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Bevezeto

A vér-agy gat

Az ¢l6 szervezet homeosztazisat bonyolult, és kifinomult szabalyz6 rendszerek fel-
tgyelik; az optimalis fizikai/kémiai/biokémiai kornyezet fenntartasaban sejtek és molekulak
sokasaga vesz részt. Az agy megfelelé mikodéséhez kiilondsen fontos a stabil kdrnyezet. A
szervezet legkényesebb sejtjei kozé tartoznak a neuronok, melyek az egyéb sejtek mitkodése
szamara még megengedett kisebb valtozasokra (pl. glukoz-, ion- vagy oxigénszint) is mar
védelmi rendszer alakult ki, ennek legfontosabb eleme a vér-agy gat. Ehhez az agyi koto-
szoveti sejtek és kapillarisok sajatos modon specializalodtak, igy szabalyozni képesek, mi és
milyen mennyiségben juthat tovabb a vérbol az agyba. Még a legkisebb ionok és molekulak is
csak specialis transzportmechanizmusok segitségével jutnak az agyba, ugyanis a vér-agy gaton
at minimalis a diffazio (csak erésen lipidoldékony, kis méretii molekulak szamara atjarhato).
Az agyban felhalmoz6dd molekuldk kiiiritéséhez is kiilonleges transzporter folyamatokra van
sziikség.

A vér-agy gat felépitésében fontos szerep jut az agy kotdszoveti sejtjeinek, az asztrogliaknak,
melyek tamasztosejt funkcid mellett a neuronok megfeleld tapanyag és oxigénellatasaért is
felelosek, tovabba anyagfelvételiikkel (neurotranszmitterek, ionok) biztositjak, hogy a szin-
apszisok mindig funkcioképes allapotban legyenek. A vér-agy gatat alkoto stukturak Gsszes-
ségét neurovaszkularis egységnek nevezziik. Ez a neurovaszkularis egység egyes korfolyam-
atokban, vagy akar az életkor elrehaladtaval kisebb vagy nagyobb mértékben megvaltozhat;
barrier tulajdonsaga fellazul, és/vagy funkciondlis egységei leépiilnek. Az ilyen valtozasok
nagyban hozzajarulnak szdmos 6regkori demencidval jard betegséghez is, amilyen példaul az

Alzheimer-kér [1]-[4] vagy a Parkinson-kor [4]-[6].
Transzporter fehérjék és gyogyszer interakciok

A vér-agy gat transzporter fehérjéinek egyik csoportja biztositja a megfeleld ion-
gradienst, valamint a tapanyag és az épitdelemek felvételét a vérbdl az agy felé, a masik
csoportba azok a transzporterek tartoznak, amelyek a nemkivanatos vegytileteket tavolitjak el
a kozponti idegrendszerbdl. Az utobbiak kozé tartoznak az efflux transzporterek (koztiik a P-
gp), amelyek felel0sek azért, hogy a szisztémas keringésen keresztiil bizonyos hatéanyagok ne
tudjanak (kontrollalatlan mértékben) bejutni a kdzponti idegrendszerbe. Miikodésiik elenged-
hetetlen az agy fiziologias extracellularis kornyezetének fenntartasaban és funkciocsokkenés-

ik stlyos karosodasokhoz, példaul neurodegeneraciohoz vezethetnek. Az oregedéssel Ossze-
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fliggd agyi elvaltozasok és ezen belill is a vér-agy gat karosodasai foként ezeket a transz-
portereket érintik [7].

A modern medicinaban gyakori jelenség, hogy egy paciens tobb gyogyszert hasznal
egy idében. Ilyenkor eléfordul, hogy az egyik szer gatolja, vagy épp fokozza egy masik
effektivitasat. Ez tobbnyire annak kdszonhetd, hogy a két (vagy tobb) hatébanyag ugyanazon
fehérjén fejti ki hatasat, gatolva vagy épp aktivalva azt, esetleg leszoritva a masik molekulat a
fehérje aktiv centrumabol (farmakodinamiai interakcid) [8]. Egyes esetekben ez a
mechanizmus elényds lehet a kezelés szempontjabdl, igy példaul a daganatterapiaban [9]. Az
egyik korai elképzelés az volt, hogy az interakcio felhasznalhaté lesz az Gigynevezett multi-
drog rezisztens fehérjék gatlasara, igy novelve a kemoterapias kezelés effektivitasat. Ilyen,
ugynevezett revertald agensek kutatasa-fejlesztése folyamatban van, bar egyel6re a gydgyszer-
hatdésagok altal még nem keriiltek engedélyezésre. Vér-agy gat efflux transzportereinek ideig-
lenes gatlasa [10], vagy megkeriilése [11] a kozponti idegrendszeri betegségek kezelésére
szintén opcio, €és bar sikeriilt kimutati, hogy P-gp gatlds szubsztrat gyodgyszerek agyi
Ezeket a kiilonleges eseteket leszamitva, a gyogyszer kolcsonhatas tobbnyire veszélyforrast
jelent az egy idében tobb gydgyszert is szedd betegek szamara. Ha a kiilonb6z6, egyszerre
alkalmazott hatéanyagoknak nincs is kozos célfehérjéje, a gyogyszereket elbontd enzimek
(példaul a CYP enzimcsalad) talterhelése lassithatja egy hatdanyag kiiiriilését a szervezetbol
(farmakokinetikai interakcid), mely koncentracioja toxikus szintre novekedhet, tuladagolas
tiineteit produkalhatja. Ez kiemelt probléma az idésebb betegek esetében, akiknek gyakran

mar csokkentek a vese- és majfunkcioi [8].

