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Az értelem a tett. Akkor veszited el az értékedet, ha lemondasz a valtoztatasrol és a
tapasztalatrol. Hatalmadban all valasztani: valassz valamit, és szenteld neki magad. A tettek

adnak célt és reményt.”

/Christopher Paolini/
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1. Roviditesek jegyzéke

AP
Ach
AD
APOE
APP
ARF
ARM
AS
ASF
ASM
BACE-1
BDNF
BR
BVR
CDK5
CO
DAG
DM
ELISA
ERG
FFA
GCL
GC-MS

GSK3
HO-1
HPLC

IFN-y
IL-6
ILM
S-1

amiloid-p

acetil-kolin

Alzheimer’s disease (Alzheimer-Kor)

apolipoprotein E

amyloid prekurzor protein

aged running female (id0s futd ndstények)

aged running male (id6s futé himek)

aged sedentary (i1dds 1ilok)

aged sedentary female (idds inaktiv ndstények)

aged sedentary male (idds inaktiv himek)

B-szekretaz-1

brain-derived neurotrophic factor (agyi-eredetii neurotrofikus faktor)
Bilirubin

biliverdin-reduktaz

ciklin-dependens kinaz 5

szén-monoxid

diacil-glicerol

diabetes mellitus

enzyme-linked immunosorbent assay (enzimkapcsolt immunoszorbens esszé)
Electroretinographia

free fatty acid — szabad zsirsav

ganglion cell layer (ganglion sejtréteq)

Gas chromatography—mass spectrometry (gaz kromatografia — tomeg
spektrometria)

glikogén-szintaz kinaz 3

hemoxigenaz-1 enzim

High  Performance Liquid Chromatography (nagy teljesitményii
folyadékkromatografia)

interferon-y

interleukin-6

inner limiting membrane (belsé limitalé membran)

inzulin receptor szubsztrat-1



I/R ischaemia/reperfusio

LPS Lipopoliszacharid
LRP-1 low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (alacsony molekulatomegt
lipoprotein receptorhoz kapcsolt fehérje

MWM Morris water maze

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

NEP Neprilizin

NFK neurofibrillaris kéteg

NIH National Institute of Health (Nemzeti Egészségligyi Intézet, USA)
OGTT orélis glikoz tolerancia teszt

PBS foszfat-puffer

PET Pozitron Emisszios Tomogréafia

PFK Phosphofruktokinaz

PGC-1a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator 1-alfa
PIB Pittsburgh Compound B (Pittsburgh Komponens B)

PKC protein kindz C

PSENL1, 2 preszenilin 1, 2

RPE retinal pigment epithel (retinalis pigment epitél)

sAPPa solubilis amyloid prekurzor protein

SCSE sour cherry seed extract (meggymag-kivonat)

SEM standard error of the mean (az atlagérték standard hibaja)

SGLT-2 (sodium-glucose linked transporter 2) natrium-gliik6z ko-transzporter 2
SIRT-1 sirtuin-1

SnPP cink protoporfirin

SOCS suppressor of cytokine signaling (citokin szignalizaciot gatlé protein)
STZ Streptozotocin

SUvV standardized uptake value (standardizalt felvett érték)

TNF-a tumor necrosis factor-alfa

VEGF vascularis endothelialis ndvekedési faktor

ZDF Zucker Diabetic Fat (Zucker diabeteses elhizott) patkanymodell



2. Bevezetés és célkituzés

A demografiai viszonyok megvaltozésa — elsésorban az emelked6 varhato élettartam,
valamint a fejlett orszagok novekvo életszinvonala — a tarsadalom eléregedésével, valamint az
id6skorral és életmoddal asszocialt patholdgias allapotok — mint példaul a demencia és
cukorbetegség — novekvé incidenciajaval jar, egyre nagyobb terhet rova ezzel a tarsadalmakra
[1, 2].

A 2-es tipusu cukorbetegség, valamint a sporadikus Alzheimer-tipusi demencia két gyakori,
¢letmoddal és életkorral Osszefliggd, az €életmindséget jelentdsen rontd rendellenesség. K0z0s
jellemzojik a metabolikus allapottal valé szoros kapcsolat, a vascularis rendellenességek,
valamint az oxidativ stressz szerepe, melyek egyiittes kdvetkezménye kiterjedt sejtpusztulas,
ezaltal sulyos mentalis és fizikalis karosodas [3, 4]. Az utobbi évek tudomanyos kdzleményei
a cukorbetegséget az Alzheimer-kor kialakulasanak fontos kockazati tényezéjekent emlitik,
mivel az agy rendellenes cukorhaztartasa, valamint a cukorbetegség kovetkeztében kialakult
teljes tesetet érintd gyulladas szerepet jatszik a neuronok kéarosodéasaban, ezaltal kutatasunk

két teriilete szorosan 6sszekapcsolddik [5].

A diabetes mellitus idéskorban gyakran kialakuldé sz6védménye a diabeteses retinopthia [1],
valamint a retinalis érelzarodas [6], melyekben a magas glikdzszint és a kdvetkezmenyesen
karosodott mikrocirkulacios kapacitas, valamint az ischaemia/reperfusio (I/R) fontos
tényezOk. A fitonutriensek — ndvenyekben talalhatd egészségjavitd vegylletek —
taplalkozassal torténd bevitele jelentdsen csokkentheti a komolyabb betegségek
kialakulasanak kockéazatat, valamint javithatja a terapia hatékonysagat, ezéltal a betegség
kimenetelét [7-10], még a szemet ért karosodasok esetén is [3]. Kutatdcsoportunk tagjai
korabban maér végeztek Kisérletet a flavonoidban gazdag meggymag-kivonattal (Prunus
cerasus) (SCSE), mely manapsag egy egyre népszerlibb funkcionalis élelmiszer [11].
Analitikai mérések széles skalaja szerint, beleértve a gaz-kromatografia-toémeg-spektrometrat
(GC-MS) és nagy teljesitményii folyadékkromatografiat (HPLC), a SCSE Gsszetevoi kozott
szamos bioaktiv vegyllet szerepel, mint a dihidro-p-kumarinsav, ferulasav, kavésav, cianidin,
peonidin, szkvalén, B-tokoferol, y-szitoszterol és E-vitamin, melyeknek a SCSE protektiv,

antioxidans kapacitasat koszonheti [12].

Az Alzheimer-kor egy progressziv neurodegenerativ megbetegedés, melynek prevalenciaja az
életkorral novekszik, és 8-10 év alatt a paciensek teljes kognitiv hanyatlasat eredményezi. A

sporadikus megjelenési forma lényegesen gyakoribb (kb. az esetek 95%-a), mint a familialis
3



véltozat, azonban mindkét forma neuropatholdgiailag nagyfokd extracellularis amyloid-f
felhalmozddassal és intraneurondlis tau-fehérje kotegek megjelenésével jellemezhetd [13]. Az
Alzheimer-kor pontos pathomechanizmusa és Kivalto okai a mai napig nem teljesen
tisztazottak, azonban az idéskorral egyiitt jar6 metabolikus valtozasok — mint amilyen az
elhizés, inzulinrezisztencia és mozgasszegeny életmdd — és neuropatholdgiai elelvaltozasok —
mint az idegrendszeri gyulladas, oxidativ stressz, valamint a mikrotubulus asszocialt tau
fehérje hyperphosphorilatioja és funkciovesztése —, illetve ezen tényezOk altal egyiittesen

okozott neuronpusztulas szerepe vitathatatlan [14].

A hemoxigenaz-1 enzim (HO-1), amely HSP-32-ként is ismert, kulcsszerepet jatszik az
oxidativ stressz altal indukalt pathologids folyamatok enyhitésében, tébbek kozott
cardiovascularis,- tiidé,- neurolégiai- és vesebetegségekben [15-18]. Tobb kutatas is
demonstralta korabban, hogy a HO-1 enzim aktivitasanak gyogyszeres vagy természetes
hatdanyagok, esetleg rendszeres fizikai aktivitas altali fokozasa mérsékelheti az oxidativ
stressz altal okozott szervi karosodasokat [19-21]. A Debreceni Egyetem kutatoinak korabbi
munkai pedig azt bizonyitjak, hogy a fitonutriensek terdpias potenciallal birhatnak a
diabeteshez asszocialt vascularis karosodasok tekintetében: Bak és mtsai [22], majd pedig
Czompa és mtsai [23] demonstraltak a SCSE védé hatasat I/R altal karositott myocardiumban;
Juhdsz és mtsai [7] megerdsitették ezt a cardioprotectiv hatast hypercholesterinacmias
nyulakban; Szab0 és mtsai [24] bizonyitottak védo szerepét I/R-s sériilést szenvedett
retinaban. A kivonatot toxikoldgiailag is vizsgaltak [25], lehet6vé téve ezzel a SCSE human
tanulmanyokban torténé alkalmazasat [26, 27]. Ezek az eredmények rendkiviil biztatoak, és a

SCSE-t jovobeli gydgyszerfejlesztések és kutatasok potencialis jeloltjéveé teszik.

Kutatasunkban egyrészt a SCSE glikdzszintre, valamint az allatok retinafunkcidjara gyakorolt
hatdsat vizsgaltuk ZDF patkanymodellben, masrészt tanulmanyoztuk a rendszeres fizikai
aktivitas befolyasat az idéskorral asszocialt Alzheimer-tipusi demencia kognitiv és
neuropatholdgiai eltéréseire. Mindkét vizsgalatsorozat esetében szerettiik volna a molekularis
hatteret is felderiteni. Azt volt a hipotézisiink, hogy mindkét betegség esetében az oxidativ

stressz ellenes védekezOrendszernek, azon beliil is a HO-1 rendszernek lehet kulcsfontossagu

=z =7



3. Irodalmi attekintés

3.1. A diabetes mellitus

3.1.1. A diabetes mellitus altalanos jellemzése, prevalenciaja

A diabetes mellitus az egyik legnagyobb méretli epidémia, amivel a vilagnak valaha szembe
kellett néznie. A betegség rendkivill széles kategoriat jelent, melynek tagjai olyan korképek,
amiket a kronikus hyperglycaemia altal okozott patholdgiés eltérések és tiinetek jellemeznek
[28]. Leggyakoribb formai az 1-es, 2-es tipus, valamint a gestatios diabetes, de a fentieken
kiviil szamos ritkabban eléforduld variansa is ismert. A Nemzetkézi Diabetes Szovetség
szerint a betegség globalis prevalencidja 2017-ben 425 millié 6 volt, ami 2045-re varhat6an
629 milliéra fog emelkedni (1. abra). Az el6fordulds az idds populacioban kozel
megkétszerez6dott 1980 ota (4,7%-rél 8,5 %-ra) [29]. A WHO 2016-0s jelentése szerint
2012-ben 3,7 millio halaleset tortént a diabetesnek koszonhetéen, melyek 43 %-a a betegek 70
¢éves kora elott kovetkezett be. A korkepnek szamos komplikacidja lehet, melyek a test
barmely részén eléfordulhatnak, és hozzajarulnak a korai haldlozashoz vagy életminség-
romlashoz. Ilyen masodlagos patholdgias eltérések a szivinfarktus, stroke, veseelégtelenség,
latasvesztes, végtagi érkarosodas és kovetkezmenyes amputécid, valamint a kiilonb6zé
idegrendszeri bantalmak. A DM és komplikacidi jelentés terhet ronak a betegeken kivil a
tarsadalmakra is, egyrészt a kozvetlen egészségulgyi kiadasok révén, masrészt a betegseg

kovetkeztében elvesztett munkaerd vagy csokkent termeléképesség réven.



Diabetesben szenvedd emberek szama a vilagon
2017-ben és 2045-ben (20-75 éves korosztaly)
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1. &bra. A diabetes mellitus 2017-es globalis prevalenciaja [29].

3.1.2. A diabetes mellitus csoportositasa

A DM-t hagyoményosan 3 csoportba soroljak, az 1-es tipus az autoimmun eredetii
hasnyalmirigy B-sejt destrukcio kovetkeztében kialakult inzulinhiany eredménye, a 2-es tipus
az inzulinrezisztenciaval és metabolikus szindroma jeleivel jaré allapotok gylijténeve, mig a

3-as tipus terhesség soran alakul ki. Ma maér ez a klasszifikaci6 meghaladott. A diabetes



etioldgiai beosztasa az elmult par évtizedben egyre szélesebbé valt, miodta rajottek, hogy tébb
kiilonboz6, egymassal atfedd mechanizmus vezethet diabeteshez, és hogy ezek a

mechanizmusok genetikai és kdrnyezeti tényezok befolyasa alatt allnak [30].

[ Immunmedialt >

( Idiopathias - )

A-tipusa inzulin
rezisztencia

Leprechaunizmus

2. dbra. A diabetes mellitus etiolégidja. TIDM: 1-es tipusi diabetes mellitus; T2DM: 2-es tipusu diabetes
mellitus; GDM: gestatios diabetes mellitus; HNF: hepatocita nuclearis faktor; IPF: inzulin promoter faktor;

mDNS: mitokondrialis DNS; CF: cysticus fibrosis; CMV: citomegalovirus; IR: inzulin receptor [30].

A diabetes Iehet a B-sejtek destrukcidjanak kovetkezménye, ami altaldban autoimmun hatas
eredménye, ¢és inzulinhiany jellemzi. Kisebb mértékili inzulinhidny fordul eld a hasnyalmirigy-
gyulladas kapcsan kialakulé diabetesben. A monogénes formadk (MODY — maturity onset
diabetes of the young, fiatalkortiak késén kialakuld diabetese) genetikai defektusainak
azonositasa (pl.: HNF-1a, glikokinaz, IPF-1) lehetévé tette egy ujabb tipusu inzulinhiany
felismerését, amelyet vagy az inzulintermelésnek vagy a B-sejtek tulélésének zavart kontrollja
okoz, de ezek a betegek mindenképpen elégtelen modon reagalnak az emelkedett plazma
glikoz-koncentraciora [31]. A karosodott szabalyozas az Gjszilott kori és mitokondrialis
eredetli diabetesben is szerepet jatszik. Habar a 2-es tipust diabetesben szenvedd betegek
rendszerint nagy mennyiségli inzulint termelnek, az inzulinérzékenység- és termelés nincs

egyensulyban, ¢és a fokozott mennyiségli hormon sem tud eleget tenni az elhizds és
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inzulinrezisztencia miatt megndvekedett szilkségleteknek [32]. A 2. &bra alapjan lathatd, hogy
milyen szerteagaz6 a diabetes mellitus etiol6giai csoportositasa, és bar szamos oka lehet
ennek a patholdgias allapotnak, elmondhatd, hogy valamennyi tipus végeredménye a béta
sejtek dysfunctioja. A hagyomanyos etioldiai klasszifikaciobol jol ismert az 1-es, 2-es és
gestatios diabetes tipus, Ujdonsagot az Un. ,,egyéb” kategéria jelent. Szamos genetikai
defektus vezethet a pB-sejtek defektusahoz (pl.: HNF-la, HNF-1B, IPF, glikkokinaz),
melyeknek kovetkezménye elégtelen cukoranyagcsere. A pancreas exokrin miikodésének
karosodasa (pl. gyulladds, tumor, haemochromatosis) szintén diabetest eredményez.
Kiilonbozo fertézések (pl. CMV), valamint endokrin betegségek (pl.: acromegalia, Cushing-
sy, hyperthyreosis) is vezethetnek diabetes kialakuldsahoz. Bizonyos gyogyszerek (pl. tiroxin,
glitkokortikoidok, B-agonistdk), a cukorhaztartds felboritasan keresztiil képesek diabetest
provokalni. Ritkabb esetekben immunmedialt [-sejtkarosodas (pl. anti-IR antitestek
termel6dése) vagy ritka genetikai szindromak (pl. Turner-, Klinefelter-, Down-sy)
kovetkeztében alakul ki cukorbetegség. Az etiologia tisztazésa fontos lehet a progndzis
megallapitasa, illetve a terapia helyes beallitasa szempontjabdl.

3.1.3. A 2-es tipusu diabetes mellitus pathogenesise

Normal gliikéz-homeosztazis esetén a 10-12 6ras ejszakai éhezés soran a teljes plazma
glikoztartalom legnagyobb részét inzulin-flggetlen szervek hasznositjak, kb. 50%-ot az agy,
25%-0t a maj és gastrointestinalis traktus, a maradék 25%-ot pedig olyan inzulin-fiiggd
szervek, mint az izomszdvetek veszik fel [33-35]. Ebben az idészakban a plazma gliik6z kb.
85%-at a maj, 15%-at pedig a vese szolgaltatja, glikogenolizis és glikoneogenezis
segitségével [36]. Etkezés utan, az emelkedett glikozszint serkenti az inzulin kidramlast a
hasnyalmirigybdl, amelynek kettds feladata van: (i) a szervek és szovetek (maj, bélrendszer,
izomszovet) glikozfelvételének stimulélasa és (ii) az endogén glikoztermelés csokkentése. A
cukor legnagyobb részét (80-85 %) az izomszovet veszi fel, mig a zsirszovetben csak egy Kis
része (4-5%) metabolizalodik [37-39]. Habar a zsirszovet a teljes plazma gliko6z tartalomnak
csak csekély hanyadat veszi fel, jelentds szerepe van a gliikoz-homeosztazis fenntartasaban.
Az inzulin potensen gatolja a lipolizist, csokkentve ezzel a plazma szabad zsirsav (FFA)

hozzajarul az endogén glikoztermelés gatlasahoz [41].

2-es tipusu diabeteses betegek esetében szamos tényezd hozzdjarul a magas plazma



glukdzszint kialakulasahoz (3. abra). Az egyik legfontosabb metabolikus eltérés, hogy az
¢hezés soran miikodo alap hepatikus gliikoztermelés jelentdsen fokozott, mely a legfontosabb

tényez6 az éhomi hyperglycaemia kialakitasaban, és aranyos annak mértékével [42-44].

