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Roviditések jegyzéke:

2VO: a két arteria carotis communis leszoritasa {tessel occlusion)

3-HAOQO: 3-hidroxiantranilsav oxidaz;

4VO: 4 ér elzaras - a két arteria carotis commaasia két arteria vertebralis elzarasa (four-
vessel occlusion)

5-HT: 5-hidroxitriptamin

aCSF: mesterséges agy-gerinévédlyadék (artificial cerebrospinal fluid)

AHA: Amerikai Sziv Egyesilet (American Heart Assai@in)

ALS: amyotrophias lateral sclerosis

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-methilisoxasole-4-proprionat

BBB: vér-agy gat (blood-brain barrier)

CA1: Cornum Ammon 1-es régio

CA3: Cornum Ammon 3-es régio

CCA: arteria carotis comunis (common carotid afjtery

CPR: cardiopulmonéris Ujraélesztés (cardiopulmonesyrection)

CREB: cAMP respond element binding

CSF: cerebrospinalis folyadék

EAAT: excitatérikus aminosav transzporterek (axoitg aminoacid transporter)

ec: extracellularis

EPSP: serkefitposztszinaptikus potencial (excitatory postsyrmaptitencial)

fEPSP: meé-serkend posztszinaptikus potencial (excitatory postsymaptitencial)

FJ-B: Fluoro-JadeB

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyoid)

GF: novekedési faktor (growth factor)

Glu: glutaméat

GOT: glutamat-oxaletecetsav transzaminaz

HFS: nagy frekvencias ingerlés (High Frequency Glition)

ic: intracellularis;

IDO: indoleamin 2,3-dioxigenaz

10: bemenet/kimenet (input/output)

IPI: impulzusok kozti idtartam (interpulse intervals)

ISF: intersticialis folyadék (interstitial fluid)

ISI: ingerlések kozotti idl intervallum (interstimulus interval)

KAT: kinurénsav-transzaminaz

KYNA: kinurénsav (kynurenic-acid)

L-KYN: L-kinurenin (L-Kynurenine)

LTP: a szinaptikus attédés tartos megndvekedése (long-term potentiation)

MAO: monoamin oxidaz

NeuN: neuronalis magi antitest (anti-neuronal nijicle

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NOS: nitrogén-monoxid-szintetaz

OxAc: oxalecetsav (oxaloacetate)

PKA/C: Protein Kinaz A/Protein Kinadz C

PPF: paros impulzus facilitacio (paired pulse ftation)

PROB: probenecid

QPRT: kvinolénsav foszforibosil transzferaz

SC: almitott (sham control)

TDO: triptofan 2,3-dioxigenéz

TIA: transient ischaemic attack



Bevezetés:

Az agyat érint6é ichaemias allapotok:

A fejlett, iparosodott orszagokban a sziv, érreadsgés a daganatos megbetegedések
valamint ezek kdvetkezményei jelentik a leggyakotialalozasi okot. A cerebrovascularis
betegségek soran az agyban a leggyakrabban iscwéttapot jon létre. Az emberi agy
normal nmikodéséhez sziikség van a sadlvkiaramlé vér egynegyedére; ha a vérellatas
mértéke valamilyen oknal fogva lecstkken, akkoéaatett agyi terlilet energia és oxigén
ellatasa is lecsokken, és kialakul a fent emligethaemias allapot. A vérellatas zavaranak
helyétl, meértékeésl és idstartamatdl fug§en helyi, vagy generalizdlodé agyi
funkciokiesés alakulhat ki (National Audit Office005; Sauerbeck, 2006). Ha a
véraramlas rovid iéh belll helyredll, akkor atmeneti ischaemias esemdér{transient
ischaemic attack, TIA) beszéluink. Az agyi verkeésig érind problémak,
agyerkatasztrofak kozil a legnagyobb szamban azasetek fordulnak &l amelyekben
az agy valamely erében torténik a véraramlast ajkazd esemény. Az ilyen esetek 80-
85%-a az un. ischaemias stroke (Sudlow és Warl®®7;1Rosamond és mtsai., 2007), a
fennmaradd 15-20% az ugynevezett vérzéses, vagynbesghias stroke (Kidwell és
Warach, 2003) (1. abra).

N Ischaemia-s Stroke Eane £ Haemnorrhagias
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1. &bra Az agyérkatasztrofak tipusai és keletkezékipkai
http://doctor2008.files.wordpress.com/2009/02/strdiemorrhagel.jpg;
http://doctor2008.files.wordpress.com/2009/02kstraschemia.jpg

A stroke az egyik vezéthalalok az Egyesiilt Allamokban is (White és mis2000), ahol
évente kb. 700.000 ember szenved el 0j, vagy vis&zstroke-ot. Eurépaban évente kozel



650.000 halaleset torténik stroke miatt, ugyanatatisztika Angliaban 110.000 stoke-o0s
esetet mutat évente (National Audit Office, 2005).

A kedvedtlen mortalitdsi mutaték és a stroke kdzvetlen kkeeményein tul tovabbi
problémat jelent, hogy az atmeneti vagy tartés l\&ési zavarok hatasara neuroldgiai é€s
pszichiatriai betegségek alakulhatnak ki. Ez azpéi egyik kivaltd oka lehet a
degenerativ dementidk kialakulasanak is (Zloko2@05). Egy tipikus ischaemias stroke
kovetkezményei szamokban kifejezve: 32.000 neu3® millio szinapszis és 200 m
mielin-hlavellyel boritott idegsejt nydlvany veszikl masodpercenként az érintett
agytertleten, amely becslések szerint megfele\36él&tt tortéd normél dregedés sorén
kialakul6 valtozasnak (Saver, 2006).

A stroke-on atesett paciensek hatalmas terhet rangksadalomra, a betegellato
rendszerre €s az érintettek csaladjara is. Ameaika@z ischaemias stroke kdvetkezményei
miatt jelenleg harommillié tartésan munkaképteleersély van, a stroke tutl 31%-a
segitségre szorul az 6nellatashoz, 20%-uk képsagiiség nélkdl jarni. 1998-ban a stroke
direkt és indirekt kéltségei az USA-ban elérték3a34milliard dollart (White és mtsai.,
2000). A cerebrovascularis betegségek kezeléséridtsége a 25 Eurdpai Unids
tagallamra vonatkozéan 21 milliard euré volt 20@3+i{Leal és mtsai., 2006). Egy példa:
Anglidban és Wales-ben a stroke-os betegek Aaltahdzdan eltoltdétt napok szama
0sszességeben eléri a 2,6 millié napot évente@hatiAudit Office, 2005).

Fontos megemliteni, hogy az agyi vérellatds zavema csak agyeérkatasztrofa
soran alakulhat ki. Szadmos baleset vagy betegségn s@ialakulé szivmegallas
kovetkezményeként is megdsuk a teljes agy vérellatasa. Ertheehat, hogy szivmegallas
utan miért fontos a minél hamarabbi Ujraélesztés é&pontan keringés visszaallitasa.
Evente az 6sszes Ujraélesztések szama Eszak-Atvesmilé Eurépaban is megkozeliti az
500.000-et (Bottiger és mtsai., 1999; Peberdy é&aimt2003; Eckstein és mtsai., 2005).
Az USA-ban évente korilbeltl 70.000 esetben katélpsztést alkalmazni szivinfarktus
esetén. Ugyanitt a kérhazon kivil szivinfarktus éezményében tortént szivmegallason
atesett paciensek 2-15%-a hagyta el élve a kérh@zater és mtsai., 2004). Az
Ujraélesztést kovéthalalozasok legbb oka az agyat ért kiterjedt idegi sérulés, anaely
szivmegallas kovetkeztében kialakulé globdlis arpghaemia eredménye (Krause és
mtsai., 1986; Laver és mtsai., 2004). Az Ujraélesam atesett €s életben maradt személyek
40-50%-a tartdés kognitiv-funkcio karosodast szeettedigymint memoéria kiesést,
dsszpontositasi képesség romlast (Lim és mtsad4;2an Alem és mtsai., 2004). Ezen

személyek csupan 3-10%-a volt képes teljes mémékimszatérni &z életviteléhez



(Krause és mtsai., 1986). Szdmos modszert alkalkaancardiopulmonaris UGjraélesztés
(cardiopulmonary resurection, CPR) érdekében —esgligpmaga utdn vonja a cerebralis
LUjraélesztést” is — am teljes szivmegallas utanagyi funkcidk visszaallitasara és
megvedésére a klinikumban nagyon csekélyek adségek.

A szivmegdllas globalis agyi ischaemiat eredményég, az agy extrém
érzékenységet mutat az ischaemias allapotokraélita grre az, hogy 5-6 masodperces
ischaemia esetén a paciens elveszti eszméletésédRass mtsai., 1943). Az agyban az
oxigén tenzid két perc alatt O-ra csokken a nomsnkiéringés nélkil (Cavus és mtsai.,
2006).

Atmeneti, globalis agyi ischaemia (pl.: szivmegslldokozta agysériilés és a
regionalis (nem teljes) agyi ischaemia (pl.: isch&es stroke) szamos esetben oka lehet
neurologiai elvaltozasoknak, egyes esetekben aempsctartos rokkantsaganak vagy
halalanak.

Vilagszerte széles korben folynak kutatasok a stré&k egyéb agyi vérkeringési
zavarok (példaul krénikus agyi hipoperfuzidé) mégeékeére, illetve annak akut ellatasara és
a rehabilitacio teerdiire vonatkozdan. Az elmdult években, évtizedekbermypoxias
agykarosodas mechanizmuséat egyre mélyebben sikmedgismerni, és ennek hataséara
mind a prevenciéban, mind a terapidban igéretedmemeyek szulettek. A sokiét
vizsgalatokbdl kidertlt, hogy az idegsejtek karasahak és pusztulasanak
megakadalyozasa, illetve a neurologiai karosodasékséklése komplex feladat, amely
egy tamadasponton hatva valésikdg nem oldhaté meg. Tovabbi igény mutatkozik a
klinikumban is alkalmazhat6 alternativ neuroprotekstratégiak kidolgozasara és (j
hatdanyagok kiprobalasara.

A stroke Kkezelésében a mult szazad 90-es éveinekepkdl jelenids
szemléletvaltozas kovetkezett be. JOl példazza rabko helyzetet az Amerikai Sziv
Tarsasag (American Heart Association; AHA) Strolkendcsanak 1994-es iranymutatasa
(Adams és mtsai., 1994), amely a trombolizist narotta megalapozottnak, pedig maig
az egyetlen hatasos stroke-kezelés a klinikumbapdeh, 1999), ugyanakkor a
neuroprotekciora és a neuroldgiai-funkcié javitas@onatkozéan nem tett javaslatot. A
kilencvenes évekt kezdidéen ezt a nézetet felvaltotta egy joval optimistdabmlélet,
amiben szerepe lehet annak is, hogy a fokalis iaghiaemia patomechanizmusat dkex
is rohamosandyiltek ismereteink (Farkas és mtsai., 2002; Sarthésai., 2002; Farkas és
mtsai., 2004; Zlokovic, 2005). Az eufdrikus hangataa human gyogyszertesztek —

Klinikai vizsgalatok — kudarcairdl egyrér§bben érke& hiradasok torték le, s napjainkra



mar-mar kétségessé valt a human stroke utani nexebpiv kezelés lehésége. A
kronikus agyi keringési zavarok nehezen definidhtitnetegylttesét az agyi keringés
hosszan tartd elégtelensége kovetkeztében kialakatés morfologiai és biokémiai
elvaltozasok hozzak létre. A hosszantartd csokkegyi vérellatds nemcsak
cerebrovascularis karosodas altal okoz neuroldagécitet, hanem a megzavart kélcium-
homeosztazis révén kulcsszerepet jatszik szamdaslyamat, mint példaul az epilepszia, a
Huntington-kor, az amyotrophias lateral sclero?d.g), az Alzheimer-kér stb. soran
eszlelt patoldgias, neurodegenerativ elvaltozasalakitasaban is (Celsis és mtsai., 1987;
Yoshida és mtsai., 1988; Leigh és Meldrum, 1996ladEorre, 1999; Karhunen és mtsai.,
2005). A kozponti idegrendszer sejtjei energiahéasak fenntartdsa érdekében @& f
szubsztratokbdl (oxigén, glukéz, ATP stb.) allaneltatast igényelnek. Kismértékben
csokkent aramlas (low flow) egészséges agyszovedbanfunkcionalis, sem morfologiali
valtozast nem okoz, mert a csokkent oxigénkinalag rkompenzalhatdé. Egy bizonyos
aramlasi érték (funkciondlis kiszdb) alatt azonbaszubsztratellatas elégtelenné valik,
egyes sejtfunkciok, elsorban a neuronok ikddése karosodhat, ami elektrofiziologiai
modszerekkel mar detektalhatd. Az okozott neuraliogleficit mértéke a perfazio-
csokkenés mértékével egyenesen aranyos (Jonesas 1881). A funkcié-karosodas egy
hatérig reverzibilis, egy aramlasi érték alattefnerzibilis aramlasi kiisz6b) azonban olyan
mértékivé valik, ami visszafordithatatlan membrankarosbdé&s egyéb morfologiali
elvaltozast, végul a neuronok pusztulasat erednzéngesejtek funkcionalis karosodasa
azonnal jelentkezik, ha a véraramlas a funkcion&iiszob ald csokken, mig az
irreverzibilis morfol6giai karosodas kialakulasatmsszabb idl kell.

Az aramlascsokkenés bizonyos meértekénél az agyieksepTP szintjének
csokkenése figyelhét meg, ami magyarazhatdé a sejtek megvaltozott glukoz
metabolizmusaval. Kimutathato, hogy a kronikus @&hia jelerisen karositja a vér-agy
gat (blood-brain barrier, BBB) glukdéztranszporteindtikajat is, ezaltal csokken a
glukdzkinalat a neuronok és glidk szamara (Suzsikngsai., 1998). A kronikusan fennalld
lokalis hypoxia kéarosodott glikdézmetabolizmust ésaeaob glikolizist indukal, ami
laktatszint-novekedést és acidozist von maga uRansipelli és mtsai., 1982; Beck és
mtsai., 1995; Derdeyn és mtsai., 1999). A csOkk&NP-szint kibillenti az érintett sejteket
az anti- és proapoptotikus egyensulybdl, és ezalpaptozist indit el. Ha a hypoxia
kovetkeztében jelentkézATP-hiany atlépi a kritikus mértéket, akkor nemopipzist,
hanem nekrozist indukal (Nicotera €s mtsai., 20B0gstkke ATP-szint kdvetkeztében

energiazavar 1ép fel, a membranok™Ma-pumpa nikddése karosodik, az extracellularis



K* és az intracellularis Namennyisége meg@n A sejtmembranok depolarizaciojaban a
feszultség fligg) Na'-csatornakon keresztiil és egyéb Gton tértéa-bearamlasnak nagy
jelentbsége van (Leigh és Meldrum, 1996), amelynek révé&er&end hatasu glutamat
felszabadulasa fokozodik, illetve a glutamat séjestortés Na'-fliggs visszavétele zavart
szenved. Ez maga utdn vonja a fesziltségfidés’ és CA&'-csatorndk tovabbi
aktivalodasat, midltal a Gasejtekbe tortéhbearamlasa megr(2. abra).

Enyhe fok( vagy rovid ideig tartd ischaemia esetémegvaltozott Ca homeosztazis
rendeddhet. Hosszantartd vagy sulyos ischaemias allapatolzonban az intracellularis
Ca&* mennyiségének szabalyozasa alafemtkarosodik. A fokozott Gabearamlas miatt
a serkertt glutamat felszabadulasa tovabb fokozédik, amijelsglutamat receptorainak
aktivaci6ja Gtjan Ujabb direkt és indirekt Cabearamlast okoz. Ezen felil két
intracellularis C&'™-raktar is kinyilik: az endoplazmatikus retikulurs & mitokondrium
(White és mtsai., 2000). A €aszint névekedése tovabbi glutamat felszabadulkést az
axonterminalisokban (2. abra), megvaltoztatva tekeajiikodését, ezaltal szoveti szintre

emelve az apoptozis kdvetkezményeit.
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‘ Megemelkedett intracellularis Ca2* szint ‘

A
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2. dbralschaemia hatasanak vazlata (Lyden és Wahlgréi) aapjan médositva)

A megnoévekedett [G4 az idegsejtek tobb CGhfiiggs enzimét aktivalja. A
foszfolipaz-A a lipidmembran kozvetlen lizisét eredményezi (Stait és mtsai., 2000),
mig a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) aktivacitja nifém-oxid és peroxi-nitrit képzése Utjan

okoz lipid-peroxidaciot (Kruman és mtsai., 1997).