Oregedeés és demencia

tudomanyos érdeklddés fokuszaba keriiltek. E kérdéssel kapcsolatos fokozott figyelem oka az,
hogy az dregedés az egészségiigyi rendszerekre hat6 rendkiviili teher mellett egyre fokoz6do
szocialis, gazdasagi nehézséget is jelent a tarsadalomnak. A WHO publikécioi szerint 2015-r6l
2050-re majdnem kétszeresére varhatd a 60 felettiek szazalékos ardnya a teljes népességhez
mérve [14]. Az UN 2020-ban kiadott beszamoléja alapjan, 2019-ben, Eurdpaban és Eszak
Amerikaban 30 nyugdijas kort (65 év feletti) jut 100 aktiv korura (20-64 éves kor kozottiek).
Ez az arany 2050-re kozel 50%-ra fog emelkedni. [15].

Az életkor ndvekedésével exponencialisan ndvekszik bizonyos betegségek eldfordul-
asi gyakorisaga, igy példaul a daganatoké, a sziv-érrendszeri, és anyagcserebetegségeké, vala-
mint az agyi érkatasztrofaké. Az idoskor betegségeivel foglalkozod orvostudomanyi ag valt

0nallo teriiletté: ez a geriatria. Ennek altalanosan elfogadott tétele szerint az 6regedés elkertil-
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hetetlen biologiai folyamat, mely nagyrészt genetikai szinten meghatarozott. Minden
szervrendszeriinkben sajatos modon zajlik ez a folyamat, és ez alol nem kivétel a kdzponti
idegrendszer oregedése sem, melynek leggyakoribb megnyilvanulési formaja a demencia. Az
elmult két évtizedben a PubMed adatbazisaban talalhato, demenciaval foglalkozé tudomanyos
publikaciok szama meghaladta a 34 ezret (2000.01.01. utan megjelent cikkek szama, ,,aging”
+ ,,dementia” kulcsszavakra, az adatbazis lekérdezésének ideje: 2020.11.11.), ennek ellenére a
mai napig nagyon keveset tudunk a pathomechanizmusardl, igy gyogyitasanak és megeldz-
ésének lehetdségeirdl. Szamos mechanizmust tételeznek fel a demencia okaként, egyik ezek
koziil, hogy az oregedés soran a vér-agy gat strukturaja karosodik, és/vagy funkciondlis egy-

ségei tonkremennek.

Kutatasom céljai

A vér-agy gat kutatasoknak, és koztiik a jelen munkanak is tavlati célja, hogy ennek a
védelmi rendszernek a megismerésével képesek legylink befolyasolni annak muikodését és
ezaltal betegségek kezeléséhez talalhassunk tampontokat. E kutatasi teriileten beliil fontos rész
vizsgalata, valamint a vér-agy gat életkor elérehaladtaval parhuzamos funkciézavaranak elem-
zése.

Az elobbiekben taglaltak alkotjak kutatdsom motivaciojat. Hasznosnak itéltem meg-
vizsgalni a vér-agy gat mikodését fiatal és idés patkany modellen, egy jol bevalt P-gp transz-
porter szubsztrat anyag, a kinidin segitségével. Vizsgalataimban kitértem a szerkezeti elvalt-
ozéasok validalasara, hogy a vizsgélt allatokban bizonyitsam az Gregedés jelét, mellette végez-
tem egy citokinszint mérést ELISA modszerrel, hogy felderitsem a vér-agy gat oregedése
mogott fellelhetd gyulladasos folyamatokat, majd mikrodializis technika alkalmazaséaval vizs-
galtam a vér-agy gat P-gp transzporterjeinek funkciojat. Intravénas kinidin adagolast kdvetden
plazma és agyi kinidin koncentracidk Osszehasonlitasaval figyeltem meg, miként valtozik
ennek a hatdéanyagnak az eloszlasa P-gp gatloszer, PSC-833 (valspodar) el6kezelés hatasara,
fiatal illetve 1d6s allatokban.

Doktori munkdm maésik részét alkotta a vér-agy gat jelentdségének vizsgalata az
intranazalis gyogyszeradagolas esetén, mely kisérletek keretén beliil a kinidin orriiregbdl az
agyba torténd disztribuciodjat vizsgaltam, kiilonb6z6 P-gp modulacios modszerekkel. Elsoként
a kinidin eloszlasaban bekovetkezd valtozasokat figyeltem meg lokalis é€s szisztémds (intra-
vénas) PSC-833, illetve lokalis adrenalin jelenlétében.

