  korképek kialakulasanak és patogenezisének pontos
mechanizmusa mindmaig nincs tisztazva. Allatkisérletes modelleken ezen betegségek
patomechanizmusa jol tanulmanyozhato, tovabba a jelenleg még megoldatlan terapiaban
hasznalhato szerek hatésa is vizsgalhat6 igy.

A Huntington-koér (HD; egy autoszomalis dominans 6roklédésii neurodegenerativ
elvaltozas) patogenezisében az excitotoxicitas jatssza a fO szerepet, amelyben a
sejtpusztulas az ingerlé aminosav, altalaban glutaminsav, receptoranak tulaktivalodasa
miatt kovetkezik be. A striatum, mint a bazalis ganglionokhoz az agykéregbdl érkezod
glutamaterg palyak fo végzodési helye, fokozottan érzékeny az excitotoxicitasra. Az N-
metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok tulingerlédése a receptorokat hordozd sejtek
apoptozisat vagy nekrozisat okozza, ami funkcionalis és magatartasbeli valtozasokban
nyilvanul meg. Ugyanezek a tulingerlédott sejtek, pusztulasukat megel6zben, dopamint
szabaditanak fel, amely mar 6nmagaban is neurotoxikus hatasu.

A mitokondrialis  toxinok  ko6zé  tartoz6  3-nitropropionsav  (3-NP),
allatkisérletekben ugyanolyan striatalis lézidkat okoz, amelyet a human HD-ban is
megfigyeltek, és a hisztologiai karosodas mellett magatartasbeli elvaltozasokat is
eredményez. Az allatkisérletekben tapasztalt csokkent motoros aktivitast és a karosodott
szenzomotoros gatlast HD-betegekben is megfigyelték. A 3-NP magatartasbeli hatasainak
pontos ismerete hozzajarulhat ahhoz, hogy a 3-NP a HD allatkisérletes modelljeiben
nemcsak hisztologiai, hanem a magatartasbeli hatasok is megj elenithe}ék legyenek.

A 3-NP altal okozott magatartastoxikologiai valtozasok hatterében glutamaterg és
dopaminerg hatasok egyarant feltételezhetoek. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a
3-NP hatasat ezen neurotranszmitter-rendszereken, az NMDA receptor antagonista,
dizocilpin maleat (MK-801); valamint egy dopamin D, receptor agonista, quinpirole

(QP), és egy antagonista, sulpiride (SP) keriilt alkalmazasra.



A célkitlizésiink az volt, hogy pontosabban megismerjik a 3-NP altal okozott
magatartasi valtozasok hatasmechanizmusat, lehetévé téve egy kibOvitett — a jelenlegi
ismert hisztologiai elvaltozasok mellett magatartasi hatasokon is alapuld —
betegségmodellt.

A magatartasi vizsgalatokhoz fiatal, felnétt him Wistar patkanyokat hasznaltunk.
A kezelésekre, valamint az ezeket kovetd magatartasi vizsgalatokra két — egy | azonnali”
és egy ,,akut” — kisérleti sémaban keriilt sor. A kezelések elott, valamint az ,azonnali”
kisérletben 30 perccel, mig az ,akut” kisérletben 24 oraval a kezelések utan, kertilt sor a
vizsgalatok elvégzésére. A patkanyok intraperitonealisan kaptak 20 mg/kg 3-NP, illetve
0.8 mg/kg MK-801 egyszeri adagjat; kulon-kalon, illetve az anyagok kétféle — forditott
sorrendben beadott — kombinacidjat oly modon, hogy az anyagok injektalasa kozott 30
perc telt el. Emellett a patkdnyok 5 mg/kg quinpirole és 80 mg/kg sulpiride oldatot
kaptak, 15 perccel a 3-NP illetve, az MK-801 adagolasa el6tt. A kontroll allatokat
fiziologias sooldattal kezeltik.

A patkanyok spontan lokomotoros aktivitasait open field késziilékben
tanulmanyoztuk, 10 perces intervallumokban. Az infravoros fénykapuk altal detektalt
mozgasok alapjan horizontalis, vertikalis €s lokalis aktivitasi paramétereket szamitottunk.
A harom aktivitasi paraméter, valamint a nyugalomban t6ltott id6 kolcsonosen kizartak
egymast és egyiitt teljesen lefedték a regisztralasi intervallumot.

A motoros koordinacios képesség mérésére rotarod tesztet alkalmaztunk. A tesztet
megel6zOen a patkanyok eldzetes betanitasban részesultek, majd ezt kovetden keriilt sor
az egyenletesen gyorsulva forgd rudon toltott 1d6 meghatarozasara, S5 perces
intervallumokban.

