Korabbi vizsgalataink soran megallapitottuk az egészseges ragcsalok és a nem-
human féemlésok homeosztazisaban a mitokondridlis uncoupling protein 2-nek
(UCP2) a jelenlétét. Szintén kimutattuk, hogy a neurodegeneracio kulonbdzo
modelljeiben is az uncoupling proteinnek jelentds szerepe van. llyen pl. a Parkinson-
kor nem human féemlés modellje. Ezen kisérletekben a UCP2 kifejezédése
Osszefliggesben volt a neuronok szubpopulécidjaval a degeneracié soran és a sejtek
varhat6 leghosszabb talélésével, a kezdeti beavatkozas utan.

El6tanulményaink soran az emberi UCP2 hatéséara az egerekben csokkent a
szabadgyok termelédéesenek a szintje, viszont az ATP és ADP szint emelkedett, és ez
egyertelmiien alacsonyabb sejthalalban nyilvanult meg a pilokarpin indukéalta
neurodegerenacié utan. Egér kisérleteink bizonyitjak, hogy koenzim-Q (CoQ) -
amely a UCP2 kofaktora- adagolasanak hatdsara a neuron elhalas és a dopamin
deplécid csokkent, az 1-methyl-4-phenyl-1,2,5,6 tetrahydropyridine (MPTP) kezelést
kovetéen. Ezek alapjan, hipotézisiink szerint a Parkinson-koér esetén a UCP2,
koenzim-Q altal torténé aktivalasa a dopamin sejtek megnovekedett védelmét
eredményezi a degenerdcioval szemben. Ezen hipotézisink igazolasara MPTP-t
hasznaltunk a dopamin sejtek pusztulasanak a kivaltasara.

Kutatas eredményeink hozzajarulnak egy Gjszerii mitokondrialis mechanizmus
felismeréséhez, amely  dont6  szerepet  jatszik a  neurodegeneracid
megakadalyozasaban.

Meghataroztuk a neuronok pusztuldsat a substantia nigra-ban, a UCP2 szintjet,
és a mitokondriumok szamat MPTP-vel kezelt allatorkban, amelyek egy csoportja
elézetes koenzim-Q kezelésben részesil, mig a masik csoportjuk nem kapott ilyen
kezelést. A kontroll allatoknak csak koenzim-Q-t adtunk.

A neurodegeneracio egy olyan fiziologiai folyamat, amely végig kiséri az
emberi életet az agy korai fejlédésétél a haldlig. Azonban amikor az idegsejt
halalanak mértéke elér egy bizonyos szintet, ahol a normal idegmiikddés sérul, akkor
a folyamatot mar betegségnek tekintjik. Klinikai szempontbol a kritikus kérdés
felismerni azt amikor az idegsejt populéacidé kdnnyen sebezhetéve valik a patologias
neurodegeneracié szamara, tovabba ezen folyamat megelézése, es/vagy az elhalo
félben 1évo, illetve elhalt sejtek helyettesitése G idegsejtekkel, amelyek teljes
mértékben helyettesiteni tudjak az elpusztult sejteket. Ez utdbbi lehet6ség egészen
napjainkig igen tavoli megoldasnak tiint, azonban az 6s idegsejtek létezésének a

felfedezésével és ezen sejteknek az egyes agyterlleteknek megfelelé fenotipusu



sejtekké vald differencialasaval megnétt a remeny, hogy a kozeljévében lehetéseg
lesz a neurodegenerativ betegségek esetén az elhalt idegsejteknek egészségessel vald
helyettesitésére, és ezaltal a normal funkcio helyredllitasara.

A legtdbb esetben a neurodegenerativ betegségek etioldgidja komplex
mechanizmusokat foglal magéaban. Valojaban a Parkinson-kér sem kulénbozik ettol,
mivel ezen neurodegenerativ betegség koroktanaban is feltehetéen tébb tényezé
jatszik szerepet. Amig a Parkinson-kor kivalté oka is kulénb6zé lehet, addig ezen
betegség soran a neurodegeneracionak van egy kozos sajatossaga: a substantia nigra
dopamin neuronjai véglegesen elpusztulnak. Amennyiben ezek a degenerativ
mechanizmusok ellenérizhetévé valnanak, akkor a dopamin neuronok (és
folyamataik) megmenthet6ek lennének, a substantis nigra megtarthatna funkciojat, de
legalabb meghosszabbodna, fiiggetlentil a degeneracié kezdeti okatol. El6z6
tanulmanyaink és megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy a mitokondrialis
uncoupling protein 2 (UCP2) donté szerepet jatszik a Parkinson-kor sorén a

nagymertéki sejthalal megelézésében, amely a koenzim-Q altal tovabb fokozhato.