Kiilonboz6 kutatasok igazoltdk, hogy a diabeteses betegek ¢éhomi plazma inzulin
koncentracidja 2-4-szer olyan magas, mint az egészséges emberek inzulinszintje. Mivel
normal esetben az inzulin potens gatlészere a hepatikus glikoztermelésnek, de a betegek
szervezetében egyértelmii hatascsokkenés tapasztalhato (erre utal az inzulin dozis-hatds
gOrbéjének jobbra tolddéasa), a diabetes kapcsan maj eredetii inzulin rezisztenciar6l kell
beszélnlink, amely okozdja lehet a fokozott cukortermelésnek [45, 46]. Tovabbi
mechanizmusok, melyek hozzajarulnak az emelkedett glikoztermeléshez: magas
glukagonszint [47], emelkedett érzékenység a glukagon irant [48], a glukoneogenezis
prekurzorainak (laktat, alanin, glicerol) magas szintje a vérben [49], valamint az emelkedett
FFA oxidacio [50].

Szamos tanulmany ravilagitott a kozponti idegrendszer, valamint a vese éhomi
hyperglycaemiaban betoltott fontos szerepére is. Annak ellenére, hogy az agy inzulin-
fuggetlen szerv, a harmadik agykamraban talalhatok inzulinreceptorok, és aktivalasuk
csokkenti a periférias glikoztermelést, mig ugyanezen receptorok gatlasa vagy csokkent
mitk6dése megakadalyozza a periférian kering6 inzulin gliikozszint csokkent6 hatasat [51]. A
vese legfontosabb szerepeként a hyperglycaemia fenntartasat emlitik, amely abbol ered, hogy
a proximalis tubulusba érkez6 emelkedett cukorterhelés hatdsara a natrium-glikoz ko-
transzporter (SGLT2) rendszer fokozza a visszaszivd kapacitdsat — az SGLT-2 csatornak

szamanak emelésével, illetve mitkodésének serkentésével — [52].

A masik fontos metabolikus eltérés a periférids szovetek, kilondsen az izomszovetek
inzulinra  adott  csokkent valasza. Normal korilmények  kozott a  plazma
azonban 2-es tipusu diabetesben a hormon hatasa kb. 40 perccel késébb alakul ki, illetve nem
képes olyan mértékben fokozni az izmok gliikozfelvételét, mint egészséges egyénekben, igy a
fent emlitett pathologiés eltérés a masik legfontosabb hyperglycaemiaért felelés tényez6 — a

hepatikus glikéz-talprodukcié mellett — [34].

Az inzulin szekrécid és inzulin érzékenység kodzott dinamikus Osszefliggés van a betegség
soran. A betegség kezdetén magas inzulinszint jellemzi a betegeket, majd a kor progredialasa

soran a plazma glukézszint folyamatosan emelkedik, az inzulinszint pedig fokozatosan



csokken. Ennek oka, hogy a kezdeti periférias szoveti inzulin rezisztencia miatt
megemelkedett gliikozszint kompenzalasa céljabol a hasnyalmirigy B-sejtjei tobb inzulint
termelnek. Ez az emelkedett mennyiségili inzulin kezdetben képes kdzel normal szinten tartani
a szervek glilkdz-toleranciajat, azonban az id6 elérehaladtaval mar nem tudja kompenzalni a
hormonhatasban bekovetkezett csokkenést. A folyamat eredményeképpen a B-sejtek egyrészt
kimerulnek, masrészt a magas glikdzszint kdvetkeztében direkt karosodast is szenvednek. A
B-sejtek dysfunctioja az egyik legfontosabb pathogenetikai eltérés a 2-es tipust diabetes

kialakulasaban, melyet szdmos tanulméany igazolt korabban [53-55].

Az is koztudott, hogy a T2DM kialakuldsaban fontos szerepe van az elhizsnak, mivel a
krénikusan magas szabadzsirsav koncentracié a plazmaban hepatikus és izomszoveti inzulin
rezisztenciat okozhat [56, 57]. Az izmokban és majban talalhat6 trigliceridek folyamatos
atalakulasban vannak, €s az intracellularis FFA metabolitjai (mint pl.: zsirsav eredtii acetil-
koenzim A) gatoljak az inzulin hatdsat (ezt nevezik lipotoxicitasnak) [58]. Az intenziv
zsirsavoxidacio amellett, hogy emeli az acetil-KoA koncentraciojat — amely a piruvat
dehidrogenaz potens inhibitora —, emeli a NADH/NAD aranyt — lelassitva ezzel a Krebs-
ciklust —, illetve emeli a citrat intracellularis koncentraciojat, amely erOsen gatolja a
phosphofruktokindz (PFK) enzimet. A PFK gatlasa a glikdz-6-foszfat felhalmozodasaval jér,
amely gatolja a hexokindz enzimet. A glukdéz foszforilalodasanak gatlasa pedig magas
intracellularis szabad glikozszintet eredményez, amely hatraltatja a tovabbi sejtbe torténd
felvételt. Az eseményeknek ezt a sorat Randle-ciklusnak nevezik [59]. Ehhez a folyamathoz
tarsul az a pathologias eltérés, melyet eldészor Felber és mtsai irtak le, mégpedig hogy
diabeteses egyénekben az étkezés utdn megemelkedd inzulin nem képes a zsirsavoxidaciot
olyan mértékben gatolni, mint egészséges emberekben, ezaltal tovabb n6 a FFA koncentracio,
fokozva az inzulin rezisztenciat [60, 61]. A plazma emelkedett FFA-tartalma noveli az
izmokban talalhaté diacil-glicerol (DAG) mennyiségét, az acetil-KoA mellett. Mind a hosszu
lancu zsirsav acetil-KoA, mind pedig a DAG keépes aktivalni a PKC tétat, amely fokozza az
inzulin receptor szubsztrat-1 (IRS-1) molekula szerin foszforilalodasat, ezaltal gatolja annak
fiziolégidas tirozin foszforilalodasat, igy a funkcidjat, hozzajarulva ezzel az
inzulinrezisztencidhoz [62]. A FFA-krél bebizonyosodott, hogy szerepik van a mdj
glikoztermelésének fokozasaban is, a piruvat karboxilaz és phosphoenolpiruvat karboxikinaz,
a glukoneogenezis sebesség meghatarozd enzimjeinek aktivalasan keresztul [63]. A
zsirszovetb6l nagy mennyiségii gyulladasos citokin is felszabadul (pl.: TNF-a, IL-6), melyek

tovabb rontjak a periférias inzulin rezisztenciat. A TNF-a serkenti a lipolizist, ezaltal ndveli a
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plazma FFA koncentrécidjat, illetve negativan szabalyozza az inzulin szignalizéciét [64], az
IL-6 pedig a maj inzulin érzékenységét csokkenti a SOCS-3 protein expresszidjanak fokozasa
révén [65]. Amig a FFA ¢és gyulladiasos mediatorok szintje né elhizas soran, addig a
zsirszovetbol felszabaduld adiponectin mennyisége csokken. Az adiponectin az AMP kindzon
keresztil szdmos metabolikus folyamatot befolydsol, mint pl.: csokkenti a maj
glukoneogenezisét, fokozza az izmok gliikdzfelvételét és zsirsav oxidacidjat, valamint gatolja

a lipolizist, igy 6sszességében inzulin érzékenyit6 hatassal bir [66, 67].

Jéllakottsag |
NT diszfunkcid

‘ Inzulin szekrécid |,
Glukagon

Hepat|kus
gliikéztermelés
Hiperglycaemia
* Lipolizis P / \
FFA P 7

Adiponectin |,
. Inflammatorikus citokinek

Gliikéz
reabszorpcio P

Izom -
{ glukozfelvetel J

3. abra. A hyperglycaemiat el6idéz6 tényezok 2-es tipusu diabetesben [68].

A diabetes mellitusban jelen 1évé magas gliikkozszint és a fokozottan glikozilalt végtermékek a
retinalis erek szlkiilését ¢és permeabilitasuk novekedését, a bazalis membran
megvastagodasat, valamint a pericytak apoptdzisat okozhatjak, ezaltal a retina kdrosodasahoz
vezethetnek [69, 70]. A diabeteses retinopathia a nyugati vilagban még mindig a leggyakoribb
oka a felnéttkori vaksagnak, és egyre gyakoribb a fejlédd orszagok lakossaganak koreben is, a
novekvo életszinvonallal tarsuld diabetogén taplalkozasnak koszonhetéen [71]. Az &llapot
diagndzisa a retinalis erek statuszanak megfigyelésén alapul. Rendszerint az elsé felismerhetd
jelek: a microaneurysmdk és pontszerii vérzések, melyeket sulyosabbak kovetnek, mint
példaul a nagyfoku permeabilitdsnak koszonhetd exsudadtumok (plazma lipidek kidramlésa),

nagyobb vérzések — ugynevezett ,,cotton wool spot”-0k —, valamint neovascularisatio [72].
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4.4bra. Cotton wool spot-ok a retinan, diabetes kdvetkezményekeént [73].

A ganglionsejtek, illetve az idegrostok rétegének degeneracioja szintén jellegzetes pathologias
kovetkezmeny. A  koréllapot  kialakulasdban nagy szerepe van a retinalis
ischaemia/reperfusionak, mely a neurdlis sejtek karosodasat, gyulladasos reakciot és vér-
retina gat valtozasokat eredményez [74, 75]. Cellularis szinten a retinalis ischaemia altali
kéarosodas egy onfenntartd destruktiv folyamat, mely az oxigén- és tapanyagellatas
elégtelensége miatt kezdddik el, és magaba foglalja a neuronok depolarizaciojat, kalcium
bearamlast és oxidativ stressz kialakulasat, melyek végeredményeként a retina szovete
sulyosan karosodik [76]. A Vér-retina gat megvaltozasa vascularis hyperpermeabilitast és
kovetkezményes 6démat okozhat, amely latasvesztést eredmenyezhet [77]. A Vér-retina
gatnak fontos szerepe van a retina homeosztdzisanak fenntartasaban. Belsé és kiilso
komponensekbdl épiil fel (5.abra). A belsét a kapillarisok endothelsejtjeinek tight junction-jei
képezik, mig a kiils6t a retinalis pigment epithel hamsejtjeinek tight junction-jei. Astrocytak,
Miiller sejtek és pericytak jarulnak még hozza a megfeleld mitkddéséhez. Szamos pathologias
allapotban (mint pl. a diabeteses retinopathia, ischaemiads centralis véna occlusio vagy
respiratorikus megbetegedések és hypoxia) séril a gat integritdsa, valamint olyan karos
molekuldk szabadulnak fel, mint a NO, reaktiv oxigén és nitrogén gyokok (ROS, NOS),
valamint vascularis endothelialis névekedesi faktor (VEGF). Ez a szerkezeti fellazulds és
gyulladasos allapot vascularis permeabilitas fokozodassal, valamint kovetkezményes vasogen

oedemaval és szovetkarosodassal, végil pedig visuscsdkkenéssel jar [78].
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5.4bra. Vér-retina gat. KVRG: kiils6 vér-retina gat, bVRG: belsd vér-retina gat, Cap: capillaris [78].

3.1.4. A 2-es tipusu diabetes mellitus jelenlegi terapiaja

Ve

A betegek terapiajanak megvalasztasakor figyelembe kell wvenni, hogy a diabetes
pathogenesisének alapjat a periférids szovetek inzulin rezisztencidja képezi, és els6dleges
célunk a paciensek megovasa a hosszu tava kovetkezményektol. Ezért fontos, hogy az inzulin
rezisztencia mérseklésére is koncentraljunk — ne csak a glilkkozszint csokkentésére —, amelyet
legkdnnyebben az életmo6d megvaltoztatasaval (fogyas, meérsékelt intenzitdsa sport és

egészséges taplalkozas) tudunk elérni [79].

Az inzulin-érzékenyseg fokozasara alkalmazhatdé gyogyszerek a tiazolidindionok (pl.:
pioglitazon), melyek a zsirszovet PPARy receptorainak aktivalasan keresztiil modulaljak a
zsiranyagcserét és zsireloszlast, ezen kivil javitjadk az endothelfunkciét, a dyslipidaemiat,
illetve mérséklik a diabetesre jellemz6 gyulladdsos kornyezetet (csokkentik a keringd TNF-a

és IL-6 mennyiségét, ugyanakkor emelik az adiponectin szintjét) [80]. A metforminnal
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ellentétben csokkent vesefunkcidju betegek is szedhetik. Leggyakoribb mellékhatasuk a
sulygyarapodas, amely valoszinisithetden a zsirsejtek differencidlodasanak eldsegitésén és
triglicerid raktarozasuk serkentésén alapul. Az 0j szerek kapcsan mar nem jelentés a pangasos
szivelégtelenséget és szivinfarktust okoz6 hatds — mit a rosiglitazon esetében, melyet
Eurdpéban ki is vontak a klinikai gyakorlatbol —, de a gyogyszervalasztaskor szem el6tt kell

tartani ezt az eshetdséget is [81].

A metformin egy nagyon effektiv antidiabetikus hat6anyag, mely az els6 vonalbeli terapias
molekulak kozott szerepel, és a hasnyalmirigyt6l fliggetlentil fejti ki hatasat. Csokkenti a maj
gliikoztermelését, a cukor bélbdl torténd felszivodasat, €s javitja a szervek inzulin-
érzékenységet, ezen kivil tanulmanyok igazoltdk, hogy pozitivan befolydsolja a
cardiovascularis komplikaciokat. Az inzulinérzékenyitdkkel ¢és szekréciofokozokkal
ellentétben nem okoz sulygyarapodast, amely eldnyben részesiti ezekkel a molekulakkal

szemben [82].

Az a-glukozidaz gatlok (pl.: akarboz) géatoljadk a cukor bélrendszerben torténd
metabolizmusat, ezaltal a felszivodasat. Kimutattdk, hogy lassitjdk a diabetes eldrehaladasat,
¢s a késleltetik a cardiovascularis szovodmények kialakulasat. Legfontosabb mellékhatasaik a

puffadas és hasmenés, melyek csokkenthetik a terapiahtiséget [83].

A szulfanil-urea szarmazékok a hasnyalmirigy pB-sejtjeinek sejtfelszini kalium csatornait
zarjak be, ezéltal eredményeznek fokozott inzulinszekréciot. A UK Prospective Diabetes
Study szerint csokkentik mind a micro-, mind a macrovascularis komplikaciok gyakorisagat
[84]. Alacsony gliikozszint mellett is kifejtik hatasukat, ebbdl kovetkezik, hogy leggyakoribb
mellékhatasuk a hypoglycaemia, mely a hossz( hatastartamu glimepirid és glibenklamid
esetében jelentGsebb, mint a rovid hatastartamu tolbutamid, gliklazid és glipizid
alkalmazésakor. Az Gjonnan bevezetett meglitinidek (nateglinid és repaglinid) a szulfanil-
ureakhoz hasonl6 hatdsmechanizmussal birnak — a nateglinid a szulfanil-urea-1 receptoron
azonos helyre kotédve, mint a szulfanil-uredk, a repaglinid pedig egy kdzeli masik kothelyre
—, de mindkét hatéanyagra jellemzd, hogy a szulfanil-uredknal kisebb mértekii

hypoglycaemiat okoznak [85].

Tovabbi terdpias lehetdség a vesetubulusokban talalhatdé SGLT2 receptorok gatldsa (pl.
empaglifozin vagy dapaglifozin hatéanyagokkal), mely nagyon hatékony gliko6zszint
csOkkentd, valamint jotékony cardiovascularis hatdsokkal bir, mivel csokkenti a teststlyt €s a

vérnyomast. Azon betegek esetében, akiknél a diabetes mellett egyidejiileg cardiovascularis
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betegség is fennall, az SGLT2-gatlok metforminnal kombinalva az elsévonalbeli terapias
lehetéségek kozé tartoznak. Leggyakoribb mellékhatasuk a genitourinalis infekciok, melyek
kapcsan a személye higiéné és megfeleld antibiotikus terapia fontos. A canaglifozin
alkalmazésa mellett megemelkedik a végtagtorés és végtagamputacié kockézata, ezért
osteoporosisban szenvedd betegek esetében célszerli a masik két hatéanyag valamelyikét

valasztani [86].

Az inzulin exogén pétlasa szintén sziikségessé valhat, tekintve, hogy a tiazolidindionok és
metformin hatdsanak kifejodéséhez is sziikség van inzulinra. Legtobbszor olyan T2DM
betegek esetében alkalmazzék, akiknél az oralis terdpia nem elégséges a plazma gliikdzszint
megfeleld értéken tartdsahoz. Ezenkiviil a kiviilrdl bevitt inzulin hatékony lehet a gyulladasos

folyamatok mérséklésében, valamint az endothelfunkcié helyreéllitasaban is [87].

A T2DM terépiajaban a legujabb hatéanyagok az ugynevezett inkretinek. Ide tartoznak a
fiziologias koriilmények kozott a bélrendszerbél felszabaduld glukagonszerti peptid-1 (GLP-

1) hormon analégjai (pl.: exenatid, liraglutid), melyek potens glikozszint-csokkentd
inzulinotrop hatassal birnak, ezen kiviil novelik a B-sejtek szdmat, valamint csokkentik a
bélrendszer motilitasat. Mindazonaltal a keringésben 1év6 GLP-1-et a dipeptidil-peptidaz-1Vv
(DPP-IV) nevii enzim szinte azonnal elbontja, ezért ennek az enzimnek a gatlasaval (pl.:

sitagliptin, vildagliptin) potencirozhatjuk a GLP-1 analégok hatasat [88].

A T2DM jelenlegi terpias eszkoztaranak 6sszefoglalasat a 6. abra mutatja.
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6.4bra. A 2-es tipust diabetes mellitus farmakologiai terapias lehetéségei a hatas helyének megfeleléen. GLP-1:
glukagon like peptid-1 (glukagon-szerii peptid-1); DPP-1V: dipeptidil peptidaz-1V.

