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SOUHRN

Ciel studie: Alzheimerova choroba (AD) je progresivna a ireverzibilnd neurodegenerativna porucha, ktora vedie k demencii
a smrti. Dochadza k masivnej strate neurénov, najma v hipokampe a asociacnych oblastiach neokortexu. Vysoka koncentra-
cia cirkulujuceho homocysteinu (Hey) je povazovana za nezavisly rizikovy faktor vzniku cievnej mozgovej prihody. Alzheimerova
choroba (AD) sa bezne vyskytuje ako désledok mozgovej ischémie. Nedavne prospektivne studie ukazali, ze hyperhomocy-
steinémia (hHcy) je silny, nezavisly rizikovy faktor pre rozvoj demencie a AD. Molekularne mechanizmy, ktoré zodpovedaju za
rozvoj tychto patoldgii nie su Uplne objasnené. V praci sme skdmali Ucinok hHcy na zmeny MAPKs (mitogénom aktivované
proteinkinazy) drahy v neuronovych bunkach v koreldcii s neurodegenerativnymi zmenami v mozgu zvierat.

Typ Studie: Experimentalna.

Nézov a sidlo pracoviska: Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie
a embryoldgie, Mala Hora 4, 036 01 Martin, Slovensko

Material a metddy: Pre naSe experimenty sme pouzili dospelé laboratérne potkany (samce) kmena Wistar. Zvierata boli
rozdelené do dvoch skupin. V prvej skupine bol po¢as 14 dni subkutanne podavany Hcy v davke 0,45 umol/g/zviera dva-
krat denne. Druha skupina bola bez oSetrenia Hcy. Po uplynuti tejto doby bola prvej aj druhej skupine navodena globalna
ischémia Stvorcievnym podvazom, a to 15minutova ischémia s reperfiziou 72 hodin.

Vysledky: Vysledky ukézali, ze ischemicky inzult v kombinacii s indukovanou hHcy vedie k zvySeniu smrti nervovych buniek
v mozgovej kore. Analyza proteinov MAPKs Western blotom naznacuje, ze IR aj hHey ovplyviuju hladinu MAPK/EKR
a MAPK/p38 proteinov, ktoré su spojené s prezivanim/smrtou nervovych buniek.

Zaver: Tieto zistenia naznacuju, ze ischemické poskodenie v kombinacii s indukovanou hHcy ma u potkanov neurodege-
nerativny Ucinok. NaSe vysledky tiez poukazuju na to, ze tento kombinovany model poskodenia by mohol viest k progresii
AD-podobnym patologickym ¢rtam u laboratérnych zvierat.
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SUMMARY

Kovalska M., Kovalska L., Zelieskova M., Koprda O., Mestanova V., Adamkov M., Lehotsky J.: Effect of induced
hyperhomocysteinemia on ischemia/reperfusion injury of rat brain: An experimental model of possible develo-
pment of Alzheimer’s disease.

Objective: Alzheimer’s disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative disorder combined with massive
neuronal loss, mainly in the hippocampus and association regions of the neocortex that results in dementia and death.
A high circulating concentration of homocysteine (Hcy) is an independent risk factor for stroke. Commonly, Alzheimer’s
disease (AD) is frequently occurring as a result of stroke. A recent prospective study showed hyperhomocysteinemia to be
a strong, independent risk factor for dementia and AD. The molecular mechanisms underlying these mechanisms are not
fully understood yet. We investigated the effect of hHcy (hyperhomocysteinemia) on associated changes in MAPK/ERK
(Mitogen Activated Protein Kinase/extracellular signal-regulated kinases) pathways in neuronal cells correlated with neuro-
degeneration.

Design: Experimental.