Vizsgalataim eredményei segitenek a vér-agy gat mikddésének jobb megértésében,
hogy ez a tudas aztan alkalmazhat6 legyen a gydgyszerkutatasban. Iddsebb paciensek esetén

fontos tigyelni a megvaltozott metabolikus allapotukra, illetve, hogy a szervek nagyobb
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veszélynek lehetnek kitéve, a lelassult eliminacids folyamatok okozta gydgyszerfelhalmoz-
0das kovetkeztében. Az optimalizalt hatdéanyag-beviteli modszerek pedig segithetnek abban,
hogy a gyogyszer ugy eljusson a célszervbe (példaul az agyba), hogy a szisztémas jelenléte a

lehet6 legkisebb legyen, igy csokkentve az esetleges kellemetlen mellékhatasok kialakulasat.

1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A vér-agy gat felépitése és funkcioja

A vér-agy gat szamos kiilonbozé sejt egyiittmiikodése révén tartja meg az agy

megfelelé mitkodéséhez sziikséges homeosztazist (1.1 Abra).

Asztroata
Neuron
\/ \

1 v

Mikroglia

N
\
<

Er lumen
Endothél sejt

Pericita

T

Asztrocita végtalp Axon terminalis

1.1 Abra - A vér-agy git felépitése. Az agyat behdlozé kapillarisokat kiilonbozé sejtek veszik koriil,
melyek hozzdjarulnak az agy kémiai védelméhez: neuron axon terminalisok, asztrocita végtalpak,
mikroglidk, pericitak (p.c.). A kapillarisokat specidlis, transzporterekben gazdag endothél sejtek (e.s.)
alkotjak. A keresztmetszeti illusztracion lathatoak a szorvos és adherens (TJ, kék és AJ, lila) kapcsol-
atok, melyek korlatozzak a paracelluldris transzportfolyamatokat. Az endothél sejtek bazalis oldalan
talalhato a bazalis membran (b.m.). (Az illusztrdciot egy korabbi munkambol [16] dolgoztam at.)

1.1.1. Endothél sejtek

Az érrendszer alap épitéeleme az endothél sejt. Az agyi kapillarisokat alkoté endothél

sejtekre jellemz6 a polaritds, szdmos fehérje és egyéb makromolekula talalhaté a membran-
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jukon, mas-mdas expresszios mintat mutatva a lumindlis (apikalis) és az abluminalis

(bazolateralis) oldalukon [17]-[19].
1.1.1.1. A vér-agy gat transzporterei

A transzmembran fehérjék kozott kiemelkedd szerepiik van a transzportereknek, melyek
1) egyensulyban tartjak az idegi miikddéshez elengedhetetlen iongradienst, 2) biztositjak a
tapanyag forgalmat és épitdelemeket tovabbitanak a vérbdl az agy felé, valamint 3) nem
kivanatos vegyiileteket tavolitanak el a kozponti idegrendszerbél (1.2 Abra). Az iongradiens
fenntartasdban vesz részt példaul a Na'-K"-ATP4z fehérje, mely az ATP-hidrolizaciobol nyert
energiaval natrium ionokat szallit az endothél sejtekbe, mikdzben kalium ionokat tavolit el. Az
ionok részt vehetnek tapanyagok transzportjaban is. Ezek a transzportfolyamatok kozvetleniil
nem igényelnek ATP-hidrolizisbdl nyert energiat, de kihasznaljak azt az iongradienst, melyet
ATP bontassal tart fent a sejt [20]. Az oldott anyag szallitdo (SLC) proteinek csaladja alkotja a
vér-agy gat influx transzportereinek nagy részét. Ezek a fehérjék latjak el tapanyagokkal,
épitéelemekkel az agyat, illetve juttatnak at jelmolekulakat, hormonokat a barrieren. Az SLC
csaladba tartoznak az organikus anion transzporter fehérjék, transzporter peptidek (OAT és
OATP), az organikus kation transzporterek (OCT), a monokarboxilat transzporterek (MCT),
az L-tipusu aminosav transzporter 1 (LAT1), a ekvilibrativ nukleozid transzporter 1 (ENT1) a
natrium fiiggetlen gliikoz transzporter 1 (GLUT1) és az excitatorikus aminosav transzporterek
(EAAT) pedig az idegi miikddés soran extracellularis térbe keriilt glutamat eltavolitasat végzik
az agy parenchimabol [17], [20]. A vizet specialis csatornak, az aquaporinok (a vér agy gat
endothél sejtjeiben az AQP1) engedik at az idegrendszerbe [21]. Az influx transzporterekkel
szemben az efflux transzporterek f6 feladata, hogy megakadalyozzak xenobiotikumok, szovet-
idegen ¢és potencialisan neurotoxikus anyagok agyba valo6 jutasat. Miikodésiik elengedhetetlen
az agy fiziologias extracellularis kornyezetének fenntartasdban és funkcidcsokkenésiik sulyos
neurodegenerativ betegségek kialakuldsdhoz vezethetnek [7]. Ebbe a csoportba tartoznak az
ATP-kot6 kazetta (ABC) transzporter csaladba tartozé P-gp (mas néven MDRI1 vagy
ABCBI1), az emldrak rezisztencia fehérje (BCRP, vagy ABCG2), és tovabbi multidrog
rezisztencia asszocialt (MRP) fehérjék. Az efflux transzporterek tehetdek felelossé azért, hogy
a szisztémas keringésen keresztiil meglehetdsen nehéz bizonyos hatéanyagokat eljuttatni a
kozponti idegrendszerbe.

