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Bevezetés

A fejlett, iparosodott orszagokban a sziv-, érrerdsés a daganatos megbetegedések
valamint ezek kévetkezményei jelentik a leggyakoritalalozasi okot. A cerebrovascularis
betegségek soran az agyban leggyakrabban ischacéthaget jon |étre. Az emberi agy
normal mikddéséhez szikség van a sdlvkiaramldé vér egynegyedére; ha a vérellatas
meértéke valamilyen oknal fogva lecsokken, akkoréamtett agyi teriilet energia és oxigén
ellatasa is zavart szenved, és kialakul a fent tethlischaemias allapot. A vérellatas
zavaranak hely8t, mértékébl és idtartamatol fugden helyi, vagy generalizdlodd agyi
funkciokiesés alakulhat ki. Ha a véraramlas rowidni beltl helyredll, akkor &tmeneti
ischaemias esemeérdyrmeszeélink. Az agyi vérkeringést étimproblémak, agyérkatasztrofak
koézll a legnagyobb szamban azok az esetek forduditakamelyekben az agy valamely
erében torténik a véraramlast akadalyozé esemény.ilyen esetek 80-85%-a az un.
ischaemias stroke, a fennmaradd 15-20% az ugyneveéezéses, vagy hemmoraghias
stroke.

A kedvedtlen mortalitasi mutatok és a stroke kozvetlen kkeeményein tal tovabbi
problémat jelent, hogy az a&tmeneti vagy tartos l\&ési zavarok hatdsara neurologiai és
pszichiétriai betegségek alakulhatnak ki. Ez aapél egyik kivaltd oka lehet a degenerativ
dementiak kialakuldsanak is. Egy tipikus ischaenséeke kovetkezményei szamokban
kifejezve: 32.000 neuron, 230 millid szinapszis2€® m mielin-hivellyel boritott idegsejt
nyulvany veszik el masodpercenként az érintett eagigten, amely becslések szerint
megfelel 36 év alatt tortémormal 6regedés soran kialakul6 véltozasnak.

Fontos megemliteni, hogy az agyi vérellatas zamam csak agyérkatasztrofa soran alakulhat
ki. Szamos baleset vagy betegség soran kialakuiomsgallas kovetkezményekeént is
megs#nik a teljes agy vérellatasa. Ertheehat, hogy szivmegallas utan miért fontos a minél
hamarabbi UGjraélesztés és a spontan keringés &li&zsa. Evente az dsszes Ujraélesztések
szama Eszak-Amerikaban és Eurdpaban is megkoaeli§00.000-et. Az USA-ban évente
koralbeldl 70.000 esetben kell Ujraélesztést alkainn szivinfarktus esetén. Az Ujraélesztést
kovet halalozasok legbb oka az agyat ért kiterjedt idegi sérulés, anselyzivmegallas
kovetkeztében kialakulé globdlis agyi ischaemiaderénye. Az Ujraélesztésen atesett és
életben maradt személyek 40-50%-a tartos kognitikdidé karosodast szenvedett, ugymint
memoria kiesést, és 0sszpontositasi képesség tondadmos modszert alkalmaznak a

cardiopulmonaris Ujraélesztés érdekében — ez pedapga utan vonja a cerebralis



Lajraélesztést” is — am teljes szivmegallas utan aapgi funkciok visszadllithsara és
megvédésére a klinikumban nagyon csekélyek adségék.

A szivmegallas globdlis agyi ischaemiat eredméngezz agy extrém érzékenységet
mutat az ischaemias allapotokra. JO példa err@@yy 5-6 masodperces ischaemia esetén a
paciens mar elveszti eszméletét. Az agyban az nxigezio két perc alatt O-ra csdkken a
normalis keringés nélkul.

