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1. BEVEZETES

Az idegrendszer zavartalan miikodéséhez sziikséges sajdtos
bels8 kornyezet fenntartdsidt a vér-agy gat végzi. Az utéb-
bi évtizedek vizsgdlataibdl kideriilt, hogy ez a sajatos
permeabilitdsi barrier egy olyan szelektiven miik6d6 memb-
réan rendszer, amely a plexus choroideus-szal egyiitt szigo-
ruan meghatérozott Osszetételben tartja a liquort és az
agyi extracelluldris folyadékot. /KROGH 1946/ A vér-agy gat
ezt a feladatot két ellentétes funkciévél valésitja meg:
Egyrészt korldtozza bizonyos anyagok - neurotranszmitterek,
ionok, makromolekuldk - vérb8l az agyba torténd bejutdsat,
mésrészt viszont szdmos, az idegrendszer miikodéséhez nélkii-
lozhetetlen vegyiiletek - gliikéz, purinok, nukleotidok, egyes

aminosavak - bejutdsdt facilitdlt transzporttal segiti eld.

Annak ellenére, hogy mdr a vér-agy gt elsd leirdi /BIELD

és KRAUS 1898; LEWANDOWSKY 1900/ kiilonds szerepet tulajdoni-
tottak az agyi kapilldrisoknak az dltaluk észlelt jelenségek
értelmezésében, csak a hatvanas évek vége felé, REESE és
KARNOVSKY /1967/, BRIGHTON és REESE /1969/ munkdi nyomdn

vdlt ismertté, hogy a tulajdonképpeni vér-agy gdt funkcidk

jelent8s tobbsége az agyi mikroerekhez, és itt is elsGsor-

ban az endothelsejtekhez rendelhetdk,

Az agyi endothelsejtek szdamos tulajdonsdga kiilonbdzik a szer-

vezet tobbi, ilyen jellegi sejtjétél. Szemben mas mikroerekkel,



az agyli kapillarisok endothelje quq}q_ng}qég&g:g} kapcso-
16dik egymdshoz. Ez a szoros kapcsolat az anyagok széles
skdldja szdmdra lehetetlenné teszi, hogy az endothelsejtek
kozott diffuzidval az agyszovetbe jusson. Ugyanakkor az is
feltiind, hogy az agyi endothelsejtek normdlis kdriilmények
kozott igen alacsony pinocitotikus aktivitdssal rendelkez-
nek. Ismeretes; hogy a EiEQE%EQE%EQE.XQE%EQEéE altalénos, sze-
lektivitds nélkiil transzportdld képletek, a "tiiskés" veziku-

14k pedig a fehérjetranszport szelektiv strukturdi, /PALADE

1960, REESE és KARNOVSKY 1967, J00 1971, 1972, WESTBRGAARD

és mtsai 1977/ Tovadbbad az agyi kapilldrisok kereszimetszeti
képén igen magas a mitokondriumok szdma is; 5 = 6=szor tobb
figyelhetd meg, mint az izom kapilldrisokban. /OLDENDORF és
BROWN 1975/ Ez nyilvénvaldan Osszefiiggésben van az endothel-
sejtek jelentds Na'- k'~ ATP-4z aktivitdsdval, és a citoplaz-
mén keresztiil torténd egyéb nagy energidju transzport folya-

matokkal.

Hisztokémiai vizsgdlatok szdmos olyan enzim jelenlétét mutat-
tdk ki, amelyek nagymértékben specifikusak az agyi endothel-
sejtekre: alkalikus foszfatdz /EC 3¢le3.1l./ / STEWARD és WI=-
LEY 1981/, pszeudokolinészterdz /EC 3.1.1.8./ /J00 és CSILLIK
1966/, aromds-L-aminésav dekarboxildz /EC 4.1.1.28./ / OWNAN
és ROSENGREN 1967/ és/f’-glutamil-transzpeptiddz /EC 2.3.2.2./

/AIBERT és mtsai 1966/



Részint nagy specifitdsu hisztokémiai technikdval, részint kii-
16nb6z6 membrdn frakciondldsi eljdrdsokkal sikeriilt igazolni
azt, hogy ezek az enzimek elslsorban az endothelsejtek ablumi-
ndlis membrdnjdban taldlhatdék. /BETZ és mtsai 1980/

Az endothelsejteket kiviilrdl folyamatos bazdlis membrdn veszi

koril, amelyen kisebb - nagyobb megszakitasokkal perivaszkuld-
ris astrocyta sejttalpak fekszenek. /l. dbra/

A bazdlis membrén elektrommikroszkdéposan diffuz dllagunak lat-
szik, gyakran fibrilldris elemek figyelhet8k meg benne., Hisz-
tokémiai eljdrdsokkal szamos enzim - acetil-kolin észterdz,
ATP-4z, adenildt cikldz - jelenlétét mutattdk ki. /300 1975 /
T6bb kisérlet utal a bazdlis membrdnnak a vér-agy gat funkcid
fenntartdsdban betoltétt fontos szerepére, Ha intravetrikuli-
risan adott kollagendzzal /ROBERT 1977/ vagy ATP-4z inhibitor-
ral /J00 1979/ megbontjdk a bazdlis membrdn integritédsdt, ak-
kor permeabilitds fokozddds észlelhetd.

Eddigi ismereteink szerint a gliahiively nem vesz részt a vér-
agy gat transzport folyamataiban, de jelentdsen befolyésolja
az endothelsejtek étrukturélis és funkciondlis tulajdonsdgai-
nak a kialakuldsdt. Kozvetett bizonyitékok igazoljdk, hogy Osz-
szefliggés van a barrier funkcid létrejotte és az astrocyta

nyulvédnyok kifejlédése kozdtt. /PHELPS 1972/

Az agy extracelluldris terének kb, 99 %-dt a vér-agy gat vé-
lasztja el az intravaszkuldris tért8l. /BRIGHTMAN és BROAD-

WELL 1976/ Bizonyos agyi régidkban - eminentia medidlis, area



1. &bra

BElektrommikroszkdpos felvétel nagy agykéregbdl, A kapilldris-
fal részletén kiviil gliatalp és idegi nyulvanyok léthatdék
L = a hajszdlér lumene; El’ E2 = endothelsejtek;

TJ tight junction két endothelsejt kozdtt;

M

]

mitokondrium; PV = pinocitotikus vezikulédk;
GL = gliatalp

nagyitds 6oooo-szeres



postrema, neurohipofizig, subfornikalis test, plexus choroi-
deus - a kapilldrisok endothelje nem zonula occludens- szel
csatlakoznak egymdshoz, hanem fenesztrdltak, és ezeken a he-
lyeken még a fehérjék is szabadon kijuthatnak az extravasz-

kuldris térbe. /REESE és KARNOVSKY 1976; BRADBURY 1979/

A kisebb molekuldju és lipid oldékony anyagok az agyi kapil-
ldrisokon keresztiil hdromféleképpen juthatnak 4t. /RAPOPORT

1976/
a./ Passziv transzport, amely intercelluldris vagy memb-
réan pdérusokon keresztiil torténd, koncentriacidé - vagy

elektrokémiai grédiens altal létrehozott diffuzid.

b./ Aktiv transzport, olyan energia fiiggé anyagdramlés,

amihez az energidt az ATP hidrolizise szolgaltatja.

c./ Facilitdlt transzport, membrédn medidlt, energia-do-
nort nem igénylé anyagdramlds /pl.: cukrok transz-

\

portja/

A makromolekuldk Adtjutdsdt az endothelben az un., vezikularis
transzport biztositja, amelynek sordn a citoplazma membran-
rél lefiiz8dé vezikuldk keresztill szdllitjdk a citoplazman

az extracelluldrisan elhelyezked8 makromolekuldkat /pinoci-
tozis/. Az agyi mikroerekre jellemzd alacsony‘vezikuléris
transzport jé Osszhangban van azokkal az ismert tényekkel,
miszerint fizioldgiai koriilmények k&zott a vérbdl az agyszd-

vetbe t6rténd fehérje dramlds elhanyagolhatéan minimdlis.