A neurodegenerativ betegségek nagy része az agy meghatarozott tertletén, a sejt
metabolizmus zavaraval kezdddik. A mitokondriumon belll a kulénbdzé eredetii
enzimek populacidja (mitokondridlis vagy magi DNS altal kodolva) egy
meghatarozott topogréfia alapjan helyezkedik el, és igy latja el a kulénbdzo
feladatokat. A UCP2 kifejezédésére és funkcidjara vonatkozo adataink viszont arra
utalnak, hogy donté kilénbseg van a mitokondriumok belsé membran sériilése miatt
bekdvetkez6 A¥m veszteség €s a mitokondridlis uncoupling fehérjék megnovekedett
aktivitasa kdzott, amely a sejt sorsanak szempontjabdl teljesen ellentétes eredményhez
vezet. A bels6 membran egységenek felborulasakor szétkapcsolodik a 1égzési lanc
és/vagy a gatlasa, mert a citokrom-C felszabadulasa a superoxid anion fokozott
termel6dését, a redox ekvivalensek (NAD(P)H, glutation stb.) deplécidjat és a
megndvekedett reactive oxygen species (ROS) okozta karosodast eredményezi. Ezzel
ellentétben feltételezzilk, hogy az uncoupling fehérjék csokkentik a A¥m-t
parhuzamosan a csokkent ROS termelédessel, és ezért természeténél fogva anti-
apoptoticus és anti-necroticus hatasuk lehet. Azon felfedezésink, hogy a UCP2
fokozott mértéki jelenléte, a mitokondridlis proliferaciot és a sejt megndvekedett ATP

szintjét eredmeényezi csokkent szabad gyok termeléssel bizonyitja, hogy a UCP2



indukcigja a substantia nigraban a Parkinson-kor soran védi a neuronokat a
degeneracioval szemben.

Sajnos, a fenti témaban elnyert OTKA péalydzat pénzlgyi kerete csak 2004.

végétol allt rendelkezésiinkre, ezért a 2004. évre tervezett kisérletsorozatok éppen
csak el tudtuk kezdeni.
Az elékisérleteket ugyan mar a 2004. év elején inditottuk el, részben tanszékinkon,
részben a Yale egyetemen. Itt juniusban 1 hénapot toltéttem, Dr. Horvath Tamas
meghivasara, aki egyeb palyazataibol szarmazd pénzilgyi forrasbdl finanszirozta
Kinttartozkodasom es az elékisérletek folytatasanak kéltségeit.

Egyben a fenti OTKA témahoz csak tagabb értelemben kapcsolodd
kisérleteink eredményeit dolgoztuk fel, és elkészitettiink egy kozleményt, amely a

European Journal of Neuroscience-ben jelent meg.

Elokisérleteinkben, mint ahogy azt a palyazatban is irtuk (,,Ahhoz, hogy ez a
kutatas sikeres legyen fontos, az MPTP dozisanak pontos bedllitasa, mert csak igy
hozza létre a neurodegeneracié mintazatat, amelynek szignifikans eltérése varhat6”)
elvégeztilk a megfelel6 neurodegeneracios mintazat kivaltasahoz szikséges MPTP
pontos dozisanak beéallitasat.

A munkatervben foglaltaknak megfeleléen az MPTP bevitelét PBS-ben végeztilk,
kronikus adagold rendszer alkalmazasaval, intramuscularisan, és az é&llatokat 6
csoportra osztottuk, csoportonként 5-5 allattal, amelyek naponta 6tszor az alabbiak
szerint lettek kezelve.

l. Kontroll - PBS-t kapott.

. 0.2 mg/kg mennyiségben

I1l. 0.3 mg/kg mennyisegben

IV. 0.4 mg/kg mennyisegben

V. 0.5 mg/kg mennyiségben

VI. 0.6 mg/kg mennyiségben

Az allatokat a kezeléesek megkezdését kovetéen a 20. napon exterminaltuk, a
mesencephalont 4%-os paraformaldehidbe fixaltuk, majd szOvettani és EM-0s
vizsgalatok céljara feldolgoztuk.

Szamunkra a legmegfelelébb és egyodntetiibb neurodegeneracios mintazatot IV.

csoportba tartozo allatoknal végzett kezelések eredményezték. A I1. csoportba tartozo



allatoknal a neurodegeneracio mertéke alig volt ertékelhetd, a I11. csoporthoz tartozé
allatok mar mutattak a neurodegeneracios mintazatot, de egyedi eltérésekkel. Az V.
és VI. csoportban tobb allat is elpusztult. Igy, a késébbiekben beéllitott patkany
Kisérleteink sorén a 0.4 mg/kg MPTP ddzist hasznéltuk.