Settings: Commenius University, Jessenius Faculty of Medicine, Department of Histology and Embryology, Mala Hora 4,
036 01 Martin, Slovakia

Material and methods: For our experiments we used adult rats (male) Wistar. Animals were divided into two groups. The
first group was treated by subcutaneous injection 0,45 pmol/g of Hey in duration of 14 days before experiment. After this
period both groups underwent global forebrain ischemia by 4-vessels occlusion. Thus, 15 minutes of ischemia was followed
by reperfusion period of 72 hours.

Results: The results showed that IR after induced hHcy may attenuate the neural cell death in forebrain cortex. Further
Western blot study of MAPKs suggested that IR as well as hHcy affect number and level of MAPK/ERK and MAPK/p38
proteins, which are associated with survival/death of neural cells.
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Conclusion: These findings suggest that IR injury after induced hHcy have a neurodegenerative role on global brain ische-
mia in rats. Our results also indicate that this model of combined insults could lead to the progression of AD-like pathological

features.

Keywords: hyperhomocysteinemia, neurodegeneration, MAPK, Alzheimer's disease.

Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je pomaly sa vyvijajlce
degenerativne ochorenie mozgu [1]. V suCasnej dobe sa
radi k najkomplikovanejsim formam neurodegeneracie.
Podla Svetovej zdravotnickej organizacie patri demen-
cia Alzheimerovho typu medzi prvych 10 hlavnych ocho-
reni, ktoré koncCia smrtou pacienta [2-3]. Alzheimerova
choroba vedie k rozpadu nervovych viakien, dochadza
k ireverzibilnému poskodeniu nervovych buniek, ¢o ve-
die k vyznamnému ubudaniu mozgovej hmoty. Alzhe-
imerova choroba nie je, ato aj napriek intenzivnemu
vyskumu, v sucasnosti lieCitelna. Je vSak mozné zmier-
nit symptémy ochorenia (hormonalna terapia, inhibicia
acetylcholinesteraz, podavanie antioxidantov...). LieCba
nedokaze zastavit progresiu ochorenia, dokaze vsak
doCasne spomalit zhorSovanie symptédmov demencie,
a tak zlepsit kvalitu Zivota pacientov [3]. Mnohé vedec-
ké prace sa teda uberaju smerom, ktory upozorfiuje na
délezitost Studovania modifikovatelnych rizikovych fak-
torov, ktoré mézu rozvoj AD pozastavit. Jeden z tychto
ovplyvnitelnych faktorov mdze predstavovat zvySena
hladina homocysteinu (Hcy) v plazme, ktora je nie vzdy
Uspesne potlacana vitaminovou suplementéaciou (B, B,
a kyselina listova). Vysledky prac z poslednych rokov
naznacuju, ze hyperhomocysteinémia (hHcy) mdze mat
priamy efekt na morfoldgiu mozgu [4-7]. Wiliams a kol.,
[6] zistili, Ze vysoké hladiny Hcy su asociované s atrofi-
ou hipokampu a temporalneho laloka. Hyperhomocys-
teinémia tiez ovplyviuje fosforylaciu hipokampalneho
tau-proteinu [2, 7]. Nedavne experimentalne studie pre-
ukazali simultanny efekt vysokej hladiny metabolitov Hey
na degradaciu cholinesterazy, ktora méze podporovat
rozvoj AD [8]. Na zaklade vysledkov niektorych Studi
existuje predpoklad, Ze zvySujuca sa hladina sérového
Hcy je predispoziciou pre vznik AD [4-5, 9 -12].

Cielom tejto prace bolo Studium ireverzibilnych de-
generativnych zmien selektivne vulnerabilnych oblasti
mozgu po aplikacii globalnej mozgovej ischémie v spoji-
tosti s indukovanou hHcy a ich nasledny vplyv na rozvoj
neurodegeneracie s patologickymi znakmi AD. Obzviast
vyznamné je pochopenie tychto dejov najma v korelacii
s rozvojom demencie v tych sektoroch mozgu, v ktorych
sU neurdny viac rezistentné voci neurodegenerativnym
ochoreniam. Objasnenie tychto procesov by mohlo pri-
niest nové pristupy v humannej terapii ischemickych po-
Skodeni vitalnych tkaniv a k lepSiemu pochopeniu etio-
patogenézy skumanych patologickych stavov.

