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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

17B-HSD: 17B3-hidroxiszteroid dehidrogenaz

3B-HSD: 3B-hidroxiszteroid dehidrogenaz-izomeraz
AMPA : a-amino-3-hidroxi-5-metil-4 izoxalon proprionsav
BDNF: agyi ereddt novekedési faktor (brain-derived neurotrophicdact
DHEA: dehidroepiandroszteron

DHEAS: dehidroepiandroszteron-szulfat

E,: 17B-0sztradiol

EB: Evans Kék (Evans Blue)

Fas-L: Fas-ligand

FJB: Fluoro Jade B

GABA: gamma-aminovajsav (gamma-aminobutyric acid)
Glu: glutamat

GOT: glutamat-oxalacetat-transzaminaz

GPT: glutamat-pyruvat-transzaminaz

MAP2: mikrotubulus-asszocialt protein-2

MKp-1: mitogén aktivalt protein kinaz-foszfataz-1

NFkB: Nuclear factor- kappaB

NGF: idegnovekedési faktor (nerve growth factor)
NMDA : N-metil-D-aszpartat

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintetaz

eNOS endothelialis nitrogén-monoxid szintetaz

INOS: indukalhato6 nitrogén-monoxid szintetaz

NNOS: neuronalis nitrogén-monoxid szintetaz

OxAc: oxéalecetsav

P450scc cytochrome P450 cholesterol side-chain cleavagere
PLA,: foszfolipaz-A

PREG: pregnenolon

Pyr: pyruvéat

SOD: szuperoxid-dizmutaz

THDOC: allotetrahidrodeoxikortikoszteron



THP: allopregnanolon @@, 5a-tetrahydroprogesterone)
TNFa: tumor nekrdézis faktoer
TTC: 2,3,5-trifeniltetrazolium klorid



2. BEVEZETES

Az idegrendszeri megbetegedések hétterében sdkdébsito tényez allhat és ennek
kovetkeztében a neurolégiai kérképek nagyon valusek. Eredetiket tekintve
megkulonboztethék a traumas-, vascularis- (pl. stroke), gyulladas@s. encephalitis),
autoimmun- (pl. sclerosis multiplex), degenerat{pt. Alzheimer-kér) és daganatos (pl.
glioma) idegrendszeri betegségek.

Néhany évtizeddel ez#t még altalanos volt az a nézet, mely szerint Bosu
idegrendszeri kadrosodasok —eredsilikiiggetlenil- visszafordithatatlan funkcionalietive
struktaralis elvaltozasokkal jarnak. A klinikai egztalatok azt mutatjak, hogy a tiinetek és
ezzel egyutt az agyi karosodast szenvedett beteglpota az id elésrehaladtaval
rosszabbodik. Az elmult években végzett kutatasellményei szolgaltattak a magyarazatot a
progresszio jelenségére. Ismertté valt példauly hiaymas agyi sériilések vagy stroke esetén
az elgdleges karosodast masodlagos karosodasok kovetiglyekn megedizéseével
szamottetien csokkenthéta halalozasi arany és a maradandé karosodasakbdasa. Ez a
felismerés 0 irdnyvonalat adott a terapias elvkléwaz alkalmazott protokolloknak.

Kutatasaink kdzéppontjaban a traumas agyi sérlléslgtve az ischemias agyi
karosodasok hatterében all6 és azokat &igpatofiziologiai tényedk allnak. Kisérleteink
soran egy széles korben elfogadott trauma- ésestrmidellt alkalmaztunk.

Témavalasztasunkat az indokolta, hogy a neurolok@aképek kozul a stroke a
leggyakrabban éfordulé akut megbetegedés és a harmadik leggydkohhblalok. A
legfrissebb hazai felméréseiikideril, hogy a stroke okozta haldlozas csokkeandenciat
mutatott az elmult években, ennek ellenére a strltordulasi gyakorisdga a legtdbb
korcsoportban még mindig 1,5-2-szerese a fejlatigatreuropai orszagokhoz képest (Voko
2008). Azt sem szabad figyelmen kivul hagynunk,yhag/érhato élettartam kitolédaséaval a
stroke gyakorisaga és egyben mortalitasa is noiekdz magasabb életkorral ugyanis a
stroke szempontjabol rizikotényiz jelenty betegségek (pl. ischaemias szivbetegség,
hypertonia, pitvarfibrillacié) éforduldsa is 6 (Pozsegovits és mtsai., 2006). A stroke-ot
tulélt betegek jeleds hanyada életvitelében korlatozotta, akar onaslitat&éptelenné valik,
mely nem csak a betegségben szeéneedhanem a sikebb és tdgabb kornyezetére, a
tarsadalomra is sulyos terheket ro.

Az agyi vaszkularis katasztréfak mellett az agyautnas sérilések a maradando
agykarosodas kialakulasanak leggyakoribb okai. durtras eredétagysérilések a fejlett,



motorizalt orszagokban &ir évre egyre nagyobb szamban fordulnals. eA WHO
elérejelzése szerint 2020-ra &orban a kdzuti baleseteklszarmazé sériilések jelentik majd
a harmadik legsulyosabb egészségigyi problémat r@ués Lopez 1997). A baleseti
halalozasok kozel fele hozhaté kapcsolatba koponilatve agyséruléssel. Egy 2002-es
tanulmany felmérése szerint a koponya — agysérgi&stvedett betegek mortalitasa 45%.
Ezen betegek kisebb hanyadanal mar aédiges karosodas végzetes kimerietallt. A
kozepesen sulyos, illetve enyhe agysérllést szetivedtegek halalozasa is elérte a 35%-ot.
A balesetek doven a 40 év alatti korosztalyt érintik, gyermekkaeripedig egyértelfien ez

a vezed halalok (Magyar Idegsebészeti Tarsasag prograedetg, 2003). A traumas
agysérulések azonban az 6sd embereket is fenyegetik az egyensulyérzékelés és
mozgaskoordinacios képesseg csokkenése miatt hkkdydalesetekl adodoan.



3. IRODALMI ATTEKINTES

A Klinikumbal jol ismert, hogy a kozponti idegrermdst é6 inzultusok kilonbo&
mértéki  karosodasokat idézhetnek 6elaz idegszovetben, melyek igen &iltér
kovetkezményekkel jarnak. A karosodas sulyossagaemyhe, atmeneti funkcionalis
zavaroktol kezdve egészen a tart0s rokkantsagig alkedy az érintett egyén halalaig terjedhet.
A klinikai tapasztalatok azt mutatjak, hogy az idaglszert éririt korképek tlinetei az esetek
nagy részében- a tlneti kép kialakulasat kiemetérakkal, napokkal késb- romlanak. A
progresszié hatterében tobb, egymassal dssz&flithgtve egymast kisér patofizioldgiai
jelenség all. Ezeknek a tényémek és folyamatoknak a feltarasa, ismerete alépwuet
szikséges a neuroprotektiv terapidk megtervezéséiszen minden terapias probalkozas
végs célja az idegsejt-kdrosodas mértékének és a kigsedek sulyossaganak mérséklése,
valamint a tulélés javitasa.

Kutatdsaink sordn az idegrendszeri karosodasokifésat vizsgaltuk: a traumas agyi
séruléseket az an. hideg léziés modellen, mig aebcevascularis korképek kdzé sorolhato
stroke-ot az un. fototrombotikus modellen tanulncayk.

A kilonbod eredell agyszovet karosodasokban szerepet jatszd foly&makovannak
k6zos elemei. Egyik fontos tényezhogy minden esetben el lehet kiloniteni az instlt
kozvetlenll kovei elssdleges és a kébb kialakulo masodlagos karosodasokat (Werner és
Engelhard 2007). Az dldleges karosodas az érintett agyi régidé szoévetalydnak
kozvetlen pusztulasaban nyilvanul meg. Trauma beatéezt dlidézheti az agyat ért
mechanikai behatas vagy a modellinkben alkalmaabthgyhoz érintett, &eljesen lefitott
termod. Ischaemias stroke-ban egy intracranidligriar hirtelen elzarédasa okozza az
idegszovet elhalasat. A masodlagos karosodasoknsmpbehatas utan percekkel, érakkal,
akar napokkal kébb létrejow, meglehaisen bonyolult kérélettani folyamatok, melyek
magukba foglaljak az idegsejtek késleltett pussttidaz @szabad gydkok felszabadulasat,
az acidosist, vér-agy gat permeabilitasanak fokagzad stb. (Hovda és mtsai., 1992;
Murakami és mtsai., 1999; Saito és mtsai., 2005).

Kiemelked jelenttsége van, hogy a legtbbb kbézponti idegrendszedelamesség és
sérilés kozvetlen vagy kozvetett kdvetkezményeatareneti vagy tartos vérellatési zavar
(Werner és Engelhard 2007).



Régodta ismert az a tény, hogy az idegsejtek a rmagprgiaigényiket csak direkt
energiaforrasként alkalmazhaté szubsztratok felfd@dazaval képesek kielégiteni. A
legfontosabb szubsztratjuk a glikéz, az agyszolidtdég igénye 4,5-5,5 mg/100 g szdvet/
perc. A felhasznalt energia biztositasa oxidatiszforilacioval torténik. Az emberi agy
globélis nyugalmi @felhasznalasa 3,5-5,5 ml/ 100 g szovet/ perc. yzegyes terileteinek
O,-igénye nagyon eltérlehet, mely magyarazatot szolgaltat arra a jetmesénogy az @
hiany az egyes agyi régidkban miért okoz kulobierteki kdrosodasokat. Az agykéreg
mar 5-7 perces £hiany kovetkeztében sulyosan karosodhat, mig gy ennél hosszabb
ideig tartd hiany esetében is ép maradhat. Iscléerbehatasra legérzékenyebb agyi
struktarak a bazalis ganglionok, a hippocampus (€&did), a kisagy €s a neocortex sejtjei
(Pulsinelli és mtsai., 1982). Mivel az agyban dikddéshez szilkséges szubsztratok
raktarozasa eleny&szezeért a sejtek tikbdéséhez és strukturajanak fenntartdsahoz szigksége
anyagcserefolyamatok teljes mértékben az aktu&lisliatastol figgnek, azaz a vép-@s
glukdz tartalmétodl. Fiziologidas koralmények kdzatt agy vérataramlasa globalisan allando,
lokdlisan viszont a helyi anyagcsere szabalyoz&sénagfeleben valtoz6. Symon és
munkatarsai altal végzett kisérletek hivtak feligydlmet arra, hogy ha a vérataramlas
kritikusan lecsokken az agyban akkor az idegsegtékzor a funkciot aldozzak fel a sejtek
integritdsanak fenntartdsa érdekében (Symon é4.nt89a@7). A hypoxia sulyosabb fokanal
ezt koveti az agyi strukturak épségének fenntam@saszikséges metabolikus aktivitas
csokkenése. A fokalis agyi ischaemiat modellezvegatiapitottak a véraramlas azon
kuszobértekeit amelyek meghatarozzak az agy funkdie és strukturalis épségét. Az agyi
vérataramlas atlagos értéke 45-55 ml percenkéngléfyszovetre vonatkoztatva (Symon és
mtsai., 1977). Az ischaemids terlletnek azt a téab@l a legkifejezettebb a vérellatasi zavar
kovetkeztében kialakuld energiakriziere régionak nevezték el. Aore vagy “mag” jelenti
azt a kozponti régiot, amely az @kegesen karosodott tertletként definialhatd (Ngaimd
1988). Az itt talalhato sejtekre a nekrotikus jgliekorai sejtpusztulas jelleriz Charriaut-
Marlangue és mtsai., 1996). Kimutattak, hogy a cégtdban a véraramlas nem haladja meg
a 10 ml/ 100 g agyszbvet / perc értéket, amely angejtek integritasat mégo alapszinid
anyagcseréhez sem elegén&z vezet végul a nekrotikus mag kialakulasahoam(@ és
mtsai., 1977). A veérataramlas csokkenése a kiabtaglilkoz és @hianyon keresztil egy
tobblépcés, kaszkadszérfolyamatot indit be, mely végul a sejtek pusztalés vezet (Hass
1983). A folyamat els 1épéseként a gliikoz- és zint csokkenését az ATP szint csokkenése



koveti. ATP hidanyaban az ATP-fuggionpumpak nikodése zavart szenved és igy az
iongradiensek tovabb mar nem biztosithatok a defiek Az iongradiensek felborulasa
depolarizaciot fog éidézni, melynek kovetkeztében excitatorikus aminaka el$sorban
glutamat (Glu) - kertlnek a intercellularis térl®.nagy mennyiségben kilikilserkend
aminosavak membrancsatornakhoz kotott receptordkanetil-D-aszpartat- (NMDA),o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxalon-proprionsav- (AR), kainat-receptorokat aktivalnak
(Jatzke és mtsai., 2002). Ischaemias kornyezetb&lua-visszavételének mechanizmusai
sérilnek és igy az excitatorikus transzmitterekjtk@zotti térben felnalmozoédnak (Zhang és
mtsai.,, 1998). Ez a jelenség excitotoxicitast ok tovabbi depolarizacios hullamokat
indukal (van Landeghem és mtsai., 2006).

A depolarizacié kovetkeztében megnyilé fesziiltsggfiiCa*-csatorndkon at G
ionok aramlanak a sejtekbe, amely tobb, egymassdlugamosan futd folyamatot aktival
(Golstein és Kroemer 2007). Tovabbi transzport raadmusok is kozretikbdnek az
intracellularis C&'-szint névekedésében: az aktiv’Gpumpak ATP-hiany okozta elégtelen
miikddése, valamint az NMDA- és AMPA tipustu glutamédporokkal rendelkéz
ioncsatornak megnyilasa (White és mtsai., 2000).eArlkedett intracellularis aszint
kovetkezmeénye a fokozott neurotranszmitter felsdalds és szamos enzim aktivalodasa. A
Cd*-ionok hataséara kalpainok aktivalédnak, melyek gubrist inditanak el a sejtekben. A
kalpain indukalta proteolizis €lsorban a citoszkeletdlis, szignéltranszdukciosepmeket és
transzkripcids faktorokat érinti (Goll és mtsaiQ03). Emellett foszfolipaz-A(PLA,) és
ciklooxigenaz aktivacio is fokozédik, mely szabadkyk képddésén keresztil
lipidperoxidaciot indit el (Farooqui és mtsai., I99Ezek a folyamatok egytttesen jarulnak
hozza a sejtek funkciojanak és szerkezetének mdgbahoz. A kaszkaddal eggloen a
glikéz és @hiany kovetkeztében anaerob glukolizis jatszodék ami a lokalis pH
csokkenéséhez, acidozishoz vezet. Az acidozis nmegvaltozik az emzimaktivitas a
sejtekben, amely tovabb rontja a sejt energetiksonyait (Hovda és mtsai., 1992; Hertz
2008).

A nekrotikus sejtpusztulasnak jelletnznorfolégiai tulajdonsagai vannak. Nekrozis
esetén a sejtek térfogata mégagyes sejtorganellumok, pl. mitokondriumok megdainak.

A sejtmag szerkezete nem valtozik (1. abra). Mavelekrozis a sejtmembran integritdsanak
megs#inésével jar, a sejttartalom a koérnyezetbe jut, gholladasos reakciét valt ki (Ueda és
Fujita 2004). A sejtek pusztulasédhoz hozzajarulad’€liggs neurondlis nitrogén-monoxid
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szintethz (NNOS) aktivacioja is. A keletkeznitrogén-monoxid (NO) @tartalmu
szabadgyokdkkel peroxinitriteket képez és ezabablbbi sejt- és szodvetkadrosodast okoz
(Stoffel és mtsai., 2001). A lézi6 centralis, nelnes magjara tehat a teljes energetikai
katasztrofa, a homeosztazis felborulasa, valamitipaizis és proteolizis kévetkeztében
gyorsan pusztulo sejtek jellediz (2. abra).

