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I.1. Bevezetés

Az érelmeszesedéssel foglalkozd, és szinte kdvethetetlen mennyiségi
irodalomban nagyon kevés olyan dolgozatot falélunk, amely az agyi ka-
pillédrisok viselkedésével, a vér-agy gdt mikodésével foglalkozna. Pedig
az agyi mikroérrendszernek igen nagy jelentGsége van a szﬁveﬁi kerin-
gésben, a tdpanyagok és az oxigén szdllitdsdban.

Munkdnk célja volt adatokat gyGjteni arra von;tkozélag, hogy hdzinyul-
ban a kiserletesen, koleszterinnel létrehozott érelmeszesedés sordn az
agyban milyen morfoldgiai és biokémiai elvdltozdsok jonnek létre. A ko-
leszterin etetéssel létrehozott érelmeszesedés modell esetében az aor-
tdban, valamint a kozép és kis artéridkban /2.,3.,4. képek/ kialakul a
betegség, mig az a. carotisban, ill. az intrakranidlis artéridkban nem
jonnek létre elvdltozdsok. Kisérleteink sordn arra kerestlink vdlaszt,
hogy a koleszterinnel etetett dllatokban megndvekszik-e a vér-agy gdt
permeabilitdsa kis slriségld lipoproteinre /LDL/, vagy sem.

A nagyerekben ugyanis a betegség progressziéjdval egyiittjar az LDL fel-
vétel ngvekedése. Mivel tapasztalataink szerint a lipoprotein felvétel
nem vdltozott a koleszterin etetés hatdsara, ill. olyan kismérteékad
volt, hogy az alkalmazott mddszerekkel nem tudtuk kimutatni, az ult-
rastrukturdlis elvaltozdsokra igyekeztlink magyardzatot +taldlni. Az
elektronhikroszkdpos felvételeken ldthatd citotoxikus odéma létrejotte-
nek esetleges magyardzatdra mértiik az agy viztartalmdt, a kapilldrisok
adenilcikldz és Na+, K" -ATP4z aktivitdsdt, valamint a plazmamemb-

rdan koleszterin és foszfolipid tartalmdt.



A fenti paraméterek eltérései, valamint az irodalmi adatok alapjan ar-

ra a kovetkeztetésre Jjutottunk, hogy a kivéltq~9kﬂ§fpigpx}a3 amelyet
elsGsorban a magas szérum-koleszterinszint idéz eld.

Eredményeink arra hivjdk fel a figyelmet, hogy a magas szérum-koleszte-
rinszint kismértékd elvdltozdsok sorozatdt hozhatja létre, amelyek a

vér-agy g4t mikodésében nem okoznak durva elvdltozdsokat, azonban je-

lentdsen befolydsolhatjdk az agy mikddését, homeosztizisdt.



I.2.  Irodalmi &ttekintds

1.2.1. Az ateroszklerézisrdl dltalaban

Az ateroszklerdzis az arteridlis rendszer generalizdlt betegsége, amely
lassan fejlddik és tiinetmentes mindaddig, amig a lézidk elég nagyokkd és
osszetettekké nem vdlnak, hogy isémidt okozzanak. Gyerekkorban és tizené-
ves korban is zsirfoltok /fatty streak/ fedhetik az arteridlis belfeliilet
10-50 %-4t, azonban ezeket a reverzibilis, zselatinos lézidkat dnmagukban
veszélyteleneknek tartjdk. Koriilbeliil 30 éves kortdl azonban mdr prolifera-
tiv -1ézidk “jelennek meg: Még jelentds térkittltd lézidk esetében is /40-70
% szlkiilet/ a betegség rendszerint tiinetmentes, az EKG normdlis. Az érfal
jelentds szikileténél /70-90 %/ azonban mdr klinikai manifesztdcidk jelen-
nek meg /angina/, sulyosabb esetben infarktus, stroke és gangréna fejlodik
ki /Comai és mtsai, 1985./. Az elmilt években szdmos tanulmdny hivta fel a
figyelmet a szérum koleszterinszint jelentdségére az aterogenezisben /Duf-
field és mitsai, 1983., Nikkila és mtsai, 1983., Arntzenius és mtsai, 1983.,
NHLBI, 1983.,.LRCP, 1984./. A szivroham rizikéja fokozddik a szérum kolesz-
terin szintjének emelkedésével /Dawber, 1980./ és ez a fokozddds drdmai, ha
a szérum koleszterintszint meghaladja az 5,2 mmol/l-s koncentrdciét. Az
USA-ban a férfiak 4tlagos szérum koleszterinszintje kb. 5,4 mmol/l. Tdbb,
mint 500.000-en halnak meg sziv-érrendszeri megbetegedésekben, tobb, mint
600.000 embert dpolnak kdrhdzakban miokardidlis infarktussal és tobb, mint
5 millié embernél diagnosztizdlnak sziv-érrendszeri megbetegedéét évente. A
6 évvel ezelftt megjelent Lipid Research Clinics tanulmdny /LRCP, 1984./
kimutatta, hogy az LDL-koleszterin csckkenése a szi{v-érrendszeri megbete-
gedések csokkenéséhez vezet. Az LDL-koleszterin mérsékelt, mdr 10 %-os

csokkenése is a 'sziv-érrendszeri megbetegedések 18 %-os csokkenéséhez ve-

zet.



A megfeleld tdpldlkozds, a kivdnatos testsuly fenntartdsa és a rendsze-
res testedzés a legjdtékonyabb hatdstak a szérum lipidek normalizdldsa és
az egészséges sziv-érrendszer meglrzése érdekében /Herbert és Terpstra,
1984./ A kardiopulmondris és sziv-érrendszeri megbetegedések a dohdnyzds
mérséklésével is cstkkenthetdk lennének /Comai, 1985./ Az ateroszklerdzis
patomechanizmusdnak kutatdsdra kiilonbdzo dllatmodellek szolgdlnak. A sokfé-
le diétds mddszer kozil a koleszterin tartalmiak etetése terjedt el legjob-
“ban, uj. _nemcsak a szérum koleszterinszint jclentds emelkedése érhetd gy
el,- hanem ezt az érfal.moffo}égiai élvéltozésai is kovetik. A koleszterin
etetés eredményeirﬁl elsdoként Anitschkow szémolé be a ézézad elején /A-
nitschkow, 1912, 1913./. Duff médr 1935-ben felhivta a figyelmé‘t. a mononuk-
ledris fagocitdk jelentOségere az ate:oszklerézisban. Az ateroszklerdzis és
a gyulladds kozotti kapcsolatot vildgitja meg az az érdekes kdzlemény, me-
lyet Duff és munkatarsai irtak 1957-ben. Hiperkolegzterinémiés nyulakban
vizsgdltdk a 1legkordbbi ateroszklerotikus lézicdkat, melyekre két lényeges
dolog Jjellemz6: 1. lipidcseppek jelenléte az intimdlis és szubintimdlis
sejtekben, valamint 2. mononukledris sejtek /makrofagok, vagy limfociték/
helyenkénti megjelenése az intimdban. Trombust schasem taldltak. Késtbb a
simaizomsejtek /SIS/ keriiltek az érdeklddés kozéppontjdba /Haust és mtsai,
1960, Geer és mtsai, 1972./. Felfedezték a vérlemezke-eredetd novekedési
faktort /PDGF/./Ross és mtsai, 1974./,amellyel SIS-proliferdciot tudtak in-
dukdlni in vitro. Abbdl a tényb6l, hogy a plakkokban nagyszdmi SIS taldlha-
t4, valamint a POGF jelenlétébdl arra kovetkeztettek, hogy a plakkok kiala-
kuldsdhoz a vérlemezke faktor jelentdSsen hozzdjérul.

Azonban a vérlemezkékbdl normdl esetben nem szabadul fel ez a faktor, csak

ha stimulédljsk oket, mint pl. a trombusokban.



A trombus képzbdésének feltételei az artéridban: az endotélium sériilése,
ill. elvesztése, és igy a véralkotdk szabad érintkezése a trombogén szuben-
dotéliummal. Igy sziiletett Ross és munkatdrsainak "endotél sértés" hipoté-
zise, amely nagyon gyorsan népszerdvé védlt /Ross, 1981./.

Az elmélet szerint a sériilt, vagy hidnyzd endo%élium helyén vérlemezketrom-
bus képzddik, majd a felszabadulé POGF plakk képzddéshez vezet. A tedria
egyetlen hibdja az volt, hogy emberben és kisérletes ateroszklerdzisban
sohasem figyelhetd meg ez a kezdeti endotélvesztés.

Az elsb 1épés nem az endotélium eltlinése, hanem inkdbb a mononukledris sej-
tek kitapaddsa az endotéliumhoz, melyet azok érfalba vald bevandorldsa ko-
vet. Ezt Gerrity sertésben mutatta ki /1981/, Lewis és munkatdrsai galam-
bon /1982/, Ross és munkatdrsai, valamint Faggiotto és munkatdrsai majmon
/1981, 1982, 1984/, Joris és munkatdrsai patkanyon /1983/ és human korond-
ridkon /1984/.

Az intimdba bejuté sejtek egy része - patkdny modell esetében kb. 10 % -
limfocita. Humdn 1lézidkban ugyancsak taldlhatdk limfocitdk. Csdbitd az a
gondolat, miszerint a limfocitdk uralkodd sejtként viselkednének, iranyitva
kornyezetikben a sejtes eseményeket limfokin-szekrécidjuk 4ltal /Majne,
1985./. Ezt az elképzelést a tovabbi kutatdsok fogjdk igazolni, vagy elvet-
ni. Agel és munkatdrsai /1984/ immunhisztokémiai mddszerekkel bizonyitot-
tdk, hogy az ateroszklerotikus plakkokat alkotd habossejtek jelentds része
monocita eredetd makrofdg sejt. Az utdbbi idGben egyre jobban sikeriilt me-
gérteni a makrofigok sejtbioldgidjst /Nathan és mtsai, 1980./. Ezeknek a
sejteknek sokféle funkcidja van, melyek kozil szekrécids_képességeik 1at-
szanak_a legfontosabbnak-az-aterogenezisben. A kiilonboz6 neutrdlis és savas

protedzoknak, melyek a fejlodd ateroszklerotikus lézidkban a makrofdgokbdl
¥——\- . -



szabadulnak fel, kétségkivil kdrositd hatdsuk van az artéridk szerkezetét
felépitd elasztinra és kollagénre.

Egy makrofdgok 4ltal szekretdlt nodvekedési faktor (MDGF) stimuldlja a te-
nyésztett SIS-k proliferdciéjst /Greenburg és Hunt, 1978./. Ilymddon a mak-
rofdgok szekrécios termékel képesek szivetkdrosoddst és sejtproliferdcidt
okozni, melyek az ateroszkeldritikus lézidk fontos jellemz4i. Feltételezik,
hogy a monocitak és makrofdgok fontos szerepet jdtszanak az érfal lipopro-

tein anyagcseréjében. A monocitdk receptorokkal rendelkeznek a nativ és

- acetildlt-LBL-re, mig a makrofdgoknak az acetildlt LDL-re van receptoruk és

nincs, vagy csak kevés van nativ LDL-re /Brown és Goldstein, 1983./. Fenti
eredmények azért jelentGsek, mert a makrofdgok acetildlt LDL receptora ké-
pes megkdtni azt az LDL-t, melyet a tenyésztett aorta endotélsejtek, vagy'
SIS-k kémiailag médositottak /Henriksen és mtsai, 1981./, illetve azt az in
vivo mddosult LDL frakciét, melyet nemrégen Avogarc és mtsai /1988/ izo-

1ldltak humdn szérumbdl. A kisérletes hiperlipémia korai dllapotdban a ke-

.ringd monocitdk kitapadnak az érfal endotéliumdhoz, bejutnak az endbtél

Junkcidk kdzott, és az intimdban megemésztik a lipideket. A habossejt lézi-
6k sorsa ma még csak részben ismert. Lipidekkel telt habossejteket figyel-
tek meg hiperlipémids diszndban /Gerrity, 1981. b./ és majmokban /Faggiotto
és Ross, 1984./, melyek éppen elhagytdk a lézidkat, keresztiilnyomulva az
endotéliumon a lumen felé. Ezek az eredmények vezettek ahhoz az elképze-
léshez, miszerint a monocitdk az érfal lipid eltévolitd rendszereként funk-
ciondlnak /Gerrity, 1981. b./. Palade javasolt egy koncepciét 1953-ban,

miszerint bizonyos molekuldkat vezikuldk szdllitandnak az endotél-



sejt ‘ egyik oldaldarél a mdsikra, amely ma mdr nem koncepcid, hanem
‘tény. Néhdny évvel ezelGtt Simionescu a taldld transzcitdzis nevet ad-
ta neki /1981./. Az utdbbi tiz évben ez a kutatdsi irdnyzat taldlkozott
Goldstein és Brown alapvetd munkdival /1979/, akik a lipoprotein anyagcsere

dj aspektusait vizsgdltdk, a lipoprotein receptorok szerepét kiilonbgzd
sejttipusokon. A transzcitdzis, a lipoprotein receptorok és az ateroszkle-
rozis kozotti kdlcsonhatdst csak mostandban kezdik felderiteni. Kétségte-
len, hogy a transzcitdézis magyaradzhatja a gyakran eldforduld lipidcseppeket
az intimdlis és medidlis SIS-kben, vagy a szabadon elhelyezkedS koleszterim **
szemcseéket az intimdlis extracelluldris térben a folyamatos endotélréteg
alatt. Goldstein és Brown kb. egyévtizedes munkdja jelentGsen hozzajdrult
ahhoz, hogy jobban megértsik a koleszterin anyagcsere exogén és endogen ut-
jait, és annak okait, hogy némely emberben (familidris hiperkoleszterinémi-
a) 1dBeldtti koszorusér-megbetegedés fejlddik ki. Exogén anyagcsereidt alatt
értjik, amikor a tdpldlékkal bekeriild koleszterin a belekben felszivddik és
- kilomikronokban transzportdldédik. A lipoprotein lipdz, mely az erek endotél
felszinén taldlhatd enzim, hidrolizdlja a kilomikrpnok trigliceridjét, ko-
.leszterinben gazdag kilomikren maradvéh?t /remnant) képezve. Ezeket a
maradvdany molekuldkat é ma) tévoli{ja el egy remnant receptor-mechaniz-
mus segitségével. Endogén anyagcserelt esetén a mdj-koleszterin triglice-
ridben gazdag VLDL részecskékbe keriil. A lipoprotein lipdz ismét eltdvolit
valamennyi trigliceridet és dtalakitja a VLDOL molekuldt egy kdzti srdségl
lipoprotein részecskévé /IDL/. Az IDL részecskék egy részét felveszi a mdj

az LDL receptorain keresztiil, mig a mdsik része LDL-é metabolizdldédik.



A koleszterinben gazdag LDL részecskéket elsésorban a mdj tdvolitja el az
LOL-receptorokon keresztiil. A szérum-koleszterin kb. 65 %-dnak eltdvolits-
sdért felelds ez az LDL-receptor anyagcseretit. A receptorok és a koleszte-
rin szintézis 6észehangoltan mdkddnek. Az LDL receptor az endoplazmds reti-
kulumban szintetizalodik és a Golgi appardtusban késziil el véglegesen
" /Brown és Goldstein, 1984./ Az djonnan szintetizdlt receptor a sejtfelszin-
re transzportdlddik. Miutan kolcsonhatdsba keriil az LDL molekuldval, az LDL
receptor komplex egy burkas receptorcsapddba /coated pit/ vandorel. Amikor
mir kelld szdmu receptor lépett a burkos receptorcsapda tegﬁletéfe; akkor
az a-citoplazmdba tdrddik; ez a folyamat koriilbeliil egy percet vesz igény-
be. amint a sejt belsejébe kerilt a vezikula, majdhem-azonnal'leveti bur-
kdt, szabaddd téve ezzel a klatrint a tovdbbi endocitotikus korfolyamatok-
hoz. Ezutdan a burok nélkiili vezikula dsszeolvad egy endoszémanak nevezett
sejtszervecskével. Az endoszdma savas koriilményei kozdtt az LDL leszakad a
receptorrdl, majd a receptor visszajut a felszinre, mig az LDL molekuldt a
lizoszomdk dolgozzak fel. A lizoszomdlis enzimek hatéséra'aholipoproteinek-
re es koleszterin-észterekre hidrol;zélédik. A szabad koleszterin gdtolja
“mind a HMG-CoA reduktdzt (hidroxi-metil-glutaril-koenzim A reduktdz) a ko-
leszterin bioszintézis sebességének meghatdrozé enzimét, mind az LDL-recep-
tor szintézisé{. A szabad koleszterint Gjraészterezi az ACAT (acil-koenzim
A: koleszterin aciltranszferdz), hogy koleszterin-észterként elraktdrozdéd-
jon. A mdjban a koleszterin epesavakkd alakul, amely az epével a belekbe
keriil, majd pedig a széklettel iril ki.

Fentiek figyelembevételével érthetd, hogy a familidris hiperkoleszterinémi-

dban,ahol nincs, vagy kevés LDL-receptor van, miért alakul ki a magas



szérum koleszterinszint, amely az LDL részecskék meghosszabbodott keringé-
sehez vezet és a koleszterin lerakdddsdhoz a sztvetekben, kiilondsen az ar-
téridkban /Goldstein és mtsai, 1983., Brown és Goldstein, 1984./. Az
utébbi idGben egyre nd azoknak a kdzleményeknek a széma, melyek a szabad-
gyokék jelentbségére, veszélyességére hivjdk fel a figyelmet, tobbek kozott
az ateroszklerdzissal kapcsolatban is /Gey, 1986./. Humdn ateroszklerotikus
plakkban a lipidperoxidok és hidroperoxidok felhalmozdddsa pozitiv dssze-
fliggésben van az ateroszklerdzis mértékével /Goto, 1982., Glavind, 1952.,
Iwakami,1965./. e - -7
A cerqid pigmentek /a lipidperoxiddcid stabil végtermekei proteinnel ossze-
kapcsolddva/ az Osszes ateroszklerotikus plakkban, valamint makrofdgszerd
sejtekben /Mitchinson, 1985./ megtaldlhaték. A peroxidokat tartalmazé dié-
tdt dllatokban toxikusnak taldltdk /Gabriel, 1979./, hirtelen haldlt ckoz-
tak, a szivizom degenerativ elvdltozdsaival /Thafvelin, 1960./.