Material a metédy
Na naSe experimenty sme pouZili dospelé labo-

ratorne potkany (samce) kmena Wistar (Ustav expe-
rimentalnej farmakoldgie Slovenskej akadémie vied,

Dobra Voda) vo veku 6 az 8 mesiacov. Hmotnost
zvierat bola 300 — 400 g v celkovom pocte 40 kusov.
Manipuldcia so zvieratami v postupe bola schvalena
Statnou veterindrnou a potravinovou spravou SR s &.
rozhodnutia 4373/12-221. Experimentadlne zvierata
boli chované v Standardnych podmienkach vo zverin-
ci s klimatizaciou pri teplote 22 + 2°C, s pravidelnym
striedanim svetla a tmy v 12hodinovych intervaloch
a so zaciatkom svetelnej fazy o 6. hodine rano. Pri-
stup k potrave avode bol zvieratdam poskytnuty ad
libitum. Experimentalne zvierata boli rozdelené do
dvoch skupin.

Model ischemicko-reperfizneho posSkodenia

mozgu

Zvierata bez ovplyvnenia

A. Kontrolna podskupina (10 ks) zvierat (C) bola
uspatéa zmesou obsahujucou 2,5 % halotanu, 30 %
O, a70% N,O. Vykonala sa operacia naslepo,
pri ktorej sa otvorila kréna oblast bez navodenia
ischémie, nasledne boli zvierata usmrtené v sulade
s etickymi zasadami prace s laboratérnymi zviera-
tami a bolo im odobraté tkanivo mozgu v sterilnych
podmienkach.

B. Ischemicko-reperfuzna podskupina (10 ks) zvie-
rat (IR-72h rep). Prvy den boli zvieratam uzavreté
obidve vertebrélne artérie kauterizaciou cez alar
foramina poCas anestézie (totoznd operacia ako
u kontrolnej skupiny). Globalna mozgova isché-
mia bola indukovand na druhy den uzavretim
obidvoch karotid na 15 minut s pouzitim rovnake;j
anestézie ako den predtym. Po vyvolani 15minu-
tovej ischémie ihned nasledovala 72 hodinova
reperfluzia.

Zvierata s indukovanou hHcy

Zvierata v tejto skupine dostavali pocas 14 dni
pred experimentom subkutanne Hcy v mnozstve 0,45
pmol/g/zviera dvakrat denne podia Mattého a kol. [13].
Zvierata boli rozdelené do rovnakych dvoch podsku-
pin A a B ako bolo uvedeno (Hey-C a Hey-IR-72h rep
skupiny), pricom mnozstvo zvierat v skupinach, vsetky
podmienky pocas operdcie, celého trvania ischémie
i reperfuzie, ako aj odobratie tkaniv boli totozné s pred-
chéadzajucou skupinou zvierat.

Po ischémii, resp. po reperfuzii boli zvierata usmr-
tené dekapitaciou a odobraté mozgové tkanivo bolo
pouzité na pripravu homogenatov na izolaciu bielkovin,
resp. na histologicku analyzu.

Priprava homogenatu proteinov

Tkaniva mozgov sa ponorili do 3 ml homogeni-
zac¢ného roztoku [0.32 mol.m™® sacharéza + HEPES
(4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic  acid);
pH = 7.4 vpomer 1 : 10]. Na homogenizaciu sa po-
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uzil homogenizator (Potter S) pri teplote 4°C na 1300
ot./min., 5 zdvihov po 30 sekund (uskladnené alikvoty
pri -80°C).