Ezek a transzport folyamatok azonban bizonyos specifikus,
legtobbszor kéros koriilmények k6z6tt megvdltozhatnak, ami-
nek legfeltiinébb kdvetkezménye, hogy a vér-agy gét permeabi-
litdsa megndvekszik az olyan anyagokra nézve, amikre egyéb-
ként impermeabilis. A barrier funkcid Atmeneti vagy végleges
zavarat azok a folyamatok okozzdk, amelyek ndvelik a mikro-
erek faldnak feszliltségét, illetve kbzvetleniil metabolikusan
kérositjék azt. A kapilldarisfal fesziiltségnovekedése vagy va-
zodilatdcidkor, vagy az erek lumenében 1lévd folyadék nyomdsd-
nak a fokozdéddsakor jon létre. Igy példéul 002 inhaldcié, il=-
letve kémiai vagy elektromos uton eldidézett gbrcs tevékeny-
ség, amely extrém vazodilatdcidhoz vezet, vér-agy gdt karoso-
ddst hoz létre, /CAMERON és mtsai 1969/ Ugyanakkor a hirtelen
bekévetkezd vérnyomds emelkedés hasonld hatdasu, a makromole-
kulédkra nézett dteresztb8képesség nagyfoku novekedése tapasz-
talhaté. /JOHANSON és mtsai 1970/ Hipertdénids oldat injektdla-
sdval kivadltott vér-agy gdt kinyilds szintén a kapilldrisfal
fesziiltség valtozdsival értelmezhetd., /RAPOPORT és THOMPSON
1973/ A vér-agy gdt permeabilitdsdnak az alakuldsat igen kO~
riiltekintfen vizsgdltdk hipoxidban és ischaemidban. A két fo-
lyamat ugyan két eltérd patofiziolégids okra vezethetd visz-
sza - a hipoxidt csbtkkent oxigén tenzié, az ischaemiat cstk-
kent vérelldtds okozza - ezek a gyakorlatban egyiitt, ritkan
elkiilonithetden jelentkeznek, s mindkettd az idegrendszer sejt-

jeinek gyors elhaldsdval jdr az érintett teriileteken, /BROWN

és BRIERLY 1972, 1973/ A hipoxids, illetve az ischaemids &dl-



lapot Onmagédban még nem hoz létre vér-agy gdt funkcid kiesést,
86t egyes kdrositdé tényezbkkel szemben még véddhatdsu is.
/HOSSHMANN és OLSSON 1971/ Ugyanakkor viszont az eredeti oxi-
gén tenzié illetve vérelldtdsi viszonyok normalizdldsa utdn
bizonyos iddvel, jelent8s permeabilitdst lehet észlelni, A
makromolekuldaris transzport fokozdédds anndl hamarabb jelent-
kezik, minél hosszabb volt a hipoxids, ischaemids dllapot.
/ITC és mtsai 1976/ A vér-agy gdt kirosoddsnak ez a tipusa az
oxidativ anyagcsere folyamatokkal fiigg Ossze, s kiilondsen ki-
emelkedl szerepe van a lipid peroxiddcidnak. /WATSON és mtsai

1984/

A felsoroltakon kiviil még szdmos olyan fizikai, kémiai, pato-~
1l6gids hatas ismeretes, amelyek kozvetleniil az érfalra hatva

okoznak ateresztlképesség novekedést. /BRADBURY 1979/

A fenti esetekben a permeabilitds fokozddés elméletileg két
uton johet létre: az endothelsejtek pinocitétikus aktivitd-
sénak novekedésével, vagy a sejtek kozotti "tight junction"-ok
megnyildsa révén. Az ultrastrukturdlis vizsgdlatok alapjdn az
el8bbi tiinik lehetségesnek. /JO0 1971; WESTERGAARD és mtsai
1976/ Amennyiben az dteresztbképesség novekedés hosszantartsé
illetve irreverzibilis, egy jellegzetes kérkép, az agyodéma
jon 1létre. Ezzel a kifejezéssel az agyszdvetben bekivetkezd,
tomeg ndvekedéssel jardé, kéros folyadék szaporulatot értjﬁk.

A folyadék felhalmozédds pathomechanizmusa alapjdn KLATZO



/1967/ vazogén és citoxikus tipust kiilonitett el. Vazogén
0déméban az agyl erek permeabilitdsi viszonyaiban bekdvet-
kez6 patoldgids véltozdsok az elsddlegesek, a kéros folya-
dékgylilem extracelluldrisan helyezkedik el. Ilyen esetek-
ben az extracelluldris tér megnagyobbodik, pszeudoextracel-
luldris tdgulatok jonnek létre, tovdbbd a vér-agy gdt mak-
romolekuldris transzportja fokozddik, az ddémafolyadék fe-
hérjébeﬁ, szérum proteinekben gazdag /BODSCH és mtsai 1982/
A citotoxikus 0démédban elsésorban az idegsejtek és a glia
membran dtereszté tulajdonsdgai vdltoznak meg, s a folyadék
felszaporodds szinte kizdrdlag intracelluldrisan jon létre.
A barrier funkcid kezdetben intakt marad, makromolekuldk
fokozottabb transzportja nem figyelhetd meg. Az extrasel-
luldris tér nem tdgul ki.

Mind a két tipusu odémdra jellemz8, hogy a szdveti elektro-
lithdztartds egyensulya felborul, ami elslsorban az agy ndt-
riumion tartalmdnak a névekedésében, illetve kdliumion tar-
talménak a cstkkenésében nyilvdnul meg. A jelenség mogott a
Na'- K- ATP-4z elégtelen miikédése 41l. Amig azonban a cito-
toxikus 0déma esetén a Na -K -ATP-4z aktivitésdnak a csbkke-
nését a mitokondridlis ATP szintézis kiesése okozza /SATO és
mtsai 1969/, addig a vazogén tipusu 6démdban az ok ismeret-

len. /AVERT és mtsai 1984/

A citotoxikus 6déma eldbb vagy utdébb a vér-agy pdt permeabi-

litédsdnak fokozdddsat idézi el8, ami a vazogén tipus kiala-



kulésidt serkenti, igy a klinikumban leggyakrabban a kétféle
0déma keveredésével taldlkozunk.

Csanda /1978/ szerint az orvosi gyakorlatban e két klasszi-
kus tipus mellett egy harmadik un. ozmolaris agyddéma is ell-
fordul. Bz, az agy mikroerek és neuronok membridnjédnak épsége
mellett kialakuldé viz szaporulat, amelyet nem kdvet az agy-
szovet elektrolithdztartdsdnak a megvdltozdsa. A vér-agy gét
ép, permeabilitds novekedés nincs. /A barrier a viz és a vér-
gédzok szdmdra dtjdrhatd./ Oka plazma hipotdnia.

Az elektronmikroszkdépos megfigyelések sordn a pinocitotikus
vezikuldk szamdnak a novekedését tapasztaltdk az agyi mikroerek
endotholsejtjeiben, azokban az esetekben, amikor a vér-agy gat
permeabilitdsa is fokozottabﬁ volt. /J06 1971 / Hasonlé ese-
tekben jelentds fehérje transzportot is kimutattak a kapilla-
risokon keresztiil. /WESTERNGAARD és mtsai 1977 / Azt, hogy a
pinocitotikus aktivitds fokozdédds Usszefiiggésben lehet a ka-
pilldrisokban lev5 cAMP koncentrdcié emelkedésével, dibutiril-
cAliP-val végzett in vivo kisérletek igazoljdk. /JO0 1972 /

A cAMP szintéziséért az adenildt cikléz enzim /EC 4.6.1.1./

felelés. Az agyi mikroerekben az enzim jelenlétét eldszor
hisztokémiai médszerekkel mutattdk ki. /JOC és mtsai 1975 /
Az agykéregb8l izoldlt mikroereken és az ezekbll készitett
endothel sejttenyészeteken végzett biokémiai vizsgélatok iga-
zolték; hogy a benniik taldlhaté adenildt cikldz szdmos hor-

monnal, neurotranszmitterrel stimuldlhaté. /KARNUSHINA és
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mtsai 1980, 1982, 1983 / Ezen ismeretek alapjdn az adenildt
cikléznak fontos szerepet tulajdonitanak az agyi kapilldrisok
transzendothelidlis transzportjdnak fizioldgias, illetve pa-
toldégids koriilmények k6z0tt torténd szabdlyozdsdban.

J61 ismert tény, hogy a magasabb rendii dllatok sejtjeinek
adenilat ciklaza membranhoz kétott enzim, aminek az aktivi-
tdsa hormondlis szabdlyozds alatt 41l. A hormon érzékeny

- adenildt cikldz hdrom, jél elkiilonithetd komponensbdl &1l
/ROSS és GILMAN 1980 /: az adott hormon receptora, a kata-
litikus reakcidét végz8 C fehérje, és a GTP/GDP érzékeny re-
gulédtor szerepet betdltd N fehérje. A cAMP szintéziskor GTP-
nek kell kotddnie az N fehérjéhez, ami igy aktivédlni képes

a C fehérjdt, majd a GTP GDP-re és Pi -re hidrolizdl, s ez-
zel a C fehérje aktivitdsa megsziinik. Az N fehérjéhez a GTP
k6t8dését a hormon-receptor komplex segiti el8. A hormon ér-
zékeny adenildt oikldz miikodését a 2. dbra mutatja be.