Az ABC fehérjék csaladjaba tartozo két legfontosabb transzporter a P-gp és a BCRP.
Mindkét transzporter megtalalhatd az agyi endothél sejtek apikalis (luminalis) membranjaban
[17], [20]. Ezek a transzporterek a koncentracio gradienssel szemben képesek hajtani

szubsztratjaikat ATP-hidrolizisbdl nyert energia felhasznalasaval (1.3. Abra). A gyogyszer-
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1.2. Abra - Agyi kapillirisokat alkoté endothél sejtek fontosabb transzporterjei és transzport
Solyamatai. Az ABC transzporterek fé szerepe a potencidlisan neurotoxikus xenobiotikumok (idegen
anyagok) eltavolitisa az agybol. Ezek az efflux transzporterek leginkabb az endothél sejtek apikalis
oldali membranjaban talalhatoak meg. Fontos szerepe van a megfeleld idegmiikodéshez elengedhetetlen
ion koncentrdciok stabilizalasaban, valamint a transzportfolyamatokhoz sziikséges natrium ion gradiens
fenntartasaban a Na™-K™-ATPdznak. Az oldott anyag szdllité (SLC) transzporterek, az aquaporin
(AQP) és transzcitozis receptorok a hormonok, peptidek és a tapanyagok dramlasat biztositiak a vér és
agy kozétt. Az oxigén és széndioxid gazok diffuzioval jutnak at a sejteken. (TH-k: pajzsmirigy hormon-
ok; TFR: transzferrin; IR: inzulin receptor; LRP-1:kis siiriiségii lipoprotein receptorhoz kapcsolt peptid
1; TJ: szoros kapcsolat; AJ: adherens kapcsolat) Az abrat a kévetkezd publikaciok alapjan készitettem:

[16], [20], [22].

srcr

crers

A vér-agy gat endothél sejtjei mellett, a P-gp és BCRP transzporterek fellelhetek a
plexus choroideus epithél sejtjeinek bazalis felszinén is, a vér és cerebrospinalis folyadék
(CSF) kozotti gatban, ahol a CSF felé¢ mozgatjak szubsztratjaikat [20], [24], [25].

Az agyi erek endothél sejtjei mellett talalhatéak efflux transzporterek a légutak, bele-
értve az orrlireg nyalkahartyajat alkot6 epithél sejtekben [26], a kivalasztd szervek, a vékony-
¢és vastagbél sejtjeiben is [27]-[30]. Ezeknek a vér-agy gatban talalhatoakhoz hasonléan a
kémiai védelem a feladatuk, példaul a belek és kivalasztod szervek sejtjeiben a xenobiotikumok
€s méreganyagok vérbol valo eltavolitasat végzik.

Az elézbleg felsorolt transzporterek miikodéséhez az agyi endothél sejteknek nagy

mennyiségll energiara van sziikségiik. Jellemzd tehat rajuk, hogy citoplazmajuk térfogatanak

10
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Extracellularis tér

Szubsztrat Intracellularis tér

1.3. Abra - P-gp (ABCBI) transzporter miikidésének mechanizmusa. A fehérje két homolég félbél (az
abran ezeket jeloli a kék és barna elem) all, melynek transzmembran doménjei (TMD) altal kozrefogott
réshe a szubsztrat bekothet a sejt intracellularis terébdl, vagy a sejtmembrdanbol. A nukleotid-koto
domén (NBD) ATP megkitésével a transzporter konformdcio valtozdasat eredményezi, melynek
kovetkeztében az intracellularis oldalon bezdrja, az extracellularis oldal felé megnyitja az utat a
szubsztrat szamdra. Az ATP molekula hidrolizisét kdvetéen visszaall a nyugalmi konformacio, a
visszamaradt ADP és foszfat csoport levalnak a transzporterrél. (ATP: adenozin-trifoszfat; ADP:
adenozin-difoszfat; Pi: szervetlen foszfat csoport.) (Az illusztraciot Sharom publikacidjaban [31] leirtak
alapjan készitettem.)

akar 8-10%-at mitokondriumok teszik ki, ami lényegesen tobb, mint mas szervek kapillaris-
aiban [32]. Ez magyarazat lehet arra, hogy a mitokondriumokat érint6 rendellenességek sok-
szor idegrendszeri tiinetekkel jelentkeznek [33].