Az arachidonsav és egyéb tobbszor telitetlen zsirsavak (PUFA) peroxidjainak
nagy vo{f a toxicitdsa parenterdlisan /Cortesi, 1972./. Kérositjdk az endo-
téliumot és a szivizomsejteket, valamint a SIS-k proliferdcidjat idézik
eld /Bird,1981., Yagi,1982./. A plazma lipoproteinek kozil az LDL a le-
gérzékenyebb az autooxidédidra_ /Szczeklik, 1980., 1981./, valamint erd-
sen reaktiv oxigéngyokok, pl. szuperoxid gyckok, vagy hidrogénperoxid dlta-
1li denaturiciéra /Morel és mtsai, 1983./. A peroxiddcidval mddositott LDL
citotoxikus a tenyésztett endotélsejtekre és fibroblasztokra /Hinsbergh,
1984./. Sokan beszdmoltak arrél, hogy nem torténik sejtmérgezés, amennyiben
a peroxidok képzidését antioxiddnsokkal - mint pl. C és E vitami-
nok - kivédjik, amelyek valdszin(ileg megvédik a membrédn-foszfolipidek PUFA-

it /Evensen és mtsai, 19837, Morel és mtsai, 1983./.
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Endotélsejtek, SIS-k vagy vérlemezkék in vitro termelhetnek szabadgyckoket
és/vagy lipidperoxiddcids termékeket (pl. MDA), melyek mddositjdk a fosz-
fatidilkolint és a plazma LDL-jének B apoproteinjét. A lipidoldékony antio-
xidansok, mint az E vitamin, gdtoljdk az LDL-nek ezen médosuldsat
/Steinbrecher ¢és mtsai, 1984./. A hidroperoxiarachidonsav, a 15-HPETE /Bo-
urgain, 1980., Moncada és mtsai, 1978./, vaiamint az LDL citotoxikus pero-
xidjai /Evensen és mtsai, 1983., Morel és mtsai, 1983./ a prosztaciklin
/PGIZ/ képzodés gdtldsdat okozzdk az artéridkban, kisérletes ateroszklerd-
-~ vn=zisban  /Gryglewski és mtsai, 1978./ és humdn ateroszklerctikus plakkokban
/d'Angelo és mtsai, 1978./.
Sajat eredményeink szerint az exogén P612 i.v. adagoldsa jelentbs védel-
met nyudjt az érfali plakkok kialakuldsdval szemben kisérletes éteroszk-
lerézisban, hdzinyldlon /Makdry és mtsai, 1982.,1983., Pataki és mtsai,
1984./. Hasonld eredinényeket kaptak patkdny modellen Jellinek és  mun-
katdrsai, Iloprost (stabil P612 analdg) adagoldsa esetén /szdbeli koz-
lés/. A PGI2 citoprotektiv és antihipoxids hatdsdrol szdmolt be tobb ku-
tatdcsoport agyi isémigt kdvetben, kiilonbozd kisérleti dllatpkon /Pluta és
mtsai, 1985., Masuda és mtsai, 1586./. Payton- és mtsai /1985/ drémai Jjavu-
last 1irtak le RCiz infdziét kﬁVefﬁen trombotikus trombocitopénids purpu-

rdban.

1.2.2. Agyi érkatasztrofak /stroke/

A "stroke", vagyis az agyi érkatasztréfdk epidemioldgiai tanulmdnyozdsa nem
konnyG, mivel d&4ltaldban az élet késObbi szakaszdban alakulnak ki, és el6-
forduldsuk, valamint haldlozdsi ardnyszdmaik lényegesen alacsonyabbak

/Shurtleff, 1974./, mint a sziv-érrendszeri megbetegedésekéi.
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Az Amerikai Sziv-gydgydszati Tdrsasdg /American Heart Association/ 1977-es
felmérése szerint kb. 1,8 millid volt a stroke-ban szenveddk szdma az USA-
ban, ami kb. a fele a sziv-érrendszeri megbetegedéseknek. El&forduldsi gya-
korisdguk a korral nd. A stroke miatt munkaképtelen lakossdg egyharmada
35-65 éves (USA), ami a megeldzés dridsi jelentdségére hivja fel a figyel-
met.Gondozdsukra évente tabb, miﬂt,i_éilliéEU dollart koltenek; az éven-
kénti 4j megbetegedések széma kb. 500.000 £6, foleg 55 éves kor felettiek
/Ross, 1983./. Eurdpdban az 50-60 év kozotti népesség 25 %-a szenved Kki-
sebb-nagyobb mértékl érelmeszesedésben. A 80-90. életév kozdtti embereknél
ez az ardny mar 60-70 % /Antaldczy, 1984./.Hazdnkban 1978-ban az dsszes ha-
ldlozds 52,2 %-a volt keringési betegség kdvetkezménye. A keringési rend-
szer betegségein belidli  haldlozds tobb, mint hdromnegyed része isémids
szivbetegség, cerebrovaszkuldris betegségek és hipertdnia kovetkezményei
voltak. A férfiak haldlozdsdban az isémids szivbetegségek, kiilonodsen a szi-
vinfarktus, a nbk haldlozdsdban az agyvérzés domindlnak /Jdnosi és mtsai,
1983./. Ha ismét az Egyesilt Allamok adatait tekintjik, kitGnik, hogy a
stroke eldforduldsa 4ltaldban, az aterotrombotikus agyi infarktusok szdma
pedig kifejezetten a korral emelkednek mindkét nemben, de a ndknél sokkal
meredekebben. Az ateroszklerotikus betegségekben 55 éves kor alatt a férfi-
ak tudlsulya jellemzs.Ha Osszehasonlitjuk az agyi és miokardidlis infarktu-
sokat a két nemben, a férfiak kifejezett tulsidlydt taldljuk miokardidlis
infarktusban minden korosztély esetében /majdnem 4 miokardidlis infarktus
jut 1 agyi infarktusra férfiakndal/, mig a noknél gyakorlatilag egyformdn

fordul elo mindkettd.
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NGknél a cerebrdlis ateroszklerézis siulyossdga nem olyan nagyfoki, amig a
nok el nem veszitik premenopauzdlis immunitdsukat az ateroszkletorikus
érbetegségekkel szemben.

A stroke elS6forduldsa dltaldban késGi é€letkorban jellemz6 ugyan, de 20 %-
uk 65 év alatt kovetkezik be: pl. az USA-ban 1972-ben 45-54 éves korban 1 %
y 35-64 éveseknél 3,5 % , illetve 65-74 éves korban 9 % volt. A tromboti-
ku; stroke-ok 18 %-a a karotisz aterotrombotikus betegségének kovetkezmé-

.

nye, 16 %-a a vertebrélls és bazildris artéridk megbetegedésébi6l szdrmazik,
" és 19 %-uk lakundris infarktus. Az dsszes stroke 31 %-&t embélia okozza, 10
%-at -hiperteniid dltal kivdltott intrakranidlis veérzés, ill. 6 %-at aneu-
rizmaruptira eredményeként létrejott vérzés hozza létre. A Framiﬁgham-féle
tanulmdny /1973/ 26 éven keresztiil kdvette a kiilonbtz6 agyi érkatasztré-

fak eloforduldsdt, melyb8l a 65-74 év kozotti kofcsoport adatai a kdvetke-

26k
férfiak /%/ nok /%/

ABI ateroembdlids agyi infarktus - 58 54
CE agyi embdlus _ 16 19
ICH intracerebrdlis vérzés 5 3
SH szubarachnoiddlis vérzeés 10 12
TIA dtmeneti isémids katasztrdfék 8 9
egyeb 3 3

Altaldban egyetértenek a kutaték atéren, hogy mind az emelkedett vér-
nyomds, mind a szivrendellenességek erdsen hozzdjdrulnak az agyi érkataszt-
rofdk kialakuldsdhoz. A koszorilsér-betegségben szenvedtk stroke rizikdja

Otszor akkora, mint a normdl populdciéé /Kannel és mtsai, 1978./
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A gyandsitott rizikdfaktorok: a gliikéz-intolerancia /Flodin, 1986./, a

vérlipid-dsszetétel megvélfozésa /dirgens és mtsai, 1987., Sirtori és
mtsai, 1979., Murai és mtsai, 1981., Airo és mtsai, 1985., Noma, 1979., Le-
vy, 1984./, az emelkedett hematokrit és a dohdnyzds /McGee, 1973., Jajich
és mtsai, 1984., Pollin és mtsai, 1984./. Az alkoholfogyasztds és a stroke
fokozott rizikdja kozott is dsszefiliggést taldltak. Az ateroembdlids agyi
infarktus f6 rizikdtényez6i a hipertenzid /Nguyen, 1985., Nag, 1984., Mero-

de és mtsai, 1985., Schwartz és mtsai, 1984./, koszorusér betegség /Alt-

smann--8s. mtsai 1987~/swdiabetes /Flodin,..1986./, bizonyos rendszerbetegsé- -

gek, welyek az agyi keringést befolydsoljdk, a vér viszkozitdsa és koaguld-
cidja /Schneider é&s mtsai, 1987./, sziv- és nagyereken végzett operdcidk
komplikdcidi, valamint bizonyos gydgyszerek, mint pl. az ordlis fogamzds-
gatlék /Inman és mtsai, 1968., Kutas és mtsai, 1971./ szedése. Agyembdlia
lehet a kovetkezménye a billentylk betegségének, a miokardidlis infarktus-
nak, a szivritmus szabdlytalansdgainak /foleg pitvari fibrilldcié/, ill. a
sziv-operdcidk komplikdcidinak. Az intrakranidlis vérzés kongenitdlis ano-
mdlidk, mint pl. pitvar-kamrai rendellenesséyek, hipertenzié és véralvadisi
zavarok kivetkezménye /Ross, 1983./ lehet. A sfroke'rizikéjénak csokkentése
érdekében nagyon fontos a megeldzés, a rendszeres vérnyomds-ellendrzés. Az
USA felnGtt lakossdgadnak 40 %-at kezelik enyhe hipertdnidval, ahol a dia-
sztolés nyomds 90 és 104 Hgmm kozotti érték /Rabkin és mtsa-i, 1978./. Ha-

zdnkban az elmilt 20 év sordn a sziv- és érrendszeri haldlozds abszoldt ér-
téke tobb, mint a felével n6tt. A 10.000 lakosra szamitott cerebrovaszkuld-
ris eredetl haldlozds az 194l-es 8,0 értékrdl 198l1-ben 22,7-re emelkedett.

Orszdgos viszonylatban pl. évi 13-15.000 agyvérzésre kell szdmitani /Gydr-

fds és mtsai, 1983./. -

~RIT



A fent leirt agyi érbetegségek kdrélettani aspektusait az aldbbiakban
szeretném ismertetni.

Ha a kiilonféle okokbdl elsz(kiilt, vagy elzdrddott erek elldtdsi terile-
tei oxigén és tdpanyagok nélkiil maradnak, dgy rovid id6n beliil hipoxi-
as, illetve 1isémids tiinetek lépnek fel az érintett szovetrészben. Az
idegsejtek tdpldldsa f6leg az oxigén és glikkéz elldatdstol, és igy koz-
vetetten a megfeleld agyi keringéstdl fligg, melyet az artériak, arteri-
0ldk és kapilldrisok kozvetitenek, illetve a venuldk, véndk és durdlis
szinuszok-. szdllitanak el. Mivel a vér -oxigéntartalma gyorsabban kime-
ril, mint annak gliikéztartalma, igy keringési rendellenességek esetén
az 1idegsejtek nem kapnak megfeleld mennyiségld oxigént, ami hipoxidt
eredményez, vagy extrém esetben anoxidt. Amikor a sziv és/vagy ér-
rendsszer rendellenessége okoz keringésromldst, de az artérids vér oxi-
géntenzidja és oxigéntartalma normdlis, azt pangdsos hipoxidnak nevez-
zilk. Amikor az elsddleges rendellenesség csokkenti az oxigéntenzidt
egyébként normdl vérben, mint pl. fulladdsban, akkor azt hipoxids hipo-
xidnak hivjdk. Beszélink még anémids hipoxidrdl, ahol a hemoglibin
mennyisége alacsony, vagy annak oxigénszdllitcé képessége csokkent, mint
pl. szénmonoxid-mérgezésben. Hipoglikémidban az agy képtelen hasznosi-
tani az oxigeént a glikkdz-deficiencia miatt. A kozponti idegrendszer vé-
rdramldsdnak romldsa lehet generalizdlt, mint pl.szisztémds hipotenzig-
ban, vagy szivmegdlldsban, illetve helyi keringésromldsrdl beszéliink,
amikor egy elzdrddott artéridn tuili terililet kdrosodik.

Szerencsére nem vagyunk teljesen védtelenek a hipoxidkkal szemben, ui.

pl. a pangdsos hipoxia kdros hatdsait bizonyos mértékben csillapitja az
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agyi arterioldk autoreguldcids kapacitdsa. Amint a szisztémds vérnyomds
esik, az arterioldk kitdgulnak, igy az agyi vérdtdramlds nem csokken.
Ilyen esetekben hdtrdltatja még a hipoxids kdrosoddst, hogy a vérbdl
nagyobb mennyiségl oxigén extrahdlddik ki, ndvelve ezdltal az arterio-
vendzus oxigeénkiilonbséget. Amikor azonban az agyi vérdtdramlds a normdl
érték kb. 25 %-dra csokken, kialakulnak a sejtmetabolizmus elégtelensé-
gének Jjelei. A hipoxia kovetkeztében létrejott strukturdlis véltozdsok
részben a hipoxia mértékétdl és idotartamdtsl fiiggnek, és részben annak
az idbnek a hosszdtdl, amig a behatds elmilik.. Enyhe, rovid ideig tartd
hipoxids kdrosodds esetén eldfordulhat, hogy csak dtmeneti fﬁnkcionélis
romléé kovetkezik be, szerkezeti vdltozdsok nélkil. Az anoxia irrever-
zibilis kd&rosoddsokat okozhat az idegsejtekben, és mivel az idegsejtek
érzékenyseége eltérd, eldfordulhat, hogy csak bizonyos sejtcsoportokat
ér kdrosodds. A kiilonbozd agyteriiletek érzékenységének sorrendje: agy-
kéreg, bazdlis ganglion, agytorzs és gerincveld. Az agykérgi rétegek
kozil a 3. 5. és a 6. a legérzékenyebbek. A kozponti idegrendszer sej-
tes elemei kiilonféleképpen reagdlnak a hipoxids koriilményekre. Pl. egy
grdval a hipoxids inzultus utdn a peuronok mitokondriumai megduzzadnak,
krisztdik rendezetlenek lesznek. Az éndoplazmés retikulum ciszterndi és
tdbulusai ugyancsak megnagyobbodnak, és megindul a citoplazma mikrova-
kuolizdcidja is /Brierley, 1976./. Feltehetden az ioncseréld pumpdk
elégtelen mikodésének kdszonhetfen sok K -ion jut ki a perineurdlis

extracelluldris folyadékba és ott a szomszédos asztrocitdk nydlvdnyai-
nak ©démds duzzanatdt okozza /Tower, 1979./. 2-12 érdval a hipoxids
periddus utdn hér az asztrocitamagok duzzaddsa kovetkezik be, amelyek a

4. 6. napon szaporodnak el maximdlisan.




A hipoxids kdrosodds tanulmdnyozdsdra tobbféle kiserletes modell szol-
gdl, amikoris az érelzdrddast létrehozhatjdk lekdtéssel, embolizdcidval
/manyag, aceélgolydk, vasreszelék/, stb. Az elzirddott ér mérete befo-
lydsolja a kifejlod6 agyddéma tipusdt.Nagy agyi erek, mint pl. a kozép-
sO agyi artéria (MCA) elzdrddésdval jard modellekben elfszor citotoxi-
kus ©déma jon létre /Hossmann és Schuier, 1979.a.b./, majd néhdny dra
milva ezt kdveti a vazogén tipusd ©déma /0'Brien és mtsai, 1974./. Ez-
zel szemben pl. tobb kis ér mikroembdlidk miatti elzdrdddsa elsddlege-
sen "vazogén agycdémdt okoz és ezutdn jon létre a citotoxikus odéma /Vi-
se és.mtsai, 1977, Schuier és mtsai, 1978./.

Definicid szerint az agyddéma az agyszovet viztartalmdnak ndvekedése. A
fent emlitett "MCA"-elzdrds utdn mdr egy perccel létrejon egy korai
agyduzzadds, amely érzeékeny térfogatmérésekkel kimutathato, és amely a
viz- és ionhdztartds zavardval jdr. A sejtek vizfelvétele szoros dssze-
fliggésben van az energiafiiggd ioncseréld pumpdk gdtldddsdval, mely gat-
16dds a membran két oldalan 1levd ionkoncentricidk  kiegyenlitédését
okozza, aminek eredményeként az agyszovet K*-tartalma csokken, Na*-
tartalma pedig nd /Bremer és mtsai, 1978., Schuier és Hossmann, 1980./.
A két kation inverz vdltozdsai miatt nagyon megemelkedik a Na*/k*
arany, amely érzékeny indikdtora az isémids sejtkdrosoddsnak, és amely
szignifikdnsan emelkedik mdr egy dérdval az "MCA"-elzdrds utdn. A korai
agyduzzadds, illetve viz-akkumuldcid mdsik oka lehet a szoveti ozmola-
ritds emelkedése az isémids teriileteken /ez feltehetden a tejsav akku-
muldcidjdnak kovetkezménye/. A citotoxikus ©déma létrejottével kapcso-

latos sejtduzzadds nagy Jjelentdségl az agyi infarktusok kifejlodésében.



A duzzadds ui. tuilnyomdan a perivaszkuldris asztroglia sejteket érinti
és ezért a mikrocirkuldcid kompresszidjdt okozhatja /Little és

mtsai, 1976./. EbbGl kdvetkezik, hogy az ddéma sulyosbitja az elsddle-
ges isémids hatdst, és végsGfokon a vérdramlds teljes megszinéséhez ve-
zethet. Az "MCA"-elzdrddds utdn 1-3 érdval Flamm és mtsai /1978/ a

cAMP mennyisgég csokkenését mérték.