3.2. Az Alzheimer-kor

3.2.1. Az Alzheimer-kor altalanos jellemzése, prevalencidja

Az Alzheimer-kér (AK) egy kronikus, neurodegenerativ betegség, amelyre hosszu (20 év)

preklinikai és prodromalis stadium és atlagosan 8-10 éves lefolyas jellemzd. A betegség a

leirjanak nevét viseli. Alois Alzheimer (1864-1915) pszichiater és neuropatholdogus volt, aki

Bajororszagban sziiletett, és foként Frankfurtban dolgozott. Az omindzus beteggel, az 51 éves

Auguste Deterrel (1850-1906) 1901. 11. 25-én talalkozott eloszor, akit haziorvosa iranyitott a

neves pszichiaternez gyenge hosszi tavi memoria,
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nyugtalansdg miatt. A vizsgalat soran Alzheimer megallapitotta, hogy a hdlgy sem térben,
sem idOben nem orientalt, alig emlékszik az életére, és koherencia nélkill beszél. Az elsd
diagnozis arterioscleroticus agykarosodas volt, és gyakori meleg vizes fiirddt javasolt a
nyugtalansag, almatlansdg megoldasaként. Majd amikor az asszony 1906. 04. 08-an elhunyt,
és Alzheimer szovettanilag megvizsgalta az agyat, akkor figyelt fel a specidlis
neuropatholégiai elvaltozasokra. 1911 6ta a tankonyvek Alzheimer-korként emlitik a

,feledékenység betegségét” [89].

Az AK becsilt globalis prevalencidja 10-30%, éves incidencija pedig kozel 0,5% a 60-65
éves populacidban, 1% a 70-75 éves korosztalyban, 2% a 75-80 évesek korében, tébb, mint
3% a 80-85 éveseket tekintve, 85 év felett pedig tobb, mint 6% [90]. Klinikailag 3 szakaszt
kilonithetlink el, az enyhe kognitiv karosodast (mild cognitive impairment, MCI), a korai
Alzheimer-kort, illetve a kés6i Alzheimer-kort. Braak szerint pedig 6 stddiumra oszthato a
lefolyas, az alapjan, hogy a senilis plakkok és neurofibrillaris kotegek az agy mely teriileteit
érintik [91]. A betegek tobbsége (>95%) asporadikus formaban szenved, amelyre jellemz6 a
kés6i életkorban (80-90 ¢év) torténd megjelenés és az amyloid-f fehérje {iritésének
elégtelensége, mig a betegek kisebb hanyada (<5%) 6roklott génmutaciokkal rendelkezik,
aminek kovetkeztében meg fiatalkorban kialakulnak a korkép tlnetei (~45 év). Manapsag
lehet6ség van az amyloid felhalmozddas kimutatasara mar a prodromalis stddiumban pozitron
emisszios tomografia (PET) és agy- gerincveldi folyadék markerek segitségével, azonban a
legpontosabb diagndzist sajnos csak a post-mortem szdvettani vizsgalat adhatja. Szamos
gyogyszer képes valamelyest enyhiteni a betegség tlneteit, de egyik sem képes beavatkozni a

pathomechanizmusba, igy oki terapiat nem jelentenek [92].

A betegekr6l torténd gondoskodas hatalmas koltséget és terhet 16 a tarsadalmakra [93]. A
WHO 2003-as jelentése szerint az AK nagyobb életmindség-rontd tényezd, mint a stroke,
cardiovascularis betegségek vagy a rak. A Delphi tanulmany szerint 2001-ben 24,3 millié
ember élt vilagszerte AK-ral, ez a szdm pedig 2020-ra 42,3, 2040-re 81,1 milliéra fog
emelkedni. Ez a joslat azonban 2015-ben megdé6lt, mivel mar akkor 46,8 millidan éltek a
betegséggel vilagszerte, az Alzheimer Disease International szerint (7. abra). Azt azonban
hozza kell tenniink, hogy a fejlodé orszagokbol szarmazé statisztikai adatok megbizhatdsaga
megkérdbjelezhetd. A legnagyobb aranyban érintett teriiletek Kina, a nyugati csendes Oceani
terliletek, Nyugat-Eurdpa és az USA [94].
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7.4bra. Az AK prevalenciaja az Alzheimer-kor Nemzetkozi Szervezete szerint [94].

3.2.2. Az amyloid kaszkad hipotézis

Az AK pathomechanizmusa a mai napig nem teljesen tisztazott, de az alabbi tényezdk szerepe
egyértelmii: oldhatatlan amyloid-B (AP) plakkok az extracellularis tereckben és az erek
falaban; illetve a mikrotubulus-asszocialt fehérje, a tau neurofibrillaris kotegekké torénd
aggregacidja a neuronokban. Az elvaltozasok el6szor a frontalis és temporalis cortexet érintik,
majd a betegség elérehaladtaval — betegenként valtozo sebességgel — megjelennek a neocortex
tobbi részen is [92].

Az AB-fehérje valdjaban egy peptidcsoportot jeldl, melynek tagjai 38-43 aminosavbdl allnak,
és az amyloid precursor protein (APP) hasitasabdl keletkeznek. Enzimekkel végzett
tanulmanyok igazoltak, hogy az AP normalis terméke az APP metabolizmusnak, és nagy
mennyiségben termelddik a neuronokban, valamint egyéb sejtekben. A fehérje hasitasat tobb
kiilonboz6 enzim képes elvégezni. Amennyiben az a-szekretaz inditja el a folyamatot, ugy a
szolubilis fragment, sAPPa keletkezik, amely gatolja az AP képzddést. A sAPPa fontos
szerepet tolt be a neurondlis plaszticitasban, szabalyozza az idegi Gssejt-proliferaciot, gatolja a
stressz indukalta ciklin-dependens kindz-5 (CDKS5) aktivaciot, ezen kiviil neuroprotektiv
hatasu. Ezzel szemben, ha a § (BACE-1, BACE-2) - szekretaz, kovetkezo lépésként pedig a y-
szekretaz hasitja a fehérjét, Ggy nagy mennyiségli AP40 és AP42 keletkezik. Ezek a

peptidek hajlamosak Osszecsapzodasra, igy el6szor még oldhato fehérje oligomerek veégul
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oldhatatlan, an. senilis plakkok jonnek Iétre [95]. Tobb kiilonb6z6 bizonyiték tamasztja ala,
hogy az AP akkumulacidja és a P-lemezes szerkezet kialakulasa kozponti tényezé az AK
pathogenesisében [96]. A leger6sebb bizonyiték a familialis esetek tanulményozasabdl
szarmazik, amelyek tobb mint felében az APP génben, illetve annak processzalasaban részt
vevo enzimek génjeiben (PSEN1, PSEN2 — a y-szekretaz alkotoit kodoljak) fordul elé6 mutacio
[97]. A legtobb mutacid az AP tultermelddését eredményezi — kilondsképpen a 42
aminosavbol allo AB42-ét — amely a tdbbi izoformanal joval hajlamosabb az aggregéaciora
[98]. In vitro sejtkultara és in vivo egér modell vizsgalatok kimutattak, hogy ezen gének
mutacioi emelkedett AB42/AB40 aranyt eredményeznek [97], illetve azok a betegek, akik
ezeket a mutaciokat hordozzak emelkedett AB42/ AP40 ardnyt mutatnak a plazmajukban, és
fokozott mennyiségli AP42-termelést a kdzponti idegrendszerben [99]. Tovabbi bizonyiték az
AP szerepére, hogy a Down-szindromaban szenvedd betegek, akiknek 3 db, az APP gént
tartalmazd 21-es kromoszomaja van, fokozott mértékben termelnek AB-t, és 35 éves korukra
az Alzheimer-korra jellegzetes patholdgiés elvaltozasokat mutatnak [100]. Tovabba kiderdilt,
hogy az AP-termelést csokkentd mutacio az APP genben jelentds protektiv hatassal bir a késoi

kialakulasu Alzheimer-korban.

Stabil izotopos kinetikai vizsgalatok kimutattédk, hogy az agy-gerincvel6i folyadékban az AP
metabolizmusa rendkivil gyors, a fehérje féleletideje 9 ora [101]. Az is kideriilt, hogy az AP
eltavolitasanak csokkenese a legenyhébb alzheimer-kdros esetekben is kimutathatd. Ennek
oka nem teljesen ismert, azt azonban tudni lehet, hogy az APOE, valamint a mikroglia és

makrofagok csokkent fehérjelebontd képessége szerepet jatszik a fenti eltérésben [102].

Az APOE a magas denzitasu lipoproteinek részeként (HDL) a koleszterin és foszfolipidek
idegsejtek kozotti transzferében jatszik szerepet, illetve a HDL-szeri részecskék receptor-
medialt endocytosisat serkenti a receptorok kofaktoraként [103]. A 19-es kromoszoman
talalhatd génjében bekodvetkezett muticid az egyik leginkdbb hajlamositdé tényezé az AK
kialakulasara [104]. 299 aminosavbdl all, 3 human izoforméja ismert (APOE2, APOE3 és
APOE4), melyek kozil a 3-as izoforma bir a legmagasabb aktivitssal és fordul el6
legnagyobb mennyiségben (78%), de a 4-es izoforma mutécidja hozhatd dsszefliggésbe az
Alzheimer-kor kialakulasaval [105]. A kdzponti idegrendszerben csakis a vér-agy gaton
beliilr61 szarmazik, az asztrocitdk és microglia sejtek termelik elsésorban. Barmely
aminosavcsere megvaltoztathatja az APOE szerkezetét, ezaltal cellularis receptorokhoz,
valamint a lipoproteinekhez vald kotddését is, és nagy valoszinliséggel a termelédés es fehérje

eltavolitas sebességét is [106]. Az APOE4 allélt teszik felel6ssé a sporadikusan kialakuld
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Alzheimer-koros esetek 50%-&ért [107], mig az APOE2-r6l kideriilt, hogy csokkenti a
betegség valoszinliségét, mivel redukalja a senilis plakkok mennyiségét [108]. Szamos
tanulmanyt végeztek az APOE AP képzddésében, aggregacidjaban és eltavolitasaban betoltott
szerepére vonatkozdan, ¢és az eredmények alapjan az AP chaperonjaként funkciondl, ezaltal
modulélja az AP kivalasztasat és lerakddasat, kovetkezésképpen koéros formaja hozzajarul a
plakk-képzodéshez [109-111]. Az APOE4 allélek dozis-fiiggé modon befolyasoljak az AB
depozitumok mennyiségét és az amyloid angiopathia sulyossagat az Alzheimer-kdérban
szenvedd betegek agyaban. A biologiai mintakban az APOE az AB-hoz kotve talalhatd, és

Osszefliggésbe hozhatd a betegek agyszovetében jelen 1év6 fibrillaris AB-val [100].

A korkép pathomechanizmuséban rendkivil nagy szerep jut a neuroinflammécionak. Az AP
aggregatumok megvaltozott sajat fehérjékként aktivaljak az immunrendszert, ezaltal kbzponti
idegrendszeri gyulladashoz vezetnek [112], ez az Ugynevezett amyloid-kaszkad-gyulladasos
hipotézis. Az immunrendszer aktivaldsa egyrészt abban nyilvanul meg, hogy az AP, illetve
annak N-terminalis fragmentje kotédik a Clqg-hoz, ezaltal beinditja a komplement rendszert
[113], tovabba a mikroglia és asztrocita sejtek altal medialt gyulladasos reakcio sulyosbitja a
komplement rendszer altal vezérelt folyamatot [114]. A gyulladas szerepe tobbrétii. A
gyulladasos mediatorok fokozzdk a B-szekretaz miikddését, ami tovabb noveli az AP
akkumulacio mértékét, igy egy ongerjeszté folyamat alakul ki [13]. Masrészt, az AP plakkok
direkt és indirekt Utvonalakon keresztul protein kindzokat aktivalnak (pl.: GSK3, CDKS5),
amelyek hozzajarulnak a mikrotubulus-asszocialt fehérje, a tau hyperfoszforilalasahoz, ezt
kovetben az aggregacidjahoz, igy fokozva a tau-pozitiv neurofibrillaris kotegek
kialakulasanak val6szintiségét [115, 116]. Miutan megkezd6dott a tau fehérje aggregacioja, a
folyamat az AP jelenlététdl fiiggetlenné, illetéleg megallithatatlanna valik, és a gyulladas,
valamint a neuronalis kotegek karositjak a neuronok mitkddését, végiil pedig sejtpusztulashoz,
neurodegeneraciohoz vezetnek [112]. A pathomechanizmus 6sszefoglalasat a 8-9. abra

szemlélteti.
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9.4bra. A neuroinflammécio kialakulasa. 1. 1épés: az APP-bdl AP keletkezik, és diffuzibilis oligomerekként kikertl
az extracellularis térbe. 2. 1épés: az APo eltavozhat az idegrendszerb6l az APOE altal medialt atvonalon vagy
felvehetik az asztrocitdk az LDL-receptorhoz kapcsolt fehérje (LRP1) segitségével. 3. 1épés: az APo ugyanakkor
aggregatumokat is képezhet a sejtek kozotti térben. 4. lépés: a macrophagok vagy a microglia a plakkokat
endocitdzis vagy fagocitozis altal lebonthatjak, és eltavolithatjak, illetve az asztrocitdkbdl szarmazé endoprotedzok
(pl.: inzulin-degradalé enzim, IDE; neprilizin, NEP; matrix metalloproteindz, MMP) megsemmisithetik. 5. Iépés:
néhany oldhatatlan oligomer megmenekiil a lebontastol és kiiiritéstdl, és aktivalja az immunrendszert (microglia és
macrophagok), ezaltal kozvetetten kivaltja a tau-foszforilaciot és aggregaciot. Kozvetlendl is képes erre a 1épésre, a
CDK-5 és GSK-3 enzimek aktivalasan keresztil. 6. 1épés: a neuronokon bellli tau fehérje aggregalédik,
neurofibrillaris kotegek képzodnek, és karositjak az idegsejt miikodését. 7. 1épés: a fibrillaris tau kikeriilhet az

idegsejtek kozotti térbe, ahonnan mas egészséges neuronok felvehetik, és szintén karosodast szenvedhetnek [92].

Manapsag egyre tobb tanulméany bizonyitja, hogy az AK egy metabolikus eredetli
megbetegedés, melyben az agy — mely, bar nem inzulin-fiiggé szerv, de érzékeli az
inzulinszintet, ezaltal regulalja a gliikdz haztartast — csokkent inzulin érzékenysége, elégtelen
glikoz,- és energia felhasznalasa nagy szerepet jatszik, és ez oxidativ stresszhez,
gyulladashoz, valamint az inzulin érzékenység tovabbi csokkenéséhez vezet [5, 117]. Az
inzulin- és IGF-rezisztencia molekularis és biokémiai kdvetkezményei az agyban hasonloak,
mint mas szOvetekben, azonban az inzulin szignalizacid kéarosodasa hatraltatja az energia
22



termelést, akadalyozza a neuronok tuléléset, a génexpressziot, plaszticitast és a fehérallomany
integritasat [118]. Mivel az agy szdmara a glikdéz az energiaforras, a gliikozfelhasznalas
elégtelensége ,,Chezést” okoz. Az ¢hezés kovetkezményeként pedig oxidativ stressz, a
homeosztazis karosodasa ¢és fokozott mértékli sejtpusztulas alakul ki. Az inzulin/IGF
szignalizacié tobb ponton felelds az AK-ban megfigyelt neurodegeneracidért: 1) a tau
foszforilaciojaért feleldos kinazok (pl: GSK-3P) aktivitasa fokozddik; 2) az APP-AP
halmozodas nd; 3) oxidativ és endoplazmatikus retikulum (ER) stressz alakul ki; 4) reaktiv
oxigén és nitrogen gyokok szaporodnak fel, melyek kérositjak a DNS-t, RNS-t és a lipideket;
5) mitokondrialis dysfunctio fejlédik ki; 6) gyulladasos és apoptotikus kaszkad indul be [119,
120]. Ezeken kivil pedig az inzulinrezisztencia csokkenti azon gének atirasanak intenzitasat,
amelyek a kolinerg funkcié fenntartdsahoz sziksegesek, tovabb karositva ezzel a neuronalis
plaszticitast, memoriat és kogniciot [118]. Az az elképzelés, hogy az AK egy metabolikus
betegség, azon tanulmanyokbdl ered, melyek ravilagitottak, hogy az agyi gliikdzfelhasznalas
zavara mar a betegseg nagyon korai szakaszaban jelen van, illetve, hogy rosszabbodik a kor
progredialasa soran [121-124]. Az agyi inzulin/IGF rezisztencia csokkent inzulin/IGF
receptorhoz torténd kotddésében, valamint az inzulin/IGF stimuldciéra adott csokkent
mértékli valaszban, illetve az agyban és cerebrospinalis folyadékban talalhatd megvaltozott
mértékii inzulin és IGF kifejez6désben nyilvanul meg [125, 126]. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a krénikus inzulin jelatviteli elégtelenségnek szerepe lehet az AK-ra jellegzetes
elvaltozasok kialakulasaban. S6t, az 1-es €s 2-es tipusu cukorbetegséggel atfedd tiinetek és

elvaltozasok miatt az Alzheimer- kért Gjabban 3-as tipusu cukorbetegsegnek nevezik [127].