A Bad proapoptotikus fehérje defoszforilacioja apptdzis végrehajtasanak fazisaba tolja
a sejtet. A Bad defoszforilalt formaja ugyanis d-B@antiapoptotikus fehérjét kirekeszti a
Bcl/Bax komplexiél (Zha és mtsai., 1996), mig a Bax fehérje felsdaba a kotéshl
képes arra, hogy az idegsejt mitokondriumainak nrémén porusokat képezzen

(Antonsson és mtsai.,, 2000). Ekkor a mitokondriumegduzzad, lecstkken a

membranpotencidlia, és megna C&' tartalma (Sims és Anderson, 2002). A
mitokondriumokbdl reaktiv szabadgyokok mellett, pidais indukald faktorok (Susin és
mtsai., 1999) és citokrom-c (Li és mtsai., 1997)ike citoplazmaba. Ezen folyamatok
révén a sejt végérvényesen az apoptdzis utjara lép.

Az ischaemias esemény hatasara kialakul6 folyamadoitos idbeli behatarolasa
nagyon fontos a hatasos terapia megtervezése értek& fentebb leirt folyamatok kézil
a glutamat excitotoxicitds, a €a intracellularis felhalmozédasa és az oxigén
szabadgyokok keletkezése az ischaemias periddasnatgyon rovid idn belll (percek)
megtdrténik. A sejtek karosodott funkcidja miatilkkuld apoptdzis és az ezzel e@djidn
kialakulo gyulladasos folyamatok megindulasa orék&a ischaemias periodus utan

kezdidik meg, és lefolydsuk az ischaemia mért@k&iggéen napokig, hetekig tarthat

(Dirnagl és mtsai., 2003) (3. abra).

A Excitotoxicitas

Gyulladas

és apoptozis

| ca® COX-2
I.' OFR MMP-k )
| / Kaszpazo
|
I|I B / e H‘H_H
L Percek = Orfk ———— Napok — —— Hetek —>

3. abra Agyi ischaemiat koveét valtozasok kialakulasanakdbeli vazlata
(Dirnagl és mtsai., 2003 alapjan médositva).
OFR: oxigén szabadgydk; IL: interleukin; COX: d&kigenaz; MMP: matrix metalloproteinaz



A hosszutava szinaptikus aktivalodas:

A hippocampus a deklarativ memoria és a kognitiajdonsagok feldolgozasanak f
kozpontja. A strukturaban az egyik leggyakrabbartatait jelenség a szinaptikus
plaszticitds kulonleges fajtaja, a hosszutavu gikas aktivitas-novekedés, azaz az LTP
(long-term potentiation), amelyet 6s8kz6r Bliss és Lomo irt le (1973) nyul
hippocampusaban.

A hosszutavu szinaptikus hatékonysag fokozédas ideig tarté nagy frekvencias
sorozatingerléssel (HFS) (Rose és Dunwiddie, 1$8firs és Matzel, 1997), vagy theta
burst ingerléssel valthatd ki. A nagy frekvencidgerlés idbeli hossza és frekvenciaja
jelenti azokat a paramétereket, amelyek megszabjditaszticitas mértékét ésolkli
lefutasat. Az LTP kialakulasanak feltétele, hodjetgiljon a kooperativitas (McNaughton
€és mtsai., 1978), az asszociativitas (Levy és Sthwk979), a bemenet-specifikussag
(Andersen és mtsai., 1977), valamint a tér 8betl kapcsolat. A kooperativitas azt jelenti,
hogy minimalis szamu axonnak egyitt kell aktivaiégdnmert egyetlen szinapszis
részvételével nem alakul ki LTP. Az asszociativdadgilonbos erosséd ingerek tarsitasat
jelenti, vagyis ha egy gyengébb ingert tarsitunk egjsebbel, akkor a gyenge ingerre is
nagyobb vélaszt kell kapnunk. A bemenet-specifiigssnnek a tarsitasi folyamatnak a
pontossagat jelenti, vagyis azt, hogy csak azreptikus kapcsolat és6dik meg, amelyik
az ingerek tarsitasaban részt vett. A tér élsall kapcsolat arra utal, hogy az intracellularis
folyamatok lecsengési dtartomanyan belil kell talalkoznia a két tarsitiniant ingernek
(Bliss és Collingridge, 1993).

Az LTP tipusat tekintve lehet asszociativ és nesz@sativ jellefj. Az asszociativ
forma N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor-fiigg €s ebbBl kifolydlag pre- és
posztszinaptikus valtozasok is torténnek a kétegwnmis tarsitdsa soran, tehat a folyamat
heteroszinaptikus. llyen tipust LTP indukélhaté i@pbcampus CA3-as régidjabdl
kiindulé Schaffer-kollateralisok és a CAl-es régiiramis sejtjei kdzott meglév
szinapszisokban (Bliss és Collingridge, 1993). Aresszociativ forma NMDA-fliggetlen,
egyszeifien egy inger ismételt adasa valtja ki, ami prestikas transzmitter felszabadulas
fokozodast idéz él(Kandel és Schwartz, 1982). Nem-asszociativ tifdg® indukélhato
a hippocampus gyrus dentatus szemcsesejtjei és3aa€Adiramissejtek szinapszisaiban.
Az asszociativ LTP tetanikus ingerléssel kivaliottukcioja utan a preszinaptikus séjtb
neurotranszmitterként felszabaduld glutamat a pasBmptikus sejt glutamaterg

ioncsatornaihoz kdtlve C&" bearamlast eredményez az intracellularis térbe. A
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megnovekedett koncentracio lebwt teszi a Ca-kalmodulin aktividlodasat. A Ca-
kalmodulin figg CaM kinaz-1l (Malinow és mtsai., 1988) és a PKQGiatasa (Akers és
mtsai., 1986) egyutt hozzajarul a retrograd mesmekg felszabadulasdhoz a
posztszinaptikus sejth amelyek a preszinaptikus sejt transzmitter leatid&okozzak
(Kandel és Schwartz, 1982). llyen retrogrdd messeskga nitrogén-monoxid (O'Dell és
mtsai., 1991), és az arachidonsav (Barbour és mi€d9). A PKA aktivitasa aaz-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA) rgu®rok foszforilacidjat okozza, ami
a glutamat bekddése utan a kationcsatorna fokozott nyitvatartasgdmenyezi (Kauer és
mtsai., 1988). Ez segiteni fogja a koincidenciadetént miikodd NMDA receptorok M§*
blokkjanak eltavolitasat, - amely addig a?Oanok bearamlasat gatolta - mig az AMPA
receptorok biztositidk a membran depolarizacio ejéttét a rajtuk tortéh Na'-
bearamlassal. Bizonyos, kelnértéki depolarizacié megsziinteti az NMDA receptor’fig
blokkjat, majd a bekdtd glutamat kinyitja az ioncsatornat, és a’Cianok szamara
szabadd4 valik az ut (Kandel és Schwartz, 1982sHis Collingridge, 1993). Ezenkiviil a
PKA aktivitasanak masik célpontjat képezik a CREBNIP respond element binding)
fenérjék, amelyek az U] AMPA receptorok génjeinetanszkripciojat fokozzak,
expresszidjukat novelik. Kovetkézlépésként az Uj glutamaterg AMPA receptorok
expresszalédnak, amelyeket a “Caonok aktivalta Ca-kalmodulin kindz rogzit a
membranon foszforilacié segitségével. A stabilidakd fazisaban érvényesil a Ca-
kalmodulin MAP-kinaz aktivitas novélhatasa, amely a génexpressziéra kifejtett hatésava
segiti a szinaptikus fehérjék szintézisét, amellyekeprotein kindzok altal elvégzett
foszforilacio tesz majd alkalmassa a szinapszisskpftésére (Bading és Greenberg,
1991). A ké8i LTP soran a szinaptikus fellilet mégmmajd a perforaciét kovéen a
dendrit elagazik, és Uj szinapszist hoz létre (Seian és mtsai., 1991; Harris és mtsai.,
2003). Mindezt a génexpresszio és fehérjeszintéalozodasa is kiséri. d&beli
felosztasban a korai, vagy atmeneti fazis az LTPRresszidjat jelenti, a retrograd
messengerek és az Ujonnan expresszalt AMPA reoéptoegjelenésével bezardlag. A
kési, vagy stabil fazis a stabilizalédast és az Ujnapszisok keletkezését foglalja
magaban (Kandel és Schwartz, 1982; Bliss és Coitigg, 1993).

Egyre tobb tudomanyos eredmény tamasztja ala higodézist, miszerint a hippocampus
piramis sejtjeinek dendrittiskéi és tuskeszinapszétrendeddése és stabilizalodasa
képviseli azt a sejtsziint mechanizmust, amely az LTP és a memoria kialakuks
megirzése mogott all (Sorra és Harris, 2000; Kande12(Kasai és mtsai., 2003). A
tuskeszinapszisok juttatjak el szinte az dsszemmidterg, serkeétinformaciot a piramis
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sejtekhez, igy a tliskeszinapszisok szaméanak valdaragymeértékben képes befolyasolni e
sejtek ingerelhéségét és valaszkészségét. Raadasul ez a morfolddfiezas igen gyors
lehet, sebessége Osszemérhar LTP kialakulasanak sebességével (Fischer éai.mts
1998; MacLusky és mtsai., 2005). A dendrittiskefgrefni képes az excitotoxicitas soran
megemelkedett Gaszintet (Yuste és Denk, 1995; Majewska és mt&8i00). Hal6zat
szintjén a hosszabb dendrittiiskék szerepe az labgl elektromosan és biokémiailag
lokalisan izolalja az excitotoxikus hatasokat. Attt neuronok dendritikus plaszticitasa
a stroke utan is megfigyellietamely korai adaptiv valaszt jelent, és segitiearont a
posztischaemias agyban éékaros folyamatok kivédésében, mint pl. a megenuglite
Ca*-szint (Calabresi és mtsai., 2003) és a klsz6 dspi@ (Back és mtsai., 1994). Az
1990-es evekben ugy talaltak, hogy a hipoperfugi@yet meghaladé fennallasa az LTP
mechanizmusat is kéarositja (Sekhon és mtsai., 19@khon és mtsai., 1997). Ujabb
vizsgalatok ennél sokkal révidebb ideig tarté higdpziordl is bebizonyitottdk, hogy
csokkenti az LTP indukalhatésagot; 20 perces kétolthrotis leszoritas utdn mar nem
sikertlt LTP-t kivaltania (Li és mtsai., 2008n vitro kisérletekben ennél is rovidebb
hypoxia (3-6 perc) elég volt az LTP indukalhatoseddjelends lerontasahoz (Gasparova
és mtsai., 2008). Kronikus hipoperfazid kapcsarisgdeti allatok tanulasi képességének
csokkenését tobben megfigyelték (Kudo és mtsa@D;18e la Torre és mtsai., 1992; Ohta
€és mtsai., 1997), és a motoros teljesitmény csd@deenms kimutathatd volt (Sekhon és
mtsai., 1997).
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Lehetséges neuroprotektiv stratégiak:

A rekanalizacio6 az agyi veérellatas csokkenésénelegsdinésének kivaltd okat
megszintét eredményes terapias beavatkozas rendkivil fonttes, kiemelked

jelensédiek a stroke-ot kdvét kdzvetlen idegsejt-megmeén(neuroprotektiv) kezelések
is (4. abra). Az ischaemias neuronpusztulas patoamizmusanak mind jobb ismerete

kiszélesitette a lehetséges neuroprotekciora itarigtapias probalkozasok szamat.
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4. dbraNeuroprotektiv terapias stratégiak tamadasporttjdesziiltségfiigy Ce*-csatorna antagonistak, 2.
excitatorikus aminosav receptor antagonistak, &adgyok antagonistak, 4. nitrogén-monoxid-sziateta
gatlok, 5. ndvekedési faktorok, 6. antiapoptotikeavatkozas (kaszpaz antagonistak), 7. GABA agiaist
ec..extracellularis; ic.: intracellularig; n; | cstkken
(Zador és mtsai., 2004)

FesziltségfiighCa -csatorna antagonistak

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a’C#ilzottan nagymértékbearamlasa a sejtbe a
sejthalalhoz vezét egyik doéné esemény. Ez az esemény az intracellularis’ Ca
homeosztazis felborulasat, membranpotencial vatozs szamos enzim aktivalasat
okozza, valamint szignaltranszdukcios kaszkadoRdit ibe, amely végul sejtpusztulast
eredményez. Agyat érifitischaemidban a €&asejtbe tortéé bejutdsa lehetséges a
feszlltségflg§ és/vagy ligandflugg (pl.: NMDA) ioncsatornakon keresztiil.
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A legrégebben vizsgalt fesziiltség figgCa -csatorna antagonista aimodipin
(RANTTAS, 1996), amely egy L-tipusi €acsatorna blokkold. Toébb  klinikai
vizsgalatban a nimodipin nem mutatott §édhtast (Ahmed és mtsai., 2000; Fogelholm és
mtsai., 2000). Az ugynevezett VENUS (very early odipine use in stroke) kiprobalasban
a nimodipin a stroke-ot kouethat 6ran bellili adasa esetén hatastalannak bikgiidarn

és mtsai., 1999). Két tovabbi nagyszabasu a nimuéipzonatkozé vizsgalatot pedig le
kellett allitani, azok eredménytelensége miatt dgers és mtsai.,, 1991; Wahlgren és
mtsai., 1999). Horn és Limburg (2000) a*Gantagonistakrol irt meta-analizisében 7521
beteggel végzett 28 randomizalt proba elemzésgaaldpjelentette, hogy jelenleg nem
megalapozott a feszilltségfitlgga -csatorna antagonistak hatékonysaga az akut stroke
kezelésében. Ezek a vizsgalatok ugyanakkor nenakz&ij jovobeli még specifikusabb
Cd*-csatorna blokkoldk lehetséges hasznalatat. Pélgatkany kisérletekben az
ischaemia okozta kérgi nekrozis ellen hatdsos skemutatkozik az endoplazmatikus-
retikulum C&"-csatorna blokkoldlantrolene(Hong és Chiou, 1998).

Natrium csatorna blokkoldk

Tovabbi lehetséges tamadaspont a glutamat presikinapfelszabadulasanak gatlasa,
amely Nd-csatorna blokkolokkal sikeresnek bizonyult szamadlatmodellben.
Allatkisérletekben dosphenytoirés asipatrigine (BW619C87hatékonynak bizonyultak
(Chan és mtsai., 1998; Asakura és mtsai., 200Ghsphenytoirhuman kiprobalasa nem
igazolta a varakozast (Pulsinelli és mtsai., 198%ikai vizsgalatban 8W619C98egy
masik pirimidinderivatum) kiprébaldsat a harmadikikai fazisban leallitottdk (Graham
€és mtsai., 1994; Chan és mtsai., 1998)Juldeluzot a stroke-ot kdvéen hat 6ran belll
adva a mortalitas nem valtozott, viszont a funkél@nvizsgalat a kezelt csoportban
szignifikans javulast mutatott (Grotta, 1997). Hzae USA-ban készitett vizsgalattal
ellentétben dubeluzol egy eurdpai és ausztral klinikai kiprobalasbank@uonalisan is
hatastalannak bizonyult (Lees, 1998).

Gyors C&"-csatorna blokkolék

Az intracellularis C&-szint emelkedés okozta citotoxicitast a receptgulélt gyors C4-
csatornék szintjén is megvizsgaltak. A receptouldygyors CA'-csatornak metabotrop
és ionotrdp tipusra oszthatok. Az ionotrép csatosecifikus ligandjaik alapjan NMDA
és AMPA tipusokra kulénulnek el. Az NMDA-komplex gezi a neuroprotekcid

elssdleges célpontjat.
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Nem-kompetitiv NMDA antagonistak

A magnéziumnagy ddézisban endogén vasodilatatorkéntikadik, valamint nem-
kompetitiv’ NMDA-receptor és feszilltségfilgga-csatorna antagonistaként is
viselkedik. Jelenleg a magnézium kezelés a strokeneet) 12 6ran belll adva a klinikai
lll. fazisaban van (Clark és mtsai., 2000).d&olcipin (MK-801) tulzottan efs klinikali
mellékhatdsai miatt nem kerUlt kiprobaldsra (Gangés mtsai., 2000). Anemantin(1-
amino-3,5-dimetil-adamantam) szintén hatasosnadnlyizt patkany stroke modellben. A
neurologiai deficit, a stroke mérete és az 6déemaidgs egyarant szignifikans mértékben
csokkent, csekély mellékhatdsok mellett (Stieg dsam 1999). Tervezik a vegyililet
human kiprébalasat is.