I.2.3. Ismereteink a vér-agy gdtrol

A "vér-agy g&t" (VAG) fogalom alatt a vér és az agyszovet kozott fen-
ndllé gdtrendszert értjiik, mely bonyolult szabdlyozdé mechanizmusok reé-
vén biztositja az agy homeosztdzisdt. A barrier funkcidért elsGsorban a
kapilldaris endotélium felelds, azonban annak tokéletes mikodéséhez hoz-
z&djdrul a bazdlis membrdn, valamint glidlis, neurondlis elemek is. A
"vér-agy gat" koncepcid megsziiletése d6ta eltelt 100 év alatt /Ehrlich,
1885./ nagyon sok (j ismeretre tettiink szert, és ezek tiikrében ma mér
az irodalom egy része "agy-gdt rendszerrSl" beszél, jelezve, hogy az
eredeti elképzelés a passziv gdatrdl egyre inkdbb dtalakul egy énatémia-
i, fizikokémiai és biokémiai mechanizmusokat egyesitd rendszerré /Lajt-
ha, 1962./. A tovdbbiakban a széleskorien elterjedt VAG fogalmat hasz-

ndlom, amely azonban nem rendelkezik az eredeti passziv gt tulajdonsa-
gaival, hanem a mai értelemben vett aktiv szabdlyozd feliletek, mecha-

nizmusok egész sordval, melyek az agyszovet mikrokornyezetének dsszeté-
telét irdnyitjdk.Visszatérve az eredeti koncepcidhoz: 1885-ben Ehrlich

vette észre, hogy a szisztémdsan beadott vitdlis, savas festékek, mint



a tripdnkék és Evans-kék minden szervet megfestettek, kivéve a kozpon-
ti idegrendszert. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy az agyszovetnek nincs
affinitdsa a festékhez. Ezzel a felfogdssal Goldmann /1913/ nem értett
egyet, ui. az dltala kozvetleniil a szubarachnoiddlis térbe juttatott
tripdnkék diffizan megfestette a kdzponti idegrendszert.

Eredményei alapjdn arra az &lldspontra helyezkedett, hogy az agyi erek
impermedbilisak. Ez az elképzelés is santitott egy kicsit, hiszen az
agynak hozzd kell jutnia valahogyan az esszencidlis tdpanyagokhoz. Mi-
- vel dgy . tapasztalta, hogy a festék szisztémds adagoldsakor a "choroid
ple§u§"-ok tar&almaznak festékszemcséket, ezt az anatémiai strukturat
tartotta a kicserélddés helyének. Itt jutna'tépanyagokhoz a cerebrospi-
nilis folyadék (CSF) a vérbdl, majd az tovdbbitand az agy felé. Ez az
elmélet ilymddon egy passziv vér-CSF gdt létét ismerte el, amelyben a
kapilldrisck nem kaptak szerepet. A harmincas évek elején Vialter
/1933/ és Spatz /1933/ feldjitottdk a hipotézist, miszerint az agyka-
pillérisoknak alapvetd szerepiik van az agyszovet esszenciélig anyagok-
kal valé ellatdsdban és erre a CSF keringés nem volna képes megfeleld
madon. Bazikus festékek szisztémds adagoldsakor az agyszdovet diffidzan
festodott anélkil, hogy lényegés'festédés lett volna a CSF-ben. Mds-
részt, a savas festékek nem jutottak be az agyba. fgy nyilvanvalé volt,
hogy az agyi erek résztvettek a kozponti idegrendszer permeabilitdsanak
szabdlyozdsdban /Friedemann, 1942./. Ebben az iddben mdr ismert volt az
agyi kapilldrisokat szorosan koriilfogé gliatok létezése, amely megers-
sitette a VAG lehetdségét. Helyesen ismerték fel tehdt egy vér-CSF és
vér-agy kozotti gét létezését, de helyteleniil lokalizdlték az eldbbit a



choroid kapilléris, az utébbit pedig a perivaszkuldris gliatok szintjé-
re. Ma mdr tudjuk, hogy a choroid epitélium és az agyi kapilldrisok en-
dotéliuma jdtsza a vezetd szerepet a gdtfunkcidk kialakitdsdban.
Paradox mddon, kb. 30 évvel ezeldtt, az elektronmikroszkdpos vizsgdla-
tok elterjedésekor, kétségbevontdk egy szelektiv érgdt létezését, mivel
a korai megfigyelések sordn nem taldltak morfoldgiai kiilonbségeket az
agykapilldrisok és a test mds szoveteinek kapilldrisai kozott.

Ez a nézet azonban nem sokdig tartotta magdt, mert a jobb fixdldsi
technikdk bevezetésével hamarosan kideriilt, hogy pl. jelentds extracel-
luldris tér van a kozponti idegrendszerben /Van Harreveld és mtsai,
1965./, amit addig nem tudtak érzékelni, valamint az elektrondenz jel-
zOanyagok megjelenésével lehetdség nyilt az endotélium dteresztdképes-
ségének vizsgdlatdra. A 40.000-es molsulyd tormaperoxiddz /Reese és
mtsai, 1967., Brightman és mtsai, 1969./, a 17.000-es " citokrém c
/Milhorat és mtsai, 1973./, az 1.800-as mikroperoxiddz /Reese és mtsai,
1971./ éppigy nem tudott keresztiiljutni a kapilldris endotéliumon, mint
a kolloiddlis lantdn-hidroxid.

Amikor ezeket a jelzOanyagokat szisztémdsan adtdk be, azok megrekedtek
az endotélsejtek kozotti hasadékokban a lumindlis oldalon, mig abban az
esetben, ha intratékdlisan juttattdk be dket, szabadon dramlottak az
agyszovetbe, ismét megrekedve azonban, de a kapilldris endotél ablumi-
ndlis oldaldn, az interendotelidlis hasadékokban. A szomszédos endotél-
sejt membrdnokat osszekapcsold  kiildnleges struktidrdkat "tight junc-

tion"-oknak nevezték el /Brightman és mtsai, 1969./.



Ezek a specidlis szerkezetek olyan szorosan kapcsol jdk egymdshoz az en-
dotélsejteket, hogy azok tgy viselkednek, mint egy folyamatos sejtré-
teg, ezért az 4tjutni kivdnd anyagoknak keresztiil kell menniik a sej-
ten. Az interendotelidlis tér mindossze 12 A széles. Az agykapilldrisok
képezik a VAG legfontosabb részét; 1 g agyszovet endotélfelszinét kb.
240 cmP-re becsilik /Crone, 1963./. Ugyancsak Crone /1971/ hangst-

lyozta, hogy a teljes VAG felszin, tehdt az agykapilldrisok endotél-
felszine 5000-szer nagyobb a choroid kapilldrisok endotélfelszinénél.
~w:z. - Kilonds tulajdonsdga az agykapilldrisoknak, hogy kiilsé felsziniiknek kb.
80 %-4t gliasejt nyidlvdnyok veszik koriil. Az endotélsejtek és a gliatok
kozott vékony, megszakitatlan bazdlis membrdn fut. Jellemzd morfoldgi-
ai tulajdonsdguk az agykapilldrisoknak a mitokondriumok bdsége. A ci-
toplazma 8-11 %-a mitokondrium, mig mds szervek kapilldrisaiban ez az
érték csupdn 2-5 %. Ezt a tényt az agyi endotélium bioldgiai speciali-
zdcigjdnak tekintetteék, amely ilymddon képes mikddtetni a nagy energia-
igényG transzportrendszereket, jelentdsen hozzajdrulva az agy homeosz-
tdzisdnak fenntartdsshoz /0ldendorf és mtsai, 1975./. A kapilldris en-
dotéliumban nagyon gyér, vagy hidnyzik a vezikuldris transzport /Reese
és mtsai, 1967., Clawson és mtsai, 1966./, igy a pinocitdzis kis szere-
pet Jjdtszik az ép VAG-on keresztiili transzportban. A VAG fizikokémiai
és biokémiai tulajdonsdgai a fent leirt anatdmiai sajdtossdgokbdl addd-
nak, és amelynek mikodése hasonlit a sejtmembranhoz, kozvetiti az anya-
gok be- és kilépését a kozponti idegrendszer(be)bSl. Fizikokémiai tu-
lajdonsdgait tekintve dgy viselkedik, mint egy folyamatos lipid kettos-

réteg, kiilonféleképpen gdtolva az anyagok 4tjutdsdt a transzcelluldris



koncentrdcié gradienst5l, molekulamérettdl és lipidoldékonysigtél fiig-
gben, engedelmeskedve a passziv diffuzids szabdlyoknak. Ami a biokémiai
tulajdonsdgokat illeti: vannak olyan jelentds metabolitok, mint az ami-
nosavak, némely szerves savak és az agysejtek fO lzemanyaga a gliikdz,
amelyekre az agy permeabilitdsa jéval meghaladja ezen anyagok gyenge
lipidoldékonysdgat. Ezeknek az anyagoknak mindkét irdnyban torténd moz-
gdsdt specidlis proteinek teszik lehetdvé, melvek a sejtmembrdnban he-
lyezkednek el, és képesek ezeket az anyagokat felismerni, megkotni és
gtjuttatni a membran tuloldaldra. Ezt a "carrier medidlta" transzportot
hivjuk "facilitdlt diffdzidnak", ha az egyenld koncentricidkat teremt
mindkét oldalon és ezért nem haszndl energidt. "Aktiv transzportnak"
hivjuk a folyamatot, amennyiben az anyagtranszport koncentricié gréadi-
ens ellenében torténik, és energiat igényel. Sok aminosav transzportja
Na-fliiggé ¢és ouabainnal gdtolhatd, melyekrdl feltehetd, hogy ATPazzal
mdkodd Na-gradiensek tartjdk fenn Gket. A Na+, K*-ATP4z az agyszo-

vet sejtjeinek legjelentfsebb energiafogyasztdja. Az oxigénfogyasztds
intenzitdsa 70 %-kal csokken, ha ouabainnal kezeljik a szovetet, amely
kizdrélag a Na', K'-ATP4zt gdtolja. A gliikéz és az aminosavak aktiv
traszportjat a kovetkezd szellemes transzport modell irja le /Bird,
1977./: a glikdzt a sejtbe egy specifikus carrier rendszer viszi be,
melynek a glikozkdtd helyén kiviil még egy Ma-kotd helye is van. Mivel a
Na*, K'-ATP4z mikidése Kivetkeztében a kiilsG Na'-koncentricid
mindig sokkal nagyobb, mint a belsd, a carrierhez kotott Na* passziv
transzporttal bejut a sejtbe, de kozben viszi magdval a szintén a car-
rierhez kotott glikézt. Ilymddon a glikkéz koncentrdcié-gradiens ellené-

ben 1is bejuthat a sejtbe.



Az agy szdmdra kiilondsen fontos a rendszeresgliikdz elldtds, mivel
nincsenek energiatartalékai, igényei viszont dridsiak. Ha az artérias
glikdzszint az 5-7 mM-o0s normdl értékrdl kb. 1 mM-ra leesik, hipogli-
kémigs szimptomdk jelentkeznek, ami az agyfunkcidk megvdltozdsdhoz ve-
zet. Kb. 0,5 mM-os plazmaszinten coma 411 be /Rapoport, 1976./. Szerke-
zetikben hasonlé cukrok, mint pl. a galaktdz, képesek a gliikéz transz-
portot befolydsolni. Galaktozémidban /Kalckar és mtsai, 1973./ a ga-
laktéz plazmaszintjének kéros emelkedése eredményeként versengés alakul
-ki - a VAG transzporthelyein a gliikézzal. Ennek kovetkeztében az agysej-
tek nem jutnak elegendd gliikkézhoz, az agy kdrosodik. A VAG szelektiv
permeabilitdsdt szabdlyozd rendszereken kiv(l kisérleti bizonyiték van
olyan enzimatikus csapda mechanizmus létezésére, amely meggdtoljs a bi-
oldgiailag aktiv anyagok bejutdsdt az agyba.

Hisztokémiailag szdmos enzimet mutattak ki az agyi kapillérisokban;
mint a GABA-transzamindz, szukcinil-szemialdehid-dehidrogendz, pszeudo-
kolinészterdz, MAO, DOPA-dekarboxildz, amelyek lebonthatjdk sajat
szubsztratjukat, amint az keresztiilhalad az endotélsejten /Bertler ¢€s
mtsai, 1966., Hardebo és mtsai, 1980., Kalaria és mtsai, 1987./.
Vannak a kozponti idegrendszernek olyan teriiletei, ahol nem alakult ki
a VAG, az itteni kapillirisok nem rendelkeznek "tight junction"-nal, az
endotélsejtek fenesztrdltak és sok pinocitotikus vezikulat tartalmaz-
nak. Ilyen teriiletek a neurchipofizis, tobozmirigy,"median eminence",
"area postrema”,"subfornical organ" és a "supraoptic crest" /Lee és
mtsai 1982./. Ezeken a teriileteken a sejteknek tobbnyire hormonszekré-
cidés, vagy kemoreceptor funkcidjuk van, ezért direkt kapcsolat sziiksé-

ges a vérrel.



1.2.4. A nyudl, mint az ateroszklerdzis kutatds modell je

A nydl az aterogenezis kutatdsdban széleskorlen alkalmazott kisérleti
dllat /Rosenblum ¢és mtsai, 1975., Bordia és mtsai, 1975., McCully és
mtsai, 1975./.A kilonféle beltenyésztett torzsek kozott, s6t a nemek
kozott is Jjelentds kilonbségek vannak az aterogén diétdkkal szembeni
érzeékenységben, a plazma lipoproteinek dsszetételében és a diétdk hata-
sdra bekdvetkezd megvdltozdsukban is /Mills és mtsai, 1971., Alexander

és mtsai, 1973., Clarkson és mtsai, 1976., Johansson és mtsai, 1976.,

.. ..Pescador, 1978./. A betegséget létrehozé modellek altaldban a kovetke-

zOképpen csoportosithatdk: tdpldlkozdsi, fizikai, kémiai, immunoldgiai
/Vesgelinovitch és Fischer-Dzoga, 1981./ és genetikai modellek. Ese-
tiinkben a tapldlkozdsi modellt alkalmaztuk a betegség indukdldsdra.
Leggyakrabban haszndlatos az Uj-Zélandi torzs. A szérum lipoproteinek
dsszetételét sokféleképpen megvdltoztathatjuk. A tdpba kevert koleszte-
rin hatssdra jelentdsen megemelkedik a szérum koleszterinszintje, az
emelkedett VLOL-nek és IDLnek kdszdnhetden /Schumaker, 1956., Camejo,
1973./. Ha az 4dllatot koleszterin-mentes félszintetikus diétdn tartjuk,
amely kazeint vagy mds proteineket tartalmaz, a hiperkoleszterinémidnak
olyan formdja alakul ki, amikor fdleg az LOL mennyisége ndvekszik meg a
szérumban /Hamilton és mtsai, 1976., Huff és mtsai, 1977./. Az eltérd
lipoprotein Osszetétel ellenére azonban az dllatokban hasonld elvélto-
zdsok alakulnak ki /Ross, A.C. és mtsai, 1978./, jelezve, hogy a plak-
kok tulajdonsdgai az érfali jellemzoktdl fiiggnek, nem pedig az etiold-
giai 4gensektdl /Bjorkerud, 1974., Vesselinovitch és Fischer-Dzoga,

1981./.



A nydl, mint az érelmeszesedés kutatdk hdzigllata, azért tett szert
nagy népszer(ségre, mert érzékenysége miatt kdnnyen kialakul benne a
betegség, viszonylag olcsé, és a legdontdbb, hogy az erekben létrejott
morfolégiai elvdltozdsok hasonlitanak a humdn elvdltozdsok egy részé-
hez. Természetesen az dllatmodellen kapott eredményeket nem vonatkoz-

tathatjuk egy az egyben az emberre.
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II. Vizsgdlati anyagok és mddszerek

ITI. 1. Koleszterin-szkerdzis

A kisérletekhez 2,5 - 3,0 kg-os him, Uj-Zélandi beltenyésztett nyula-
kat haszndltunk. A munka megkezdése eldtt a kdrnyezethez valé alkalmaz-
kodds céljdbdl kb. 7 napig normdl tdpon tartottuk az d4llatokat. A ki-
sérlet sordn minden dllatot kiilon ketrecbe helyeztiink.

Az 4dllatok etetése a kisérlet alatt:

A kontroll dllatok naponta kb. 20 dkg normdl nytltdpot kaptak. Az erel—
meszesedést 2 % koleszterinnel kiegészitett nydltdp etetésével hoz-
tuk létre, 8 héten keresztiil. A diéta kezdetén és végén meghatdroztuk a
szérum osszkoleszterin tartalmdt Rappaport é€s Eichorn mddszerével.

I1. 2. Szérum dsszkoleszterin meghatdrozdsa
/Rappaport és mtsai, 1960./

Az 4llatok fulvenegabol 24 ¢6ra éhezés utdn vért vettiink szdraz tlvel
. /[3=4.ml/, amelyet fél 6rdig szobahdn tartottunk, majd lecentrifugdltuk
/3000 “rpm, 10 perc, Janetzky K 26/. A szérumokhoz tartésitss végett
minimdlis Na-azidot adtunk, majd mélyhGtdben tdroltuk a meghatdrozdsig.
A meghatarozds lényege, hogy a koleszterinbfl és észtereibdl ecetsavan-
hibriddel higitott kénsav hatdsdra vizmentes kozegben intenziv kékes-
zold polimer, telitetlen szénhidrogének keletkeznek. A szinintenzitds
kolorimetrdlhatd. A fehérjék olddddsat az erds anionként szerepld szul-
foszalicilsav biztositjia.
Reagensek:

1. 50 g szulfoszalicilsav 500 ml jégecetben oldva, majd kiegészitve

Jjégecettel 1000 ml-re

2. ecetsavanhidrid

3. kénsav cc.

