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BEVEZETES

A kozponti idegrendszer (CNS) rendkivili komplexitisa a tanulmanyozhatésag egyszertsitése
szempontjabdl kilonbozé felosztasoknak ad teret, melyek egyike a hirom kompartmentes modell
(neuronok, gliasejtek és extracellularis tér). Flettani és patologids folyamatokban parhuzamos és
koordindlt valtozasok zajlanak mindhdrom kompartmentben, melyek biztositjdk az idegrendszer
funkcionalis stabilitasat és adaptiv vagy koros plaszticitasat. Jelen disszertacié a fokozott neuronalis
aktivitassal Osszefiiggésbe hozhat6, de az extracellularis térben tapasztalhaté valtozasok bizonyos
aspektusait kéveti nyomon.

Az extracelluldris kompartment egy, a sejtek altal elGallitott komplex mikrokornyezet, melyet az
extracellularis folyadékba beagyazott matrix makromolekuldk halézata alkot. Az extracellularis matrix
(ECM) dinamikus, helyben és id6ben szabalyozott lebontisa (Dzwonek et al. 2004) alapvet6 fontossagu
feladat, melyben a matrix metalloproteinazok (MMP), koztik a zselatinazok (MMP-2 és MMP-9)
bizonyitottan szerepet vallalnak. A zselatinazok részt vesznek a szoveti atrendez6désben az ontogenezis
folyaman; a sejtek kozotti kapesolatok modulaldsdban; a sejt-maturdcio, illetve migracié elésegitésében;
bioldgiailag aktiv molekuldk funkcidinak szabélyozasaban (Vu & Werb, 2000; McCawley et al. 2001). Az
MMP-2 alapszinten diffizan kimutathaté a sziirkedllomanyban és féként az ECM turnoverében
tulajdonitanak neki szerepet, mig MMP-9 csak bizonyos neuronokban (Vaillant et al 1999) konstitutiv,
de kilénb6z6 behatdsokra gyorsan és szignifikins mértékben indukalhaté (van den Steen et al. 2002).
Tgy, az MMP-9 indukcié kimutatott ismerten sejtpusztulassal jir6 kiterjedt széveti atrendezdédéssel kisért
folyamatokban, mint példaul epilepsziiban, szoveti trauméaban (Zhang et al. 1998; Wang et al. 2000), de
Ujabban egyre tobb figyelem fordul szerepére az idegrendszer-specifikus adaptiv plaszticitasi
folyamatokban is, mint a tanulds és memoria kialakuldsa (Bozdagi et al., 2007; Meighan et al. 20006).

A szenzoros ingerlésre bekovetkez6 MMP-9 indukcié kérdése a kozponti idegrendszerben alig
tanulmanyozott. Ugyanakkor a retina egy ismert CNS modell, és az MMP-9 indukciéjat kimutattik a
ganglion-sejt rétegben, az agyhoz hasonlé excitotoxicitdsi modellekben (Zhang et al. 2004; Manabe et al.
2005). Masrészt a retinaban a fehér fényinger paramétereinek valtoztatasaval mechanikus széveti
karositas nélkil indukalhat6 és tanulmanyozhaté a molekularis szintd valtozasok széles spektruma, az
élettani adaptaciotdl a kiterjedt és szinkronizalt fotoreceptor apoptézisig (Noell et al. 1966). Tehit, a
kilonb6z6 intenzitasu fehér-fénnyel torténd vizudlis ingerlés alkalmas a zselatinizok indukcidjanak a
tanulmanyozasara a retiniban. Laboratériumunkban korabban kifejlesztett modszert alkalmazva, mellyel

szabadon-mozg6 patkanyokbol kronikusan regisztralhaté az ERG (Galambos et al. 2000), lehetSség nyilt



arra, hogy a retinaban a zselatindz indukciét parhuzamosan tanulmanyozzuk a r6vid- és hosszi-tivon
bekdvetkez6 funkcionalis valtozasokkal.