Az AK pathogenesisének kutatasaban szamos kiilonb6zé allatmodellt alkalmaztak. A
legalkalmasabb és leggyakrabban vizsgalt allatok az egerek és a patkadnyok. Azonban a
hianyos pathogenetikai ismereteinknek koszonhetéen minden modellnek vannak hatranyai.
Példaként emlithetéek a transzgenikus egérmodellek, amelyek egy vagy tobb AK-ra
specifikus génmutaciot (pl. APP, PSEN, tau, APOE4 vagy ezek kombinacidja) hordoznak,
azonban ezek inkdbb a ritka, familidlis forma kutatasara alkalmasak. Ezzel szemben az
egészséges patkanyok, melyek az agykamrajukba adott streptozotocin (STZ) vagy amyloid
oligomereket tartalmazo injekcié kovetkeztében mutatjak a neurodegeneracio jeleit, inkabb a
sporadikus Alzheimer-kor modellezésére hasznalhatéak [14]. Kutatocsoportunk egy olyan
modellt valasztott, amelyben a neurodegeneracio a természetes 6regedés folytan jelenik meg —
csak a kognitiv funkcids tesztekkel és képalkotd vizsgalatokkal igazolhaté neuropatholdgias

eltéréseket mutato allatokat hasznaltuk fel a kisérletben — az allatok idés korabdl (18 hdnap —
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a human korszamitas szerint 70-80 éves kornak felel meg) kifolyolag, igy elkeriilhet6vé valt a
génmodositas vagy a kiilonbozo vegyszerek (pl. szkopolamin, solubilis amyloid-, colchicin)

altali manipulacio.

3.2.3. Az Alzheimer-kor diagnézisa és jelenlegi terapiaja

Az Alzheimer-kort diagnosztizalni nem egyszerii feladat. A kognitiv hanyatlast felmérd
tesztek (Mini Mental State Examination, ADAS-Cog) képezik a diagnosztika alapjat, azonban
sem a kezdeti, prodromalis iddszakban, sem az eldrehaladottabb tiineti stadiumban nem
mindig megbizhatéak [128]. A Pittsburgh komponens B (PCB) felfedezése — amely a
fluoreszcens amyloid festék, a tioflavin-T radioaktiv (szén-11) analdgja, és képes atjutni a
ver- agy gaton, valamint szelektiven kotddni a fibrillaris Ap-hoz — forradalmasitotta az in vivo
képalkoto diagnosztika szerepét az AK azonositasaban [129], azonban a betegek kdzel 35%-a
nem mutat PCB-pozitivitast [130]. Az abnormalis tau aggregacio kimutatasara is léteznek mar
PET-ligandok, amelyeket kiilonbozd vizsgéalatokban alkalmaznak, és melyek kozelebb
vihetnek benniinket az amyloid és tau fehérje pathogenesisben megjelené kapcsolatahoz
[131]. Az agy-gerincveldi folyadék biokémiai vizsgalata szintén a diagnosztika részét
képezik. A betegségre legspecifikusabb markerek az Ap42, a p-tau (foszforilalt tau) és a t-tau
(total tau), melyek koziil a leggyakrabban alkalmazott jelol6 anyag a p-tau 181-es treonin
aminosavara specifikus [132]. Diagnosztikus szempontbol az alacsony AP42-szint,
kombinalva a magas p- tau és t-tau szintekkel a leginkabb szenzitiv és specifikus a betegsegre,
ez az Ugynevezett ,,Alzheimer-kOr CSF-profil” [133]. A betegség legbiztosabb diagnozisat
sajnos csak a post-mortem szOvettani vizsgalat adja, mely soran az AP és tau pathologiat,
valamint a neurodegeneracio fokat a klasszikus hematoxylin-eosin, az amyloidra specifikus

Kongo voros festékkel, illetve immunhisztokémiaval — specifikus antitestekkel —, azonositjak.

A kognicio javitasara két hatdanyagcsoport alkalmazhatd — a kolinészterazgatlok, illetve az N-
metil-D-aszpartat receptor gatloszere, a memantin. Elébbiek az acetilkolin extraszinaptikus
metabolizacidjat gatoljak — ezéltal ndvelik a neurotranszmitter szinaptikus résben toltott
idejének mennyiségét —, serkentve ezzel a posztszinaptikus hatasat. Ebbe a csoportba tartozik
a donepezil, galantamin és rivasztigmin [134]. A memantin az AK-ban megfigyelt abnormalis
glutamét jelatvitelt hatraltatja az NMDA-receptorok kompetitiv gatlasan keresztill [135]. A
terapia hatékonysaganak felmérését célz6 tanulmanyok alapjan elmondhaté, hogy a
hatéanyagok kombinalt alkalmazésa nagyobb elérelépést és stabilizalast jelent a betegek
allapotaban, azonban ezek csak tiineti és ideiglenes megoldasok, oki terapiat nem jelentenek,
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mivel a hattérben hiz6do patholdgiés folyamatokra nincs befolyasuk [136].

3.3. A hemoxigenaz rendszer

3.3.1. A hemoxigenaz szervezetben bet6ltott szerepe

Szamos olyan human betegség ismert, koztiik az AK és mas neurodegenerativ betegségek,
melyekben a patholdgias allapotért és szoveti karosodasért a szabalyozatlan vagy nem
megfeleld mértékben szabalyozott gyulladdsos folyamatok, illetve az ezek sordn keletkezett
reaktiv oxigén gyokok a feleldsek [17]. Ez a jelenség, az Ugynevezett oxidativ stressz, mely
szamtalan betegség, ho,- illetve mechanikai sériilés, sugarzas vagy kémiai agensek okozta
karosodds kovetkezménye lehet. Amennyiben nem torténik megfeleld ellenintézkedés, a
reaktiv oxigent tartalmazé molekulak karositjak a sejteket, felboritjak a homeosztazist, végul

sejtpusztulashoz vezetnek [137].

A hemoxigendz enzim (HO) egy mikroszomalis enzim, melyrél bebizonyosodott, hogy az
oxidativ stressz elleni védéreakcid egyik fontos tagja, sejtvédd hatassal rendelkezik [138]. A
HO-nak harom izoformaja van. Az indukalhatdo HO-1 — mely a Hsp32-es hésokkfehérjeként is
ismert — gerinces ¢l6lényekben szamos stresszor hatdsara (mint pl. ischaemia, reperfusio,
hoéhatas, bakterialis lipopoliszacharid, valamint a vOrosvértestek pusztulasa soran
felszaporodd hemin fehérje) aktivalodik [139]. A konstitutivan aktiv HO-2, leginkabb a
kozponti idegrendszerben, de mas szovetekben is allandd aktivitassal mikodik [140]. A
harmadik a HO-3, amelynek egyel6re nem tisztazott a funkcidja. A két ismert izotipus fontos
szerepe a hem lebomlasa soran keletkezé Dbilirubin biliverdin-alfara (BV-alpha),
szénmonoxidra (CO) és ferro-vasra [Fe(II)] torténé bomlasanak katalizalasa [138]. A
hemoxigenaz-1 génjében, a HMOX1-ben, két enhancer régid talalhatd (E1 és E2), melyek
antioxidans valasz elemeket (antioxidant responsive elements, ARE) tartalmaznak. Ezek
segitségével torténhet az oxidativ stressz hatasara bekovetkezd expresszio-fokozddas [141].
Maines és munkatarsai szerint a HO-2 enzim lehet felelds a hem homeosztazis fenntartasaért
(Ggynevezett ,housekeeping” molekula), mig a HO-1 valdsziniisithetden az oxidativ stresszel

szembeni védekezés kezdeti és legfontosabb Iépéseit iranyitja [142].

A HO altal katalizalt reakcioban a hembd6l keletkez6 CO-nak fontos szabalyozé szerepe van a
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kdzponti idegrendszer mikodésében. Felelés a hippocampalis ,longterm” potencialok
kialakulasaért, ezaltal a memoria képzodéséért, mivel a NO-hoz hasonldan képes aktivalni a
guanilat cikldz enzimet, melyrél koztudott, hogy fontos az emlékek processzalasaban.
Regulalja a neurotranszmitterek felszabadulasat, ami altal szerepe van a neuronok egymas
kdzotti kommunikécidjanak modulalasadban [143]. Mindemellett antioxidans potenciéllal bir,
mivel gatolja a gyulladas soran aktivalodé enzimeket (pl. NADPH, xantin-oxidaz), ezzel
parhuzamosan pedig stimuldlja az antioxiddns hatdsu enzimek expressziojat. Sot, képes

csokkenteni az oxidativ stresszfolyamatok altal beinditott apoptotikus kaszkad intenzitasat [4].

A hem degradacidja soran keletkez6 biliverdint a biliverdin-reduktdz (BVR) azonnal
bilirubinna (BR) alakitja. A bilirubin szintén rendelkezik antioxidans tulajdonsagokkal, mivel
semlegesiti a reaktiv oxigéngydkoket, és javitja a mitokondriumfunkciot [144]. Tobb
kiilonb6z6é tanulmany igazolta, hogy az AP plakkok teriiletén emelkedik a HO-1 enzim
expresszidja, mely valosziniisithetéen az AP toxicitdsara adott valaszreakcio, és az amyloid
fehérjéek sejtkarosito, gyulladast generald hatasat hivatott mérsekelni [145]. A HO rendszer

sejtvédd mechanizmusait a 10. dbra mutatja.
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3.3.2. A hemoxigenaz gyogyszeres indukcioja

Egyre tobb tanulmany foglalkozik az oxidativ stressz AK-ban bet6ltott szerepével. Sultana R.
és mtsai 2013-ban részletesen bemutattak az oxidativ folyamatok végbemenetelét és a lipidek,
valamint fehérjék szerkezetének és funkcidjanak megvaltozasat, amely nagy szerepet jatszik a
sejtkarositasban és neurodegeneracioban. A tanulmany szerint a lipidperoxidacid soran
oxidativ szabadgytkok termelédnek, ¢és jelennek meg a sejtek membréanjaiban. A
tobbszorésen telitetlen zsirsavak kdnnyen aldozatul esnek a peroxidacionak, melynek
eredményeként reaktiv elektrofil aldehidek (pl.: 4-hidroxi-2-nonenal, malondialdehid vagy
akrolein) keletkeznek. Ezen aldehidek mérésével nyomon kdvethetjiik az oxidativ folyamatok
intenzitasat. A fehérjék érzékenyek a kiilonbozo poszttranszlacios modositasokra, melyeket

ezek az aldehidek okoznak azaltal, hogy kovalensen hozzakotddnek a fehérjékhez. Ezt a
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folyamatot Michael-addukcidénak nevezik. Ezek az adduktok, amennyiben nem kerilnek
eltavolitasra veszélyt jelentenek a teljes sejthomeosztazisra [146]. Kozleményikben azt is
emlitik, hogy a kezdeti stadiuma (MCI) és a kifejezett alzheimer-koros betegek agyaban is
emelkedett mennyiségli, de az aldehidek altal modositott HO-1 enzimet azonositottak.
Ismeretes, hogy az antioxidans enzimek, koztik a HO-1 enzim expresszidjanak es
aktivitdsanak fokozodasa az egyik legkorabbi lépés az oxidativ stresszel jard patholdgias
folyamatokban [138]. Az is bizonyitott, hogy az enzim szerin-foszforilacioja nélkiilozhetetlen
az aktivaciojahoz, igy a plakkok és fibrillumok teriiletén detektalt emelkedett mennyiségii
enzim, valamint annak intenziv foszforilacidja az Alzheimer-tipusu pathologiaval és oxidativ
stresszel szembeni védekezés egyik kulcspontja lehet [147]. Azonban az aldehidek altali
adduktkeépzddés jelentdsen karositja az enzim funkcidjat. Ezek alapjan Sultana R. és mtsai azt
a kovetkeztetést vontak le, hogy a betegség kialakulasa soran az agy tdbbek kdzott fokozott
HO-1 expresszioval és foszforilacioval probalja kompenzalni az oxidativ stressz karos
hatasait, azonban a lipidperoxidacio soran kialakuld aldehidek &ltali enzimmodifikéacio gatolja
ezt. fgy amennyiben kiilsd beavatkozassal képesek lennénk az enzim funkcidjanak
helyreallitasara, aktivitasanak fokozasara, (gy talan a patholdgias folyamatokat is sikeriilhetne

megallitani vagy lelassitani [146].

Tobb mas tanulmany is igazolta, hogy a HO-1- nek jelentOs szerepe van az oxidativ stressz
elleni kiizdelemben, és aktivitasanak fokozasaval csokkentheté a sejtkarosodas mértéke.
Bhardwaj és mtsai. heminnel aktivaltak a HO-1 enzimet az agykamrdba injektalt
streptozotocinnal (STZ) létrehozott Alzheimer-patkanymodellben. Az STZ egy sejtméreg,
mely a sporadikus AK-hoz hasonldé neuropatholédgiai elvaltozasokat idéz ¢ld, és a korkép
modellezésehez gyakran hasznalt eljaras. A kisérlet soran a mesterséges enziminduktor
(hemin) segitségével probaltak enyhiteni a neurodegenerativ folyamatokat, mig a hatast az
enzim szelektiv gatloszerének (cink protoporfirin, SnPP) alkalmazésaval igyekeztek igazolni.
A hemin kezelés pozitivan befolyasolta a betegseg kimenetelét az allatokban, javultak a
kognitiv funkcioik, és csokkent a kolinerg deficitiikk. Az SnPP kezelésben is részesiilo allatok
esetében teljesen elmaradt a vart hatas, az allatok a kontroll (STZ-kezelt) patkanyokhoz

hasonlé mértékii neurodegeneraciot és kognitiv hanyatlast szenvedtek [21].

Kurauchi Y. és mtsai pedig k6zépagyi sejtkultdra, valamint dopaminerg neurodgeneracio (a
substantia nigraba torténd lipopoliszacharid (LPS), valamint a stridtumba torténd 6-
hidroxidopamin injektalasaval létrehozott) egér modelljének vizsgalataval tdmasztotta ala a

HO-1 neurodegeneracio ellenes hatasat. Kisérletiikben kéavésav-fenil-észterrel (a propolisz
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egyik hatéanyagaval) igyekezték indukalni a HO-1 enzimet, mivel korabban bebizonyosodott,
hogy a HO-1 a dopaminerg neuronok oxidativ karosodasat is csokkenti [148]. Kisérletik
eredményei azt sugalltédk, hogy a kavésav-fenil-észter képes aktivalni a HO-1-et, valamint az
agyi-eredetli neurotrofikus faktort (BDNF), ezaltal védelmet nyujt az IFN-y/LPS altal okozott
sejtkarosodéassal szemben a sejtkultdraban, valamint a LPS és 6-hidroxidopamin &ltal kivaltott
dopaminerg neurodegeneracidval szemben is. A dopaminerg neuronok nem pusztultak el, a
HO-1 és BDNF expresszidja és aktivitasa fokozddott, valamint a macrophag és microglia
sejtek aktivitasa csOkkent. Minden hatasa felfliggesztheté volt a HO-1 gatld cink
protoporfirinnal és az anti-BDNF antitesttel [149].

3.3.3. A testmozgas hatasai

A rendszeres, onkéntes fizikai aktivitasrol régota feltételezik, hogy csokkenti az AK rizikdjat,
illetve mérsékli a folyamat intenzitasat. Egy 1991-1992-es kanadai kohorsz vizsgalatban 9008
65 év feletti onkentest valasztottak ki, melyek kozul 4615 jelolt rendelkezett teljesen ép
kognicioval a vizsgalat kezdetén, és vallalta az 5 éves utankdvetéses vizsgalatot, valamint
rendszeres fizikai aktivitdst. Az 1996-1997-es felmérések alapjan, a 4615 rendszeresen
sportold résztvevé kozul 3894-en megoérizték szellemi épségiiket, 436 fonél enyhe kognitiv
hanyatlast, de nem demenciat tapasztaltak, es csupan 285 f6nél alakult ki demencia. A fizikai
aktivitast nem végz6 csoportban az Alzheimer-Kor, illetve barmilyen mechanizmusu kognitiv

hanyatlas gyakorisaga kétszer akkora volt, mint a sportolok kérében [150].

Moore KM. és mtsai alacsony (15m/perc egyenes futdkerékben) és magas intenzitasu
(30m/perc 10%-os d6lésszogi kerékben), a hét 5 napjan, napi 60 percig tartd fizikai aktivitas
hatésait vizsgaltak génmddositott egér Alzheimer-modellben, és azt a megallapitast tették,
hogy a fizikai aktivitas dozisfiiggd modon, szignifikansan csokkentette a solubilis AB40 és
AP42 mennyiségét mind a hippocampusban, mind a cortexben. Az amyloid eltavolitasban
szerepet jatszd enzimek szintjét is vizsgaltak, és kimutattak, hogy az 5 legfontosabb enzim
eredményezik, vagy a Vér-agy gaton Kkeresztili eltavolitast — szintje emelkedett.
Legszembetlinbbb a neprilizin expressziojanak fokozodasa volt, mig a matrix
metalloproteindz-9, valamint az inzulin degradalé enzim (IDE) szintje kisebb mértékben, de
azért jelent6sen nétt. Az LRP-1 egy sejtfelszini receptor, és tobbek kdzott olyan molekulak
Vér-agy gaton keresztiili eltavolitasaért felelés, mint az apolipoprotein-E, a2-macroglobulin és
AP. Eredményeik alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a rendszeres mozgas noveli az
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amyloid Kiurités mértékét, ezaltal jarul hozzé a betegség rizikdjanak csdkkentéséhez [151].