A poliamin I6kuszon tAmadé antagonistak képvigehzeliprodil, amely egy lassu Ga
csatornablokkol6. Agyi infarktusos betegeknél nemkozott pszichostimulans
mellékhatdsokat, vérnyomas- illetve szivfrekveraizelkedést. A kiprébalast a |ll.
fazisban mégis ledllitottak a terdpia hatastalaasaigtt (Giroux és mtsai., 1994). A glicin
l6kuszon tdmado antagonistak kozigavestinelegy jol toleralhatd és kevés mellékhatast
okozo szer volt a klinikai lll. fazisban, de az Mizsgalatok nem mutattak csékkenést az
infarktus méretében (Warach és mtsai., 2006). A eaciogéen NMDA-antagonistalé f
problémaja, hogy nagyrészik pszichotomimetikus ékbkltassal bir. & egyes szerek,
mint példaul aselfotelmég rontottak is a halalozasi aranyt, amiért klnikizsgalatait le
kellett allitani (Davis és mtsai., 2000).

Hatasos vegytiletek lehetnek az endoki@nrénsav(KYNA) és szarmazékai, valamint a
kinurénsav dlanyaga az -kinurenin (L-KYN), amelyek nemcsak stroke, hanem egyéb
neurologiai korképek esetén is potencialis neureptoy szerként riikddhetnek (Salvati
€s mtsai., 1999; Nemeth és mtsai., 2004; Robotkatgai., 2005; Gigler és mtsai., 2007;
Sas és mtsai., 2008).

Szabadgyotk-antagonistak

Az ischaemia ifitartama és a reperfuzio soran m&ga reaktiv szabadgyokok
keletkezésének aranya (Coyle és Puttfarcken, 1998y. tinik, hogy a lipidmembran
peroxidacidja az az dldleges mechanizmus, amin keresztll a szabadgydkdisitjak az
agyszovetet. A szabadgyokok kégését gatld, illetve a hatastalanitasukatsedit
vegylletek potencialis neuroprotektansok lehetrfekirilazad az egyik ilyen vegydilet.
Hatasat hat kulonbéztanulmanyban vizsgaltak; a két legnagyobb hordemezuropean-
Australian Study és az American Study egymasnanitiondd eredménnyel zarult: az

elss vizsgélatban a kezelt betegcsoport nagyobb mi@salimutatott, mint a placebo
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csoport, ezért a tanulmanyt nem folytattdk (Hal€998), mig az amerikai tanulmany
ellentétes trendet igazolt (RANTTAS, 1996). A saihak fogok kdzll a szervezet sajat
antioxidans rendszeréhez tartozik agzkorbinsav(C-vitamin) és aza-tokoferol (E-
vitamin). Erdemes megjegyezni, hogy a C-vitaminyndzisti adagolasa modulalhatja az
NMDA-receptor blokkolok neuroprotektiv hatasait,veli a C-vitamin nagy affinitdssal
kotodik az NMDA-receptor redox regulalohelyéhez, ezgtermanens receptorinhibiciét
idézve eb (Majewska és Bell, 1990; Majewska é€s mtsai., 1990)
Nitrogén-oxid-szintetaz-gatlok

Megfigyelések szerint a NO-agonisték, az L-argikorai adasa, vagy az indukélhato
nitrogén monoxid szintetaz (NOS) specifikus gatdiralkalmazdsa hatasos stroke-ban
(Dawson, 1994). A NOS-gatlék human terapas lidegei azonban tovabbi klinikai
vizsgalatokra szorulnak.

Novekedési faktorok

Allatkisérleti adatok szerint a ndvekedési faktooskkkentik az infarktus kiterjedését, és
eléseqitik az idegi ikodés helyreallasat (Karhunen és mtsai., 2005).

Antiapoptotikus beavatkozasok

Az infarktus kiterjedésének masodlagos ndvekedéséthenty szerepet jatszik az
apoptotikus sejthalal befolyasolasa (Lee és mts889).

Gamma-amino-vajsav-agonistak

A gamma-amino-vajsav (GABA) a legfontosabb gatlaroganszmitter, amely bizonyos
fokig ellensulyozni képes az excitatérikus glutarhatasat. Aclomethiazolpotencialisan
neuroprotektiv GABA agonista szernek latszik (Créssmtsai., 1991; Snape és mtsai.,
1993; Cross és mtsai., 1995; Sydserff és mtsaB5d;9Sydserff és mtsai., 1995b). A
clomethiazolpatkany kéregben csdkkentette az ischaemia olghatamat felszabadulast
(Nelson és mtsai., 2000). Klinikai vizsgalatban ertalitasi adatok nem javultak komplett
agyi infaktusban, noha tébb betegnél funkcio jasukapasztaltak (Wahlgren és mtsai.,
1999), Ujabb vizsgalatok jelenleg is folyamatbannak (Lyden és Wahlgren, 2000).
Jelenés mennyisél kisérletes adat igazolja kipotermia jotékony é€s a hipertermia
kartekony hatasat stroke-ban (Gunn és Thoreserg; 208ng é€s mtsai., 2007). Egyes
kisérletes vizsgalatok szerint é&sztrogénelneuroprotektiv hatasuak lehetnek (Wang és
mtsai., 1999; Lapchak és mtsai., 2000; Bagettatéaim2004; Li és mtsai., 2004; Juhasz-

Vedres és mtsai., 2006), mivel csokkentik az idggiséschaemia érzékenységét.
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A kinureninek:

A kinurénsavat 1853-ban irta lessk6r Justus von Liebig (Liebig, 1853). Az 1900-aské
elején Elliner és Homer felismerte, hogy a KYNAriptbfan anyagcsere soran keletkez
termék (Ellinger, 1904; Homer, 1914). A triptofanetabolizmus ezen agat kinurenin

atvonalnak, az anyagcsere-termékeket pedig kinnegniek nevezték el (5. abra).
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5. &bra A triptofan metabolizmusa (Stone és Darlingtor2@lapjan médositva).
5-HT: 5-hidroxitriptamin; 3-HAO: 3-hidroxiantrands oxidaz; IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz; KAT:
kinurenin aminotranszferaz; MAO: monoamin oxida2RY: kvinolénsav foszforibozil transzferaz; TDO:
triptofan-2,3-dioxigenaz

Az L-KYN alacsony koncentracibban megtaldlhaté abedé, az agyszovetben és a
periférias szervekben egyarant (Stone és Darlindt002). Kénnyen éatjut a vér-agy gaton
a nagy neutralis aminosav transzporterek segiteég@hristensen, 1984; Speciale és

mtsai., 1989). A L-KYN az agyba keriilve belép aztaxitadkba, ahol transzaminalodik,
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és KYNA-va alakul (Bender és McCreanor, 1982; Mardi®99), amely folyamatot a
kinurénsav-transzaminaz (KAT) enzim végzi. Az 1280években mutattak ki a KYNA
jelenlétét a human agyszovetben. Legnagyobb kor&maéban a nucleus caudatusban
mutattak ki, de jelen van a thalamusban, a hipppcatvan, a parietalis és frontalis
kéregben is (Turski és mtsai., 1988).

A KYNA tdbb receptor nikddését is befolyasolja, széles spektrumul seskent
aminosav receptor antagonista, amely kis koncedtvan kompetitiv NMDA receptor
antagonistaként tikodik. Az NMDA receptoron a sztichin-inszenzitiviaghkoté helyhez
képes bek@dni (Birch és mtsai., 1988; Kessler és mtsai., 1989 glicin az NMDA
receptoron glutamat koagonistaként viselkedik égnmiieeli a receptor affinitasat az
endogén glutamattal szemben (Laube és mtsai., 1893l)cinkdt hely antagonistai tehat
az NMDA receptor ikodését gatoljak. A KYNA nagyobb koncentraciébambketitiv
antagonistaja az AMPA és kainéat receptoroknak isng&és Connick, 1985; Bertolino és
mtsai., 1989; Kessler és mtsai., 1989). TovabbaY&AK a nikotinerg rendszerrel is
kapcsolatban all, mivel képes aZ/ nikotinos acetilkolin receptorokat blokkolni (khas
és mtsai., 2001). Kutatasok kimutattak, hogy a KYiAmebdés mértéke a glutamaterg
szinapszisok kdzelében elhelyez&edsztrocitdkban a legnagyobb métiglezaltal az
asztrocitdkbol felszabadul6 KYNA az NMDA és AMPAceptorok nikddését lokalisan
hatékonyan képes befolyasolni.

Fukui €s munkatarsai (1991) polaris sejtkultiragzedt kisérleteinek eredményei azt
mutatjdk meg, hogy a KYNA nem vagy igen csekélytgldren képes atjutni a vér-agy
gaton. Az agyszoveth tortérs kitrilése csak a probenecid (PROB) érzékeny szsave
transzportereken keresztul térténhet (Moroni, 1999)

Kllénb6a neurodegenerativ korképekben a KYNA abszolut vaigtiv koncentracidja
az agy bizonyos terlletein eltér a fiziologias KiE (ember esetében 1 mM (Turski és
mtsai., 1988)). Huntington-kéros betegek stridtuamalosokkent KYNA szintet mértek
(Beal és mtsai., 1992; Jauch és mtsai., 1995)| ezeenben a kvinolénsavat szintetizalo
enzim (3-HAO) aktivithsa megn Parkinson-korban szenuedoetegeknél fiziologias
putamenben (Ogawa és mtsai., 1992). Csokken a K¥NAt Alzheimer-kor esetében is
(Hartai és mtsai., 2007), de a megemelkedett keimgav szint is szerepet jatszhat a koér
kialakulasaban (Guillemin és mtsai., 2003). SchianBiban emelkedett KYNA értéket
talaltak (Erhardt és mtsai., 2001). A triptofan ampgsere metabolitjait az epilepszias
megbetegedésekkel is 0sszefliggésbe hoztdk. WAG@dRKanyokon — amely egy az
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epilepsziara szelektalt patkany térzs — végzetsgalatok az allatok frontélis kérgében
szignifikansan alacsonyabb KYNA szintet mutattakesn epilepszias kontrollhoz képest
(Kaminski és mtsai., 2003). A KYNA antikonvulzans ieuroprotektiv tulajdonsagokkal
rendelkezik epilepszias modellekben (Foster ésimts884; Battaglia és mtsai., 2000;
Kaminski és mtsai., 2003; Nemeth és mtsai., 20@bdka és mtsai., 2005).

A fentebb részletezett irodalom és adldsismertetendl sajat kisérleteink alapjan
is ugy ftinik, hogy a KYNA és dlanyaganak az L-KYN-nek a hasznalata potencialis
neuroprotektiv kezelési megoldasndknik ischaemias inzultus utan fellepdegsejt-

karosodas kivédésre illetve visszaforditasara.
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A glutamat scavenging lehdisége:

Napjainkban mar tudott tény, hogy a glutamat (Gla) legbbb serkerit neurotranszmitter
és excitotoxin — nemcsak a szinapszis jol behdt&éohyezetében fejti ki hatasat, hanem
hatdsa nagyon nagy kiterjedésagytertleten érvényesul. Mindkét esetben Glu-
transzporterek (excitatorikus aminosav transzpekteEAAT-ek) szabalyozzak a Glu
hatasanak térbeli kiterjedését (Beart és O'Shdi)20 Glu neuronokba és gliakba totién
visszavétele révén.

A legéltalanosabban elfogadott kép a glutamateigppzzis felépitésér a kovetked: a
szinapszis all egy preszinaptikus végeslél, amely tartalmazza a Glu-tal teli vezikulakat,
tovabba egy posztszinaptikus membranbdl, amelyegy reiriséggel vannak a Glu
receptorok, és az egészet korbeveszik a glialisbmemrészek, amelyek gazdagok EAAT-
ben. Ez az elrendédés megakadalyozza a serkentés nagyménéfoeli kiterjedését
(Rusakov és Kullmann, 1998; Savtchenko és RusaR004; Savtchenko és Rusakov,
2005). Azonban a Glu serkénhatasa nem korlatozédik csak a szinapszisra. Ty
vezikularis glutaméat felszabadulas torténik gligtedddl is, amely hatasara egy joval
diffazabb kiterjedé$ serkentés jon létre (Montana és mtsai., 2006; & ésantsai., 2007).
Az agyat ért patologias események soran — strobemias seérilés stb. — kontrollalatlan
modon megéh a Glu felszabadulas az idegi és glialis raktargkbd@nkor az EAAT-ek a
Glu visszavétellel forditott irAnybanikddnek, azaz a Glu sejtekbtorténs leadasanak
irAnyaba (Vesce és mtsai., 2007). Ennek az azhagy a tartdsan depolarizalt allapotba
kerilt sejtek EAAT-i ,reverz” modon tikddnek. Az endotél faldban IBEAAT-ekre ez
nem vonatkozik (Vesce és mtsai., 2007). Ez a koaitdilan Glu felszabadulas okozza azt
az extrém magas Glu-szintet, amely ilyen patolodi@silmények kozoétt a kiterjedt
neuronkarosodast és neuronpusztulast okozza. A k@tos hatasat az érintett részt
korllvews ép agyterilet jol rikodé EAAT-ei fékezhetik meg.

Ezen felll nem szabad elfeledkezni arrél sem, reagggy nagyon jol ellatott érhaldzattal.
Az agy kozel 100 millié kapillarissal rendelkeztiehat kis tulzassal az agyban majdnem
minden neuron rendelkezik sajat kapillarissal. Alagbs tavolsag egy kapillaris és egy
idegsejt kozott 8-20 um (Bickel és mtsai., 2001).ayi érhaldzat is igen gazdag EAAT-
ben, de nemcsak az érfal, hanem az azt korélasgtrocita végtalpakon is szamos EAAT-
t taldlunk (Chaudhry és mtsai., 1995; Lehre és imts@95). Igy tehat az agyi erek EAAT-
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ei felelbsek a nagyon jelets, de még kevésbé ismert, agybdl a vérbe t6ri@tu
effluxért, és az agyi Glu homeosztazis fenntartaser

Kisérleti eredmények bizonyitottak, hogy az ellegéiranyu (vérdl az agy felé) Glu
transzport igen korlatozott (al-Sarraf és mtsé95;, al-Sarraf és mtsai., 1997b; al-Sarraf
és mtsai., 1997a; al-Sarraf és Philip, 2003) éyoratassu is (Oldendorf, 1971; Sershen és
Lajtha, 1976). Az agybdl a vérbe torééefflux ugyanakkor nagyon gyors. Az efflux a
kapillarisok antiluminalis oldalan talalhato Nfiggs EAAT-eken keresztiil zajlik (O'Kane
és mtsai., 1999). Elmondhaté tehat, hogy a Gluslete eltavolitasaért nemcsak a
neuronokon és glidkon talalhatdé EAAT-ek fékdk, hanem a folyamatban az agyi
kapillaris haldzat transzporterei is fontos szeezpjutnak. Az EAAT harom altipussal
rendelkezik (EAAT1, EAAT2, EAAT3). Az EAAT1 és EAAX az asztrocita végtalpakon
gyakoribbak mint a kapillaris endotél sejtjein (@dhary és mtsai., 1995; Lehre és mtsai.,
1995; Danbolt, 2001). Mind a harom altipus meghaltd az érendotél sejtek ablumindlis
oldalan is (O'Kane és mtsai., 1999).

Milyen mechanizmussal torténik az agybol a vér yéba tortéd Glu felesleg
eltavolitasa?