Az extracellularis kompartment masik komponensében, az extracellularis folyadékban (ECF)
ionok, kis molekuldk (monaminok, aminosavak, nukleozidok és metabolitjaik stb.), peptidek és szolabilis
fehérjék sokasdga van jelen, és az idegrendszert ért behatdsokra ezek az oldott komponensek mennyiségi
és mindségi valtozasokat mutatnak, hiszen a sejtek aktivitasabol szarmaznak és aktualis szintjeik a sejtek
altali felvételitk és leadasuk egyensilyi folyamatait tiikrozik.

A kozponti idegrendszer normalis mikoédésének alapfeltétele a neuronalis halézatokban zajlo
serkent6 és gatld folyamatok kiegyensulyozottsaga, ezért altalanosan elfogadott az a nézet, hogy az
epilepszias rohamok hatterében ennek az egyensulynak a felboruldsa 4ll, a serkentS folyamatok javara
(Mody et al. 1992; Bradford 1995). Mivel az epilepszia egy rendkiviil heterogén szindréma, a rohamszer
aktivitds tanulmanyozasara kisérleti dllatmodellek sokasagat fejlesztették ki az idék folyaman (genetikailag
epilepsziara hajlamos fajok vagy torzsek, elektromos ingerléssel vagy kémiailag-indukélt rohamok)
(Fisher 1989). Minden egyes modell, nem az epilepszias megbetegedés, hanem annak bizonyos tipusanak
a tanulmanyozasara alkalmas, de lehetévé teszik Uj gyogyszeres kezelések kifejlesztését és a
patomechanizmus pontosabb megértését (Smolders & Michotte 2007). Kornyezeti toxinok pl. klérozott
szénhidrogén szarmazékok, mint a Lindan, stabil, zsiroldékony tulajdonsdgaik miatt potencidlisan
feldusulhatnak az élelem-lincban ezért szamolni kell subklinikai vagy viselkedési-szint(i neurotoxikus
hatéasaikkal ezért érdekl6désre tarthat szamot hatismechanizmusuk pontos megismerése.

Két ismert nem-kompetitiv. GABA antagonista (Metrazol és Picrotoxin), melyek maguk is
epilpetogének, szignifikinsan csokkentették a Lindan goreskelté kiszobét (Sunol et al. 1989) és
mindharom vegytlet, hasonlé mintazati koézponti idegrendszeri c-fos expressziot indukalt (Vendrell et
al. 1992), ezért a Lindin hatismechanizmusaként megalapozottnak tinik a GABAerg antagonizmus
feltételezése. Mivel a GABAerg rendszeren kivil, egyre nyilvanvalobb az extracellularis nukelozidok és
metabolitjaik  gatld  szerepe  epilepszidban  (Zimmermann  1996), mikrodializis  technikaval
tanulmanyozhat6 koncentraciovaltozasaik kilénb6zo ingerekre kivéltott epileptiform aktivitas folyaman

in vivo érdekes informaciokkal szolgalhatnak.
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CELKITUZESEK
A kozponti idegrendszerben a matrix metalloproteinazok - de féként a zselatindz MMP-9 - indukci6jat
bizonyitottak erés ingerekre bekdvetkezd sejtpusztuldssal kisért szoveti dtrendezédésekben. Masrészt, a
retinaban, mely az agy dltalinosan alkalmazott modellje, ismert, hogy hosszan tartd erds fehér fény
hatésara kiterjedt fotoreceptor degeneracié kovetkezhet be. E két megfigyelésbél kiindulva, elsé kisérleti
modellinkben a k6vetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:
1. A fehér fény - mint természetes szenzoros inger - képese-c¢ zselatinaz indukciot kivaltani a
retinaban?
2. Ha zselatinaz indukcié kimutathaté, mértéke fligg-e az inger intenzitasatol?
3. Kimutathaté-e Osszefiigeés a zselatinaz indukcié és irreverzibilis funkcidvesztés avagy kiterjedt
sejtpusztulas kozott?
4. A zselatinazok gatlasival befolyasolhaté-e az erds fehér fény expoziciot kévets funkciondlis
mikodés?
5. A fehér fénnyel Gsszefiiggésben kimutathaté-e zselatindz szint véltozas a retinan kivil, a szem

mas struktiraiban?