Toébb tanulmany is bebizonyitotta mar, hogy a mozgas fokozza az amyloid kilrilését a
kézponti idegrendszerbdl, mely neuroprotektiv hatasu, csokkenti az oxidativ és
endoplazmatikus retikulumot ért stresszt, az idegrendszeri gyulladast, javitja az inzulin
érzékenységet, a szinaptikus plaszticitast, valamint a kogniciot [152-154]. Koo JH. és mtsai
azt igazoltak, hogy a rendszeres fizikai aktivitas a SIRT-1 szignalizacio aktivalasan keresztil
csokkenti az amyloid terhelést [155]. A SIRT-1 a szirtuin csalad tagja, melynek fontos
szerepe van a homeosztazis fenntartdsdban a neuron talélés serkentésén, illetve az inzulin
jelatvitel, a gliikbzmetabolizmus és mitokondrialis funkci®é megérzésén keresztiil [156]. A
SIRT-1 valészintisithetden az APP processzalasan keresztiil befolyasolja az AP lerakodast, és
csokkent aktivitasa Osszefliggésbe hozhato a fokozott AP termeléssel [157], mivel
kimutathato, hogy a SIRT-1 indukélja a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma
koaktivator 1-alfa (PGC-1a) expresszidjat. A SIRT-1 és PGC-1la egyiitt képesek gatolni az
APP hasitasaban résztvevé BACE-1 enzimet, ezaltal csokkenteni az AP termelodését [158]. A
SIRT-1 szintjenek csokkenése egyiitt jar az ADAM-10 expresszidjanak redukcidjaval is,
amely szintén fokozott AP termeléshez vezet [159]. Koo JH. és mtsai.-nak eredményei azt
tamasztjak ala, hogy a fizikai aktivitas hatasara ndvekedett a SIRT-1 és kovetkezményesen az
ADAM-10 szintje, illetve a PGC-1la aktivitasa, sot, csokkent a BACE-1 szintje. A fenti
informaciok tiikrében kimondhat6é, hogy a rendszeres fizikai aktivitas tobb kiilonb6zo

atvonalon keresztiil fejti ki jotékony hatasat a neurodegenerativ betegségekben.

Egy 2017-es tanulmany ravilagitott a fizikai aktivitas és a HO-1 kozotti kapcsolatra. A
Kisérletben az elhizashoz tarsuld cardiovascularis betegségek (melyek kozll a legkorabban
megjelend a diastolés dysfunctio) modelljében, magas zsir - és cukortartalmu tappal etetett
egerekben vizsgaltdk a rendszeres rekreativ mozgas hatdsat. Az eredmények azt mutattak,
hogy a mozgas megakadalyozta a diastolés dysfunctio kialakulasat, szignifikansan csokkentve
a bal kamra relaxacios idejét. Az is kiderilt, hogy a mozgas hatasara csokkent az oxidativ
stressz, valamint fibrosis mértéke a szivizomban, amelyek a mozgast nem végzd, szintén
magas zsir- és cukortartalmu tappal etetett csoportban nagyon jelentdsnek bizonyultak. A HO-
1 fehérje expresszids vizsgalatok pedig azt mutattak, hogy a fizikai aktivitas hatasara

jelentdsen emelkedett az enzim szintje, mely magyarazhatja a kapott eredményeket [160].

Mindezen eredmények fényében azt a hipotézist tettiik, hogy a rendszeres dnkéntes fizikali
aktivitas altal fokozott HO-1 aktivitasnak jotékony hatasa lehet az idskori, Alzheimer-tipusi

demencia kognitiv és neuropatholdgiai eltérései tekintetében. A publikacié megjelenése el6tt
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ezt az 0sszefliggést még nem vizsgaltak.

4. Anyagok és modszerek

4.1. Kiseérleti allatok

A jelen kutatas els6 fazisaban 6 hetes him Zucker diabeteses elhizott (ZDF-Leprfa/Crl)
patkanyokat és kontroll tarsaikat (,,sovany” tipus) vizsgaltunk, melyeket a Charles River
Laboratories International-t61 (Wilmington, MA, USA) szereztiink be. Minden &llat humanus
banasmodban részesiilt az Oftalmikus és Latas Vizsgalatok soran torténé Allathasznalatrol
sz6l6 ARVO Nyilatkozatnak és a NIH irAnymutatasainak megfeleléen. A kutatds masodik
feléeben pedig 18 honapos (300-350 g) him és ndstény Wistar patkanyokat, valamint fiatal
kontroll (3 hdnapos) tarsaikat vizsgaltunk. Az allathazban az atlaghomérséklet 22-24 °C
kozott volt, 12-12 oOras sotet és vilagos periddusok valtottak egymést. A kutatasban
alkalmazott valamennyi protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi — és Allatjoléti
Bizottsaga, Debrecen, Magyarorszag engedélyezte (18/2013/DE MAB). Az allatok Purina

5008 tapot és igény szerinti mennyiségii vizet kaptak a kisérlet teljes idtartama alatt.

4.2. Kisérleti elrendezés

A kutatas els6 részében az allatokat 3 csoportra osztottuk (n=6 minden csoportban): I. kontroll
diabeteses csoport, I1. kezelt diabeteses csoport és I11. egészséges csoport. A kezelt csoport
tagjait oralis szondazasi technikaval kezeltik, napi 30mg/kg SCSE-t kaptak, miktzben a
kontroll csoport tagjai a vivéanyagot (metil-celluléz nyak) kaptadk a szondan keresztiil, egy

korabbi protokollnak megfeleléen [22].

A kutatas masodik részében pedig 6 csoportot hoztunk 1étre: 1. idGs, inaktiv életmddot folytatd
ndstények (ASF, n=8); II. idds, inaktiv életmddot folytatd himek (ASM, n=8); III. idds, futd
ndstények (ARF, n=8); IV. id6s futé himek (ARM, n=8); V. fiatal (3 hoénapos) kontroll
ndstények (YCF, n =8) és végiil VI. fiatal (3 honapos) kontroll himek (YCM, n=8). Az idds
futd ndstényeket és himeket standardizalt futokerékkel ellatott ketrecekbe helyeztiik, melyben
rekredcios mozgast végezhettek 3 honapon keresztiil. Az idds és fiatal kontroll csoport tagjai

futokerék nélkili ketrecbe kertltek. A kisérlet idétartama 3 honap volt.
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11. abra. Ketreche beépitett futdkerék km-szamlaloval, mellyel nyomonkdvethet az allatok napi futdsanak

mennyisége.

4.3. Okularis ischaemia/reperfusio

Az 50 napos elsé kisérleti rész végén az allatokat altalanos anesztéziaban részesitettiik
intramuscularis ketamin/xylazin (50/5 mg/kg) injekcié segitsegével. Az allatok szemeit
lokalisan is érzéstelenitettiik 0,4%-0s oxybuprocain szemcsepp alkalmazasaval (Humacain,
Teva, Debrecen, Magyarorszag). Ezt kovetden minden allat bal szemének retinalis artériajat
sebészileg lekotottik, hogy ezzel elzarjuk az adott retina véraramlasat a szerzok altal
korabban kidolgozott protokoll szerint [18, 161]. Egy selyem sebészi varroanyag szalat egy
polietilén kanulon keresztll dvatosan a szemgolyd moge vezettiink, korullelve az optikus
ideget, a kdzponti retindlis artéridt, a cilidris artéridkat €s a retrobulbaris kotdszovetet. A
varréanyagot huzva, a tubust pedig az optikus ideg feliiletének nyomva ez a ,,huzo-tipusu”
okkluzi6 retindlis artéria elzar6dast eredményezett, amelyet a kivant id6tartamig fenn tudtunk
tartani (1h). Makroszkdposan egy 120-D-s lencsével igazoltuk az ischaemiat. Az ischaemia
ideje alatt az allatok szemeit steril gézlappal fedtiik le. A cornea kiszaradasat karbomer-alapd
szem gél segitségével akadalyoztuk meg (Vidisc, Bausch&Lomb, Berlin, Németorszag). Az
okkluder ischaemia utani felengedésével létrehoztuk a reperfusiot, utat engedve a retinalis

artérian keresztili ajbéli véeraramlasnak.
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4.4. Electroretinographia

24 0rés reperfusiot kovet6en az allatokat el6készitettiik az electroretinographias mérésre,
intramuscularis ketamin/xylazin (50/5 mg/kg) injekcioval létrehozott altalanos anesztézival.
Minden &llat pupillajat 0,5%-os ciklopentolat hidroklorid oldattal (Humapent, Teva,
Debrecen, Magyarorszag) tagitottuk ki. Minden méréshez 5 ezist elektrodat hasznaltunk a
kovetkezOképpen. A cornedlis felszinen retindlis jeleket analizdltunk két mérd elektrod
segitségével (egy-egy mindkét szemen), melyeket az inhartya sériilés vagy cornealis
perforécio elkertilése érdekében inzertaltunk. Referencia elektrodokat rogzitettiink az allatok
fiillcimpajara (minden cimpara egyet), a f0 referencia elektroda pedig a glabellan volt
talalhat6. A hatékony elektronikai kapcsolat és a szemek dehidraciéval szembeni veédelmét
karbomer-alapt szem gél alkalmazasaval valdsitottuk meg (Vidisc, Bausch&Lomb, Berlin,
Németorszag). Az ERG-méreseket sotétben vegeztik, egy sotét-adaptacios periddus (20 perc)
utdn, a Latas Klinikai Elektrofiziologidjanak Nemzetkdzi Szervezetének ajanlasai alapjan
(ISCEV - International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) [162]. A retina
elektromos jelek, tehat a retina fényhullamokra t6rténé valaszai egy erdsitén és egy analog-
digitalis atalakito rendszeren haladtak keresztil (Bridge Amp and PowerLab, ADInstruments,
Sydney, Ausztralia), megjelentek egy szamitogépen, rogzitésre keriltek, majd analizaltuk
6ket a PowerLab Chart szoftver segitségével (5.2.2., ADInstruments, Sydney, Ausztralia). Az
electroretinogramokon az “a” és “b” hullamokat elemeztiik. Az “a”’hullamok a fotoreceptorok
sejtjieinek miikodésérdl, elektromos tevékenységérdl adnak informdaciot, mig a “b” hulldmok a
fotoreceptorok mogotti sejtek, nagyrészt a bipolaris sejtek miikodését reprezentaljak. Az
electroretinographiai mérések eredmeényei azt bizonyitjdk, hogy a moddszer — melyet a
szerz6k kordbban mar leirtak — koltséghatékony és reprodukalhaté informéacidkat szolgéaltat a

retina funkciéjardl, és ezek az informécidk szorosan korrelalnak a retina sejtek

életképessegével [18, 163].

4.5. Oralis glikdz tolerancia teszt

Az els6 kisérleti periodus ideje alatt kétszer végeztiink oralis glikoz tolerancia tesztet
(OGTT): eldszor, amikor az allatokat bevontuk a kisérletbe, masodszor pedig az 50 napos
kisérleti id6tartam végén. A teszt kivitelezése eldtt az allatok 12 6ran keresztiil ¢heztek. A

teszt soran el6szOr az éhomi gliikdz értékeket mértik meg, majd 1 g/ml koncentraciéju vizes
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glikdz oldatot készitettlink, melyet — testhémérsékletre torténd felmelegités utan — ordlis
szondazaési technikaval juttattunk minden &llat gyomraba, 3 g/kg dbzisban. A glikoz terhelést
kovetden 1 oraval ujra megmértiik az allatok gliikozszintjét. A méréseket AccuCheck Active
plazma glikkézszint méré segitségével végeztikk, melyet el6zéen a klinikank kozponti

laboratdriuma kalibralt.

4.6. Hemoxigenaz-1 koncentracio meérése

-z =7

ERG-mérések utan az allatok szemgolyoit eltavolitottuk tovabbi analizis céljabdl. Az
eltavolitott szemgolyok felét szuszpendaltuk egy homogenizacios pufferben. A 7,4 pH-ju
puffer osszetétele: 10 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetan-szulfonsav), 32 mM
szukréz, 1mM DTT (ditiotreitol), 0,1 mM EDTA, 10 pg/mL szOjabab tripszin inhibitor, 10
pg/mL leupeptin és 2 pg/mL aprotinin (Sigma-Aldrich Kft., St. Louis, MO, USA). A
homogenizatum 30 perces, 20 000 g-n, 4°C-on torténd centrifugalasa utan megkaptuk a
feluliszot. A HO-1 tartalmat enzimkapcsolt immunoszorbens esszé (ELISA) segitségével
hataroztuk meg a gyarto rendelkezései alapjan (Sunred Biotechnology Company, Shanghai,
Kina). Az optikai denzitast 450 nm-en mértik (Benchmark Microplate reader; Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) és az eredmenyeket ng/mg fehérje forméajaban fejeztik Ki.

4.7. Histologiai vizsgalat

A kutatas els6 részében a szovettani vizsgalatokat a kovetkezOképpen végeztiik: Az allatokbdl
eltavolitott masodik szemgolyonak az Uvegtesti részét kivettilk, a golyd maradék részét pedig
Bouin-oldatban fixaltuk, alkohollal dehidraltuk, paraffinizaltuk, 7 pm vastag sagittalis
metszeteket készitettiink bel6liik, majd hematoxylin-eosinnal (H&E) megfestettiik, végul pedig
fénymikroszkop alatt vizsgaltuk dket. Az atlagos retinavastagsagot a belsd limitaldé membran és
a retinalis pigment epitél réteg (ILM-RPE) kozott mértuk, és um-ben fejeztik ki, minden
metszeten manualis skalat alkalmazva. A ganglion sejtrétegben talalhatdé sejtek szamat
egységnyi tavolsagon belil (100 pm) szintén megszamoltuk. A kvantitativ analizishez

csoportonként 6 szemet, szemenként pedig 6 metszetet vizsgaltunk.

A kutatas masodik részében a neurodegenerativ eltéréseket, amyloid patholdgiat, valamint ezek

esetleges javulasat kivantuk igazolni hagyomanyos H&E, Kongd vords festéssel, valamint
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immunhisztokémiai modszerrel, specialis, amyloid fehérjéhez kot6do6 antitest segitségével. A
harom honap elteltével az allatokat mely, dltalanos anesztézia alatt 10 ml 4%-os PBS-sel majd
ezt kovetéen 30 ml 4%-o0s formaldehiddel perfundaltuk (4%-os, foszfat pufferben). Kovetkezo
Iépésként a patkanyok agyat eltavolitottuk, a jobb hippocampust, frontalis és temporalis
lebenyeket izolaltuk, és 24 oraig a fent emlitett fixalo oldatba, majd 72 6réra 30 %- 0s szukr6z
oldatba helyeztiik, végul paraffinba agyaztuk. A beagyazott mintakbdl 7 um vastag metszeteket
készitettlink, és a neurodegeneracio, valamint az AP kimutatas céljabol H&E és Kongd vords
festékkel festettiik meg Oket. Az igy elkésziilt metszeteket fénymikroszkoppal elemeztiik,
polarizalt fényt alkalmazva a Kongd vordssel festett metszetek analizalasahoz. A szemi-
kvantitativ elemzéshez az esetleges amyloid plakkokat, valamint a Kongd vordssel fest6dd
ereket megszamoltuk. A festddd erek mennyiségét az 6sszes ér szamahoz viszonyitottuk. Ilyen
modon egy becsult értéket kaptunk, a 10X-es objektivet hasznalva 10 latotérben
megszamolhatd erek alapjan kalkuldlva (100X-0s nagyitds). Az igy kapott erték (Kongo
vorossel fest6dé erek/osszes ér x 100) alapjan 4 kategoriaba soroltuk a metszeteket: (i) nem
lathaté koros ér (0%) (-); (ii) alacsony szamu koros ér (1-29%-) (+); (iii) kozepesen

mennyiségii koros ér (30-69%-) (++); (iv) szamos koros ér (>70%) (+++).

Az immunhisztokémai vizsgalatok Kivitelezéséhez a metszeteket anti-amyloid f 1-42
antitesttel (Abcam, 1:200) festettik a gyari protokollnak megfeleléen, majd
fenymikroszkoppal elemeztiik. A szemi-kvantitativ AP analizis a fent leirt Kongo vords
festéshez hasonlé modon zajlott. Az AP 1-42 pozitiv ereket szamoltuk meg, és a 10 latdmezon
talalhato 0sszes ér mennyiségehez viszonyitottuk, 10X objektivet alkalmazva. Az eredmények
alapjan ez esetben is 4 kategoriat hataroztunk meg a Kongo voros festésnél leirtakkal azonos

maodon.

4.8. Morris water maze teszt

=z

képességeire, melyet Morris Water Maze (MWM) teszt segitségével mértiink fel. Ez a teszt az
egyik legmegbizhatébb, legjobban reprodukélhaté és leggyakrabban hasznalt, un. “gold
standard” mddszer a tanulasi és térbeli memdria megitélésére ragcsalok esetében [164]. A
vizsgalat soran egy 150 cm atmérdjii és 50 cm magas medencét egy kisméretli és csendes
szobaban helyeztink el, és 30 cm magassagig feltoltottiink ételfestékkel atlatszatlanna tett,

szobahOmérsékletii vizzel. A medencét négy kvadransra osztottuk, és a négy égtajnak
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megfelelden geometriai alakzatokat ragasztottunk a medence faldra, tdjékozodasi pontok
gyanant. Az egyik kvadrans kozepére 10 cm atmérdji, fém talppal rogzithetd, kor alakt pallot
helyeztlnk, a viz felszine ala sullyesztve 1 cm-rel, igy az az allatok szaméra lathatatlan volt.
A fellépo helyzetét a tanulasi idoszak és a kisérlet alatt valtozatlanul hagytuk, igy a patkanyok
memorizalhattak a helyzetét. A MWM tesztet kétszer végeztik el, a 3 hdnapos rekreéacios
mozgas végrehajtasa elott és utan, a hatds felmérése érdekében. Mindkét alkalommal harom
egymast kovetd napon, napi két probalkozéas erejéig tortént a mérés. Az elsé nap, elsd
probalkozasa volt az an. betanitas, amikor az &llatok megismerkedtek a vizzel, az Uszassal, a
palloval. Ezt kovetden éles probakat hajtottunk végre, amelyek soran az dvatos vizbe helyezés
utadn a patkanyoknak onalléan kellett megtalalniuk a pallét, ezaltal mentesiilhettek az Uszas
alél. 60 masodperc allt rendelkezésiikre, és amennyiben ennyi idé alatt nem talaltdk meg a
fellép6t, Ovatosan odairanyitottuk Oket, az etikai szabalyoknak megfeleléen. A palld
megtalalasahoz sziikséges id6t minden esetben stopperrel is mértik, illetve elektronikusan
regisztraltuk. A napi 2 egymas utani probalkozas atlagat kiszamoltuk, és a 3 nap eredmenyeit
egymashoz viszonyitva allapitottuk meg, hogy kepesek-e az allatok a tanuldsra. A
medencében valo tartdzkodasuk alatt vided ,tracking” rendszerrel regisztraltuk az wszasi

mintazatot. (EthoVision 2002, Noldus Information Technology, The Netherlands).