/ROSS és GILMAN 1980 /

Az emlds dllatok sz6veteiben hormon nélkiil is mérhetd bizo-
nyos une. alap aktivitas, mert a k_2 értéke nem nulla, s igy
lehetd8vé vAlik az N fehérjéhez kotott GDP disszocidcidja,
majd ujabb GTP megkttéssel a C fehérje aktivdldsa. Pulyka
voros vérsejtjeiben a k_, értéke gyakorlatilag nulla, igy
az N fehérjén a GDP-GTP csere csak a receptor-hormon komp-
lex /R * H/ segitségével mehet végbe. Az R ¢ H komplexnek

az N fehérjéhez t6rténd kotbdése energetikailag kedvezdbb

utat biztosit az N * GDP disszocidlasahoz, majd az ujabb
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Az idegszbvet adenilat ciklédzdnak egyik megkiilonboztetd
sajatsédga, hogy a C fehérjét az N fehérjén kiviil Ca2+ -
calmodulinnal is lehet aktivdlni. Ez a hatds fiiggetlen
az N « GTP komplext8l., Tisztitott alegységekkel végzett
vizsgdlatokban a két fehérje egyidejii jelenléte additiv
médon aktivdlta a cAMP szintézist. /SALTER és mtsai 1981/
Még nem bizonyitott, hogy az adenildt cikldz ezen formdja

az idegrendszeren beliil milyen tipusu sejtekhez rendel-

he‘bé'.

Mivel szdamos kozvetett bizonyiték hangsulyozza az adenildt
cikldz szerepét az agyi kapilldrisok transzendothelidlis
transzportjdnak szabdlyozdsdban, egyetemi doktori érteke-
zésem targydul olyan kisérleti rendszert vdlasztottam, me-
lyekben a kapilldrisok permeabilitdsa jelent8sen fokozd-
dott. Nevezetesen, azt tanulményoztam, miként védltozik meg
a mikroerek adenildt cikldz aktivitdsa killonbdz8 agyddéma
modellekben. Mostandban k6z61lt megfigyelések szerint /DUX
és mtsai 1984 / az agyi kapillérisok Atereszt8 képességé-
nek novekedése sordn egy gyors, korai kalciumion felvétel
van az endothelsejtekben, ami hatdssal lehet a sejtek ade-
nildt cikldz aktivitdsdra is. Mivel kordbban mér bizonyi-
tottdk azt, hogy az agyszovetben taldlhatdé adenildat ciklaz
hormonoktél fiiggetleniil is stimuldlhaté Ca2+—ca1modulinnal,
vizsgdlataim egy részében arra kerestem a vdlaszt, hogy ez

a hatds érvényesiil-e az agyi endotholsejtek cikldz rend-
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szerében is.

Tanulmédnyozni kivantam tovébbd az adenilat cikldz aktivi-
tdsdnak az alakuldsdt az agyodéma citotoxikus illetve va-
zogén tipusaiban. Citotoxikus 6déma létrehozdsdra olyan
hipoxids modellt valasztotbtam, amelyben az ischaemia ha-
tdsédval kevésbé kell szdmolni, s erre a kisérletes pneu-
mothorax igérkezett a legalkalmasabbnak. Annak igazoldsdra,
hogy ebben az esetben kell-e valdéban vér-agy gdt kdrosodds-
sal szamolnunk, megnéztem hogyan valtozik az agysztvet viz-
és elektrolit tartalma, illetve megfigyelhetd-e mékromole-
kularis transzport. BEzek utdn azt vizsgdltam meg, hogy ta-
pasztalhaté-e kiilonbség az adenildt cikléz aktivitésénak a
kinetikajdban a hipoxids &llapot kritikus stadiumdban illet-
ve ezt kovetlen a hipoxia megsziintetése utédn hdrom Sraval.
Ischaemids &llapotban, melyet a kétoldali artéria carotis
communis lekotése révén idéztiink eld, a vér-agy gat kiaroso-
dds cstkkenthetd illetve kivédhetd volt dexamethazon eléke-
zeléssel, /TOSAKI és mtsai 1984 / Feleletet kerestem arra,
hogy a hipoxids modell esetén ez a prevehtiv hatas tapasz-.
talhaté-e. A vazogén agyddémanak szdmos modellje létezik,
de mivel ezekben egyéb hatdsokkal is szdmolni kell, ezért
vizsgdlataim sordn t6bb tipuson dolgoztam. Vdlaszt kerestem
arra, hogy az altalam vdlasztott koriilmények kozott a mikro-

ereken keresztiil t0rténé makromolekularis transzport megfi-
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gyelheté-e, és ez befolydsolhatd-e dexamethazonos ellkeze-
léssel, Megvizsgdltam tovdbbd az adenil ciklaz aktivitdsa-

nak az alakuldsdte

2., ANYAG ES MODSZEREK

241, Kisérletes agyddéma modellek

, z

2.1.1, Kisérletes pneumothorax ellidézése ujsziilott malac-

ban.

Kisérletes bilateridlis pneumothoraxot ujsziilott /3-6 Srd-
ja sziiletett/ malacokon hoztuk létre ketamin-hidrokloriddal
/lo mg/kg testsuly/ végzett altatdsban. A vérnyomds, az ar-
térids vérgdzok és a vér sav-bdzis egyensulydnak a mérésére
a hdtukon fekvd dllatok egyik kdldokartéridn keresztiil ka-
tétert vezettiink fel a kbzépthoracalis tdjékige. A testhé-
mérsékletet /38 - 39 °¢ / ldmpdval t6rténd melegitéssel tar-
tottuk fenn. Helyi érzéstelenitds mellett mellkascsdvet he-
lyeztilnk mindkét oldalon a mellhdrtyaliregbe, a negyedik bor-
dakozi teriileten. Egy kétliteres ballonon keresztiil a mell-
kascsbvet egy légtartdlyhoz csatlakoztattuk, amelybdl jové
4llandd nyomdsu levegd drammal idéztilk eld a pneumothoraxote.
A nyomdst Ambu PEEP szeleppel szabdlyoztuk, €s manométerrel
ellenSriztiike A cardiovasculdris komplikdcidk elkeriilése vé-
gett a nyomdst fokozatosan emeltiik + 0,05 kPa-rél + 0,3 kPa-ra.
Az 41ltatok klinikai dllapota a pneumothorax kifejlddésével

pdrhuzamosan fokozatosan rosszabbodott. A kritikus /premor-
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télis(ffgggigf bradycardia/ a szivfrekvencia  40/perc/,
zihd1l6 1légzés, hipotenzidé / a kdzépartérids nyomds 2kPa/
és sulyos acidézis / pH 7,00 / jellemezte. A kisérleti &1-
latok egyik csoportjdt ebben a kritikus dllapotban a katé-
teren keresztiil, a jobb pitvar megnyitasa mellett, Krebs-
Ringer oldattal /500 ml, pH= 7,4 /perfunddltuk, majd az el-
tdvolitott agyakbdél mikroérdus frakcidét d1llitottunk eld.

Az agy viz- és elektrolit tartalmdnak meghatdrozdsakor az
dllatokat szintén a katéteren keresztiil, KC1 oldattal

/ 2mli/kg testsuly/ 6ltiik meg.

Az dllatok mdsik csoportjdndl a kritikus stadiumban megsziin-
tettiik a kisérletes pneumothoraxot, és ezt kdvetSen harom
6ra mulva az ¢l8z8 csoporttal megegyezd vizsgdlatokat végez-
tik el,

A kontroll dllatcsoportot is a leirtak szerint kezeltiik, az-

zal a kiilonbséggel, hogy a mellhdrtyaiiregbe nem juttattunk

levegdt.

2+1.2, Hidegodéma eléidézése

A vazogén 6déma egyik legalaposabban tanulményozott modell-
je, az igen alacsony hémérséklet lokdlis alkalmazasaval ki-
vdltott vér-agy gét kdrosodds. Eter narkézisban a kisérleti
dllatokon /PVG/C patkdnytorzs/ a koponya kozépvonaldn, nyil
irdnyu metszéssel tettilk szabaddd a kopﬁnya csontot. A jobb
féltekére 5 mm Atmérdjii, folyékony nitrogénben lehiitott /kbe

- 190 oC-os/ fémrudat helyeztiink, amit 30 mésodperc utdn ta-
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volitottunk el. Az alacsony hémérséklet hatdsdra az agyszo-
vetben, a rudnak megfeleld helyen és kiterjedésben, sejt-
pusztulds jon létre, amely koriil novekvd teriiletii 6déma

fejl8dik ki.