Atmeneti, globalis agyi ischaemia (pl.: szivmegg)lldkozta agysériilés és a regionalis
(nem teljes) agyi ischaemia (pl.: ischaemias shr@a@mos esetben oka lehet neurologiali
elvaltozasoknak, egyes esetekben a paciens takkantsaganak vagy halalanak. Vilagszerte
széles korben folynak kutatasok a stroke és egygibvarkeringési zavarok (példaul kronikus
agyi hipoperfazid) megékésére, illetve annak akut ellatdsara és a ret@tdi teendire
vonatkozoan.
Az agyi vérellatas csokkenésének, mégesének kivaltd okat megszuriteeredményes
terdpias beavatkozas rendkivil fontos, de kiemélhetbntsédiek az ischaemiat kouet
kozvetlen idegsejt-megmenfneuroprotektiv) kezelések is.
Az egyik lehetséges terapias ceél lehet az NMDAaeblokkoldk alkalmazasa, amelyek
csokkenthetik az ischaemia ideje alatt és utanélzott mérték C&* ion bearamlast az
idegsejtbe. Az NMDA-komplex képezi a neuroprotekeighdleges célpontjat. A kinurénsav
(KYNA) tobb receptor mkodését is befolyasolja, széles spektruml seskemiinosav
receptor antagonista, amely kis koncentracidbanpeatitiv NMDA receptor antagonistaként
mikodik. A KYNA neuroprotektiv hatéanyagként toréeénalkalmazasa meglelésen
korlatozott, mivel nagyon nehezen jut csak &t aagyr gaton. Ezzel szemben a KYNA
eléanyaga az L-kinurenin (L-KYN) nagyon kdnnyedén bea agyba, és ott belépve az
asztrocitakba transzaminalodik és KYNA-va alakul.
Az agyat ért patologias esemeények soran — strokemias sérulés stb. — kontrollalatlan
modon megh a Glu felszabadulas az idegi és glidlis raktarakBa a koordindlatlan Glu
felszabadulas okozza azt az extrém magas Glu-gzarteely ilyen patologias korilmeények
kozott a kiterjedt neuronkarosodast és neuronpldsttwkozza. Az agyi érhalozat is igen
gazdag excitatorikus aminosav transzporterekberAlBAde nemcsak az érfal, hanem az azt
koralvews asztrocita végtalpakon is szamos EAAT-t talaluteghat az agyi erek EAAT-ei
lehetnek feldlsek a nagyon jelets, de még kevésbé ismert, agybol a vérbe tor@hu
effluxért, és az agyi Glu homeosztazis fenntartdsde agybdl vérbe torténGlu efflux az
agyi interstitialis tér és a vérplazma kozott fdlingedvedtlen koncentracio-gradiens

ellenére is megtorténik. Az interstitidlis folyadk@k (ISF) és a cerebrospinalis folyadékban



(CSF) a Glu koncentracio 1-10 uM, mig a vérben @O0ggV. Az extracellularis Glu
transzportja az érendotél antilumindlis oldalan taléthatd Na-fliggd transzporterek
mikodése révén torténik. Amint az endotél sejtbert |I8&lu koncentraci6 meghaladja a
plazmaban I&¥ Glu koncentraciodt, a Glu transzportja megtorténkapillaris lumene felé. Ha
a veérben sikeril lecsokkenteni a Glu koncentraa&kor ez egy megnévekedett szivdier
jelenthet az agyi Glu efflux szamara. Gottlieb ésnkatéarsai (2003) a vér Glu-szintjének
lecsOkkentéséhez a vérben taladlhaté enzimek, argaittpiruvat transzaminaz (GPT) és a
glutamat-oxalecetsav transzaminaz (GOT)ikédését hasznaltdk ki. Ezen enzimek
koszubsztratjai a piruvat és az oxalecetsav. Haevemegnovekszik az oxalecetsav (OxAc)
vagy a piruvat-szint, akkor az enzimreakcio elttdha Glu &talakitas iranydba. Kisérletes
bizonyitékok alapjan elmondhatd, hogy a Glu scageglg (pl.: OxAc) alkalmazasa altal az
agyi ISF-I6l és CSF-bal a vérbe tort@rSlu efflux a vér Glu-szintjének lecstkkentése réve

megnovelhet.

Célkitizések

1. A KYN és KYNA neuroprotektiv hatasat mar szamostleme vizsgaltak és leirtak.
Munkacsoportunk is jeletis eredményeket ért el ezen a téren dlegp hisztoldgiai
€s magatartasvizsgalé modszerek alkalmazasa r&gzénban alig van adat a kérdéses
anyagok neuroprotektiv hatasanak elektrofiziologiaisgalatara. Kisérleteinkben a

KYN neuroprotektiv hatasdnak elektrofiziologiai sgélatat tztik ki célul _globalis
agyi ischaemig4VvO) esetén.

2. Traumas zart fejsérulés allatkisérletes modelliém axalecetsav adasanak
neuroprotektiv hatdsat irtak le par évvel étzelMunkacsoportunk bekapcsolédott
ezekbe a vizsgélatokba és az itt masodikként beatut&isérletsorozatban az

oxalecetsav neuroprotektiv hatasanak vizsgalatérakedtink _nem teljes agyi

ischaemig2VvO) esetén.