Az 1. sorozatl patkany kisérletekben az allatokat 4 csoportba osztottuk, csoportonkent
6-6 allattal:

I. csoport: kezeletlen kontroll. A csoport tagjai az MPTP-vel egyenlé
mennyisegi PBS-t kaptak.

I1. csoport: koenzim-Qqo-el kezelt. Az allatoknak 10mg/kg/nap koenzim-Qqo-et
aplikéltunk szajon at. A koenzim-Qio adagolasat 20 nappal, a Ill. csoport
MPTP-vel vald kezelését megel6zéen kezdtik, és az &llatok exterminécidjaig
folytattuk.

I11. csoport: MPTP-vel kezelt. Az MPTP bevitelét PBS-ben végeztik, kronikus
adagolo rendszer alkalmazésaval, intramuscularisan, naponta 6tszér, 0.4 mg/kg
mennyiségben.

IV. csoport: MPTP és koenzim-Qo-€l egyarant kezelt allatok. A kisérlet soran
a koenzim-Qmo-t az MPTP adasat 20 nappal megel6zéen kezdtik, majd

mindkét vegylletet az allatok exterminaciéjaig aplikaltuk.

A Kisérleti allatok végleges elaltatasat, pentobarbital tdladagolast kdvetéen, hideg
a két striata kozil az egyiket eltavolitottuk, majd rogton szaraz jégen lefagyasztva —
80°C-on taroltuk.

A mésik fél eléagy szintén szaraz jégen kerllt lefagyasztasra, amely izopentannal
htitottlnk. A mintakbol cryostattal 20um vastagsagu metszeteket készitettlink.

Az agy tobbi részét, amely a mesencephalont is tartalmazta, 4 %-0s
paraformaldehidbe helyeztiik, majd 4°C-on 24 6ran at fixaltuk, és ezt kovetéen 20%-
os glicerollal &titattuk, majd fagyasztottuk.

A mintak feldolgozésa folyamatosan tortént.

Az elvégzett kvantitativ Real-time-PCR (RT-PCR)-mérési eredményeink azt

tdmasztjék ala, hogy a substanitia nigra UCP2 mRNS mennyiségében nincs kildnbség



a kontrol és a koenzim-Qjo-el kezelt csoportok kozott. Ezen tény megerésiteni latszik

a koenzim-Qq jelentésegét, mint a UCP kofaktora.

A munkatervben foglaltaknak megfeleléen a 2005. évre tervezett 2. és 3. sorozatl
patkany kiserleteket az 1. sorozatl vizsgalatok alapjan, az alabbiakban megadott

protokoll szerint végeztik.

I. csoport: kezeletlen kontroll. A csoport tagjai az MPTP-vel egyenlé mennyiség
PBS-t kaptak.

I. csoport: koenzim-Q10-el kezelt. Az allatoknak 10mg/kg/nap koenzim-Q10-et
aplikéltunk szajon &t. A koenzim-Q10 adagolasat 20 nappal, a Ill. csoport MPTP-vel
valo kezelését megel6z6en kezdtik, és az allatok exterminaciojaig folytattuk.

I1l. csoport: MPTP-vel kezelt. Az MPTP bevitelét PBS-ben végeztik, kronikus
adagolo rendszer alkalmazasaval, intramuscularisan, naponta Otszor, 0.4 mg/kg
mennyiségben.

IV. csoport: MPTP és koenzim-Q10-el egyarént kezelt allatok. A kisérlet soran a
koenzim-Q10-t az MPTP adasat 20 nappal megel6zéen kezdtilk, majd mindkeét

vegylletet az allatok exterminéacidjaig aplikaltuk.

A Kisérleti allatok végleges elaltatasat, pentobarbital tdladagolast kdvetéen, hideg
a ket striata kozul az egyiket eltavolitottuk, majd rogton szaraz jégen lefagyasztva 80
C-on téroltuk.

A mésik fél eléagy szintén szaraz jégen kerllt lefagyasztasra, amely izopentannal
hitoéttink. A mintakbol cryostattal 20mikro-méter vastagsagu metszeteket
készitettlink.

Az agy tobbi részét, amely a mesencephalont is tartalmazta, 4 %-0s
paraformaldehidbe helyeztiik, majd 4 C-on 24 éran at fixaltuk, és ezt kdvetéen 20%-

os glicerollal atitattuk, majd fagyasztottuk.

A mintak szdvettani vizsgalatat, feldolgozasat és elemzését a kvantitativ Real-time-
PCR (RT-PCR)-mérésekkel parhuzamosan végeztik és az eredményeket értékeltik a

Yale Egyetemen, Horvéath Prof. laboratériumaval szoros kollaboracioban.



Az elmult évben két (j kisérletet sorozatot hajtottunk végre a UCP2-vel.