A core régidjaval szomszédos terlletet, amely agzdsal elhalt centrum és a még ép
agyallomany kozott talalhaté, penumbrdnak nevezi#lk Az elnevezés a teljes
tortént (Astrup és mtsai.,, 1981). Ebben a zonaban vérataramlas 15-30
ml/100g/agyszévet/perc. Ez az aramlasi érték migosdunkciokarosodast okoz, de a sejtek
szerkezetileg még épek maradnak (Symon és mt&€a7)1Mindezek alapjan a penumbra
olyan csoOkkent vérataramlasu tertletként definilhaahol a morfologiai integritas
megtartott, de a sejtek funkcioi mar kiesést muatlatlelleméje, hogy térfogata gyakran
tobbszdorése a mar irreverzibilisen karosodott kdtpmag térfogatdnak (Garcia és Anderson
1989). A penumbra leglényegesebb tulajdonsaga amomlz, hogy az itt taldlhaté sejtek
donen késleltetett sejthalallal, apoptézissal puszikilel (Rink és mtsai., 1995). Az
apoptotikus sejtek morfologiailag is elkilonitbek a nekrézissal pusztuld sejt@kt
Apoptoézis soran az elhal6é sejtek elvalnak a koréiyszjtekdl, kapcsolatuk megsnik az
extracellularis matrix-szal, de a membran hosseigithtakt marad. A sejt lekerekedik, majd
membranjan kitiremkedések jelennek meg. Az endomtkus retikulum szerkezete
fellazul, riboszdmak szakadnak le réla, a Golgiaappus €s a mitokondriumok morfolégiaja
Iényegében nem valtozik. A citoplazmaban vakuolunjelennek meg, a sejtmaganyag
kondenzalédik és kulonall6 darabokra esik szét.afdipptosis véds stadiumaban a DNS
fragmentalédasa mar a végleges sejthalalt jelewéigil a sejt membrannal hatarolt,
kulonbo® sejtalkotorészeket tartalmazé un. apoptotikuskestdarabolodik (Ueda és Fujita
2004). Az apoptotikus testeket a kornyeejtek fagocitaljdk és lizoszomalisan emédaek,
emiatt nem indulnak be gyulladasos reakciok (lajbr
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INTAKT HEUTROH

MEKROZIS

LPOFTOZIS

1. dbra A nekrozis és apotdzis morfoldgiai kildonbggei scanning elektronmikroszképos és transzmisszids
elektronmikroszkoépos felvételeken. Nekrézis: a sajtembran integritdsa megs#nik, a sejtmag szerkezete
l[ényegében nem valtozik. Apoptézis: a sejt lekerekék, membranja hosszu ideig intakt marad, a
sejtmaganyag kondenzalddik, kiilonallé darabokra eg&i (Ueda és Fujita 2004).

Az agyi ischaemidban jelentkezapoptézis molekularis mechanizmusanak ismerete

terapias lehéségeket kinal. Az apoptozis jelenségét még a hesvéwekben irtak le @zor,

de csak a kilencvenes évékikezdték el intenzivebben kutatni, beleértve abpéfwis
neuroldgiai vonatkozasait is. Az agyban jelentkapoptozist eldlegesen az oxigénhiany és
a kovetkezményes ATP-csokkenés inditja el. Fetgilel hogy az apoptdzis és a nekrbzis
szamos lépéshen kapcsoldédhat egymashoz és aznsaha@lyossagatol fliggn atmehet
egyméasba (Ueda és Fujita 2004). Ha a hypoxia kéuéedken jelentkéz ATP-hiany
szubletalis mérték az apoptdzis eseménysora indul el. Ha az ATP-h&il§pi a kritikus
mértéket, nem apoptdzist hanem nekrozist indukal. ifazolni tudtak azzal a kisérlettel,
melyben a sejil megvontak az ATP-t, az apoptdzis ennek kovetketéaz energiaigényes
lépéseknél megallt és a folyamat a nekrdzis iraayakebdott (Nicotera és mtsai., 2000). Az
idegsejtekben mint minden mas sejtben az apoptokst6 proapoptotikus gének (pl. Bax,
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Bad gének) és az apoptozist gatlé antiapoptotikersek) (Bcl-2, Bcl-XL gének) termékei
kulonféle heterodimerek képzésével modositjak egyimdtasait és ddhttényesdi annak,
hogy a sejt tovabb él vagy pedig elpusztul (LessNécotera 1998; Martin és mtsai., 1998). A
pro- és antiapoptotikus tényide egyensulyanak megbomlasa inditja el az apoptoézist
Ischaemia esetében a karosodott idegsejtés@lsan az ATP-csokkenés billenti ki a pro- és
antiapoptotikus egyensulyi allapotabdl. Az apodazdeti eseménysoraban- a nekrdzishoz
hasonléan- doita C&" intracellularis koncentrécidjanak emelkedése (Wemqtsai., 1999).
Az emelkedett C&d-koncentracid enzimaktivaciét (kalcineurin) eredyegn mely
proapoptotikus fehérjek (Bax, Bad) aktivalasan &etid a mitokondriumok rendellenes
miikddéséhez vezet (Dubinsky és mtsai., 1999). Azsieiggk mitokondriuma meghatarozo
szerepet jatszik az apoptozis folyamatabangliel indul ki az apoptosis intrinsic- és
kaszpazfiiggetlen utja (Sims és Anderson 2002). kéhdtvonal, tdbb |épésben a sejtmag
DNS-ének fragmentalédasahoz vezet. Az apoptozisdhibatjak extracellularis tényék is

az un. halélreceptorok aktivalasan keresztil. Eldzeesetben az ischaemia miatt nekrotizalé
€s apoptozissal elpusztuld sejtékibumornekrézisfaktor (TNFa) és Fas-ligand (Fas-L)
szabadul fel, melyek megfetelreceptoraikhoz kétve elinditjdk az apoptosis extrinsic
kaszpaz atjat (Kawahara és mtsai., 1998). Az apaptdolekuléris kaszkadaktivacidjaban
kiemelt szerepik van a kaszpazoknak, a proteazgk egoportjanak, melyek célfehérjeik
hasitasaval idézik &€laz apoptotikus sejt morfologiai atalakulasat (Eéamtsai., 1998).

Az apoptézis indukaldsdban fontos szerepe lehet meégeérelzarodast kovet
reperfiziénak. A reperfizié a reoxigenizacid ésokofott CA'-bearamlas révén tovabbi
reaktiv szabadgyokkéfdést és kdvetkezményes membrankarosodast okozegseijtben
(Collard és Gelman 2001).

A penumbra ezen tulajdonsagai alapjan sziletett anéakalis ischaemia penumbra-
tedrigja, ami Uj irdnyvonalat adott a kutatasok@&uzani és mtsai., 2001). A penumbra
kerllt a kutatasok kdzéppontjaba, a neuroproteittitégiak ledfbb célpontja lett. Klinikai
jelentbségét az adja, hogy az agyi infarktus méretének akékély mérsekbése is a
neurolégiai funkcio jelerds javulasat eredményezheti. A legkézenédby megoldasnak az
mutatkozott, hogy a penumbra sejtiei megmetheha a folyamatokat kezdeti, még
reverzibilis fazisaban leallitjak. Elként a véraramlas helyreallitasaval probaltak kened
penumbra szoveti elvaltozasait. Hossmann munkacgapazsgalta azt a hipotézist, hogy a

véraramlas visszadllitAsaval a penumbra barmilaktirélhaté és a régié életképes marad
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(Hossmann 1982). A kisérletek soran alkalmazotbakiiv szerek azonban nem valtottak be
a hozzajuk dzott reményeket, mivel az infarktusos terllet kitdése nem valtozott. A
sikertelenség magyarazatat egy masik kutatécsopatiményei szolgaltattak, melyek a
figyelmet az idfaktor szerepére iranyitottdk Megallapitottak, haggenumbra csak néhany
oran at marad életképes (Lassen 1990). A jelensdtgprében a penumbrara jelleinz
késleltetett sejthalal, az apoptozis all. A funkdlisan mar karosodott sejtek azé id
elérehaladtaval elindulnak az apoptozis utjdn (Du ésaim 1996). Az apoptézisra jellethz
elss morfoldgiai jelek megjelenése utan maximum néhdnayalatt le is zajlik a folyamat és a
penumbra terllete mintegy beleolvad az irrevernzsiil karosodott core régidba (Eriskat és
mtsai., 1994). A kordbban még érintetlen ép teelllgtedig a penumbra részévé valnak
(Plesnila és mtsai., 2003). Ezek a megfigyeléseikaal klinikum szempontjabdl kiemelked
fontossagu terapiasddblak jelenbségét. A terapias éablak jelenti azt az idintervallumot,
ameddig a kezelés hatasos lehet. Ez a#aithm jelenleg 4-6 Ora, ami a kezelés
szempontjabal rovid, hiszen magaba foglalja aitiéiz amig a tlineteket felismerik, a beteget
korhézba juttatjak, elvégzik az alap¥ddinikai vizsgalatokat és a korképet diagnoszjéal

A Kklinikusok részéfl megfogalmazodott az igény olyan neuroprotektiiasa szerek
kifejlesztésere melyekkel még a korkép diagnosiAseaebtt biztonsaggal lehetne kezelni a
pacienseket (Harcos, 1999).

A neuroldgiai kérképek kimenetelét az eddig isntettepathofizioldgiai eseményeken
tul, tovabbi masodlagos karosodasok is meghatakoZegprognozis szempontjabdl gyakran
ezek a masodlagos karosodasok nagyobb {eéggel birnak, mint az azonnali szoveti
elhalast okozé etslleges karosodas. Mind a traumas agyi sériilésekat] az ischaemias
stroke-ot koveten felborul az agyszovet viz- és elektrolit homé&msa. Az egyensuly
felborulasaval a vizterek eloszlasa zavart szeré®dgy agyduzzanat, illetve agydodéema
alakulhat ki (Kahle és mtsai., 2009). A folyadétdbom megndvekedése a koponya zart
terében elhelyezkédagynal a beékétlés veszélyét rejti magaba, ami a beteg szempahtjab
végzetes kimenetillehet. Az agydédéma kéb ftipusat lehet megkulonboztetni a kialakulas
mechanizmusanak alapjan (Murakami és mtsai., 1999)cytotoxikus O6démaban az
intracellularis-, mig a vasogén agyodémaban aaesiiularis folyadékterek névekednek meg
(Klatzo és mtsai., 1958; Fishman 1975). Agyi véntdlsi zavarok esetén mindkét format
igazolni lehet (Nag és mtsai., 2009). A cytotoxikugdéma kialakulasaban az

ionhomeosztazist fenntartd energiaigényes pumpéiteden nikodése jatszik szerepet,
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melynek kdvetkeztében megvaltoznak a sejt ozmotikemonyai és viz aramlik a sejtekbe. A
karosodott sejtmembran miatt jelésta folyadék intracellularis felhalmozédasa azaschias
stroke korai fazisaban, amikor az érintett terieteegs#nik a véraramlas (Liang és mtsai.,
2007). A vasogén agyodéma kialakulasat a vér-agk@@sodasa idézi @l A vér-agy gat
strukturalis alapjat az agyi kapillaris endothelkdejés az ezeket 6sszekapcsold komplex zaro
sejtkapcsolat rendszer (tight junction) hatarozeg,nmelyek permeabilitast szabalyozd gatat
képeznek. A barrier rendszer részét képezi az babdgjtek basalis membranja, a pericytak,
illetve a gliatalpak. Ischaemias periodusban asgliek energetikai zavara kdvetkeztében
kialakul6 sejtodéma 6sszenyomja a potencidlis teoiddis ereket, amely tovabb rontja a
szoveti perfuziot (Nag és mtsai., 2009). Az el@gigberfuzio, valamint az ischaemia miatt
sérib endothelsejtek képtelenek tovabb fenntartani a-aggr gat integritdsat, az
ateresziképesség medn azaz a ver-agy gat “megnyilik’. A vazogén odénrakkal,
napokkal az elzarédast koveh alakul ki (Klatzo 1987). A vér-agy gat karosauas
ozmotikusan aktiv anyagok kerillhetnek az agybaalibvfokozva a szekunder sérilés
mértékét. Kimutattak, hogy az endothelias NOS gzintegd az endothelsejtekben agyi
traumat koveten és szerepet jatszik az endothelsejtek permiaiitiak fokozasaban (Nag és
mtsai., 2000). A reaktiv oxigéngyokoknek ugyancsakrepik van a vasogén agytédéma
kialakuldsdban az endothelsejtek karositasanakihkeéztében (Chan és mtsai., 1987; Chan és
mtsai., 1991). Az ischaemia soran tovabbi vasogiméat indukal6 tényézaz arachidonsav
felszabadulas (Chan és mtsai., 1983). Az ddémak@irfdrmajanak kialakulasaban szerepet

jatszanak a cytotoxikus neurotranszmitterek, pitaghat (Stover és Unterberg 2000).
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2. dbra Sejthalalhoz vezdt pathofiziol6giai folyamatok fébb lépései a kdzponti idegrendszerben és a
neuroprotektiv terapias stratégidk tamadaspontjai. Piros szin: nekrézis |épései; kék szin: apoptézis
lépései; zold szin: kozos lépéselk. keringés helyredllitasa (pl. thrombolysis),2. fesziiltségfiigg Ca?
csatorna-antagonistak,3. excitatorikus aminosav-antagonistak4. NMDA-receptor antagonistak, 5. NOS
gatlok, 6. szabadgyok-antagonistaky. antiapoptotikus terapiak (pl. kaszpaz-antagonistak

3.1 Kezelési elvek

A neurolégiai koérképek kezelésében alkalmazott médk kore az elmult
evtizedekben jelefisen kilbvilt. Ennek oka, hogy az idegtudomanyok nagy I|épték
fejlédésének kovetkeztében egyre tbbb olyan ismerettkexfivilagra, amely az idegrendszer
karosodasaban szerepet jatsz6 Osszetett patomathmok egyes részleteit tartdk fel (2.
abra).

Bar vizsgalataink kdzéppontjaban két dtaeurologiai korkép kisérletes modellje all, a
kezelési elveknek vannak kozos pontjai. Ezek kéziegkézenfekibb a kezelés ttben
tortér elkezdése, amely a kordbban ismertetett terapligablak s#k intervalluma miatt
don® jelentsédi a kezelés sikeressége szempontjdbdl. A masik dotényed, hogy a

sejtpusztulashoz vezet kaszkadfolyamat tébb Iépése is célpontjaul szbhgal a
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neuroprotektiv terapiaknak. Mivel a karosodott liglrinag régiéjaban a neuronok pusztulasa
néhany percen belil bekodvetkezik (nekrozis), a omatekcié elédleges célja a
penumbraban zajlé biokémiai valtozasok blokkol&sgrogramozott sejthaldl medeése,
illetve késleltetése.