Modszerek

Allatok:

Kisérleteinkben felftt Charles-River (n=101) patkanyokat hasznaltuk Az allatok 220-
320 g tdmetiek voltak. Minden esetben betartottuk a laboratdridllatok gondozasaval
kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacio No. 85-28)Szegedi Tudomanyegyetem Etikai
Bizottsdga Altal jovahagyott allatgondozassal kalptss protokollt (1998), és az Eurdpai
KbzOsségek Tanacsanak 1986. november 24-i rent(86{€09/EEC).

Er okkluzio:

Kétoldali carotis communis okklizié (2VO) az imoiélektrofiziolégiahoz és szdvettanhoz:
Atmeneti (30 perces) kétoldali carotis communisn{own carotid artery, CCA) okklizi6t
idéztink eb sérilést nem okozd aneurizmas csipesszel. Aitatirkontroll patkanyokon a
mitétet CCA okkluzié nélkul hajtottuk végre.

Kétoldali carotis communis és kétoldali arteria tedaralis okkluzio (4VO):

A 4VO mobdszer kivaldan alkalmas kétoldali, teljgmeénti ischaemia éidézésére altatott
patkanyok esetén. Az élsnapon kauter segitségével irreverzibilisen rongkomindkét
arteria vertebralist. A masodik nap a CCA prepatéda az allatokon éter belélegeztetéssel
feliletes narkézist alakitottunk ki. A CCA-okat @lést nem okozd csipesszel 10 percre

elszoritottuk. Az alrit6tt allatok esetében nem tértént meg a carotihéssa.

In vitro elektrofizioldgia:

Az elektrofiziol6giai mérések harom nappal (2VO) tés nappal (4VO) a kétoldali CCA
leszoritasa utan torténtek. A hippocampus kdzépszébl 400 um vastagsagu coronalis
metszes szeleteket készitettink. Az ingerkelektrodnak egy bipolaris fém elektrodot
hasznaltunk, amelyet a CAl regidé stratum radiatiétegébe helyeztink. A kivaltott
posztszinaptikus méz potencialok (field-evoked postsynaptic potenciadgisztralasa a
hippocampus CAl-es régidjaban a stratum radiatuna é&sratum pyramidale rétegekb
tortént. A CA1 régio és Schaffer-kollateralisokregpszisaiban az LTP indukcidhoz hasznalt
nagy frekvencias ingerlést (high frequency stimaigt HFS) alkalmaztunk (100 Hz
frekvenciaval 5 masodpercig). A HFS utan a fEPSBliaimidjanak valtozasait 60 percen
keresztil regisztraltuk.

A paros impulzus facilitaci6 (PPF) mérése az aldptaghaterg szinaptikus funkcid

vizsgalatara szolgal. A PPF mérése a teszt stimaotaazitasan tértént 25, 50, 75 és 100 ms



impulzusok kozti idtartammal (interpulse intervals, IPI). A masodikvattott valasz
amplitadé értékét osztottuk az @lmgerre adott valasz amplitido értékével, és gkapott
aranyt 4brazoltuk. Az 10 gorbék (input-output, betidmenet) szintén az alapwet
glutamaterg szinaptikus {thodés meérésere készuiltek, ahol a kontroll csopsria VO
csoport fEPSP amplitudd értékeit abrazoltuk kuld@dbigerlési arameéisségek mellett. Az
ingerld impulzust 0 pA-t6l 100 pA-ig valtoztattuk.Mindigaximum két szeletet vizsgaltunk
egy allatbdl, és minden szeletet csak egyféle mékégetettiink ala (LTP, 10, PPF).

SzQvettan

Mindkét kisérleti felallasban (2VO, 4VO) a szovattarizsgalatok szamara ddészitett

allatokat 4%-os paraformaldehid oldattal transziéichn perfundaltuk. Az agyakbdl
fagyasztva met$z mikrotobmmal 36 pum vastag szeleteket metszettinkipgpocampus

teriletébl. A Fluoro-JadeB és NeuN festéseket kdeet a jelobdott sejteket a szamunkra
kivalasztott egy latotérnyi teriletér Az igy kapott adatokat Atszamoltuk 1fmm

terlletegységre.

Fluoro-JadeB festés:

Fluoro-JadeB (FJ-B) egy fluorokrom festék, amelgéaiilt neuronokat festi meg. A Fluoro-
JadeB fluoreszcens technika segitségével jol demadimstok a 4VO kovetkeztében seérilt
NeuN festeés:

A anti-neuronal nuclei (NeuN) egy specifikusan dfedencialt idegsejteket jelolésére
alkalmazott immunhisztokémiai modszer. Mi is ezt afjarast alkalmaztuk az ép
hippocampalis CA1 piramis sejtek jelolésére. Azdalom és sajat korabbi vizsgalataink
(4vO modell) alapjan a NeuN immunhisztokémia jéasatasnak bizonyult az intakt sejtek
megjelenitésére a CA3-as régidban, és a gyrustdshtm, valamint a CA1 teriletén is.