Az agybdl vérbe torténGlu efflux az agyi interstitialis tér és a vérpiaa kozott fennalld
kedvedtlen koncentracio-gradiens ellenére is megtortéAk. interstitialis folyadékban
(ISF) és a cerebrospinalis folyadéekban (CSF) akéhcentracio 1-10 uM, mig a vérben
40-60 pM. Az extracellularis Glu transzportja azerétotél antilumindlis oldalan
megtalalhaté Nafliggs transzporterek tikodése révén torténik. Amint az endotél sejtben
lévé Glu koncentracié meghaladja a plazmabar &l koncentraciét, a Glu transzportja

megtorténik a kapillaris lumene felé (6. abra) (&K és mtsai., 1999).
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6. abra A Glu koncentracié a CSF-ben (M), a neuron kitlintetett részein (sz6ma 10 mM, éxoninalis
100 mM), az asztrocitakban (10 mM) és a vérbenufMl Az asztrocita végtalpak felveszik a
felhalmozodott Glu-ot az ISF-bdl, ahol is a Glul@ital glutaminna (GIn) a glutamin szintetaz altal. (A
keletkezett GIn az endotél sejtek abluminalis me&mijan [€¥ neutralis aminosav traszporterek révén atkerdl
az érendotél sejtekbe (2). Itt a GIn visszaalakuH@ a glutaminaz enzimitkodése révén (3), az igy
keletkezett Glu facilitativ transzport révén (4uat vérbe. Az érendotél abluminalis membranj&aléunk
EAAT-ek (5), amelyek specidlis fiziologias és paimiidgias korilmények kozott képesek a Glu-ot
kozvetlendl bejuttatni az endotél sejbe. Ebbensatben a Glu transzport sokkal hatasosabb és dpmréa
endotél sejtben megemelke@lu-koncentracié meghaladja a vérdd-os Glu koncentracidjat és igy
facilitalt transzporttal a Glu atkerll a vérbe.&transzport addig zajlik, amig a koncentracid agok azt
engedik. (Teichberg és mtsai., 2009 alapjan modsit

Az agybol a vérbe tortérGlu efflux serkentésének lebsdge

Ha a vérben sikerll lecsokkenteni a Glu konceritacikkor ez egy megnoévekedett
szivoebt jelenthet az agyi Glu efflux szdméra. Gottliebnéisnkatarsai (2003) a vér Glu-

szintjének lecstkkentéséhez a vérben talalhatémehzia glutamat-piruvat transzaminaz
(GPT) és a glutamat-oxalecetsav transzaminaz (G@iRodését hasznaltak ki. Ezen

enzimek koszubsztratjai a piruvat és az oxalecdfsaabra). Ha vérben megnovekszik az
oxdalecetsav (OxAc) vagy a piruvat (Pyr) szint, akka enzimreakcio eltolhaté a Glu

atalakitas iranyaba.
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7. abra A glutamat-szint cstkkentésének ldisgtge a vérben
GOT: glutamét-oxalecetsav transzaminaz; GD: glutade&arboxilaz

A hipotézist Gottliebék az agykamraba juttatotioa#tivan jeldlt Glu-tal bizonyitottak be.
Kezdetben figyelték az alap Glu-szintet a vérbesdamint a jelolt Glu megjelenését.
Miutdn a radioaktiv jel elért egy allandé szintetvérben, OxAc-ot/Pyr-ot juttattak a
keringésbe, és a tovabbiakban meérték a Glu-sziédeta radioaktiv jel mértekét. A
kisérleteik alapjan azt tapasztaltak, hogy a Glisa&umbeli csokkenése 15 perccel az
OxAc kezelés utan éri el annak a maximumat (Zloéskmtsai., 2007). Ezen bizonyitékok
alapjan lathaté, hogy a Glu scavengerek (pl.: Ox#lkalmazasa altal az agyi ISBHEs
CSF-bél a vérbe tortén Glu efflux a vér Glu-szintjenek lecsokkentése reéve

megndovelhet.
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Allatkisérletes modellek az agyi hipoperflziora/isbaemiara:

Az allatkisérletekben alkalmazott hipoperfuziodisamias modellek kozil leggyakoribb
modszer valamely az agyat ellatd nagy artéria, vaggriak irreverzibilis és/vagy
reverzibilis elzarasa.

A nem teljes agyi ischaemia modellje az ugyneveater leszoritdsos modell (two-vessel
occlusion, 2V0O), amely esetében a két arteria mamimmunist zarjak el hosszabb-
révidebb ideig. Ezen allat modell alkalmazasa sanagyi vérataramlas tartdés 25-50%-0s
csokkenése mintegy fél év utan magatartaszavaralakkilasadhoz vezet anélkil, hogy
kimutathatd neuropatolégiai elvaltozast okozna. Alyss kétoldali carotis tenzid
csokkenés, vagy a régota fennallo arteriovenosuommeatio okozta patofiziologiai,
magatartasi €s patoldgiai elvaltozasok valdgema kronikus hipoperfuzié kévetkeztében
alakulnak ki (Sekhon és mtsai., 1997). Wistar paghét hippocampusanak vérellatasa 2,5
oras kétoldali carotis okkluzié (two-vessel ocotusi2VO) hataséra a kontroll szint 52%-
ara esik vissza, mig ez az érték 2 nap elteltéded, 7egy hét elteltével 74%; 3 hdnapos
2VO esetében pedig a kontroll szint 90%-at érijid,(amig a kéreg a verellatasa 2,5 oras
2VO hatasara a kontroll szint 35%-ara esik vis§&zaaz érték 2 nap elteltével 43%, egy
hét elteltével 71%, 3 hbénapos 2VO esetében pedignaroll szint 80%-at éri el Ujra
(Tsuchiya és mtsai., 1992; Tsuchiya és mtsai., 198hdez annak koszontigethogy
patkany esetében az agyi vérellatast biztositGdAkbr teljes az arteria basillaris d&ligy
futéegér (Gerbillus gerbillus), amelyeknél a Wikidr nem teljes, a carotis leszoritas teljes
ischaemias allapotot idéz éela carotis communis altal vérrel ellatott agytetigien
(Kaundal és mtsai., 2009). A 2VO paradigmat krosikgyi hipoperfuzié (atherosclerosis,
arteriovenosus malformatio) és egyéb csokkent Mdédkal jaré betegségek pl.
Alzheimer-kor (De Jong és mtsai., 1999; Farkas diteh, 2001) modellezésére szoktak
hasznalni.

Sokkal sulyosabb hatasu, teljes agyi hypoxiat okondlell az Ggynevezett 4 ér elzarasos
(four-vessel occlusion, 4V0O) modell (PulsinelliBserley, 1979). Ebben az esetben a két
arteria carotis reverzibilis elzardsa mellett azeraa vertebralisokat é&retesen
irreverzibilisen roncsoljdk. A carotis okklizié jdee a teljes agy vérkeringés nélkdl
marad. Fél ords 4VO esetén a verataramlas a kbramht 40%-ara csokken a
nyultvelbben, 18%-ara az amygdalaban, 6%-ara esik visszppadampusban, és szinte

teljesen megdmik a neocortexben (Schmidt-Kastner és mtsai., 1982 elvezetett
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elektroenchephalogramm altal méhgl teljesen kisimul (Pulsinelli és Brierley, 1979
Ez a beavatkozéas j6l modellezi a hirtelen szivmégd&loran kialakul6 allapotot.
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Ceélkitiuzés:

1. AKYN és KYNA neuroprotektiv hatasat mar szamodteme vizsgaltak és leirtak.
Munkacsoportunk is jelets eredményeket ért el ezen a téren, dlegbp
hisztoldgiai €s magatartdsvizsgaldo modszerek atkzhisa révén. Azonban alig van
adat a kérdéses anyagok neuroprotektiv hatasaeéicadiziologiai vizsgalatara.
Kisérleteinkben a KYN neuroprotektiv hatadsanak elekrofiziologiai vizsgalatat

tiztuk ki célul teljes ebaqyi ischaemiaesetén.

2. Traumas zart fejsérulés Aallatkisérletes modelljén @xdélecetsav adasanak
neuroprotektiv hatasat irtak le par évvel éite(Gottlieb és mtsai., 2003).
Munkacsoportunk bekapcsolédott ezekbe a vizsgalathla és az itt
masodikként bemutatott kisérletsorozatban az oxaletsav neuroprotektiv

hatdsanak vizsgalatara torekedtliink _globalis_agyi lmoperfuzié (nem teljes

ischaemia) esetén.
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Anyagok és moédszerek:

Allatok:

Kisérleteinkben feltt Charles-River (n=101) patkanyokat hasznaltunk Az allatok
220-320 g sulyuak voltak. Az allatokat minden esptlegyesével, szabvanyosianyag
ketrecekben tartottuk szabad hozzaférést biztosaeukra az élelemhez és a vizhez. Az
allathdzban 12:12 6ras sotét-vildgos periddust &< 2vmérsékletet biztositottunk.
Minden esetben betartottuk a laboratoriumi allagokdozasaval kapcsolatos alapelveket
(NIH Publikdci6 No. 85-23), a Szegedi TudomanyegyetEtikai Bizottsaga Aaltal
jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protoKd®98), és az Eurdpai Kozossegek
Tanacsanak 1986. november 24-i rendeletét (86/&0)E

Er okkl(zio:

Kétoldali carotis communis okklGzié az in vitrolatefiziologiahoz és szévettanhoz:
Atmeneti (30 perces) kétoldali carotis communisi{owon carotid artery, CCA) (Tsuchiya
és mtsai., 1992; Tsuchiya és mtsai., 1993) okktuméztink eb 4%-0s klorél-hidrat
oldattal altatott allatokon (8. abra). Az altatagdlasa 1 ml/100 ttg dézisban i.p. adassal
tortént. Preparalas soran a CCA-kat feltartukvelifottuk a vagoszimpatikus idegkoteget,
az eret cérnara vettik, majd serilést nem okozoraneas csipesszel (Aesculap, B. Braun

Orvosi Kft.) elzartuk az eret.

2VO

8. dbra A 2VO miitéti elrendezése. A nyilak az okkluzié helyét jidgFarkas; 2001)

A mitét alatt az allatok testimérsékletét feedback-szabalyozott infralampavabitaik
37+0,5 °C kozott. A 30 perces érelzarast kégpta CCA felengedésével visszaallitottuk a
keringést. A 3 napos felépllésiviagniatt a sebbe antibiotikumot (Strepto-Fatol, FATOL
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Arzneimittel GmbH) juttattunk az esetleges degsek elkertlése érdekében, végezetil a
sebet bezartuk. Az AalitHtt kontroll (sham control, s.c.) patkanyokon antfdeirt
folyamatokat hajtottunk végre CCA okkluzié nélkalmittétet, a nitét utani regeneracios
idét (3 nap) az éllatok 100%-a tulélte. 3 nappal &tén utan tortént azn vitro

elektrofizioldgiai vizsgalat és a hozzé kapcsoléddvettan élkészitése.

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

A 4VO mobdszer kivaloan alkalmas kétoldali, teljgménti ischaemia éidézésére altatott
patkanyok esetén (Pulsinelli és Brierley, 1979). Allatokat a mitét el$ napjan
Nembutallal (CEVA-PHYLAXIA; 60 mg/kg, i.p.) altatiu A miitét kezdetén az allatok
tarkéjat elektromos hajnyiroval leborotvaltuk, mapl allatok fejét erre a célra kialakitott
befogoba rogzitettik. A befogas soran az allato&ta lehet legjobban lenyomtuk, hogy
a tarké t4jék minél jobban hozzafémdegyen. A lort és az alatta Iévizmot olloval
megvagtuk. A mélyebben fekvizmokat csipesszel tompan szétfejtettik. A sebet
sebterpesszel kitagitottuk. Az &lssigolyat a harmadik réteg izomtol is megtisztitiot A
megtisztitas utan lathatova valik a foramen alaye les arteriolaval. A felhevitett hedy
kautert a gerinc tengelyével kézel parhuzamos sikbforamen alare-ba helyeztiik, rogton
azutan jeges mosassailtdittik a roncsolas helyét és a csontot technikedvil kissé
megfartuk, majd ismét thottik a csigolyat (9./A abra). A folyamatot addggmeételttik,
amig az arteria vertebralis csigolyaban alkototk&nak két aga szemmel lathatéan el nem
valt egymastdl (9./B abra). Aités a kozelben elhelyezkiedylltvelb és gerincvel
épségének megovasara szolgalt. Atéh végén a sebbe antibiotikumot (Strepto-Fatol,
FATOL Arzneimittel GmbH) juttattunk az esetlegestéeések elkertlése érdekében,
végil a sebet 6sszevarrtuk. A masodik nap 12 6&VACA preparalas @t az allatoktol
megvontuk az ételt. A CCA preparalashoz az allatokter belélegeztetéssel felliletes
narkozist alakitottunk ki. A CCA-okat megtisztitdtt a vagoszimpatikus idegkotégt
majd sértlést nem okozo csipesszel 10 percre éisttok (9./C abra).
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Az almitott allatok esetében nem tortént meg a carotmol@gisa. Azt, hogy a carotis
lekotés kovetkeztében az allatokndl tényleg kidtakuglobalis agyi ischaemia, harom
tényed tamasztja ala: a pupilla kitagul, a pupilla refleegsinik; az allat a hatarél nem

fordul vissza a haséra (rightimgflex hianya), és nem reagal fajdalom ingerre sem.

In vitro elektrofiziologia:

Az elektrofiziologiai mérések harom nappal (2VO)tisnappal (4VO) a kétoldali CCA
leszoritasa utan torténtek. Az allatok dekapit@tikpveben metszeést ejtettiink a féjon.
Majd a koponyan egy sagittélis és egy a ket orkisazekdt cornalis metszést végeztink.
A koponyatedt a bemetszések mentén szétnyitottuk, majd a bolkboggott és a kisagy
elott ejtett coronalis metszésekkel eltavolitottukagy hippocampust tartalmazo régiojat.
Vibratommal (Campden Instruments, Egyesult Kirafysd00 um vastagsagu coronalis
metszésd szeleteket készitettlink a hippocampus k&zépszebl. A metszést jéghideg, 2-
4 °C-os mesterséges cerebrospindlis folyadékban i¢atifcerebrospinal fluid, aCSF)
végeztik, melynek 6sszetévmM-ban megadva: 130 NaCl, 3,5 KCI, 1 N#d,, 24
NaHCG;, 1 CaC}, 3 MgSQ és 10 D-glikdéz. Mind a metszésnél, mind pedig &srdglas
soran alkalmazott aCSF-et karbogénnel (95%05% CQ) oxigenaltattuk, hogy a szeletek
O ellatasa zavartalan legyen. A szeleteket egy Haasti regisztralo kamraba helyeztik,
majd ott szobatmérsékleten inkubdltuk egy 6ran &t, hogy a redisiirkdzben hasznalt
oldatban pihenjenek. A regisztralo oldat 6sszetétebk a 3 mM Cagés 1,5 mM MgSQ
koncentracidokban tért el a metszésnél hasznakktéamraban a perfluzios aCSF aramlasi
sebessége 1,5-2 ml/perc volt. A regisztralasokC34n, paradis kornyezetben zajlottak.
Az ingerb elektrédnak egy bipoléris fém elektrédot haszmddt(A-M System, Sequim,
WA, USA), amelyet a CAL régié stratum radiatum gétee helyeztink (10./A ébra). A
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Schaffer-kollateralisok orthodromikus ingerléseaatlé arameéisség mellett, 0,2 ms-os
impulzusokkal 0,033 Hz frekvencién tértént.

A kivaltott posztszinaptikus mézpotencialok (field-evoked postsynaptic potendiaR SP
10./B abra) regisztralasa a hippocampus CAl-esj@gan a stratum radiatum és a stratum
pyramidale rétegeld tortént (10./A abra). A regisztralas 1-2(Mellenalldsa regisztrald
aCSF-fel feltoltott mikroelektrédokkal zajlott. Aedzt stimulus intenzitasa ugy lett
bedllitva, hogy a szeletekben a mar maximalis aggdju fEPSP-t kivaltd legkisebb
impulzus intenzitasanak korulbelil 50%-at valtséékiagosan 30-60A kozott volt).

Stim B
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10. &bra A Az in vitro elektrofiziolgia kivitelezésének sematikus abr&am: ingeré elektréd, Recl, 2:
elvezed elektrédakB: Elvezetett fEPSP; a és b pontok kézott mértiaraplitidok nagysagat

A fEPSP regisztralasa Digidata 1200 analdg-didgitaiverter hasznalataval, pClamp6 és
Axoscopel0.1 (Molecular Devices Corporation, Sumtgy CA, USA) regisztralo
rendszerrel ellatott szamitogépen tortént. Az eteteadatok kiértékelését Axoscopel0.1
és OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation, NorthamptMA, USA) program segitségével
végeztuk.

A CALl régio és Schaffer-kollateralisok szinapsiiaaiaz LTP indukciéhoz hasznalt nagy
frekvencias ingerlés (high frequency stimulation-3) soran a 0,2 ms jelszélesség
impulzusokat 100 Hz frekvenciaval 5 masodpercigulada teszt stimulus 100%-o0s
intenzitasan. A HFS utan a fEPSP amplitid6janakorabkait 60 percen keresztl
regisztraltuk. A HFS adasaotl a szeleteket 40-60 percen keresztil kontroleitig (0,2
ms-0s impulzusokkal 0,033 Hz frekvencian 20 masampgkent) mellett pihentettiik, amig
a fEPSP-k amplitudoja stabilizalédott, majd egy fd€rces kontroll szakasz felvétele
kovetkezett. A kontroll periddus utan vegeztik aPLndukciot.