Stroke esetében a kivalto téngazmeretében a legfontosabb oki kezelés az elzéirodo
artéridban a vérrog feloldasaval a keringés hdljt&sn, vagyis a thrombolysis (Cheng és
mtsai., 2004). A keringés rendezésével a funkcltelgreallhat, de csak ha a trombolysis egy
meghatarozott istartamon belll kdvetkezik be az ischaemia kialaddti&oveben. Ez az an.
reperfuzids-ablak, amely a terapiadatllak részeét kepezi. A meghatarozotindervallumon
tul a sejthalalhoz vezétkaszkad egymast kovetépései akkor is lezajlanak, ha a keringés
helyredll (Dyker és Lees 1998). A keringés helyigdanak meg van azonban az a veszélye,
hogy a spontan vagy thromobolysist kd@veeperfuzid soran jelebsen megh a szovetek
oxigénellatottsaga, a beinduld oxidaciés reakcia végul az un. reperfluzids karosodashoz
vezet (Collard és Gelman 2001). Ebben az esethepeafizié még tovabb is sulyosbithatja
az érelzarodas kovetkezményeit. Reperfuzié sordnagy mennyiségben felszabaduld
szabadgyokok (pl. szuperoxid-, hidrogénperoxiddrdxil-szabadgyok) parositatlan elektront
hordoznak és a sejtalkotd lipideket, fehérjéket nékleinsavakat kozvetlenll karositjak
(Toyokuni 1999; Sugawara és Chan 2003). Feltddgta lipidmembran peroxidacidja az
elssdleges mechanizmus, amin keresztll a szabad gykddlsitjdk az agysztvetet. Normal
korilmények kozott is keletkeznek a szervezetbabadgyokok, de enzimek (pl. szuperoxid-
dizmutaz (SOD), glutation-peroxidaz) és antioxidaakekulak (aszkorbinsav és alfa-
tokoferol, azaz a C- és E-vitamin) képesek eze&tidtalanitani (Cuzzocrea és mtsai., 2001).
Agyi ischaemia és reperfuziéo sordn a semlegesiizimek és antioxiddnsok nem &llnak
rendelkezésre kéllmennyiségben és igy érvényre jut a szabadgyotkébskéa hatasa. Az
eliminaciés reakciok hianyaban a mitokondriumokhafentss mennyiségben keletkiéz
szabadgyokdk magaban a mitokondriumban idéznglk&losodasokat, amelyek citokrom-c
felszabadulashoz és végul DNS-fragmentaciéhoz nekdiitlante és mtsai., 2001).

A neuroprotektiv szerek egyik célpontja lehet dm&nidban és reperfluzioban szerepet
jatsz6 oxigéngyokoknek a semlegesitése. Tobb tamynigazolta, hogy a szabadgyokok
elimindlasaban kozrefkodd vedsenzimek és antioxidans vegyiletek fokozott bewtlé
csokkenthet az ischaemias és traumas agykarosodasok kitegjetes vasogén agyddéma
kialakulasa (Imaizumi és mtsai., 1990; Kinouchinétsai., 1991; Chan 1992). A szuperoxid-
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dizmutaz alkalmazasa igen igéretesnek bizonyulinegakisérletben, miutan az enzim
polietilén-glikolhoz kotésével sikerilt kikliiszobbdlaz enzim révid felezési idejdbadddo
gyors lebomlasat (Tang és mtsai., 1993). Tovabhkkelési lehdiséget jelenthet a reaktiv
oxigéngyokok felszabadulasat korlatozé beavatkdedstejlesztése, hatékony gyokfogo
vegyuletek alkalmazasa, illetve endogén antioxidéndszerek aktivitasanak fokozasa.

A klinikkumban alkalmazott antiaggregaciés és arstjidans terapiak célja, hogy
megakadalyozza a thrombus nagysaganak novekedéadtidvetked stroke kialakulasat. Az
aggregaciot gatlo szereknek nemcsak a stroke &alpn, hanem annak meggdsében is
fontos szerepik van.

Tovabbiakban roviden 6sszefoglalom azokat adldgfneuroprotektiv stratégiakat és
vegyluleteket, melyek az elmult években kerliltekitatésok kdzéppontjaba. Kulon hangsulyt
helyezek az altalunk is vizsgalt neuroszteroido&saa serkerit aminosav antagonistakra

vonatkozo ismeretekre.

3.1.1 NOS-gatlok

A nitrogén-monoxidot (NO) L-arginirtd a nitrogén-monoxid szintetdz (NOS) képezi,
mely enzimnek neurondlis (nNOS), endothelialis (&)@s indukalhaté (iNOS) izoforméja
ismert. A nNOS aktivalédasanak a feltétele, hogkdanyezetében megnévekedjen az
intracellularis C&'-koncentracié, vagyis az NMDA-receptorok aktivalsadakozvetetten
kivaltja a NO kepéadését. A NO szabad gyokokkel reakcidba I1épve negitivitasu hidroxi-
és peroxinitrit gyokoket képez, és a sejt vitdliszimrendszereit (Iégzési lanc) és
orokitbanyagat karositia (Moro és mtsai.,, 2004). Gorlash néunkatarsai hideg lézios

modellen a nNOS gatlasanak neuroprotektiv hatastdtték ki (Gorlach és mtsai., 2000).

3.1.2 Antiapoptotikus tergpias stratégiak

Az utobbi idben a neuroprotekcionak azon lehetséges modszengiltdk az
érdekbdés kozéppontjdba, melyek az infarktus kiterjedglsémasodlagos ndvekedésében
szerepet jatsz6 apoptodzist befolyasoljak (Lee &aimtl999). Jeleségiiket az adja, hogy az
apoptozis késleltetetten jelentkezik és igy az apopptotikus terapias ablak Stdrtama
hosszabb. Az apoptotikus kaszkad mind pontosablismegese a lehetséges antiapoptotikus
tamadaspontok azonositasaban is fontos szerepstikjatAz antiapoptotikus terapiak
alkalmazaséanal azonban szamolni kell olyan nemnkie®d kovetkezményekkel, mint a

sejtpusztulas nekrotikus formajanaktérbe kerilése.
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3.1.3 FesziltségfiighCa’*-csatorna antagonistak

A sejthalalhoz vezétegyik doné esemény a Ga nagymérték bearamlasa a sejtbe,
amely az intracellularis ionhomeosztazis felbor@ilasa membranpotencial valtozasat és
szamos enzim aktivalasat eredményezi. Mivel & @and az apoptosis, mind a nekrézis
eseménysoraban kulcsion, a’Gesatorna blokkolok mindkét eseménysor gatlasanrévé
kifejthetik neuroprotektiv hatasukat. A legrégebbemsgalt Ca™-antagonista szerrel, a
nimodipinnel kapott eredmények azonban nagyon teflenddsosak. Meghatarozott
korilmények kozott az a szer kedédrmtasat mutattak ki (The American Nimodipine Study
Group, 1992). Mas vizsgalatokban a szer alkalmazésabb sulyosbitotta a paciensek

allapotat, tobbek k6zott a vérnyomas csokkentég@ehed és mtsai., 2000).

3.1.4 Neurotrofinok

Az idegndvekedési faktor (NGF), agyi erddetdvekedési faktor (BDNF) hatasara
intracellularis  proteinkinazok aktivalédnak, melyekanszkripciés faktorokra hatva
neuroprotektiv antioxidans enzimek pl. SOD é8'®ats fehérjék képadését eredményezik.
A neurotrofinok protektiv hatasukat az apoptoziygdmatanak szabalyozasan keresztil is
kifejthetik (Saito és mtsai., 2005).

3.1.5 Neuroszteroidok

Az elmult évtizedekben egyre tébb, a szteroid haorokobioszintézisében szerepet
jatsz6 prekurzor vegyulétr (pl. pregnenolon (PREG), dehidroepiandroszterbEA)),
illetve metabolitjaikrél (allopregnenolon (THP))aktrahidrodeoxikortikoszteron (THDOC))
dertlt ki, hogy neuroaktiv tulajdonsagokkal reneelk. Ezek a vegyuletek az un.
neuroszteroidok, melyek az idegrendszerben koleshtd de novo szintetizalédnak a
neuronok, asztrocytdk és oligodendrocytak mitokiimdaban (Baulieu 1991; Baulieu és
Robel 1998; Mellon és Griffin 2002). A neurosztelak bioszintézisének €ldépése, hogy a
koleszterol a citokrom P450 koleszterol oldallaasito (P450scc) enzim kdzrékddésével
pregnenolonna alakul, ez a vegyllet képezi a toiduroszteroid & prekurzorat. A
pregnenolon dehidroepiandroszteronna alakulasatokr@am P450cl17-enzim katalizalja. A
pregnenolon és a dehidroepiandroszteron szulfaerédz formajaban is megtalalhatok az
idegszovetben. A dehidroepiandroszteron tesztasmiér alakulasa két lépésben torténik,

melyben a 1[-hidroxiszteroid dehidrogenaz (3-HSD) és B-hidroxiszteroid dehidrogenaz-
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izomeradz (B-HSD) enzimek jatszanak szerepet. A tesztosztersmtrdiliolla alakulasat
aromataz enzim Kkatalizélja. A pregnenolon egy mastkonalon progeszteronna, majd
allopregnenolonna alakulhat (Baulieu és Robel 1998)

Tobb mint két évtizede ismert, hogy a DHEA és aidlelepiandroszteron-szulfat
(DHEAS) is megtalalhaté a kdzponti idegrendszer@déajewska és mtsai., 1986; Baulieu és
Robel 1996; Compagnone és Mellon 1998; Zwain és X¥399). Sokaig tartotta magat az a
nézet, hogy a szteroidhormonokkal ellentétben, ehkelyntracellularis receptorokkal
kolcsbnhatva szabalyozzak a géntranszkripciot,uaosateroidok ledgibb tulajdonsaga, hogy
kulonbod membranhoz kotétt receptorokon keresztil szabadloel$sorban a GABA-erg
€s glutamaterg neurotranszmissziot a kdzponti etetpzerben (Majewska és mtsai., 1986;
Wu és mtsai.,, 1991; Debonnel és mtsai., 1996; Maués mtsai., 1999). A legfrissebb
kutatasok eredményei alapjan azonban a neuroshvéraitracellularis receptorokra hatva is
képesek szabalyozni az idegsejtekikodését (Leskiewicz és mtsai.,, 2006; Xilouri és
Papazafiri 2006). A neuroszteroid vegyulletek hagdranizmusa nagyon valtozatos, egyes
képvisebik, pl. THP a GABA\-receptor aktivalasan keresztil valtja ki az idggke
membranjanak hiperpolarizaciojat és igy csokkentiearonok ingerlékenységét (Majewska
€s mtsai., 1986; Belelli és mtsai., 1990; Kokatardsai., 1994). Emellett képes géatolni a
GABAA-receptor antagonistak (pl. pentiléntetrazol) akiafaltott rohamokat is (Kokate és
mtsai., 1994). Kimonides és munkatarsai bizonytgthogy a DHEA és DHEAS NMDA-
receptorokra hatva képes csokkenteni a sefkemhinosavak indukdlta excitotoxicitast
(Kimonides és mtsai., 1998). Hasonl6 eredményt ttakkaazok a vizsgalatok, melyekben a
DHEAS megveédte a hippocampus neuronjait a glutanthikalta neurotoxicitastol. A
DHEAS neuroprotektiv hatasat azzal a képességéagyanazzak, hogy képes megnévelni a
Nuclear factor-kappaB (NdB)- transzkripcios faktor aktivitast. Ezt a nézedkttamasztja az
a megfigyelés, hogy az KB DNS-hez valo kd@déesének gatlasa megszinteti a DHEAS
neuroprotektiv tulajdonsagat (Mao és Barger 1988Yitro kisérletekben a neuroszteroidok
hatasosnak bizonyultak az NMDA-indukalta nekrotikés apoptotikus sejtpusztulas
kivédésében (Lockhart és mtsai., 2002). Az apopbdri el§sorban a mitokondrialis
folyamatok gatlasa réven fejtik ki hatasukat, olyamddon, hogy megakadalyozzak a
citokrom-c felszabadulasat a mitokondriumokbol ¢@ili és Papazafiri 2006). A
neuroszteroidok apoptoézisra kifejtett gatlé hatéasegnyilvdnulhat a foszfatidilinozitol-3
kindz/Akt-atvonal aktivalasan keresztil is. A DHEAZen intracellularis mechanizmus révén
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képes gatolni kulonb&z proapoptotikus fehérjéket, pl. Bad, kaszpaz-Skisvicz és mtsai.,
2006). Az eredmények alapjan feltételedhéiogy a DHEAS hasznos lehet olyan neuroldgiai
betegségek kezelésében ahol a sejthalalésaisan az excitotoxicitas a felel Korabbi
kisérletek alapjan az is feldelbtt, hogy a DHEA mint potencialis szignalmoleksleerepet
jatszik a neocortex embrionalis fgjésében (Compagnone és Mellon 1998; Compagnone
2008) és kulonbdz neurotranszmitter-rendszerekkel kdlcsonhatuése]iti a neuronalis
Ujjdalakulast (Roberts és mtsai.,, 1987). A neumssimlok © prekurzor vegylletét, a
pregnenolonrol kimutattak, hogy képes a mikrotubtdaszocialt protein 2-es tipusahoz
(MAP2) kotdve fokozni a tubulin polimerizaciojat, vagyis szget jatszik a mikrotubulusok
képadésében és igy a neuronalis plaszticitasban (Pie3slaiess és Baulieu 2001). Szamos
kisérlet igazolta a neuroszteroidok pozitiv szeréf#nb6d idegrendszeri elvaltozdsokban,
pl. dementidban (Mayo és mtsai., 2001), stroke{Sayeed és mtsai., 2006), epilepsziaban
(Biagini és mtsai., 2010 ), skizofréniaban (Rao Kdsch 2003), gerincvét és agy
sérlléseiben (Compagnone 2008; Milman és mtsad8)2@letve Alzheimer- és Parkinson-
korban (Maurice 2002; D'Astous és mtsai., 2003).

3.1.6 Excitatorikus aminosav-antagonistak

A Glu kiemelked szerepet jatszik a neuronpusztulasban, amelynekanemusaban a
kalcium- és natriumion csatornak megnyilasa, a Né&liaita folyamatok serkentése dént
szerepet jatszik (Choi 1988; Meldrum és Garthwa@0; Benveniste 1991; Choi 1994).
Szamos akut és kronikus neurodegenerativ betegségiidek kozott stroke-ban (Castillo és
mtsai., 1997), traumas agyseérilésekben (Zaunertgai.m1996; Bullock és mtsai., 1998),
amyotrophias lateralsclerosis-ban (Shaw és mts395; Spreux-Varoquaux és mtsai., 2002)
a megnovekedett Glu szint felel az idegsejtek pusztulasaért. A Glu preszinaptikus
felszabadulasanak gatlasa’Naatorna blokkolokkal allatkisérletes modellbearnprotektiv
hatasu volt (Obrenovitch 1998). E szerek a penurdridetén gatoljak a Glu felszabadulaséat,
S igy visszaszoritjak a (post)excitotoxicitast.