Protein S-100 jel6lés:

A Protein S-100 egy a kalcium-Kotehérjek nagy csaladjabol. Human cerebrovascularis
megbetegedések esetén jelentdsszefliggest mutattak ki a plazma S100 protein
koncentracidja és a cerebrdlis infarktus térfogedaott. Ismert, hogy az S100 protein
szabdlyozza a kalcium fuggejtszignalizaciot a neuronalis differentacibbamag apoptozis

folyamataiban. Az asztrogliakban felszaporodé SX6Bérje kulcsszerepet jatszhat az



infarktus kiterjedésében. Az S100-r6l nemrég kirttala hogy a kézponti idegrendszeri
sérllések igéretes markere.
Krezil-ibolya festés:

A krezil-ibolya festést a hippocampus strukturadtozasainak megjelenitésére hasznaltuk.

Hatbéanyag-beadas:

A KYN-t (300 mg/kg, i.p.) és a PROB-et (200 mg/kg.) 4 napon keresztul kaptak az
allatok: az elkezelt csoportban az él%KYN+PROB injekciot 2 oraval a carotis okklazio
elétt kaptak, majd 4 napon keresztll minden nap udyaara az idben kaptak egy-egy Ujabb
kezelést. Az utOkezelt csoport esetében az allalel$ kezelést a reperfuzié kezdetén
kaptak, majd a maradék négyet agkekelt csoporttal megegy@n 4 napon keresztil. Az
OxAc injekci6 végtérfogata 1,5 ml volt. A legmagblsaddzist az irodalom alapjan
valasztottuk ki, 1,5 mmol, 2,7 umol, 1 pmol, 0,1 qlrdllatonként, amelyek atlagosan 200 g
tomediek voltak. Az anyagot intravéndsan juttattuk azatailérkeringésébe a reperfazié
megkezdésekor (utdkezelés). A 1,5 ml oldat bea@®sapercen at tortént a farokvénan

keresztll fecskerides stopper segitségével (0,05 ml/min).

Alkalmazott statisztikai modszerek:

2VO modell esetében alkalmazott statisztikai moddee

A fEPSP-k amplitidéjat a HFS ati 10 perces kontroll szakaszhoz, mint 100%-hoz
normalizaltuk. Azin vitro elektrofiziolégiai mérések adatainak statisztikaisgalatahoz két
flggetlen mintan végzett nem-parametrikus tesiteinf-Whitney U-teszt) alkalmaztunk. A
kulénbo® koncentraciéju OxAc hatasanak mérése soran kapatbk elemzésekor egy-utas
ANOVA tesztet végeztiink Bonferroni post hoc teskialanazasaval. £0,05, és R0,001
ertéket tekintettiik szignifikans kilénbségnek.

4VO modell esetében alkamazott statisztikai moaszer

Az idegsejt-szamolas eredményét az atlag+S.E.Nurfedtésével abrazoltuk, és az adatokon
egy-utas ANOVA tesztet végeztiink Bonferroni post heszt alkalmazaséaval. A statisztikai
szamitasokat az SPSS9.0 for Windows (SPSS InccaGh USA) program hasznalataval

végeztuk.