Stanovenie Hcy v plazme zvierat

Zvierata boli usmrtené v rozmedzi 18-20 h od po-
slednej davky Hey. Bola im odobrata krv do skimaviek,
ktoré obsahovali EDTA (kyselina etyléndiamintetra-
octovd). Krv bola nasledne scentrifugovana a plazma
bola uchovana pri =80 °C. Celkova hladina Hey (tHcy)
v plazme zvierat bola stanovena dvojreagencnou enzy-
matickou metédou (Homocysteine liquidstable reagent
kit, Erba Lachema, 50003526) pomocou chemického
analyzatora (Siemens ADVIA 1650) na ustave klinicke;
biochémie JLF UK a UNM v Martine.

Analyza metédou Western blot (WB)

Na separaciu proteinov, ktoré boli izolované z tkani-
va mozgu sa pouzila metdda elektroforézy v polyakry-
lamidovom géli v pritomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE). Po skonc&eni separacie na SDS-PAGE sa
gély inkubovali v transferovom pufri (TGM) poc¢as 5 mi-
nut, potom sa preniesli na nitrocelulézovd membranu
polosuchym prenosom [14]. Na overenie transferu pro-
teinov na membrany a vylicenie artefaktov sa membra-
ny farbili poCas 4 minut v Ponceau S. Membrany sa
premyli v TBS-T a pocCas noci sa inkubovali v blokova-
com roztoku zlozeném z Bloto non-fat dry milk (2,5 %
w/v, Santa Cruz) a TBS-T. Po blokovani sa premyté
membrany inkubovali na druhy den 3 hodiny s primar-
nymi protilatkami pERK (riedenie 1:300, Santa Cruz)
a p-p38 (riedenie 1:500, Santa Cruz). Po premyvani boli
membrany 3 x 10 mindt v roztoku TBS-T, za staleho
mieSania v shakeri (Polymax 1040) sa membrany inku-
bovali 1 hodinu so sekundarnymi protilatkami (riedenie
1 : 1000 anti-mouse IgG-HRP a anti-rabbit 1gG-HRP,
Santa Cruz). Membrany sa po naslednom ddkladnom
premyti roztokom TBS-T (3 x 10 minut) inkubovali 5 mi-
nut s roztokom ECL (Thermo Fisher Scientific) a chemi-
luminiscencny signal v podobe prislusnych pasikov bol
detekovany na pristroji Molecular Imager Gel Doc XR
System (Bio-Rad). Na vyhodnotenie intenzity signalov
bola pouzitd bodova analyza pouzitim programu Gene
Tools (SynGene).

Histologicka analyza
Priprava tkaniva

Zvierata boli anestetizované 2,5% halotanom
vzmesy 30% O, a 70% N,O. V hlbokej anestézii im
bol otvoreny hrudnik, spristupnené srdce, bola im
uzavreta zostupna Cast aorty v bruSnej dutine. Zvie-
ratam bola nastrihnutd prava predsient s naslednou
kanylaciou lavej komory. Cez kanylu im bol peristaltic-
kou pumpou aplikovany fyziologicky roztok v mnoz-
stve priblizne 300 ml a nasledne 4 % paraformaldehyd
v 0,1 mol/I fosfatovom timivom roztoku s pH 7,4. Na
perfuziu sa tiez pouzilo 300 ml roztoku. Po perfuznej
fixacii boli mozgy opatrne vypreparované a ulozené
v rovnakom fixaGnom roztoku 24 hodin pri 4°C. Tka-
niva boli ulozené 24 hodin v 30% sacharéze a schla-
dené na 4°C. Po postfixacii boli z mozgového tkaniva

narezané na kryocut-e (Thermo Fisher Scientific) rezy
s hrubkou 30 um, rezy boli natiahnuté na silanizované
skla a uskladnené pri -20°C.