4. 5,17 mM koleszterin-standard /absz. alkoholban/
Reakc1oelegy 350 ml 1. + 650 ml 2. + 100 m1 3. oldat
100 ,ul mintdt + 5 ml reakcidelegyet j61 elkevertiink, 30 percig 4llni
hag§tuk majd 620 nm-en fotometraltuk.
A kalibrdcids egyenest a koleszterin-standard hlgltasalbol k3521tettuk
/1,0 - 6,0 mM/. :

I1.3. Transzmisszids elektronmikroszkdpos vizsgdlatok

A vizsgdlati mintdkat Karnovsky rogzitdében /pH 7,4/ eléfixdltuk /anyag-
tél fliggben 1-24 dra, 4°C/ Millonig pufferrel /pH 7,4/ kimostuk és
ozmium-tetroxidban /1%/ utoflxéltuk /1 éra/. Mlllonlg pufferes mosds
utdn felszdlléd alkoholsorban viztelenitettiik, blokkban kontrasztoztuk
20 percig (uranil-acetdt/70 % alkchol), majd Durcupan ACM, vagy Spurr
migyantdkba dgyaztuk. A fél- és ultravekony metszeteket iivegkéssel ké-
szitettik Porter Blum és Tesla ultramikrotdmokkal. A félvékony metsze-
teken toluidinkék festést alkalmaztunk, az ultravékony metszeteket pe-
dig uranil-acetdttal, majd 6lomcitrdttal kontrasztoztuk. A metszeteket
Tesla BS 540, illetve JEM 100 B elektronmikroszképokban vizsgdltuk 80,
illetve 60 kV gyorsitd fesziiltséggel.
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IT1.4. Kis slrisségd lipoprotein (LDL) izoldldsa nydlszérumbdl
/Terpstra és mtsai,l981. midositott mddszere/

Altatott 4llat hasi aortdjdbél Bb. 80 ml vért gyajtottink, amelybdl
centrifugdlds utdn (3000 rpm, 10°C, 30 perc, Janetzky K26) kb. 30-
40 ml szérumot nyertiink /1. dbra/. Terpstra mddszerét annyiban mddosi-
tottuk, hogy elsé lépésként egy lipoprotein /LP/-dis frakcidét &1litot-
tunk eld wultracentirifugdldssal, majd ezt a vegyes LP frakcidt vdlasz-
tottuk szét Terpstra szerint kiilonbozd sGriségl LP-kre.

A LP-dis frakcidt a kovetkezoképpen nyertik:

Celluldéz-nitrdt centrifugacsovekbe 0,77 g KBr-t és 0,05 g szacgarézt
mértiink, amelyre 2 ml szérumot pipettdztunk. E folé 10 ml 20°C =
1,25 g/ml-es oldat (3,85 g KBr + 0,25 g szacharéz/deszt.viz) keriilt.
Egyik centrifugacsdben megfestettik a szérumot 0,2 ml Sudan black B
festékoldat hozzdaddsdval. A szérumokgt SW 41 rotorban 40.000 percen-
kénti fordulatszammal (272.000 g), 20 C-on 22 dran keresztiil centri-
fugdltuk Beckman L5-50, illetve Beckman L2-65 ultracentrifugdkban. A
LP-dis_.frakcidt perisztaltikus pumpdval. szivtuk.le a centrifugacsovek
tetejérdl. A frakcid dializdldsa utdn /0OPBS + 0.01 % EDTA/ a kiilonboz6é
sGriségd lipoproteinek szétvdlasztdsdra a kovetkezd Osszetételld grédi-
enst készitettik el: celluléz-nitrdt csé aljdra bemértiink 0,77 g KBr-t
és 0,05 g szachardzt, amelyre 2 ml LPdds frakcidt pipettaztunk; egyik
cs6 esetében 0,2 ml Sudan black B festékoldattal kevertlix ossze a szé-
rumot. Ezutdn két soréteg és egy deszt.vizes réteg kovetkezett.

I.  soréteg: § 20% -

1,225 g/l
NaCl 11,42 x 10 3 g/ml
KBr 315,54 x 10 T, g/ml
DTA0 10 g/ml
II. sdréteg: 200C = 1,1 g/m;3
NaCl 11,42 x 10 _3 g/ml
KBr 133,48 x 10 T, g/ml
EDTA 10 g/ml
III. deszt.viz réteg -4
EDTA 10 g/ml

A rétegeket kapilléris-vékonységdraokihdzott Pasteur pipettdval toltot-
tlik egymdsra. SW 41 rotorban 20 “C-on 40.000-es percenkénti fordu-
latszammal (272.000 g) 22 dran keresztil centrifugdltuk az emlitett
ultracentrifugdk valamelyikében. A centrifugdlds eredmeényeképpen a li-
poproteinek szépen elkiiloniltek, a rétegeket perisztaltikus pumpa és
frakcidszedd késziilék segitseégeével gylGjtottiik ossze. A LP-frakcidk mi-
noségét dializdlds utan /DPBS+0,01% EDTA/ agardz gélelektroforézissel
ellendriztiik.

Sudan black B festdoldat: o

0,1 g Sudan B8lack B-t feloldottunk 100 ml etilén-glikolban 65 "C-
on (2 perc erdteljes kevergetés), majd szlrdpapiron dtszdrtik.



ITI.5. Agardz gelelektroforézis

Az eljdras lényege, hogy *a lipoproteinek lugos kozegben negativ toltés-
sel rendelkeznek és a pozitiv pdlus felé vdndorolnak. A vandorlési, se-
bességet a molekula nagysdga és a feliileti toltések mennyisége szabja
meg. A frakcidk elvdlasztdsdt 0,7 %-os agardz gélen végeztik 2 dra
hosszdig, 20-40 mA aramerdsség mellett.

A lipoprotein frakcicdkat 0,2 %-o0s géllel higitottuk 1 : 1 aranyban.
Festéslik Sudan black B-vel tdrtént.

II.6. Fehérje tartalom meghatdrozdsa Lowry (1951) szerint

A oldat: 2% NaZCU 0,1 n NaOH-ban

8, oldat: 0,5 %°Cus0

By oldat: 1% K,Na-taftardt

C°reakcidelegy: 50 ml1 A + 1 ml B, + 1 ml B, oldat (hasznilat elgtt)
500 ul mintat + 3 ml reakcicelegvet 10 perdig 4llni hagytunk, majd
300°ul Folin reagenst adtunk hozzi.

Fél’ éra milva 750 nm-en mértiik az extinkcidt. A kalibricids egyenes 10-

400/ug marha szérum albumint tartalmazé fehérjemintdkkal késziilt.

I11.7. Kolloiddlis aranyoldat készitése /Frens, 1973./

50 ml 0,01 %-o0s H/AuClu,/x4H,.0-ot felforraltunk egy 500 ml-es Er-
lenmeyer lombikban, majd ﬁozzégdtunk 1,6 ml 1 %-o0os frindtrium-citratot.
5 perc forralds utan f%szta, piros oldat keletkezett, pH-3ja 5,5 volt.
Megkozelitdleg 1 x 107" kolloiddlis arany részecskét tartalmazott ml-
enként, melyek dtmérdje kb. 19 nm volt.

A preparatum mindségét Tesla BS 540 elektronmikroszkdppal ellenériztiik.

II1.8. Kis slr(sségid lipoprotein /LDL/ jeltlése kolloiddlds arannyal
/Handley és mtsai, 198l1./

10 ml-es centrifugacsdbe pipettdztuk az LOL-t (100 ,ug LDL/500 ,ul
deszt.viz), majd 5 ml kolloiddlis aranyat adtunk hoézé gyors sugérban,
keverés nélkiil /2. dbra/. Ezutdn 35 %-os, majd 50 %-o0os szachardéz olda-
tokat rétegeztiink ald kapillaris végd Pasteur pipettdval. 5000-es per-
cenkénti fordulattal 60 percig centrifugdltuk oket Janetzky K26 centri-
fugdban. Centrifugdlds utdn a két szachardz reéteg hatirdn gyllt dssze
az arany jelzett lipoprotein frakcid. Ezt a réteget leszivtuk, 1 éjsza-
kdn 4t dializdltuk /DPBS + 0,01% Na-EDTA/, majd ellen6riztiik a konjugd-
tum stabilitdsadt 0,5 M NaCl segitségével (az oldat piros szine szlrkévé
vdltozik NaCl hat4sdra, ha nem kotSdik fehérje az aranyszemcsékhez).
Szenezett hdrtyds gridre vittik az Au-LDL komplexet, majd UA 5 %-os,
vagy PTA 1 %-o0os oldatdval tobbszor festettik. Ezutdn deszt.vizes obli-
tés és szdritds kovetkezett.

A konjugdtum minGségét negativ festés utdn Tesla BS 540 elektrommik-
roszkdppal vizsgdltuk /23. kép/.
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I1.9. Marha szérum albumin (BSA) jeldlése kolloiddlis arannyal
/Handley és mtsai, 1981., modositott mddszer/

100 /49 marha szérum albumint felhigitottunk 400 ,ul deszt.vizzel,
majd ‘gyors sugdrban hozzdadtunk 5 ml k01101dallé aranycldatot. Ezt a
fehérjemennyiséget 0,5 M-os NaCl oldat segitségével dllitottuk be. Ez
az a minimdlis fehérjemennyiség, amely stabilizdlja az aranykolloidot,
igy a NaCl nem tudja azt redukdlni. A konjugdtum mindségét Tesla 8S 540
elektronmikroszkoppal ellendériztiik, negativ festés utan. A negativ fes-
tés 5 %-o0os vizes uranil-acetittal, vagy 1 %-os foszfor-wolframsavval
tortént, formvar hartyds, szenezett griden.

I1.10. Permeabilitds vizsgdlat Evans kékkel
/Nitsch és mtsai, 1984./

A mddszer azon alapszik, hogy az Evans kék azofesték a vérplazméban a
plazmafehér jékhez adszorbedlddik, elsdsorban az albuminhoz. A festék
Uv-fényben pirosan fluoreszkdl, ilymddon nyomonkovethetd a szérumalbu-
min extravaszkuldris utja.

Az 3llatok 0,5 ml Evans kék oldatot kaptak 100 g testsulyra intravéns-
san, a kovetkezl dsszetétell festékoldatbdl:

Evans keék
0 9 s NaCl
2 mM EGTA

A festék beaddsa utdn 24 drdval oOltik le az dllatokat, Krebs-~-Ringer ol-
dattal perfunddltuk az agyukat.

Az agykéreg parietdlis lebenyeébdl metszettiink ki szovetmintdkat, ame-

lyeket Karnovsky fixdldban tartottunk feldolgozasig.

A fixdlsét tobbszori mosadssal foszfdt pufferre cseréltik, amely 20 %
szachardzzal volt kiegészitve /a fagyasztdssal jard szovetkdrosoddsok
kivédésére/. Az igy elokészitett agykéreg darabbdl fagyasztott metsze-
teket keészitettink /Jung fagyasztd mikrotém/, foszfdt pufferrel fedtik
és Zeiss NU 2 kutatdémikroszkdppal vizsgdltuk. Az UV fényt HBO 200-as
ldmpdval gerjesztettiik, BG 3-as hosz(rdot, BG 12-es gerjesztd szGroét,
valamint 0G l-es zdrdszGr6t alkalmaztunk.

Sotetl4tdterd kondenzort haszndltunk, melynek frontlencséje és a targy-
lemez kozé fluoreszcencia-mentes immerzids olajat cseppentettiink.

I1.11. Nyul szérum-albumin immunhisztokémiai kimutatdsa

Az elaltatott és 30 percig Somogyi-Takagi fixdldval perfunddlt dllat
agyadt 70 %-os alkoholban 1 napig mostuk.

Az agyszovetet viztelenitettikk, paraffinba dgyaztuk, majd metszeteket
készitettink belGle. A metszeteket deparaffindltuk és a kovetkezl inku-
bdcids elegyekbe helyeztiik:

preinkubdlds normdl szérummal 30 perc

inkubdlds antiszérummal 30 perc

kezelés ARGG-vel /anti-nydl-IgG juh szérum/ 30 perc

PAP-kompex /peroxiddz-antiperoxidéz/ 30 perc

elohivds DAB-al 10 perc

viztelenités, lefedés Entelldnnal

O\U‘ll-\\dl\)i—‘
P
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I11.12. Tdlélo agykapilldris prepardtum készitése in vitro
kisérletekhez /Hwang és mtsai, 1980., modositott mddszer/

A kisérletekhez Uj-Zélandi him nyulakat (2,5 - 3,0 kg) haszndltunk, az
altatds Pentobarbital-Na-séval /iv. 12,5 mg/ml/ tortént /3. dbra/.

A Krebs-Ringer oldattal perfunddlt dllatok agyat eltévolitottuk,omajd
oxigendlt RPMI 1640 tjpoldatba helyeztik. A tovdbbi 1lépéseket 4°C-
on végeztik. Az agykérget megtlsztitottuk a fehérélloménytol, eltdavoli-
tottuk a lagy agyhértyat majd aprdra daraboltuk és felszuszpenddltuk 5
mM Na-EDTA-t és 50 M Tris-t tartalmazd 0,25 M-os szachardzban. Uveg-
teflon potter segitségével kézzel homogenlzéltuk a szirke allomdnyt,
majd Cornwall fecskendl segitségével nylon szirokon nyomtuk at. A szd-
rés 3 fokozatban tortént, eldszdér egy nagyobb 330 /um-s, maid 125
um-s, veégil 50 ,um pdérusméretl nylonszirdn. Ilymédon’ 3-3 alkalom-

al szdrtik a szévetet, véglil az Osszegy(Gitott kapillérisban dis frak-
ciét 10 %-osra higitottuk 0,25 M-0s szachardzzal. A homogenizdtumot
alacsony fordulatszammal lecentrifugéltuk /1500 g, 10 perc, Janetzky
K26/. A feliiliszdét ledntottik, és az liledéket, amely a kapilldrisokat
tartalmazta RPMI 1640 tépoldatban felszuszpendéltuk 10 %-osra.

I1.13. Agykapilldris prepardtum vitalitdsdnak vizsgdlata

Kétfele vitalitds-tesztet, illetve festési metodikat alkalmaztunk:
1. Tripénkék festés

a oldat: 0,2% tripankék deszt.vizben

b oldat: 4,25% NaCl

Hasznalat elott a+bs= : 1

9 egység festekkeverekhez 1 egység sejtszuszpenzidt cseppentettiink és

fénymikroszkop alatt vizsgdltuk kb. 1 perv milva. A pusztult seitek

kékre szinezddtek, mig az élok nem vették fel a festéket.
2. Festés fluoreszcein diacetdttal
/Lionetti és mtsai, 1977./

a torzsoldat: etidium bromid 200 ,ug/ml HBSS
(Hanks Balanced Salé Solution, Ca
tarolds: fagyasztva

b  torzsoldat: fluoreszcein glacetat 5 mg/ml aceton (-20 )

Festfoldat: 24 5 ml HBSS (Ca -mentes)

/ul etidium bromid

100 /ul fluoreszcein diacetat

A festBoldat 0,5 ml-ét Osszekevertilkk 2 csepp sejtszuszpenzidval, ebbdl

tirgylemezre cseppentettUnk és lefedve vizsgdltuk azt fluoreszcens mik-

roszképban, sotétlatoterd kondenzorral.

A pusztult sejtek pirosan, az €ldk zdlden fluoreszkdltak.

2+ _ mentes)

I1.14. Agykapilldaris prepardtum készitése biokémiai vizsgdlatokhoz
/Joé és Karnushina, 1973.7

A Krebs-Ringer oldattal perfunddlt agyakat 4%C-0s 0,25 M-os szachargz
oldatba helyeztilkk, majd az agykérget 4 C-on tisztitottuk. A zsilet-
telfelapritott szirkedllomanyt 330 ,um pdrusméretld nylonszirdn 3x
préseltik at Cornwall fecskendd segitségével, majd ugyancsak 3x szlrtik
125 /um pérusméretl szrdn.
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50 mM Tris-t (pH 7,2), 5 mM Na-EDTA-t tartalmazé 0,25 M-os szachardz
oldatban szuszpenddltuk fel a homogenizdtumot 10 %-osra. Az agykéreg-
szuszpenzidt 10 ml-es livegpipettdba vald ttbbszori felszivdssal-kifi-
vdssal tovdbb homogenizdltuk. Ezutdn mintdt vettiink, toluidinkékkel
megfestettik, és fénymikroszkdppal ellendriztiik a prepardtum minfségét.
Janetzky K26 centrifugdban 5000 g-n /3500 rpm/ 10 percig centrifugdl -
tuk, majd az liledéket 0,25 M-os szachardzban szuszpenddltuk fel 1 g/10
ml-re. Ismét lecentrifugdltuk /3500 rpm, 10 perc/, az iiledéket pedig
0,25 M szachardzban 1 g/2 ml-re szuszpenddltuk, és hdromlépcsds szacha-
réz gradiensre rétegeztik. A grddiens 1,5 M, 1,3 M és 1,0 M koncentra-
cidju szachardz rétegekbdl 411t. A centrifugdldst Beckman L2-65 tipusu
ultracentrifugdban végeztikk 20.000-es percenkénti fordulatszammal (30
perc, Spinco SW 25,1 vagy SW 27 rotor/. A kapilldrisok a centrifugacsd
aljaban llepedtek ki, ezeket a feliiluszé eltdvolitdsa utén 2 ml 0,25 M-
0s szachardz oldatban szuszpenddltuk. Egyszeri prepardldshoz 4ltaldban
4 nydlagyat haszndltunk fel.

I1.15. Adenilcikldz enzimaktivitds mérése agykapillaris
prepardtumban

Az adenilcikldz aktivitdst Hegstrand és mtsai /1976/ mddszerével mér-
tik. AZ inkubdcids elegyek dltaldban 30-50 ,ug fehérjét tartalmaz-
tak. A mintdékban az inkubdcid soran képzﬁdﬁt{ cAMP mennyiségét /Brown
és mtsai, 1971./ dn. protein-kindz kotési mddszerével hatdroztuk meg

I1.16. Na', K' -ATP-dz enzim aktivitds mérése agykapilldris
preparatumban /Sun és mtsai, 1970./

Az enzimaktivitdst szervetlen foszfdt felszabaditd képessége alapjdn
mertik 1 mM ouagain+jelenlétében, illetve hidnydban .

A ouabain a Na , K -ATPaz specifikus gdtldja. A Ca“ megkGtésére

EGTA volt jelen a mintdkban. Az inkubdcids elegy végkoncentrdcidja a
kovetkez6 volt:

2 mM ATP, 0,1 M Tris-HCl /pH 7,5/, 5 mM MgClz. 100 mM NaCl, 20 mM KC1
A elegy: + 1 mM EGTA -4 :

B elegy: + 1 mM EGTA + 10 "M ouabain o

Az inkubdcids elegyek dltaldban 50-200 /49 fenérjet tartalmaztak

500 ,ul-ben. Az inkubdcid az enzimforrds’ hozzdaddsa utdn az ATP bemé-
résééel indult, 379C-an és 30 percig tartott. A reakcidt otodrésznyi
jéghideg 30 %-os TCA-val &llitottuk le /5 % végkoncentricio/, és jégre
tettik a mintakat. Majd 12.000 g-n 2 percig centrifugdltuk. A feldld-
szobdl foszfdtot hatdroztunk meg.