2ele3. Agyodéma kisérletes subarachnoidealis vérzést kove-

t8en

A klinikai esetek egy jelentds részében agyddéma subarach-
noidealis vérzést kovetSen jon létre. A folyamat kisérletes
modellezésére két lehet8ség kindlkozik, valamelyik nagy agy-
alapi artéria megsértése, vagy pedig sajdt vérnek liquor
térbe torténd addsa. Sajdt vér addsdval létrehozott suba-
rachnoidealis vérzést patkdnyokon DOCZI és mtsai /1983/ ir-
tdk le. A subarachnoidealis vérzést felndtt Wistar patké-
nyokon éter altatdsban hoztuk létre. A him és ndéstény dlla-
tok sulya 200-350 g k6z6tt volt. A vért a farok disztélis
végének bemetszésével nyertiik, alvadds gdtlét nem alkalmaz-
tunk, A sajdt vérnek a liquor térbe t0rténd bejuttatdsdt a
kovetkez8 médon végeztiik: A koponya kozépvonaldn nyil ird-
nyu bdrmetszést ejtettiink, a periosteum levdlasztdsa utédn

1 mm 4tmérdji lyukat furtunk a jobb félteke koponyacsont-
jén /a corona varrattél 2 mm-re kauddlisan €s a szagittdlis
varrattél 2 mm-re laterdlisan / ugy, hogy a duramater ne sé-
riljon meg. A lyukat ezutdn csontviasszal szorosan zartuk.

Bzt kdvetden a subarachnoidealis tér ferde irdnyu, intra -
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kranidlisan kb. 0,5 mm-re beterjedd punkcidéjidt/25/5 tiivel/
végeztiik el, majd 200 ml vért fecskendeztiink be., A csontvi-
asz a vér kifolydsdt megakaddlyozta. A b8rt ezutidn kapocs-

csal zartuk,

2e1s4e Dimetil-szulfoxiddal kivdltott agyddéma

BROADWELL és mtsai /1982/ nyomdn PVG/C patkédnytorzstn dine-
til-szulfoxiddal /DMSO/ a vér-agy gét jelentds permeabilitds
fokozdddsadt hoztuk létre az Evans-kék-albumin komplexre néz-
ve. A kisérleti dllatok intravéndsan és azt kovetSen azonnal
intraperitonealisan kapték a DMSO-ot /mindkét esetben 3 g/kg
testsuly./ Jelentdsebb Adteresztlképesség ndvekedést csak ak-
kor értiink el, amikor az i.v. és i.p. adds koz6tt 1 percnél
t6bb id8 nem telt el., A makromolekuldris transzport vizsga-
latokban az Bvans-kék festéket az i.v. DMSO kezeléssel egy-

idejiileg juttattuk az érrendszerbe.

2,2 Mikroérdus-frakcid készitése agyszdvetbdl

Vérmentes, agyi kapillarisokban gazdag frakcidé készitése a
kovetkezdk szerint tortént /JO6 és KARNUSHINA 1973/:

A kapilldrisok lumenéb8l a vért a balkamran keresztiil az
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aorta ascendesbe vezetett kaniil segitségével Krebs-Ringer
oldattal /pH= 7,4/ t6rténd dtmosdssal tdvolitottuk el. Ka-
pilldris izoldlds céljdra a lagy agyhdrtydtdl és a fehér
dllomdnytdl mentes agykérget haszndltuk fel, amit 0,25 M-os
szachardéz oldatban zsiletpengével aprd darabokra felvagdal-
tunk. A 0,25 l-~0s szachardz oldatban a glianyulvanyok meg-
duzzadnak, ami megkonnyitit a mikroerek elvidlasztdsdt a neu-
ropiltd8l. Bzt kovetden az agyszovet homogenizidlédsa BB%ALm
pérus méretii nylon szitdn vald dtpréseléssel tortént. Ezt

a 1lépést 1lopum méretii szitdval is megismételtiike A tiszti-

’ e -v r L 0 - ’,
tds és a homogenizalas 4 C-on tortént.

A homogenizdtumot a kiinduldsi anyag nedves sulyanak megfe-
leld térfogat 1lO-szeresére higitottuk, s ezutdn Janecky K 24
centrifugdval 4 %G-on /10 perc, 1500 Xg/ centrifugdltuk.

A feliiluszét ledntottiik, az iiledéket a kiinduldsi térfogat-
nak megfeleld mennyiségben ujbdl szuszpendaltuk, majd az
el8zbvel megegyez8 médon centrifugdltuk. Az iiledéket néhdny
ml 0,25 M-os szacharéz oldatban szuszpenddltuk, majd 3 1lép-
csbs /1,5 M, 1,3 M, 1,0 M/ szacharéz grédiensre rétegeztiik,
és Beckman L 2 65 K /30 perc, 58000 Xg, 4 °¢/ tovébb szepa~-
rédltuk. Az igy nyert tiledék - a kis szdzalékban eléforduld

sejtmagoktél és nagyobb erektdl eltekintve - kizardlag csak
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2e3., Adenilat cikldz aktivitds meghatdrozdsa agybdl izoldlt

mikroereken

A mikroérdus-frakcié adenildt cikldz aktivitdsdt KANOF /1977/
‘alapjan hataroztuk meg. A homogenizdldé oldat 2 mM Tris-t,

2 mil EGTA-t tartalmazott,sa pH-jat 7,8 -ra almasavval d1lli-
tottuk be. Ett8l vald eltérést az adott esetekben feltiintet-
tiike Az inkubdldst 100 mM Tris-almasav pufferben /pH = 7,8/
végeztilk, ami 2 mM MgClz-ot, O,1 mi GTP-t, 1 mM 3-isobutyl-
l-methylxanthin-t tartalmazott. Az ATP és az EGTA koﬁcent-
riacidja az egyes kisérleteknél k6z6lt médon alakult. Az en-
zim reakcidét 50 1 mikroér homogenizdtummal inditottuk, majd
96 °C-ra torténd melegitéssel /10 perc/ &llitottuk le. Az
inkubdlds 30 °C-on t8rtént. A termeldddtt cAMP mennyiségi
meghatdrozdsa marhaszivbdl izoldlt cAMP filiggd protein ki-
ndz reguldtor alegységéhez /Sigma Chem. Co./, 3H-cAMP jelen-
1étében, t6rténd kot8dés mérésével tortént. A kot8fehérjét
/250 egység/ 65 ml 50 mM Tris-4 mM EDTA pufferben oldottuk
fel, ami 2 % BSA-t tartalmazott. Az egyes mintak 10 000 dpm
JH-cAlNP~t tartalmaztak. Az inkubdlds 2-4 °C-on 2-16 éréig
tortént, A k6tott és nem kot6tt cAMP-t 2 % BSA-t tartalmaf
z6 50 mll Tris- 4 mM EDTA pufferben szuszpenddlt 2 %-os ak-
" tiv szénnel vdlasztottuk el. A mintédkat 20 mdsodpercig ra-
zattuk, majd 12 000 rpm-el 2 percig centrifugdltuk. A feliil-
uszé / 2OQAL1/ radiocaktivitdsdt folyadék szcintilldcids

spektrofotométerrel mértiik meg. Minden egyes kisérlet so-



- 2] -

rén a kalibrdcids gorbét 0,5-16 pmol cAMP koncentricid ko-

z0tt vettilk fel,

2.4, Az agy viz-, elekirolit /Na’ és‘gil tartalmdnak megha-

tdrozasa

A teljes agy eltdvolitdsa utdn megmértiik annak nedves sulyat,
majd 110 °c-on sulydllandésdgig szdritottuk. Ennek lemérése
utdn nyertilk a szdraz sulyt. Ezekbdl az adatokbdl az egyszi-
vet szézalékos viztartalmdt a kovetkezd képlet alapjan adtuk
meg: 100 X /nedves suly- szdraz suly/: nedves suly.

Az elektrolit meghatdrozdsdhoz a szdritott szdvetet 550 %Cmon
20 dran keresztill hamvasztottuk, s az igy nyert mintat 5 ml

3 lM-os salétromsavban feloldottuk, majd ionmentes vizzel tiz-
szeresére higitottuk. A nédtriumot 330,3 nm-en, a kéliumot

404 ,4 nm;en mértiik meg Perking-Elmer 306-0s atomabszorpcids

spektrofotométerrel,

245, Evans-kék - albumin komplex extravazdcidjdnak mérése

A vér-agy git makromolekuldris transzportjédnak tanulmanyozd-
sénak egyik legrégibb médja az Evans-kék festék intravénds
alkalmazdsa. A keringésbe juttatott festék szorosan kEtdédik
a szérum fehérjékhez, elsSsorban az albuminhoz, s a vér-agy
gt kdrosoddskor a fehérje- festék komplex egylitt jut be az

agyszovetbe., Az Evans-kék mennyisége RUSSNER és TEMPEL /1966/
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eljarédsaval meghatdrozhaté, ami kozvetve tiikrozi a makromo-
lekuldris transzport mértékét.