Flouro-Jade C

Degeneraciu buniek v mozgovom tkanive sme sle-
dovali farbenim s Fluoro-Jade C. Pred samotnym far-
benim sme kryopreparaty vioZili do termostatu t= 55°C
na 30 minut. Po uplynuti tejto doby sme sklicka s kryo-
preparatmi vloZili do kyvety s99% alkoholom. Po
3 min. sme sklicka presunuli do kyvety so 70% alko-
holom na 2 minuty. Nasledne sme sklicka s preparatmi
premyli v H,O a presunuli do kyvety s 0,06% KMnQO,,
kde sme ich inkubovali 15 mindt. Po inkubacii v KMnO,
sme skliCka opét premyli v H,0O a premiestnili do kyve-
ty s farbiacim roztokom Fluoro-Jadu C, kde sme ich
ponechali 2 hodiny. Po farbeni sme sklicka s preparat-
mi opat premyli v H,0O (3x). Na prejasnenie preparatov
sme sklicka ponorili na 2 min. do xylénu a montovali do
Fluoromontu (SERVA).

Vyhodnocovanie preparatov

Preparaty mozgu boli vyhodnocované konfokalnym
mikroskopom OLYMPUS Fluoview FV10i pri zva&seni
400x. Intenzita fluorescencie degenerujucich buniek
bola hodnotena v M1 (primary motor cortex) kdrovej
oblasti mozgu kazdého zvierata.

Matematické a Statistické vyhodnotenie

K Statistickému vyhodnocovaniu sme pouzili podita-
Covy program GraphPad InStat V2.04a. Vysledky sme
udavali ako priemerné hodnoty, rozptyl hodnét name-
ranych Udajov +- Standardnd chybu (SEM). Statistic-
ky vyznamné odchylky v skimanych parametroch boli
spracované metdédou analyzy premennych (ANOVA),
a rozdiely jednotlivych Casovych usekov v jednotlivych
skupinach zvierat sme vyhodnotili pomocou Studen-
tovho-Newmanovho-Keulsovho testu. Rozdiely sa po-
vazovali za Statisticky vyznamné pri hodnote p < 0,05.

Vysledky

VySetrenia tHcy v plazme zvierat ukazali, ze v kon-
trole so 14dnovou Hey premedikaciou je hladina Hey
zvySena oproti fyziologickym hodnotam Hcy v plazme
potkanov kmena Wistar [15]. Nami stanovana hladina
Hcy v skupine s indukovanou hHcy bola 16,64 + 1,38
pmol/l, pricom Martins a kol. [15] uvadzaju fyziologicku
hodnotu hladiny Hcy v plazme 6mesacnych samcov
potkanov kmena Wistar 6,42 + 1,65 pmol/l.

Pomocou metédy Fluoro-dade C, ktorou je mozné
identifikovat dezintegrované nervové bunky sme zis-
tili, Zze v samotnej kontrole s indukovanou hHcy v k6-
rovej oblasti dochadza k znaceniu gliovych elementov
aj napriek nizkej afinite Fluoro-Jade k tymto bunkam
[16-17]. Dalej sme zistili, ze 72hodinova reperfizia
v kombindcii s indukovanou hHcy vedie k poskodeniu
neurénov v M1 kbrovej oblasti, pricom sme zistili Sta-
tisticky vyznamny narast poctu Fluoro-Jade C znace-
nych buniek na 122,4 nasobok (36,7 + 2,6; p< 0,001)
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v porovnani s kontrolou a na 28,2nasobok (1,3 + 0,1;
p<0.001) v porovnani s Hcy-C skupinou (obr. 1 A-D).
Medzi IR skupinami so 72hodinovou reperfuziou s/bez
indukovanej hHcy sme taktiez zaznamenali narast poc-
tu znaCenych neurénov v skupine s indukovanou hHcy
ato 36,7nasobne (1,1 = 0,2; p<0.001) viac ako v sku-
pine bez Hcy oSetrenia (Obr. 1 E).