Az anorganikus foszfdt meghatdrozdsa
/Rathbum és mtsai, 1948./

A feliluszébdl vett 0,1 ml-es mintdban hatdroztuk meg a foszfat tartal-
mit. 1,5 ml deszt.vizet + 1 ml 3 M-os acetdt-puffert /pH 4,2/ és 0,2
ml 1 %-os amménium-molibdendtot adtunk hozzd, 15 mp mdlva 0,2 ml 6,75
mM  SnCl,-t. Kb. 15 perc milva 735 nm-en mértilkk az oldatok extinkcid-
jét.KaliEréciés egyenest NaH2P04 oldat 10-100 nmol foszfdtot tar-
talmazd mintdibdl készitettiink:
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I1.17. Agykéreg K" és Na* tartalmdnak meghatdrozdsa
atomabszorpcids médszerrel

A vizsgdlat céljdra 5 kiilonboz6 agyi teriiletrél vettink kb. 1 g-os min-
tdkat: agykéreg, hipotalamusz, talamusz, hippocampus €s kisagykeéreg.
Kiszdritds utdn kémcsébe helyeztilkk a szdovetdarabokat és a kivetkezd
elegyben roncsoltuk min. 180 percig: 96 % H,S0, 1 ml + 300%

HZD 2 ml /elszivd fiilke alatt, roncsold kés%ﬂlékben, 280 “C-on/.

A % 02 elparolgdsa utdn az oldatot lehGtottik, feltoltottik deszt.
vizzél 10 ml-re és elvégeztiik az atomszorpcids méréseket.

I1.18. Fibroblaszt sejtek izoldldsa nyulfiilb6l

A fibroblaszt sejteket nyudlfidl borébdl vett biopszidval nyertik. A sej-
teket BOB Minimal Essential Mediumban /BOB MEM/ tartottuk fenn, amely
ki wvolt egeészitve 10 % borjusavéval /FCS/. A tenyésztd edényeket S5 %
CO0, és 95 % levegd tartalmi pards légtérben, 37 ~C-on tartottuk. A
kigérletekhez a 2. passzdlds utdn haszndltuk a sejteket.

IT1.19. In vitro kisérletek fibroblaszt sejttenyészeten

A kisérlet eldott kb. 4 drdval a sejteket kiéheztettik LDL-re oclymd-
don, hogy a tdpoldatot dtcseréltikk friss BOB MEM-re, amely lipoprotein-
mentes nydlszérummal volt kiegészitve. Ezutdn lecseréltiikk a sejtekrdl a
tdpoldatot a kol%oidélis arannyal Jelzett LDL-t tartalmazd B0B MEM ta-
poldatra, és 37 “C-on 3-4 drdn keresztil inkubdltuk d&ket.

Az inkubdlds utan erdteljes mosds kovetkezett 0,2 % BSA—xal kiegészi-
tett foszfét-pufferolt sdéoldattal /DPBS/, majd DPBS-sel 4 ~C-on. Kar-
novsky fixdldban rogzitettik a sejteket /1-2 éra, 4 C/, 0s0,-ban
/1%/ utéfixdltuk /1 déra/, majd migyantdba dgyaztuk dket /Durcuéan ACM/ .
Az ultravékony metszeteket uranil-acetdttal és dlom-citrdttal kontrasz-
toztuk, és Tesla BS 540 elektrommikroszkdppal vizsgdltuk.

I11.20. Vérnyomdsméres véres (ton

Az elaltatott 4llat feltdrt és megnyitott arteria carotis communisdba
manométerrendszert csatlakoztattunk, amelyen kozvetlenil leolvashattuk
a vérnyomdst. A trachedba kaniilt kdtottlink be. A mérést Transducer ké-
sziilékkel végeztik.

IT1.21. Arteria carotis communis és vena jugularis kiprepardlisa
/Kovach, 1954./

Az altatott 4llat nyakdn 3-5 cm-es metszést végeztiink kdzépen, majd a
musculus sternocephalicus bels6 szélén addig prepac-dltunk, amig ujjal
el nem értik a pulzdlé carotist. Az érhiivelyt a benne futd vagussal
egyltt fogdszati csipesszel kiemeltiik és a carotist kiilonvdlasztottuk.
Kissé oldalt, kozvetlenil a blr alatti kotdszovetben taldlhatd a jugu-
laris externa.



11.22. LDL-perfuzid

Az  4llatokat Nembutallal altattuk /12.5 mg/ml/, majd ilvegkaniilt he-
lyeztink a trachedba. A jobb oldali a. carotist és a bal oldali vena
Jugularist greparéltuk ki. A sziv bal kamrdjin keresztiil OPBS-t /150-
200 ml, 37°C/ perfunddltunk keresztiil, mikozben a vena jugularison
hasonlé mennyiségid vért engedtiink le, majd elzdrtuk azt. Ezutdn szir-
nyas kanilt vezettiink az a. carotisba, és ezen keregztﬁl Juttattuk az
agyba az arany jelzett LDL-t (LDL-arany/RPMI 1640, 37 C). Kb. 10 perc
vgrakozés utdn DPBS-t perfungéltunk a sziven keresztiil /150-200 ml,
4-C/, majd Karnovsky fixdlét /4°C/.

11.23. Agy slrdségének meghatdrozdsa Percoll grddiensen
/Tengvar és mtsai, 1982., 1983., Nitsch és mtsai, 1984./

Az agy slriségének mikrogravimetrids mddszerrel torténd meghatdrozasa

kvantitativ mddszer-az agyddéma tanulmdnyozdsira. A meghatdrozds célja-
-.ra linedris sdrdség-grddienst készitettiink Percoll, szachardz és NaCl

oldatokbdl. A gradienst perisztaltikus pumpa (5 ml/ perc kapacitds) se-
gitségével egy slrd és egy hig oldat egyenletes keverésével (dupla kam-
rds grddiens keverd) kalibralt liveghengerekben készitettiik. A Percoll
kolloiddlis sziliciumdioxid részecskekbdl 4§11, melyek polyvinyl pyrro-
lidone-nal vannak fedve, dtmérdjik 14-30 nm. A kisérletekhez 300 vagy
500 mOsm/1 ozmolaritdsu Percoll slrdség-gradienst haszndltunk.

Percoll torzsoldatok készitése:

300 mOsm/1 1 rész 1,5 M NaCl
9 rész Percoll

500 mOsm/1 1 rész 2,7 M NaCl
9 rész Percoll

Az ozmotikus nyomds ellenfrzésére a grddiens 5 kiilonbozd szintjérdl
dupldn vettiink mintdt, melyeknek meghatdroztuk az ozmolaritdsdt /Knauer
féle Halbmikro-Osmometer/. A kisérletekhez a perfunddlt agy ot kildnbo-
z6 teriiletér6l, de minden dllat esetében azonos teriiletr6l vettink min-
tédt kb. 2-3 perc alatt, nedves kamrdban. A kb. 30 mg sdlyd mintdkat egy
erre a ceélra kialakitott specidlis eszkozzel nyertiik. A gradiens tete-
jére helyeztik Oket, melyek a s(rlseégiiknek megfeleld mélységbe siillyed-
tek. Ezt az értéket 5 perc elteltével olvastuk le.

I1.24. Agy viztartalmdnak meghatdrozasa a klasszikus
nedves/szaraz modszerrel

A Krebs-Ringer oldattal perfunddlt dllat agyat nagyon gyorsan eltdvoli-
tottuk /kb. 2 perc/, majd nedves kamrdban véagtuk ki a vizsgdlandé agy-
teriiletek 1 g-os darabjait mindkét agyféltekérdl. Ezek a kovetkezd te-
riletek voltak : nagyagykéreg, kisagykéreg, hippocampus, hipotalamusz,
talamusz. E&ére lemért alufdliadn megmértilk az agydarabok nedves sulyat,
majd 100 ~C-on sulydllanddsdgig szaritottuk Sket /tobb nap/. Ezutédn
lemértiik a szdraz sulyokat és a kovetkezd képlet alapjdn kiszdmitottuk
a viztartalmat:
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%/viztartalom/= nedves sily - szdraz sdily x 100

nedves sdly
A méréseket olyan dllatok agydn is elvégeztiik, melyeket el5zGleg nem
perfunddltunk.

I1.25. Szérum ozmolaritds mérése

A szérummintsdkat lecentrifugdltuk /3000 rpm, Janetzky asztali certrifu-
ga, 10 perc/, majd a felildszd 150 ,ul-ét haszndltuk fel a méréshez.

A méréseket Automata Osmometer /Bioiégiai Kozpont, Biofizikai Intézet,
Szeged/ segitségével végeztiik. Standard oldatként 400 mOsm/1-s NaCl-
ot haszndltunk.

I1.26. Agykapilldris - plazmamembrdn zsirtartalmdnak és szirsav
osszetetelének mérése

A kapillarisfrakcid koleszterin és foszfolipid tartalmdt ldngionizdcids

.. vékonyréteg.. technikdval . mértiikk,. egy Iatroscan TH-10"tipusi készilék= *---

ben. A membrdn zsirsav dsszetételének meghatdrozdsa gdzkromatogriaf se-
gitségével tortént, egy Jeol 20 K tipusu keészlilékben, amelyhez egy Pac-
kard 604 tipusud integrdtor vult kapcsolva.
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I11. Eredmények

III.1. Szérum lipid vizsgdlatok

A két hdnapon keresztul 2 % koleszterin tartalmi diétdn tartott dllatok
szérum koleszterin szintje szignifikdnsan megemelkedett, kb. 20-40-sze-
resére a normdl értéknek. A normdl tdpon €16 kontrol dllatok szérum
Osszkoleszterin szintje 1.088 + 0.066 mmol/1l, mig a hiperkoleszteriné-
mids nyulaké 32.860 + 2.4 mmol/l volt.

I1T1.2. Morfoldgiai vdltozdsok az aortaban és mds szervek kisebb arteé-

ridiban /sziv, vese/

A két-hénapos diéta utdn elsGsorban az aortdban figyelhetiink meg sdlybs
elvdltozdsokat, melyek mdr szabad szemmel is joél 1lathatdék az ér
hosszanti felnyitdsa wutdn. Szuddnfekete vagy 0il Red 0 zsirfestékkel
megfestve még szembetlnbbbek a zsiros intimdlis vastagoddsok. Fénymik-
roszkoppal vizsgdlva az aortdn /2. kép/ kivil mds, kisebb erekben is
taldlunk zsiros intimdlis depozitumokat, mint pl. a sziv korondridiban
/3. kép/, vagy az a. renalisban /4. kép/. Elektronmikroszkdépos metsze-
teken habossejteket 1l3dtunk a zsiros depozitumokban, melyek makrofdg,
vagy simaizomsejt /SIS/ eredetiek. Az 5., 6. képeken SIS-habossejtek
ldthatdk oridsi zsircseppekkel a citoplazmdjukban. A média mélyebb ré-
tegeiben alig fordul eld zsirakkumuldcid, ill. a sejtek egy része innét
az intima felé vdndorol, hogy ott vegye fel a lipoproteineket.

ITI1.3. Morfoldgiai vdltozdsok az agykérgi kapilldrisokban

A kontrol dllatok agykérgeének ultrastruktidrdja jol megérzott, a sejtma-
gok nagy, halvdny sejtmagvacskdval rendelkeznek, a citoplazma riboszé-

mdkkal és egyéb sejtszervecskeékkel gazdagon elldtott.
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Folytonos membrdnckat taldlunk mind a sejtmag, mind pedig a citoplazma
koril. Az erek endotélsejtjei laposak,intakt sejtkapcsold struktirdk
("tight Jjunction"-nok) kotik &ket dssze, ép "zonula occludens"-szel
/11. kép/.Alattuk veékony, ép bazdlis membranréteg taldlhatd, koriilottik
pedig kicsi,lapos perivaszkuldris glianydlvdnyok l4thatdk /9.a.,b.,10.,
12. képek/. A koleszterin etetés hatdsdra az agykérgi kapilldrisok ko-
ril oOdémas duzzanatok jottek létre, melyek a félvékony metszeteken is
lathatdk /8. kép/. Elektronmikroszkdppal vizsgdlva a kapillédrisok ab-
lumindlis felszinéhez tapaddé gliatalpak jelentds duzzanatdt figyelhet-
tik meg /14.,15.,16.,19. képek/. A neurondlis és a glidlis citoplazma
duzzanata hatdssal volt a bennik taldlhatd sejtszervecskékre is. A
membran-kotott organellumok, pl. vezikuldk, durva szemcsés endoplazmds
retikulum és lizoszdmak duzzadtak /17.,18. kép/. A riboszomdk kilriltek
a glianydlvanyckbdl, igy a citoplazma iresnek t(nik /14.kép/. A sejima-
gokon nem ldtszanak valtozdsok. A bazdlis membranck alapvetSen normdli-
sak maradtak, csak helyenként fordult eld enyhe vastagodds, ill. réteg-
z6dés /16. kép/. Az endotélsejtek és a sejtek kozotti szoros kapcsold
struktirdk dltaldban j6l megbrzottek voltak. Egyetlen 4dllat esetében
koleszterin kristdlyockat taldltunk az agykéregben az elektronmikroszkd-
pos feldolgozds sordn /20.a.b. képek/. Természetesen semmiféle &ltald-
nositd kovetkeztetést nem vonhatunk le ebbdl a VAG permeabilitdsira vo-
nétkozélag, minddssze megemlitjiikk az el6forduldsdt, ami feltehetden az
dllat egyéni érzeékenységének, genetikai determindltsdgdnak a kdvetkez-
meénye. Az aortdban sokkal gyakrabban taldlunk koleszterin kristdlyokat

a plakkokban /David, 1967./.
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ITI.4. LDL izoldlas nyudlszérumbol

A kis siriségl lipoproteint /LDL/ normdl nydlszérumbdél izoldltuk /1.
dbra/. Kezdetben tobb 41latbdl gyldjtott vér szérumdval dolgoztunk. A
kapott LDL frakcidé minSségét agardz gélelektiroforézis segitségével el-
lendriztik, amellyel kideriilt, hogy az LDL prepardtumunk nem homogén.
Tobbféle ultracentrifugdldssal torténdé izoldldsi mddszert is kiprdébdl-
tunk,mig végil rdtaldltunk a megolddsra. Ha egyetlen dllattdl szdrmazd
szérumot haszndlunk az izoldldshoz, tiszta LDL preparatumot nyerink,

amit az ELFO lemezen lathatd homogén csik bizonyit /22. kép/.

‘Az izoldlast Terpstra /1981/ mddszerének médoéitéséval végeztik. A md-
dositds abbdl éllf, hogy elsd lépésként kicentrifugdltuk a szér&mbél az
Osszes lipoproteint, majd dializdlds utdn a Terpstra dltal haszndlt
sogrddiensen elvdlasztottuk Oket egymastél. Mivel a sdgrddiensre egy
besiritett lipoprotein keverék keriilt a normdl szérum helyett, igy na-
gyobb mennyiségld LDOL-hez jutottunk. A 21. képen lathatd a lipoprotei-
nek szétvdldsa ultracentrifugdlds utdn. A festés Sudan black 8-vel tor-
tént. Az LDL frakcidbdl ezutdn kidializdltuk ‘a sdkat, meghatdroztuk fe-
hérje tartalmdt, és felhaszndldsig 4 OC-on. tartottuk. Ha nem haszndl- -

tuk fel azonnal, $terilre,$zﬂfve max. 3 hétig tdroltuk.

IIT1.5. LDL felvétel vizsgalata

I11.5.1. Izoldlt agykapillaris frakcion

Az irodalomban leirt &s haszndlt agykapilldris prepardldsi mdédszerek
nem feleltek meg szdmunkra, ui. nagyon csekély volt az él6 sejtek ara-
nya /tripankékkel, ill. fluoreszcein-diacetdttal valé festések alap-

jan/.
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Ezek a prepardtumok nagyon tisztdk, tehdt kevés glia, neuron,stb. ta-
1dlhatdé bennik a kapilldrisok mellett, és kitdnSen alkalmasak enzim-
vizsgdlatokra. Az endotélsejtek kozott az izoldldsi proceddrit kdvetden
is megtaldljuk a szoros kapcsold strukturdkat. Jellemzd azonban,hogy az
endotélsejtek citoplazmdja sok vezikuldt tartalmaz, az organellumok
szama csokken és a citoplazma liresebbnek tlnik, mint intakt 4llapotban.
A bazdlis membrant mindeniitt megtaldljuk az endotélsejtek koril. Mivel
mi a feltételezett LDL receptarckat akartuk kimutatni a kapilldris en-
dotélen, és annak mikodését ldattatni az arany jelzett LDL segitségével,
Jobb életképességgel bird kapilldrisockat igyekeztiink prepardlni. Az
izoldldsi metodikdk mddositdsdval olyan t0lélé kapillédris frakcidt
nyertink, melyen mdar volt esélyiink, hogy taldlunk lipoprotein recepto-
rokat /26. kép/.A vérékozéssal ellentétben azonban nem sikeriilt kolloi-
ddlis arany szemcséket kimutatni az endotélsejteken, ill. sejtekben.
Azonban a kapilldrisokhoz tapaddé gliasejtekben, ill. az izoldtumban
eloforduld egyéb sejtekben, vagy azok felszinén nagy szdmi aranyszemcse
volt 1l1ldthatd. Ezért f{felmeridlt a lehetdség, hogy a rendszer hibdjdbdl
addddan az LDL molekuldk el sem jutottak a kapillaris endotélhez, mivel
az éggs-bogas csOrendszer megakaddlyozta Gket ebben /25. kép/.

I1T1.5.2. In situ perfuzid arany jelzett LDL-lel

A kapilléris frakciévél kapcsolatos negativ tapasztalatok elkeriilése
vége{t, kozvetlenil az artérids rendszerbe juttattuk a kolloiddlis
arannyal jelzett LDL-t az arteria carotison keresztil. A mdsik ok, ami-
ért a carotison keresztiil juttattuk be a lipoproteint, hogy viszonylag
kevés LDL 411t rendelkezésiinkre. Hogy a jelzett LDL ne adszorbedlddjon
a vér alakos elemeihez, eldszor 50 ml Krebs oldatot perfundédltunk ke-

resztiil az arteria carotison.
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Az LDL beaddsdtdl szamitott kb. 10 perc utdn ledllt a szivmikodés és a
légzés, ezért ennél hosszabb ideig nem tudtak a kapilldrisok érintkezni
az LDL-1lel. Ezutdn perfunddltuk az dllatot szintén az arteria carotison
keresztiul BSA tartalmi fizioldgids sdoldattal /a BSA az aspecifikus 1li-
poprotein kotddések megsziintetése miatt volt sziikséges/, majd Karnovsky
fixdldval, és a kivdgott szovetmintdkat feldolgoztuk elektronmikroszkd-
pos vizsgdlatra. A kisérletet 5 hiperkoleszterinémids és 2 kontrol &1-
laton végeztiik. A nagy szdmi ultravekony metszet dtvizsgdldsa nem ho-
zott pozitiv ereaményeket, gyakorlatilag nem taldltunk araﬁyszémbséket
a kapilldrisok endotélsejtjeiben, ill. a glitalpakban.