Siillyesztett plato

12. &bra. Morris water maze teszt sematikus abraja. Az allatnak a sullesztett platét kell megtalalnia (nyil). Az
els6 medencében egy demens allat mozgasa latszik, mig a masodik medencében egy tanulékony allat mozgésa,

aki a 3. nap végére céliranyosan Uszik a plato felé.

4.9. Kisallat pozitron emisszids tomografia

Az id6skorral asszocialt neurodegenerativ eltérések és a specifikus amyloid patholdgia
analizalasahoz in vivo PET vizsgalatot végeztink. A Kisérleti allatok lateralis farokvénajan

keresztil 10 + 0,2 MBqg C!- Pittsburgh compound B-t (PIB) juttattunk a Keringési
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rendszeriikbe. A PIB egy specidlis radiofarmakon, amely szelektiven kotdédik az AP
depozitumokhoz, ezaltal az agyban lerakddott kdros fehérje mennyisége és pozicidja in vivo
vizsgélhatd. 30 perccel a farmakon beadasa utan &ltalanos anesztéziaban részesitettiik az
allatokat (3 %-os izofluran), kiséallatok altatdsahoz hasznalhat6 specialis eszkdz segitsegevel.
A kovetkez6 15 percben egy kisallat PET szkenner alkalmazasaval (MiniPET —II.) statikus
single-frame PET vizsgélatot vegeztink [165]. A PIB AB-hoz torténd szelektiv kotédésének
koszonhetben a mért jelintenzitas korrelal a koros fehérje depozitumok mennyiségével, amit a
SUV érték fejez ki.

4.10. Hemoxigenaz-1 aktivitasmérés

A Kkutatdas masodik részében az allatok agyi hemoxigenaz-1 enzim aktivitasara voltunk
kivancsiak, melynek meghatarozasat a Tenhunen eés mtsai altal kidolgozott modszer alapjan
végeztik, amely a biliverdin-bilirubin atalakulds mérésén alapul [166]. Az allatokat mély
altalanos anesztéziaban részesitettiilk, majd az eltavolitott agyak bal féltekéjébdl izolaltuk a
frontalis és a temporalis kérget, valamint a hippocampust, majd ezeket a terileteket
homogenizaltuk (Ultraturrax T25; 13,500/s; 2 % 20 s) a kdvetkezd homogenizacids pufferben:
10mM N - [2-hidroxietil] piperazin - N’ - [2-etanszulfonsav] (HEPES), 32 mM szukréz, 1 mM
ditiotreitol (DTT), 0.1 mM EDTA, 10 pg/ml szdjabab tripszin inhibitor, 10 pg/ml leupeptin,
és 2ug/ml aprotinin; pH 7.4. Ezt az elegyet 30 percig centrifugaltuk, 4 °C-on, 20.000 g-n,
majd Osszegyujtottiik a keletkezd feliiluszot. Minden reakcios elegynek 1,5 ml volt a végso
urtartalma: 2 mM glikoz-6-foszfat, 0.14 U/ml gluk6z-6-foszfat dehidrogenaz, 15uM hem és
150 uM B-nikotinamid-adenin-foszfat (NADPH). 120 upg/ml patkany maj citoszolt
hasznaltunk biliverdin-reduktaz forrasként, és hozzaadtunk 2 mM MgCl,-ot, 100 mM kalium-
foszfat puffert és 150 pl-t a feliiliszobol, majd 60 percig, 37 °C-on, sotétben inkubaltuk. A 60
perc elteltével a mintdk jégre helyezésevel allitottuk meg a reakciot. A keletkezett bilirubin
mennyiségét a 460 nm és 530 nm-en mért optikai striiségek alapjan kalkulaltuk. Az 1
egységnyi HO-1 aktivitast az 1 mg fehérjéb61 oranként keletkez6 bilirubin mennyisége (nmol)

alapjan hataroztuk meg.

4.11. Statisztikai analizis

A D’Agostino & Pearson omnibusz normalitas teszt alapjan kapott Gaussi értékek egyiranyu
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variancia analizisét végeztik Tukey vagy Neuman-Keuls poszt-teszttel a kutatds els6
fazisdban. A kutatds masodik fazisaban két adat egyeztetését pérositatlan (Student-féle) t-
probaval végeztiik. Ketténél tobb adatcsoport Osszehasonlitasahoz egyiranyu ANOVA-t
alkalmaztunk (Geisser-Greenhouse korrelacidval) Tukey post-teszttel. A non-parametrikus
eloszlasu adatokat Kruskal-Wallis teszttel és Dunns poszt-teszttel értékeltik. Az
eredményeket az atlagok standard hibajaval abrézoltuk (SEM).

5. Eredmények

5.1. Ehomi gliikozszint analizis és oralis gliikdz tolerancia teszt

eredmeények

A 11. abra mutatja a harom csoport tagjainak éhomi, valamint OGTT soran  mért
glikozszintjét. Az éhomi es OGTT soran mért glikdzszintek az egészséges csoportban (5,137
mmol/L és 7,571 mmol/L) nem kiilonboztek jelentdsen egymastél, csakdgy, mint a masik két
kisérleti csoportban sem. A beteg kontroll (ZDF) allatok éhomi gliikozszintje (9,626 mmol/L)
viszont szignifikdnsan kiilonbozott az egészséges csoport tagjainak megfeleld értékétol, €s
lathatdan eltért a kezelt patkanyok éhomi értékétdl is, habar ez a kiilonbség nem volt
szignifikdns. A Kkezelt csoport éhomi glikdzszintje (7,510 mmol/L) nem Kkulénbozott
jelentésen az egészséges allatok értékétél sem. Az OGTT soran mért glikozszintek
tekintetében mindkét diabeteses csoport jelentés kiilonbséget mutatott az egeszséges
allatokhoz képest: a kontrol csoport atlagértéke 17,41 mmol/L volt, mig a kezelt patkanyok
atlagértéeke 14,330 mmol/L volt. A kezelt és kezeletlen csoport kdzotti kiulonbség szintén

szignifikans volt (p<0,05).
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13.abra. A kiilonboz6 csoportok plazma gliikozszintjei az OGTT eldtt (éhomi) és utan (tarsszerzdvel kozos
eredmények). Az adatok a csoportok atlagértékei + SEM mmol/L-ben kifejezve. ns=nem szignifikans kiilénbség; *
p<0,05; *** p<0,001.

5.2. Electroretinographia

A Kisérlet elsé fazisaban tortent ERG-méreések eredményeit a 12. abra szemlélteti, melyen a
harom csoport allatai eseten mért a- és b-hullamok atlagos amplitadoja (12A, illetve 12B
abra) lathaté. A 13. dbran minden csoportbdl egy-egy reprezentativ electroretinogram lathato.
A nem-I/R adatokat 6sszehasonlitva észlelhetd, hogy a SCSE-kezelés szignifikdnsan novelte
az a- és b-hullamok amplitudojat a kontroll csoporthoz viszonyitva (88,11 4V vs. 68,61 pV az
a-hullamokat nézve, és 233,9 puV vs. 178,7 pV a b-hullamokat tekintve; p<0,001 mindkét
esetben); s6t, a kezelt csoport atlagos b-hullam amplitid6ja nem kiilonbozott jelentésen az
egészséges allatok ezen értékétdl (233,9 uV vs. 236,2 puV). Az a- hullamok esetén, az eldbb
emlitett 6sszehasonlitas szignifikans eltérést eredményezett a kezelt és egészséges nem-1/R
értékek kozott, a kezelt csoport értéke magasabb (88,11 pV vs. 69,85 uV) volt.

Ami az I/R értékeket illeti, megallapithatd, hogy szignifikans killénbség mutatkozik a kontroll
csoport és az egészseges csoport b-hullam amplitddoi kdzott (96,83 pV vs. 149,9 uV; kontroll
vs. egészséges; p<0,001), mig az SCSE-kezelés jelentdsen emelte ezt az értéket (176,2 nV;
p<0,001 vs. kontroll). Kiemelendd, hogy a kezelt csoport I/R b-hullam amplitdddja szintén
jelentésen jobbnak bizonyult, mint az egészséges allatok I/R b-hullam nagysaga (kezelt vs.

egészséges; p<0,001). Hasonloan, a meggymag-Kivonat hatasara a kezelt csoportban jobb a
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hullam eredményeket mértink az I/R utan, mint akér a kontroll, akér az egészséges
csoportban (76,28 pV vs. 47,15 uV vagy 45,98 pV kezelt vs. egészséges vagy kontroll;
p<0,001 mindkét 6sszehasonlitdsban).
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14.abra. ERG eredmények (tarsszerzével kozos eredmények). (A) Atlagos a-hullam amplitidok; (B) atlagos b-
hulldm amplitddok; Fényhullamok altal eléidézett atlag retinalis a- és b-hullam amplitadok, melyeket nem-I/R,
valamint I/R korilmények kozott is regisztraltunk. Az adatok az atlagértékek + SEM mikro- voltban (uV)

kifejezeve. ns=nem szignifikans; *** p<0,001.
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15.4bra. Reprezentativ electroretinogramok az egyes kisérleti csoportokbdl.

5.3. Hemoxigenaz-1 koncentracio

A kiilonboz6 csoportok szemszoveteiben tortént hemoxigenaz-1 koncentracid mérések —
melyeket a kisérlet elsé részében végeztiink — eredményeit a 14. abra mutatja. Mint ahogy az
lathatd az abran, az enzim szdveti koncentracidja statisztikailag megegyezett az egészséges és
a kontroll csoportban, mind ischaemia el6tt, mind pedig ischaemia utan (1,170 vs. 1,115 a
nem- I/R allapotban és 1,717 vs. 1,469 I/R allapotban). A nem-I/R allapotu szemek esetében
jelent6s expresszio fokozodas figyelheté meg a SCSE-kezelt csoportban, akar az egészseges,

akar a kontroll allatokhoz hasonlitjuk 6ket (2,963; p<0,05 vs. kontroll és p<0,001 vs.
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egészséges). Az ischaemias allapotban megfigyelhet6 protein koncentracio emelkedés az oka
annak, hogy az egeszséges és kezelt csoport eredmenyei kozott csokkent a kilonbség,
mindazonaltal a kezelt patkanyok &tlagos koncentracid értékei még mindig jelentésen
magasabbak voltak, mint az egészséges allatok értékei (2,934; p<0,05 Vs.
egészséges/kontroll).
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16.4bra. A HO-1 koncentracié mérésének eredményei (tarsszerzével kozos eredmények). (A) Nem-I/R éallapotban
1év6 szemek; (B) I/R-n keresztiilment szemek. A mérések alapjan becsiilheté a kiilonb6zé csoportba tartozo
patkanyokbdl eltavolitott szemek hemoxigendz-1 enzim koncentracidja (ng) a total protein mennyiséghez (mg)
viszonyitva. Az adatok atlagértékek + SEM ng/mg-ban kifejezve; ns=nem szignifikans kiilonbség; * p<0,05; ***
p<0,001.

5.4. Kognitiv funkcios eredmenyek

A Kisérlet masodik felében a 3 hdnapnyi rekredcios mozgas kognitiv képességekre kifejtett
hatasat kivantuk felmérni a MWM teszt segitségével. Az eredményeket a 15. dbra mutatja. A

platd eléréséhez sziikséges ,,megtalalasi id6t” regisztraltuk. Az idds, inaktiv életmodot
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folytatd csoport tagjainak (nemtdl fiiggetleniil) szignifikdnsan tobb iddbe telt a fellépd
megtaldldsa, mint a fiatal kontroll, valamint az id0s, rendszeresen mozg6 csoport tagjainak, és
teljesitménylikben nem mutatkozott javulds a teszt 3 napja alatt sem (p<0.001). Ezzel
szemben a rendszeresen mozgd idGs, valamint a fiatal allatok is naprol-napra jobban
teljesitettek. A teljesitmény-kilonbséget az idés him, illetve ndstény csoportok
teljesitményének atlagai kozotti killonbség szemlélteti: 1. nap: 10.15 mp, p=0.038 (id6s
inaktiv himek vs. idés futdé himek); 14.60, p<0.01 (id6s inaktiv ndstények vs. id6s futd
ndstények); 2.nap: 28.45, p<0.001 (idds inaktiv himek vs. id6s futdé himek); 25.45, p<0.001
(1d6s inaktiv ndstények vs. idds futd ndstények); 3. nap: 30.25, p<0.001 (idds inaktiv himek
vs. 1dds futo himek), 33.55, p<0.001 (idds inaktiv ndstények vs. idds futd ndstények).
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17.4bra. A rekreacios mozgas hatasa a kiilonboz6 csoportok MWM teszt soran nyujtott teljesitményére. AS: idds
inaktiv allatok; YC: fiatal kontroll allatok; AR: id6s futo allatok. Az adatok atlagértékek + SEM; **** p<0,0001

az id6s inaktiv allatok eredményeihez viszonyitva.

5.5. In vivo pozitron emisszios tomografia vizsgalattal azonositott
agyi eltérések

A PET vizsgalatot a kisérlet masodik fazisdban minden csoporton elvégeztik, az
eredményeket a 16. dbra reprezentalja, a statisztikai elemzés a 17. abran lathat6. Az idés,
inaktiv életmddot folytatd6 patkanyok agyaban szignifikansan intenzivebb PIB retenciot
tapasztaltunk, mint a fiatal kontroll allatokéban. A PIB felhalmozd6das, vagyis a SUV atlaga a

kovetkezOképpen alakult. 1dés ndstények: 0.87 + 0.029 vs. fiatal kontroll néstények: 0.43 +
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0.02; id6s himek: 0.97 + 0.024 vs. fiatal kontroll himek: 0.41 £ 0.01 (p<0.001 mindkét nem
esetében). Az idds, futd allatok adatainak elemzése azt mutatta, hogy a rendszeres testmozgas
hatasara a PIB retencid6 mértéke jelentdsen csokkent (p=0.0119 a himek és p<0.001 a
néstények esetében).

A fenti adatok alapjan nembeli kiilonbségeket is megallapithatunk, miszerint az id6s, futd
himek agyaban fokozottabb volt a PIB retencid, mint a néstényeknél, ez azonban nem korrelal

az allatok MWM teszten nyujtott teljesitmenyével, ahol egyforman jol szerepeltek.

18.4bra. PET felvételek (egy coronalis és két horizontalis metszet minden egyes képen). (a, c,) id6s, inaktiv
néstények (ASF) és himek (ASM); (b, d) id6s, futd néstények (ARF) és himek ( ARM); (e) fiatal kontroll allat

(tarsszerz6vel kozos eredmények).
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19.4bra. A PIB retencid statisztikai értékelése. (a) nostények; (b) himek. Az adatok atlagértékek + SEM. *
p<0,05; *** p<0,001 az id6s, inaktiv allatok értékeihez viszonyitva.
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5.6. Szovettani eredmények

5.6.1. Retina

A kutatasunk els6 felében, a kiilonb6zé csoportokbdl szarmazd szemszoveteken elvégzett
vizsgélat reprezentativ képeit a 18. abra, kvantitativ eredmenyeit a 19. dbra szemlélteti. Ahogy
az lathat6 az &bran, a kontroll csoport nem-I/R allapott retinai jelentdsen vastagabbak, mint
az egészseges allatok retinai (121,3 pm vs. 102,4 pm, p<0,001) — ez nagy valdszintiséggel
oedema képzbédésre utal —, mig a kezelt patkanyok retindinak vastagsaga (108,7 pm) nem
kiilonbozott jelentdsen az egészséges patkanyokétol, azonban szignifikansan eltért a kontroll
csoport nem-I/R értékétdl (p<0,01). Hasonld Osszefuggés allapithatd meg az I/R utdn mért
értékek alapjan (172,3 pum vs. 185,0 um vs. 165,0 um). Az egységnyi tavolsagon belil (100
pum) talalhaté atlagos ganglion sejtszamot tekintve nem mutatkozott szignifikans kiildnbség az
egyes csoportok kozott, sem ischaemia el6tt (15,50 vs. 17,00 vs. 16,33, megfelelden), sem az
ischaemia/reperfusio utan (12,83 vs. 13,67 vs. 11,35).

20.4bra. Reprezentativ képek az egyes csoportok retindjanak szovettani metszeteirél. A) egészséges, nem- I/R;
B) kontroll , nem-I/R; C) kezelt, nem-1/R; D) egészséges, I/R; E) kontroll, I/R; F) kezelt, I/R.
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21.4bra. Szovettan eredmények. (A) a kiilonb6z6 csoportok retinavastagsaga az I/R elétti allapotban; (B) a
kiilonbdzé csoportok retinavastagsiga az I/R utani allapotban; (C) sejtek szdma a ganglion sejtrétegben
egységnyi tavolsagon (100 pm) beliil I/R elétti allapotban (D) sejtek szama a ganglion sejtrétegben egységnyi
tavolsagon (100 pm) belll I/R uténi allapotban. Az adatok csoporton beluli atlagértékek + SEM; ns=nem
szignifikans kilonbség; ** p<0,01; *** p<0,001. A C és D részben nem lathaté szignifikans kilonbség.