ko-reperfuznym (IR) poSkodenim a indukovanou hHcy
s dobou reperfuzie 72 hodin. V porovnani s kontrolou
sme zistili pokles hladiny p-ERK 0 49,9% (p< 0,01)
a oproti kontrole s indukovanou hHcy sme sledovali
pokles hladiny p-ERK o0 73,7 % (p< 0,001; obr. 2 A).
Na druhej strane sme zistili, ze po indukcii hHcy do-
chadza k aktivacii aj MAPK/p-p38 proteinu, ktory je

2IR
“=  HBHey-IR

Lateral 2,90 mm {29

Fluoro-Jade € possitive cells in rat
corteximm2

0 _mm . -
Cc Hey-C 72hrep

Fig. 1. Fluorescence micrographs and statistical evaluation of Fluoro-Jade C-labeled cells in cortical M1 region of rat forebrain
after IR insult with/without induced hHcy. Micrographs of control (A.), control with induced hHcy (B.), IR-72h rep (C.) and Hcy-
IR-72h rep (D.). The arrows indicate numbers of the fluorescent neurons in the M1 area whilst dashed arrows show glia ele-
ments. Bar = 50 um, n= 5/group. (E.) Fluoro-Jade C positive neuronal cells in the cortical M1 region of rat forebrain in control
group, control with induced hHcy and groups after 72 h reperfusion with/without hHcy. Comparison between control group,
Hcy-C group and groups with 15 min. ischemia followed by 72 h reperfusion with/without Hey treatment, respectively. Results
are presented as mean + SEM for n = 5/group, normalized to the control levels. ***P<0.001 indicates statistically significant
difference as compared to the control. +++P<0.001 means statistically significant difference as compared to the control with
induced hHcy. ***P<0.001 shows statistically significant difference between IR and Hcy-IR animals in the same time points.

Pre potvrdenie zmien na translacnej Urovni v moz-
govom tkanive sme tkaniva analyzovali aj pomocou
Western blot analyzy MAPK proteinov. Vysledky Wes-
tern blot analyzy ukazali znacny narast hladiny MAPK/
p-ERK proteinov v Hey-C skupine v porovnani s kon-
trolami bez indukovanej hHcy. V porovnani s kontro-
lou sme zistili v Hcy-C skupine Statisticky signifikantné
zvySenie hladiny proteinov o0 87,9 % (p< 0,001; obr. 2
A). Aktivovany MAPK/ERK protein je spajany s pro-
tektivnymi Udinkami na nervové tkanivo [14, 18-19]
a v skupine s IR poSkodenim sme zistili Statisticky sig-
nifikantny pokles hladiny p-ERK proteinu o0 39,9 % (p<
0,05) v porovnani s kontrolou. V porovnani s kontrolou
s navodenou hHcy sme v IR-72h rep zaznamenali po-
kles aktivovaného MAPK/ERK az o0 68,7 % (p< 0,001).
Podobné procesy sme zistili aj v skupine s ischemic-

spdjany s navodenim bunkovej degeneracie [18-19].
Namerali sme zvySenie hladiny tohto proteinu v Hey-C
skupine 0 70% (p< 0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou (obr. 2 B). VIR-72h rep skupine sme zistili
narast aktivovaného p-p38 o 190% (p< 0,001) v po-
rovnani s kontrolou a 0 70,6 % (p< 0,001) v porovnani
s Hey-C skupinou. Statisticky najvyznamnejsie zmeny
sme pozorovali v Hey-IR-72h rep skupine, kde sa hla-
dina p-p38 zwysila 0 220% (p< 0,001) v porovnani
s kontrolou a 0 88 % (p< 0,001) v porovnani s kontro-
lou s indukovanou hHcy (p< 0,001; obr. 2 B). Medzi
skupinami po IR s/bez hHcy sme pri oboch sledova-
nych proteinoch Statisticky signifikantné zmeny nezisti-
li, ale v skupine s indukovanou hHcy v kombinacii s IR
poskodenim boli zmeny v hladinach oboch sledova-
nych proteinov vyraznejsie.
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Fig. 2. Western blot analysis of p-ERK and p-p38 in whole brain homogenates. (A.) Western blot band density of p-ERK1/2
brain homogenates after 15 min. ischemia and 72 h reperfusion with/without Hey treatment. Comparison between control
group, control with Hey treatment and groups with 15 min of ischemia and 72 h reperfusion with/without induced hHcy,
respectively. Results are presented as mean + SEM for n = 5/group, normalized to the control levels. *P<0.05, **P<0.01 and
***P<0.001 show statistically significant difference as compared to the control. +++P<0.001 indicates statistically significant
difference as compared to the control with induced hHcy. (B.) Western blot band density of p-p38 in the brain homogenates
after 15 min. ischemia and 72 h reperfusion with/without Hcy treatment. Comparison between control group, control with Hcy
treatment and groups with 15 min of ischemia and 72 h reperfusion with/without induced hHcy, respectively. Results are pre-
sented as mean + SEM for n = 5/group, normalized to the control levels. ***P<0.001 shows statistically significant difference
as compared to the control. +++P<0.001 indicates statistically significant difference as compared to the control with induced