A paros impulzus facilitacio (PPF) mérése az al&gptaghaterg szinaptikus funkcio
vizsgélatara szolgél (Creager és mtsai., 1980; €ck989). A PPF mérése a teszt
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stimulus intenzitasan tértént 25, 50, 75 és 100 impulzusok koézti idtartammal
(interpulse intervals, IP1). A masodik kivaltottlagz amplitud6 értékét osztottuk azéels
ingerre adott valasz amplitado értekével, és akapptt aranyt abrazoltuk. Az 10 gorbék
(input-output, bement/kimenet) szintén az alafpvgtutamaterg szinaptikus iktdés
mérésére késziltek, ahol a kontroll csoport és @ 28oport fEPSP amplitudd értékeit
abrazoltuk kulonbdg ingerlési aramésséegek mellett. Az ingérlimpulzust 0 pA-t6l 100
HA-ig valtoztattuk.

Mindig maximum két szeletet vizsgaltunk egy allat#s minden szeletet csak egyféle
mérésnek vetettink ala (LTP, 10, PPF).

Szovettan:

Mindkét kisérleti felallasban (2VO, 4V0O) a szovattaizsgalatok szamara édeszitett
allatokat 4%-o0s paraformaldehid oldattal (0,1M féspufferben oldva) transzkardialisan
perfundaltuk. A Kkivett agyakat tovabbi egy éjszakdh ugyanebben az oldatban
utofixaltuk. Masnap az agyakat 24 6rara 20%-os lem@z oldatba helyeztik. Ezutan
fagyasztva met€z mikrotommal 36 pum vastag szeleteket metszettirtkppocampus
teriletéél (Frigomobil Modell 1206, Reichert-Jung, NuRRlociNémetorszag). A
metszeteket TBS — 4%-0s TritonX oldatok keverékéiselatinozott targylemezre huztuk
fel. A megszaradt metszeteket festés utan Fluorotrsmgitségével fétemezzel lefedtik.
A Fluoro-JadeB és NeuN festéseket kéeeta jelobdott sejteket a szamunkra kifejlesztett
program segitségével szamoltuk 6ssze a hippoca@wtisrégiéjabdl random kivalasztott
egy latotérnyi teriiletét. Az igy kapott adatokat atszamoltuk 1freriiletegységre.

Alkalmazott festési eljarasok:

Fluoro-Jade:

Fluoro-JadeB (FJ-B) egy fluorokrém festék, amegeilt neuronokat festi meg (Schmued
és Hopkins, 2000a; Schmued és Hopkins, 2000b). 8 Ragyobb neuron specifitast
biztosit, mint a hagyomanyos Fluoro-Jade. A szelkeét etanol sorban dehidrataltuk,
mielétt 15 percre 0,06%-0s kalium-permanganat oldatbéyehttik volna. Ezutan
desztilldlt vizes mosas kovetkezett, majd a szedtte30 percig 0,001%-os FJ-B
(Chemicon) oldatba helyeztik. A festés utan a neétet desztillalt vizben lemostuk (3x1
perc), €s egy napig sttétben, szabad k@vegaradni hagytuk. A metszeteket mikroszkop
alatt (BX51, Olympus, Tokid, Japan) vizsgaltuk. gerjeszé fény hullamhossza 470-490
nm, a kibocsatott fény hullamhossza 520 nm vol&ldoro-JadeB fluoreszcens technika
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segitségével jol demonstralhatok a 4VO kovetkentéggiilt sejtek a hippocampus CA1l
régiojaban (11. abra).

11. 4braGlobdlis agyi ischaemiat kdvien Fluoro-JadeB festéssel jeddlott sérilt neuronok a
hippocampusban. A nyilak a CA1 régidban sérilegeieriletét jelzik. Kalibracio: 2 mm. (sajat nem
publikalt adat)

NeuN:

A anti-neuronal nuclei (NeuN; neuronalis magi adi} egy specifikusan a differencialt
idegsejteket jelolésére alkalmazott immunhisztoleénmodszer. Mi is ezt az eljarast
alkalmaztuk az ép hippocampalis CA1 piramis sejgddiésére. A targylemezre felhGzott
szeleteket TBS pufferben (0,15 M NaCl; 0,1 M Tri&&tHpH: 7,4) 1 6ran keresztil
inkubaltuk szobatmérsékleten. A puffer tartalmazott 0,3% (v/vy)Q4t hogy az endogén
peroxidazt blokkoljuk. A nemspecifikus Kitelyek telitésére 1 o6ran keresztil,
szobalbmeérsékleten inkubalva a szeleteket TBS-NGS rentddzasznaltunk (a TBS
tartalmazott 1% w/v NGS-t (normal goat serum, kecskérum). Ezutan a szeleteket a
primer antitesttel (1:2000 egér anti-NeuN TBS-N&3Remicon) egy éjszakan keresztll
szobalbmeérsékleten inkubaltuk. A primer antitest kdzveilekapcsolodik a NeuN-hez.
Ezutan haromszor 10 perces TBS mosas kovetkezégiil\6zekunder antitesttel (1:1000
Cy™3-conjugated donkey anti-mouse IgG; Jackson ImmeseRrch) tettiik lathatéva a
jelolendd komplexet. A metszetek szoldghérsekleten 3 dran keresztll hagytuk a
szekunder antitestet tartalmazé oldatban. Véguletssmteket fluoreszcens mikroszkop
alatt vizsgaltuk meg. A gerjesztfény hullamhossza 530-550 nm, a kibocsatott fény
hullamhossza 590 nm volt. Az idézett irodalom égtskorabbi vizsgalataink (4VO

modell) alapjan a NeuN immunhisztokémia j6 valaszék bizonyult az intakt sejtek
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megjelenitésére a CA3-as régidban, és a gyrus tdshtm, valamint a CA1 terlletén is
(12. abra).

12. 4braGlobalis agyi ischaemiéat koviEnNeuN festéssel jeldtiott ép neuronok a hippocampusban. A
nyilak a kiesett hippocampalis CAl areét jelzikliigcio: 2 mm. (sajat nem publikalt adat)

ProteinS-100 jeldlés:

A ProteinS-100 egy a kalcium-kdtfehérjék nagy csaladjabdl. Human cerebrovascularis
megbetegedések esetén jebentosszefliggést mutattak ki a plazma S100 protein
koncentricidja és a cerebrdlis infarktus térfogkteott (Aurell és mtsai.,, 1991).
Kdzismert, hogy az S100 protein szabalyozza a wdcifligd sejtszignalizaciét a
neurondlis differentaciéban és az apoptozis folyaibhan. Az asztrogliakban felszaporodo
S100 fehérje kulcsszerepet jatszhat az infarktterjkdésében (Matsui €s mtsai., 2002;
Asano és mtsai., 2005). Az S100-ré6l nemrég kimakathogy a kdzponti idegrendszeri
sérlulések igéretes markere lehet (Martinez és mts@98; Ishiuchi és mtsai., 2007).
Poliklonalis nyul antitestet szarvasmarha S100gimbez (anti-S-100) hasznaltunk a 2vVO
hatasara kialakulé S100 kapcsolt gliasejt elodalasitatasahoz. A szeleteket egy éjszakan
at szobabmérsékleten inkubaltuk az S100 protein ellenbdsges antitesttel (1:10000
nyul anti-szarvasmarha S100; Dako, Glostrup, Deknanajd masodlagos antitesttel
kezeltik (1:1000 CY'3-6sszekapcsolt szamar anti-nyul 1gG; Jackson InuResearch
Europe Ltd, UK) szobamérsékleten harom oran keresztil. Végezetll a obdsit
fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk 530-550 ndmhosszu megvilagitassal, és 590

nm-es kibocsajtott fény segitségével.
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Krezil-ibolya:

A krezil-ibolya (Sigma, Németorszag) jelblés 1%-odirsoldat hasznalataval tortént: a

szeletek a kovetkézosszetétdl oldatokban tortéh mosason estek at (a megadott ideig):
95% etanol — 15 perc, 70% etanol — 1 perc, 50%oktarl perc, desztillalt viz — 2 perc,

desztillalt viz — 1 perc, krezil-ibolya festék pérc, desztillalt viz — 1 perc, 50% etanol — 1
perc, 70% etanol — 2 perc, 95% etanol — 2 perc, 880l — néhany bemartas, 100%

etanol — 1 perc.

Hatbéanyag-beadas:

A KYN-t (Sigma, Németorszag) (300 mg/kg, i.p.) éBROB-et (200 mg/kg, i.p.) 4 napon
keresztil kaptak az allatok: azlketzelt csoportban az éIKYN+PROB injekciot 2 oéraval

a carotis okkluzié ékt kaptak, majd 4 napon keresztll minden nap udyaaia az idben
kaptak egy-egy Ujabb kezelést. Az utdkezelt csopsetében az allatok az &lsezelést a
reperflzié kezdetén kaptak, majd a maradék négyebkezelt csoporttal megegy@m 4
napon keresztul.

Az OxAc-ot (Sigma, Németorszag) 0,2 M-os foszfatfgriben oldottuk fel, agy hogy az
oldat pH-ja 7,4 legyen. OxAc injekcié végtérfogdtd ml volt. A legmagasabb dézist az
irodalom alapjan valasztottuk ki (Gottlieb és mtsaD03; Teichberg és mtsai., 2008), 1,5
mmol, 2,7 umol, 1 pumol, 0,1 pmol allatonként, areklgtlagosan 200 g tomigek voltak.
Az anyagot intravénasan juttattuk az allat veérlggsebe a reperfuzio megkezdésekor
(utdkezelés). A 1,5 ml oldat beadasa 30 percedrt#nt a farokvénan keresztul fecskénd
és stopper segitségével (0,05 ml/min). A kontrdlaték a kezeltekkel megegy&z

térfogatu fiziologias sooldatot kaptak.

Alkalmazott statisztikai modszerek:

2VO modell esetében alkalmazott statisztikai mddkze

A fEPSP-k amplitidojat a HFS ati 10 perces kontroll szakaszhoz, mint 100%-hoz
normalizaltuk. A RO0,05 érteket tekintettik szignifikans kilénbségné adatok
feltételezhgien nem mutattak normal eloszlast, és ezt a Lews®-tlkalmazasa sem
tamasztotta ald, ezért an vitro elektrofiziolégiai mérések adatainak statisztikai
vizsgélatadhoz két fliggetlen mintdn végzett nempateakus tesztet (Mann-Whitney U-

s

kapott adatok elemzésekor egy-utas ANOVA tesztgextink Bonferronpost hocteszt
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alkalmazasaval. 9,05, és R0,001 értéket tekintettilk szignifikans kulonbségrgkO
modell esetében alkamazott statisztikai modszerek

Az idegsejt-szamolas eredményét az atlag+S.E.Miirfedtésével abrazoltuk, és az
adatokon egy-utas ANOVA tesztet végeztiink Bonferpmst hocteszt alkalmazasaval. A
P<0,05 értéket tekintettik szignifikans kilonbségnak. elektrofizioldégiai adatok (21.
abra) elemzése soran a 2VO analizis leirasandetésett okok miatt itt is a két figgetlen
mintan végzett nem-parametrikus tesztet (Mann-Velitbl-teszt) alkalmaztunk.<®,05
ertéket tekintettik szignifikans kilénbségnek.

A statisztikai szamitasokat az SPSS9.0 for Wind(®®SS Inc., Chicago, USA) program

hasznalataval végeztik.

35



Eredmények:

4VO kisérletsorozat eredményei:

Hisztoldgia:

Azokban az allatokban, amelyek elszenvedték a t€epdeljes agyi ischaemias allapotot,
jelents neuronpusztulast figyeltiink meg 10 nappal a likagzas utan az allatok mindkét
oldali hippocampusanak CA1-es régiéjaban.

A karosodast szenvedett tertlet tobb milliméterdsrijkdést mutatott anterior-
poszterior iranyban a hippocampus teljes egészébBenhippocampus ischaemiara
legérzékenyebb CAL tertletén minden coronalis ne&tszszamos Fluoro-JadeB festéssel
jelélédott (FJ+) neuron volt lathatd, ellentétben az aschiara kevésbé érzékeny CA3-as
régidval és a gyrus dentatussal, ahol nem volt e#éné jeldlédés megfigyelhét (13./A
abra; 14./A abra).

A FJ jelobdéssel aranyban a NeuN immunhisztokémiavalddiot- intakt — sejtek
szama a CAL régidban jelésen lecsokkent a 4VO-n atesett allatok hippocanipisa
készllt szeleteken. Ezzel szemben a CA3-as régi@ égrus dentatus ugyanolyan
mértékben fegdodtt NeuN-nel, mint a kontroll allatcsoportbdl sn@zd szeletek esetén
(13./B abra; 14./B abra).

Kinurenin kezelés hatasa

A KYN (300 mg/kg, i.p.) és a PROB (200 mg/kg, i.elbkezelésként vald egylittes
alkalmazasa jeleisen lecsokkentette a sérllt neuronok szamat. Adamin ebkezelésben
részesult allatok hippocampusédban a FJ+ — sériuronok a kontrollhoz képest csak
elszértan, kis szamban jelentek meg (hasonléan @ €Agyrus dentatus tertletekhez,
13./C abra; 14./A abra). A varakozasoknak megdielel ezen eredménnyel teljesen
egybevago eredményt kaptunk a NeuN immunhisztokget@éssel, amely soran a CAl-
es area kozel olyan képet mutatott, mint a CA3éggdr vagy mint a kontroll csoport
hippocampuséanak intakt CAl-es régidja (13./D abalA abra).

Elmondhato tehat, hogy a KYN (+PROB) kezelés |d@taatcsokkentette a CAl-es
aredban a 4VO okozta neuronsérilést, am ez a adltozak akkor volt szignifikans a
kontroll ischaemias beavatkozashoz képest, ha a K&2¢lést a 4VO étt elkezdtik, és
utana 4 napig folytattuk (@ezelt csoport, KYN+PROB-4VO). Abban az esetbenkam
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a KYN kezelés csak az ischaemias periddus utanokérdmeg (utdkezelt csoport, 4VO-
KYN+PROB) hisztologiai képek majdnem teljes mérgkimegegyeznek a nem kezelt

ischaemias csoport szovettani képeivel, ezért dzeka mutatom be.
Fluoro Jade B NeuN

4V0O 4VO

KYN + PROB - 4VO KYN + PROB - 4VO

13. abraA kinurenin kezelés hatasa a 4VO okozta globalissientias elvaltozasra Atmeneti globalis
ischaemia okozta sejtpusztulas (piros nyil mutgérilt CAL régiét (FJ+)B A CA3-as régié és a gyrus
dentatus kevésbé érzékeny az atmeneti ischaeriauN-immunopozitiv régio (sarga nyilak).A
KYN+PROB ebkezelés (KYN+PROB-4VO) megvédi a hippocampus CAtégsdjat (piros nyil) a 4vO
okozta karosodastol (FJ+ sejtek szama lecsokkeAx elbkezelt allatokban a NeuN immunhisztokémiai
jeldlés mutatja a kezelés hatdsara a CAl régiGénép sejteket, hasonléan a CA3 regi6hoz és a gyrus
dentatushoz (sarga nyilak).

Az utokezelt csoportban a KYN neuroprotektiv hatdsszamszésitett adatokon
megfigyelhed volt ugyan, de a sértlt neuronok szamanak csolskebiéen az esetben nem
érte el a statisztikailag szignifikans mértéketfA4bra).

Az elébbiekben leirt eredményekkel 6sszhangban all a Niesiés eredménye: a
nem sérilt — intakt — sejtek szama azdbtt kontroll csoportban volt a legmagasabb, és
ahogy varhaté volt, a 4VO csoportban a legalacdumya® KYN utdkezelés (4VO-
KYN+PROB) alig volt hatasos, kicsit, nem szignifiisamértekben ndvelte meg a NeuN
festéssel jel@dott sejtek szamat a 4VO csoporthoz képest. Ezephken, a KYN+PROB
elékezelés hatadsara az ép sejtek szama Osszéveti@téki volt a kontroll csoport
eredményeével, szignifikans sejtszam novekedeéststagéunk az ischaemias csoporthoz
képest (14./B abra).
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14. dbraA globalis agyi ischaemia és a két at&murenin (KYN) kezelés hatasara FluoroJadeB @) é
NeuN (B) festéssel jeldtls sejtek szama a hippocampus CAl-es régidjabarzéerjtsni-ben abrazolva

A A FJ+ sejtek (sérilt sejtek) szamanak alakulasaraiztott (SC), a globalis ischaemian (4VO) atesett, az

utdkezelt (4VO-KYA+PROB) és azdMezelt (KYN+PROB-4VO) csoportokban.
B A NeuN immunhisztokémiaval jel@d (intakt neuronok) szamanak alakuldsa aziébth (SC), a globdlis
ischaemian (4VO) atesett, az utdkezelt (4VO-KYA+HR@s az dkezelt (KYN+PROB-4VO)
csoportokban. Az oszlopok a csoportokban kapothéri#kek atlagat+S.E.M abrazolja (N=6-7/csoport).
A *** jelolés a csoportok kdzotti szignifikans kinbséget jeldli §0,001 érték esetén (egy-utas ANOVA,
Bonferroni post-hoc teszt).