A misodik kisérleti modelliinkben, egy kornyezeti felhalmozddasi potenciallal rendelkezé klorozott
szénhidrogén szarmazék (Lindan, y-hexaklorciklohexan) kézponti idegrendszeri hatasaival kapcesolatban
a kovetkez6 kisérleti célokat tiztiik ki
1. Referenciaként, egy ismerten GABA, klorid csatorna blokkol6 vegyiilet (Picrotoxin) altal
kivaltott epileptiform aktivitas folyaman iz wvive - az excitatorikus aminosavak (glutaminsav,
aszparaginsav), valamint nukleozidok és metabolitjaik extracellularis szintjében bekovetkezé -
valtozasok jellemzése.
2. A Lindan ismerten gorcskelté hatasait karakterizalni a Picrotoxin indukdlt rohamok
elektrofiziologiai és neurokémiai jellemzéséhez hasonlé médon, annak érdekében, hogy az igy
leirt valtozasok Osszehasonlitasabol vélaszt taldljunk arra a kérdésre, hogy a Lindan kézponti

idegrendszeri hatdsai magyarazhatoak kizarolagosan a GABA | receptor gatlasaval.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Kisérleti modellek:

® Totostressz modell (patkany, 5.500 lux fehér fény, 3 6ran at, 16 6ras sotét-adaptacié utan)

® Fényadaptici6 (patkany, 500 lux fehér fény, 12 6ran at, 10 napos s6tét-adaptacié utin)

e Kémiailag indukalt epilepszia (Picrotoxin 5 rng/ kg ip. illetve Lindan 10; 20 és 60 mg/ kg ip.)
A fehér-fény kiilonb6z6 szemstruktirikra gyakorolt hatdsainak a tanulmanyozasiaban alkalmazott
modszerek:

® Electroretinografia (ERG)

®  Morfologia, TUNEL-festés

® Zselatin-zimografia

e RT-PCR

®  Western blot
A kémiailag indukalt epileptiform aktivitds tanulmanyozasaban alkalmazott médszerek:

e Akut mikrodializis Halothan-altatisban

® Elektroencefalografia (EEG)

® Aminosav koncentriciok meghatirozasa (HPLC-elvilasztas, fluoreszcens detektalas)

® Nukleozid koncentriciok meghatirozasa (HPLC-elvilasztas, diddasoros detektalas)



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink, melyek a fehér fényingerléssel 6sszefiiggésben kimutathaté zselatinaz expresszio valtozasok
tanulmanyozasat céloztik a szemben, de f6ként a retindban, a kovetkez6 eredményekhez vezettek:

1. Az er6s (5.500 lux) fehér fénynek 3 oran keresztil kitett patkdnyszembdl prepardlt retina
homogenizdtumban id6fiiggd MMP-9 indukcié volt kimutathatd. Szignifikins MMP-9 mRNS indukcio
jott létre a foto-stresszt kovetd elsé 24 éraban. A pro-MMP-9 (92-100 kDa) fehérje szintli expresszio
valtozasait zselatin-zimografiaval kovettiik nyomon. A kontroll, sotét-adaptalt retina mintakhoz
viszonyitva, melyekben a pro-MMP-9 a kimutathatsagi szint alatt maradt, foto-stressz végét kovetSen
3 6raval a zselatint-emészté csik kimutathatéva vilt, 6 6ranal elérte a cstcsértékét, és 72 6randl visszatért

a kezdeti, kimutathatosag alatti értékekre.