5.6.2. Hematoxylin-eosin és Kongo voros festéssel detektalhato agyi

elvaltozasok

A Kisérleti allatok agyszovetébol késziilt sagittalis metszetek H&E és Kongd vorossel torténd
megfestésével jelentds neurodegenerativ elvaltozasokat azonositottunk az AS csoportban,
melyek teljesen hianyoztak a fiatal kontroll allatoknal. Ezek az elvaltozasok magukban
foglaltak a piramis réteg eltéréseit, neuronvesztést, valamint sulyos pericellularis oedemat a
gyrus dentatus teriiletén. A 3 honapos rekredcids mozgast végzd allatok esetében is
megfigyeltiink hasonld patholdgias jeleket, azonban lényegesen kisebb mértékben. A H&E
festés eredményeit a 20. abra mutatja. Az AP pathologia kimutatasara Kong0 voros festést
hasznaltunk. Amyloid plakkokat nem tudtunk azonositani, de fokozott mértékii amyloid
angiopathia mutatkozott az id6s, inaktiv életmodot folytatd csoportokban, az elvaltozast a 21.
abra szemlélteti. A Kongd vordssel festddd erek ardnya, valamint a festddés intenzitdsa
szignifikdnsan magasabb volt a mozgast nem végzd dallatok esetében (32.4 + 2.237%

himekben és 27 + 0.89% ndstényekben), mint a futdé csoportokban (13.60 + 0.77% himekben
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¢s7.8 £ 0.57% néstényekben) (p<0.001 mindkét esetben, 22. &bra).

22.4bra. Hematoxylin-eosinnal festett metszetek (100X-os nagyitas). A-B) Fiatal kontroll him és néstény allatbol

szarmazé hippocampus — a neuronok elhelyezkedése szabalyos; C-D) Id8s, nem futdé him és ndstény éllatbol
szarmazé hippocampus — a neuronok elhelyezkedése felbomlott, nagyfok oedemaképzddés, illetve sejtpusztulas
figyelhet6 meg E-F) Idés, futd him és ndstény éllatbol szarmazd hippocampus — a neuronok egymashoz

viszonyitott elhelyezkedése rendezettebb, csokkent az oedemaképzddés mértéke.
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23.4bra. Kongd voros festéssel azonositott amyloid angiopathia (100X-0s nagyitds). A-B) 1d6s, inaktiv him és

néstény agyabol késziilt metszet polarizalt fény alatt. A fekete nyilhegyek altal jel6lt vilagos terletek képviselik
az érfalban talalhat6 amyloid-tipusd depozitumokat; C-D) Id6s, futé him és néstény agyabdl késziilt metszet

polarizalt fény alatt. Kevesebb amyloid-tipust felhalmozédas lathat6 az érfalban.
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24.4bra. Cerebralis amyloid angiopathia statisztikai analizise. Az adatok csoportonkénti atlagértékek + SEM; AS
(aging sedentary): idés, il6; YC (young control): fiatal kontroll; AR (aging running):idés, futd; *** p<0,001,
**#%k 1<0,0001 az idés, inaktiv csoporthoz viszonyitva.

5.6.3. Immunhisztokémia

Az id6skorral asszocialt cerebralis amyloid angiopathia immunhisztokémiai jel6léssel is
detektalhatd volt, melyet a 23. abra reprezental. A Kongd voros festéshez hasonlo csoportok
kozotti eltéréseket tapasztaltunk. A rekredcios mozgast végzo idds allatok agyaban lényegesen
kisebb volt az anti-AP antitest pozitiv erek aranya (14.70 + 0.47% himekben és 8 + 0.55%
ndstényekben), mint az idds, inaktiv patkanyok esetén (31.6 £ 1,78% himekben és 27,1 +

0.9% ndstényekben). A kiilonbség nemt6] figgetleniil szignifikans volt (24. abra).
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25.4bra. Immunhisztokémiaval kimutatott amyloid angiopathia. A barna szin felel meg az amyloid-tipusu
depozitumoknak az érfalban, a nyilhegyek jelzik az érintett ereket. A-B) Szovettani metszetek fiatal kontroll him és
nostény patkany agyabol; C-D; id6s, inaktiv himbdl és nésténybdl szarmazo metszetek; E-F) 1d6s, futd him és ndstény

szdvettani metszetei.
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26.4bra. Az immunhisztokémiai vizsgalat statisztikai elemzése. Az adatok csoportonkénti atlagértékek + SEM;
AS (aging sedentary): idés, 1l6; YC (young control): fiatall kontroll, AR (aging running): idds, futg; ***
p<0,001; **** p<0,0001.

5.7. Hemoxigenaz-1 aktivitas

A HO-1 aktivitasvizsgélat eredmenyeit a 25. abra szemlélteti. Az idés, nem futd néstények
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(1.3 £0.08 €5 0.95 + 0.02 nmol/h/mg fehérje) és himek (0.8 £ 0.03 és 0.72 £ 0.04 nmol/h/mg
protein) frontalis és temporalis agykérgi terlletein, valamint a hippocampusukban alacsony
enzimaktivitdst mértink. Mindazonéltal a rendszeres fizikai aktivitds szignifikansan
magasabb HO-1 aktivitast eredményezett a futd idés patkanyok azonos agyteriiletein mind a
ndstények (2.49 £ 0.08, p<0,001 és1.53 + 0.06 nmol/h/mg protein, p<0.001), mind a himek
(1.35+0.1, p<0.001 és 0.99 + 0.04 nmol/h/mg protein p<0.001) vonatkozasaban.
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27.4bra. Frontalis kéreg, temporalis kéreg, valamint hippocampus terileti HO-1 aktivitis az id6s csoportok
szerint abrdzolva. ASF (aging sedentary females): id6s, inaktiv néstények; ARF (aging running females): idés,
futdé néstények; ASM (aging sedentary males): id6s, inaktiv himek; ARM (aging running males): idés, futo
himek; *** p<0,001; #### p<0,001 (tarsszerzével kozoseredmények).
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6. Megbeszélés

A PhD munkédm soran a téplalkozas és rekreativ testmozgas életkorral és életmdddal
Osszefiiggd korallapotokra gyakorolt hatasat vizsgiltam a DE AOK Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézet kutatdcsoportjanak keretein belll. A kutatds elsé részében, a
flavonoidban gazdag Prunus cerasus (meggymag) kivonat ZDF patkéanyok (2-es tipusu
hatasat igyekeztiink felmérni. Az electroretinographia segitségével a diabeteshez kapcsolt
retinafunkcio-valtozast, az I/R sériilés hatasait, illetve ezek kombinaciojat, SCSE kezelés
mellett vagy anélkiil detektaltuk. Tovabba kvantitativ vizsgalatokat is végeztiink a kiilonb6z6
csoportok retina szovetében, dgymint HO-1 enzim koncentracidvaltozasa, a retina
vastagsaganak mérése és a ganglionaris sejtreteg egységnyi tavolsagra jutd sejtjeinek

megszamlalasa.

A 2-es tipusu diabetes mellitus egy metabolikus rendellenesség, melyet karosodott szénhidrat
anyagcsere, csOkkent mértékii inzulin szekrécid es az inzulin receptort expresszald sejtek
csokkent inzulin érzékenysége jellemez. Kdzismert, hogy ezen betegek korében rendkivil
gyakori a retina karosodasa. Az eéletkorhoz kotdtt maculadegeneracié utan a diabeteses

retinopathia a masodik vezet6 oka a felndttkori vaksagnak Magyarorszagon [167].

Az OGTT méréseink alapjan, a meggymag-kivonat egy kismértékii, de szignifikans plazma
gliikozszint csokkenté hatast produkalt: a diabeteses allatok gliikozszintje magasabb volt,
mint az egeszséges allatoké, azonban a kezelt csoport oralis gliikozterhelést kovetd értékei
javultak a beteg kontroll csoporthoz képest. Ez az eredmeény azzal magyarazhatd, hogy joval
azel6tt, hogy a valds (¢éhomi) hyperglycaemia — ezéltal a klinikai diabetes — megjelenik a
betegek esetében, glukozintolerancia fejlédik ki az inzulin rezisztencia talajan, amely
allapotot — a 2-es tipusu diabetes kifejlodését tekintve — a legjelentdsebb klinikai eldjelzonek
tartjak [168].

Szamos tanulmany igazolta korabban, hogy a gylmdlcsokben, zdldségekben,
gyégynovényekben talalhatd novényi hatdanyagoknak szamos jotékony hatdsa van az
egészségre, mint pl.: daganatos, illetve cardiovascularis megbetegedések vagy éppen az
elhizds megel6zése [169]. Lauchin és mtsai. nem régiben publikaltak eredményeiket, melyek
szerint a kiillonb6z6 meggy- €s cseresznyefelék (pl.: sarga cseresznye, edes cseresznye,
meggy) szignifikansan képesek csdkkenteni a plazma glik6z szintjét, ezéltal jotékonyan

befolyasolhatjak a diabeteses allapot kimenetelét [170]. Kutatasunk adatai Uj eredményekkel
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jarulnak hozzé ehhez a feltevéshez, miszerint a meggymaghol készilt kivonat antidiabetikus
hatasu lehet, valamint csokkentheti a diabetes szovédményeinek valdszinliségét vagy

stlyossagat.

Az electroretinographias vizsgalatok eredményei betekintést engednek a diabetes mellitus
retinafunkciot karositd hatasaba (6sszehasonlitva a diabeteses és egészséges allatok nem-1/R-
s eredményeit), és lehetévé teszi az I/R-s allapotd és a normal allapotd retindk funkcidjanak
dsszehasonlitasat a kiilonb6z6 csoportokban. Jelen tanulményunknak egyik fontos eredménye,
a fotoreceptorok, illetve a fotoreceptorok mogotti retinalis sejtek (tehat a belsé nukledris
sejtréteg sejtjei) elektrofizioldgiai funkcidjaban bekdvetkezett javulas Kimutatasa, amint az a
meggymag-kivonattal  kezelt, illetve  kontroll  &llatok  nem-1/R-s  allapotu
electroretinogramjainak 6sszehasonlitasabol lathatd. A magas gliikdzszint ellenére a kezelt
csoport nem-I/R allapotl retinafunkcioja kozel egyenld volt az egészséges kontroll
csoportéval, ami szintén nagy felfedezés. Ez azt jelenti, hogy a meggymag-kivonat képes volt
megelézni a T2DM altal okozott retinalis funkciokarosodast, legalabb a funkcionalis szinten:
a kezelésnek koszonhetden a hyperglycaemia nem tudta karositani sem a fotoreceptorok, sem
a postreceptorialis utvonal sejtjeinek miikodését. Korabbi kutatok igazoltak hasonlo
retinoprotektiv hatast rezveratrol kezelés [171], illetve GLP-1 analdégokkal (pl.: exenatid,

liraglutid) t6rténé kezelés soran [172, 173].

Szamtalan szemészeti rendellenesség dsszefliggésbe hozhato a retina I/R sériilésével, koztik a
diabeteses retinopathia is [76]. A jelen tanulmanyban alkalmazott egyszerii I/R provokacios
eljaréssal betekintést nyertiink a T2DM retinakarosité kdvetkezményeibe. Az I/R ideje alatt
készlilt electroretinogramokat vizsgalva azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy bar a beteg
kontroll csoport retinafunkcidja lényegesen rosszabb, mint az egészséges allatoké, a
meggymag-kivonat  szignifikdns javulast eredményezett a diabeteses patkanyok
retinafunkciojaban. Ezenkiviul, a meggymag-kivonattal kezelt csoport tagjai jelentésen jobb
retinalis teljesitményt mutattak, mint az egészséges allatok. Ez az 0j eredmény azt a
feltételezést tamasztja ald, hogy a meggymag-kivonat képes lehet az I/R éltal okozott
retinakarosodas funkcionalis szinten torténd megel6zésére, még diabeteses allapotban is.
Szabd és mtsai. korabban mar publikéltak érdekes eredményeket a meggymag-kivonat I/R
ellenes hatdsaval kapcsolatban nem diabeteses patkdnymodellekben [24] [24], valamint az a-
MSH és PACAP kezelés hasonlo hatasait illetden [18, 163]. Tovabbi lehetdségeket
olvashatunk a tudoméanyos szakirodalomban a diabetesben bekovetkezé 1/R-s retinakarosodas

kezelésére vagy megel6zésére vonatkozoan, mint pl. a GLP-1 analég, exenatid kezelés
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hatésait [74].

A hemoxigenaz-1 enzim fontos szerepet jatszhat a meggymag-kivonat diabetesben megjelend
retinavéd6 hatasaban, amint az a HO-1 koncentrdciomérésekbdl megallapithato. Az
emelkedett glikozértékek stresszfaktorként jelenhetnek meg a retina szamara, mivel ennek a
jol ismert stresszfehérjének a mennyisége — ha nem is szignifikansan, de azért jol lathatdéan —
megemelkedik a beteg csoportban az egészséges, alacsony gliikkdzszintli allatokhoz
viszonyitva. A meggymag-kivonattal torténé kezelés tovabb emelte ennek a véd6 enzimnek a
szintjét, ami hozzajarulhat a kivonat glikdzszint-csokkent6 hatasahoz. A meggymag-kezelést
kovetden koradbban is hasonléan emelkedett enzimszintek mutatkoztak a nem diabeteses
patkanyok mas szdveteiben is [7, 27], illetve a retindban szintén [24]. Ennek a kutatasnak az
uj felfedezése, hogy a meggymag-kivonat HO-1 enzimszint emel6 hatasa diabeteses

korulmények kozott is érvenyesul.

Az 1I/R kérositja a retinat [18], illetve mas szOveteket is [16]. A kutatdsunk alapjan a
hemoxigenaz-1 szintje megemelkedhet ilyen tipust karosodas esetén. A diabeteses allatokban
(kontroll I/R csoport) azonban a diabetes és az 1/R hatasai 6sszeadodnak, ami sszefuiggésbe
hatdsainak ellenére a meggymag-kezelés magasabb enzimszintet eredményezett, mint az
egészséges csoportban mert értekek, ami Uj eredménynek szamit, és ami az oka lehet a
kivonat I/R ellenes védohatasanak. Tudomasunk szerint ez a tanulmany az elsé, ami a
meggymag-kivonat diabeteses allapotban megmutatkozo, HO-1 taltermel6déshez kapcsolt
retinoprotektiv  hatdsara vilagit ra. A gyogynovények korében jelenlévd hasonlod
hatdsmechanizmusrdél mar hallhattunk korabban: a kékafonya antocianinjainak retinoprotektiv
hatasai szintén az Nrf2/hemoxigendz-1 utvonalon keresztil alakulnak ki [2]. Sajat, illetve mas
szerzOk kordbbi eredményei alapjan elmondhatd, hogy a hemoxigenaz-1 egy igen erds
protektiv agens az I/R karosodasokkal szemben [13, 19, 33], amely tényt jelen kutatasunk is
alatamasztja. Mindazonaltal sziikséges lenne tovabbi lehetséges mechanizmusokat is
megvizsgalni, hogy elésegitsiik a meggymag-kivonat pontos hatdsanak mélyebb megértését.
A jovobeli kutatasok magukban foglalhatjak a hypoxia- indukalt faktor 1a (HIF1-a), HIF2-a

vagy kiilonb6z6 hdsokkfehérjék, mint a Hsp60 vagy 90 esetleges szerepének vizsgalatat.

A meggymag-kivonat képes volt ellenstlyozni a T2DM oedema indukal6 hatasat, mint ahogy
az a kezelt, nem I/R-s és beteg kontroll, nem I/R retinavastagsagok 6sszehasonlitasa alapjan
lathatd. Az I/R sérllés szintén okozhat oedemat [161], melyet a meggymag-kezelés képes volt

kompenzélni, az I/R sérllést szenvedett retindk 0sszehasonlitasa alapjan. Ezek az (j
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eredmények nem egyedildlléak a gyogyndvények kozott: hasonld protektiv hatésokrol
szamoltak be a Lycium barbarum [174, 175], a ginzenozidok [176] vagy a Flos puerariae
[177] kezelések kapcsan is.

Eredményeink alapjan a ganglion sejtek szama nem véltozott szignifikdnsan. Ennek oka
valdszintsithetden az ischaemia és a mintavétel kozott eltelt relative rovid idéintervallum: az
I/R folyamata retinalis oedeméaval indul, melyet strukturalis degenerativ elvaltozasok
kdvetnek — mint a kdvetkezményes sejthalal, pl.: a ganglion sejtek szdmanak csokkenése —,
amelyek kifejlédéséhez tobb id6 sziikséges [161].

Mindent 6sszegezve, az altalunk bemutatott adatok alapjan a meggymag-kivonat képes lehet a
magas glikozszint k&ros hatasanak kivedesére, és a retina I/R-s sériilésekt6l valo megovasara
diabeteses korilmények kozott. Habar ez a kivonat nem az els6dlegesen valasztandd a
glikozszint csokkentésére, szamos mas hatdanyag all rendelkezéslinkre erre a célra, és egy
agensnek lehet potens retinoprotektiv hatasa diabeteses retinopathia esetén annak ellenére,
hogy a glikozszintet érdemben nem befolyasolja [173]. Az ilyen szinergista hatasu szerek
formulacioja — legyen akar novényi eredetli, akar nem — eredményezheti azt, hogy végil
képesek lehetiink megoldani egy olyan kezelhetetlennek hitt allapotot, mint a diabeteses
retinopathia. Ebbol a szempontbdl kutatasunk klinikai szempontbodl is relevans informaciokat
tar fel. A meggymag-kivonaton alapulé jovObeli terapias hatoanyagok kifejlesztése

gyogyszerészeti jelentdséggel is birhat.