Az agy kapillarisaira nem jellemz6 a laza, Gigynevezett fenesztralt struktura [32], [34], [35],
igy fontos megemliteni, hogy a kdzponti idegrendszer anyagforgalma nagyban fiigg a transz-
porter fehérjék miikodésétl. A fenesztraltsag hianyaban ugyanis minimalis a paracellularis

anyagforgalom, a diffuzio, a transz- és a pinocitozis.
1.1.1.2. Adherens és szoros kapcsolatok

A vér-agy gat endothél sejtjei kozott igen szoros kapcsolat taldlhatd, szemben a
szervezet mas szerveinek fenesztralt kapillarisaival, ezzel biztositva, hogy a sejtek kozotti
anyag transzfer, azaz a paracelluléris transzport korlatozva legyen a vér és a kdzponti ideg-
rendszer kozott. Ezt a strukturat az igynevezett szoros kapcsolatok (TJ) és adherens kapcsolat-

ok (AJ) biztositjak, melyek kiillonboz6 egységekbdl allo fehérje komplexek.

11
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Az endothél sejteken a szoros kapcsolat az apikalis oldalhoz legkozelebb elhelyezkedd
komplex. Az agyi erekben a kapcsolatot két sejt kozott harom transzmembran fehérjecsalad

alkotja: klaudinok (klaudin-5, 12 és 3) [36]-[38], az occludinok [39], és az immunglobulinok

Apikalis oldal

Klaudinok

Allvanyzat fehérjék
(20-1, 2 és 3, afadin, a-catenin etc.)
F-aktin filament Integrin avp3

—_—

Afadinek

F-aktin filament

Afadinek

IEJ Integrin avp3

Egyéb fehérjevaz elemek
(p120, plakglobulin et¢..

F-aktin filament
VE-Cadherin X
(Cadherin-5) a-cateninek

B-cateninek \,

B-catenine

VE-Cadherin :
a-cateninek (Caherin5) f
F-aktin filament Egyéb fehérjevaz elemek

(p120, plakglobulin etc.)

1.4. Abra - Az endothél sejtek szoros és adherens kapcsolatai. A sejt apikailis felszinéhez legkozelebbi
fehérje komplex a szoros kapcsolat (A), mely a két endothél sejtet harom transzmembran fehérjén
(claudin, JAM és occludin) keresztiil tart éssze. Az adherens kapcsolatoknak két fajtajat kiilonboztetjiik
meg: nektines (B) és cadherines (C), melyek az intercellularis kapcsolatot kialakito
fehérjekomponensekrdl kaptdik neviiket. (Az illusztraciot az 1.1.1.2. Fejezetben targyaltak és az ott
hivatkozott cikkek alapjan készitettem.)

csaladjaba tartozd junkcid-addhézés molekulak (JAM) [40]. Ezeket kiilonb6z6 fehérjek
(példaul az afadin) rdgzitik a zonula occludens (ZO) fehérjéken keresztiil az aktin
citoszkeletonhoz (1.4. Abra A). Az adherens kapcsolat altaliban siiriibben szovi at a sejteket,

viszont nem célja teljesen Osszezarni a két sejt kozotti teret. Lazabb kapcsolatot biztosit,
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stabilizalja az epithéliumot és eldsegiti a szoros kapcsolatok létrejottét [41]. Az adherens
kapcsolatoknak egy gyengébb adhéziot kialakito tipusat (I.4. Abra B) nektinek és afadinok
alkotjak [42]. Masik tipusuk a cadherines adherens kapcsolatok (I.4. Abra C), melyeket a
cadherin mellett actinin és catenin fehérjék alkotjak. Az endothél sejteken talalhato transz-
membran fehérjék tilnyomo részt VE-cadherink (cadherin-5-ként is emlitik) [43].

Az elobb felsorolt fehérjék azonban ugyaniugy megtalalhatoak az agyi és egyéb szervek
kapillarisaiban is. Mi teszi hat ennyivel szorosabba az agyi endothél sejtek kapcsolatat? Egyik
f6 molekularis kiilonbség, hogy bizonyos citoplazmas adapter fehérjék, mint a paracingulin
(cingulinszerd fehérje 1 vagy JACOP) és a membran palmitoilalt protein 7 (MPP7), valamint a
tricellularis szoros kapcsolat molekulak, példaul a lipolizis-stimulalt lipoprotein receptor
(LSR) és a tricellulin expresszidja magasabb az agyi vérereket alkotod sejtekben. Kovet-

kezésképpen ezeknek a fehérjéknek is fontos szerepiik van a vér-agy gat felépitésében [38].