Vizsgdlataink sordn a festéket 100 mg/kg testsuly dézisban
alkalmaztuk, amit az dllatok két érdval a perfuzid eldtt
kaptake. Az intravaszkuldris festék eltdvolitdsdhoz a mell-
kast megnyitottuk, majd a bal szivkamran keresztiil az aorta
ascendesbe vezetett kaniil segitségével az agyakat 0,9 %-os
WaCl oldattal perfunddltuk, addig amig a jobb pitvarbdél ki-
folyé oldat festékmentes nem lett. A teljes agy eltdvolitdsa
utdn lemértiik a nedves sulyt, majd az agyakat 5 ml 50 %-os
triklér-ecetsavban homogenizaltuk, s ezt k6vet6eh 10 000 rpm-
el 10 percig centrifugdltuk. A feliiluszé festék koncentrici-
6jdt 615 nm hulldmhosszon hatdroztuk meg Unicam SP 1800 ti-

pusu spektrofotométerrel.

3, EREDMENYEK

3.le Normdl patkdny agybdl izoldlt mikroerek adenildt cik-

lézédnak aktivdlhatdsiga Ca++-calmodulinnal

Az agyi mikroerek adenildt cikldz aktivitdsédnak kinetikéja
sordn az aktudlis szubsztrdt koncentricidt a MgATP disszo-
cidcids 4llandéjédbél /5,0 X 10-5M/ szdmitottuk ki /0,0975mM
és 1,4625 mM k6zott vdltozott/. A szabad ATP elhanyagolhaté
mennyiségben volt jelen /12,5-37,5/LM/.

A 4, dbra az adenildt cikldz aktivitdsdnak alakuldsat mutat-

ja 1 mM EGTA jelenlétében illetve anélkiile Az inkubdldé elegy-
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be kiilon kalciumionokat nem tettiink,mivel az dltalunk hasz-
nalt Mg012 CaCl2 szennyezettsége abba a tartomdnyba esett,
/O,%ﬁLM/ ami maximdlisan stimuldlja az adenildt cikldzt./

b X 10-5M-os illetve ennél nagyobb Ca2+koncentrécié gatlsé
hatédsu az adenildt cikldz aktivitdsdra Kanof és mtsai 1977/
Vizsgalataink sorén azt tapasztaltuk, hogy az 1 mM-nyi EGTA»
jelenlétében az alacsonyabb szubsztrdt koncentrdcidnil csdk-
kent az aktivitds, mig magasabb szubsztrdt koncentrdcidnal
azonos, illetve kissé emelkedett volt. A KM érték szdmszerii
valtozdsdnak a mértékét nem tudtuk meghatdrozni, mivel az
aktivitds nem kovette a Michaelis-Menten kinetikat.

Kanof és mtsai /1977/ megfigyelték, hogy az EGTA gdtld ha-
tédsa elmarad, ha a homogenizdtumot alaposan dtmossdk. Vizs-
gédlataink sordn mi is megnéztilk, hogyan alakul az agyi mik-
roerek adenildt cikldézdnak alapaktivitdsa, ha 2 mM Tris-al-
masav pufferrel /pH 7,8/ hiromszor dtmossuk a preparatumot.
Eredményeinket az 5. dbrdn foglaltuk Gssze. A mikroérdus
frakcidbdél készitett homogenizdtum a fenti pufferben torté-
né t6bbszori Atmosdsa utdn az alapaktivitds jelentds cstkke-
nését figyeltiik meg. A maximdlis sebesség mintegy a felére
csokkent, de ugyanakkor a szubsztrdt irdnti affinitds cstk=-
kenése is tapasztalhatdé volt.

A kbvetkezbk sordn az igy mosott prepardtumhoz marhaagybdl
iz01ldlt calmodulint adtunk /Sigma/ és 3 g/ml-es koncentri-

cidban az aktivitds fokozdéddsat tapasztaltuk. / 6. dbra/
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PM CAMP/mg protein/10 min

1001

02 04 06 08 10 15
mM MgATP |

4. &bra

EGTA hatdsa az adenildt cikldz alapaktivitdséra

A mikroérdus-frakciét 2 mli TRIS-almasav pufferben /pH 7,8/
homogenizdltuk. Az inkubdldst 100 mM TRIS-almasav pufferben
végeztiik 10 percig, 30 °C-on, 2 mM Mg>', 0,1 mM GTP és 1 umM
3-isobutyl-l-methylxantin jelenlétében EGTA nélkiil /e/

1 mM EGTA hozzdaddsdval /a/ Az értékek az dtlagot+standard

devidcidét tiintetik fel.
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5. abra

TRIS-almasav pufferrel torténdé mosds hatdsa az adenildt
ciklaz alap aktivitdsdra.

A mikroérdus-frakcidét 2 mM TRIS-almasav pufferben /pH 7,8/
homogenizdltuk, majd 12500Xg-vel 2 percig centrifugaltuk.

Az iiledéket ugyanebben a pufferben szuszpenddlituk, s ujbsl
az elbzbvel megegyezd médon centrifugdltuk. Ezt a 1lépést
kétszer ismételtilk meg. Az iiledéket a fenti pufferben szusz-
pendaltuk, A reakcid 30 OC-on, 10 percig 100 mli TRIS-almasav
pufferben /pH 7,8/ ment végbe, 2 mM Mg®*, 0,1 mM GTP és 1 mM
3-isobutyl-l-methylxantin jelenlétében

TRIS-almasav pufferrel mosott/afilletve nem mosott frakcid/e/

Az értékek dtlagot + standard devidcidét tiintetik fel
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PMCAMP/mg protein/10 min
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6. abra
Calmodulin hatésa TRIS-almasav pufferrel mosott frakcid
adenilat cikldz alapaktivitdsira
A mikroérdus-frakcidt a 4.4dbrdndl leirtak szerint homoge-
nizdltuk, majd mostuk. A reakcidét 3 g/ml koncentrdcidju
calmodulin /Sigma/ jelenlétében /4/ illetve anélkiil /e/
végeztiik el 30 °C-on, 10 percig 100 mi TRIS-almasav puf-
ferben /pH 7,8/, ami 2 mM Mg®*_4, 0,1 mM GTP-% és 1 mM
3-isobutyl-l-methylxantin-t tartalmazott. Az értékek at-

lagot + standard devidciét jelSlnek.
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Megnéztiikk a calmodulin hatdsdt felfiiggesztd vegylilet, a
trifluoperazin hatdsdt is /7. dbra/. 100 M trifluoperazin
hatdsdra a maximdlis sebesség cstkkenését figyeltiik meg, a

szubsztrdt irdnti affinitds ndvekedésével egyidejiilege.

1504

PM cAMP/mg protein/10 min

100

-t

—>¢

50

02 04 06 08 10 1.5
mM  MgATP

Te. abra

Trifluoperazin hatdsa az adenildt cikldz alapaktivitasara
A mikroérdus-frakcidét 2 mM TRIS-almasav pufferben /pH 7,8/
homogenizdltuk. A reakcidt 100 M Trifluoperazin jelenlété-
ben /eo/ illetve anélkiil /x/ végeztiik 30 °C-on, 10 percig
100 mM TRIS-almasav puffer /pH 7,8/ oldatban, ami 2 mM
Mg2tet, 0,1 mM GTP-t és 1 mll 3-isobutyl-l-methylxantint
tartalmazotte.

Az értékek atlagot+standard devidcidét jelOlnek,
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3e2. Kisérletes pneumotorax-al egyiittjdrd agyddéma jellem-

zé ge

3e2ele A hipoxia fokdnak és a kérkép dltaldnos lefolydsi-

nak jellemzése

A kisérletes pneumothorax létrehozdsdt kovetlen a leszdlld
aortdban mért oxigén parcidlis nyomdsa fokozatosan csdkken
/1. tdbldzat/, a széndioxid.parciélis nyomésa viszont emel-
kedetts A vér pH-ja, a standard bikarbondt érték csikkent,

s a kritikus szakaszban voltak a legalacsonyabbak. A lég-

zés rendellenes volt. A vérnyomds kezdetben emelkedett volt-
/maximum 100 hgmm/, majd ezt tartés hipotenzié kdvette. Azok-
ban az dllatokban, amelyeknél a kritikus fédzist kovetden meg-
sziintettiilk a pneumothoraxot, ezek az értékek fokozatosan nor-
malizdldédtak, a vér pH-ja, a standard bikarbondt, a széndi-
oxid parciélis nyomdsa a kiinduldsi értéket vették fel, az

oxigén parcidlis nyomdsa viszont kissé alacsonyabb volt.