Kutatasunk masodik felében a rekreativ testmozgas szerepét, illetve ennek lehetséges
molekularis hatterét vizsgaltuk idéskori, Alzheimer-tipusd demencia modellben. Az AK egy
kronikus neurodegenerativ betegség, amely a leggyakoribb oka az idés populacidéban
megjelend demencianak. Klinikailag a kognitiv képességek — mint a memoria,
kommunikacio, itéletalkotds és gondolkodas — fokozatos elvesztése jellemzi. A betegség
tovabbi jellemz6i a hangulatvaltozasok, személyiségbeli eltérések és progressziven Koros
viselkedés. A betegség késéi stddiumaban az érintett betegek sajat maguk ellatasara is
képtelenné valhatnak [178]. A hattérben hiz6d6é pathomechanizmus magaban foglalja az
érintett sejtek metabolizmusat karositja, kozponti idegrendszeri gyulladast okozva. Ezek a
folyamatok a tau fehérje — mely normal kérilmények kdzott a mikrotubulusok stabilizalasaért
felelos — hyperfoszforilalodasdhoz vezetnek, ami kdvetkezményes szinaptikus dysfunctiot és
sejthalalt okoz [13].
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Szédmos allatmodellt fejlesztettek ki a human AK vizsgalatara, koztuk a sejtméreggel (pl.
STZ- vel) kezelt ragcsadlomodellt, valamint kiillonb6z6é génmodositott allatokat (pl.
APP(swe)/PS1(e9d)1 transzgenikus egér torzsek, Tg2576 egérmodell) [179, 180], hogy
lehetévé valjon 1) megel6z0 ¢és terapids hatdanyagok felfedezése. Mindazonaltal, ezen
modellek megfeleld alkalmazasa a pathogenesis tiszta, egyértelmii ismeretének hidnya miatt
korlatozott [14]. Jelen Kkutatdsunkban a demencia ,,id6s” patkdnymodelljét hasznaltuk.
Ismeretes, hogy korabban is alkalmaztak mar az ,,idés” patkdnymodellt a human Alzheimer-
kor vizsgalatdhoz. Példaul Sapronov és mitsai. kimutattdk, hogy a 8-OH-DPAT (egy
szerotonin SHT(1A) receptor antagonista vegyiilet galantaminnal torténd kronikus kombinalt
adminisztracidja jelentds antidepresszans €s anxiolitikus hatast eredményezett az AK ,,id6s”
patkdnymodelljében [181]. Gocmez és mtsai szintén ezt a modellt hasznaltdk a kdzponti
idegrendszeri gyulladas és reaktiv oxigengyokok szerepének korvonalazasara a betegseg
pathogenesisében, illetve a rezveratrol gyulladascsékkentd és kognitiv funkcidkat megdrzé

hatasanak vizsgalatara [182].

Jelen kutatdsunk egyik legfébb eredménye az a megfigyelés volt, hogy az idés6d6 allatok a
demencia tipusos jeleit mutatjak. Ezt a kbvetkeztetést a térbeli memoria és tanulas felmeérésére
alkalmas teszt (MWM teszt), a PET vizsgalat képeinek elemzése, illetve az agyszOvet
szOovettani vizsgalatdnak eredményei alapjan vontuk le. Megfigyelhetd volt, hogy az idds
patkanyok (mind a himek, mind a néstények) szignifikdnsan gyengébben teljesitettek a Morris
water maze teszt soran, mint fiatal kontroll tarsaik. A PET vizsgalattal jelent6sen nagyobb
mennyiségi amyloid-p felhalmozddast azonositottunk az id6s allatok agyaban, mint a
fiatalokéban, illetve az agyszovetek szovettani vizsgalata Uj betekintést engedett a
neurodegenerativ eltérések Kiterjedésébe és sulyossdgaba, melyek tekintetében szintén
jelentds kiilonbség mutatkozott a fiatal allatok javara. Ezen eltérések magukban foglaltdk a
piramis sejtréteg szerkezeti felbomlasat, neuronvesztést, a gyrus dentatus teriiletén kialakuld
sulyos pericellularis oedemat, csakigy, mint a cerebralis amyloid angiopathiat (CAA).
Munkénk azt is bizonyitja, hogy az idéskorral parhuzamosan az egyik legfontosabb stresszre
aktivalodo sejtvédé enzim — a hemoxigendz-1 — aktivitdsa csdkken a frontalis, parietalis
cortex, valamint a hippocampus terlletén, mely régiék a legintenzivebben érintettek a

neurodegenerativ elvaltozasok altal.

A fenti eredményekkel ellentétben — a radioliganddal jelolt PIB szignifikans mértékii
retenciojanak ellenére — nem sikertlt amyloid-plakkokat azonositani az allatok agyanak

szOvettani vizsgalata soran. Erre az anomaliara egy lehetséges magyarazat, hogy a PIB nem
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tud kulonbséget tenni a sejten Kivil kialakuld plakkok és az erek falaban felhalmoz6do
amyloid-p aggregatumok kozott, melyeket szovettani vizsgalattal sikeriilt azonositani. Ez az

elképzelés mindazonéltal spekulativ, és tovabbi kutatasok targyat képezi.

Az onkéntes fizikai aktivitds enyhitette az idds patkanyok kognitiv hanyatlasat. Az idds, futd
(AR) allatok szignifikdnsan kevesebb id6t igényeltek a Morris water maze teszt soran a pallo
megtalalasahoz, mint idGs, inaktiv (AS) tarsaik — nemtdl fiiggetleniil —, mivel képesek voltak
az egymast kovetd napok soran megjegyezni annak helyzetét, és a geometriai abrak alapjan
tajékozodni a medencében. Ezt az eredményt sz&mos, nemrég megjelent publikacio is
alatdmasztja. Yosefi és mtsai. demonstraltak, hogy 4 hétig tartd futokerékben végzett mozgas
javitotta az agykamraba injektalt STZ-vel kezelt, ezaltal demenssé valt patkanyok tanulési és
térbeli memdria képességét [183]. Hoveida és mtsai. szintén igazoltak, hogy a 60 napig tartd
futdkerekes mozgas enyhitette a Meynert nucleus kétoldali karosodasabdl eredd kognitiv

hanyatlast, amely az AK egy masik modelljét képviseli [184].

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a rekreaciés mozgas szignifikansan csokkentette az idos,
futd patkdnyok agyaban felhalmozodé PIB mennyiségét, az idGs, inaktiv allatokkal
Osszehasonlitva. Ez az adat arra utal, hogy a futé allatok alacsonyabb mennyiségii oldhatatlan

amyloid-p fehérjét halmoztak fel a cortexiikben, mint az il6k.

A napi rendszerességli onkéntes futds az idds allatok agyaban megjelend neuropatholdgiai
eltérésekre is pozitivan hatott. A piramis sejtek rétegének szerkezeti felbomléasa, a
neuronvesztés, a gyrus dentatusban megfigyelt sulyos pericelluléris oedema, valamint a
Kong6 voros festéssel és immunhisztokémiai vizsgalattal kimutatott cerebralis amyloid
angiopathia (CAA) szignifikansan csokkent a fizikai aktivitasnak koOszonhetéen. A
neurodegeneracio csokkentésének, illetve a szinaptikus funkcio, valamint neuronalis integritas
helyreallitdsanak jelenségét korabban mas szerzok is Osszefliggésbe hoztak a rendszeres
testmozgassal. Lin és mtsai arrél szamoltak be, hogy a rendszeres fizikai aktivitas
helyreallitotta a hippocampushoz és amygdalahoz kapcsolédd memériat és dendritikus
arborizaciot, az oedema és neuronvesztés stlyossaganak mérséklésével parhuzamosan [185].
Tovabba, Li Li és mtsai demonstraltak, hogy az enyhe mozgas javitotta a kognitiv funkcidkat,
csokkentette a neuronalis apoptozist, és novelte a szinapszisok szamat egy D-galakt6z altal
indukalt ,,id6s” egérmodellben [186].

Az oxidativ stresszt, mitokondrialis dysfunctiot, valamint az intenziv gyulladasos folyamatok

egyltteset szdmos kutaté az AK egyik f6 pathogenetikai okozoOjaként nevezte meg [187-
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189]. A kdzelmultban megjelent publikaciok szerint pedig a HO-1 mikodése az egyik
legfontosabb fiziologias tényez6 az AK-ral asszocilt oxidativ stressz elleni védekezésben
[190, 191]. A HO-1 termelddése és biologiai aktivalasa kiilsd és belsd hatasok széles kore
altal befolyasolt, tobbek koz6tt az oxidativ stressz, ischaemia, h&sokk, bakterialis
lipopoliszacharid, valamint a hem jelenléte, ami az enzim egyik legfontosabb szubsztratja. A
HO-1 a sebesség-meghatarozé makromolekula a hem katabolizmusaban, valamint fontos
szerepet jatszik a sejtlégzés, differenciacio, energiatermelés és oxidativ biotranszformacio

szabalyozésaban is [17].

Ezen okok miatt a HO-1 természetes vagy farmakoldgiai indukcidja rendkivil igéretes eszk6z
Tébb, nem régiben megjelent tanulmany tamogatja ezt az elképzelést. Példaul Bhardwaj és
mtsai kimutattak, hogy az enzim hemin altali farmakologiai indukcioja csokkentette az
oxidativ stresszt, és helyreallitotta a kognitiv funkciokat az agykamraba injektalt STZ-vel
létrehozott AK modellben [192]. Kutatécsoportunk részben azért végezte ezeket a
kisérleteket, hogy ravilagitson a HO-1 enzimen alapuld stratégiak jovObeli potencialjara az
AK altal tamasztott kihivasok lekiizdésében. Szignifikans enzimaktivitas emelkedést
demonstraltunk az idés futd allatok frontalis cortexében es hippocampusaban. A kognitiv
hanyatlas, a képalkotoval detektalt elvaltozasok, valamint a neuropatholdgiai eltérések
enyhitésével egylitt ez az eredmény azt sugallja, hogy az iddskorral asszocialt, Alzheimer-
tipusi demencia stlyossaga csokkentheté a fiziologidsan is jelenlévé HO-1 aktivitas
serkentésével, olyan eredményekkel, melyek magukban foglaljak az oxidativ stressz és AK

tinetek sulyossaganak redukalasat.

Régota ismert, hogy a rendszeres fizikai aktivitasnak szamos jotékony hatasa van az
egészségre nézve. Tanulmanyok igazoltak, hogy pozitivan befolyasolja a cardiovascularis
funkcidkat [193], a kognitiv képességeket [194], az inzulin rezisztenciat és a metabolikus
szindréma tuneteit [195], valamint csokkenti a neuropszichiatriai zavarok, koztik a
depresszio sulyossagat [196]. Di Loreto és mtsai. demonstraltak, hogy a rendszeresen végzett
onkéntes testmozgas hatékonyan serkentette az iddskorral asszocialt amyloidogenesissel
szembeni neuroprotektiv folyamatokat, és segitett megdrizni a szinaptikus funkciot [197].
Ehhez kapcsolodéan Maesako és mtsai. kimutattak, hogy a hosszu ideig fenntartott 6nkéntes
mozgas részben ellensilyozta a magas zsirtartalml téaplalkozas altal okozott kognitiv
hanyatlast APP-t tilexpresszald transzgenikus egerekben. Erdekes mddon ez a hatas nem az

amyloid termel6dés direkt csokkenésén alapult, hanem az amyloid-B-t metabolizalé neprilizin
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enzim aktivitdsdnak fokozadsan [198]. A jelen kutatds a fent emlitett eredményeket egy
vazként alkalmazta HO-1 induktorok kifejlesztéséhez, a kronikus betegségek egyik legfébb
megel6z06 és terapias stratégiajaként. Mindezeken tal, a kutatas elvégzésenek idejében ez volt
az els6 torekvés a fizikai aktivitas és HO-1 kapcsolatanak demencia modellben torténd
vizsgélatara. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a HO-1 enzim aktivitidsa szignifikansan
emelkedett a mozgas hatasara idds, kognitiv hanyatldst mutatdé patkanyokban, ezaltal

lehetdséget rejt az AK és kapcsolodo betegségek jovobeni gydgyitasahoz.
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7. Osszefoglalas

Kutatdsunk célja az iddskorral és ¢életmoddal asszocidlt pathologids allapotok, mint a
demencia és a 2-es tipusu cukorbetegség vizsgalata, valamint ezen kdrallapotok természetes
modon térténd enyhitése volt. Ismert, hogy mindkét betegségben nagy szerepet jatszik az
oxidativ stressz, ezért a két kisérlet kozos pontjakent az egyik legfontosabb antioxidans
védekez0 rendszer, a HO-1 rendszer mikodését analizaltuk. Azt a hipotézist tettik, hogy ez az
enzimrendszer lehet felel6s a tlinetek enyhtléséért mindkét esetben.

A kisérletek soran egyreszt a meggymag-kivonat (SCSE) glikdzszintre, valamint
retinafunkciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk ZDF patkanymodellben ischaemia/reperfusios
kortlmények kozott vagy anélkil, masrészt a rendszeres fizikai aktivitds befolyasat az
Alzheimer-tipust demencia kognitiv és neuropatholdgiai eltéréseire. Igyekeztink a lehetséges

molekularis mechanizmusokat is felderiteni.

Kisérleteink elsé részében a kezelés hatasait gliikozszint méréssel, oralis gliikoz tolerancia
teszttel (OGTT), electroretinographiaval (ERG), szOvettani analizissel és HO-1 koncentracio
méréssel igazoltuk. Eredményeink azt sugalljak, hogy a SCSE retinoprotektiv tulajdonsagu,
s6t, a diabetesben gyakran eléforduld I/R-s retinakarosodassal szemben is védelmet nyujt. A
SCSE-nek glilkozszint-csokkentd hatasa is van, mivel szignifikans mértékben csokkentette a
T2DM Aallatok orélis cukorterhelés utani plazma glikoz szintjét. Az ismert stresszfehérje, a
hemoxigendz-1 szintje a T2DM allatokban emelkedett, és ez az emelkedés fokozddott a
SCSE-vel torténd kezelés soran, mely alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
enzimnek szerepe lehet a SCSE retina-védé és glikozszint-csokkentd hatasanak
kozvetitésében mind az I/R nélkuli allapotban, mind pedig I/R-s kérilmények kozott. A HO-1
szintjének T2DM-ben val6 emelkedése, valamint az emelkedés fokozodasa meggymag-

kivonat kezelés hatdsara az eddigi irodalmi adatok alapjan Uj eredménynek tekinthetd.

Kisérleteink masodik felében pedig a rekreacids testmozgas kognitiv képességekre és
neurodegenerativ eltérésekre gyakorolt hatdsat Morris water maze teszttel, in vivo PET
vizsgélattal, szdvettani analizissel, valamint HO-1 aktivitasméréssel igazoltuk. A MWM teszt
alapjan kijelenthetd, hogy a rendszeres, onkéntes fizikai aktivitds javitotta az idds allatok
kognitiv képességeit. A PET vizsgalat soran joval csekélyebb mértékii PIB-retenciot
detektaltunk az idds, futd allatok agyaban, mint az idds, inaktiv tarsaikéban, ami csokkent
mérték amyloid-p felhalmozodasra utal. Szovettani vizsgalatokkal szintén igazolhatd volt a

rekreativ testmozgas neurodegeneracidra Kkifejtett pozitiv hatdsa, Ggymint a csokkent
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intenzitasu strukturdlis elvaltozasok, illetve a redukalt mértékii amyloid angiopathia. A
neurodegeneracio testmozgas altali ilyen mértékli javitdsa irodalmi adatok alapjan uj
eredménynek tekinthetd. Fokozott HO-1 aktivitast mértiink az &llatok hippocampusaban és
frontalis cortexében, ami arra enged koOvetkeztetni, hogy a rendszeres testmozgas, a
neurodegeneraciot javitd hatdsat az antioxidans tulajdonsagd HO-1 enzim aktivitasanak
fokozésa révén éri el. Kutatasunk eredményei azt sugalljak, hogy a hemoxigenaz-1 enzim
természetes eredetli (pl.: novényi hatdanyagok és rendszeres fizikai aktivitas) aktivacidjanak
fontos szerepe lehet az életkorral és életmoddal Gsszefliggd betegségek enyhitésében, mely

felfedezés szintén 0j eredménynek szamit.

Summary

The aim of our study was to investigate age- and lifestyle-related disorders, like type 2
diabetes mellitus and dementia, and to naturally, by induction of heme oxygenase-1 (HO-1),
alleviate symptoms of these diseases. During the experiments we examined on the one hand,
the effects of sour cherry seed extract (SCSE) on blood sugar levels and retinal function in a
Zucker Dia- betic Fatty rat model with or without ischemia/reperfusion, and on the other
hand, the effects of regular voluntary (recreational) physical exercise on the cognitive and

neuropathological alterations of Alzheimer-type dementia.

Our results prove that the SCSE has a protective effect on the retina of diabetic rats: according
to ERG measurements, SCSE treatment mitigated the retinal function-damaging effect of dia-
betes, and proved to be protective in the diabetic eye against ischemia-reperfusion injuries of
the retina. Outcomes suggest that the protective effects of SCSE may occur through several
pathways, including HO-1 dependent mechanisms. The increased concentration of HO-1 in
T2DM and further increase as a result of SCSE-treatment is a novel finding. The observation

that SCSE treatment decreases blood glucose is also novel.

In the second part of our experiments spatial memory was investigated using the Morris Water
Maze Test, while pathological alterations were assessed using positron emission to- mography
(PET) imaging and histopathological examinations (H&E, Congo red staining), respectively,
and HO-1 enzyme activity assays were also conducted. The outcomes suggest that voluntary
physical exercise mitigates impaired spatial memory and neuropathological changes exhibited
by the aging sedentary group, via elevated HO-1 activity, contributing to the antioxidant

capacity in the aging brain that can be regarded as a novel finding.
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These findings offer the possibility of involving natural (either from herbal origin or regular
physical activity) inducers of HO-1 enzyme, one of the most important factors in the defense
against oxidative stress in future therapeutic strategies against chronic metabolic or degenera-
tive conditions like diabetes mellitus or Alzheimer-type dementia, which is also a novel
finding.
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