Mivel az ionotrop Glu receptorok (NMDA-, AMPA-recepok) aktivitasat nagy
mértékben befolyasolja a megemelkedett Glu-szirek ea receptorok is terapids célpontok
lehetnek. Az NMDA-receptoron talalhaté glicin édigmin-kot locusok blokkolasaval lehet
moduldlni pl. a csatorna &apermeabilitasat (Stone 1993; Bordi és mtsai., 1997

Az elmult években végzett biokémiai vizsgalatokpgda UGjszeit elmélet szlletett arrdl,

hogyan lehetne kivédeni a Glu excitotoxikus hatd&atexcitotoxicitas kivedéseben kiemelt
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szerepet tulajdonitanak a neuronok axon terminaliéa a gliasejtek membranjan talalhato
Glu-transzportereknek, melyek képesek megkotni égefini az idegi rilkddés soran
felszabadulé glutamatot. Modésik eredményeképpen a megnovekedett Glu-szimiNl)
révid idé alatt visszaall a normal értekre (M) és igy az excitotoxicitas nem érvényesul
(Danbolt 2001). Glu-transzporterek jelenlétét &draz agyi erek endothelsejtjeiben is. Az
endothelidlis sejteken elhelyezkedNa'-fliggd Glu-transzporterek fikodése révén a Glu
képes atlépni a vér-agy gaton és ezaltal a véreététvmodon részt vehet a Glu extracellularis
koncentraciéjanak szabalyozasaban (O'Kane és mif89). Nem lehet figyelmen kivil
hagyni a vér-liquor gatat sem, melyben a choroekyé aktiv kivalasztassal tavolitjia el a
glutamatot a cerebrospinalis folyadékbdl a vérbegéb és mtsai., 1990). Valosisithet,
hogy az elbbi mechanizmusok szerepet jatszanak az agy Guxifikécidjaban, amikor az
agy interstitialis és cerebrospinalis folyadékal@mormalisan medgna Glu szintje. Az
agybdl vérbe tortéh Glu effluxnak azonban vannak korlatai, mivel a plézma Glu
koncentraciéja atlagosan 40-@M, ami sokszorosan meghaladja az agy cerebrospjnali
illetve interstitialis folyadékanak 1-1AM-os koncentraciojat. Ez a koncentracidkilonbség
nem kedvez a Glu agybdl vérbe todéramlasahoz. Az idegrendszeri karosodasokatdkisér
magas extracellularis Glu koncentracié azonban leldetivé teszi, hogy az endothelialis
sejtek transzportereik segitségével felvegyék bmlfaozzak a glutamatot. Ha a sejtekben a
Glu koncentracioja meghaladja a vérplazmaban ti@lkoncentraciot, a Glu az endothelialis
sejtek luminalis membranjan keresztil facilitatianszporttal a vérbe szallitodik (O'Kane és
mtsai., 1999). Gottlieb és munkatéarsai tesztelikaahipotézist, hogy fokozhaté-e az agybdl
vérbe tortéd Glu efflux, ha megnoévelik az agy interstitialis ésrebrospinalis folyadéka,
valamint a vérplazma kozétt a Glu koncentraciojakalonbségét, uagy hogy csokkentik a
két vérben talalhaté enzimet haszndltak fel: aaghdt-piruvat-transzaminazt (GPT) és a
glutamat-oxalacetat-transzaminazt (GOT), amelyetla ko-szubsztratjainak jelenlétében
(piruvéat és oxélacetat) a glutamatota-Xxetoglutarattda és aszpartatta alakitjak. A Glu

atalakuladsa 2-ketoglutaratta és aszpartatta kétiranya folyar®aélpra).
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3. &bra A glutamatszint csokkentésének lehésége oxalecetsav adas hatasara. GOT: glutamat-oxéddat-
transzaminaz, GD: glutamat-dekarboxilaz

Ha az oxalacetatot (OxAc), illetve pyruvatot (Pyidgy koncentracidban, feleslegben
alkalmazzuk, akkor a folyamat eltolhaté an-Xetoglutarat és aszpartat keletkezés iranyaba,
ami a Glu-szint csokkenésével jar egyutt. A radibvak jelolt glutamattal végzett kisérletek
bizonyitottak, hogy az intravénasan keringésbdqtit®yr vagy OxAc lecsdkkenti a vér Glu
szintjét és ennek eredményeképpéram agybdl a vérbe tortérGlu efflux hatékonysaga és
sebessége (Gottlieb és mtsai., 2003). Mindezekaalagrra lehet kbvetkeztetni, hogy az agy
extracellularis Glu tartalma a vér Glu szintjenéteztatasaval részben kontrollalhato. A Pyr
pozitiv hatasait mar bizonyitottak ischaemiabane(L2001) és vérvesztést kdvefokkos
allapotban (Mongan és mtsai., 1999). A Pyr képpanata vér-agy gaton, meggatolja a Glu
felszabadulasat és a neocortexben stabilizaljjmem@ felhasznalast. Kisérletek ramutattak,
hogy mind a Pyr, mind az OxAc protektiv hatasu rds zart fejsérilések esetén a Glu
okozta excitotoxicitas kivédéseben (Zlotnik és mts2008; Zlotnik és mtsai., 2009). Az
OxAc tovabbi ebnye, hogy a kivaltott hatas 6nkorlatozo. A ver @&ralmanak csokkentése
révén B az agybol vérbe torténGlu efflux sebessége, ezzel parhuzamosan lassabyz
felesleges extracellularis Glu tartalmanak csokésmt A kezelés utan pedig a vér és az agy
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Glu koncentracio értékei is képesek visszaallnoamalis, fiziologias értékre. A vér eredeti
Glu koncentracidjanak helyreallitasat a glutaméaagblmazé szervek-mint a maj és izomzat-
Glu kiaramlassal biztositjak (Hediger és Welbout@89). A cerebrospinalis és interstitialis
folyadék normalis koncentraciojanak értékei pediy €éokozott, neuronokbol és gliakbdl
tortérd Glu szivargassal allhatnak helyre. Az OxAc tehgy képes eltavolitani a felesleges
extracellularis glutamatot az agybdl, hogy az nikksenjen jelerisen az eredeti értékek ala
(Biegon és mtsai., 2004; Vesce és mtsai., 2007).

Gladstone és munkatarsai foglaltdak 6ssze az eléwlizedekben végzett vizsgalatok
eredmeényeit, melyekben potencialis neuroprotektireket teszteltek (Gladstone és mtsai.,
2002). Az eredményeket O0sszegezve ugy talaltaky lognindeddig kiprébalasra kerilt
szerek kozul az intravénasan adott szoveti plazgénektivator bizonyult egyeduliként
hatasosnak, amennyiben azéelsarom éraban kerult alkalmazasra (Clark €s mt4809;
Katzan és mtsai., 2000).

A neuroprotekcidéra iranyuld kutatasokban sok nebgeis okoz, hogy az idegsejtek
megmentését kozvetlenll célzé terdpias stratégigkeklinikai vizsgalatokban hatdsosnak
bizonyulnak, de a human kiprobalas soran nem %aligha hozzajukiizott reményeket. A
klinikai tesztelések kudarcainak nagyon sokféle lekat. Alapvei problémat jelenthet, hogy
az éllatmodellek nem tekintliét teljesen megfelél eszkbznek a huméan szervezetben
megfigyelheb folyamatok megismeréséhez (Small és Buchan 2@¥)a nézetet tamasztjak
ala a kutatocsoportunk altal végzett elektrofiziidd kisérletek is, melyek felhivtak a
figyelmet arra, hogy a kisérleti allatként haszr@ditenyésztett patkany torzs (Wistar) két
vonala (Charles River és Harlan) sem hasonlithasze ugyanabban a kisérleti felallasban
(Marosi és mtsai., 2006). Problémat jelenthet mé&ésérletes allatmodellek esetében, hogy a
kulonbo® jelenségek vizsgalata stabil korilmények kozottéetik (altatas, kontrollalt
homeérséklet, vernyomas stb.). Ezzel ellentétbenraldi vizsgalatok soran a betegpopulacié
nagyon heterogén. Tovabbi hibaforras lehet, hogglkisérletekben a kezelés mércéje a
karosodott agyallomany térfogatanak valtozasa, najkor a klinikai vizsgalatok a
neurologiai tiinetek és funkciok alapjan értékelndkz allatkisérletek magasabb kérgi
funkciok, akar az intellektus vizsgalatara sem &dnadot.

Tekintve hogy az idegrendszeri karosodasok okozéanények tdbb vonalon folynak,
valosziritlennek latszik, hogy egyetlen vegyilet alkalmazéligsje a kivant neuroprotektiv
hatdst. Ezért jogos a feltételezés, hogy bizonydgyszerkombinaciok alkalmazasa hatés-
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szinergizmushoz vezethet. Kilondsen igéretes lehet,stroke esetében thrombolyticus
szereket egyéb neuroprotektiv szerekkel kombinalnékelve ezzel a terapias ablakot és
csokkentve a reperfuzios karosodast. Terdpids maetjkéseket jelenthetnek még az agyi
plaszticitds fokozasaban rjlehetségek kihasznalasa (Johansson és Grabowski 1994), a
neurotrofinok és egyéb novekedési faktorok celetrél juttatasa, valamint agssejtek és

génterapiak alkalmazasa (Grabowski és mtsai., 1994)
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4. CELKIT UZESEK

4.1 Trauma modell

4.1.1 Evans Blue és TTC festés alkalmazasa hidegkmodellen

Kisérleteinkben a hideg lézio altal kivaltott sztbvelvaltozasokat tanulmanyoztuk
patkanyok agykérgen.

1) Elsbdleges célkiizéslink az volt, hogy adaptaljunk egy olyan szodmett@ddszert,
mely alkalmas a lézi6, valamint a penumbra kitegshek rovid id alatt tortéd

meghatarozasara és a karosodott sejtek azonoaitasar

4.1.2 DHEAS - és utdkezelés hatdsanak vizsgalata

Fokalis kérgi hideg lézios modellen tanulmanyozalkDHEAS eb- és utdkezelés
hatasat, mely vegyilet mas modellekben neuropiistéldtasiunak bizonyult. Kisérleteinkkel
azt vizsgaltuk, hogy a DHEAS &l vagy utdkezelés form4jaban hatékony-e a traurtz al
kivaltott szoveti pusztulas kivédésében. Ugyanehddaisérleti felallasban vizsgaltuk az E
elé- és utokezelés hatasat, valamint azt, hogy aziefieomely egy aromataz inhibitor- milyen
modon befolyasolja a DHEAS hatasat.

2) Kovetked célkitizésiink annak vizsgalata volt, hogy a fokalis kdrigieg [€zi6s
modellt alkalmazva, az altalunk vizsgalt szteroidekdelkeznek-e neuroprotektiv hatassal.

4.2 Stroke modell

4.2.1 Glutamat scavenger oxalecetsav neuroproteRttasanak viszgalata

3) Kisérletsorozatunkban mesterségesen létrehtpoitbozissal idéztiink &lszoveti
karosodast patkanyok agykérgéen. Azt vizsgaltuk,yhag oxalecetsav, mint potencialis
neuroprotektiv anyag milyen médon befolyasolja zidlékiterjedését és a degeneralodott

neuronok szamat.
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1 Trauma modell

Kisérleteinkben 300-350 gramm tondednim Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=41).
Az altatdshoz ketamin (Ketanest 10 mg/100g; Parkeid) Berlin, Germany) és xylazin
(Rompun 0,8 mg/100g; Bayer, Leverkursen, Germangyekékét hasznaltuk, melyet
intraperitonealisan (i.p) adtunk be. A kisérleteleje alatt tovabbi, kiegéséitdozisokat
adtunk (2 mg/100 g ketamin, illetve 0,16 mg/100yigxin) a megfeld szinii anesthesia
fenntartasdhoz. Az altatast kodem sztereotaxias készilékben (David Kopf Instrusyent
Tujunga, CA, USA) rogzitettik az allatok fejét ésbal oldali motoros kéreg felett -a
bregmatal rostralisan és laterdlisan 1,5 mm-repRgacsontot kifurtuk és feltartuk az agyat.
A dura matert érintetlentll hagytuk.

Az allatok egyik csoportjanal (n=28) az @léeges motoros kérgen idéztink élideg
lézi6t réz termdOd segitségével. A specidlisan ehdddsérletsorozathoz készitett, 2 mm
atménji, réz termddot -7&-ra Hitottiik aceton és szarazjég keverékével (Gorlaantéai.,
2000; Hortobagyi és mtsai., 2000). A ledit termddot 30 masodpercig érintettik az agyhoz.
A miitét alatt az allatok tesfimérsékletét 37 + 0%&-on tartottuk egy infralampa segitségével.

Kontroll csoportként Un. altiott allatokat hasznaltunk (n=13). Ezeket a patkéayis
hasonlé beavatkozas ald vetettik, azzal a kilogeségogy szobamérséklei termodot
érintettlink a feltart agykéreghez. Aitétet koveben, az allatok agyaban kialakult |€zids
terlletet tobbféle festési eljarassal tettiik lathat A kisérletek soran az allatok gondozasat és
laboratériumi felhaszndlasat az EU szabvanyaivadzlisngban és az SZTE Etikai
Bizottsdganak jovahagyasaval végeztik.

5.1.1 TTC festés

A TTC (2,3,5-trifeniltetrazolium Kklorid) festés &l&nosan hasznalt modszer az
idegrendszeri sejtelhalds és neuroprotektiv vetgkilbatékonysaganak gyors és egyszer
kimutatasara. A modszer alapja egy biokémiai folggrmely szerint a TTC-oldat a sz6éveten
belll hidrogént vesz fel a dehidrogenazoktol églazejten belll vizben oldhatatlan, voros
sziri trifenil-formazanné alakul. Az elhalt sejtek a T-blglatot nem redukaljak, igy a vorosre
szineddott €b és a szintelen, elhalt terlletek jol elkulonidhétvalnak.

A hideg lézio kialakitasat kouetn, negy oras tulélésiddel hat allatot dekapitaltunk,

majd agyukat eltavolitottuk a koponyabdl. A karastbdtertlet®l 0,4 mm vastagsagu,
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koronalis metszeteket készitettiink vibratommal (@@den Instruments, Sileby, UK). Az
agyszeleteket 1 %-os TTC-oldatba (Sigma, Munichin@@ay) helyeztik, melyhez a TTC-t
mesterségesenddlllitott cerebrospinalis folyadékban (130 mmol/INa3,5 mmol/l KCI, 1
mmol/l NaHPO;, 24 mmol/l NaHCQ, 1 mmol/l CaCJ, 3 mmol/l MgSQ, 10 mmol/l (+) D-
glikoz) oldottuk fel. Miutdn a reakcio lezajlott 26 perc), a szeleteket 4 %-0s
paraformaldehid oldatban egy éjszakan at fixalAkalmiitott allatok kdzil négynél szintén
TTC festét alkalmaztunk. A megfestett szeletektdig képét scanner-rel rogzitettik ( Hp
Scanjet 2400).

TTC EB Fiz. s6 2
Almiitott 4 6 3 13
Hideg lézid 6 13 9 28
Ossz 41

1. tAblazat: Az allatok szamanak megoszlasa a kiilbizé kisérleti csoportokban

5.1.2 Evans Blue festés

Az Evans Blue (EB) festést gyakran hasznaljak aaggrgat karosodasainak nyomon
kovetésére. A keringésbe juttatott EB a szérumraibhioz kéédik és ott, ahol a vér-agy gat
megsérul, az albuminhoz kotott festék atjut az sgvetébe, amit a sérilt sejtek felvesznek
(Wolman és mtsai., 1981). Fluoreszcens mikroszKdppatség nyilik az érintett tertlet és a
sérult sejtek vizsgalatéara.