3.202. Az agyszdvet viz- és elektrolit tartalmdnak alakuld-

Sa

———

Az agykéreg viztartalmédnak a fokozéddsdt lehetett megfigyel-
ni a kritikus fézisban /II. tdbldzat/, ami a pneumothoraxot
kovetd 3. 6ra utdn még nagyobb értéket vett £6l. A mélypon-
ton a ndtriumion tartalom szintén emelkedett, a kdliumion

tartalomban viszont nem volt vdltozase



I. tdbldzat Artérids vérgdz értékek,

sav-bazis egyensuly és a vérnyomds alakuldsa kisérletes pneumothorax

soran

Kisérleti csoporiok pH Standard bikar- Az oxigén parci- A széndioxid Kozép artérids
bondt 4lis nyomdsa parcidlis nyomas
Jmi/1 / nyomasa
oy 1 Ixpe/ [y, / /xpa/ /xPa/
CO2
Kontroll 7,45i0,02 26,2t4,0 10’lt1’0 5,lt0,7 9,7i0,9
1
Pneumothorax no
kritikus szakasza 7,05-_{-_0,13a 18,81-4,3a 3,5t0,7b 12,'7-_;:3,6a 8,0t1,6 \f

Kritikus szakasz

utédn 3 draval

/i/ T7,04+0,13_ /il 17,845,3,  /i/ 3,121,3,
/ii/7,47+0,05 /i1/28,1+4,9 /i1/6,9+1,0

1/ 13:1t4’5a
/ii/ 5:3t1!0

Vi s G’Sil'la

/ii/9,6+0,5

atlag+standard devideid

n= 10~

am a kontrolltdél szignifikénsan kiilonbdzik p¢0,01
b= a kontrolltdl szignifikdénsan kiilonbozik p<0,001
i= kritikus szakaszban; ii= kritikus szakasz utdn 3 draval



II. tédbldzat Az agykéreg viz-, ndtriumion és kdliumion tartalminak alakuldsa kisérletes pneumothoraxban

Kisérleti csoportok Viztartalom Natriumion koncentrdcié  Kdliumion koncentrdcid
% /mmol/kg szdraz tomeg/ /mmol/kg széraz tomeg/

Kontroll 83,78+0,28 410,+35,45 534,7+49,2

Pneumothorax

kritikus szakasza 84,73+0,17 481,7+75,7 528, 6+62,0

Pneumothorax

utdn 3 Sraval 85'55i0’41b - -

dtlagt standard devideid

n='5 ;

a= a kontrolltédl szignifikansan kiilonbdzik p<0,01

b= a kontrolltdl szignifikdnsan kiilénbozik p<0,001
c= a kontrolltdl szignifikénsan kiilonbozik p<0,05

-OE"

III. tdbldzat Evans-kék-albumin komplex extravazdcidjdnak mértéke kisérletes pneumothorax soran az

agykéregben

Kontroll Pneumothorax kritikus A kritikus szakaéz utan Dexamethasonos eld-
szakasza 3 éraval kezelés
0,17t0,07 0'17i0’07 0’78i0’36a 0’18ﬁ0’12b

dtlagrstandard devidcid

MY

a= a kontrolltdl szignifikénsan kiilonbdzik p<0,01
b= a kontrolltdl szignifikdnsan kiilonbozik p<0,05



0 R I

3e2e3e_Az Evans-kék-albumin komplex penetrdcidjdnak kvanti-

tativ vdltozdsa

A kritikus szakaszban mért Evans-kék festék tartalom nem
mutatott lényeges vdltozdst a kontroll dllatokhoz képest,
viszont a pneumothoraxot kovet8 harmadik Srdban szignifi-

kénsan emelkedett volt. /III. tébldzat/

3e2ebde Az agyi mikroerek adenildt cikldz aktivitdsdanak ala-

kuldsa

A 8, dbrdn az adenildt cikldz aktivitdsdnak alakuldsa figyel-
hetd meg kisérletes pneumothorax kritikus szakaszdban, illet-
ve azt kovetSen hdrom Srdval késGbb. A kontroll dllatok ade-
nildt ciklédzdnak kinetikai paraméterei a Hanes-féle dbrazo-
1lds alapjén KM=O’42’ Vmax.= 1300 plicAMP/ mg fehérje /10 perc
addédott /9. 4dbra/. A kritikus periddusban a szubsztrdt iran-
ti fokozdédds volt tapasztalhatéd /KM= 0,27/, mig a maximdlis
sebesség cstkkent /Vmax.= 1180 plcAMP/mg fehérje/ 10 perc/.

A kritikus peridédus utédn 3 érdval a szubsztrat irdnti affi-
nitds csdkkent ugyan, de a kontroll értékhez képest nagyobb
volt /KM=Q37/, a maximdlis sebesség viszont jelentdsen
emelkedett /V I 2200 pli cAMP/mg fehérje /10 perc /,

ami az adenildt ciklédz aktivitdsdnak fokozdéddsdra utal.
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1500

PM cAMP/mg protein/10 min

1000

02 04 06 08 10 15
mM MgATP

7. abra
Adenildt vikldz alapaktivitdsdnak alakuldsa kisérletes

prneumothoraxban

A mikroérdus-frakcidét 2mM TRIS-almasav, 2mll EGTA pufferben
/pH 7,8/ homogenizdltuk. A reakcidt 30 oC—on, 10 percig
100mM TRIS-almasav pufferben /pH 7,8/ végeztiik 10mM Mg,
0,1mll GIP, 0,6 mM EGTA és lmM 3-isobutyl-l-methylxantin
jelenlétében, A MgAPT szubsztrat koncentracidéja 0,09-1,49
mM k6z6tt vdltozotte A jelek a kontroll /e/, a kritikus
szakaszban levd /4a/ és a kritikus szakasz utdn 3 dérdval /x/
vizsgdlt dllatok mikroérdus-frakcidjdnak adenilat ciklaz

aktivitdsdt tiintetik fel. Az értékek dtlagot+standard

devidcidt Jjeldlnek.
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mM
nmol/mg/10 min,

(

mgATP
cAMP

02 0.4 06 0.8 10
mM MgATP

8. abra

Adenildt cikldz alapaktivitdsdnak alakuldsa kisérletes
pneumothoraxban, Hanes-féle &dbrdzolas

A jelek a 7. 4brdndl leirtaknak felelnek meg.
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3e3 Az agyi mikroerek adenilat cikldz aktivitdsa vazogén
tipusu agyddéma modellekben

2 02 ele Hide gb’déméban

A IV, tédblizatban egy vér-agy gdt marker, az Evans-kék al-
kalmazdsdval nyert kantitativ vizsgdlataink adatait foglal-
tuk Ussze., Hérom drdval a 30 mdsodperces hideg kezelés utdn
Jjelentds festék-albumin komplex extravazdcié volt megfigyel-
het8. A kontroll kisérleti csoport hideg kezelésben nem ré-
szesiilt, de az Evans-kék-albumin komplex ugyanannyi ideig
keringett az érrendszeriikben, mint a hideg kezelésen atesett
csoport esetében, Dexamethasonnal végzett terdpids beavatko-
zésok soran azt tapasztaltuk, hogy szemben a hipoxids model-
lel, ahol az ellkezelés kivédte a vér-agy gat karosodast, a
hideg ©déma modellben ez teljesen eredménytelen volt, sét

az extravazdcidé mértéke némiképp fokozddott.

Ugyanebben a stddiumban néztiik meg a mikroerek adenildt cik-
lizdnak aktivitdsidte. V. tdbldzat/ A hideg kezelés utdn 3 éra-
val prepardltuk a kapilldrisokat. Az adenildt cikldz aktivi-
tdst telitési szubszitrdt koncentrdciéndl / 1 mM MgATP /

0,6 mM EGTA jelenlétében hatdroztuk meg. A kezelt féltekék-
ben /jobb/ aktivitds csdkkendés volt kimutathaté, ugyanakkor

a hideg kezelésnek ald nem vetett /bal/ féltekében az akti-

vitds még alacsonyabbnak bizonyult.