Eredmények megbeszélése

Szovettani kisérleteink eredményei azt mutatjalgyha globalis ischaemia hatasara az agy
idegsejtkarosodas tapasztalhat6. Igaz, hogy a édéssmegjelenitésére hasznalt FJ-B festés
nem tesz kuldnbséget az apoptotizalé és nekroteték kozott, az irodalmi adatok mégis
azt mutatjadk, hogy a FJ-B alkalmas festési elj@Asschaemia okozta idegsejtkarosodas
jelolésére. Kisérleteink soran két eltdezelést alkalmaztunk. A 4VO-s kisérleteinkben az
egyik csoportban az allatok a reperflziéo kezdet#ptdk meg az elsadag KYN+PROB-et
(utdkezelés), a masik kezelt csoport allatai a d@jisbischaemia étt megkaptak az eais
kezelést (dlkezelés). Az ischaemias kontroll csoport hiszt@dgredményei hoztak a vart
eredményt. Jeleés mérték neuronkarosodast figyeltink meg a hippocampus E#1-
terlletén. A ischaemia utan négy napon keresztiifép@san alkalmazott KYN+PROB
kezelés kis mértékben csokkentette a neuronpusttule ez a javulas nem érte el a
statisztikailag szignifikans szintet. Ha azonbarisshaemia éit elkezddott a kezelés, ami
tovabbi négy napig folytatodott, akkor ez képes jaenis mértekben (~58%) lecsdkkenteni
a hippocampusban a 4VO hatdsara kialakult sejtpldsztmértékét. Elektrofiziologiai
kisérleteinkben mar csak a hisztoldgiai vizsgalasokdn hatasosnak bizonyult csoportot
vittiik tovabb. Kontroll allatok esetében a nagyfrekcias ingerlés hatasara kialakult az LTP
(~40%-0s amplitudd névekedés a kontroll periodudkggzest). Tiz nappal az ischaemia utan
megvizsgalva a hippocampus funkcionalis allapotét tapasztaltuk, hogy az irodalmi
adatoknak megfeléén a hosszantarté szinaptikus plaszticitas — igyT&zis — kialakulasa és
fenntartasa is zavart szenved (20 perccel a HRESnéén volt mérhétamplitido névekedés,
az amplitddok a kontroll szakasz szintjére estedsza). Az dlkezelt csoportban az LTP
kivalthatdsaga nem kilonb6zoétt a kontroll csopogtienényaéil. Kijelenthet tehat az, hogy a
KYN+PROB ebkezelés lecsokkentette a 4VO altal kivaltott ischae okozta
neuronpusztulast a hippocampus CAl-es régi6jaban,mégakadalyozta a hosszutava
szinaptikus plaszticitas indukalhatésaganak romlasa

Munkank masik felében a hipoperfazios modell (2\&3¢teben probaltunk neuroprotekcids
hatast elérni intravénas OxAc alkalmazasaval, agb@ga vérbe tortéh Glu elvonast
kihasznalva, a fentebb részletezett mechanizmygaala Szovettani vizsgalataink azt az
eredményt mutattak, hogy a 30 perces hipoperflend okoz mérhétszévettani elvaltozast a

hippocampusban. Hisztolégiai kisérleteink utan neggaltuk a hipoperfuzié hatasara



hogyan valtozik hippocampus funkcionalisikidése. A kontroll LTP-vel (a kontroll szinthez
képest 140%-os fEPSP amplitidot mérhettink a telggisztracios periodus alatt)
0sszehasonlitva a hipoperfazids csoportban kivi@ith@P kisebb mértékvolt (max. 121%-

0s novekedes), és tartossagat tekintve is elmarkdntrollhoz képest (a regisztracios egy ora
végéere a kontroll szakasz értekeihez kozeli eér@keknértiink). Elektrofiziologiai
kisérleteinkben az OxAc kezelést a reperfuzié kexdé&ezdtik el, és 30 percen keresztil
adagoltuk a hatbéanyagot, igy a kritiku$atlakon belll cstkkentettik le a vér Glu-szintjét,
amely ezaltal szivohatast gyakorolhatott az agylmegemelkedett Glu-szintre. Az
alkalmazott OxAc kezelés doézis-figgnodon kivédte a hipoperfuzidé okozta hosszatavu
szinaptikus plaszticitds-kadrosodast. Sem a hipaperf sem az OxAc kezelés nem
befolyasolta az alapueglutamaterg szinaptikus funkciokat, ahogyan exzitaz 10 gorbék

€s a paros impulzus paradigma kisérletek eredmigityei

KonkllUzié

Eredményeink alapjan minden bizonnyal elmondhatdhagy a perifériasan alkalmazott
KYN bejutott az agyba, ahol a kinurénsav-transzamienzim hatasara az asztrocitakban
transzaminalodik neuroprotektiv hatasu KYNA-va. ikEzkijelentésiinket tamasztjak ala
csoportunk analitikai vizsgalatai eredményei, amety perifériasan adott KYN hatasara
vizsgaltuk a KYN és a KYNA koncentraciot a vérpladman és egyes agyterileteken. A
KYN, KYNA vagy ezek valamely szarmazéka remédtey a human gydgyaszatban is
alkalmazhato6 farmakon lesz, és hatékonyan lehed alkalmazni a stroke-nak és egyéb agyi
keringési zavar kockazatanak kitett betegek esetébegebzé terapiaként, és esetleg a
posztischaemias kezelések részeként is.

Munkankban ekként adtunk elektrofizioldgiai bizonyitékot a Glaasenger OxAc kezelés
hatasossagarol, amely a &Bbiek soran igéretes neuroprotekcios lébégy lehet. Jdbeli
terveink k6zott szerepel a Glu scavengerek alkahsezak tesztelése globalis és fokalis agyi

ischaemia esetén is, valamint egyitt alkalmazvameasoprotektiv tamadaspontu szerekkel.
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