A hideg lézion atesett allatok kodzll tovabbi tiz&rdm patkdnyndl alkalmaztunk EB
jelolést. A 2 %-os EB-oldatot (Sigma, St. Louis, M&x allatok farokvéndjaba injektaltuk
(0,2 ml). Az EB beadasa a hideg lézio kialakitdshatetbhen harom és fél éraval tortént.
Ezutan fél ora elteltével az allatokat transcaishdl perfundaltuk. Az agyakat a koponyabol
eltavolitottuk és egy éjszakan &t utéfixaltuk. AB Bital jelolt tertletbl 50 um vastagsagu,
koronalis metszeteket készitettlink vibratommal. étsneteket fluoreszcens mikroszképpal
(BX51, Olympus, Tokyo, Japan, Olympus DP-7dtt fluoreszcens szines kameraval), 530-
550 nm gerjesztési, illetve 590 nm emisszids htldsszal vizsgaltuk

Az almitott allatok kozul hatnal szintén EB jeldlést atkalztunk (1. tablazat).
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Ennél a festési eljarasnal kulon kontroll csopartkélyan allatokat hasznaltunk, melyek az
EB festék helyett, ugyanolyan mennyiédigioldgids séoldatot kaptak. A csoportbdl kilenc
allat szintén hideg lézidén esett &t, mig haromtadllaz alniitétt csoporthoz hasonldéan
kezeltink. Ennek a csoportnak a segitségével \imkgdaz agy szbvetének

autofluoreszcencigjat, azéebekkel megegyezgerjesztési és emisszidés paraméterek mellett.

5.1.3 NeuN festés

Trauma modelliink kisérleti adaptalasanal szikségess olyan szdvettani modszerek
alkalmazasa, mellyel bizonyitani tudtuk azoknalkepgegnek a jelenlétét, melyek a lézibban
érintett terlleten taladlhatok, de karosodasuk mégzafordithatd. A NeuN- és Fluoro Jade
festés egyuttes alkalmazasaval egy metszeten laghdtova tudtuk tenni ezen sejtek térbeli
eloszlasat.

A NeuN (Neuronal Nuclei) olyan idegsejt specifikisgjtmag protein, melynek
immunhisztokémiai detektalasa kivalé neuron marketkszolgal a kézponti- é€s periférias
idegrendszerben egyarant (Mullen és mtsai., 1982)NeuN festés alkalmasnak bizonyult
korabbi kisérletekben ischaemia okozta sejtpusztoy@mon kdvetésére (Schmidt-Kastner és
Olson 1995; Domorakova és mtsai., 2006).

A kisérleti allatokat (n=8) a négy oras tulélésvdien transcardialisan perfundaltuk,
agyukat a koponyacsontbdl eltavolitva utéfixaltuk.lézids tertletbl 36 um vastagsagu
szeleteket metszettliink fagyaszté microtommal (Fnigfml Model 1206, Reichert-Jung,
NuBloch, Germany)melyeket 3x10 percig TBS (Tris-Buffered Saline: 81TRIS-HCI (pH
7,4); 0,15 M NaCl) és 0,4 %-0os TRITON-X 100 keverédd mostunk. Az aspecifikus
kotohelyeket 1 %-0s NGS-szel (normal goat serum) bltikkoegy 6ran at. A blokkolo
szérum eltavolitdsa utan a metszeteket primereatteél inkubaltuk egy €jszakan at (Mouse
Anti-NeuN; Chemicon International; higitas 1:200@asnap a szeleteket 3x10 percig mostuk
TBS és 0,4 % TRITON keverékével. Ezt kdet a szeleteket szekunder antitesttel
inkubaltuk 3 6ran at (CY 3-conjugated Donkey Anti-Mouse IgG; Jackson Imniesearch
Lab. Inc.; higitas 1:1000). A szeleteket ismét 3pgécig mostuk, majd targylemezre huztuk
fel. A metszeteket fluoreszcens mikroszképon 530-BBn gerjesztési és 590 nm emisszios
hulldmhosszal vizsgaltuk.

Ezzel a kisérlettel célunk az volt, hogy ugyanamwetszeten lathatova tudjuk tenni a
meég éb és a mar karosodott idegsejteket, ezért a mekssetgadasa utan, masnap Fluoro-

Jade B festést alkalmaztunk.
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5.1.4 Fluoro-Jade B festés

A Fluoro-Jade B® (FJB) egy anionos fluorochrom, ynetelektiven képes festeni a
degenerativ neuronokat. dglye, hogy egyszér és érzékeny modszer, mely mas
immunhisztokémiai és fluoreszcens eljarasokkal koalbat6é (Schmued és mtsai., 1997).

A targylemezre felhtzott metszeteketéelépésben leszallé alkoholsoron vittik at: 96
%-0s alkoholban 3 percig, 70 %-o0s alkoholban 2 igedesztillalt vizben 1 percig hagytuk
allni a szeleteket. Ezt kovien 0,06 %-0os KMn@oldatba helyeztiik a metszeteket 15 percre.
Desztillalt vizben ledblitettiik a targylemezeketajdan 0,001 %-os Fluoro-Jade B oldatba
(Chemicon, Millipore Ltd., Hungary) helyeztik 30rpee. A FJB oldatot mindig frissen, a
festés megkezdése 6l készitettiik el FIB tdrzsoldatbdl. A tdrzsoldattdlen tarolva
legaldbb két honapig felhasznalhaté. A 0,01 %-osstildatbdl 10 mi-t adtunk 90 ml 0,1 %-
0s ecetsavhoz. A festési procedurat desztilldlesyimosassal fejeztik be (3x1 perc). A
metszeteket egy napig sotétben szaritottuk, majégnaph Fluoromount®-tal (SERVA,
Germany) lefedtiik és fluoreszcens mikroszképon 49@-nm gerjesztési, illetve 520 nm
emisszios hullamhosszal vizsgéltuk. A mikroszkoldigdsoran ugyanarrél a metsadétr
készitettiink felvételeket, @z6r a NeuN-festésnek megfélegerjesztési és kibocsatasi
paraméterekkel, majd pedig a FJB-festésnek megfdiehllitasokkal. Az igy elkészitett

felvételeket szamitdgép segitségével egymasra rootuk.

5.1.5 DHEAS és E kezelés

Kisérletsorozatunkban a hideg lézi6 indukalta stiow&@rosodas kiterjedésének
valtozasat tanulmanyoztuk DHEAS kezelés hatasaiatalF 50-55 gramm tomég him
Wistar patkanyokat hasznaltunk, a hideg 1ézi6 kasflnak kisérleti korulményei az
el6zéekkel megegyeek voltak. Hat csoportot vizsgaltunk:

1) Az ebkezelt csoport allatai (n=11) a beavatkozéast néegetapon és a hideg l€zio

kivaltasa ebtt egy oraval kaptak DHEAS kezelést (50 mg/kg; &teds, Newport,
RI) subcutan injekcié formajaban

2) A DHEAS utokezelt csoport (n=14) a szteroidoyargabban a koncentraciéban

kapta, kozvetlenul a 1ézi6 kivaltasat k&he.

3) A kontroll csoport (n=6) desztillalt vizet kapatigyanazon a madon.

4) Kisérletiinkben megvizsgaltuk a letrozole hatasanely egy nem-szteroid

aromataz inhibitor. Ez a csoport (n=5) a DHEAS-at elbz6ekben targyalt
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elékezelt csoporthoz hasonlé médon kapta, a letroz¢lemg/kg paraffinolajban
oldva) pedig egy 6raval a szteroid kezelést niageh.

5) Az 1B-6sztradiol (E)-elokezelt csoport allatai (35 mg/kg szezamolajban ajldv
Sigma, Munich, Germany) a szteroidot a DHEAS-kesms€ megegyéz mdédon
kaptak (n=7).

6) E>-utdkezelt csoport (n=8) kezelése ugyanolyan mddotént, mint a DHEAS-
utdkezelt csoportndl.

A 1ézi6 kivaltasa utan egy oraval a kisérleti alkatt dekapitaltuk. A karosodott régio
teljes terjedelméll 0,4 mme-es, koronalis szeleteket metszettiink vdonanal. A sérilést 1
%-0s TTC-oldattal tettiik lathatova, melyhez a TTi@dsterségesenddllitott cerebrospinalis
folyadékban oldottuk fel. A festett szeletékscanner segitségével (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA; 1200 dpi felbontassal) készitettiink didjg felvételeket. Minden szeleten az
érintett tertiletet Adobe Photoshop programmal (@ar8.0; San Jose, CA.) lemértik. A
kapott terlleteket dsszeadva, majd megszorozva etetek vastagsdgaval meg tudtuk

hatarozni a sérilés teljes térfogatat kobmillintster

5.1.6 Statisztikai analizis

Az adatok tovabbi statisztikai elemzését Origin rgian 7.0; OriginLab Corp.,
Northampton, MA) és SPSS12 (Chicago, IL) szoftyemdgeztik. A mért paramétereket
atlag + S.E.M.-mel adtuk meg. A csoportok Osszehiftssanal one-way ANOVA-t
hasznaltunk post hoc Bonferroni teszttel. A kil@geket * p<0,05, ** p<0,01 és ***

p<0,001 esetén tekintettik szignifikAnsnak.
5.2 Stroke modell

A stroke modellezésének egyik elterjedt modja akiémia uton dlidézett trombozis,
az un. fototrombotikus 1€zi6. A modszebmye, hogy segitségével jol reprodukalhatd médon
lehet ebidézni ischaemiat az agykéregben. Ennél a mdddzenyefotoszenzitiv festéket,
Rose Bengalt juttatnak a keringésbe intravénasarfiesték fény hatasara a vérlemezkék
aggregaciogjat, thrombus kialakulasat idési @Vatson és mtsai., 1985).

A kisérleteinkben 300-350 gramm k6zotti him Wigtatkanyokat hasznaltunk (n=18).
Az altatds a korabbiakhoz hasonldéan, ketamin éspuomkeverékével tortént. Altatast
koveen a kisérleti allatok fejét sztereotaxias készidekrogzitettilk, majd a fejtet| a bort
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eltavolitottuk, a koponyacsontot gondosan megtamik. Az el$dleges szomatoszenzoros
kéreg folé hideg férny 5 mm atmé&iji szaloptikat helyeztink (Fibrolux 150H), mely
kozvetlenll a letisztitott koponyacsonttal érineez Az allatok farokvéngjaba injektaltuk a
Rose Bengalt (30 mg/ml, 1 ml/testsuly kg; Sigmasll, Munich, Germany), majd ezt
kéveten 20 percig megvilagitottuk az agykérget a koposgaton at.

A kisérletben résztvévallatok egyik csoportja a megvilagitast ket oxalecetsavas
(OxACc) kezelést kapott (n=6). Az oxélecetsavat (bg100g, 5Qumol/perc, 0,2 M-os foszfat
pufferben oldva; Sigma-Aldrich, Munich, Germangzintén a farokvénan keresztil adtuk be,
30 perc alatt.

Mind a kontroll, mind az OxAc-kezelt csoportot négyas tulélést kdvéen
transcardialisan perfundaltuk. A koponyabdl eltéoti agyakat egy éjszakan at 4 %-os
paraformaldehid oldattal utofixaltuk. A léziobaningett tertlet teljes egész&b36 um
vastagsagu szeleteket metszettiink microtommal. ralzé&odas kovetkeztében karosodott
terllet kiterjedését és a degeneralddott neurorfdkatro-Jade B festéssel tettlik lathatova. A
FJB festés kivitelezése a trauma modell esetébanisnertetett mdédon tortént. Minden
megfestett szeldil fluoreszcens mikroszképpal felvételeket készitetf egyenként lemértik
a lézio teljes tertletét, majd a szeletek vastagsdlgismeretében pontosan meghataroztuk a
lézi6 kiterjedését mrrben. Nagyobb nagyitas mellett a FIB-pozitiv sejekmat hataroztuk
meg teriletegységre vonatkoztatva.

Vegyszerek

A vegyszereket, amelyeknél kilon nem tlntettlk del eredetet, a Sigma-Aldrich
Hungary Kft. biztositotta.

5.2.1 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist SPSS for Windows versiord %zoftverrel végeztik. A
parameétereket atlag + S.D.-vel adtuk meg. A koh&slkezelt csoport atlagértékeit paratlan t-
teszttel hasonlitottuk 6ssze. A kilonbségeket *,@s@setén tekintettik szignifikansnak. A
kisérletek kiindulasi és végsillatszamat szazalékban adtuk meg. A kiinduldstsdamot

100%-nak tekintettiik és ehhez viszonyitva hatakoatag a végsallatszamot.
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6. EREDMENYEK

6.1 Trauma modell

6.1.1 Evans Blue- és TTC-festés

Kisérleteink kezdeti szakaszaban, a hideg lézialtégat koveien kilonboa talélési
idejii (O, 4, 8 és 12 Ora) csoportokat vizsgaltunk. Akétek tovabbi tervezése szempontjabdl
allatoknal, melyeknél a hideg lézi6 kivaltdsat kidea nyolc, illetve tizenkét orat éltek tul, a
kérgi allomanyban az érintett terlletek kiszakadtBkeknél az agyszeleteknél technikai
okokbdl nem volt mod a karosodott kérgi régié m#akopos vizsgalatara. A vizsgalatainkat

tehat négy oras tulélésidgdel folytattuk (4. abra).

A

4. abra: Reprezentativ mikroszképos felvételek hidg [€zion atesett, Evans Blue-jeldlt allatok agyabol

,,,,,,,,,,,,

talélési idé.



Tobbféle festési mddszert alkalmaztunk a hidegolezatesett allatok agykérgében
kialakuld elvaltozasok szdvettani kimutataséra.

Az almitott allatok agyabol készitett metszetek egyikén srutatkozott sértlésre utald
jel sem a TTC-festés, sem az EB-festés soran. Hasondon nem volt megfigyelhet
jelolédés a fiziologias séoldattal kezelt ditdtt allatoknal.

A hideg hatasédnak kitett agyakbdl szarmazé metszeta TTC-festés jellegzetes képet
mutat. Az érintetlen, ép agyszovet vorosre daigt mig a hideg altal elhalt tertlet fehér
marad. A két terlletet egy keskeny, atmeneti (I€zsa sav valasztja el egymastdl (5. abra

A). A nem fesbdo terllet kiterjedése egysfiemodon mérhét

EB-pozitiv sejtek detektalasa

Evans Blue festéssel vizualizalni tudtuk azokagréaleteket az agykéregben, ahol a vér-
agy gat megsérilt a trauma kovetkeztében és azanaiboz kotott EB kilépett az agy
szovetébe. Az agyakon mar makroszkopikusan is {dletheté ez a folyamat, az EB
jellegzetes kék szine miatt. Fluoreszcens mikrgsgéibkészitett felvételeken az EB vordosen
fluoreszkal az érintett régidban. A karosodott letrimag régidjaban az EB fluoreszkalasa
viszonylag homogén, dsszefiggteriletként jelenik meg. A mag régiotdl tavolodegyre
jobban elkulonithéivé valnak a fluoreszkalo, EB-jefiilott sejtek (5. abra B).

Nagyobb nagyitasnal a penumbra régioban talalhBt@dzitiv sejteken jol lathatéva
valik a sejttest és a ldd¢ ered apikalis és bazalis dendritek (6. abra). Az EBHpozsejtek
konnyen szadmolhatbéak és aranylag egyszerddon meghatarozhaté a terlletegységre

vonatkoztatott szamuk.
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5. 4bra: Hideg lézi6 patkdnyagy elédleges motoros kérgén. A: TTC-festéssel vizualizdEzios teriilet. Az
elsidlegesen karosodott kérgi teriilet fehér szinnel jehik meg, mely jol lathatéan elkilonil az ép, voras
festidé teriiletektdl. B: Evans Blue beadasa utan az didlegesen karosodott kérgi teriilet (mag régio) és a
korilotte levé Un. penumbra régié (szaggatott vonallal jelélve)A penumbra régidban vords pontokként
jelennek meg a sérult sejtek. Kalibracio: (A) 100@m; (B) 200 um.

