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SZAKMAI BESZAMOLO

|. FELADATCSOPORT

Célkitizéseink:

1.

2.

3.

Kisérleteink kitlizott célja az volt, hogy megmutassuk a keringésbe juttatott f-amyloid és
TNFa karositd hatasat az agyi vérataramlasra és az agyi mikroerek ultrasrtukturajara.
Igazolni kivantuk a masok altal, a bél mikrokeringésén végzett kisérletek alapjan felvetett
hipotézist, hogy a -amyloid mikroereken kivaltott karosité hatasat TNFa felszabaditasan
keresztil valdsitja meg.

Végul azonositani kivantuk a TNFa mikrovaszkularis hatasanak mediatorat.

A célok megvalositasara alkalmazott médszerek:

1.

A B-amyloid és a TNFa cerebrovaszkularis hatasainak kimutatasara a kdvetkez6
mobdszereket alkalmaztuk:

Az agyi vérataramlas mértékének megallapitasara lézer-Doppler aramlasmeérést
végeztink. Altatott patkanyokon (felnétt, him, Wistar, 280-360g) megkanalaltuk a
farokartériat, a femoralis vénat és az a. carotis communist. A farokartérias kanl
segitségével artérias k6zépnyomast mértink, a vénas kanilén keresztil oldatokat
infundaltunk (altatd, L-NAME), majd a carotis kanuldn at juttattuk be az agyba a -
amyloidot (AB1.42, €s a nem toxikus kontroll ABss.o5) €s a TNFa-t (kontroll: fizioldgias
sooldat). A parietalis kéreg folott megnyitottuk a koponyacsontot, majd az agyfelszinre
helyeztik a lézer-Doppler méréfejet.

Az agykeérgi mikroerek ultrastrukturajat kvantitativ elektronmikroszkopiaval értékeltiik ki.
A mitéti eljarasok megegyeztek az agyi vérataramlas mérésénél alkalmazottakkal. Az
agykérgi mintakat, melyeket elektronmikroszképos feldolgozasra készitettiink el6.

Annak megvalaszolasara, hogy a B-amyloid mikroereken kivaltott karosité hatasat TNFa
felszabaditasan keresztil valdsitja-e meg, 6sszevetettik a p-amyloid és a TNFa infuzidja
utan kapott eredményeket.

Korabbi kézlemények alapjan feltételeztiik, hogy a TNFo mikrovaszkularis hatasanak egy
lehetséges mediatora a nitrogén-monoxid (NO). Annak elddntésére, hogy az altalunk
hasznalt modellben az NO-n keresztil fejti-e ki hatasat a TNFa, egy altalanos nitrogén-
monoxid szintaz (NOS) gatlét, az L-NAME-et hasznaltuk a fentebb leirt allatmodellben.

Kisérleti csoportjainkat az 1. tablazat mutatja be. A kisérleti protokollokat az 1. abra foglalja
Ossze.

1. tdblazat. Kisérleti csoportok és allatszamok.

Laser-Doppler flowmetry:

survival L-NAME L-NAME
time saline + saline TNFa + TNFa
90 min 5 5 5 5

Electron microscopy:

survival L-NAME L-NAME

time saline + saline TNFa + TNFa.  AB(35-25) AB(1-42)
45 min 5 5 5 5 5 5
4h 5 5 5 5
8 h 5 5 5 5
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1. é&bra. A kisérleti protokollok grafikus 6sszefoglalasa. A: Lézer-Doppleres aramlasmérés.
B: Elektronmikroszkoépia TNFo és L-NAME adasat kovetéen. C: Elektronmikroszképia p-amyloid
adéasat kdvetden.
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Eredmények:

Az agyi vérataramlasra a p-amyloid nem volt hatassal, mig a TNFa jelentés mértékben
novelte azt (2. dbra). A TNFa hatasara létrejové agyi vérataramlas-ndvekedés az infuziot
kovetd 30 perccel valt szignifikanssa, csucsértékét (az alapérték kétszeresét) 60 perccel az
infuzié utan érte el. A NOS gatlé L-NAME teljes mértékben kivédte a TNFa agyi keringésre

gyakorolt hatasat.

Az agyi vérataramlas valtozasait nem kovette vérnyomasvaltozas.