hHcy. (C.) Western blot of B-Actin. (D.) Western blot of p-ERK. (E.) Western blot of B-Actin. (F.) Western blot of p-p38.

Diskusia

Alzheimerova choroba patri k najkomplikovanejSim
formam progresivnej neurodegeneracie. Vzhladom
k tomu, Ze vhodny liek na lieCbu AD eSte stale absen-
tuje, mnohé Studie naznacuju, ze je doblezité Studovat
modifikovatelné rizikové faktory, ktoré mézu rozvoj AD
pozastavit. Jeden z tychto faktorov mdze predstavovat
zvySena hladina Hey [1-14,20-25].

V naSej praci sme sa zamerali na Studium vplyvu
globalnej mozgovej ischémie na selektivne vulnerabil-
né neurdny, ktoré su citlivejSie na IR poSkodenie ako
aj na ich neurodegenerativne zmeny. Zaujimalo nas,
¢i 14dnovou subkutannou aplikdciou Hey dokazeme
u laboratdrnych zvierat vyvolat hHcy a ¢i nasledna in-
dukcia IR inzultu bude mat na nervové tkanivo neuro-
degenerativne Ucinky. Chemicky vyvolana hHey, ktora
bola zvieratdm navodena zodpovedala koncentr&cii
Hcy nameranej pacientom s homocysteinuriou a dosa-
hovala hodnoty miernej hHcy [15, 27]. V naSej pred-
chadzajucej praci [27] sme zistili priamy vplyv Hcy na
kontraktilitu myokardu a dezintegraciu samotnych kar-
diomyocytov. Rovnako bol dokdzany priamy efekt Hey
na endotel ciev obliCiek pacientov s renalnym zlyhanim,
pricom Hcy atherogénny efekt ostatnych Standardnych
rizikovych faktorov zvySoval [28]. V naSich pracach
sme dokazali negativnu korelaciu medzi IR poskode-

nim a chemicky indukovanou hHcy, pricom v zavislosti
od sily a dizky trvania inzultu, ako aj ich kombinacie, sa
rozvoj degeneracie nervového tkaniva potencioval [14,
20-22].

NaSe vysledky naznacCuju, ze hHcy v kombin&cii
s IR inzultom mdze viest k znizovaniu objemu korti-
kélnej hmoty, ¢o podporuju aj vysledky klinickych [3,
10-11, 25] ako aj experimentalnych Studii [14,23].
Zvysena hladina Hcy bola tiez signifikantne asociova-
na so znamkami ranej fazy AD pri aterosklerotickych
zmenéach karotid alebo s Iéziami v bielej hmote [3]. Aj
naprieck mnohym experimentom, ¢&i v klinickej alebo
experimentalnej medicine, nie je stale celkom jasné, Ci
sa hHcy da povazovat za rizikovy faktor vzniku AD [1,
3, 5, 8-11, 25].