IV, tdbldzat Evans-kék-albumin komplex extravazicidja hideg-

odémdban, illetve ezt megeldz5 Dexamethasonnal t6rténd-

eldkezelés utdn

Evans-kék mennyisége 4ug/g nedves agysuly/

Kontroll 3 6raval a hideg . Dexamethasonos
kezelés utan ellkezelés
2,140,2 27,8+1,7 38,5t454,

dtlag + standard devidcié n=5

a

a kontrolltdl szignifikinsan kiilonbdzik p <0,001

b= a hideg ©6démés csoporttél szignifikdnsan kiilonbozi p<0,02

V. tdbldzat Az adenildt ciklaz alapaktivitdsdnak alakulasa

3 Srds hideg 6démaban

Kontroll Kezelt oldal Kezeletlen oldal
/pM cANP/mg fehérje/l10 perc/

123,2+6,1 89,24_-5,2a 64,6-_!;4,1a

édtlag+ standard devidcid n=3

a= a kontrolltél szignifikénsan kiilonbozik p <0,05
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3e3e2. Szubarachnoiddlis vérzést kovetl odémaban

A szubarachnoiddlis vérzés utdn kialakuldé 6déma jellemzd ér-
tékeit a VI. tabldzatban foglaltuk Gssze. 3 Sraval a szuba-
rachnoiddlis vérzés létrehozdsa utédn az agyszdvet viz- és
ndtrium tartalmdnak a novekedését figyeltilk meg, mig a kdli-
um tartalomban nem kovetkezett be szignifikdns valtozas.
Ugyanebben az idépontban jelentds Evans-kék-albumin komplex
extravazdciét mértiink. A vérzés létrehozdsa elétt 5 Srdval
adott Dexamethason / 2 mg/kg testsuly/ nem csdkkentette a
vér-agy gat kdrosodds mértékét. /VII.tdbldzat/ Az adenildt
cikldz aktivitdsa,amit a hidegodémdndl ismertetett koriilmé-
nyek ko6zott hatdroztunk meg, a kezelt /jobb/ és kezeletlen
/bal/ félteke esetében egyarant alacsonyabb volt. /VIII.tdb-

lazat/

3¢3e3e Dimetil-szulfoxiddal kivdltott Sdémdban

3 éréval a dimetil-szulfoxid intravénds és intraperitone-
4lis alkalmazdsa utdn a makromolekuldris transzport foko=-
z6d4sét tapasztaltuk, amit a Dexamethasonos elbkezelés nem
befolydsolt. /IX. tdbldzat/

Egy korabbi idSpontban megvizsgdlva a mikroerek adenildt
ciklédz aktivitdsa /1 mM MgATP, O,6 mM EGTA jelenlétében/
szignifikénsan kisebb volt a kontroll dllatokéhoz képest.

/X. tédblézat/



VI. tdbldzat Az agyszdvet viz-, ndtrium és kdlium tartalménak alakuldsa 3 dSrdval a

szubarachnoidedlis vérzés létrehozdsa utdn

Kisérleti Allatok Viztartalom / % / Ion koncentrdéidé /mmol/kg szdraz tomeg/
Natrium K4lium

csoportok szama, azonos ellen azonos ellen azonos ellen
oldali oldali oldali oldali oldali oldali

Kontroll 10 78,1+0,3 210+4 423+6

Almiitots 10 78,2+0,2 78,1+0,3 208+8 210+5 42748 428+9

3 érids sub-

arachnoidedlis 12 79’4i0’3a 79,2t0,3a 23Oﬁ4a 231+7 418+5 420+4

vérzés

dtlag + standard devidacid

a= szignifikdns a kontrollhoz viszonyitva

p «0,05

—Lg-
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VII. tdbldzat BEvans-kék-albumin komplex extravazdcidja 3 drds

szubarachnoiddlis vérzésben, illetve ezt megell-

z0 Dexamethasonnal t0rténd ellkezelés utin

Evans-kék mennyisége /ug/g nedves

SER s Dexamethasonos
Kontroll agysuly/ 3 érds §zubarachn01dalls S Skano1ds
vérzés
2,3+0,3 l3,5i2,0a 14,3t1,3a

édtlag + standard devidecié n= 5

a= a kontrolltél szignifikdnsan kiilonbozik p<0,001

VIII., tdbldzat Az adenildt cikldz alapaktivitdsdnak alakuldsa

szubarachnoiddlis vérzésben

Kontroll Kezelt oldal Kezeletlen
/ pM cAlNP/mg fehérje/10 perc/ i

120,0+9,1 82,8+6,3, 79,245,7,

dtlag + standard devidcid n= 3

a= a kontrolltdl szignifikdénsan kiilonbozik p<0,05
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IX. téblézat Evans-kék-albumin komplex extravazdcidéja 3 Sris

DMSO ©déméban, illetve ezt meg915z6 Dexametha-

sonnal torténd ellkezelés utdn

Kontroll Evans-kék mennyisége /ug/g nedves Dexamethasonos

agysuly/ 3 érds DMSO 6déma elbékezelés
1,3+0,15 6,4+0,7, 6,6+1,3_

étlag + standard devidcid n= 4

a = a konrolltdl szignifikdansan kiilonbdzik p<0,001

X. tdbldzat Az adenildt cikldz alapaktivitdsdanak alakulasa

40 perces DMSO ©démaban

Kontroll DMSO ©déma
/Pl cAWP/mg fehérje/10 perc/

64,4+3,8 28,6+1,7_

dtlag + standard devidcié n = 3

a= a kontrolltdl szignifikdnsan killonbozik p<0,001
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4, VEGBESZEIES

4.1, Az agvi mikroerek adenildt cikldzdnak Caz+-calmodulinnal

torténd aktivdlhatdsdgdnak értékelése

E18sz6r BRADHAM és mtsai /1970/ irtdk le, hogy az agyi adeni-
14t cikldz alap és guanozin-5-/#-Fimino/ trifoszfdt stimuldlt
aktivitdsa 20-30 %-kal csdkkenthetd EGTA-val, ami kalciumionok
hozzdaddsdval megfordithaté.

BROSTOM és mtsai /1975/ illetve CHEUNG és mtsai /1975/ mutat-
tédk ki, hogy a Caz+ ézt a hatdsdt calmodulinon keresztiil érvé-
nyesiti. Mivel az agykéregben sokféle tipusu sejt taldlhatd,
nem ismeretes az, vajon az adenildat ciklaznak a calmodulinnal
aktivdlhaté és attél fliggetlen formdja kiilonbozd vagy ugyan-

azon sejtekben fordul-e eld.

Vizsgdlatainkban azt tapasztaltuk, hogy az agykéregbSl izoldlt
mikroerek adenildt cikldza szintén gdtolhaté EGTA-val. A kal-
ciumionok aktivdlé hatdsa a prepardtum szolubilis elemein ke-
resztiil torténhet, mivel a homogenizdtum alapos mosdsa szintén
csbkkenti az alapaktivitdst. Ha az igy mosott preparatumhoz
marhaagybél izoldlt calmodulint adtunk, a kalciumionok akti-

v41ld hatdsa ujbél megfigyelhetd volt.

Bzen vizsgdlataink alapjédn ugy tiinik, hogy az agyi kapillari-

sokban az adenildt ciklaz Ca2+-calmodulinnal stimuldlhaté for-
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médja is eléfordul. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés is,

hogy az aktivitds egy calmodulin antagonistdval, a triflu-
operazinnal cstkkenthetd.,

Mivel a magasabb rendii 4dllatok esetében a Ca2+-calmodulinnal
stimuldlhaté adenildt cikldzt csak az idegszdvetben irtdk le
/BROSTROM és mtsai 1975, BRADHAM és mtsai 1970, CHEUNG és
mtsai 1975, SALTER és mtsai 1981/ elképzelhetd, hogy ez a je-

lenség a t0bbi szdvet kapilldrisaindl nem figyelhetd meg.

A vér-agy gidt funkcid fenntartdsdban fontos szerep jut a mik-
roerek adenilat cikldzdnak, ugyanakkor bizonyos barrier kdro-
soddsok sordn /DUX és mtsai 1984/ kalciumion bedramlds ta-
pasztalhaté, ami hormon jelenléte nélkiil is képes aktivélni
az adenildt cikldzt, és ezzel makromolekularis transzport fo-
kozéddsat idézheti ell, ami a késbbbiek sordn agyddéma kiala-
kuldsdhoz vezethet.

Arra vonatkozdan, hogy az agyi mikroerek adenildt ciklaz ak-
tivitdsdnak ezen sajdtossdga Usszefiiggésben van-e a hajszél-
erek kiilénleges permeabilitdsi viszonyaival, tovdbbi vizsgi-

latok elvégzésére léatszik indokoltnak,.

