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Bevezetés

Az idegrendszeri megbetegedések hatterében soké&lesitd tényex allhat és ennek
kovetkeztében a neurolégiai korképek nagyon valosek. Eredetiket tekintve
megkulonboztethék a traumas-, vascularis- (pl. stroke), gyulladas@sl. encephalitis),
autoimmun- (pl. sclerosis multiplex), degenerafpl- Alzheimer-kér) és daganatos (pl. glioma)
idegrendszeri betegségek.

Néhany évtizeddel ezt még altalanos volt az a nézet, mely szerintlgostidegrendszeri
karosodasok —eredetikt fuggetlenll- visszafordithatatlan funkcionalidletve struktaralis
elvéltozasokkal jarnak. A klinikai tapasztalatok azutatjdk, hogy a tiinetek és ezzel egyiitt az
agyi karosodast szenvedett betegek allapota &zelétehaladtaval rosszabbodik. Az elmdlt
években végzett kutatasok eredményei szolgaltatakagyardzatot a progresszid jelenségére.
Ismertté valt példaul, hogy traumas agyi sérilésaly stroke esetén az &eges karosodast
masodlagos karosodasok kovetik, melyek miggedével szamottéen cstkkenthéta halalozasi
arany és a maradandé karosodasok kialakulasa.f8ismerés Uj iranyvonalat adott a terapias
elveknek és az alkalmazott protokolloknak.

Kutatasaink kozéppontjaban a traumas agyi sériléséitve az ischemias agyi
karosodasok hatterében allo és azokat &ipétofiziologiai tényedk allnak. Kisérleteink soran
egy széles kdrben elfogadott trauma- és stroke Ithadlalmaztunk.

Témavalasztasunkat az indokolta, hogy a neurologimképek kozial a stroke a
leggyakrabban éfordul6 akut megbetegedés és a harmadik leggydkon@lalok. Az agyi
vaszkularis katasztrofdk mellett az agyi traumasulések a maradandd agykarosodas
kialakuldsanak leggyakoribb okai. A traumas eredepysérilések a fejlett, motorizalt
orszagokban éul évre egyre nagyobb szamban fordulnak @l baleseti halalozasok kozel fele
hozhat6 kapcsolatba koponya-, illetve agyséruléssel

A kilénbod eredefi agyszovet karosodasokban szerepet jatszé pathiotimi
eseményeknek vannak ko6zods elemei. Ezek kozil kiedeljelentséggel bir, hogy a legtobb
kdzponti idegrendszeri rendellenesség és sérilegekén vagy kozvetett kovetkezménye az
atmeneti vagy tartos vérellatasi zavar. A nem nielffevérellatas a kialakulo glikéz és,-O
hianyon keresztll egy tobblégss kaszkadszérfolyamatot indit be, mely energiakrizist okoz az
idegszovetben. A karosodott terllet centrélis nésgdag régio) a teljes energetikai katasztrofa

jellemz, mely az idegsejtek gyors pusztulasat (nekrédigziieb. Ezzel a terllettel szomszédos



hatarsavban ahol az energiakrizis nem olyan kiéjegpenumbra régid), a sejtek dden
késleltetett sejthaldllal, apoptdzissal pusztulrek Mivel az apoptézis iben késleltetve
jelentkezik, ez lehéséget teremt olyan moddszerek alkalmazasara, medlyaejtpusztulas
megebzhetvé valik. A penumbra ezen tulajdonsagai alapjah denheuroprotektiv stratégiak
legfébb célpontja.

