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Szakmai beszamol6 az F043101sz ifjusagi OTKA palyazathoz

Az elégtelen agyi ver és oxigénellatas altal Ietrehozott neuronélis karosodas
mechanizmusainak megismerése és a killonb6z6 intervencios lehetéségek kutatasa
ujszuléttkorban is kiemelt fontossagu feladat. Hazankban évente mintegy 300, vilagszerte
pedig mintegy 2 millio Gjszulottet érint a perinatalis hipoxiés allapotok talajan kifejlédo
maradandd idegrendszeri karosodas. Megallapithatjuk, hogy a hipoxias inzultust kéveto
idegrendszeri karosodasok kialakulasanak csokkentése, vagy megakadalyozasa a neonatoldgia
egyik legnagyobb kihivasa.

Az utdbbi évtizedben reneszanszat éli a mitokondriumok kutatdsa. A terminalis
oxidacio ill. a valtozatos metabolikus reakcioutak mellett a mitokondriumok sejtszinti
adaptacioban, ill. a sejthalal aktiv kezdemenyezésében bet6ltott szerepe is nyilvanvaldva valt.
Csak az utdbbi években kezd6ddtt meg az intracellularis membranokban talalhatd
ioncsatorndk molekuléris bioldgiai és farmakologiai jellemzése. Kozullk az egyik
legfontosabb minden bizonnyal a mitokondrium belsé membranjaban talalhaté Kate
(mitoKatp), mert igen fontos szerepet jatszik a sejtek hipoxia tiiroképességében. Valoban, a
mitoKatp nyitok, mint pl. a diazoxid markans neuroprotektiv hatast fejt ki neonatéalis és
felnott allatkiserletes stroke modellben.

A diazoxid kdzponti idegrendszeri funkciora kifejtett jotékony hatasat el6szor a
palyazd irta le, mikor az Amerikai Egyesiilt Allamokban, a Wake Forest University School of
Medicine Elettani és Gydgyszertani Intézetében (Winston-Salem, Eszak-Karolina), Dr. David
W. Busija professzor laboratériumaban dolgozott. A mitoKare—t aktivald lokélis diazoxid
elokezelés a nem-szelektiv Katp nyitd aprikalimhoz hasonléan megakadalyozza az NMDA-
val kivaltott neuronalis-vaszkularis csatolas karosodasat iszkemia/reperfuzio (I/R) utan,
Ujszulétt malacban. A diazoxid mitoKare—re gyakorolt szelektiv dézis-fliggé protektiv hatasat
alatdmasztja, hogy 1) a diazoxid szemben az aprikalimmal nem hoz létre szdmottevé
vazodilataciot, 2) szelektiv antagonistaja az 5-hidroxi-dekanoat (5SHD) meggatolja a szer
protektiv hatdsat, és vegul 3) az 5SHD az alkalmazott koncentracioban nem géatolja az
aprikalim vazodilatator hatésat.

A diazoxid &ltal kifejtett neuroprotektiv hatds jobb megismerését célzo kutatast,
valamint a diazoxid hatasahoz kapcsol6do élettani folyamatok mechanizmuséanak kutatasat
(Ujszulottkori agyi vérellatas alapmechanizmusai, az agyi iszkémia altal Iétrehozott

neuronalis-vaszkularis karosodas) a témavezet6 az F043101sz. OTKA palyazati periodus alatt
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a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Elettani Intézetében Dr. Bari
Ferenc egyetemi tanar cerebrovaszkuléris laboratériumaban kis munkacsoport vezetéjeként
végezte.

Kutatasi eredményeink:

1. Az MTA SZBK Biofizikai Intézetében Dr. Siklos Laszlo vezetésével kidolgozott

elektronmikroszkdpos kvantitativ hisztokémiai mddszerrel elészor jellemeztik az
iszkémial/reperflzié-ra  (I/R)  kulonosen  érzékeny hippocampus CA1l  régid
piramissejtjeiben a mitokondrialis Ca®* szint alakulaséat I/R utan Gjsziilétt malacban. Tiz
perc globalis iszkémia utan a neuronalis mitokondriumok a maximalis duzzadést és Ca®*
akkumulaciét a reperflzié 15-dik percében mutattdk. Ebben az idépontban szisztémasan
adott diazoxid elokezelés markénsan csokkenti globalis I/R utan a mitokondriumok
duzzadasat és Ca®* felhalmozasat. A mitoKarp antagonista 5SHD nem csokkentette a
diazoxid mitokondrium-duzzadast merséklé hatasat, de lényegében kivédte a diazoxid
mitokondrialis Ca®* akkumulaciét mérsékls hatasat. Kutatécsoportunk eredményei az
elsék, amelyek bizonyitottak, hogy a neuroprotektiv dozisu szisztémasan adott diazoxid
képes hatast kifejteni az idegsejtek mitokondriumaira in vivo.