4.2. Kisérletes pneumothoraxot kisérd vdltozdsok megbeszélése

Az gltalunk alkalmazott kisérletes pneumothorax a hipoxia &l-
tal eldidézett vér-agy gdt kdrosodds és ezzel egyiittjdrd ddéma

olyan modellje, amely lehetdvé teszi, hogy kizdrdélag a hipoxia
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hatdsdt nézziik a vér-agy gdt funkcidra, mivel ischaemids &1-
lapottal nem kell szdmolni.

Az egyéb ischaemids-hipoxids modellekhez hasonléan, a csdkkent
oxigén elldtds ideje alatt makromolekuldris transzport fokozé-
dédst nem tapasztaltunk, habdr az agyszovet viz- és ndtriumion
tartalménak névekedése mdr ekkor is megfigyelhet8 volt. A kdli=-
umion tartalom valtozds nem szdmottevl8. Ezek a tények a pneu-
mothorax éltal kivdltott 6déma citotoxikus eredetére utalnak,
A pneumothorax megsziintetése utdn, a t6bbi citotoxikus agytdé-
ma modellel megegyezben, a makromolekuldris transzport is fo-
kozédik, az agykéreg viztartalma tovdbb fokozddik., Szemben a
vazogén tipusu agyodémdkkal, a Dexamethasonnal, egy gliikokor-
tikoid hormon szdrmazék, a makromolekuldris permeabilitas fo-
kozdédds kivédhetd illetve mérsékelhetl.

Elektronmikroszkdépos vizsgdlatok a kisérletes pneumothoraxot
kisérd agyodémdban a pinocitotkus tevékenység fokozddasat mu-
tattdk ki, /TEMESVARI és mtsai 1984/, MNivel az endothelsej—b
tek pinocitozisa és az adenilét cikldz aktivitdsa koz0tt szo-
ros Usszefiiggés van, fontosnak taldltuk, hogy megnézziik ennek
alakulédsdt a hipoxia dltal létrehozott citotoxikus odémdban,
Az enzim kinetikdjat tanulményozva azt tapasztaltuk, hogy a
kritikus szakasz sordn az aktivitdsban nagy valtozdsok nincse-
nek, a szubsztrdt irdnti affinités fokozé@és figyelheté meg.

A krititus periddusban a pneumofhoraxot megsziintetve, s ezt

kovetSen hédrom Séra utdn az adenildt cikldz aktivitdsanak je-
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lentds fokozbddsa tapasztalhats, a Vmax. szignifikdnsan
emelkedik, Bz Osszhangban van azzal, hogy ekkor élénk mak-
romolekuldris transzportot, kifejezett ©démés dllapotot le-
het megfigyelni. Kisérleteink az adenildt cikldz alapvetd

fontossagéara hivjdk fel a figyelmet a pneumothorax-szal ki-

valtott hipoxia okozta citotoxikus agyodéma kialakuldsdban.

4,3« A vazogén agyodéma modellekkel kapcsolatos eredmények

értékelése

Vizsgdlataink sordn hdrom vazogén tipusu agyddéma modellt
tanulmdnyoztunk, Amint az eredményeinkbdl is kitiint, egyik
esetben sem tapasztaltunk emelkedést a mikroerek adenildt
cikldz aktivitdsdban. Ez a negativ eredmény léditszdlag ellent-
mond annak a feltételezésnek, hogy a mikroerek adenilat cik-
1lédz aktivitdsa a megndvekedett permeabilitéassal egyidejiileg

fokozddike

Az eredmények interpretdciédja soréﬁ azonban szamos metodikai
jellegii kérdést is tekintetbe kell venni. Ezek kiziil elsbként
kell kiemelni, hogy mindhdrom vazogén agyddéma modell megle-
het8sen durva, olykor irreverzibilis véltozdst okoz. Igy pl.
a hidegddéma és a subarachnoidedlis vérzés esetében sulyos
szovetelhalds is létrejon, amely ha meghaladja az erek szem-
pontjédbdl reaktivnak tekinthetd zdéna nagysdgit, természetesen

az enzimaktivitds cstkkenését eredményezheti. A szdvetelhaléds
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kovetkeztében a kezelt agyteriilet vérelldtdsa is zavart
szenved, ami kedvez az ischaemias-hipoxias &dllapot kiala=
kulédsédnak, igy tiszta vazogén tipusu agyddéma csak a keze-
1lést k6vetd, viszonylag rovid ideig 411 fenn., Joggal fel-
tételezhetd, hogy ilyen sulyos esetekben az erek fala is
lényeges patoldégiai kdérosoddst szenved, amely az érfal
rupturd jét is eredményezheti. A subarachnoidealis vérzés
esetében még a beadott sajdt vér maradvdnyai is zavarhat-
jék a biokémial méréseket.

Az dltalunk kidolgozott szubarachnoidealis vérzést kiovetd
0déma kezdeti szakaszdban a vér-agy gdt permeabilitdsa
szintén né, s az 6déma létrejottét az agy viz- és elektro-
1it hdztartdsdban bekdvetkezd vdltozdsok is jelezték,
Feltételezhetd, hogy a subarachnoidealis vérzésben az erek
mechanikus kdrosoddsa eredményezi elsd8sorban a vér-agy gat
permeabilitds zavardt, s emiatt - valamint a nagyfoku sz6-
vetelhalds miatt - nem tudtunk az adenildt cikldz aktivita-
sédban emelkedést kimutatni.

A dimetil-szulfoxiddal kivdltott agycdémat BROADWELL és
mtsai /1982/ jellemezték, mi csak a fokozottabb makromole-
kuldris transzport 1létét bizonyitottuk az dltalunk meghatid-
rozott koriilmények kozbtt. A modell eldnye, hogy a vér-agy
gdt kdrosodds a luminalis oldal irdnyabdl t6rténik, gyakor-

latilag az egész vér-agy gét rendszert érinti, sztvetelha-
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lds nem tapasztalhatd és a permeabilitds fokozddds rever-
zibilis. Ugyanakkor az adenildt ciklédz aktivitdsanak a
csbkkenése jOl magyardzhaté azzal a ténnyel, hogy a hatds
eléréséhez szilkséges dézisnak dltaldnos citotoxikus hatd-
sa van, Ezek a koriilmények miatt erdsen vitathaté, hogy a
haszndlt médszerek milyen mértékben is modellezik a valds
agyodémdkate

Az adenildt cikldz mérések negativitdsa, valamint a Dexa-
methason el8kezelés eredménytelensége arra utalnak, hogy a
vizsgdlt modellek - annak ellenére, hogy az irodalomban
széles korben hasznialatosak - nem alkalmasak valdjaban fi-

nom molekuldris elemzések elvégzésére.

5, OSSZEFOGLALAS

Kimutattuk, hogy az agyi mikroerekben az adenildt ciklaz
Ca2+-calmodulinnal aktivdlhaté formdja is eldfordul, ami
lehetdvé teszi, hogy kiilonbdz8 hormonok jelenléte nélkiil,
elsSsorban patoldgids esetekben bekdvetkezd intracellula-
ris kalciumion szint emelkedés révén, emelkedjen a cANMP

mennyisége az endothelsejten beliil,

A kisérletes pneumothorax utjan kivaltott citotoxikus agy-
6déma hipoxids modelljében a kisérleti koriilmények finom
szabdlyozdsdval szelektiv vér-agy gdt kdrosodds hozhaté

1étre. A mikroerek makromolekuldris transzport fokozddasan
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kiviil egyéb patoldgids jelenségek nem léptek £ol, igy le-

hetdvé vdlt az agyddéma mechanizmusdnak szelektiv tanulmd-
nyozdésa. Ebben a modellben az agycdéma kialakuldsdval pdr-
huzamosan az adenildt cikldz rendszer is aktivdlddott, ami-
nek szerepe lehet a makromolekuldris transzport fokozdddsd-

bane

A vazogén eredetii agyddéma modellek - hidegbdéma, subarach-
noidealis vérzést kovetd odéma, dimetil-szulfoxiddal kival-
tott 6déma - durva beavatkozdst jelentenek az agy anyagcse-
réjébe, a kialakulé vér-agy gt kdrosodds biokémiailag ne-
hezen kiilonithetd el az dltaldnos toxikus hatédstél. Ezért
ezek a modellek nem alkalmasak az adenildt cikldznak az
agyodéma patomechanizmusdban betsltdtt szerepének tisztaza-

Sarae

Szdmos kisérleti tény szdl amellett, hogy az adenildt cik-
14z aktiv szerepet jédtszhat a vér-agy gdt permeabilitdsdnak
szabdlyozdsédban, ami a rendszert befolydsold vegyiiletek ku-
tatdsdt teszi indokolttd, annak érdekében, hogy eredménye-

sebb agyodéma kezelést lehessen a klinikukban végrehajtani.
*
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