Az idegsejtek pusztulasdhoz vezétsszetett korélettani folyamatokban fontos szergpe
a glutamét (Glu) fokozott felszabadulasanak. A kb Glu felszabadulas okozta excitotoxicitas
nagy meértékben hozzajarul ahhoz, hogy az idegsepsktulasa szdéveti szintre emelkedik. Az
excitotoxicitas kivédésében kiemelt szerepet tolajthnak a neuronok axon termindlisain és a
gliasejtek membranjan talalhatd Glu-transzporteegkmelyek képesek megkétni és felvenni az
idegi mikodés soran felszabadulé glutamatotikiidésik eredményeképpen a megndvekedett
Glu-szint visszaall a normal értékre. Naggd Glu-transzporterek megtalalhatok az agyi erek
endothelsejtjeiben is, melyek révén a Glu képepatla vér-agy gaton és ezaltal a vér kdzvetett
modon részt vehet a Glu extracellularis koncenbjanbk szabalyozasadban. Az agybdl vérbe
tortérd Glu effluxnak azonban vannak korlatai, mivel apldzma Glu koncentracidja atlagosan
40-60uM, ami sokszorosan meghaladja az agy cerebrospjniéditve interstitialis folyadékanak
1-10 uM-os koncentraciojat. Ez a koncentracio kulonbség rkedvez a Glu agybdl vérbe
tortérd aramlasdhoz. Az idegrendszeri karosodasokat dkiséagas extracellularis Glu
koncentracio azonban mér letwt teszi, hogy az endothelidlis sejtek transzpeiker
segitségével felvegyek és felhalmozzak a glutamdtat a sejtekben a Glu koncentracioja
meghaladja a vérplazmaban talalhaté koncentraei6Glu az endothelialis sejtek luminalis
membranjan keresztil facilitativ transzporttal abeeszallitodik. A vérplazma Glu-szintjének
csokkentésével fokozhaté az agybol-vérbe tért&u-efflux. Gottlieb és munkatarsai a Glu
koncentraciojanak csokkentéséhez két vérben tafalbazimet hasznaltak fel: a glutamat-
piruvat-transzaminazt (GPT) és a glutamat-oxalatetdszaminazt (GOT), amelyek a Glu ko-
szubsztratjainak jelenlétében (piruvat és oxalécatglutamatot 2x-ketoglutaratta €s aszpartatta
alakitjak. A Glu atalakulasa @-ketoglutaratta es aszpartatta kétiranyu folyantdd az
oxélacetatot (OxAc), illetve pyruvatot (Pyr) naggnikentracioban, feleslegben alkalmazzuk,
akkor a folyamat eltolhatd a @ketoglutarat €s aszpartat keletkezés iranyaba,aa@iu-szint

csokkenésével jar egyuitt.



Mindezek alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogyagy emelkedett extracellularis Glu
tartalma és a kovetkezményes excitotoxicitds a @&r szintjének valtoztatdsaval részben

kontrollalhato.



Célkitiizések

Trauma modell

Evans Blue és TTC festés alkalmazasa hideg lézidsl@lien

Kisérleteinkben a hideg 1ézi6 A&ltal kivaltott sziivelvaltozasokat tanulmanyoztuk
patkanyok agykérgén.

1) Elssdleges célkiizéslink az volt, hogy adaptaljunk egy olyan széuettaddszert, mely
alkalmas a Iézio, valamint a penumbra kiterjeddsédeid idé alatt tortéié meghatarozaséara és a

karosodott sejtek azonositasara.

DHEAS els- és utokezelés hatasanak vizsgalata

Fokalis kérgi hideg 1éziés modellen tanulmanyozuRHEAS eb- és utdkezelés hatasat,
mely vegyllet mas modellekben neuroprotektiv hatakibizonyult. Kisérleteinkkel azt
vizsgaltuk, hogy a DHEAS &l vagy utOkezelés formajdban hatékony-e a trautad lalvaltott
szoveti pusztulas kivédésében. Ugyanebben a HKiséeldllasban vizsgaltuk az ;Eels- és
utokezelés hatasat, valamint azt, hogy a letrozaokly egy aromatéaz inhibitor- milyen médon
befolyasolja a DHEAS hatésat.

2) Kovetked célkitizésiink annak vizsgélata volt, hogy a fokalis kérdeg Iézios modellt

alkalmazva, az altalunk vizsgalt szteroidok reneetiek-e neuroprotektiv hatassal.

Stroke modell

Glutamat scavenger oxalecetsav neuroprotektiv haték viszgalata

3) Kisérletsorozatunkban mesterségesen létrehdmmttbdzissal idéztink &l szoveti
karosodast patkanyok agykérgén. Azt vizsgaltuk, yh@g oxdalecetsav, mint potencialis
neuroprotektiv anyag milyen moédon befolyasolja aidlékiterjedését és a degeneralodott

neuronok szamat.



Modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteinkben 300-350 gramm tondeghim Wistar patkanyokat haszndéltunk. Az
altatdshoz ketamin és xylazin keverékét hasznaitgtyet intraperitonealisan (i.p) adtunk be. A
kisérletek ideje alatt tovabbi, kiegé$zitlozisokat adtunk a megfedelszinti anesthesia
fenntartasahoz. A kisérletek sordn az allatok gpasiat €s laboratériumi felhasznalasat az EU

szabvanyaival 6sszhangban és az SZTE Etikai Bagpitsak jovahagyasaval végeztik.