I11.5.3. LDL-felvétel vizsgdlata fibroblaszt sejttenyészeten

Mivel az agykapilldrisok esetében nem sikeriilt kimutatni LDL-felvételt,
felmerilt az a gondolat, hogy esetleg az LDL molekuldkban tdrténhetett
valamilyen valtozds az izoldlds sordn, ezért nem tud a receptorhoz ko-
tédni. Ennek a feltevésnek a kizdrdsa érdekében vizsgdltuk meg, hogyan
viselkednek a nydlfilb6l izoldlt fibroblasztok LDL jelenlétében. Az LDL
hozzdaddsa elGtt 24 draval lipoproﬁeinmentes szérumhai.egészitettUk ki
a tépoldatot.Ezt kovetSen az arany jelzett LDL-lel 60 percet inkubdl-
tuk, majd gumidugd segitségével felkapartuk és Osszegyiijtottik a sejte-
ket /4 Petri csésze/, és bedgyaztuk elektronmikroszkdpos vizsgdlatra. A
27. képen a fibroblasztsejtek dltal felvett LDL molekuldkat demonstral-
jdk a kiilonbozd vezikuldkban, lizoszdémdkban ldthatd aranyszemcsék./Az
alkalmazott Durcupan migyanta rossz mindsége miatt nem tudtunk vékony

metszeteket késziteni./
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II1I.6. Albumin permeabilitds vizsgdlata

I11.6.1. Arany jelzett albuminnal

Kolloiddlis arannyal jelzett BSA-t /24. kép/ injektaltunk két hiperko-
leszterinémids 4llatba intravéndsan, majd 2 dra elteltével perfunddltuk
ket a sziv bal kamrdjan keresztiil, és az agykergi szovetmintdkat fel-
dolgoztuk elektrommikroszkdpos vizsgdlatok céljdra. A kapilldris endo-
tél impermedbilis maradt az albuminnal szemben, nem taldltunk arany-
szemcseket.

111.6.2. Evans kékkel /EK/

Ez a festék a szérum-albuminhoz kotddve transzportalodik a vérben, és
.-amennyiben az albumin. dtjut a VAG-on, a pirosan fluoreszkdald festék .
jelzil azt. A 2 konirol és 2 hiperkoleszterinémids dllat agykérgebdl
késziilt fagyasztott metszeteket fluoreszcens mikroszkdppal vizsgdltuk.
Ezzel a mddszerrel sem tudtunk extavaszkuldris albumint kimutatni az
agyban /29. kép/. Az agykéreg EK tartalmdt fotometrids mddszerrel is
mértik. Ennek sordn 2 kontrol és 2 hiperkoleszterinémids dllatba jut-
tattunk festékoldatot intravéndsan, melyeket 3 dra milva Krebs oldattal
perfunddltunk. Az agy festéktartalmdt ezutin fotometrids mddszerrel ha-
téroztuk meg. Az 1.tdblazatbdl ldthatjuk, hogy a két csoport agykér-
gi festéktartalma kozott nincs kiildnbség, tehdt nem ndtt meg az albu-
min-permeabilitds a hiperkoleszterinémids nyulak esetében.

1. tabldzat

Evans kék tartalom meghatdrozdsa kontrol és hiperkoleszterinémids nyu-

lak agydban

kontrol, n = 2 hiperkoleszterinémids, n = 2

/ug festék/g { szérum-CH /49 festék/g szérum-CH

nedves suly mmol/1 nedves suly mmol/1

agykéreg 0,97 1,19 0,90 18,2




II1T1.6.3. Immunhisztokémiai mddszerrel

A mddszer segitségével az dllat sajdt szérum albuminjat mutatjuk ki,
birkdban termelt nydl albumin ellenes szérum segitségével /ARGG/. A
vizsgdlatokat 4 dllaton végeztik el, melyek koziil 2 kontrol volt. Az
egyik kontrol és az egyik hiperkoleszterinémids dllatot perfunddltuk,
mig a mdsik kettdt nem. Ez utdbbi kettdt a célbdl nem, hogy a vérben
| levé albumin pozitiv onkontrolt biztdsitson /28. kep/.
Mindkét csoport esetében negativ eredményeket kaptunk, nem hagyta el
albumin a vérpélyét;

II1.7. Viztartalom mérések

A két hdnapos koleszterin etetést kovetGen kis mértékd, nem szignifi-
kdns emelkedést mértink a viztartalomban a kisérleti-éllatok agydnak
kiilonbozd régidiban. A nedves/szdraz mddszer alkalmazdsdval perfunddlt
és nem perfunddlt dllatok esetében is elvégeztiik a méréseket, melyeket
az 2., 3., 4. tabldzatokban tiintettiink fel. A perfidzidt kovetden mért
agymintdk nedves silya magasabb értgknek adddott, ebbdl kovetkezben a
képlet alapjdn kiszdmolt viztartalom érteékek is magasabbak.

Mivel ez a hatds a kontrol és kezelt dllatokat egyardnt érintette, és
amigy 1is az értékek hdanyadosdt vessziik, nem pedig az adatok abszoldt
értékébdl vonunk le kovetkeztetéseket, a két mérési éredmény gsszeha-
sonlithatd. A minket leginkdbb érdekld mintdk, az agykérgi teriletek

esetében nem tapasztaltunk viztartalom emelkedést.



2. tablazat
Perfunddlt agy kiilonbozé teriileteirfl szarmazdé mintdk viztartalmdnak

mérése nedves/szdraz mddszerrel /az értékek %-ban vannak megadva/

konirol hiperkoleszterinémids
n=3 n=3
agykereg 81,70 81,74
hipotalamusz 76,14 78,52
kisagykéreg 78,93 78,51
hippocampus 76,88 79,54
talamusz 74,82 75,98

n: dllatok szama

A megadott értekeket dllatonként 3-3 agyszovet darabka mérési eredmé-
nyeinek dtlagdbdl szamoltuk ki.

A kontrol &allatok szérum-koleszterin érteékei: 0,59; 0,58; 0,59 mmol/1,a
koleszterin etetetteké: 41,2; 49,4; 47,3 mmol/l voltak.

Amennyiben a kiilonboz6 agyi régiok viztartalmat dtlagoljuk mindkét cso-
porthan, madr jelentdsebb viztartalom emelkedést ldtunk a koleszterin
etetett csoportban /3. tdbldzat/.

3. tdblazat

Perfunddlt agy kiilonbGzé régidibdl vett szovetmintdinak Osszesitett

viztartalom érteékei %-ban /2. tabl. alapjan/

kontrol hiperkoleszterinémids

n=3 n=3

atlagolt agy-viztartalom 77,69 78,85
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Ha csak az agykérgi mintdk viztartalmdt hasonlitjuk Ossze, és ehhez a
nem perfunddlt d4llatokndl kapott eredményeket is hozzdavessziik, a 4.
tdbldzatbdl 1ldthatjuk, hogy nincs eltérés a kontrol és kezelt dllatok
kozott.

4. tabldzat
Fizioldgids sodoldattal perfunddlt, ill. nem perfunddlt dl1latokbdl szdr-

mazd agykéreg mintdk viztartalmdnak mérési eredményei %-~ban

perfunddlt nem perfunddlt =

kontrol | hiperkoleszterinémids | kontrol|hiperkoleszterinémids

n=3 n=3 n=2 n=2

agykereg| 81,70 81,74 77,53 17,57

% 4-4 agykéreg minta atlagértekei 4llatonként

A nem perfunddlt dllatok szérum-koleszterin értékei a kovetkezdk vol-
tak: kontrol dllatok: 1,3 ill. 0,9 mmol/l, koleszterin etetett dllatok:
33,9 ill. 38,9 mmol/l.

IT1.8. Agys(riiség meghatdrozdsa

A sﬁrﬁéég meghatdrozdsokhoz az agykérgi szovetmintékat a frontdlis, il-
letve‘ fronto-pafie{éiis lebenybdl vettiik. 7-7 kontrol, illetve kolesz-
terin etetett éliafon végeztﬁk a méréseket, dllatonként 3-3 szovetmin-
tan. A Tengvar"és 'htsai /1982, 1983/ 4dltal leirt mikrogravimetrids
modszer alaﬁjén Percbil grddiensen hatdroztuk meg az agydarabkdk srd-
séget. Az agy sﬂrasége‘éé viztartalma egymdssal forditott ardnyd Gssze-
figgést mutat. Eredményeink /5. tdbldzat/ szerint a sirlség értékekben
kismértékd, nem szignifikdns csokkenés tapasztalhatd, ami korreldl az

ugyancsak kismértékl viztartalom emelkedéssel.
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5. tdblazat
Kiilonbozd tertiletekrdl szdrmazd agyszovet mintdk sdriségének meghatdro-

zdsa mikrogravimetrids mddszerrel, Percoll grddiensen

kontrol hiperkoleszterinémids
n=7 n=7 4{
agykéreg x 457 + 4,085 451 ¥ 4,336 abt:;;7
hipotalamusz 450 * 5,193 447 * 3,914
kisagykéreg 463 * 4,330 455 * 4,396
hippocampus 456 + 4,090 447 * 4,205
talamusz 445 + 4,231 448 + 6,39

x A tdbldzatban szefeplé adatokat a kovetkezd képlet alapjdn szamitot-

tuk: /mért sirGség dtlag - 1/ x 10° + S

IT1.9. Szérum ozmolaritds meérése

13 db koleszterin etetett és 10 db kontrol dllat szérum ozmolaritds at-
lagértékei azt mutatjdk /6. tdbldzat/, bogy a koleszterin etetés mem
hozott létre szignifikdns vdltozdst a szérum ozmolaritésbah.

6. tabldzat

Szérum ozmolaritds mérése kontrol és hiperkoleszterinémids nyulakban

Szérum ozmolaritas
/mO0sm/ka/
kontrol *300,3 + 2,7
n=10 | _
hiperkoleszterinémiss 303,7 £ 3,2
n=13

x méreési eredmények dtlagértékei + SY; minden szérum mintdt 3x mér-

tiink.
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I11.10. Az agy Na* és K* tartalmdnak mérése

A 7. téblazat adatai 3-3 mindkét csoportbdl szdarmazd dllat esetében
mutatjdk az 0©Otféle agyterilet K" 6s Na® tartalmat atomabszorpcids
mérések alapjan. A tdbldzatban feltiintettik a Na*/k* ardnyt is,
mely egyes agyteriiletek esetében kismérték( emelkedést mutat a kolesz-
terin etetett csoportban.

7. tdbldzat

{ontrol és hiperkoleszterinémids dllatok kiilonbdzO agyterileteinek K*

és Na* tartalma

Na* K*

/ug/mg szdrazsuly /ug/mg szérazsuly

kontrol hiperkoleszt. kontrol hiperkoleszt.
agykéreg 4,944 4,903 20,252 19,698
hipotalamusz | 3,834 4,141 12,813 13,588
kisagykéreg | 4,074 4,017 17,744 16,311
hippocampus | 3,932 4,321 13,435 12,482
talamusz 3,596 3,678 12,3822 10,974

Na* /K"
= \kontrol " . hiperkoleszterinémids

_agykéfegz S I Y - | 0,248
hipotélamusz ' . 0,299 0,304
kisagykéreg 0,229 0,246
hippocampus 0,292 0,346
talamusz 0,280 0,335

Ugyanazon dllatok agymintdibsl tortént a Na® és K meghatdrozias,
amelyeket a viztartalom meghatdrozdshoz sulydllanddsdgig szaritottunk,
¢s amelyeknek a szérum koleszterin értékei a 2. tdbldzat alatt vannak

feltintetve.



IIT.11. Na*, K'-ATP4z aktivitds

A 8. tdblazatban tiintettiik fel a kontrol és 2 hdnapos koleszterin dié-
tén tartott 4llatok agykérgébsl izoldlt kapillaris frakcick Na®,K'-
ATPdz aktivitdsdt. Mivel kisszdmi mérési adat 411 csak rendelkezésiink-
re, nem végeztink statisztikai szdmitdsokat, azonban a tdblizatbsl jél
ldthatd a koleszterin etetés hatdsdra bekovetkezd jelentds cstkkenés az
enzimaktivitdsban.

8. tdblazat

Agykérgi kapilldris frakcidk Na+,K+-ATPéz aktivitdsa

Na*,K"-ATP4z / pumol/mg/éra/

kontrol, n=4 hiperkoleszterinémids, n=3

kapilldris frakecio 3,180 1,155

A kontrol dllatok szérum-koleszterin értékei: 0,65; 0,89; 1,06;
1,30 mmol/1l, mig a hiperkoleszterinémids &llatok szérum-koleszterin ér-

tékei: 41,36; 42,23; 14,30 mmol/1 voltak.

III.12. Adenilcikldz /AC/ aktivitds
-

4 kontrol és 4 koleszterin etetett /1 %, 2 hdénap/ dllat izoldlt agykér-

gi kapilldrisainak enzimaktivitdsat mértiik. Az eredményeket az 5. éb-
ran ldthatjuk. Az emelkedett szérum koleszterinszint az enzim aktivi-
tdsdnak csokkenését eredményezte. Azonos szubsztrdt koncentrdcid mel-
lett kevesebb termék, azaz cAMP képzddott a kontrolhoz képest.

Minddssze 2 4llat esetében vizsgdltuk az enzim aktivdlhatdésdgdt hiszta-

min és noradrenalin hatdsdra, izoldlt agykérgi kapilldris frakcion.



A 6. dbrdn lathatd oszlopdiagrammon megfigyelhetjiik, hogy a hisztamin
€s a noradrenalin mindkét csoportban fokozta az AC aktivitdst, a ko-
leszterin etetett dllatok esetében azonban nagycbb mértékben.

III1.13. Kolaszterin/foszfolipid /CH/PL/ moldris ardny a sejtmembranban

A 2 hdnapig tartd koleszterin tartalmi diéta eredményeként nemcsak a
szerum-koleszterin értékek szignifikans emelkedése figyelhetd meg a ki-
sérleti dllatokban, hanem a sejtmembrdnba beépiild koleszterin mennyisé-
ge, 1illetve arédnya is nagyobb. Izolalt agykérgi kapilldris frakcidban
mértik a membrdn koleszterin és fosziolipid tartalmat, valamint zsirsav
osszetételét. A CH/PL ardny a vdrakozdsnak megfelelGen magasabbnak add-
dott, +tehdt 1tObb koleszterin épiilt be a sejtmembranba, mint a kontrol

4llatok esetében /9. tablazat/.

9. tablazat

A CH/PL moldris ardnydnak vdltozdsa koleszterin stetés hatdsdra agyi

kapilldrisokban
kontrol hiperkoleszterinémids
n=3 n=5
CH/PL | szérum-CH CH/PL | szérum-CH
mmol/1 mmol/1
agykapilldris
frakcid 0,415 1,24 0,627 36,51

A membran zsirsav Gsszetételében nem taldltunk lényeges kiilonbséget a 2
csoport kozott, minddssze annyit, hogy a koleszterin etetett csoport-
ban kissé magasabb volt a telitetlen zsirsavak mennyisége, ami valdszi-
nGleg egy kompenzdcids hatds a beéplilt koleszterin rigiditdst okozd ha-

tdsdval szemben.
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IV. Megbeszélés

Munkank eredeti célja a kis slriségl lipoproteinek, az LDL felvételé-
nek vizsgdlata volt agykérgi kapilldrisokon, kisérletes koleszterinszkle-
rézisban. Majd az agykéreg elektronmikroszkdpos vizsgdlata sordn talalt
citotoxikus Odémdnak kiilonbozd mddszerekkel torténd bizonyitdsdval fog-
lalkoztunk. Az eredményeket a III. fejezet tagoldddsdnak megfelelden tar-
gyaljuk.

Amint azt mar a bevezetbben emlitettem, a diétds mddszerekkel kisérle-
tesen 1létrehozott ASC széleskorlen alkalmazott mddszer a vildgon. B4r
létjAQosultségét sokan megkérdGjelezik arra hivatkozva, hogy egy nové-
nyevé dllatot koleszterinnel etetni igencsak természetellenes, azonban ha
arra gondolunk, hogy egyreszt a morfoldgiai elvdltozdsok hasonldak az em-
beréhez, masrészt, hogy sokak szerint az ember is ndvényi tdpldlékon
tarthatja meg az egészségét, illetve hogy alapvetSen a ndvényi tdpanyagok
feldolgozdsdhoz alkalmazkodott az anyagcseréje /01dh A. 1985./, akkor el

kell fogadnunk ezt a modellt. A nyolc hetes koleszterin etetés /1, ill. 2

%/ hatdsdra az irodalmi adatoknak megfelelden /Duff, 1935./, szignifikdn-
san emelkedett a szérum koleszterin tartalma mind az 1, mind pedig a 2 %-
os diétdn tartott dllatokban. A morfoldgiai elvdltozdsok azonban a 2 %-0s
diétan €16 4llatok esetében voltak jelentdsek a nagy és kisebb erekben
egyardnt. Mivel a 2 %-os diéta igen hatékonynak bizonyult a betegség elo-
idézésére és fenntartdsdra, a kisérletek tobbsegét ilyen korilmények kd-
zott végeztiik. A kivételesen eldforduld, 1 %-os diéta mellett vegzett ki-
sérletek, mds célu és jellegd munkdk sordan kimaradt dllatok felhaszndldsa

miatt torténtek.