A diazoxid direkt, neuronalis hatasmechanizmusan tal feltételeztiik, hogy a diazoxid
indirekt is fejthet ki neuroprotektiv hatast az un. iszkémia-vulnerabilis érreakcidk
vedelmén keresztll. Megvizsgéltuk tehat a diazoxid elékezelés hataséat egyes I/R altal
karositott érreakciokra. Azt tapasztaltuk, hogy az endothélium fliggé, hiperkapniaval
kivaltott vazodilatacio karosodasat a diazoxid jelentésen meérsékli, mig a direkt
simaizomingerlé prosztaciklinnel kivaltott vazodilatacio karosodasat nem befolyésolja. A
diazoxid hatasat feltehetden az endothelialis mitokondriumokban talalhat6 mitoKatp
aktivalasaval fejtette ki, mert malac agyi endothelium kultdraban a diazoxid depolarizélta
a mitokondriumokat, és in vivo az 5HD a protektiv hatast antagonizélta. A diazoxid
hatasat nem magyarazhatja a direkt neuroprotektiv hatds, mert ellentétben a diazoxiddal a
ciklooxigenaz (COX)-2 inhibitor, szintén neuroprotektiv hatasu NS-398 nem vedte ki a
hiperkapniaval kivaltott vazodilataciot I/R utan.

Az agyi rezisztenciaerek sajatos tulajdonsaga nagyfoku szén-dioxid érzékenyseguk.
Mindazonaltal az agyi kiserek ez alapveté fizioldgiai jellemzéjének sejtszinti
mechanizmusa nem ismert. A 2. pontban részletezett eredményeink interpretécidjat
nehezitette, hogy a kordbbi adatok szerint a COX géatldnak 6Gnmagéban gatolnia kellett
volna a hiperkapnia vazodilatator hatasat, amit mi nem tapasztaltunk. Ezért megvizsgaltuk

5 strukturalisan kuldonb6zé COX géatlo hatasat, és azt talaltuk, hogy csak az indomethacin



gatolja ezt az érvalaszt, mégpedig fuiggetlenil a COX gatlo hatasatdl. A diazoxid
vaszkuléris-endothelialis protektiv hatdsanak megértéséhez ezért sziikséges a fizioldgiali
alapjelenseégek mechanizmusanak pontosabb megismerése is.

A diazoxid korabbi vizsgalataink alapjan kivédi az NMDA-val kivaltott vazodilatacio
azaz a neuronalis-vaszkularis csatolas egyik mechanizmusanak karosodasat. Azonban mas
neuroprotektiv mechanizmusok is kdzrejatszhatnak a diazoxid hatasdban. Megvizsgaltuk
tehat a neuroprotektiv hatasu, a triptofan metabolizmusa soran keletkez6 kinurénsav
hatasat. Eredmeényeink szerint a kinurénsavszint emelkedése nem lehet oka a neuronalis
vaszkularis csatolas megoérzésében, sét a kinurénsav a glutamaterg neuronalis vaszkularis
csatolasra direkt gatl6 hatast fejt ki.

Jellemezni kivantuk a hipoxias periddust (iszkémiat vagy aszfixiat) kdveté reoxigenizaciod
soran keletkezé ROS termelés valtozasait hipoxias malacmodellben, hogy
megvizsgalhassuk a diazoxid és a COX-gatlok szerepét. A kilonbézé ROS fajtak kozos
sajatossaga rovid féléletidejik, és az ebbél fakadd méréstechnikai nehézségek. Ezért az
oxidativ stressz jellemzését az ujszilott agyban tobb mddszerrel igyekeztiink elvégezni.
Sajnos egyik modszerrel sem tudtunk konzisztensen a ROS termelés ndvekedését
kimutatni a reoxigenizacid akut szakaban. A kovetkezé kiserleteket végeztik:

a) A szuperoxid anion szemikvantitativ meghatérozasat, ex vivo lucigenin
kemilumineszcencias modszerrel vegeztik. Tiz perces aszfixiat hoztunk létre a
lelegeztetés felfliggesztesevel. Az agyban létrejovo metabolikus katasztréfa (hipoxia,
hiperkapnia, acidézis) jol tikrézi a human perinatalis viszonyokat. Megallapitottuk, hogy
a kontroll allatokbdl vett mintakban, ex vivo termel6dé szuperoxid anion mennyisége 10
perc asphyxia és 5 perc reventillacio utan felére csokken (1) a normoxias korilmények
kozott vett mintakhoz viszonyitva. Az Gjraelesztést kdvet6 30 perc utan a csokkenes mar
nem volt kimutathato.