1.1.1.3. Glikokalix

Az endothél sejtek paracellularis transzportjanak csokkentésében meghatarozd szerepet
jatszik a glikokalix is. Ezek az elagazo szénhidratlancok gazdagon boritjak az endothél sejtek
apikalis felszinét, mintegy vértet alkotva azok elé. Ezaltal a sejtfelszin nehezen hozzaférhetd,
emellett negativ toltésiikkel taszitjak az azonos toltottséggel rendelkez6 molekulakat (1.5
Abra) [44]. A glikokalix réteg -eltavolitasaval jelentdsen megnd az endothél sejtek
paracellularis ateresztOképessége [45]. Ez akkor lehet hasznos, mikor egy hatéanyagot
szeretnénk bejuttatni az agyba. A glikokalix réteg tartds hianya azonban problémdakat is
okozhat. Szamos kutatas szamol be arr6l, hogy szisztémas gyulladas esetén felszaporodd
TNF-q, thrombin, lipopoliszaharidok [46], heparanaz [47], reaktiv oxigén szabadgyokok [48]
¢és matrix metalloprotedzok [49] hatdsara megsériil ez a sz€nhidrat réteg, ami hosszabb tdvon,

egy lancreakciot beinditva, a vér-agy gat megbomlasat okozza.
A)

Molekula

1.5. Abra - Glikokalix fizikai barrier funkcidja. A glikokalix réteg nélkiili sejtmembrdnon (A)
kénnyeden atdiffundadlhatnak a molekuldk a sejtekbe, ellenben a glikokalixszal boritott membranndl (B)
a molekula nem éri el a sejtfelszint, jelentosen csokkentve szamara az dthatolas lehetdséget. (Az
illusztraciot Santa-Maria publikaciojaban [44] leirtak alapjan készitettem.)
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1.1.1.4. Bazdlis membran

Az agyi kapillarisokat alkot6 endothél sejtek bazalis membranjat szamos fehérje,
proteoglikan és glikoprotein alkotja (1.6. Abra). Az extracellularis matrix elengedhetetlen az
agy ¢és annak vaszkularis rendszerének megfeleld fejlédéséhez és funkcidjanak
szabalyzasahoz, ugyanis eldsegiti nem csak a szoros kapcsolatok kialakulasat, de hozzajarul a

neuronok és asztrocitak kozotti jelatvitelhez is [50].

ER LUMEN

Fibronectin

1.6. Abra - Bazilis membrdnt alkoté fGbb elemek: az endothél sejteken taldlhaté transzmembrdn
fehérje az integrin, mely kapcsolatot létesit a harom lancbol allo lamininnel. Ez kotédik a 1V-es
kollagénekhez. A kollagénhez perlekanok és fibronektinek kapcsolodnak. (Az illusztraciot az 1.1.1.4.
Fejezetben targyaltak és az ott hivatkozott cikkek alapjan készitettem.)

A sejtek (endothél sejtek és asztrocitdk) az extracellularis tér alkotdelemeivel
integrineken keresztiil 1épnek interakcidba, szabalyozzdk a sejtek vandorlasat és differencidl-
0dasat kiillonbozo jelkaszkadok és novekedési faktorok aktivalasaval [51]-[53]. Az extra-
cellularis matrixot alkotd legfontosabb fehérjék a laminin, fibronectin, perlekan és a kollagén
IV [51], [53], [54]. A laminin egy heterotrimerbdl allo fehérje, az extracelluldris matrix
leggyakoribb fehérjéje [55]. Megtalalhatoak az endothél sejtekben és az asztrocitdkban. A
laminin-10 kiiléndsen fontos a vér-agy gat szempontjabol, ugyanis részt vesz az occludin és
Z0-1 expresszidjanak és lokalizaciojanak szabalyzasaban [56]. A fibronectin dimer formaban
talalhaté meg az extracellularis térben [57]. A fibronectin a keringési rendszer kialakuldsaban
vesz részt embrionalis korban [51], [58], [59], de expresszidja viszonylag alacsony a mar
kifejlodott, egészséges agyban. A perlekanok olyan proteoglikanok, melyeknek 5 kodzponti
heparan szulfat [60]. A perlekanok részt vesznek a sejt migracio, proliferacio és differencial-
0das szabalyozasaban [61], [62]. A bazalis membran leggyakoribb kollagén tipusa a kollagén
IV. Tripla hélixes szerkezete tobbnyire két a-1 és egy a-2 lancbol all. Az extracellularis térben

flexibilis térbeli halot alkotnak [63], [64]. Szamos mas extracellularis elemmel kotést 1étesit,
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vazrendszerként funkcional a bazalis membranban, valamint MMP-k altal tortént lebomlas-

akor fragmensei (példaul a trumstatin) jelatviteli molekulaként is funkcionalhatnak [65].

1.1.2. Asztrocitak

Az asztrocitak specialis gliasejtek, melyek csillag alakt sejttestiikrl kaptak neviiket.
Funkciéjuk kozott szerepel a neuronok taplalasa, oxigénnel vald ellatasa, valamint a megfelel
idegi miikodéshez sziikséges kornyezet kialakitasa €s fenntartasa [66]-[68]. Ilyen feladatok
példaul a szinapszisokban felszabadult glutamat felvétele (az endothél sejtekhez hasonloan az
EAAT transzporterek segitségével), majd glutamin formajaban valé visszaforgatasa, az excito-
toxicitas elkeriilésére, vagy a laktat (tejsav) transzport (I.7. Abra). Markerik a glialis
fibrillaris savas fehérje (GFAP) [69]. A neurovaszkularis egységben talalhatd asztrocitak
végtalpai koriilveszik az agyi kapillarisokat, majdhogynem teljesen beboritva azok felszinét
[70], [71]. Az asztrocitak részt vesznek sejtek kozotti interakcidban is, példaul a vér-agy gat
kialakitasaban, mikodésének szabalyzasaban, valamint az agyi véraramlas szabalyzasaban
[67], [72].