2. A foto-stressz modellben (fehér fény, 5.500 lux, 3 6ra), a retina mintdkban pro-MMP-9 fehérje szintd
indukciéja volt kimutathaté mind a Triton X-100 szolubilis (f6ként citoplazmatikus), mind az
inszolubilis (extracelluldris matrixhoz kotott) frakcidban, ami a foto-stressz utin bekovetkezett
megnovekedett fehérjeszintézisre, de egyuttal megnovekedett szekrécidra utal. A retinahoz hasonl6
id6beli lefutasi pro-MMP-9 indukcié tapasztalhaté a retinaval metabolikusan kapcsolt strukturaban is
(Gvegtestben és a ,,sclera” mintdban tartalmazott pigmenthamban) foto-stresszt kovetéen. EttSl eltéréen,
egy hosszantartd sotét-adaptaciot kovetd szokasos allathazi fény-ciklus (fehér fény, 500 lux, 12 éra — 12
ora sotét) végén, a pro-MMP-9-nek megfeleltethetd zselatinbontd csik csak a retina Triton X-100-
inszolubilis frakciéjaban mutathaté ki. Ezeknek az eredményeknek az alapjan, a retindlis MMP-9
expresszio eltéré mértéki - a lokalizalt extracellularis valtozastdl, a strukturlisan is kiterjedtebb intra- és

extracellularis valtozasig - a fehér fényinger intenzitasatol fiiggben.

3. Az elektroretinogram b-hullim amplitidéjanak viltozasaival jellemeztik a foto-stresszt kévetd
retinalis funkcio kiesést, mely egy atmeneti drasztikus csokkenést kovetGen a fényexpozicié végén, majd
az els6 24 oriban fokozatosan visszatért és stabilizalodott a sotét-adaptalt  kontrollértékektél
szignifikinsan nem kilénb6z6 amplitadd értékeken. Az atmenetileg tapasztalt b-hullim amplitado
csokkenés a funkcidkiesés tranziens voltara utal.

Az alkalmazott fényinger paraméterei, az altaté-clegy, és a patkinyok el6zetes fény-
expozicidjanak kolesonhatisibol egy olyan foto-stressz modell jott létre, melyben MMP-9 indukcio
kimutathaté mRNS és fehérje szinten ugy, hogy sem kiterjedt TUNEL-pozitiv jel6lés a fotoreceptor

sejtek rétegében 20 6raval a foto-stresszt kdvetGen, sem szignifikans csokkenés a fotoreceptor sejtmagok



szamaban 10 nappal a fény-hatist koévetGen nem volt tapasztalhat. Természetesen dendritikus
arborizacid, vagy szinaptikus disztribucié szint valtozasok nem zarhatok ki, de kiterjedt fotoreceptor

degeneracié nem kovetkezett be.

4. A retrobulbaris térbe injektalt széles spektrumi MMP-inhibitor GM6001 diffuzié dtjan eljutott a
retinaban, ahol bizonyitottan csokkentette a zselatinbont6 aktivitast. Kontrollként hasznalt DMSO
el6kezelést alkalmazva unilateralisan a b-hullam amplitddé gyors visszatérése kovetkezett be, a DMSO
elektromos kivaltott valaszokra jellemz6 facilitdlé hatisnak megfeleléen. Ezzel szemben a DMSO-ban
oldott GM6001 kezelés hatisara a b-hullam amplitadét kis meredekség, linedris visszatérés jellemezte,
mely a kisérlet végére (5,3 6ranal) a kezeletlen allatokéhoz hasonlé mértéki visszatérést mutatott. Tehat,
a GM6001 ellensilyozta a DMSO facilitdlé hatasat, ezért tulajdonképpen levonhat6 az a kévetkeztetés,
hogy gatldlag hatott az ERG spontan visszatérésére foto-stresszt kovetGen, ami az MMP-9 visszatérési

folyamatokban jatszott szerepére utal.