A patkanyok akusztikus ijesztési reflex reakciojat egy hangszigetelt plexidoboz
aljan elhelyezett piezoelektromos erdmérd segitségével vizsgaltuk. 15-20 perces
akklimatizaciot kovetden, tiz alkalommal egymas utan, 15 masodpercenként, 110 dB-es,
5000 Hz-es, 200 ms-os sipszoval valtottuk ki az ,,acoustic startle response”-t, és mértiik a
»zaj-pozitiv”’ valaszok — ahol az izmok rangasa 50 g tomeg altal kifejtett stlyerénél
nagyobb er6t hoz létre — szamat. Ezt kovetden a vizsgalatot megismételtiik ugy, hogy
Gjabb 15 perces varakozast kovetéen az izomvalaszt kivalté fo ingert 200 ms-mal

megelozte egy 73 dB-es, 1000 Hz-es, 500 ms-os sipsz0; mely Gn. ,,pre-pulse inhibition”-t,



PPI-t idéz eld. Detektaltuk még a zaj-pozitiv valaszok latenciajat, csucsamplitidojat,
valamint a csticsamplitudo eléréséhez sziikséges idot is.

A statisztikai kiértékelés SPSS 9.0 for Windows statisztikai programmal tortént.
Az adatok eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov teszttel vizsgaltuk. Normal eloszlas esetén
egytényezds variancia-analizist (ANOVA), majd post hoc Scheffe-tesztet (p<0.05)
hasznaltunk, nem-normal eloszlasnal pedig a Kruskal-Wallis tesztet (p<0.05)
alkalmaztuk. Az ijesztési reflex vizsgalatanal a , zaj-pozitiv” valaszok elemzéséhez a x’
probat hasznaltuk (p<0.05). Valamennyi kisérlet elvégzéséhez eldzetesen megkaptuk az
SZTE Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Bizottsag engedélyét.

Az azonnali kisérletben mind a 3-NP, mind az MK-801 &sszességében
szignifikansan csokkentette az allatok spontan lokomotoros aktivitasat. Az MK-801-gyel
tortént kombinacios kezeléseket kovetden ugyanez a hatas volt megfigyelheté. Mind a QP
mind a SP, 3-NP-val torténé kombinacioban, szignifikansan csokkentette a patkanyok
horizontélis aktivitassal toltott idejét a kontroll csoportéhoz képest. Ugyanez a
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd a vertikalis aktivitasnal is, mar nemcsak a
kontroll, hanem a csak 3-NP-val kezelt patkanyokhoz viszonyitva is. A lokalis aktivitas
mértékét szignifikansan novelte a QP+3-NP kombinaciods kezelés. A QP és a SP MK-801-
gyel torténd kombinacidja a vertikalis aktivitas szignifikans csokkenését eredményezte.

Az MK-801 azonnali adagolasa mind 6nalléan, mind kombinacioban, az allatok
koordinalatlan, ataxias mozgasat idézte el6, ezért a rotarod teszt nem volt kivitelezhetd.

Az akusztikus ijesztési reflex tesztelésénél a zaj-pozitiv valaszok szamanak
szignifikans csokkenése volt megfigyeihetd az MK-801 6nallo adagolasat kovetden.
Ugyanez a trend latszott a 3-NP-val kombinalt csoportokban is. A kontroll csoportnal
megfigyelhetd enyhe pre-pulse gatlas megsziint a 3-NP kezelés hatasara, amely az MK-
801+3-NP kombinacidt kovetden Gjra jelentkezett, mig az ellentétes iranyu kombinacids
kezelésnél inhibici6é egyaltalan nem volt tapasztalhaté. A zaj-pozitiv valaszok latencidja
szignifikansan csokkent a 3-NP kezelést kovetden. Ugyanez a trend volt megfigyelheto az
MK-801 6nallo6 és kombinacios adagolasat kovetden is. A csicsamplitudo elérési ideje
szignifikansan csokkent az MK-801+3-NP kezelési csoportban. A pre-pulse gatlast
mutatja, hogy a csucsamplitidé szignifikansan csokkent a 3-NP kezelést kovetden.

A QP+3-NP kezelés szignifikansan csokkentette a zaj-pozitiv valaszok szamat,

mig a SP+3-NP kombinacié szignifikdns mértékben novelte azt. A kontroll csoportnal



lathato kis mértékii pre-pulse inhibicio megsziint a 3-NP kezelés hatasara, azonban a SP
adagolasa a 3-NP elott, az eredetinél erosebb gatlo hatast eredményezett. Az MK-801-
gyel torténd kombinaciok esetében a QP és SP zaj-pozitiv valaszokra kifejtett ellentétes
hatasa mar nem kiilonbozott szignifikansan.