Preszinaptikus Agyi kapillaris

neuron

. Tejsav
lutamin J, 3

l Piruvat
Glutamat (ATP)
0%o )

o Tejsav <— Glitkoz

Glutamin

T

Glutamat

Glutamat
Asztrocita

neuron

1.7. Abra - Asztrocitik és neuronok kizotti anyagcsere folyamatok. A vér agy gat miatt a gliikéz nem
jut be az agyba, igy a kapillarisokat behalozo asztrocitdk aktivan veszik fel a gliikozt, melyet tejsavvd
alakitva tovabbitanak a neuronoknak, amit azok ATP szintézishez tudnak felhaszndlni. Hasonloan
kritikus anyagcsere folyamat, glutamaterg neuronok esetében, a nagy mennyiségben felszabadulo
glutamat, melyet az asztrocitik vesznek fel a szinaptikus résbol. Ezzel elkeriilik az excitotoxicitds
jelenségét. Az asztrocitik ezutan dtalakitjak glutaminnd, és visszaforgatigk a preszinaptikus
neuronoknak. (Az illusztrdacio Bélanger publikdciojaban [66] leirtak alapjan készitettem.)

1.1.3. Pericitak

A pericitak az érfal mentén talalhatdé mezodermalis eredetli sejtek, melyek az endothél
sejtekkel direkt kontaktussal €s kdzos bazalis membrannal rendelkeznek. Ezek a kapcsolatok

szdmos anyagcsere ¢és jelatviteli utvonalra adnak lehetOséget, koztik ion, metabolit,
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masodlagos jelatviteli molekula és RNS cserére [73]. Az Osszetett sejtkommunikacié teszi
lehetové, hogy a pericitak elengedhetetlen szabalyzoi legyenek a vér-agy gatnak, példaul
az érképzddést is befolyasoljak, azaz a véraramlas szabalyzasaban is fontos szerepiik van [74].
A pericitak megtalalhatok a periféria véredényei mentén is, azonban nem olyan siiriségben,
mint az agyban talalhaté ereknél [75]. A pericitak és az asztrocitak is nagyban fliggnek
egymastol: a pericitak segitik az asztrocita végtalpak lokalizaciojat az endothél sejtek koriil
[73], az asztrocitadk pedig laminin szekrécioval stabilizaljak a bazalis membrant és a

pericitakat [76].
1.1.4. Mikroglia

A mikroglia sejtek az agy természetes védelmét biztositd makrofag sejtek, melyek ovjak
a kozponti idegrendszert a potencialis veszélyt jelentd tormelékektol, sejtektdl és patogénektdl
[75], [77], [78]. A mikroglia sejtek ugyan szabadon talalhatoak az agy parenchimajaban,
nincsenek a neurovaszkularis egységhez kotve, mégis szereplik van a vér-agy gat homeo-
sztazisanak fenntartdsaban a mikroglia-endothél sejt kommunikacios csatornakon keresztiil
[75]. A mikroglianak két aktivalt allapota ismert: a klasszikus uton tortént aktivalt statusz,
mikor a sejt a patogének hatasara proinflammatorikus citokineket szabadit fel, mint az IL-1§,
IL-6 és TNF-0. A masik az alternativ aktivacios ut, melyet a szovetekben termel6dé citokinek
inditanak be és a szoveti gyogyulast segitik el6. Ez az utvonal az clhalt sejtes tormelékek
fagocitozisaval, chemokinek és VEGF szekretalasaval és neurotrof itvonalak aktivalasaval jar
[79]. Az klasszikus utvonalak altalaban gyulladaskelté anyagok felszabadulasaval jarnak,
mely tulzott esetben neurotoxikus is lehet, az alternativ aktivacid jellemzden neuroprotektiv,

anti-inflammatorikus hatassal jar és segiti a szovetgyogyulast.

1.1.5. Neuronok

Az agyi aktivitdas megndvekedésével, a neuronok energia- és oxigénigénye megnd. A
megndvekedett glutamat felszabadulas hatasara megindul egy jelatviteli folyamat: N-metil-D-
aszpartat (NMDA) és 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propansav (AMPA) receptor-
ok aktivaljak a Ca’" bedramlast a neuronokban, mely beinditja a nitrogén-monoxid (NO) ter-
melést, a nitrogén-monoxid szintazok (nNOS) altal. A NO a vérerek tagulasat eredményezi, az
agy vérellatdsa megnovekszik [80]-[82]. Az agyi mikrovaszkulatira simaizom kontrakt-
ilitdsanak szabalyzdsdban tovabbi neuronok is szerepet vallalnak: ezek a tobbnyire peptid
transzmittereket: noradrenerg [83], kolinerg [84], szerotoninerg [85] valamint gamma-amino-