6. dbra: Evans Blue-jeldlt sejtek a penumbra régiéhn nagyobb nagyitasnal (400x-os nagyitas). Megfdiel
nagyitas mellett a sejteken elkilonithdik az apikalis (vékony nyil) és bazalis (vastag nyildendritek.
Kalibracio: 50 pm.
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Az agyszovet autofluoreszcenciaja

Az EB-festés alkalmazasanal nem hagyhatjuk figyalkigtl a szoveti komponensek
autofluoreszcencigjat, mely hozzaadddik a kisénkben detektalhaté fluoreszcencidhoz.
Ennek kivédésére kontroll sorozatot készitettimjarl allatokkal, melyek a hideg lézi6
kivaltasat koveten fizioldgias sooldatot kaptak. Ezen csoport aikail szarmazd metszeteket
ugyanolyan gerjesztési és emisszids paraméterdktmagzsgaltuk. Mind a EB-jel6lt, mind a
fiziologias sooldattal kezelt csoport esetében #éhdluoreszcencia kontrolljat a szeletek
lézibban nem érintett, kontralateralis féltekéjéniadpe jelentette. Kulon mikroszképos
felvételeket készitettiink az EB-kezelt és fizio&sgsooldattal kezelt allatok Iézidban érintett
és érintetlen agyféltekéjdr Az ép oldal szdveti autofluorszcencigjat kivdnta lézionalt
oldal fluoreszcenciajabdl. A fizioldgias séoldattalzelt csoport esetében a kivonast kéeet
nem volt elkllonithét fluoreszcens jeléddés a szeletekben. Ezzel szemben az EB-kezelt
allatokbdl készilt metszeteken a kivonast kéeetis megfigyelhéek voltak jel6bdott

neuronok (7. abra).
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7. &bra: Evans Blue-jeldlt szovetek fluoreszcenciapak korrekcidja, az autofluoreszcencia figyelembe
vételével. EB beadaséat kbvéen vords szinnel jelenik meg a 1ézids terilet (B)rizioldgias sooldattal kezelt
allatoknal szintén detektalni tudtuk az agy szovetgek fluoreszcenciajat (A). Mindkét csoport esetébea
Iézibban nem érintett oldal jelentette a hattér floreszcencia kontrolljat, melyet kivontunk a léziésldalrol
készitett képlibl. A kivonast kovetsen a fiz. sdoldattal kezelt allatoknal lényegébenem lehetett jel6bdést
elkiléniteni (C), 6sszehasonlitva az EB-kezelt csoqtal, ahol tovabbra is negfigyelhetk voltak az EB-
jelolt sejtek a penumbra régidban (D). Kalibracio: (A, B) 20Qum; (C,D) 50um.

6.1.2 NeuN és Fluoro-Jade B k@t festés

A hideg lézidnak kitett allatok egyik csoportjaraét vizsgaltuk, hogy a sériilt, de még
€lé és a mar visszafordithatatlanul karosodott sejigyen mdédon oszlanak el a trauma altal
érintett tertleten. Ugyanarrol a metsaekeészitett mikroszkopos felvételeknél jol lathao
degeneralddott neuronokat j@lIEJB-pozitiv sejtek és azéINeuN-pozitiv sejtek eloszlasa. A
FJB-pozitiv sejtek a lézids terllet mag régidjdbagy szamban vannak jelen, a penumbra

régio felé haladva denzitasuk egyre csokken. Ealihtétes a NeuN-pozitiv sejtek eloszlasa.
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Megfigyelhet hogy a léziot koveét negyedik éraban még vannak éejtek a mag régioban is

és szamuk a penumbra régidja felé haladva fokcaatds(8. abra).

8. abra: Elé és degeneralodott neuronok megoszlasa a léziobarntett kérgi teriileten. Az élé sejteket
jelélé NeuN-pozitiv sejtek a penumbra régidban detektalh@k nagy szadmba, szamuk a mag régio felé
haladva cstkken (A). A Fluoro-Jade B-pozitiv sejteleloszlasa az ékéekkel ellentétes: denzitdsuk a mag
régio felé haladva 6 (B). A két festési eljarast egy képen egyesitveysgerre figyelhettk meg az éb és
degeneralddott neuronok (C). Vékony nyil: mag régigvastag nyil: penumbra régi6. Kalibracio: (A, B, Q
200 um.

6.1.3 DHEAS- és Ekezelés hatasa

A hideg léziéban érintett terllet nagysagat hatpmiiozy mdédon kezelt csoportban
vizsgaltuk. A TTC-festés soran fehéren maradt &telidet mértik le, majd csoportonként
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meghataroztuk a sértlt régié térfogatat (9. al&a&ontroll csoport esetében bizonyult a [€zid
kiterjedése a legnagyobbnak (10,173+1,993*mm DHEAS kezelés mind &l (5,324+0,869
mm®), mind utokezelt (3,760+0,362 nimformaban csokkentette a karosodas mértékét. A
valtozas mar az ékezelésnél szignifikans meérigkvolt, azonban az utOkezelés még
hatékonyabbnak bizonyult a sérilés kiterjedéserséikkentésében. A DHEAS dilezelés
hatasat a letrozole kezelés mdggette (8,436+1,532 mij a letrozole és a DHEAS egyiittes
adasara a lézi6 kiterjedése majdnem elérte a Kbosaportnal mérhétnagysagot.

Az E,-kezelésnek hasonldé hatasa volt a |€zio kiterjgeesékar a lézid kivaltasadad
(3,814+0,797 mr), akar utana kaptak (3,872+1,166 fwrmindkét esetben szignifikdnsan

csokkentette a 1ézio kiterjedését (10. abra).

9. abra: Lézibs terllet vizualizalasa TTC-festésselA karosodott régid teljes terjedelmélsl készitett
szeletekibl scannelt felvételek, kontroll (A) n=6, DHEAS-ebkezelt (B) n=11, letrozole+ DHEAS-dlkezelt
(C) n=5, DHEAS-utokezelt (D) n=14 allatoknal. Kalilkacio: 5 mm.
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A 1ézi6 kiterjedése (mm")

Kontroll DHEAS L+DHEAS DHEAS E2 E2
elokezelt elokezelt utékezelt  .lskezelt utokezelt

10. abra: Osszefoglald diagram a |ézi6 kiterjedésék valtozasarol a DHEAS- és E els-, valamint
utdkezelést kapott csoportok esetében. A karosoddttriletek kiterjedéseinek atlagait hataroztuk megés
hasonlitottuk 6ssze. A DHEAS és E kezelés mind dl-, mind utOkezelés formajdban egyarant
szignifikansan csokkentette a lézio térfogatat a kudroll csoporthoz képest. Abban az esetben, amikoa
DHEAS kezelést letrozole beadéasa ddte meg a [ézi6 kiterjedése nem mutatott szignifikés eltérést a
kontroll csoporthoz viszonyitva. Szignifikans kuléimség mutatkozott azonban a letrozole+DHEAS-
elékezelt csoport valamint a DHEAS utdkezelt és DHEA®I6kezelt csoport atlagai kdzott. Az atlagokat
atlag + S.E.M-ben adtuk meg. *, P < 0,05, **, P 9,01, ***, P < 0,001 (ANOVA). L: letrozole. Kontroll
csoport, n=6; DHEAS ebkezelt csoport, n=1; L+DHEAS csoport, n=5; DHEAS ubkezelt csoport, n=5; &
elékezelt csoport, n=7; & utdkezelt csoport, n=8.
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6.2 Stroke modell

6.2.1 Oxalecetsav hatasa fototrombotikus lézidban

Stroke modellinkben fototrombotikus 1€zi6t hoztunlétre az el8dleges
szomatoszenzoros kérgi terileten és FIB-festéalnadiztunk az érelzarodas kdvetkeztében
kialakulé ischémias terlilet nagysaganak, illetvedegeneralodott neuronok szamanak
meghatarozasara. Egy potencialis neuroprotekt&asj az oxalecetsav intravénas adéasét
tanulméanyoztuk az ischaemia modellen. A szévettensigalatokat megétéen mar egy igen
Iényeges kiuldnbség mutatkozott a kontroll és OxAzekést kapott csoportok kézott. OxAc-
kezelést nem kapott csoport allatainak a tulélésezabb aranyt mutatott a 1ézié kialakitasat
koveben. Ebben a csoportban az allatok kdzel fele np@arfundalas ékt elpusztult. A kezelt
csoportban a halalozas ennél jéval kisebb aranfdrdnlt ek.

Nevezetesen, az oxalecetsav kezelést nem kapattila(kontroll) 66 %-a, mig a kezelt
allatok 83 %-a élte tul a 4 6ras tulélésitidtLll. abra).

12 A

10 -

m kontroll

M kezelt

Allatok szama (db)

kiindulasi allatszam veégso allatszam

11. &bra: Allatok talélése a kontroll és oxalecetsas kezelést kapott csoportokban. A kontroll csopar
allatainak tulélése rosszabb aranyt mutatott, mintaz OxAc-kezelést kapott csoport allatainak tulélése
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A szbvettani vizsgalatokban is jeléateltérések mutatkoztak a két csoport kozott. A
mikroszkdpos felvételeken lemért teriiletékimeghataroztuk a 16zi6 kiterjedését (Mnte a

finomszerkezeti eltérések is jol lathatok a kulGribtiagyitasu (40x-es és 100x-0s nagyitas),

reprezentativ felvételeken (12. abra). Az ischasrneéilet kiterjedése szignifikansan kisebb
volt az OxAc-kezelést kapott allatoknal (52,45+3)&539,76+9,21 mf), azaz az OXAc-
kezelés kb. 30%-kal cstkkentette az ischemiaseiekiierjedését (13. abra).

12. abra: Kontroll és OxAc-kezelést kapott allatok agyabol készitett metszetek reprezentativ
mikroszkdpos felvételei. 40x-es nagyitasi mikroszgos felvételek a fototrombotikus 1ézié kiterjedéséfl
kontroll (A) és kezelt (B) csoportok esetében, vataint 100x-0s nagyitasu felvételek kontroll (C) ésdeelt
(D) allatokbdl szarmazo szeleteldl.
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13. abra: A fototrombotikus 1ézi6 kiterjedése kontioll és OxAc-kezelést kapott allatoknal. OxAc-kezet#
hataséara szignifikdnsan csokkent a 1ézi6 térfogata kontroll csoporthoz képest. Az adatokat atlag + ®.-
vel adtuk meg, paratlan T-teszt, *P<0,05, kontrolcsoport, n=8; kezelt csoport, n=5.

Nagyobb nagyitasu felvételeken (200x-os nagyiti&sj@nithetivé valtak a FIB-pozitiv
sejtek (14. abra). A mikroszkopos felvételeken desaltuk a FJB-pozitiv sejteket és
teriiletegységre vonatkoztatva (fnmeghataroztuk a szdmukat. Az OxAc-kezelést kapott
csoportnal szignifikAnsan cstkkent a FJB-pozitijteke szama (1051,75+106,82 vs
867,75+99,17 db/mf). Az OxAc-kezelés ez esetben is kb. 30%-kal cshidtte a jeléddott
sejtek szaméat (15. abra).

A nagyobb nagyitasu felvételeken a FJB-pozitiv ekejmellett, mindkét csoport
esetében megfigyelkit jelolédott kapillarisok. Az OxAc-kezelést nem kapott tila
agyabol készitett metszeteken a kapillarisok irftemez és hosszabb szakaszokon
folyamatosan jel@dnek. A kezelésbhen nem részesult allatoknal a lkaigibk jelobdéese

szaggatottabb képet mutat.
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14. abra: Fluoro Jade B-pozitiv sejtek kontroll (A) és OxAc-kezelést (B) kapott allatok agyabol késeitt
metszeteken. 200x-0s nagyitasu reprezentativ mikrdgdpos felvételek.
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15. abra: Fluoro-Jade B-pozitiv sejtek szama teritegységre vonatkoztatva. Az OxAc-kezelés
szignifikansan csokkentette a degeneralédott neurakat jelzé6 FJIB-pozitiv sejtek szamat a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Az adatokat atlag + S.D.-Veadtuk meg, paratlan T-teszt, *P<0,05, kontroll
csoport, n=8; kezelt csoport, n=5.
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7. DISzZKUSSzIO