Trauma modell

Az allatok egyik csoportjanédl az étleges motoros kérgen idéztinks eélideg 1éziot
termdd segitségével. A specidlisan ehhez a kisértetathoz készitett, 2 mm atdjér réz
termddot -78C-ra hitottilk aceton és szarazjég keverékével. Aitiath termodot 30 masodpercig
érintettik az agyhoz. A imét alatt az allatok tesiimérsékletét 37 + 0'B-on tartottuk egy
infralampa segitségével. Kontroll csoportként Gami#dtt allatokat hasznaltunk. Ezeket a
patkanyokat is hasonlé beavatkozas alé vetettidgl az kllonbséggel, hogy szolbatérséklei
termddot érintettlink a feltart agykéreghez. Aitéet koveben, az allatok agyaban kialakult

lézios terlletet tobbféle festési eljarassal tefiikatova.

TTC festés

A TTC (2,3,5-trifeniltetrazolium klorid) festés alanosan hasznalt moédszer az
idegrendszeri sejtelhalds és neuroprotektiv vetgkildhatékonysaganak gyors és egyszer
dekapitaltuk, majd agyukat eltavolitottuk a kopdmjla A karosodott terileth 0,4 mm
vastagsagu, koronalis metszeteket készitettinkatabimal. Az agyszeleteket 1 %-os TTC-
oldatba helyeztik, melyhez a TTC-t mesterségeséalliedtt cerebrospinalis folyadékban
oldottuk fel. A reakcio lezajlasa utan a szeletekéb-os paraformaldehid oldatban egy éjszakan

at fixaltuk. Az alntitott allatok esetében szintén alkalmaztunk TTCéfgst



Evans Blue festés

Az Evans Blue (EB) festést gyakran haszndljak aaggr gat karosodasainak nyomon
kovetésére. A keringésbe juttatott EB a szérummnaiboz ko6dik és ott, ahol a vér-agy gat
megséril, az albuminhoz kotott festék atjut azsagvetébe, amit a sérilt sejtek felvesznek.

A hideg lézion atesett allatok kozil tizenharomkpaynal alkalmaztunk EB jelolést. A 2
%-0s EB-oldatot az allatok farokvénajaba injektéltNégy oras tulélést kouvin az allatokat
transcardidlisan perfundaltuk. Az agyakat a kopbdyaeltavolitottuk és egy éjszakan at
utéfixaltuk. Az EB altal jelolt tertleid 50 um vastagsagu, korondlis metszeteket készitettlink
vibratommal. A metszeteket fluoreszcens mikroszefpp30-550 nm gerjesztési, illetve 590 nm
emisszios hullamhosszal vizsgaltukz almitott allatoknal szintén alkalmaztunk EB jeldlést.
Ennél a festési eljarasnal kulon kontroll csopartkélyan allatokat hasznaltunk, melyek az EB

festék helyett, ugyanolyan mennyigégioldgias séoldatot kaptak.

DHEAS és k- kezelés

Kisérletsorozatunkban a hideg 1ézié indukélta sidkérosodas kiterjedésének valtozaséat
tanulmanyoztuk dehidroepiandroszteron-szulfat (DISEAkezelés hataséra. Hat kilondoz
csoportot vizsgaltunk. Az allatok egyik csoportf®EHEAS-t ebkezelés, mig egy masik csoport
utokezelés (50mg/kg) formgjaban kapta. Hasonl6 mokapta az Ekezelést (35mg/kg) a
kisérleti patkdnyok maésik két csoportja. A kontroHloport allatai desztillalt vizet kaptak. A
hatodik csoport egy aromataz inhibitor vegyuletetletrozole-t kapta a DHEAS &iezelést
koveten. A lézio kivaltdsa utan egy oraval a kisérlétitékat dekapitaltuk. A karosodott régié
teljes terjedelméi 0,4 mm-es, koronalis szeleteket metszettink tdonanal. A sérilést 1 %-os
TTC-oldattal tettik lathatova. A festett szeletekem érintett tertleteket lemértik és

meghataroztuk a sérilés teljes térfogatat kbbnélierben.

Statisztikai analizis

Az adatok tovabbi statisztikai elemzését Origin rgien 7.0; OriginLab Corp.,
Northampton, MA) és SPSS12 (Chicago, IL) szoftlevegeztik. A meért paramétereket atlag +
S.E.M.-mel adtuk meg. A csoportok 6sszehasonlitdséane-way ANOVA-t hasznaltunk post
hoc Bonferroni teszttel. A kilonbségeket * p<0,05p<0,01 és *** p<0,001 esetén tekintettiik

szignifikansnak.