Osszefoglalva: KYN+PROB é&kezelés képes volt jeldig mértékben (~58%)
lecsokkenteni a 4VO hatasara kialakult sejtkarosadértékét, mig csupan a 4VO utani
KYN+PROB utOkezelés nem volt tulsdgosan hatasoselnisak 24%-0s FJ+ sejtszam

csokkenést eredményezett, amely valtozas nemzighifkans (1. tablazat).

1. tAblazat A sériilt és intakt neuronok szamanak csoportokirgzeloszlasa a hippocampus CA1

régidjaban.
Csoportok Fluoro-JadeB + (%) NeuN-jéldés (%)
SC 0 100
4VO 100 29.19
4VO-KYN+PROB 86.29 31.02
KYN+PROB-4VO 51.96 68.17
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In vitro elektrofiziologia:

Elektrofiziol6giai kisérleteinkben mar csak a hidagiai vizsgalatok soran hatasosnak
bizonyult ebkezeléses csoportot vittilk tovabb, és hasonlitaikgze az altiott kontroll
csoport valamint a 4VO csoport eredményeivel.

Mindenek ebtt a Schaffer-kollateralis—CA1l szinapszisok alafvezinaptikus
jeltovabbitasat vizsgaltuk meg, azaz hogy a szikaptplaszticitas csokkenését nem a
Schaffer-kollateralisok és a CA1l régio kozotti sgigzisok transzmissziéromlasa okozza-e
(15. &bra).

Az 10 gorbék — ahol a kontroll csoport és a 4VOpwmbfEPSP amplitido értékeit
abrazoltuk a kulonbdzingerlési arameésségek (0-10QA) fliggvényében — eredményib
az latszik, hogy a 4VO csoport esetében az |0 garlkentroll gorbe alatt fut, a KYN
kezelt csoport gorbéje pedig a kontroll felett,edgyik eltérés sem érte el a szignifikancia

szintjét.Elmondhato tehat, az alap szinaptikus funkciok seéniltek a 4VO hataséra.

1O gorbe

120+

|
N
{

|

Normalizalt amplitidék (%)
[N
AN
.
=

—o0— SC N=6
“ —eo—4VO N=5
04 —A— KYN+PROB-4VO N=10
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 '
0 20 40 60 80 100

Aramer 6sség jiA)

15. dbralO gorbék, az alritétt kontroll (SC) csoport, a globalis ischaemi@g®) csoport és az
elékezelésen atesett (KYN+PROB-4VO) csoport fEPSP ihajd értékeit mutatja kildnbézagysagu
ingerlési aramok fliggvényében (0-tol 108-ig). Szignifikans kilonbséget nem talaltunk asdmgort kozott.

Mivel az 10 gorbék szintjén tapasztalt kilonbségeim voltak szignifikansak,
megallapithatjuk, hogy az alap szinaptikugkddést nem érintette Iényegesen a tranziens
globdlis ischaemia.

Az LTP indukcidja ebben a kisérletsorozatban is cha8er kollateralis-CA1

piramis sejt szinapszisokban tortént.
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Az almitott kontroll csoportban a HFS egyotljes ndvekedést okozott a fEPSP
amplitdéjdban (135-140%), amely novekedés tartosmy is maradt az egy oras

regisztracios periodus vegeig (16. abra).

LTP indukalhatosag

@ 180 -1 I —o—SC N=5
S | —eo—4VO N=11
X 1e0- ]L —A— KYN+PROB-4VO N=6
) Ik
\3 | {
= I
Q. 140+ i il 1 ! i | IlH' i Gl ]
= l‘m ’ L'|'i|iillr'=- ni' | b i .! il 'w"'—".'}b’l'@'ﬁﬁ'!ﬁ 7]
S : ‘ seliinyn il T 71 T4 0y
= 120- i . IR
.N | ﬁ-’ \E \ kR kk oxk * ***************:******
'© o ]
E 100 | LTV‘TP : } X
S - \ ) \
g 1 | #
80 7] H FS ####################### HEHE R HH H 1R
# # ### #HiHH
T T T T T T T T
0 20 40 60

dé (min)

16. 4bra Az atmeneti globalis ischaemia (4VO) és a KYBkelzelés hatékonysaga az LTP kivalthatosagara.
A grafikonon minden pont az adott csoportban meékék atlagat+S.E.M. mutatja, a kontroll szakagzho
normalizalva (%-osan) azddiiggvényében. A statisztikailag szignifikans kibéageket a * jelli.
Szignifikans killdnbség a SC és a 4VO csoport ko#it0,05, a kezelt és a 4VO csoport koZpr0,05.
Statisztikai analizishez két fliggetlen mintan véigzem-parametrikus tesztet (Mann-Whitney U-teszt)
alkalmaztunk.

Azonos korulmeények kozott, azonos ingerlési proiokokkal kisebb amplittdo-
ndvekedést eredményezett a 4VO csoport allatatd@hsazo szeletek esetében, mint ami a
kontroll esetében tapasztalhaté. Az amplitidd-nédék tartdssaga is jelésén kisebb
meértéki volt, mivel a HFS-t koveét 18-20. perc kérnyékén a kontroll amplitido értékek
szintjére csokkentek vissza amplitudok, és nem VbR megfigyelhet. A regisztracios 1
Ora végére szamos esetben a kiinduladsi amplitdalysaga ala cstkkentek vissza a
regisztralt fEPSP amplitidoi (16. 4bra).

A KYN+PROB kezelést kapott allatokbdl készlilt srekeesetében a HSF hatasara

a kontroll csoport eredményeihez hasonlé méreakplitido-ndvekedest tapasztaltunk és
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az amplitid6-ndvekedés tartdssaga is megegyezktintoll csoportéval. Kijelenthét
hogy a KYN+PROB kezelés megakadalyozta a 4VO okdaAtR indukélhatosaganak

romlasat.

41



2VO kisérletsorozat eredményei:

Hisztoldgiai vizsgalat:

3 nappal az atmeneti agyi hipoperflzio utan az zajgtek szovettani elemzése nem
mutatott semmilyen valtozast a hippocampus CAl@gidjaban. Harom nappal az
atmeneti 2VO okozta hipoperfuzi6 sem a Fluoro-JadiBtés, sem az S-100

immunhisztokémia, sem a krezil-ibolya festés esmiélmem volt sérulés/valtozas

kimutathat6 a kontroll csoportbdl szarmazo metdtete képest (17. abra).

kontroll 2VO

e 500 um
500 um

‘;g:.;'g::!;-:"'fii.s-. -:A".;/t’-’f: 5. faGe é;.::"’?-;'-ﬁi;;'.'. .\.: '—‘:‘, I i R i ;’,"'itz‘f;;/:;;" 'f

17. dbraReprezentativ fényképek a hippocampus CAL régidjdbbb oldalon a kontroll csoportbdl

szarmazé metszetek, a bal oldalon 2VO csoportl@shszzé metszetek fényképai. Fluoro-JadeBB: S-
100;C: krezil-ibolya festések.
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Elektrofizioldgia:

Az alapveis szinaptikus jeltovabbitas vizsgélata:

Megvizsgaltuk, hogy a 2VO okozta tranziens hipajEd milyen mértékben befolyasolja
az alapvet szinaptikus jeltovabbitast, azaz hogy a szinaptiglaszticitds cstkkenését
nem a Schaffer-kollateralisok és a CALl régié pisarsejtiei kozotti szinapszisokban
felléps transzmisszié romlasa okozta. Az 10 gorbék — ah&bntroll csoport és a 2VO
csoport fEPSP amplitido értékeit abrazoltuk a Kol ingerlési aramésséegek
fuggvenyében — eredmény#laz a kovetkeztetés vonhato le, hogy nincs jéeettérés a
kontroll csoport és a 2VO csoport gorbéi kozotigwa a kétoldali carotis communisok
leszoritasabdl ad6dé nem teljes agyi ischaemia olera kart a hippocampus CAL régio
alap szinaptikus fikédésében (18. 4bra).
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18. abraAz 10 gorbék a kontroll csoport (SC) és a 2VO csoffeRSP amplitidé értékeit mutatjak
kllénbdd nagysagu ingerlési aranisségek fliggvényében.

A preszinaptikus transzmitter-felszabadulas vizsgdita:

Annak érdekében, hogy a preszinaptikus transznridtezabadulas esetleges csokkenését
kizarhassuk, paros impulzus facilitaciot mertinkdkioz IPI-vel, 25, 50, 75 és 100 ms
eltéréssel mind a kontroll, mind a 2VO csoportb&arPPF vizsgalatainak eredménye azt
mutatja, hogy a hipoperfazi6 nem csokkentette @znaptikus glutamat felszabadulas
hatasfokat. Ahogyan azt a 19. dbra is mutatja, neth szignifikans kulonbség a két

csoport adatai kozott.
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19. abraA preszinaptikus transzmitter-felszabadulas vizsigddros impulzus paradigmaval a kontroll (SC)
€s a és a hipoperfazids (2V0O) csoportban. A masaflisz és az disvalasz amplitidoinak aranyat (%-ban)
abrazoltuk a két impulzus kozottidiiggvényében (25-100ms).

Az LTP kivalthatdsag vizsgalat:

A nagyfrekvencias ingerlés hatasara jglefEPSP amplitidd-névekedés (35-40%) tortént
az almitott kontroll csoportban (16. &bra). Ez az amplitidvekedés tartdsan megmaradt
az 1 6ras regisztracios periodus végeig (1. tahlaza

Azonos LTP ingerlési protokoll alkalmazasa eredne@éppen 3 nappal a reperfazio
kezdete utan szignifikAnsan kisebb fEPSP amplitiiiidekedést eredményezett a 2VO — a
hipoperfuzion atesett — csoportban. Ebben a cdogora HFS maximalisan kb. 20%-0s
amplitido-novekedést eredményezett. Az amplitidéekédés tartéssaga is jelésen
csokkent. Az amplitudok a 20%-os novekedést min@@ypercen keresztil tartottak meg,
utana tartés csokkenésbe kezdtek. A regisztra@ésdqus végére az amplitado értékek a
kontroll szint kdzelébe estek vissza (107-108%,absa, 1. tAblazat).

Az oxalecetsav hatasat a 2VO okozta LTP indukai@méasokkenésre olyan allatokbol
szarmaz6 hippocampus szeleteken vizsgaltuk, amkdiolkd a carotis leszoritas utan a
reperfuzié kezdetén kulonb®xoncentraciéju intravénas oxalecetsav injekcigitak. A
oxalecetesav kezelésen atesett csoportokban azrdliRciora kapott fEPSP amplitado-
novekedés a kontroll csoportban tapasztalt ménéit, és tartdssaga sem kilonbozoétt az
almitott csoporthoz viszonyitva. Az egy 6ras regisaséldd végén az amplitidé értékek
a kontroll csoportban tapasztalt 135-140%-0s nddégemutattak (20. bra).
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A kontroll és a 1,5 mmol OxAc-at kapott csoport taitadsszehasonlitva a hipoperfaziés
(2VO) csoport adataival szignifikAns kulonbség rtkdaik a nagyfrekvencias ingerlést
koveb hetedik perdll kezdve, és ez a szignifikans kilonbség meg isadiaa regisztralas
végeig. A 1,5 mmol-os OxAc kezelt csoport és a kezaélkuli 2VO-s csoport kozotti
szignifikans kulonbség kis ddel késbb (HFS utani 15. perc) jelent meg, am itt is
megmaradt a regisztracié végéig (2. tblazat).

LTP indukalhatosag

- HFS
160+
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S 150-
—g T T ..I ,I 7 Yye! ' !
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g 140 Ry B e
\E - e LA Pt | st LI [ 38 I.E ﬂwi.,..! 1. Ln.i:qr.-ii._-!-!i’m!"'““ 1
i 1304 AT AR
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= 1 ¥ et , { ol
T 1101 }H ﬁ}}lﬂb
g 100 smfsia® —o— kontroll N=6
= . —eo—2VO N=7
g 90- —A— 2VO + magas dézisi OxAcN=9
1 —#«— 2VO + alacsony d6zisu OxAd=7
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16. &bralL TP kivalthatdsadganak vizsgalata kontroll (N=6),@YN=7) és két hipoperfizion atesett gitér
idében tortént. LTP indukcié 10 perc kontroll szakbedzételét kbveien tértént nagyfrekvencias ingerléssel
(HFS; 500 pulzus 100 Hz-en). A kezelt csoportokaikalmazott OxAc dozisok: magas doézis — 1,5 mmol,
alacsony dézis — 2 ;fmol. Minden adatpont t6bb fliggetlen mérés soraiszaglt fEPSP-k amplitidéjanak
atlagat mutatja a kontroll szakaszhoz, mint 100%-+armalizalva.
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2. tablazatA facilitacié mértéke (1-60 perc) a kontroll szakasz normalizalva (%)P<0,05P<0,01

szignifikans kiildnbség a hipoperfuzios (2VO) csdigir+ S.E.M.

A facilitacié mértéke (1-60 perc) a kontroll szakashoz normalizalva (%)

Idé 2VO+ 2VO+
(perc) SHAM 2VO (1,5 mmol) OxAc | (2,7 umol) OxAc
Kontroll 100.040.4 100.3+0.2 100.3+0.7 99.9+0.5
20. perc

1 143.2+7 119.4+11 151.2+8 150.2+7

5 130.1+4 119,9+3 136.2+2 127.7+4

10 134.2+4 115.5+1 134.943 130.5+2

15 135.6+4 117.6+2 139.04% 132.5+3

20 138.3+4 119,3+3 137.4+3 133.2+4

25 141.8+8 119.9+3 138.9+% 135.5+4

30 142.9+7 121.2+5 140.4+% 135.8+3

35 140.8+8 115.1+4 143.443 137.9+2

40 135.6+4 116.3+3 140.44% 136.2+3

45 133.3+3 113.9+4 141.8+3 136.1+%

50 133.7+3 116.2+4 141.744 136.8+2

55 135.8+4 108.5+3 142.144 136.3+%

60 140.1+4 106.2+2 143.748. 136.3+7

Végul megvizsgaltuk az oxalecetsav protektiv hatdkalozisfliggését. A korabban leirt
protokoll szerint tértént a 2VO, az oxalecetsavekéz és ain vitro elektrofiziologiai
mérés. A HFS éLti kontroll peridodus utolsé 10 percének adataisdmitottuk 6ssze az
LTP indukcio utani 50-60. perc adataival. Maximddistektiv hatassal az 1,5 mmol-os és
a 2,7umol-os dozis birt. A 0,iumol-os d6zis nem volt képes szignifikans javuldétre a

2VO csoporthoz képest (17. abra).
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kontroll 2VO

17. abraA poszt-ischaemias OxAc kezelés hatékonysaganak-filggése. Az oszlopok a nagyfrekvencias
ingerlés (HFS) utan bekovetkeamplitido-valtozas mértékét mutatjak a HFS ut&né6. perc kdzott a
kontroll szakaszhoz normalizalva. A normalizalasmkbntroll szakasz atlagat tekintettiik 100%-nak.
Minden oszlop t6bb fiiggetlen mérés (N) adatainkdgat+S.E.M. dbrazoltuk. A feltiintetett koncetracio
értékek a ténylegesen beadott anyagmennyiségék jgléatonként.
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"P<0,05,”" P<0,001 értékek esetén szignifikans killonbség a bmsoporthoz képest’P<0,001 értékek
esetén szignifikans kiilonbség a 2VO csoporthozdtépegy-utas ANOVA, Bonferrorpost hodeszt).
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Megbeszélés:

Az agyban a leggyakrabban kialakuld karosodasaistias vagy hypoxias jellégami
elsbsorban az idegsejtek karosodasaval, pusztulasdvaldj kbzponti idegrendszer az
energiahaztartdsanak fenntartasa érdekében a ofiiasl ntikodés soran a 6f
szubsztratokbdl (oxigén, glukoz, ATP) allandd &bt igényel. Az agyi véraramlas
csokkenésének bizonyos meértékénél a neuronok ATRj&®Ek csokkenése figyelltet
meg. A hosszutavon fennall6 véraramlas csokkenéwtkéztében kialakuld hypoxia
glukdz-lebontast indukal energia krizist okozvaeainonokban (Pulsinelli és mtsai., 1982;
Beck és mtsai., 1995; Derdeyn és mtsai., 1999)edsdkkent ATP-szint kimozditja az
érintett terlleten talalhatd idegsejteket az aés- proapoptotikus egyensulybdl, és az
apoptoézis felé inditja el sejteket. Amennyiben pdwat kdveten az ATP-hidny atlép egy
kritikus mértéket, akkor mar nem apoptézis, hanekrdris kdvetkezik be (Nicotera és
mtsai., 2000). A lecsokkent ATP-szint kdvetkeztélx@adakuld energiazavar hatasara a
plazmamembranok Ne&K'-pumpa niikodésében is zavar keletkezik, felborul a sejtek
ionhomeosztazisa. A membranok a fesziiltségdilgg-csatornakon keresztiil és egyéb
aton torté Na'-bearamlasnak hatasara depolarizalodnak (Leigh éklrivin, 1996),
ezaltal a serketithatasi Glu felszabadulasa fokozadik, illetve a Sjtekbe tortéh Na'-
fliggd visszavétele is zavart szenved. Ez maga utan ofgaziltségfiiggCa*-csatornak
aktivalodasat, ami altal a €asejtekbe tortéh bearamlasa megn Hosszantarté vagy
stlyos ischaemias allapotokban az intracellulags @ennyiségének szabalyozasésen
karosodik. A fokozott Cd-bedramlas miatt a serkénglutamat felszabadulasa tovabb
fokozddik, ami a sejtek glutamat receptorainak \adioja utjan Ujabb direkt és indirekt
Cd" bearamlast okoz. Ezen felil két intracellularis “@aktar is kinyilik: az
endoplazmatikus retikulum és a mitokondrium (Whigemtsai., 2000). Az intracellularis
Cd*-szint novekedés hatasara tovabbi Glu felszabaduthsetkezik be az axon-
terminalisokban. A fokozott Glu felszabadulas hatasmegvaltozik a kérnyézsejtek
miikodése, és ezzel az ischaemias esemény hatasatiszintre emelkednek (White és
mtsai., 2000).

A neuroprotekcios stratégidk az ischaemia/hypox&adara kialakulé karosodasok
megebzésére/cstkkentésére iranyulnak. Az ischaemias @éas@or hatasara kialakulo
folyamatok pontos igbeli behataroladsa nagyon fontos a hatasos terapigtenvezése
érdekében. A fentebb leirt folyamatok kozil a gh#a excitotoxicitds, a Ca
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intracellularis felhalmozédasa és az oxigén szayadik keletkezése (korai karosodasok)
az ischaemias periédus utan nagyon rovithibelll (percek) megtorténik. A karosodott
szoOvet sejtjeinek apoptdzisa és az ezzel éppgd kialakulo gyulladasos folyamatok (kés
karosodasok) megindulasa orakkal az ischaemiasoduexi utan kezilik meg, és
lefolydsuk az ischaemia mértéefliggéen napokig, hetekig tarthat (Dirnagl és mtsai.,
2003).

Az ischaemias neuronpusztulas patomechanizmusamakjabb ismerete kiszélesitette a
lehetséges neuroprotekcidra iranyuld terapias fkobasok szamat (Lyden és Wabhigren,
2000; White és mtsai., 2000). Az ischaemias eseaiématasara kialakuld valtozasok
szamos neuroprotektiv tamadaspontot nydjtanak. Zénlzan a fentebb leirtak alapjan is
jol latszik, hogy a C& tulzottan nagymértékbearamlasa a sejtekbe a sejthalalhoz Gezet
egyik legBbb esemény (Hou és MacManus, 2002). Agyat &risthaemiaban a €a
sejtbe tortéé bejutdsa a fesziltségfitggs/vagy ligandfigg (pl.: NMDA) ioncsatornakon
keresztil lehetséges.

Az NMDA-receptorok részleges blokkolasa lehet a vieblen idegsejt megmeit
neuroprotekcios beavatkozasok oeleges célpontja. Szamos kompetitiv €és nem
kompetitiv NMDA-receptor antagonistat kiprobaltalmmint lehetséges neuroprotektiv
szert (Md", dizolcipin, memantin, eliprodil de a klinikai vizsgalatok soran egyik sem
valtotta be a hozzaiz6tt reményeket (Giroux és mtsai., 1994; Stieg t&saim 1999; Clark
€s mtsai., 2000; Gorgulu és mtsai., 2000; Warachmissi., 2006). Hatasos vegyiletek
lehetnek az endogéinurénsauKYNA) és szarmazékai, valamint a kinurénsataalyaga
az L-kinurenin (L-KYN), amelyek nemcsak a stroke, hanem egyéb alégiai kdrképek
esetén is potencialis neuroprotektiv szerkénikédhetnek (Salvati és mtsai., 1999;
Nemeth és mtsai., 2004; Robotka és mtsai., 200§leGés mtsai., 2007; Sas és mtsai.,
2008).

Az L-KYN és a KYNA a triptofan anyagcsere soranetkéz neuroaktiv tulajdonséaggal
rendelked termékek (Ellinger, 1904; Homer, 1914). A KYNA-rélidott, hogy t6bb
receptor nikodését is befolyasolja, széles spektruml sebkesrninosav receptor
antagonista, amely kis koncentraciéban kompetitiMiDM\ receptor antagonistakét
miikodik. (Birch és mtsai., 1988; Kessler és mtsa@89), nagyobb koncentracidban
kompetitiv antagonistaja az AMPA és kainat recepdoak, valamint a képes
preszinaptikusan blokkolni a nikotinos acetilkaleteptorokat is (Stone és Connick, 1985;
Bertolino és mtsai., 1989; Kessler és mtsai., L9O8HKYNA neuroprotektiv szerként valo

alkalmazasat gatolja az a tény, hogy a KYNA nemyviggn csekély mértékben képes
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atjutni a vér-agy gaton (Fukui és mtsai., 1991)hdteéges neuroprotektiv beavatkozas
lehet az, ha a kinurenin Gtvonal enzimatikus léjpésavatkozunk be, gy hogy a KYNA
képzdés iranyaba toljuk el a reakcidkat (Perkins én&td982; Swartz és mtsai., 1990),
vagy ha az L-KYN-t a KYNA dlanyagat alkalmazzuk, amely képes atjutni a veér-agy
gaton és az agyszovetben KYNA-va alakulni (Fukui rétsai., 1991). Vécsei és
munkatéarsai leirtdk (1992), hogy a szisztémasatt aeYN dozis-figg moédon emeli az
agy KYNA szintjét. A normal agyi nanomolos KYNA koentracié (Moroni €s mtsai.,
1988) 1000-1300-szoroséara novetheerifériasan alkalmazott KYN és PROB egyiittes
adasaval (Miller és mtsai., 1992). Mar tobb esetldrtdk a perifériasan adott KYN
kozponti idegrendszerben kifejtett neuroprotektalsat (Nozaki és Beal, 1992; Cozzi és
mtsai., 1999). Kutatocsoportunk is igen biztatoderényeket ért el a KYN, mint
neuroprotektiv szer vizsgalata soran. A perifél)Ka® kezelés képes volt megakadalyozni
a pentiléntetrazol altal indukalt generalizalt kiéns-tonusos gorcsoket elektrofiziologiai
€s magatartasvizsgalatokban egyarant (Nemeth &s.n2804). Ezen munka eredményeit
és tapasztalatait (KYN, PROB koncentraciok; kezél@ssa — i.p.) felhasznalva munkank
elss felében azt a feltételezésiinket probaltuk igazomiszerint atmeneti globalis
ischaemia (transient ischaemic attack, TIA) esetén perifériasan alkalmazott
KYN(+PROB) szintén neuroprotektiv hatast fejt kk@ponti idegrendszerben. A PROB
egy jol ismert szerves sav transzporter gatlo (Mprb999), amely segit a beadott KYN
hatasara megnovekedett KYNA szint fenntartasaban.

Szoévettani kisérleteink eredményei és az irodaldait@k azt mutatjdk (Burda és mtsai.,
2005), hogy a globalis ischaemia hatasara az apgxigra legérzékenyebb terlletén, azaz
a hippocampus CAl-es régidjaban drasztikus méridegsejtkarosodas tapasztalhato.
Igaz, hogy a karosodas megjelenitésére haszndt fe¥tés nem tesz kulonbséget az
apoptotizald és nekrotizald sejtek kozott, az ihmilaadatok azt mutatjak, hogy a FJ-B
alkalmas festési eljaras az ischaemia okozta ijikgsesodas jeldlésére (Burda és mtsai.,
2005). Kisérleteink soran két eltékezelést alkalmaztunk. Az egyik csoportban azdila

a 4VO utan a reperfizio kezdetén kaptak meg dvaslag KYN+PROB-et (utdkezelés), a
masik kezelt csoport allatai a globélis ischaemiéit emegkaptak az eds kezelést
(elékezelés). Az ischaemids kontroll csoport hiszt@dgeredményi hoztak a vart
eredményt. Drasztikus métieheuronkarosodast figyeltiink meg a hippocampus €A1-
teriletén. A TIA utan négy napon keresztll peréfganalkalmazott KYN+PROB kezelés
kis mértékben csokkentette a neuronpusztulastz dej@vulas nem érte el a statisztikailag

szignifikans szintet. Az agy kérgi terlletein a K¥YRPROB utdkezelés is szignifikans
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mértékben volt hatékony (Robotka és mtsai., 2088)azonban a TIA étt elkezddott a
kezelés, ami tovabbi négy napig folytatédott, akkar képes volt jeletis mértékben
(~58%) lecsokkenteni a hippocampusban a 4VO hadsalakult sejtpusztulas meértéket.
Elektrofiziologiai kisérleteinkben mar csak a hidagiai vizsgalatok soran hatasosnak
bizonyult csoportot vittik tovabb. Kontroll allataksetében a nagyfrekvencias ingerlés
hatasara kialakult az LTP. Tiz nappal a TIA utangwesgalva a hippocampus
funkcionalis allapotat azt tapasztaltuk, hogy ad@mi adatoknak megfetidn (Gillardon
és mtsai., 1999; Li és mtsai., 2006) a hosszansart@ptikus plaszticitas — igy az LTP is —
kialakulasa és fenntartasa is zavart szenved. A¥ereélt csoportban az LTP
kivalthatbsaga nem kulonb6zoétt a kontroll csopaedenényéil. Kijelenthet) tehat az,
hogy a KYN+PROB dlkezelés lecsokkentette a 4VO Aaltal kivaltott ischize okozta
szinaptikus plaszticitas indukalhatésaganak romildshat minden bizonnyal elmondhatd,
hogy a periféridsan alkalmazott KYN bejutott az lzgyahol a kinurénsav-transzaminéz
(KAT) enzim hatasara az asztrocitakban transzamdildheuroprotektiv hatasu KYNA-va
(Bender és McCreanor, 1982; Moroni, 1999). Ezereldijtéstiinket tamasztjak ala
csoportunk analitikai vizsgalatai eredményei, amefy perifériasan adott KYN hatasara
vizsgaltuk a KYN és a KYNA koncentraciot a vérpladmn és egyes agyterileteken (Sas
és mtsai., 2008). A KYN, KYNA vagy ezek valamelyagnazéka remélhédeg a human
gyogyaszatban is alkalmazhaté szer lesz, és hatélkdahet majd alkalmazni a stroke-nak
és egyéb agyi keringési zavar kockazatanak kittddek esetében me@sd terapiaként,
és esetleg a posztischaemias kezelések részekéBbhgli reményiinket ésiti az az
informacio, hogy egy amerikai munkacsoport (R. Satoz) altal kifejlesztett KYNA-
szarmazék mar a Klinikai kiprobalas Il. fazisabasn.v Munkacsoportunknak is két
nemzetkdzi szabadalma sziletett a témaban elémérg/eink alapjan.

Traumas agyi sérllés és stroke sordifoatiuldé masik nagy probléma az, hogy
nagymennyiséf) Glu szabadul fel, ami excitotoxikus hatasu, éskitgriedt agyi terlleten
okoz masodlagos neuronpusztulast. A koordinala@n felszabadulas okozza azt az
extrem magas Glu-szintet, amely patologias korUyaknkozott a kiterjedt neuron-
karosodast és a neuronpusztulast okozza. A Gluskhedasat a sérilés altal érintett
terlletet korulved ép agyszovet jol Gkodso EAAT-ei fékezhetik meg (Vesce és mtsai.,
2007).

Az agyban mintegy 100 millié kapillaris van, ha kidzassal is, de az agyban majdnem

minden neuron rendelkezik sajat kapillarissal (Blcks mtsai., 2001). Ez a tény azért
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fontos, mert az agyi kapillarishal6zat nagyon ggzZ8AAT-ben, mind az érfalon, mind az
azt korulvew asztrocita végtalpakon is szdmos EAAT-t taldlughgudhry és mtsai.,
1995; Lehre és mtsai., 1995). Tehat az agyi ereREAi lehetnek felglsek az igen nagy
jelentsédi agybol a vérbe torténGlu effluxért, amelynek jelesége jelenleg kevésse
ismert. Ha a vérben lecsokken a Glu-szint, akkos&dgd hatast fejt ki az agyi ISF-ben
megemelkedett Glu-szint szamara. Gottlieb és mangait (2003) a vér Glu-szintjének
lecsOkkentéséhez a vérben talalhatdo enzim a G@nl¢ét és riikodését hasznaltak ki.
Ezen enzim a Glu-ot OxAc, mint koszubsztrat jeltdydé atalakitjat 2-ketoglutaratta és
aszpartattd. Ezen enzimreakcid révén lecsokkenr a&Giészintje és kialakulhat a mar
emlitet elszivd hatas, a Glu-scavenging. Kisérleegedmények bizonyitjdk ezen
elgondolas helyes voltat (Gottlieb és mtsai., 2Q08tnik és mtsai., 2007).

Az oxélecetsav kezelés alkalmazasandklidaka igen dik: patkany esetében nem telhet
el két orandl tobb a trauma és a kezelés kozottl{@nés mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai.,
2007). Ez az idintervallum egybevag azzal azétdrtammal, amely idl alatt a vérben
jelentbsen megh a Glu koncentracié ischaemias stroke-ot, vagynticsi agyi serilést
koveten (Faden és mtsai., 1989; Guyot és mtsai., 200Human terapias ablak ennél
jelentbsen tadgabb, mivel a stroke-ot, vagy traumas agyilést koveben oOrakkal, &t
napokkal késbb is még megfigyelhéta megemelkedett Glu-szint (Baker és mtsai., 1993;
Bullock és mtsai., 1998; Vespa és mtsai., 1998).