A hideg léziés modell elfogadott és széles korbimlmazott médja az agyat ért
sérilések tanulményozasanak, valamint klasszikusdseade a vasogén agyddéma
modellezésének. A trauma az d&elegesen kialakult kérgi nekrozis mellett tovabbi
elvaltozasokat okoz az agyban. Ezeket adbeth késbb megjeledt patofizioldgiai
jelenségeket masodlagos karosodasokként definjiatiaknek fogalmat az 1970-es években
irtak le ebszor (Jennett 1970). A fogalom igen dsszetett, imadaglalja az acidozist, az
serkend neurotranszmitterek okozta excitotoxicitast, a bszh gyokok fokozott
felszabadulasat és az apoptédzis folyamatat (MeldeanGarthwaite 1990; Hovda és mitsai.,
1992; Murakami és mtsai., 1997). A masodlagos katésok jeleriiségét az adja, hogy a
kialakuldsukban szerepet jatsz6 folyamatok memgfelével szadmottéen csokkenthét az
idegsejtek pusztulasa, a szoveti allomany megmermiédig a neuroldgiai funkciok jeléist
javulaséat eredményezheti. Tovabbi masodlagos szk&eisodast okoz a vasogén agyddéma
kialakulasa, mely a vér-agy gat karosodasanak atkégmeénye (Murakami és mtsai., 1999;
Gorlach és mtsai., 2001). A vér-agy gat integritaka megvéaltozasat Evans Blue (EB)
beadéséaval lehet nyomon kdvetni, mivel az EB szé&liaminhoz kdidve jelzi, hogy a veér-
agy gat hol sérul (Wolman és mtsai., 1981). Korabdlaégzett kisérletekben az EB beadasat
kbvetben az agyat homogenizaltak, majd spektrofotometnixiszerrel mérték meg az
agyszoOvet EB tartalmat (lkeda és mtsai., 1994; Kama és mtsai., 1999). Murakami és
munkatarsai ezzel a modszerrel hataroztak meg amEom idbeli valtozasat hideg 1€zid
kialakitasat koveéen (Murakami és mtsai., 1997). Mivel az EB tartalarheadast kovéen
fél oraval éri el a maximumat a sérult féltekebeaeért a festeket a perfundalastetél oraval
adtuk be. Ujszér megkozelitést jelent, hogy kisérleteinkben a hitfgoban érintett agyi
régiobdl metszeteket készitettink és az EB fluemsz tulajdonsagait kihasznalva,
mikroszkoppal vizsgaltuk a |ézio kiterjedését. Alterd tulélési idefi allatcsoportoknal
tapasztalt kilonbségek alatamasztjak azon koralggfigyeléseket, melyek a 1ézio térbeli
terjedését irtak le azddiggvényében (Eriskat és mtsai., 1994). Ezen rygefések és sajat
tapasztalataink alapjan valasztottuk a négy orkgési idbt. Ez az idtartam elegenshek
bizonyult mas modellekben a sejt sérilésébjélarai markerek (pl. Hsp 70) expresszidjanak
detektalasdhoz (Pavlik és mtsai., 2003). A FIJBNeésN-festés egyittes alkalmazasaval
nyomon kovethét az é6 NeuN-pozitiv sejtek és a degeneralddott neurongad FJIB-
pozitiv sejtek eloszlasa a 1ézi6 terlletén négyairaz inzultust kévéen. A FIB-pozitiv
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NeuN-sejtek ezzel ellentétes eloszlasa mutatjay laomag régiétél tavolodva, a penumbra
terlletén kedvesbbek a tulélési esélyek. Az ddelérehaladtaval azonban a penumbra is
irreverzibilisen karosodik, ezt jelzi a nyolc-,eife 12 oOras tulélésallatoknal az érintett
szovetallomany fokozodoé meérigkkiszakadasa. A primer karosodast mutato tertlettel
szomszédos penumbrara tehat az oréakkal-napokkéblxésekovetked sejthalél jellemé&
(Hovda és mtsai., 1992). Ez a korndmtarsav jelenti a neuroprotekcidés beavatkozasok f
célpontjat, ezért volt fontos, hogy ez a régié mmigidebb id alatt meghatarozhaté legyen.
Régodta ismeretes, hogy TTC-festéssel addégesen karosodott agyi régiok lathatova
tehetk (Coyle 1987). A TTC-festés azonban ebben az esettiem bizonyul megfelél
modszernek, mert alkalmazasaval a kérdéses taréiletazonosithaté megbizhatéan. Habar
ezzel a mbdszerrel is kimutathaté egy halvanyatbdésatmeneti zona a nem-fédé mag
régio és a voros sinéls parenchyma kozétt, de ez valéséy az 6déma és nem a
sejtkarosodas kovetkezménye. Ezzel ellentétbenBafegiésnél az elsllegesen karosodott
kérgi terllettel szomszédos penumbra régidja j@negithatéan jelenik meg. Az EB-
fluoreszcencian alapulé médszernél azonban szarkelinegy lehetséges problémaval, amely
a szovetek nem specifikus (auto)fluoreszcencigjabétmazik. Kilonésen Iényeges lehet ez a
jelenség, ha kvantitativ vizsgalatok végzése aAéhegoldast Murphy és Lever szolgaltatta,
egy olyan méddszert publikaltak, mellyel kikliszOlgitlvé valt az autofluoreszcencias jel
(Murphy és Lever 2002). Ezt a modszert alkalmazggerelniien azonosithatova valnak
azok a sejtek, melyek a membranjuk karosodasanakthe&rtében felveszik az érpalyabol
kiszabadult EB-t. A fokalis agyi sérulésekben é@tinsejtek felismerhéek bizonyos gének
expresszidjdnak megvaltozasardl is, illetve a wvakbok okozta anyagcserezavarokrol és a
késleltetett sejthalalrél (Hayes és mitsai., 199%rnktann és mitsai., 2004). A sejtek
azonositasahoz széles korben alkalmazott markantiator proteinl, c-jun és a mitogén
aktivalt protein kinaz foszfatdz-1 (mkp-1) (Hatamtsai., 2000), illetve a kaszpazi8 novo
expresszidja is kozrejatszik a sérilés kialakulaséks igy megfelélmarkere az apoptdzis
kimutatasanak (Hermann és mtsai., 2004). Ellentétiezekkel az immuncitokémiai
modszerekkel, az ereébkilépé EB detektalasaval révidebbdidalatt lehet azonositani a
penumbra teriletét, azaz mar négy oraval a trathaien is. Habar régota ismert, hogy a
karosodott neuronok és az idegrendszert alkotobeggfiek felveszik az EB-t (Sasaki és
Schneider 1976), eélként mutattunk ki jel@dott piramis sejteket, melyek jol felismerblet
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apikalis és bazalis denritjetdr A mddszer hasznosnak bizonyult azokban az esetels,
amikor potencialis neuroprotektiv hatdst molekuldkayagokat teszteltiink (Juhasz-Vedres
€s mtsai., 2006). Tovabbi vizsgalatok szikségenaklatisztazdsara, hogy pontosan milyen
sejtek veszik fel az EB-t: apoptotikus, nekrotikuegy degeneralddott, azaz halott vagy
subletalisan karosodott sejtek.

Trauma modellinkon vizsgaltuk a DHEAS hatasét, nelétezelés, mind utdkezelés
formdjaban, melyet 06sszehasonlitottunk a hasonlédomoé alkalmazott fEkezelés
eredmeényeivel. Eredményeink azt mutatjak, hogy e&EBRS-nal tortént €- és utdkezelés
egyarant csokkenti a karosodott tertlet kiterjedé3ébb vizsgalat igazolta a DHEAS
neuroprotektiv hatasat kulonkbanodelleken, habar a hatas hatterében allé6 celuks
molekularis mechanizmusok eg§d még nem teljesen tisztdzottak (Kimonides és imtsa
1998; Lapchak és mtsai., 2000). Korabbi kisérletidpjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
neuroszteroidok efsorban membran-kotott receptorok allosztérikus &gakasaval képesek
kifejteni neuroaktiv hatasukat (Majewska és mt4&86; Wu és mtsai., 1991; Maurice 2002).
Elssként a GABAv-receptor kerllt a neuroszteroidokkal kapcsolatositatésok
kozéppontjadba. Szamos kisérlet igazolta, hogy a AH¥E DHEAS pozitiv allosztérikus
szabalyoz6ja a GABAreceptoroknak, mivel ndvelik az ioncsatorna nydis@hak
frekvencigjat, valamint idtartamat (Majewska 1992; Paul és Purdy 1992; Latrésemtsai.,
1995; Rupprecht és Holsboer 1999). Ezt az elképzelémasztotta ald Lapchak és
munkatarsainak megfigyelése, miszerint a GABAceptor antagonista bicucullin
megszinteti a DHEAS neuroprotektiv hatasat (Lapcéskmtsai., 2000). Kimonides és
munkatarsai ugyanakkor kimutattak, hogy mind a DHE#nd a DHEAS mérseékelni tudja az
NMDA-indukalta sejtpusztulast a hippocampus CAICE® régidjdban, valamint a DHEAS
bizonyos neuronalis populaciékat véd a neurotoxikumiltusoktdl (Kimonides és mtsai.,
1998; Mao és Barger 1998). A legujabb kutatasokimgmyei felvetették, hogy a DHEA és
egyéb neuroszteroidok nem csak transzmitter-aktii@csatornakon keresztlil képesek
szabalyozni a neuronalis funkcidékat, hanem a géesspié moddositasaval is (Racchi és
mtsai., 2001; Fontaine-Lenoir és mtsai., 2006).

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a DHEAS opuotektiv hatasat a letrozole
kezelés megszintette. A letrozole egy aromataz bitonj ami blokkolja a
DHEA—tesztoszterom17p-0sztradiol  atalakulast (Rupprecht és Holsboer 1999

Medfigyeléseink alapjan arra kovetkeztettiink, hagpHEAS részlegesen vagy teljesen E
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vé alakul, ami feltehéteg a neuroprotektiv hatast kozvetiti. Az Beuroprotektiv hatasat
kordbban mar kimutattdk agyban (Wise és mtsai.02G@rcia-Segura és mtsai., 2001; Wise
€s mtsai., 2001; Yang és mtsai., 2003). AzzEen hatdsmechanizmusa még nem tisztazott,
habar néhany kutato felvetette, hogy amBuroprotektiv hatasa azon alapul, hogy gatolja az
apoptozis folyamatat, €isorban a Bcl-2 expresszid szabalyozasan kereszditia-Segura
és mtsai., 1998; Singer és mtsai., 1998; Dubal 88im1999). Szamos eredmény sziiletett,
amely az 0Osztrogén-receptorszerepét bizonyitotta a fkoOzvetitette neuroprotekciéban
(Dubal és mtsai., 2001; Cordey és Pike 2005). Eésymink Hajszan és Veiga
megfigyelésével 6sszhangban allva felvetik, ho@dHEA és DHEAS aromas atalakulasa az
agyban torténik (Veiga és mtsai., 2003; Hajszammésai., 2004), ami lehé&iéget teremt
hormonhelyettesit terapiak hasznalatara mindazon mellékhatasok hélkielyek a
szisztémas 0sztrogén adasat kisérik (Beral 2003)euxoszteroidokrdl ismert, hogy fontos
szerepet jatszanak a neocortex szdigézében a neuronalis fajes alatt, valamint &eqgitik

a neuronalis Ujjdalakulast (Roberts és mtsai., 1@8¥npagnone és Mellon 1998; Rao és
Kolsch 2003). Maclusky és munkatarsai a DHEA-altadukalt szinaptogenezist gatolni
tudtak letrozole adasaval kizarélagsteny allatokban (MacLusky és mtsai., 2004). Ezzel
ellentétben, vizsgalataink sordn him patkdnyokbarattuk ki a DHEAS letrozole-fligg
neuroprotektiv hatdsat. Eredményeink alapjan #d#ghet, hogy a DHEA és DHEAS
neuroprotektiv-, valamint a szinaptogenezisre gyakdatasa eltérmddon szabalyozédik a
két nemben. Ez a jelenség azonban tovabbi vizeg@akivan. A hideg Iéziés modell a
legaltalanosabban alkalmazott mddszer a vazogéidagya tanulmanyozasara (Murakami és
mtsai., 1999). Vizsgélataink szempontjdbdl azéri eanek jeleritsége, mert kisérletesen
igazoltak a DHEAS neuroprotektiv hatasat a veér-agy integritAsanak fenntartasaban
(Losem-Heinrichs és mtsai., 2004), valamint azag endothelialis NOS-3 expresszidjanak
indukalasaval szintén fontos szerepet jatszik adothelsejtek védelmében (Foresti és
Motterlini 1999). Ezen hatasaik révén a neurosmeio védik az idegsejteket a tovabbi
karosodasoktél a poszttraumas periodusban. Kilondsetos lehet a DHEAS terapias
alkalmazasanak szempontjabol, hogy még az egygmestttraumas DHEAS adasa is
neuroprotektivnek bizonyult a kisérleteinkben. Héd@ozitiv eredményt mutattak azok a
kisérletek, melyben a DHEAS utOkezelést gerintivaschaemia modellen tesztelték
(Lapchak és mtsai., 2000). Bér kisérleteinkbenorigiag rovid, 1 6ras tulélésiathagytunk,

a terapias idablak hosszabb is lehet. Yang az europrotektiv hatasat az ischaemias
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inzultust koveden 3 oraval mutatta ki (Yang €s mtsai., 2000). Mpgléseink egyérteltren
mutatjak, hogy a DHEAS neuroprotektiv hatdstu mik#, emind utdkezelés formajaban, a
protekcié mértéke az Eehez hasonld, ennek kdvetkeztében a DHEAS-nakesrtterapias
szerepe lehet.

Stroke modellinkben fototrombotikus [ézidt idéztumo patkanyok elsdleges
szomatoszenzoros kérgén. Az érelzarddas kovetl@artdbalakulé ischaemias terilet
kiterjedését, illetve a degeneraldédott neuronokmsa hataroztuk meg terlletegységre
vonatkoztatva. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hagyintravénasan (i.v.) adott oxalecetsav
(OxAc) milyen médon képes befolyasolni a fenti pagtereket. Az OxAc-rél ismert, hogy a
vérben glutamat-oxalacetat transzaminaz enzimlfldven 2a-ketoglutaratta és aszpartatta
képes alakitani a glutamatot, melynek koncentradigy lecsokken a vérplazmaban (Gottlieb
€s mtsai., 2003). A folyamat eredmeényeképpen megpialaz agy extracellularis folyadéka
és a verplazma kozotti Glu koncentraciogradiens ags ilyen modon megvéltozott
koncentracié viszonyok sokszorosara novelhetik a &jybél vérbe torténkiaramlasanak
sebességét (Gottlieb és mtsai., 2003). Az OxAc Keheentracid csokketithatasanak azert
van nagy jelertisége, mert a neuroldgiai korképek jetenhanyadaban az agyban méga
extracellularis Glu koncentracié, ami az idegsejpelsztuldsat okozza (Choi és Rothman
1990; Yamamoto és mtsai., 1999; Gopinath és m&a00). A Glu sejtpusztulasban bet6ltott
kbzponti szerepét hangsulyozzak azok a vizsgalaisk melyekben Glu-receptor
antagonistakkal szignifikansan csokkenteni tudtAkisehaemias karosodast (Kharlamov és
mtsai., 1996; Bordi és mtsai., 1997; Umemura éaimts997; Stieg és mtsai., 1999). Ezzel a
kezelési moddal tehat mérsékethet Glu neuronokra gyakorolt excitotoxicitasa, vagge
i.v. adott OxAc hozzjarul a fiziologias Glu kont&eio viszonyok kialakitasahoz az agy
extracellularis folyadékterében. Az OxAc neuropktite hatasat traumas agyi serilések
esetében mar bizonyitottdk (Zlotnik és mtsai., 20B®tnik és mtsai., 2009). Eként
vizsgaltuk az OxAc hatasat agyi ischaemias modeKésérleteink eredményei azt mutatjak,
hogy az intravénasan adagolt OxAc szignifikansdn @0%-kal) csokkenti a FJB-festéssel
lathatéva tett ischaemias tertilet nagysagat. Mak@gos vizsgalataink soran, nagyobb
nagyitas mellett meghataroztuk a degeneralédotbneiuat jelent FIB-pozitiv sejtek szamat
is terlletegységre vonatkoztatva. Ebben az esatbédmutathatd volt az OxAc-kezelés
neuroprotektiv hatdsa, mert a kezelés kovetkeztkbeB0%-kal csokkent a jelédott sejtek