2. 4bra. ATNFa és az
L-NAME hatasa az agyi
vérataramlasra.

Szignifikancia-értékek:
p<0.05.

*: TNFa vs. saline

#: L-NAME + TNFa vs.
TNFa

Roviditések:
CBF: agyi vérataramlas
MAP: artérias kbzépnyomas

Az agykérgi mikroereken szamos elvaltozas volt megfigyelhetd. A 3-amyloid és a TNFa is
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novelte az endothélsejtek luminalis felszinén megjelené nyulvanyok eléfordulasi
gyakorisagat (3C és 4C abra). A kapillarisok lumenének atmérdje mindkét kezelés esetében

tendencidzusan csodkkent (3E és 4H abra). A mikroereket korlldleld asztrocyta-végtalpak
duzzadasanak gyakorisaga p-amyloid adasat kdvetéen kevéssé, mig TNFa infuzidja utan

jelentdsen nétt (3B, C, D és 4D, E, G abra). A TNFa-val egyitt alkalmazott L-NAME kezelés
kivédte az asztrocyta-végtalpak duzzadasat (4F és 4G abra).
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4. dbra. ATNFa és az L-N mikroerek ultrastrukturajara.
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Szignifikancia-értékek: p<0.05. Roviditések: *: kapillarislumen, a: asztrocyta-végtalp, CPu: putamen,
ctx: cortex, e: endothélsejt, LS: lateralis septum, p: pericyta, VDB: ventralis harantkéteg, nyilhegyek:
patholégias elvaltozasok.
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Kovetkeztetések (a célkitlizéseknek megfeleléen):

1. Eredményeink szerint elsésorban a TNFa infuzidja vezetett cerebrovaszkularis
reakciokhoz, amelyek az agyi vérataramlas ndvekedésében, és az agyi mikroerek
patholdgias elvaltozasaban mutatkoztak meg. A TNFa-val szemben, a B-amyloid nem
valtoztatta meg az agyi vérataramlast, és az agyi kapillarisokat is csak kis, nem
szignifikdns mértékben karositotta.

2. A B-amyloid és a TNFa infuzidja révén nyert adatsorokat 6sszehasonlitva azt
allapithatjuk meg, hogy a pB-amyloid agyi vérataramlasra és kapillaris ultrastrukturara
kifejtett hatasa csekély a TNFa okozta karosodashoz képest. Ezek a megfigyelések nem
egyeznek azon korabbi adatokkal, mely szerint a B-amyloid és TNFa az altalunk is
alkalmazott koncentraciokban megnyitja a vér-agy gatat. Ezek alapjan a kovetkezé
megallapitasokat tehetjik:

a. A B-amyloid a vér-agy gat megnyitasat nem kizarélagosan TNFa termelésén
keresztl éri el, illetve a B-amyloid és a TNFa masok altal leirt vér-agy gat
megnyitd hatasainak kilénb6zd mediatorai lehetnek.

b. Ha a pB-amyloid TNFa-t szabadit fel, annak mennyisége nem elegend6 az agyi
vérataramlas néveléséhez és a mikroerek ultrastrukturajanak patholdgias
elvaltozasahoz.

3. A TNFa hatasmechanizmusat tovabb vizsgalva megallapithatd, hogy a TNFa az agyi
vérataramlas novelését és az agykérgi mikroerek sértlését részben NO felszabaditdsa
révén éri el, bar mas mediatorok (pl. prosztanoidok) szerepe nem kizart.

II. FELADATCSOPORT

Masodik kisérletsorozatunk elképzelései az eredeti kisérleti tervekben nem szerepeltek, de
mivel el6kisérleteink nagyon igéretesek voltak, az |. feladatcsoporttal parhuzamosan ezt a
munkat is elvégeztiik. A munka eredményei tomoren az alabbiakban foglalhatok 6ssze.

Célkitlizések:

Oregedés és Alzheimer-kor soran kronikus agyi hipoperfuzié alakul ki, amely hozzajarulhat
az idegsejtek sérlléséhez és a fellépd neurodegeneracios folyamatokhoz. Kisérleteink célja
az volt, hogy a kronikus agyi hipoperfuzié egy allatmodelljében (tartés, kétoldali a. carotis
communis lekdtés patkanyban, 2VO) potencialisan neuroprotektiv szerek hatasat
jellemezzik.