Munkank masik felében a hipoperfuzios modell (2V@setében probaltunk
neuroprotekcidos hatast elérni intravénas OxAc alkalisaval, az agybdl a vérbe toétén
Glu elvonéast kihasznélva, a fentebb részletezetthadizmus alapjan. Szbévettani
vizsgalataink azt az eredményt mutattak, hogy pe86es hipoperfizio nem okoz méhet
szOvettani elvaltozast a hippocampusban. Hisztaldgsérleteink utan megvizsgaltuk a
hypoperfuziéo hatasara hogyan valtozik hippocampunkdionalis ntikddése. A kontroll
LTP-vel (a kontroll szinthez képest 140%-os fEPSRpl@auddt mérhettink a teljes
regisztracids periodus alatt) 6sszehasonlitva apeifuzidos csoportban kivalthaté LTP
kisebb meérték volt (max. 121%-0s ndvekedeés), és tartossaganttekiis elmaradt a
kontrollhoz képest (a regisztraciés egy Ora védastroll szakasz értékeihez kozeli
értékeket mértink). Elektrofizioldgiai kisérleterdn az OxAc kezelést a reperfuzio
kezdetén kezdtik el, és 30 percen keresztul adégalt hatbanyagot, igy a kritikus
idéablakon belll csokkentettik le a vér Glu-szintj@mely ezaltal szivohatast
gyakorolhatott az agyban megemelkedett Glu-sziktzealkalmazott OxAc kezelés dozis-

flggé modon kivédte a hipoperfuzid okozta hosszutavidagtikus plaszticitas-karosodast.
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Sem a hipoperfuzié, sem az OxAc kezelés nem befolig az alapvét glutamaterg
szinaptikus funkcidkat, ahogyan ez latszik az |@bgk és a paros impulzus paradigma
kisérletek eredményeib

Remélheileg a jowben az OxAc alkalmazasa szintén egy Uj terapiastdség
alapjaul szolgadl majd a human gydgyaszatban a h§po¥s/vagy az ischaemias
események utani neuroprotekciés kezelés részekégititamat scavengerek alkalmazasa
szamos éInnyel rendelkezik a klasszikus neuroprotektiv ddereszemben: 1) az OxAc
kezelés nem receptor modulacion keresztul fejt ktasat, hanem egy a vérben
megtalalhaté enzim — a GOT — 4ltal katalizalt bioka reakcio (7. 4bra) eltolasa révén.
fgy nem akadalyozzék azon fiziologias eseményeketelyek az agysérilés utani
neurorepair folyamataban végbemennének, és amagekla Glu-nak, mint
neurotranszmitternek, valamint receptorainak jéentzerepe van (Biegon és mtsai.,
2004). 2) A Glu scavengerek hatdsara az agybolrbevirté Glu efflux magatol
visszatér az eredeti (normal) értékre, ha az agyws kdzotti Glu koncentracio kilénbség
kiegyenlitbdik, és megsmik a kapillarisok falaban IévEAAT aktivacio is. 3) Az OxAc
endogén vegyulet szemben szamos eddig kiprobatopeaiektivnek vélt hatéanyaggal
szemben (pl.: MK-801). 4) A kisérleti eredményeibikbs az elméleti megfontolasokbdl is
kovetkezik, hogy elég a kezelést egyszer alkalmaanaz rovid idvel az ischaemias
inzultust kévedben egyszer kell a véraramba juttatni a Glu scaverkge

Munkankban ekként adtunk elektrofiziologiai bizonyitékot a Gleasenger OxAc
kezelés hatasossagarol, amely &kbgek soran igéretes neuroprotekcids lébéyq lehet.
Jowbeli terveink kozott szerepel a Glu scavengereklalezdsanak kiprébéalasa globalis
és fokalis agyi ischaemia esetén is, valamint dggikalmazva mas neuroprotektiv
tamadaspontu szerekkel.
Szeretnénk tovabba olyan KYNA szarmazékokat szindtei é€s tesztelni, amelyek
konnyen atjutnak a vér-agy gaton és poszt-ischaealk@lmazas soran, és neuroprotektiv
hatassal birnak.
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Osszefoglalo:

A kozponti idegrendszer sérillései, oxigénhianyospat (hipoperfazio, stroke) és
kilénb6d traumas behatdsok eredményeképpen a fiziologigéwal tobb glutaméat
szabadul fel a neuronokbdl az agy intersticialiglie. Fiziologias korilmények kotott a
glutaméat serkeit neurotranszmitterként vesz részt az idegrendszzinaptikus
atte\ddésben. Tulzott mennyiségglutamat jelenlétében a sejtekbe toBtéBa *-ion
bearamlas megn ami megemeli a sejtek intracellularis “Cakoncentraciojat. A
megemelkedett inrtracellularis €aszint killénbds enzimatikus kaszkad folyamatokat
indukal. Patoldgias Gakoncentracid apoptotikus folyamatokat indit be, amgezetill
sejtpusztulashoz vezet.
Az agy ischaemiara egyik legérzékenyebb terllel@ppocampus CAl-es régibja, ezen
belll pedig az itt talalhaté piramissejtek. A hippmpus CAl-es terilete alkalmas arra,
hogy itt a kilonbo& mértéki agyi vérellatds-csokkenés esetén detektalni lehess
kialakul6d szOvettani és funkcionalis elvaltozasokat

Széles korben elfogadott, hogy az agyat éristhaemia soran a &asejtbe
tortérd bejutasdban fontos szerepe van a seskaminosav receptoroknak, igy az NMDA
receptoroknak is.
A serkend neurotranszmitter glutamat, és az NMDA receptmtde szerepet tolt be az
idegi plaszticitas kialakitdsdban (pl.: igy az LIERej6ttében). Irodalmi adatok alapjan
ismert, hogy a szinaptikus plaszticitas kialakifisagat (LTP indukalhatésagot) az
ischaemias esemény jelésén lerontja.
A fentieksl adodik, hogy az NMDA-receptorok részleges blolisalval elérhetjik azt,
hogy kevesebb idegsejt fog elpusztulni abban atbeses, ha a fiziolégiasnadl magasabb
az agyi glutamét szint. Azaz, az NMDA receptorokoklibldsa neuroprotekciot
eredményezhet.
Kisérleteink el§ felében azt a feltételezésiinket probaltuk igazaemszerint révid ideig
tartd (10 perc) globalis agyi ischaemia eseténrdépidsan alkalmazott kinurenin (KYN)
és probenecid (PROB) neuroprotektiv hatast fejtakikdzponti idegrendszerben. A
kinurénsav (KYNA) az egyike a kevés eddig ismertdagén NMDA receptor
antagonistanak. Korabbi kisérletes adataink és radalom is beszamol a KYNA
neuroprotektiv hatasarél szamos neurodegeneratiképiden. A KYNA alkalmazasat

azonban korlatozza az a tulajdonsaga, hogy csafonacsekély mértékben képes atjutnia
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a vér-agy gaton. Ezért alkalmaztuk kisérleteinkhdfQYNA eléanyagat, a KYN-t, amely
konnyen bejut az agyba, és ott KYNA-va alakul. AMA nem bomlik tovabb, hanem a
vizelettel tavozik a szervezéib Az agyszovet8l tortéens kilrilése a PROB érzékeny
szerves-sav transzportereken keresztul torténikPROB tehat képes megndvelni az
agyszovetben a KYNA szintjét.

Szdvettani vizsgalataink eredményei és az irodaldaitok azt mutatjak, hogy a globalis
ischaemia hatasara az agy hypoxiara legérzékenyghitetén, a hippocampus CAl-es
ilyen atmeneti globdlis ischaemia utan négy naperedetil perifériasaralkalmazott
KYN+PROB kezelés ugyan kis mértékben csdkkentetteumonpusztulds meértékét, de ez
a javulas nem érte el a statisztikailag szignifik&zintet. Ha azonban az ischaemias
periodus eitt elkezaddott a kezelés (KYN+PROB d@Hezelés), és az ischaemias
beavatkozas utan tovabbi négy napig folytatddotkon ez képes volt szignifikans
mértékben lecsokkenteni a hippocampusban a globglis ischaemia hataséra kialakult
neuronkarosodas mertékét. Elektrofizioldgiai kisi&ihkben mar csak a hisztologiai
vizsgalatok soran hatasosnak bizonyult csoportiitikvitovabb. Tiz nappal a 10 perces
teljes agyi ischaemia utan megvizsgalva a hippocsmfunkcionalis allapotat, azt
tapasztaltuk, hogy az irodalmi adatoknak megbelel a hosszan tartd szinaptikus
plaszticitds — LTP — kialakulasa és fenntartaseaisart szenved. Az @ezelt csoportban
(KYN+PROB kezelést az ischaemiat mégél napon és utana 4 napig alkalmaztuk) az
LTP kivalthatésdga nem kulonbdzott a kontroll cspmwedményél. Kijelenthet tehat,
hogy a KYN+PROB dlkezelés lecsokkentette a 4VO A4ltal kivaltott ischi@e okozta
neuronseérilés mértékét a hippocampus CAl-es régidjaes megakadalyozta a hosszu
tava szinaptikus plaszticitas indukalhatosaganalasat.

Munkank masik felében egy hipoperfuziés modelledbattunk neuroprotekcios
hatast elérni intravénas oxalecetsav (OxAc) alkafmaval, az agybdl a vérbe toién
glutamat (Glu) transzport fokozdsaval. A mddszeryége a cerebrospindlis folyadéek
glutamat tartalmanak lecsokkentése. A megemelkégletiszintet normal esetben a Na
fuggd Glu-traszporterek csokkentik le. Ezek a transayekt megtalalhatdok az idegsejtek
axonterminalisain és az asztrocitdkon. Ezenkivéluak még Glu-traszportereket az agyi
endotél faldban is, amelyek a még kevéssé ismghoh@ vérbe tortéh Glu transzporteért
felelések. Az agybdl a vérbe tori@rGlu transzport alapvéen gyors folyamat, ami a
vérben talalhaté enzimek (a glutamat-oxalecetsamstaminaz és a glutamat-piruvat

transzamindz) segitségével tovabb gyorsithatd. Abeve ezen enzimek Glu és
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koszubsztratjaik (a piruvat és az oxalecetsav)njétében a Glu-ota-ketoglutaratta
alakitjak at, ezzel csokkentve a vér Glu-tartalnéatezzel egy szivohatast alakitanak ki a
megemelkedett agyi Glu-szint szamara. Ha a vérbegnoveljuk az oxalecetsav (OXAc)
vagy a piruvat (Pyr) szintjét, akkor tehat az enemkcié eltolhaté a Glu atalakitas
irAnyaba tovabb fokozva igy az agybdl a vérbe mdrtglu-transzport mértékét.
Kisérleteinkben in vitro elektrofiziologiai mérések és szovettani mobdszerek
alkalmazasaval vizsgaltuk a kétoldali arteria darcbommunis elszoritasaval kialakitott
globalis agyi hipoperfazié hatasat patkany hippogasiban. Szovettani eredményeink azt
mutattédk, hogy a 30 perces hipoperfizio nem okdekti@hatd szdvettani elvaltozast a
plaszticitds vizsgalata soran mar jelentkezik karbstasa. Elektrofiziologiai
kisérleteinkben az OxAc kezelést a reperfuzié kerdkezdtik el, és 30 percen keresztil
adagoltuk a hatdéanyagot, igy a kritikusalakon belil cstkkentettik le a vér Glu-
szintjét, amely — a fentiekben részletezettek sreri szivd hatdst gyakorolhatott az
agyban megemelkedett Glu-szintre. Eredményeink @atiak, hogy OxAc kezelés dozis-
figgé modon kivédte a hipoperfuzié okozta LTP kialakifiséigban jelentkézkarosodast.
Azonban sem a hipoperfluzio, sem az OxAc kezelés befolydsolta az alapuiet
glutamaterg szinaptikus funkcidkat, ahogyan ez tedéikiol6giai vizsgalataink alapjan
megallapithatd volt. A biztatd eredmények ravilagék a glutamat scavengerek
neuroprotektiv hatasara. Fontos hangsulyozni, reagpxalecetsav egy endogén anyag,
valamint hogy neuroprotektiv hatdsat nem kozveateeptormodulécio réven éri el.

Biztatd kisérleti eredményeink alapjan reméljukgha KYN, KYNA vagy ezek
valamely szarmazéka a nem tdl tavoligben a human gyoégyaszatban is alkalmazhat6
szer lesz. Talan eredményesen lehet majd alkalnphzstroke-nak, agyi keringési zavar
kockazatanak kitett betegek és egyéb neurologiaképek esetén is, mint me§eb
terapia, de elméletileg posztischeamias kezeléseként is szdba johetnek.

Hasonld reményeink vannak a glutamat scevengereki eddig még nem ismert

neuroprotekcios stratégia alkalmazasatddetis.
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Summary:

Transient global ischemia, which may arise duriagd@c arrest and surgery in humans or
be induced experimentally in animals, elicits sie¢ delayed neuronal death. If the
duration of the ischemia is short, neuronal damagmirs only in vulnerable areas. The
pyramidal neurons in the hippocampal CA1l region guarticularly vulnerable.
Additionally, global ischemia impairs memory andrgng functions. Other neurons, such
as the hippocampal CA3 neurons, are less ischeuhmenrable (Kirino, 1982; Pulsinelli,
1985). It is widely accepted that activation of #xeitatory amino acid receptors plays an
important role in neuronal death in stroke (Ch&88). It has recently been reported that
glutamate (Glu)-induced excitotoxicity and a cellutalcium overload are among the key
factors of cell death in brain ischemia, especiallthe gray matter (Dohmen et al., 2005).
By definition, excitotoxicity is a result of overeixation of the Glu receptors. In turn,
neuroprotective strategies have utilized antagendit the Glu receptors to prevent
excitotoxic neuronal loss. Long-term potentiatiei ), also mediated by Glu receptors, is
a model of neuronal plasticity. Accordingly, ischarmay likewise impair physiological
forms of synaptic plasticity, such as activity-degent LTP.

Kynurenic acid (KYNA) is one of the few known endéwmgus N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor inhibitors. Experimentatta and theoretical considerations
suggest that KYNA or its metabolic precursor, L-dgenine (KYN), may be of therapeutic
value in neurodegenerative disorders.

The aim of the present studywas to reveal whethéN kcan rescue the CAl
neurons in the four-vessel occlusion (4VO) modekha rat, which is a species more
widely used than the gerbil in the course of iscieestudies. KYN was administered
together with probenecid (PROB), an organic acehdporter inhibitor, in order to
facilitate the brain penetration of KYN.

KYN administration has proved to be neuroprotective histological studies. KYN
treatment appreciably decreased the number ofadjpyramidal cells in the CAL region
of the hippocampus in the four-vessel occlusion @Whduced ischemic rat brain. A
protective effect of KYN on the functioning of tli®A1l region was observed: long-term
potentiation was abolished in the 4VO animals,itsutevel and duration were restored by
pretreatment with KYN. A novel finding here is ththe administration of KYN (+PROB)

once before and 4 times after 4VO-induced transigidbal ischemia proved
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neuroprotective in histological studies, and alksduced (nearly abolished) the impaired
LTP induction in the Schaffer collateral-CA1 patlywa adult rats. It is concluded that the
administration of KYN elevates the KYNA concentoattiin the brain to neuroprotective
levels.These results raise the possibility that long-t&MN administration may be useful
in delaying neuronal loss in certain neurodegeneralisorders

On the other hand, neurodegenerative conditionls aastroke and traumatic brain
injury are characterized by the presence of exthemmigh Glu levels in the brain fluids.
The excess Glu, which causes neuronal death vigoexdcity, is normally controlled by
members of a family of Nadependent Glu transporters located on nerve taisiand
astrocytes. By pumping Glu, they guarantee thegmess of Glu in brain fluids at levels at
which it exerts neither excitotoxic nor unsoliciteekcitatory effects (Sattler and
Tymianski, 2001). Glu transporters located on tharbvasculature may also play an
important role in controlling extracellular Glu kg via a brain-to-blood Glu efflux. At
any event, the brain-to-blood Glu efflux mediatgddxcitatory amnioacid transporters is
fast and greatly enhanced by the blood Glu scavengeloacetate and pyruvate which,
upon intravenous administration activate the blozgildent glutamate-oxaloacetate
transaminase and glutamate-pyruvate transaminasgectively, causing Glu deamination
into a-ketoglutarate. The scavenging of blood Glu incesake driving force for a brain-
to-blood Glu efflux and leads to a decrease in éixeess Glu present in the brain
extracellular fluids. The scavenging of blood Gtareases the driving force for the brain-
to-blood Glu efflux and causes a decrease in theesx Glu present in the brain
extracellular fluids.

In the second series of experiments we tested ypeothesis that the intravenous
administration of a blood glutamate scavenger, aa@dtate, administered immediately
after a 30-min period of ischemia, helps the bnatain its synaptic plasticity. In the
present study, oxaloacetate was administered irfirdte30 min of the reperfusion period
and was found to prevent the LTP impairment cause@schemia without affecting the
basal glutamatergic synaptic functions, as condudem the results of the paired-pulse
facilitation and the input-output curvds.the future, the administration of oxaloacetate t
humans might open up new therapeutic possibilibesically different from those
involving the administration of Glu receptor antags: 1) In contrast which the use of
Glu receptor antagonists, the activity of Glu sceers in stimulating the brain-to blood
Glu efflux is self-limiting, since this activity pgressively diminishes as the elevated brain

Glu level decreases to concentrations below thesHuld of activation of the Glu
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transporters on the brain vasculature (i.e belair tim values). 2) Blood Glu scavengers
do not affect ionotropic Glu receptors, whereas @heptor antagonists obviously do, and
hence they will not block the beneficial effects@iii in the neurorepair proceeding after

brain injury.

These results suggest L-kynurenine and oxaloacetéitdoe of potential clinical
use for the prevention of neuronal loss in ischeroiaditions.
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