5. A foto-stresszt kévetden, kiilonb6éz6 idébeli lefutassal kiterjedt pro-MMP-9 indukcié tapasztalhaté a
szem mas struktaraiban is (vitreus, sclera és cornea). Mig a vitreus és sclera mintak esetében a zselatinaz-
szint valtozas retindlis oki szerepe feltételezhet6, addig a cornea esetében nem kizarhat6 egy Xilazin-altal
kifejtett additiv MMP-9 indukal6 hatds sem.

Adataink els6ként mutattak ki MMP-9 indukciét természetes ingerek hatdsara egy szenzoros
rendszerben, valamint tovabbi adatokkal tamasztjak ala azt a nézetet, hogy az MMP-9 indukcié nem csak

a sejt-pusztuldssal kisért folyamatokban vesz részt.

A kémiailag indukalt epileptiform aktivitas tanulmanyozasa a kovetkez6 eredményekhez vezetett:

1. A Picrotoxin (5 mg/kg ip.) 4ltal kivaltott epileptiform aktivitist 4-5 Hz-es ritmikus aktivits és kovetd
2-5 s idStartami epileptiform kistlések jellemezték. A kisérlet 150 perces idétartama alatt az
excitatorikus aminosavak (glutaminsav és aszparaginsav) koncentricidja szignifikans csokkenést
mutatott. A 0-50 perc és 100-150 perc méréstartomanyokban a Picrotoxin nem valtoztatta meg a
nukleozidok illetve metabolitjaik extracellularis koncentraciéit a hippocampusban, de szignifikins
novekedés volt kimutathaté az 50-100 perces mintikban az uridin, inozin, hipoxantin és xantin

szintekben.



2. A Lindan neurotoxikus és epileptogén tulajdonsagainak a Picrotoxinhoz hasonlé jellemzése folyaman
az elektroencefalogramot egy a Picrotoxinéhoz hasonlé 10-30 s szakaszokba jelentkez6 4-5 Hz-es
ritmikus aktivitas jellemzett, melyhez a 20 mg/kg doézis esetében éles negativ hullimok  tarsultak. A 4-5
Hz-es aktivitas inicializalasa dozisfliggben korabban kévetkezett be, és a 60 mg/kg dozis esetében
folyamatossa valt. Az extracellularis excitatorikus aminosavak koncentracidiban a 60 mg/kg dozisnal a
100-150 perces mintiban szignifikins csokkenés volt kimutathaté. A 20 mg/kg Linddn dézis nem
csokkentette sem az aszparaginsav, sem a glutaminsav szinteket, ezdltal szignifikdnsan kilonbo6zott a
Picrotoxin-altal kivaltott hatastél minden idéintervallumban. A nukleozid szintek esetében, kizarélag a
10 mg/kg Lindan névelte szignifikinsan az adenozin metabolitok - inozin és hipoxantin extracelludris
koncentracioit.

Jelen adatok alatamasztjak és kibovitik azon el6z6 eredményeket, melyek kimutattik hogy az
epileptikus kistilések és az extracellularis glutaminsav és aszparaginsav szintek valtozasai egymastol
fuiggetlentl is bekovetkezhetnek. Mas kémiailag indukalt epilepszia modellekhez (kainsav, bicuculline,
pentilentetrazol) hasonléan megnévekedett inozin és hipoxantin szintek mutathatok ki Picrotoxin és
Lindan hatasara is.

Elmondhaté, tehit, hogy Lindan illetve Picrotoxin beadasat kévetGen mért extracelluldris
serkenté aminosavak illetve nukleozidok koncentraciévaltozasainak kilonbsége, valamint a tapasztalt
eltérések a regisztralt elektromos oszcillatorikus mintazatok kézott, arra utalnak, hogy a viselkedés szintt
hasonlatossagok ellenére, a Lindan illetve Picrotoxin dltal aktivalt kézponti idegrendszeri folyamatok

nem teljesen egyezdek.
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