b) A peroxinitrit gyok mérését szintén az aszfixia/reventillacios periodus alatt gyajtott
mesterséges liquor cerebrospinalis-bol, a peroxinitrit hatasara keletkezé nitrotirozin
koncentracié ELISA-val torténé meghatarozasaval kivantuk meghatarozni. Az altalunk
gyijtott liquor/agymintakban azonban a nitrotirozin szint nem érte el a detektalasi
kliszobot. A peroxinitrit termelés meghatarozasara Uj kisérleteket terveztink, melyben
szovetmintakbdl a nitralt fehérjék immunoblot kimutatasat kiséreltik meg Un. dot-blot
technikaval. Ezzel a kisérlettel ki tudtunk mutatni nitralt fehérjéket, melyek peroxinitrit
képzodésre utalnak, azonban nem tapasztaltunk kilonbséget az idékontroll és az aszfixian

atesett allatok mintai kozott.



¢) A ROS-hatas eredményeként létrejovo lipid peroxidaciot az OxyStat kolorimetrias
esszé segitségevel is igyekeztiink kvantitativan meghatarozni agyhomogenizatumban,
azonban itt sem talaltunk lényeges killénbséget a hipoxias/iszkémias és a normoxias
allatok mintai kozott még négy oraval az aszfixia utan sem.

6. A ROS termelés fokozéasa és hatasanak megismerése celjabol 0 kisérleteket terveztlnk.
Tiz perc aszfixia utan az allatokat levegével vagy 100% oxigénnel Iélegeztettilk egy éran
keresztul, majd még harom oOran at levegovel folytatjuk a Iélegeztetést. Az allatok agyat
egyrészt fenymikroszkopos neuropatologiai elemzeésre fixaltuk, masrészt pedig fagyasztott
mintakat vettlink biokémiai/molekularis biologiai elemzésre. Eddigi eredményeink arra
utalnak, hogy az Gjszilott agyban a kiildnb6z6 régiok differencialtan viselkednek,
neuropatoldgiai vizsgalatokkal tetten érhet6 oxigén-toxicitast a kisagy és a hippocampus
teruletén tapasztaltunk. Ezzel szemben a nagyagykéregben a morfologiai karosodas
hasonlo volt mindkét csoportban. Csak a bazalis ganglionok terlletén tapasztaltunk az
oxigénlélegeztetés enyhe jotékony hatdsat. Az elvégzett biokémiai vizsgalatok azonban
nem tikrozték ezeket a kiilonbségeket, sem az agyi glutationszintben, sem pedig a
lipidperoxidacidt jelzé malondialdehid koncentracioban nem tudtunk Ienyeges
kilénbségeket kimutatni. Viszont Iézer-Doppler aramlasmérovel végzett meréseink arra
utalnak, hogy a cerebellumban, ahol kimutathat6 volt oxigéntoxicitas, ott jelentésen
nagyobb reaktiv hiperémia jatszodik le az aszfixias periddus utdn a nagyagykéreggel

0sszehasonlitva, ahol oxigéntoxicitast nem tudtunk kimutatni.

Kisérleti eredményeinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a diazoxid mind a
neuronok mind a vaszkularis endothelium mitokondriumain fejti ki hatasat, jorészt a
mitoKarp aktivaciojan keresztil. A diazoxid neuroprotektiv hatdsaban tehat mind direkt
neuronalis mechanizmusok, mind indirekt, az idegszdvet integritasaért felelés sejtek — pd. A

cerebrovaszkularis endothelium is szerepet jatszhat.

A fent részletezett eredmeényeket (az 5. pontban leirt negativ eredmények kivételével)
5 elfogadott in extenso kdzleményben (XIF=12.33), egy magyar nyelvii 6sszefoglald
kdzleményben valamint szamos hazai es nemzetkdzi konferencia prezentacidban szamoltunk
be. Ezek a publikaciok fontos szerepet jatszanak Nagy Krisztina és Dr. Zimmermann Aliz Ph.
D. hallgatdk doktori fokozatszerzése szempontjabol is. Fontosnak tartom megemliteni, hogy

az SZTE AOK Elettani Intézetben folyo kisérletes munka szamos orvostanhallgaté részére



biztositott lehetéséget tudomanyos diakkdori munka végzésére, a palyazati kutatasok

eredményeib6l 7 TDK konferencia eléadas és 3 szakdolgozat is szlletett.
Kérem az OTKA szakzsuri, hogy szakmai beszamolémat elfogadni sziveskedjen.
Szeged, 2006 februéar 28.
Tisztelettel:
Dr. Domoki Ferenc
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