Stroke modell

A stroke modellezésének egyik elterjedt mddja akiémia Uton dlidézett trombozis, az
an. fototrombotikus 1€zi6. Ennél a médszernél egpdgzenzitiv festéket, Rose Bengalt juttatunk
a keringésbe intravénasan. A festék fény hatadsargremezkék aggregaciojat, thrombus
kialakulasat idézi él Az allatok farokvénajaba injektaltuk a Rose Bén{0 mg/testsuly kg),
majd ezt koveten 20 percig megvilagitottuk a szomatoszenzorogekér gondosan megtisztitott
koponyacsonton at egy hideg fénp mm atméiji szaloptikaval.

A kisérletben résztvévallatok egyik csoportja a megvilagitast kdest oxalecetsavas
(OxAc) kezelést kapott. Az oxalecetsavat (1,2 m@@l050 umol/perc) szintén a farokvénan
keresztul adtuk be, 30 perc alatt. Mind a kontrolind az OxAc-kezelt csoportot négy oras
tulélest koveten transcardialisan perfundaltuk. A koponyabol velifott agyakat 4 %-o0s
paraformaldehid oldattal utofixaltuk. A lézidbaninéett tertlet teljes egészélb 36 pm

vastagsagu szeleteket metszettiink microtommal.rélz&odas kovetkeztében karosodott tertlet

kiterjedését és a degenerélodott neuronokat Fllade-B festéssel tettik lathatova.

Fluoro-Jade B festés

A Fluoro-Jade B® (FJB) egy anionos fluorochrom, ynskelektiven képes festeni a
degenerativ neuronokat. daye, hogy egyszér és érzékeny modszer, mely mas
immunhisztokémiai és fluoreszcens eljarasokkal koaibato.

A targylemezre felhdzott metszeteketédspésben leszallo alkoholsoron vittik at: 96 %-os
alkoholban 3 percig, 70 %-os alkoholban 2 perciggztillalt vizben 1 percig hagytuk allni a
szeleteket. Ezt kovéen 0,06 %-0s KMn@oldatba helyeztiik a metszeteket 15 percre. Deartill
vizben ledblitettiik a targylemezeket, majd 0,00lo%4Fluoro-Jade B oldatba helyeztik 30
percre. A festési procedurat desztillalt vizes meakfejeztik be (3x1 perc). A metszeteket egy
napig sotétben szaritottuk, majd masnap Fluoron®telt lefedtik és fluoreszcens
mikroszkopon 470-490 nm gerjeszteési, illetve 520emisszids hulldamhosszal vizsgaltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizist SPSS for Windows version0 9szoftverrel végeztik. A
paramétereket atlag + S.D.-vel adtuk meg. A kohtel kezelt csoport atlagértékeit paratlan t-

teszttel hasonlitottuk dssze. A kilonbségeket * ps@setén tekintettik szignifikdnsnak.



Eredmények

Kisérleteink el részében hideg lézios modellt alkalmaztunk az tagyh sérulések
tanulmanyozasara. A trauma az delegesen kialakult kérgi nekrozis mellett tovabbi
elvaltozdsokat okoz az agyban. Ezek abhah kébb megjelefi patofizioldgiai jelenségek az
un. masodlagos karosodasok. A masodlagos karosndgaba foglalja az acidozist, a serkent
neurotranszmitterek (Glu) okozta excitotoxicitéstszabad gyokok fokozott felszabadulasat, az
apoptézis folyamatat és a vazogén agyodéma kid@s&tul A masodlagos karosodasok
jelentbségét az adja, hogy a kialakulasukban szerepetédjafslyamatok megékéesével
szamottegen csokkenthét az idegsejtek pusztulasa. Kisérleteinkben olyadvetrani
modszereket kivantunk adaptalni, melyekkel jol ngankévetheivé valnak az agyi traumat,
illetve stroke-ot koveéi patofiziologiai folyamatok. TTC- és EB-festéssdivkttiik a hideg
kovetkeztében karosodott tertilebletli és térbeli valtozasait. Az EB festés hasznodsrernek
bizonyult, mert fluoreszcens tulajdonsagait kihabza kdnnyen megjelenitiietaz az agyi
terlilet, melyet a vér-agy gat sérilése miatt az didasztott. Az érintett agyi tertleten (a
penumbraban) a sérilt neuronok is felveszik az HBytaz EB-jeltbdott piramissejtek is révid
id6 alatt jol lathatova valtak. Mindez TTC festésdgém részletgazdagon nem jelenitheteg.
Megallapitottuk, hogy az EB festés ezen tulajdoas&apjan alkalmas lehet potencidlis
neuroprotektiv szerek szovettani hatasvizsgalatd&at kisérletesen is igazoltuk olyan
kisérletekben, melyben szteroidok hatasat vizsgéhideg |ézios modellen. Arra kerestik a
valaszt, hogy a dehidroepiandroszteron (DHEAS) &B-dsztradiol (k) kezelés képes-e
csokkenteni a karosodott terilet kiterjedésétivideeb- vagy utokezelés forméjaban hatékony-e.
Megallapitottuk, hogy a DHEAS és El6- és utOkezelés formgjaban is hatasos, a lézitketet
szignifikansan csokkenti. A DHEAS protektiv tulajg@gat letrozole-lal gatolni tudtuk. A
letrozole, egy aromatédz inhibitor- mely akadalyozaDHEAS aromas atalakulasab-\e.
Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a DHEAS sejppulasra kifejtett pozitiv hatasat az E
kozvetiti.