Modszerek:

Allatmodell: felnétt, him, Wistar patkanyokon (280-350g) tartés, kétoldali a. carotis communis
lekotést végeztink; kontrollként aloperalt allatokat hasznaltunk.

Kezelések: négy anyag hatasat vizsgaltuk (kontrollként mindig az oldészer szolgalt):

1. diazoxid: mitochondrialis, ATP-fliggé K*-csatorna nyitd, 0.5 mg/kg i.p.

2. a-tocopherol: zsirban oldodo antioxidans, 100 mg/kg i.p.

3. indomethacin: nem-szelektiv ciklooxigenaz enzim (COX) gatlé, 3 mg/kg i.p.

4. NS-398: szelektiv COX-gatlo, 10 mg/kg i.p.

A kezeléseket kdzvetlenll a 2VO mitéti eljaras elétt vagy utan, egymast kévetd napokon
ismételve végeztik. A kezelések ltemezését a 2. tablazat mutatja be.

Tanulasi teszt: Morris vizi utvesztd, 1 héttel a 2VO miitét utan

Szovettani vizsgalatok, 2 héttel a 2VO mitét utan:

1. neuronpusztulas: Nissl-festés

2. dendritdegeneracio: MAP-2 (microtubule-associated protein-2) immuncitokémia

3. asztrocita-proliferacio: GFAP (glial fibrillary acidic protein) immuncitokémia

4. mikroglia-aktivacié: OX-42 (CD11b sejtfelszini marker) immuncitokémia
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2. tablazat. Kezelési

protokollok krénikus agyi vegyuletek elékezelés utdkezelés

hipoperfluzioban, diazoxid 5 x 0.5 mg/kg 5 x 0.5 mg/kg

patkanyban. a-tocopherol | 5x 100 mg/kg 5 x 100 mg/kg
indomethacin 3 x 3 mg/kg
NS-398 3 x 10 mg/kg

Eredmények:

A kezelések hatasait a 3. tablazat foglalja 6ssze. A tablazatbdl kitlinik, hogy az
a-tocopherollal végzett kezelések bizonyultak a leghatasosabbnak. Az el8- és utdkezelés
kozll az utdkezelés eredményezte a legszembetiin6bb neuroprotekciot.
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3. tblazat. A kezelések hatékonysaganak 0sszefoglaldsa krénikus agyi hipoperfiziéban,

patkanyban.
diazoxid o-tocopherol COX-gatlok
kezelések indo-
el utéd el uté methacin  NS-398
Morris vizi Utveszt6 + - + + 4 +
hippocampus CA1 .
piramissejt- + Zggts + + + +
pusztulas
hippocampus CA3 nincs nincs +
dendritpusztulas adat adat - -
hippocampus CA1
. ; > - - + + - -
mikroglia-aktivitas
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Kovetkeztetések:

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezd
a-tocopherol a leghatasosabb az alkalmazott kronikus agyi hipoperfuziés allatmodellben.
Az a-tocopherol feltételezhetéen szabadgyokfogo tulajdonsagai révén eredményezett
neuroprotekciot.

A diazoxid els8sorban el6kezelésként bizonyult hatasosnak, melyet alatamaszt a vegyllet
farmakologiai prekondicionald tulajdonsaga, amelyet cardiovaszkularis és agyi ischemiaban
irtak le.

A COX-gatlok védé hatasa, amelyet a prosztaglandin E2 csokkent termelédésének
tulajdonitanak, elsésorban a COX-2 inhibitor (NS-398) adasa utan jelentkezik, amely
Osszecseng kisérletes stroke-ra vonatkozé irodalmi adatokkal. Mindemellett a COX-gatldk
hatasa ellentmondasos, amely tiikr6z6dik a dendritek sértilésében a COX-gatlok adasat
koévetéen. Ennek magyarazata abban keresendd, hogy a COX-2 enzim gatlasa a
prosztaglandin E2 mellett olyan prosztanoidok termel&dését is csOkkentheti, amelyek pl.
vazodilatacios jelentéséggel birnak.

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy kisérletes agyi hipoperfuzidéban az
oxidativ stressz csOkkentése a legcélravezetdbb neuroprotektiv stratégia.