szama. Az OxAc ezen hatasai mar négy oOraval a lgalakitasat kovéen kimutathatdéak
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voltak. Ez a viszonylag rovid, léziét kovet idotartam az OXxAc és pyruvat
hatdsmechanizmusat vizsgal6 korabbi kisérletekberegendnek bizonyult a neuroprotekiv
hatas kifejeéddéséhez (Zlotnik és mtsai., 2007; Zlotnik és mts2008). Kisérletliinkben az
OxAc neuroprotektiv tulajdonsaga legnyilvanvalébbdon abban mutatkozott meg, hogy az
OxAc kezelést kapott allatok joval nagyobb aranybBlek tul a 1€zio kialakitasat koven.
Az OxAc-kezelést nem kapott allatok csoportjanakdtdele mar a perfundalast meggien
elpusztult, igy ezek az A&llatok mar nem vettek tréaz szOvettani vizsgalatokban.
Mikroszkopos felvételeinken Ol lathatd, hogy a eegralédott neuronok mellett a
kapillarisok is fluoreszkalnak. Ez a jelenség amdegled, mert a FIB41 j6l ismert, hogy az
anionos fluoreszcein szarmazékok egy Ujabb kémyjeseimely a korabban alkalmazott
Fluoro-Jade-hoz képest még nagyobb affinitassalk@straszttal, szelektiven jeldli a
degeneralédott neuronokat (Schmued és Hopkins 20@0) kapillarisok jelébdése
feltételezéseink szerint nem a FJB festésnek kds#tin hanem a vdorosvertestek
megvaltozott fluoreszcenciajanak. Modellinkben #tfombotikus |€zi6t Rose Bengal
keringésbe juttatasdval véltottuk ki. A Rose Benffaly hatdsara reaktiv oxigéngyokok
képddesét generalja, melyek karositjak a kapillarisolotheliumat, a vér alakos elemeit,
valamint ebidézik a thrombus kialakulasat (Pooler és Valenz&@8l, Watson és mtsai.,
1985; Wright és mtsai., 2003). A vorosvértestek opielacidja a fluoreszcencigjuk
megvaltoz4sat is @dézi, ami kapcsolatban &ll a hem molekula degiia@@aal (el-Rahman
€s mtsai., 1995; Nagababu és Rifkind 1998; NagalégbRifkind 2004). A vorosvertestek
ilyen médon megvaltozott spektralis tulajdonsagajdnem megegyeznek a FIB gerjesztési
és kibocsatasi paramétereivel, ami miatt a kajshéris lathatova valnak a mikroszkopos
felvételeken. Osszehasonlitva a két metszetet, yameDxAc kezelést kapott és OXxAc
kezelésben nem részesiilt allatok agyabdl késziltajhato, hogy a kezelt allatok agyarol
készult felvételeken a Kkapillarisok jebdiese szaggatottabb. Megfigyelésiubikbarra
kovetkeztetlink, hogy ebben a csoportban az agfiiziérfokozottabb volt a kezelést nem
kapott csoporthoz képest. Ennek a felvetésnekntopdisztdzasara az agyi perfuzidé konkrét
vizsgalata szilkséges. Az ischaemia patomechamizakispontos ismeretében kdnnyen
0sszefoglalhatéak az OxAc neuroprotektiv tulajdgagaA vérellatasi zavar miatt kialakulo
energiakrizis kovetkezmeényes Glu felszabadulasdz.ok Glu ioncsatornakra és enzimekre
hatva kaszkadfolyamatot indit be, amely végul sekgpusztulasahoz vezet. A Glu kozvetett
modon 6déma kialakulast iss@lézi. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az i.ota@xAc
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Glu scavengerként hatva a vérben, fokozza azagér iranyu Glu transzportot, Iényegesen
mérsékelve ezzel a Glu excitotoxikus hatasat. Minalet eredményezte, hogy csdkkent az
karosodott agyi terlilet mérete, a sérllt sejteknszanérsékidott az 6déma, javult, a szoveti
perfuzié, névekedett a szdvet oxigénellatottsagdamint csokkent az ischaemia indukalta
tovabbi karosodas. Kutatocsoportunk azota tovabdatakkal szolgalt az  OxAc
neuroprotektiv hatasat ill&gn (Marosi és mtsai., 2009; Nagy €s mtsai.,, 2009).
Valészirnisithet, hogy az OxAc tovabbi neuroaktiv tulajdonsagokisabir, melyek révéen
kozremikddik a kinurenin kinurénsavva alakitasaban (Hodgkiés mtsai., 1999). A
kinurénsav egy nem kompetitiv NMDA-receptor antagian mely az NMDA-receptorok
aktivitasahoz szikséges koaktivatort, a glicintriggole kothelyébl, vagyis az OxAc-nak
kozvetett médon NMDA-receptor blokkold hatasa tsele(Stone 1993).

Az OxAc késbbi terdpias alkalmazasanak d&eleges feltétele az OXxAc
hatasmechanizmusanak mind pontosabb ismerete. Ehhezgyllet minél sokrébb
vizsgalata szlkséges. Eziddig csak biokémiai viasgat végeztek az OxAc-tal
kapcsolatban (Gottlieb és mtsai., 2003; Zlotnikmésai., 2007; Teichberg és mtsai., 2009).
Kutatocsoportunk et&ként tanulmanyozta az OxAc hatasat ischaemias eodetdvettani és

elektrofiziolégiai modszerekkel.
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8. KOVETKEZTETESEK

A célkitizésekben megfogalmazott felvetésekre és kérdéselggalataink alapjan az
alabbi valaszokat adhatjuk:

8.1 Trauma modell

1) A kisérleteinkben alkalmazott Evans Blue festiéalmasnak bizonyul a hideg €zi6
altal kivaltott szoveti kdrosodas, valamint a peraumégio vizsgalatara. Ezzel a modszerrel-
egyeb immunhisztokémiai eljarasokkal 6sszehaseanlitdvidebb id alatt lathatova lehet
tenni a lézid kiterjedését és a karosodott sejteké&fhként mutattunk ki EB-jel@dott
piramissejteket a penumbra terilétérA moddszer tovabbi éhye, hogy technikailag
egyszei, szenzitiv, j6l reprodukalhaté és koltségtakarékos

2) A DHEAS és az Eelé- és utdkezelés formajaban is hatékonynak bizorayhitdeg
léziés modellben. Mindkét kezelési forma szignifikan csokkentette a szoveti l€zio
kiterjedését. A DHEAS neuroprotektiv hataséat eolaile kezelés megéatette, amibl arra
kovetkeztethetlink, hogy a DHEAS protektiv hatagdtskozvetiti.

8.2 Stroke modell

3) Elssként vizsgéltuk szovettani modszerekkel az oxédecethatdsat ischaemias
modellen. Kimutattuk, hogy az oxalecetsav neuragkitdd hatassal rendelkezik, mely

megnyilvanul a 1ézi6 kiterjedésének- és a degedeodl neuronok szamanak csokkentésében.
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9. OSSZEFOGLALO

A kozponti idegrendszert &r kilonb6d behatasok (trauma, stroke) az agy
szovetallomanyanak pusztulaséat idézhetik & karosodas mértéke azoieklére haladtaval
egyre fokozodik. A progresszio hatterében Osszétattlettani folyamatok allnak, melyek
alapveben meghatarozzak az érintett egyén tulélési esélpei agyi inzultust koveéten
elssként az an. eldleges karosodas figyellietmeg, ami a szoévetallomany kdzvetlen
pusztuldsaban nyilvanul meg. Az @lfeges karosodas a nekrozis folyamatat foglaljaainag
és a karosodott terilet centralis részére jelteriz a terilet @ore vagy mag régio, melyre a
teljes energetikai katasztrofa és a sejtek gyosztplésa jellem&z A mag régid és az ép
agyallomany kozott taladlhaté hatarsav az un. pemamtegio. A penumbra leghb
tulajdonsaga, hogy az itt talalhatd sejtek dént késleltettet sejthalallal, apoptézissal
pusztulnak el. Nem megfetekenergetikai viszonyok kozott az idegsejteésebr a funkciot
aldozzak fel az integritasuk fenntartasa érdekéladyben az esetben, megfélderapiak
alkalmazasaval a sejtek még megmerithetia az energetikai viszonyok tovabb romlanak, a
sejtek mar nem képesek fenntartani a strukturajséat €s elpusztulnak. Mivel az apoptézis
idoben késleltetve jelentkezik, ez lebwdget teremt olyan modszerek alkalmazasara,
melyekkel az apoptotikus sejtpusztulas mégettve valik. A penumbra ezen tulajdonsagai
alapjan lett a neuroprotektiv stratégiak &ddf célpontja. Az apoptdzis mellett tovabbi,
idoben késleltetve jelentkéz in. masodlagos karosodasok is medfigyéihet kildonboa
neuroldgiai kérképekben. A masodlagos karosodaguk-acidosis, @szabad gyokok
felszabadulasa, vér-agy gat permeabilitasanak fukisa, fokozott glutamat felszabadulas
okozta excitotoxicitas- tovabb rontjdk a sejtekelési esélyeit, ezaltal tovabb novelik a
karosodott terllet kiterjedését. Ezen folyamatokgeitzésével, gatlasaval csokkenthet
karosodds mérteke, melynek eredményeképpen a bGndtE, kiesési tlnetek is
mérsékbdhetnek.

Kisérleteink egyik célja olyan modszerek adaptalast, melyekkel jol nyomon
kovethebvé valnak az agyi traumat, illetve stroke-ot kéveiathofiziologiai folyamatok.
Ebben a kisérletsorozatban az un. hideg léziés Ihoalgalmaztuk, melyben -7&-ra
lehiitdtt termdédot érintettiink a kisérleti allatok agyahA hideg kdvetkeztében karosodott
terllet idbbeli és térbeli valtozasait Evans Blue (EB)- és Tf&&téssel kovettilk. Az EB festés
hasznos modszernek bizonyult, mert fluoreszcengjdimhsagait kihasznalva kodnnyen

megjelenithet az az agyi tertlet, melyet a vér-agy gat sérligsdt az EB elarasztott. Az
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érintett agyi tertleten (a penumbraban) a neurasid&lveszik az EB-t, igy az EB-jelid6tt
piramissejtek is rovid i@l alatt jol lathatéva valtak. Mindez TTC festésslgem részlet
gazdagon nem megjelenitbeMegallapitottuk, hogy az EB festés ezen tulajdgas alapjan
alkalmas lehet potencialis neuroprotektiv szerékattani hatasvizsgalatara. Ezt kisérletesen
is igazoltuk olyan kisérletekben, melyben szterbidatasat vizsgaltuk hideg léziés modellen.
Arra kerestik a valaszt, hogy a dehidroepiandrosat€ DHEAS) és 1f3-6sztradiol (k)
kezelés képes-e csokkenteni a karosodott teritetjddését, illetve 6 vagy utdkezelés
forméjaban hatékony-e. Megallapitottuk, hogy a DIFESs E elé- €s utdkezelés formajaban
is hatasos, a lézios terlletet szignifikansan o=k A DHEAS protektiv tulajdonsagat
letrozole-lal gatolni tudtuk. A letrozole, egy aratéz inhibitor- mely akadalyozza a DHEAS
aromas atalakuldsat,&é. Mindezek alapjan feltételezzik, hogy a DHEASpusztuldsra
kifejtett pozitiv hatdsat az,kkozvetiti.

Mas neuroprotekcidés célu kutatasaink soran a neotejrionak egy teljesen U
megkozelitéseét teszteltik. Nevezetesen az oxatec€@xAc) hatasat vizsgaltuk meg egy
stroke modellen. Fototrombotikus lézidval modelliézta stroke-ot. Ennek lényege, hogy
Rose Bengal keringésbe juttatasaval és hideg flkaynaazasaval érelzardédast idéztink el
patkanyok agyaban. Az érelzardédas kovetkeztébeakki® energiakrizis egy tobblépiss
kaszkadfolyamatot indit be, melyben koézponti szerean a glutamat (Glu) tulzott
felszabadulasanak. A fokozott Glu felszabadulasztakeexcitotoxicitas nagy mertékben
hozzjarul ahhoz, hogy az idegsejtek pusztuldsaesizézintre emelkedik. A szisztémasan
adott OxXAc neuroprotektiv hatdsat kdzvetett modgti ki, mégpedig ugy, hogy a vérben
levé Glu és a beinjektalt OxAc a GOT enzim segitségévketoglutarattd és aszpartatta
alakul. A folyamat kovetkeztében csokken a véraghit szintje és igy megvaltozik a vér és
az agy Iinterstitialis tere kozti glutamat-konceaidgradiens. A kialakuld koncentracio
viszonyok kedveznek a Glu agybdl vérbe toftéranszportjdnak. Ezzel a kezelési moddal
tehat csokkenthét a Glu neuronokra gyakorolt excitotoxicitasa. Az elgarddas
kovetkeztében karosodott kérgi tertletet FluoroeJBAFJB) festéssel vizualizaltuk. A FIB
egy anionos fluorochrom, mely nagy szelektivitagshili a degeneralddott neuronokat, igy
alkalmazaséaval egyarant vizsgalni lehet a léziggldae kiterjedését és a degeneralddott
neuronok teriletegységre vonatkoztatott szamaKiseérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az
OxAc, mint lehetséges neuroprotektiv hatasu anyaigyen modon befolyasolja a 1ézid

meéretét ill. a karosodott sejtek szamat stroke mhinkben. Kimutattuk, hogy az OxAc

54



neuroprotektiv hatassal rendelkezik, mely szigarian csokkenti a 1ézio kiterjedését és a
degeneralddott neuronok szadmét. Fontos észlelégiihlkaz is, hogy a lézidt kovéen az
OxAc-kezelést kapott allatok jéval nagyobb aranyétek tal.

A glutamat scavenger OxAc-kezelés Ujszeregkozelitést jelent a jelenleg kutatott s
alkalmazott neuroprotektiv stratégiak kozott. #w@s terapias alkalmazasa tovabbi

elektrofizioldgiai, szovettani, biokémiai és toxi@giai vizsgalatokat kivan.
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10. SUMMARY

Ischaemic and traumatic brain injuries may be dua wvariety of causes that impair
the cerebral blood flow and lead to the deprivatednboth oxygen and glucose. When
persistent and critical, they may result in neutath@ath. The cells at the centre of the
ischaemic focus, the ischaemic core, are espeaialherable and may die within minutes of
the ischaemic onset, usually in necrotic procesBles.ischaemic penumbra surrounding the
core is an area of reduced perfusion in which thkés care still viable. The cells in the
ischaemic penumbra or adjacent to the core ofrtherta are subject to various pathological
processes that can lead to their own death andthheir neighbours These death-promoting
mechanisms are shared by both ischaemic and traubrain injuries. These mechanisms
include excitotoxicity, the overproduction of freadicals, a blood-brain barrier disruption,

inflammation, apoptosis, etc.

The main characteristic of the penumbra is thatéits mainly die by apoptosis, which is a
process of delayed neuronal death. Because of tesacteristics, it has become the main

target of neuroprotective interventions.

One of the aims of our work was to adapt an animatlel that helps in the tracking of
pathophysiological procedures after brain traumataoke. In this series of experiments, we
used a cold injury model. A copper cylinder cooled78°C was applied to the skull of the
animals. As a quick test, Evans Blue (EB) and 2i@phenyltetrazolium chloride (TTCwere
used to follow the changes in the damaged areanim and space. We used EB to visualize
the area where the blood-brain barrier was disduptethis area of the penumbra, EB entered
the cells, and the EB-positive cells therefore bezaisible within a short time. We found
that thanks to the above characteristics of EBstgj it could be used to test the presumed
neuroprotective effects of candidate agents. Irerdes of experiments, we examined the
effects of steroids on the cold injury model. Oun avas to test whether treatment with
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEAS) arfétdgstradiol () can decrease the extent of
the damaged tissue, and whether they are effertipee- or post-treatments. Both DHEAS
and E proved effective in decreasing the extent of &sadn in both pre- and post-treatments.
The protective effect of DHEAS could be blockedlbiyozole, an aromatase inhibitor that
prevents the aromatic transformation of DHEAS iBtoWe presume that the positive effect

of DHEAS on cell destruction is in fact achievedBy
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A new neuropotective approach was tested in exgaisnin which the glutamate

(Glu) scavenger oxaloacetate (OxAc) was adminidtere

A traumatic brain injury or a focal brain lesionfedlowed by acute excitotoxicity caused by
the presence of abnormally high Glu levels in theebrospinal and interstitial fluids, which is
generally observed at the histological level by presence of a cortical infarction. The
intravenous administration of OxAc activates theddresident glutamate—oxaloacetate
transaminase and leads to blood Glu scavenginghbyttansamination of Glu into 2-

ketoglutarate as a result of an accelerated effiukie excess brain Glu into the blood, and

neuroprotection is achieved.

In this study, we subjected rats to a photothrombtdsion and treated them after the
illumination with a single 30-minute long admineion of OxAc. Following induction of the
lesion, we visualized the dead cells and measurednfarct size, using Fluro Jade B (FJB)
staining histology. FJB is an anionic fluorochronoapable of selectively staining
degenerating neurones and thus the region of thienleand the number of degenerated

neurones can be established.

The results we obtained clearly fulfilled the exp#on that OXAc has a neuroprotective
effect resulting in a reduction in the volume o€ tlesion and in a decreased number of
degenerated neurones. Another important differaafter the lesion was that the animals
treated with OXAc survived in greater number.

Treatment with the Glu scavenger OxAc- is a new@ggh among the neuroprotective
strategies used today. The possible therapeutiicappn of OXAc necessitates additional

electrophysiological, histological, biochemical @oalicological experiments.
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