Méas neuroprotekcidés célu kutatdsaink sordan a neotejrionak egy teljesen Ui
megkozelitését teszteltilk. Nevezetesen, az oxalc€DXAc) hatasat vizsgaltuk meg egy stroke
modellen. A stroke-ot fototrombotikus |ézioval mbeetik. Az érelzarodas kovetkeztében
karosodott keérgi teriletet Fluoro Jade B (FJB) ésstl vizualizaltuk. Mivel a FJB nagy

szelektivitassal jel6li a degeneraldédott neuronol@t alkalmazésaval egyarant vizsgalni lehet a



lézios terllet kiterjedését és a degeneralédottamek terlletegységre vonatkoztatott szamat is.
Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az OxAc, miehetséges neuroprotektiv hatdsu anyag,
milyen modon befolyasolja a 1€ézi6 méretét ill. adsodott sejtek szamat. Kimutattuk, hogy az
OxAc neuroprotektiv hatassal rendelkezik, melymifikhnsan csokkenti a |€zio kiterjedését és a
degeneralodott neuronok szamét. Fontos észlelésilhkz is, hogy a 1ézidt kovetn az OxAc-
kezelést kapott allatok joval nagyobb aranybarkétlie

A glutamat scavenger OxAc-kezelés Ujszenegkozelitést jelent a jelenleg kutatott és
alkalmazott neuroprotektiv stratégiak kozott. &#s terpias alkalmazasa tovabbi

elektrofiziologiai, szovettani, biokémiai és toxiégiai vizsgalatokat kivan.
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Kovetkeztetések

A ceélkitizésekben megfogalmazott felvetésekre és kérdéseksgalataink alapjan az
alabbi vélaszokat adhatjuk:

Trauma modell

1) A kisérleteinkben alkalmazott Evans Blue fest&almasnak bizonyul a hideg 1ézi6 altal
kivaltott szoveti karosodas, valamint a penumradrégsgalatara. Ezzel a médszerrel- egyeb
immunhisztokémiai eljardsokkal 6sszehasonlitvaidéhb ids alatt lathatova lehet tenni a Iézio
kiterjedését és a karosodott sejteket.okdat mutattunk ki EB-jel@dott piramissejteket a
penumbra terlletd8r. A modszer tovabbi 8hye, hogy technikailag egys#erszenzitiv, jol
reprodukélhaté és koltségtakaréekos.

2) A DHEAS és az Eelé- és utokezelés formajaban is hatékonynak bizorgutideg
léziés modellben. Mindkét kezelési forma szignifigan csokkentette a szoveti 1€zi6 kiterjedését.
A DHEAS neuroprotektiv hatasat a letrozole kezelésegsiintette, amibl arra
kovetkeztethetlink, hogy a DHEAS protektiv hatagdt.skozvetiti.

Stroke modell

3) Elssként vizsgaltuk szovettani modszerekkel az oxasesethatasat ischaemias
modellen. Kimutattuk, hogy az oxalecetsav neur@gitdt hatassal rendelkezik, mely

megnyilvanul a 1ézi6 kiterjedésének- és a degeddodl neuronok szamanak csokkentéseben.
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