Z literatdry je zname, Ze zmeny v intracelularnych
signalizacnych drahach zohravaju délezitu ulohu v me-
chanizmoch poskodenia/protekcie nervovych buniek
po inzulte [14, 18-23, 26, 28], preto sme dalej v nasej
praci Studovali jednu z MAPK drah. V naSich experi-
mentoch sme potvrdili aktivaciu MAPK/ERK drahy na-
sledkom hHcy ako aj IR inzultu. Nasledne je aktivova-
ny MAPK/p-ERK translokovany do jadra, kde aktivuje
transkripcné faktory, ktoré zabrania nastupu bunkovej
smrti [13, 18-19, 26]. Na druhej strane sme sledovali
tiez aktivaciu MAPK/p-p38, ktora suvisi s navodenim
smrti buniek [18-19]. NaSe vysledky naznacuju, ze
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umelo indukovana hHcy v neurénoch aktivuje ,cross-
talk” mechanizmus medzi oboma MAPK drahami,
kedy zéleZi od sily a dizky trvania inzultu [14, 18-19)].
Poddar a Paul [23], pri experimentoch na bunkovych
liniach nervového tkaniva za podmienok in vitro zisti-
li, ze po chemickej indukcii hHcy dochadza k aktivacii
MAPK/ERK ako aj MAPK/p38 drahy. Tito autori dalej
uvadzaju, Ze v zavislosti od typu, intenzity a dizky péo-
sobenia inzultu je aktivita MAPK/ERK drahy spociatku
vysoka, ale postupne klesa a je nahradena aktivovanim
inych drah, ktoré suvisia s navodenim bunkovej smrti,
alebo nastupom zapalovej reakcie [18-19, 23]. V na-
Sej predchadzajucej praci sme zistili podobny trend
v kardiomycytoch po indukcii hHey [26]. Na zaklade
nasich vysledkov aj vysledkov Poddara a Paulovej
[23] predpokladame, ze k podobnej situacii dochadza
v nervovom tkanive aj za podmienok in vivo. Z nasej
prace ako aj z prospektivnych studii [25] vyplyva, ze za
predpokladu, Zze Hey zohrava vyznamnu ulohu pri roz-
voji demencie Alzeimeroveho typu, znizovanie hladiny
Hcy v plazme by mohlo mat urity protektivny ucinok.
Rovnako by sa znizovanim hladiny plazmatického Hcy
dalo preventivne pdsobit vo¢i mozgovej ischémii [14,
20-22] alebo zlepsit nasledné neuropatologické preja-
vy [9, 25]. HibSie poznanie podstaty molekulovo-biolo-
gickych mechanizmov prebiehajucich v bunkach pri IR
poskodeni mozgu v asociacii s hHecy by mohlo v bu-
ducnosti prispiet k zefektivneniu terapie pacientov po
ischemickom inzulte v moznej spojitosti s neurodege-
nerativnymi zmenami v mozgu.

Zaver

Indukovana hHcy vedie k poSkodeniu buniek glie
v mozgovej kére. Indukovana hHcy v kombinacii s is-
chémiou prispieva k rozvoju neurodegenerativnych
zmien v lll. a V. vrstve mozgovej kdry. Po¢as indukova-
nej hHey v spojitosti s IR inzultom dochadza k aktivaci
oboch MAPK drah, pricom neskorsi rozpad p-ERK je
charakteristicky pre rozvoj AD. NaSe vysledky naznacu-
ju, Ze tento kombinovany model poskodenia nervového
tkaniva méze viest k rozvoju zmien, s ktorymi sa stre-
tavame pri demencii Alzheimeroveho typu. V buducich
pracach sa v tomto modeli poSkodenia zameriame na
detekciu proteinov, ktoré priamo suvisia s rozvojom
AD. Uvedené vysledky v konenom dbésledku mozu
ovplyvnit terapeuticky pristup k pacientom s neurode-
generativnymi ochoreniami.
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