Az irodalombdl és sajdt morfoldgiai vizsgdlatainkbdl jél ismert, hogy'a
hiperkoleszterinémids nydl aortdjdban, és kisebb artéridiban, pl. az a.
renalisban, korondridkban /Kritchevsky és mtsai, 1954./ zsiros depozitu-
mok figyelhetdk meg, melyet sajdt vizsgdlataink is igazol tak /1-4 kép/.
Mennyiségikk és nagysdguk az alkalmazott diétdtdl, ill. annak id6tartamd-
t61 figg.Az intrakranidis artéridkban, i. az a. carotisban azonban nem
jonnek 1létre ateroszklerotikus elvdltozdsok /Vos és mtsai, 1983./. Chan
és mtsai /1979/, valamint Morisaki és mtsai /1982/ vizsgdltdk az agyi
kapilldrisokat hiperkoleszterinémids nyulakban, és nem taldltak morfold-
giai ' vdltozdsokat.Ellentéthen a fenti két szerzdvel, vizsgalataink soran
kismértékd morfogldgiai és biokémiai vdltozdsokat figyeltiink meg, illetve
meértink a hiperkoleszterinémids nyulakban.

Annak magyardzatdt, hogy egy ilyen silyos zsiranyagcsere zavarban szenve-
dé 4dllat agyi ereiben alig taldlunk elvdltozdsokat, taldn elsfsorban ab-
ban kell keresnink, hogy a normdl emlds agy érfali endotéliuma szerke-
zetében eltér mds szervek endotéliumdtdél /Majno, 1965./. Az agyi kapillé-
risendotélnek az evolicid sordn kifejlodott igen szelektiv dteresztd ké-
pessége megvadi az agyat nemcsak a kiilonféle anyagok mérgezd hatdsdtol,
hanem pl. ez esetben a lipidek felszaporoddsdtdl, az aterdmds plakkok Kki-
alakuldsdtdl 1is.Bizonyos teriileteket kivéve, az agyban nem taldlunk fe-
nesztralt endotéliumot /Lee és mtsai, 1971./. Mds szervekkel ellentétben,
az agyi erek nagyon kevés pinocitotikus vezikuldt tartalmaznak /Cervés-
Navarro, 1963./, és a mitokondriumok nagy szdma jellemzi 6ket /Oldendorf

és mtsai, 1981./.



Abban is kiilonboznek mds szervek endotéliumdtdl, hogy a sejtek kdzotti
kapcsold struktura - zonula occludens - nagyon szoros illeszkedést bizto-
sit, helyenként fuziondl a két sejt citoplazmgjdnak kiilsGé rétege /Bright-
man ¢és mtsai, 1969./.A felsorolt kiilonbségek kiovetkeztében tehdt az agy-
kapilldrisock endotéliuma mikddoképes marad, az agy intaktsdgat biztosits
gatfunkcidkat még ilyen koriilmények /magas szérum koleszterin szint/ ko-
zo6tt 1is megtartja. A szervezet mds teriiletein taldlhatd endotélium, pl.
az aortdt bélelcé sejtréteg dtengedi az LOL molekuldkat. Felgenhauer és
mtsai /1980/ mutattsk ki, hogy LDL-re létezik egy vércerebrospindlis fo-
lyadék /CSF/ gdt. Az agynak azonban sziiksége van a kiilonféle zsirokra,
pl. a mielinhively felépitésére, ezért - bdr korldtozott mértékben - fel
kell vennie a lipoproteineket. Pardridge és mtsai /1980/ mérései szerint
ez a felvétel nagyon kis mértek( /1 %/, tehdt a gdtfunkcid /VAG/ fenndll
lipoproteinekkel szemben.

A feldjitott inszuddcids tedria feltételezi az LDL mennyiségének noveke-
dését az érfalban, és hogy az hatdssal van az endotélfal integritdsara.
Mémely szerz6k /Ross és Harker, 1976./ szerint az intakt endotélium meg-
védi az érfalat az LDL bedramlassal szemben, azonban ez a nézet nem egye-
zik azzal a ténnyel pl., hogy a normdl humdn artéridkban is jelen van az
LOL /Smith, 1980./. Poledne és mtsai /1986/ kimutattdk, hogy extrakrani-
dlis artérisdk esetében az ateroszklerdzis progresszidja egyiittjdar az ér-
fal LDL felvételének novekedéseével.(0k is megdllapitottdk, hogy nem csak a
sérilt artéridkba, hanem a kontrol allatok intaki artéridiba is bedramla-
nak az LDL molekuldk. A transzcelluldris transzportot, melynek segitseégé-
vel az intakt artéridkba jutnak az LDL molekulak, Vasile és Simionescu

fedezték fel /1983/.



Az agy viztartalmdt és slriségét azért mértik a két dllatcsoportban, hogy
a citotoxikus 0Odéma 1létét nemcsak morfoldgiai, tehdt kvalitativ, hanem
kvantitativ mddszerekkel is bebizonyitsuk. A viztartalomnak nedves/szdraz
mdédszerrel tortend mérése csak durvabb elvdltozdsok esetén, tehdt sokkal
nagyobb viztartalombeli kiilonbségek kimutatdsdra alkalmas médszer, amivel
esetiinkben nem 1is sikeriilt jelentds kiilonbséget taldlni a csoportok ko-
z6tt. A sokkal finomabb elvdltozdsok kimutatdsdra alkalmas, jdéval érzé-
kenyebb mikrogravimetrids mérési mddszer segitségével kismértékd, bar nem
szignifikdns csokkenést taldltunk a slrlség értékekben, ami enyhe viztar-
talom emelkedésnek felel meg. Pontosabban az értékek a viztartalom emel-
kedése felé tenddlnak.Ilyen sir(ség méréseket mar tobb, mint S0 éve vé-
geznek, hogy a szdveti kompenensek elvdltozdsait detektdljdk. 1924-ben
Barbour és Hamilton haszndlt xilént és brémbenzolt a vér sirlségének me-
résére, majd Linderstrgm-Lang /1937/ mddositotta ezt a médézert olymddon,
hogy folyamatos grdadienst készitett kerozinbdl és brémbenzolbdl. Az agyo-
déma mérésére az SG haszndlatdt 1971-ben irtdk le /Nelson és mtsai,
1971./. Ma mdr elterjedt a haszndlata, mivel nem nehéz mddszer és kis
szgvetmintdkat lehet haszndlni.Citotoxikus ©démdt hozhat létre a szérum
ozmolaritdsdnak megvdltozdsa is, ezért 23 dllat esetében ezt a paramétert
is megmértilk. Eredményeink egyértelmien kizdrjdk ezt a lehetSséget, ui.
nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a két dllatcsoport kozdtt.A cito-
toxikus ©déma okdat keresve mértik az agykérgi kapilldris frakcidban a
Na*, K+-ATPéz, valamint az adenilcikldz enzimek aktivitdsdt. Klatzo

/1967/ megdllapitdsa szerint citotoxikus agyddémdrdl akkor beszéliink,
amikor a VAG permeabilitdsa tobbnyire normdlis, de az agy sejtes elemei

duzzadtak.



Ugy hiszik, hogy ez a sejtmembrdnban miktdé aktiv ionpumpdk zavardnak
eredménye, ill. az ezt kdvetd Na* felvételé és K* veszteségeé. Kezdet-

ben a sejtek megduzzadnak az intersticidlis folyadéktérfogat tobblete mi-
att, amely a folyadékterek eltoldddsdhoz vezet az agyon beliil, azaonban
nem jon létre nettd viztartalom ndvekedés. Hossmann /1976/ véleménye sze-
rint, ha a sejt Na* pumpdja nem mikodik, a Na* az agyi intersticidlis
folyadékbdl az agysejtekbe keriil, meiynek kdvetkeziében griadiens jon lét-
re a Na* diffuyzidjdhoz a veérb6l az agy felé. Mas kutatdk szerint a
Ma® aktiv transzportja a vérbdl az agyba - az agykapilldrisokon keresz-
tiil - specifikusan stimuldlt az isémia korai fdzisdban /Gotoh, 1985./. Lo
€s mfsai /1987/ azt tapasztaltdk, hogy egyoldali agyi isémia létrejttte-
kor az emelkedett agyi viz és Na* tartalom nem annak a kdvetkezmenye,
hogy megndtt volna a VAG permeabilitdsa Nat-ra a 3 érds isémids perig-
dus végére, sO0t szignifikdns csokkenést taldltak a Na+permeabilitésban,
hanem a leadds meérteke csokkent /4. dbra Lo cikkébdl kdlcsdndzve/. A
Na® agyba vald bejutdsdt kilonbdz6 transzportrendszerek medidljak.
Eloszor az agykapilldrisok endotélsejt membranja engedi at a Na+-ot,
amelyet azutdn a sejt aktivan pumpal ki az agyba. Ez utdbbi lépést medi-
dlja a .Na+, K+-ATPéz, amelyr6l dgy hiszik, hogy a legtobb sejtben 3

Na© iont 2 K ionra cserél ki. Az endotélsejtbe keriilt K* ion azu-

tdn koncentrdcid grddiensen keresztiil tdvozhat akdr a vérbe, akdr az agy-
ba. A kettdSs Na* transzportot koveti a klorid ioné, hogy az elektrone-
utralitds fennmaradjon, és a vizé az izoozmolaritds érdekében.Annak elle-
nére, hogy folyamatos vizbedramlds van, az agy térfogata normdlis koridl-
mények kozdtt d41landé marad. Ez jelzi a folyadék eltdvolitd mechanizmusok

jelenlétét.



Ha az agykapilldrisok 4ltal szekretdlt folyadék eltdvolitdsaban csokke-
nés all be, az agyddémdhoz vezet. Elképzelhetd, hogy a koleszterin etetés
hatdsdra a vérben kialakult hipoxia eredményeként a fentiekhez hasonldan
megnovekszik a Na*  aktiv transzportja a vérbdl az agy felé. Mivel azon-
ban a Na® és a viz eltdvozdsa cstkkent mérteékd /Lo és mtsai, 1987./, az
agyban megemelkedik a Na* és viztartalom, létrejon a citotoxikus Odéma.
Ebben a fazisban a VAG permeabilitisa szérumfehérjékre vdltozatlan. A
kezdeti stimuldlt Na'-pumpa aktivitdsa a tovdbbiakban feltehetden le-
csokken,. és mi mar ebben a fdzisban, két hénappal a koleszterin etetés
kezdete utdn mértik az enzimaktivitdst. Ha az ATP4z aktivitdsdban nem ko-
vetkezik be a feltételezett kezdeti aktivitds novekedés, a citotoxikus
ddéma akkor is létreichet. Ui. ha a Na* és viz eltdvozdsa gatolt az
agybdl, akkor a csidkkent pumpa mikodés mellett is kialakul az ocdéma.Ber-
sohn és mtsai /1982/ a Na+, K*-ATP4z  aktivitdsanak szignifikans csok-
kenését figyelték meg isémids nydl szivb6l izoldlt szarkolemma vezikuld-
kon. Goldberg és mtsai /1985/ hasonld eredményekrdl szémoltak be agyi
isémidt kovetden. Az in vitro koleszterinnel dusitott patkany mdj plazma-
membran preparatum is csokkent Naf, K*-ATP4z aktivitast mutatott a
kontrolhoz képest /Yahuaca és mtsai, 1985./. Rovid ideig tartd agyi iseé-
mia esetén Yatsu és mtsai /1975/ is megfigyelték a Na+, K*-ATP4zZ ak-
tivitdsanak csokkenését.

Az dltalunk mért csokkent ATP4z aktivitdst magyardzhatia a csokkent memb-
rénfluiditds is.Az agyi Na*, K'-ATPaz  mikiddéséhez megfeleld foszfoli-
pid kornyezetre van szikség a membranban /Simpkins és Hokin, 1973.,

Stahl, 1973./, az enzim érzékeny a membranfluiditds véltozdsaira /Grish;m



Alam és mtsai /1987/ 1 és 2 % koleszterin tartalmi diétdn tartott pat-
kdnyok &llkapocs alatti nydlmirigyeiben vizsgdltak a Na', K'-ATP4z és

az adenilcikldz enzimek aktivitdsat, valamint a membranfluiditdst. A
CH/PL hényados szignifikdnsan magasabb volt a hiperkoleszterinémids &dlla-
tokban az 1 és 2 %-os diéta esetében egyarant. A Na+, K*-ATP4z akti-
vitds szignifikdnsan csokkent a 2 %-os diétdn nevelt dllatokndl, mig az 1
%-0s diétdn tartottak esetében nem volt vdltozds. Az adenilcikldz enzim
alapaktivitdsdban nem taldltak kiilonbséget, azonban ha fluoriddal, vagy .
izoproterenollal aktivdltdk az enzimet, mindkét hiperkoleszterinémids
csoportban csokkent aktivitdst mértek a kontrolokhoz képest.
{isérleteinkben mi is vizsgdltuk az AC enzim stimuldlhatdsdgdt. A hiszta-
min és noradrenalin egyardnt stimuldlta az enzimet mindkét &llatcsoport-
ban /6. dbra/. Tobb szovetben kimutattdk, hogy a plazmamembrinba in vitro
beéptilt koleszterin gdtolta az adenilcikldz aktivitdst /Whetton és mtsai,
1983., Scarpace ¢és mtsai, 1985./, ill. egyes szerztk szerint aktivdlta
/Leoni és mtsai, 1982./. Scarpace és mtsai /1985/ feltételezték, hogy a
membrdnba vald koleszterin begpiilés az enzim katalitikus egységénsk akti-
vitdsdt csokkenti anélkiil, hogy befolydsolnd a hormonjel tovabbitdsst.

A sejtmembrédn foszfolipid komponenseinek intesgritdsa sziikséges a receptor
medidlta adenilcikldz aktivitds teljes kifejezddéséhez /Hebdon és mtsai,
1981./. Dux és mtsai /1984/ krénikus hipoxidt hoztak létre patkanyban
/napi nyolc d&ra hipobar hipoxia 30 napon keresztiil/, melynek eredménye- .
ként szignifikdansan megemelkedett az adenilciklaz aktivitds az izoldlt

agyi kapilldrisokban.



Bar ez az eredmény ellentétes az dltalunk és mdsok d1tal is mért adenil-
cikldz - aktivitds cstkkenéssel /5. dbra/, mégis elkeépzelhets, hogy kiilon-
bdzG 4dllatmodellek esetében a kiilonbdzd idejd és mértékd hipoxia eltérd
hatdssal legyen az enzimaktivitdsra. Tovdbbi vizsgdlatok sziikségesek te-
hat a probléma tisztdzdsdra.
Két munkacsoport is megfigyelte, hogy szabadgyokok hatdsdra csdkken az
agyi Kkapilldrisok Na*, K'-ATP4z aktivitdsa /Kovachich és mtsai,
1981., Lo és mtsai, 1986./. Chan és mtsai /1985/ kimutattdk, hogy a sza-
badgyokok képesek citotoxikus agyddémdt indukdlni.Mivel ismeretes, hogy
érelmeszesedésben megnovekszik a szabadgyokok mennyisége a vérben /Goto,
1982./, -elképzelhetd, hogy emiatt vagy emiatt is csokkent az agyi kapil-
larisok Na+, K*-ATP4z aktivitdsa a hiperkoleszterinémids dllatoxban.
Osszevetve eredményeinket az irodalmi adatokkal megdllapithatjuk, hogy az
irodalom egy részével egyezben, a hiperkoleszterinémids dllatokban csok-
kent az izoldlt agyi kapilldrisok membranfluiditdsa, valamint a
Na+,K+—ATPéz €s az adenilcikldz enzimek aktivitdsa. Az enzimaktivitas
csokkenésének okozdja lehet a membranfluiditds csokkenése, $s a magas
vérzsirszint kdvetkeztében kialakuld hipoxia.

.
Bar az &dltalunk alkalmazott dllatmodellen nem sikeriilt kimutatni az agyi
erek ateroszklerdzisdt, azonban ez nagy valdszinlséggel annak kidszonhetd,
hogy az 4llatokat minddssze két hdénapig tartottuk ezen a diétdan. A diéta
idBtartamanak novelésével feltehetden emelkedne az elvdltozdsck szdma,
mint ahogy a humdn agyi elvdltozdsok is inkdbb az idGsebb korosztalyt

sujtisk.
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Bihari-Varga ¢és mtsai /1981/ pl. korondria, agyi és periférids érbeteg-
ségben szenvedd betegekben hasonlitottdk dssze a HDL-t és a HDOL/Bsszko-
leszterin ardnyt /440 f6/, és a legalacsonyabb értékeket az agyi érbeteg-
ségekben szenvedtknél mérték. Ezek az eredmények is azt mutatjdk, hogy
osszefliggés van a szérum lipoprotein Osszetétele és az agyi erbetegségek
kozott.

Visszatérve az dllatmodellhez, a tovdbbiakban a normdl nydlszérumbdl tor-
ténd LDL izoldlds nehézségeit szeretném ismertetni. Kezdetben az LDL pre-
pardlashoz t0bb nydlbol szdrmazé vert, illgtve kevert szérumot haszndl-
tunk. Ezek az LDL prepardtumok nem voltak homogének az agardz gél-ELFO
vizsgélat ézerint, és eleinte nem is tudtuk eldonteni, mib6l adddik ez az
inhomogenitds.Ugy gondoltuk, hogy az LOL-n kiviil mds LP-k is keriiltek a
nrepardtumba, melyek elektrofcretikus mcbilitdsa csak alig kilonbdzik az
' DL-et81. Ezert tobbféle i1zoldldasi metodikdt is veégigprdodltuni, hasonld
eredménnyel. Egyik alkalommal elvéreztettiink egy dllatot, amelyikbdl bé-
séges mennyiségd szérum gyllt dssze az LOL izbléléshoz, igy nem kevert
szérummal dolgoztunk. A kapott LDL prepardtum homogén volt. Ezért a to-
vébbiakban mindig egyetlen dllat szérumdt haszndltuk fel lipoprotein izo-
ldldsra. Problémdt jelentett még az izoldlt LP kis mennyisége, ui. a per-
fuzids kisérletekhez, valamint az in vitro kisérletekhez is meglehetdsen
nagy mennyiségl LDL-re volt sziikséglink. A szérum egylépéses sirliség gra-
diens ultracentrifugdldsdval viszonylag kis mennyiségd LDL-t nyerhettink.
Ha azonban els6 lépésként az Osszes LP-ket kicentrifugdltuk a szérumbdl,
majd ezt a LP sdritményt vdlasztottuk aztdn szét alkotdira egy sidridség
grddiensen, nagyobb mennyiségi tiszta LOL-hez jutottunk, tehat megndtt a

kitermelés hatdsfoka.