Az akusztikus ijesztési reflex szamszer( paraméterei kozil a QP+3-NP kezelés
szignifikansan novelte a latenciat és a csicsamplitido eléréséhez sziikséges 1d6t, mind
pre-pulse stimulus alkalmazéasaval, mind anélkil. A zaj-pozitiv valaszok csucsamplitudoja
szignifikansan csokkent a QP+3-NP kezelési csoportban, mig a SP+3-NP kombinaciot
kovetden szignifikans emelkedést mutatott. A QP és SP ellentétes hatasa az MK-801-¢l
tortént kombinéaciokban is megfigyelhetd volt, kivéve a cstucsamplitadot, ami mindkét
anyag hatasara szignifikansan csokkent a pre-pulse gatlas tesztelésekor.

Mind a 3-NP, mind az MK-801 akut séma szerinti adagolasanak hatasara csokkent
a patkanyok spontan lokomotoros aktivitasa, ennek mértéke azonban kisebb volt, mint
ami az azonnali kezeléseket kovetdéen megfigyelhetd volt. A SP+3-NP kombinacids
kezelés hatasara szignifikansan csokkent a patkanyok vertikalis aktivitasa. A SP és az
MK-801 kombinaciojat kovetden szignifikans mértékii horizontalis aktivitascsokkenés
jott létre.

Szignifikans kilonbség nem volt megfigyelheté a patkanyok rotarodon nyujtott
teljesitménye kozott.

A zaj-pozitiv valaszok szama minden kezelési csoportban novekvo tendenciat
mutatott. A 3-NP és az MK-801+3-NP kezeléseket kovetden kifejezett pre-pulse gatlo
hatas volt megfigyelheto.

A 3-NP kezelés szignifikansan csokkentette a zaj-pozitiv valaszok latenciajat, mig
novelte a csucsamplitudot a kontroll csoportéhoz képest. A pre-pulse gatlas tesztelésénél
pedig a csucsamplitido eléréséhez szitkséges id6 csokkent szignifikins mértékben.
Ugyanezek a valtozasok a kombinaciés csoportokban is megfigyelhetoek voltak, csak
nem szignifikans mértékben.

A QP és a SP akut adagolasa sem a 3-NP, sem az MK-801 esetén nem
befolyasolta szamottevéen sem a zaj-pozitiv valaszok szamat, sem a pre-pulse gatlo
hatast.

A 3-NP kezelés szignifikansan novelte a csucsamplitidot, amely a QP hatasara

szignifikinsan lecsokkent. A pre-pulse gatlas tesztelésénél a 3-NP szignifikansan



csokkentette a csucsamplitado elérési idejét. Szignifikansan kisebb csicsamplitudo volt

megfigyelheto a QP+3-NP kezelést kovetden.

A fenti eredményekbol az alabbi kovetkeztetéseket lehet levonni:

e A 3-NP altal okozott csokkent spontan lokomotoros aktivitas a caudato-putamenben
torténd csokkent dopamin felszabadulassal hozhato Osszefuggésbe — ez
alatamasztja a fennallo hisztologiai betegségmodellt.

e A csokkent dopamin felszabadulast kortikostriatalis axonok kozvetitik, amelyek
preszinaptikus gatlo hatast fejtenek ki a caudato-putamen dopamin-
felszabaditasara.

e Az NMDA-antagonista MK-801 — a 3-NP-hoz hasonloan — szintén csokkent
lokomotoros aktivitast okozott, ami ellentétes az irodalmi adatok alapjan vart
hatassal.

e A 3-NP magatartasi hatdsait — legalabbis részben — nemcsak glutamaterg, hanem
dopaminerg mechanizmusok is szabalyozzak.

e A 3-NP pozitiv hatasa az ijesztési reflex reakciora fokozott dopamin-felszabadulasra
utal a nucleus accumbensben.

e A D, receptor antagonista SP-del torténé kombinacid helyreallitotta a 3-NP altal
okozott csokkent pre-pulse gatlast, amely alapjan feltételezhetd, hogy a 3-NP a
nucleus accumbens posztszinaptikus D, receptorai kozvetitésével fejti ki
stimulalo hatasat.

e A 3-NP-t nem szikséges olyan hosszu ideig alkalmazni, hogy az mar a striatalis
dopaminerg neuronok pusztulasat okozza; ugyanis azok a magatartasi hatasok,
amelyek a modell szempontjabol lényegesek, mar az azonnali adagolasat
kovetden is jelentkeztek, és ugyancsak dopaminerg deficiten alapulnak.

e A magatartasi metodika lehetoséget adhat a HD szempontjabol lényeges
karosodasokat el6idézni ill. kivédeni képes anyagok hatdsanak neminvaziv
tanulmanyozasara; ellentétben a jelenlegi szovettani modellekkel, ahol a
vizsgalat egy allatban nem megismételhetd.

e A HD modellezésén tul a bemutatott eredmények hozzajarulhatnak mas kronikus

neurodegenerativ betegségek terapiajanak tovabbfejlesztéséhez is.