Az egyikben azt vizsgaltuk, hogy UCP2 aktivalasa a gyomorbdl
szarmazo6 metabolikus hormone, ghrelin altal szerepet jatszik-e dopamine sejtek
vedelmeben MPTP-indukalt degeneracio soran.

A munkatervben foglaltaknak megfeleléen a 4. sorozati patkanykisérletekben
az MPTP bevitelét PBS-ben végeztik, kronikus adagolé rendszer
alkalmazasaval, intramuscularisan, es az allatokat 4 csoportra osztottuk (2 wild
type és 2 ghrelin KO csoport), csoportonként 5-5 allattal, amelyek naponta
OtszOr az alabbiak szerint kezelttink. 1. Kontroll - PBS-t kapott, II. MPTP 0.4
mg/kg mennyisegben.

Az allatokat a kezelések megkezdéset kdvetéen a 20. napon
exterminaltuk, a mesencephalont 4%-os paraformaldehidbe fixaltuk, majd
szovettani és EM-os vizsgalatok céljara feldolgoztuk. Ezekben a Kisérletekben
azt talaltuk, hogy MPTP indukudlt sejthalal szignifikansan alacsonyabb volt a
ghrelin KO kezelt allatokban, mint a controll (wild type) allatokban. Ezen
eredmeények arra utalnak, hogy ghrelin hianya csokkenti a dopamine sejtek
talélési lehetéségét MPTP-altal indukalt neurodegeneracioban.

Annak eldontesére, hogy emelt ghrelin szintvédé hatast fejt-e ki a
dopamine sejtekre, a fenti kisérleteket elvégeztiik olyan controll allatokon,
melyek vagy PBS-vel, vagy ghrelinnel voltak el6kezelve. A kisérletek azt
mutattak, hogy azon allatokban, melyek a ghrelin el6kezelésben részesiiltek az
exogen ghrelin alkalmazésa utan, kisseb morbiditast mutattak és kevesebb
dopamine sejtjiik pusztult el a szubsztantia nigraban. Ezen Kkisérletek
eredményei a jelenleg is tarto részletes feldolgozas utan kertilnek publikalasra.

Egy masik kisérletsorozatban arra kerestiik a valaszt, hogy UCP2
szerepet jatszik-e szinaptikus plaszticitas regulalasaban. Erre azért forditottunk
figyelmet, mert a ghrelinre, fentiekben leirtak alapjan) bizonyitast nyert, hogy
segiti a dopamine sejtek taléléset, timogatja a szinaptikus plaszticitast mind a
kdzépagyi dopamine sejtekben, mind pedig a hippocampuszban. Amennyiben
UCP2 valdban sejten beltlli mediatora a ghrelinnek, akkor a UCP2 hianya

befolyassal kell hogy legyen szinaptikus plaszticitasra is. Ennek



tanulményozéséara a hippocampalis gyrus dentatust valasztottuk, mivel korabbi
vizsgalatok alapjan bizonyitast nyert, hogy mind ghrelin receptorok, mind
pedig UCP2 jelen van ezen a rendkivil plasztikus agyterileten.

Négy csoport allatait vizsgaltuk: kontrol allatok es UCP2 KO allatok
standard laborkorilmeények kozott, futokerék nélkiul (mokuskerék), valamint
kontrol és UCP2 KO allatok futokerékkel. Megallapitottuk, hogy mind a
kontrol mind pedig UCP2 KO allatok nagy hajlandosagot mutattak a
mokuskerékben valo gyakori futdsra. Harom hét elteltével, analizaltuk gyrus
dentatus-bol izolalt mitokondriumok oxigen fogyasztasat. Megallapitast nyert,
hogy a kontrol allatoknal a szabadon futas megemelte mind a mitokondrialis
oxigénfogyasztast, mind az ATP produkciéhoz mind pedig hétermeléshez
kapcsolt oxidacioban. Ezen valtozasok az UCP2 KO egerekben nem voltak
megfigyelhetok.

Egy masik a fenti csoportbeosztasnak megfeleléen beallitott kisérletsorozat
alapjan megfigyelhet6 volt, hogy mig a kontrol allatokban a futds megemelte a
mitokondriumok, valamint a dendritikus szinapszisok szamat a gyrus dentatus
sejteiben, ezen véaltozasok nem voltak észlelhetok a UCP2 KO kezelt
allatokban. Osszevetve, megallapitottuk, hogy a mitockondrialis
mechanismusok regulaljak az adekvalt szinaptikus plaszticitast, ezeken belil is

a mitokondrialis UCP2-nek kiilénleges szerepe van.

Tovabbi kisérleteinkben arra keressiik a valaszt, hogy a ghrelin altal kivaltott
vedettsége a kozépagyi dopamine sejteknek, milyen mértékben tarsul

szinaptikus plaszticitassal.