A kilonféle kisérleti eredmények azt valdszinilsitik, hogy egyetlen
kozos kivdltd tényezG hozhatja létre az dltalunk taldlt legkiilonbdzdbb
elvdltozdsokat, és ez a hipoxia. Az érfali hipoxidt jelentds faktornak
tartjdk az aterogenezisben. Hueper mdr 1944-ben feltételezte, hogy az
ateroszklerotikus degenerdcid kivdlts tényezéje a hipoxia. Allatkisérle-
tekben, melyeket tobbnyire nyulakon végeztek kimutattik, hogy a hipoxids
korilmények novelhetik az ASC sllyossdgat /Kjeldsen, 1968., Helin, 1969.,
Okamoto, 1983./, és hogy a hiperoxia a plakk-képzddés reverzidjat okoz-
hatja /Kjeldsen, 1969, 1970., Vesselinovitéh, 1974./. A WHHL /Watanabe
heritablé hyperlipidemic rabbit/, amelyekbdl genetikailag hidnyoznak az
LOL receptorok és az dllatokban sziiletésiikt6l fogva hiperlipémia fejlodik
ki, kimutattdk, hogy a szisztémds hipoxia elfsegiti az aorta ateroszkle-
rézisat anelkil, hogy tovdbbi koleszterinszint emelkedés torténne a plaz-
maban /Okamoto, 1983./. Szdmos kozlemény jelent meg azzal kapcsolatban,
hogy a koleszterinnel etetett dllatokbdl szarmazd szérum koleszterin-ak-
kumuldcidt indukdl a kiilonbodzd szovettenyészeteken /Chen, 1977., Bates,
1976., St.Clair, 1978., Pearson, 1976., Warhurst, 1981./. Nagyon fontos,
hogy Jobban megismerjik és megértsik az érfalba torténé oxigén transzpor-
tot és az azt befolydsold tényezdoket. Az ép artéria két forrdsbdl nyeri
az oxigent és a tdpanyagokat: az adventicidt és a média kiilsd részét a
vasa vasorum, mig az intimdt és a média felso részét az ér lumenjébdl be-
diffunddlé anyagok 14tjdk el /Woerner, 1959., Adams, 1964./. Az érfal
oxigén elldtdsdnak mélysége diffuzidé 4dltal meglehetdsen korldtozott, igy
intimalis vastagodds, ateroszklerdzis esetén az elldtds nem megfeleld

/Kirk, 1955./.
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Az in vitro eredmények azt mutatjdk, hogy //1egfontosabb tenyezo a plaz- !

ma_retegeken keresztili diffdzié /Huxley,[1981., Holland, 1985., Yamagu- ,
chi, 1985./. A plazma rétegeken keresztiili diffizid mértéke fiigg a voros-
vértestek dltal szdllitott oxigén mennyiségétSl, az oxigén telitési gﬁrbe'
alakjdtdl és az oxigén diffuzids xoefficiensétSl. Ha olyan valtozdsok ko-
vetkeznek be a plazma Osszetételében, amelyek csokkentik a diffuzids ko-
efficienst, az oxigén tovdbbitas mértéke a vordsvértestekbdl az érfal fe-
1é, ugyancsak redukdldédni fog, okozva ezdltal egy hosszabb - rovidebb hi-
poxidt. Ahénnyiben emelkedik a protein /Navari, 1971./ vagy a glikdz
szint /Gainer, 1973./ a plazmdban, az szignifikdnsan csokkentheti a dif-
fuzids koefficienst. Mivel sokféle vdltozds bekovetkezhet a plazma Gssze-
tételében természetes koritlmények kozott, amelyek csokkenthetik a diffd-
zids koefficienst, 1igy fckozatos csdkkenést eredményezhetnek a vérbdl
kioldott oxigén mennyiségeben.Az oxigén tenzidé mérése normdl nyulak aor-
tédjaban kimutatta, hogy az a médidban volt a legalacsonyabb, és éles
emelkedés volt megfigyelhetd kozvetlenlil az endotél alatti teriileteken
/Ninikowski, 1973./. A korai zsiros lézidk jelentdsen megzavarjdk az in-
timdn keresztili oxigén diffuzidét /Heuyghan, 1973./. Martin és mtsai 1942-
ben kimutatték, hogy a vorosvériestek kevesebb oxigént vettek fel a hi-
perkoleszterinémids nyulak esetében. Kuo és Joyner /1957/ megfigyelte,
hogy nehany IHD-s betegnél egy zsiros étkezés utdn, a szérum lipémia
csdcspontjdn angindjuk volt. £z a posztlipémids angina gyorsan enyhiilt
iv. heparin hatdsdra /Kuo, 1957./. Horcsdgokon végzett kisérletek, ahol
platina elektrddokat helyeztek el az agyban, kimutattdk az oxigén csokke-

nését az agyszovetben magas zsirtartalmd tdpldlék fogyasztdsa utdn.



Vajzsiroknak /tejszin/ erfisebb hatdsuk volt, mint a telftetlen zsiroknak
/Engelberg, 1956./. Egyes szerzok feltételezték, hogy az oxigén diffizig-
Ja cstkken a plazma globulinok szintjének emelkedésével, mely utdbbiak
plazma szintje az életkorral né /Mavari, 1971., Chisolm, 1971./. Chisolm
s mtsainak /1972/ eredményei megertsitették azt a hipotézist, hogy az
emelkedett plazma protein koncentrdcidk csokkentették az oxigén diffuzi-
6t. Igy a vorosvértestekbe diffunddlé oxigén mennyiségének cstkkenése az
arteridlis oxigeéntenzid csokkenéséhez vezethet, valamint egy korral
osszefiiggd, mersékelt érfali hipoxidhoz, annak ellenére, hogy az alveols-
ris oxigénszint 4&lland§ marad. Boxen /1985/ arra hivja fel a figyelmet,
hogy azok a faktorok, melyek szoros dsszefliggésben vannak az ASC-sal,
mint az oregedés, dohanyzds, hiperten zid, diabétesz és hiperkoleszteri-
némia /Solberg, 1983./, a hipoxidval is GOsszefliggésben vannak. Kimutattak
pl., hogy diabéteszben alacsonyabb a vér oxigén tenzidja /Ditzel, 1979./,
ill. az érfalon keresztiili oxigén tenzié is redukdlt /Railton, 1983./.
Hinertenzidban az artériafal oxigén igénye megndvekszik /Ganfield,
1971./, 1igy a magas vérnyomds hipoxids koriilményeket hozhat létre. Ku-
tydkban azt taldltdk, hogy a hipoxia vazokonstriktor anyagok felszabadu-
ldsdhoz vezethet az endotélsejtekbdl /Rubanyi, 1985./. Hipoxia hatdsdra
az érfali prosztaciklin termelés emelkedését mértiik patkdnyokon /Makéry
és mtsai, 1987./, amely emelkedés egy védekezd mechanizmus része az ate-
roszklerdzis kialakuldsdval szemben.

Hipoxia hatdsdra a lipoprotein felvétel is fokozddik az érfalban, amely
fokozza az érintett sejtek anyagcsere igényét, és ezdltal sdlyosbitja a

hipoxidt /Getz, 1969./.



Igy a hipoxia elGsegiti ezt a circulus vitiosust, amely az ateroszklero-
tikus plakk dnfenntarté novekedéseét eredményezi. Az idézett irodalmi ada-
tok bizonyitjdk, hogy a hipoxidnak komoly szerepe van a testszerte kiala-
kuld ateroszklerotikus elvdltozdsokban, ami aldél az agyi erek sem kivéte-
lek. Linsenmeier és mtsai /1984/ vizsgdlatai szerint a hipoxidnak nem di-
rekt hatdsai vannak a sejtekre, hanem az extracelluldris K" koncentra-

cidé megvdltoztatdsan kergsztﬂl hat azokra. Roncali és mtsai /1985/ csirke
embridk agyéf ‘'vizsgdltak krﬁnikﬁs hipo;iét kdvetden, és a kapilldrisok

koridl elhelyezkedG gliatalpak Odémds elvdltozdsat irtsk le.

Osszefoglalds

1./ Sikerilt homogén LDL prepardtumot elddllitanunk nyulszérumbdl.

2./ Az LDL kitermelés hatdsfokat javitottuk Terpstra mddszerének mddosi-
tasdval.

3./ Citotoxikus agyddeémdt irtunk le nydl agykérgi kapilldrisaiban kolesz-
terin etetés hatdsdra.

4./ Vizsgdlataink szerint a nyolc hetes koleszterin etetés nem kdrositja
a vér-agy gatat.

5./ A kisérletesen létrehozott koleszterin-szklerdzisban az agykapilldri-
sokban mért adenilcikladz gs Na®, K'-ATP4z enzimek aktivitdsa

csokkend tendencidt mutat.



FUGGELEK




1.kép. Kontrol nydl aorta részlet. Fagyasztott metszet,
0il Red O festés. 200 x.

2.kép. Hiperkoleszterinémias nydl aortdja, habossejtes
intima 1lézidval. Fagyasztott metszet, 0il Red O
festés. 360 x.



3.kép. Habosse]jtes 1ézid egy hiperkoleszetrinémids nydl koszorus erében;
haematoxilin eozin festés. 1800 x.

4 .kép. Zsiros depozitum az a. renalisban hiperkoleszterinémids nydlbdl,
Van Gieson-f. festés. 250 x.



5.kép. Elektronmikroszkdpos felvétel hiperkoleszterinémids nydl aortdjd-
bél. A média simaizomsejtjei lipideket halmoznak fel citoplazmd-
Jukban és felfelé vandorolnak az intimaba. 3500 x.

6.kép. Az 5. képen lathaté aortdnak egy intimdhoz kdzelebbi részlete,
ahol mdr igazi simaizomsejt-habossejteket ldthatunk. 3300 x.



64

to-

lvékony metszeten;

é

részlet f

éreg

drmazé agyk
460 x.

es.

k festé

ke

7.kép. Kontrol nydlbdl sz
luidin

8.kép. Hiperkoleszterinémids nydl agykérgi részlete félvékony metszeten,

ahol helyenként Odémds elvdltozds ldthatd a mikroerek koridl; to-

luidinkék festés. 400 x.



9.kep.

a./, b./ Kontrol nydl agykérgi kapilldrisa, ahol a nyilak perici-
tdkat dbrdzolnak; a./ 8400 x. b./ 5000 x.



10.kép. Mormolipémids hdzinyudl agykapilldrisdnak részlete; az endotél-
sejtben jol lathatdk a mitokondriumok és a granuldlt endoplazmds
retikulum. 19000 x.

11.kép. Kapilldrisrészlet kontrol nydl agykérgébdl, ahol az endotélsejtek
kozdtti szoros kapcsold struktira ldthatd. 34000 x.
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12.kép. Normolipémids nydl agykérgi kapilldrisa, ép bazdlis membrénnal, a
citoplazmdban burkos vezikuldval /nyil/. 20500 x.

13.kép. Neuron részlet normolipémids nyul agykérgébdl. 8400 x.
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14 .kép. Hiperlipémids nydl agykérgi kapilldrisa, koriilotte duzzadt glia-
talpak. 9100 x.

15.kép. Kapilldris koriili gliaduzzanat nagyobb nagyitdsban; az endotél-
sejtekben a kontrolhoz hasonldan sok mitokondrium taldlhatd.
27200 x.
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16.kép. Hiperkoleszterinémids nyul agykérgi kapilldrisdt 6leld duzzadt
gliatalp, ép mitokondriummal; a bazdlis membran helyenként eny-
hén megvastagodott és rétegesseé valt /nyil/. 21600 x.

17 .kép. Helyenként a neuronck koridl is odémds elvdltozdsck figyelhetdk
meg a hiperkoleszterinémids dllatok agykérgében. 8800 x.



18.keép.Egy idegsejt koriili 6démés duzzanmat hiperlipémids nydl agykérgeé-
bdl; lathatd, hogy az cendoplazmds retikulum is duzzadt. 15400 x.

19.kép. Agykérgi kapilldris hiperlipémids nyulbdl; a gliatalpak citotoxi-
kus Odémdja lathatd. 16000 x.



20.kép. Hiperlipémids nydl agykérgeében taldlhaté kristdlyos koleszterin.
A kristdlyok kornyezetében viszonylag ép mitokondriumok és szi-
napszisok lathatdék. a./ 27500 x, b./ 26600 x.



< LDL

21.kép. Normolipémids nyldlszérumbdl sdrdséggrddiens ultracentrifugdldssal
elgallitott kis sGriiségd lipoprotein /LDL/ frakcis.

22.kép. Normolipémids nyllszérum €és az izoldlt LDL frakcié agardz géle-
lektroforézis képe



23.kép. LDL-arany komplex foszforwolframsavval tortént negativ festés
/PTA 1 %, pH 7,4/ utédn. 90000 x.
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24 .kép. Albumin-arany komplex foszforwolframsavval tortént negativ festés
/PTA 1 %, pH 7,4 %/ utdn. 85000 x.



25.kép. Izoldlt tuléld agykapilldris frakcid; tripdnkék testés. 320 x.
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26 .keép.

Izoldlt agykérgi kapilldrisok elektronmikroszkdpos felvételeken;
az endotélsejtek struktirdja jél megGrzott, a./ mitokondriumok
/m/, sejtmagok /sm/; 26000 x., b./ Golgi appardtus /g/, centrid-
lum /c/; 29700 x; c./ szoros sejtkapcsold struktirdk /zo/; 40200
X., valamint d./ mikrofilamentumck /mf/ és endocitotikus veziku-
14k /v/ taldlhatdk benniink; 39000 x.
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27.kép. Arannyal jelzett LDL felvétele nyul fibroblaszt sejteken;
a./ 124000 x, b./ 126000 X, c./ 175000 x, d./ 134500 x.



28.kép. Albumin immunhisztokémiai kimutatdsa normo- /a./ és hiperlipémids
/b./ hdzinydl agykérgében. obj. 25 x.



29.kép. a./, b./ Albumin kimutatds Evans kék segitségével /piros fluo-
reszcencia/ hiperkoleszterinémids nyul agykérgében /az erek ko-
ril lipo-fuszcin szemcsék figyelhetdk meg/. obj. 25 x.



VERVETEL HASI AORTABOL, KB. 80 ml
CF. l 3000 rpm, Janetzky K 26

30 perc, 10 °c
30 - 40 ml SZERUM

SZERUM SURUSEGENEK BEALLITASA 71,25 g/ml-re

/KBr és szacharéz segitségével/

<<IP-dts
frakcid
12 ml==szérum UC, , 22 éra, 20°%¢C
SW 41 rotor
Lo.ooo0 rpm
/272.000 g/
\_J L\_/

LP-dts FRAKCIO LESZIVASA 1 EJSZAKA DIALTZIS, 4°C
SUR(ISEG BEALLITASA 1,25 g/ml-re /KBr és szachardéz segitségével/

—— VLDL
1,000 g/ml 4 ml uc, , 22 éra, 20°C
SW 41 rotor
1,100 g/ml |b ml 4o.000 TpPm
/272.000 g/ ~— HDL
1,225 g/ml |2 ml LEALLAS FEK NELKUL!
1,250 g/ml |2 ml
’ — \_J

LDL RETEG LESZIVASA DIALTZIS 4°C, 1 EJSZAKA
LIPOPROTEIN FRAKCIO HOMOGENITASANAK ELLENORZESE AGAROZ GEL-
ELFO-n FEHERJE TARTALOM MEGHATAROZASA

1. Abra




- 81 -

KolloidAdlis aranyoldat készitése, kotése
az LDL-hez és az LDL-arany komplex vizs-—
ghdlata elektrommikroszképpal
HAuCl, 0,01%, 50 ml '

-citrat 1% hozziadasa

forraléis 1,6 ml nAdtrium-

tovAbbi 5’ forralis

tisz-

ta, voros oldat

1 x 10t?

¢ 19 mm

LDL kotése a negativ toltésii kolloiddlis aranyhoz

részecske/ml

100 jug LDL/500 ml deszt.
viz + 5 ml kolloid4lis
arany gyors sugirban, ra-
zads nélkiil, szachardz -

gradiensre rétegezve

szacharéz 35% of - o
5000 rpm -
60 perc 777777 < 1DL-
arany
szacharéz 50% —
— —
kivant réteg leszivisa 1 éjszakais dializis a komp-
lex stabilitdsanak ellendrzése 0,5 M NaCl-dal ellendr-

zés elektrommikroszképpal

2. 4bra
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LDL felvétel vizsgdlata izolidlt agykérgi

mikroereken
Kisérleti 4llat: 1. Altatéas:
Uj-Zélandi albino nydl, Pentobarbital-Na-sé
him, 2,5 - 3,0 kg 17,5 mg/ml, intravénisan

2. Agy eltavolitasa, oxigendlt RPMI tipoldatba helyezése
" 3. Agykéreg elvialasztisa a fehérillomanytdl
L, Agykéreg felapritisa

5. A szovet Atpréselése nylon sz{irdkon

4 1T

330 u 125 m 50 u
3x 3x mikroerek gyiijtése

t14lé18 agykapillarisok inkubidlé oldat
inkubdléds 5% C0,-95% levegd, 37°¢c

kiegészitett DPBS~-el, majd DPBS-el

1,2,3 orai
mosis 0,2% BSA-val

fix4léas

bedgya-~
zAs EM-re

3. Abra
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NORMAL AGY

v

’ /
VIZ > VIZ}

Na €&-~f-—————--— -~ Na
A

VER ENDOTEL- INTERSTICIA-  AGYSEJTEK CSF
SEJT LIS FOLYADEK

v

V4 ,
VIZ )VIZ}

X

pd s

ISEMIAS AGY

4, 4bra. A viz és a Na' feltételezett Aramlidsa a vérbdl
az agy felé, ill. a cerebrospindlis folyadék felé
/Lo és mtsai (1987) cikkébdl kolesonszve/



5.

6.

pM_CcAMP

mg prot. x 10 perc kontrol

oo hiperlipémias

1000}
f I 1
t

5001

t —

i

01 020304 06 08 10 1.5 mMm ATP

dbra. Normo- és hiperlipémids hizinyul agykapilléa-

adbra.

ris frakcid jaban mért adenilcikldz aktivités

AC-
aktivitas

(%)
MM niperiipemias

Jkontrol

|
Al -

100+

alap - 10°4 M alap- 10°4Mm
aktivitas hisztamin aktivitas noradrenalin

Hisztamin és noradrenalin hatdsa normo- és
hiperlipémiids hizinydl agykapillaris frak-
cib janak adenilciklaz aktivitisara
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