vajsavat (GABA) [86] termeld sejtek.
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A noradrenerg rendszerek mikroereket idegeznek be [83], [87]. Az ercket alkotd
simaizom és endothél sejteken talalhaté a- és B-adenoreceptorokon keresztiil tudjak hatasukat
kifejteni [83], [88]-[90]. Kolinerg és szerotonerg neuronok, a perivaszkularis asztrocitakkal
szabalyozzak az agykérgi véraramlast €s a vér-agy gat megfeleld mikodését [84], [85], [91].
GABAerg neuronok a kéregben talalhat6 kapillarisoknak tovabbitanak jeleket, valamint be-
folyassal lehetnek a kdrnyezetiikben talalhatd nitrogén-monoxid szintetizaldé kolinoceptiv

neuronokra is, melyek szintén vazodilatacios hatasokat valthatnak ki [86].

1.2. A vér-agy gat szerkezeti és funkcionalis karosodasanak

vizsgalati modszertana

A vér-agy gat oOregedésével Osszefiiggd valtozasokat, a szovetek és sejtek
szeneszcenciaja mellet szamos esemény gyorsithatja. Ilyen példaul az agyi trauma, a stroke, a
kronikus gyulladas, illetve a neurodenegerativ betegségekre valo hajlam. Ezek a valtozasok az
agyi erek permeabilitasanak ndvekedését okozzak, az idegsejtek stabil kdrnyezetét felboritjak,
akar neurotoxikus anyagok bearamlasat is eredményezhetik. A vér-agy gat karosodasait két
csoportba osztjuk: 1) a szerkezeti elvaltozasokkal jard karosodasok, melyek példaul mikro-
szkopos vizsgalatokkal derithetdk fel, valamint 2) a molekularis szintli karosodasok, melyek
foként a funkciobeli elvaltozasokban észlelhetéek. Ezek feltarasahoz szamos modszer all

rendelkezésiinkre.

1.2.1. Szerkezeti elvaltozasok

Szerkezeti elvaltozasok kozé tartozik az a kdrosodas, mely hisztoldgiai szinten jelent-
kezik, illetve anatomiai elvaltozéssal jar. Ilyen példdul a szoros kapcsolatok felbomlasa, a
fenesztracid megjelenése, a glikokalix degradacidja, az endothél sejtek karosodésa, a fokozott
vezikularis transzport, az asztrocitopatia vagy az asztrocitak felduzzaddsa és a pericitakban
lipofuscin-szerti granulak felhalmozodasa (1.8. Abra) [92].

A szoros kapcsolatok felbomlasa mogott sokszor kronikus gyulladds all, melyet a
citokinekkel és egyéb gyulladasos faktorokkal valé hosszas expozicio okozhat. Ilyen faktorok
a példaul a nuklear faktor (NF)-kB, a NO, a MMP-k és reaktiv oxigéngyokok (ROS) [93]-
[96]. A kronikus gyulladés a szoros kapcsolatot 1étrehozo molekulak alapkoveit képezd aktin
filamentumok atrendezddését okozhatjak [97], és csokkentik a szoros kapcsolat fehérjéinek,
példaul az occludin és claudin-5 expressziojat [95], [98], [99]. Ezaltal az agyi kapillarisokon
az endothél sejtei kozott a kapcsolat fellazulasa, fenesztracio figyelheté meg. Szisztémas gyul-

ladasos betegségek esetén a glikokalix fokozatosan degradalodik. A megnovekedett TNF-a,
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A Endothél sejt |

TN v

Fenesztracio

Extravazacio Szoros kapcsolatok felbomlasa

=
Pericita-endothél
kapcsolatok

Iduuadésa c
Tau-fehérje megvastagoddsa  Lipofuscilin-szerd
lerakodas Amiloid plakk lerakodas

felbomlasa
Bazalis membrian

1.8. Abra - Egészséges vér-agy git alkotéelemei és struktirdja (A) dsszehasonlitva az dregedéssel
jaro vér-agy gat valtozdsokkal (B). Az idéskorra megjelend valtozdsok vezetnek a barrier-funkcio
csokkenéséhez, mely vér-agy gat szivargast eredményez, ezaltal csokken az agy védelme: Az endothél
sejtek kozotti szoros kapcsolat felbomlik, a felszini glikokalix és az efflux transzporterek megritkulnak,
utat engedve a transzcelluldris transzport folyamatoknak és a leukocitak, valamint plazmafehérjék
extravazdcidjanak. A bazadlis membran szerkezete megvaltozik, megvastagszik. A pericita-endothél sejt
kontaktus helyenként megsziinik, ami a pericitak elvandorlasat eredményezi, valamint a sejttestiikben
lipofuscili-szerti lerakodasok képzédnek. Az agyi kapillarisokat kériilvevé asztrocitik elhalnak vagy
felduzzadnak, elveszitik kontaktusukat a kapillarisokkal. A barrier funkcio csokkenésével és az efflux
transzporterek megritkuldasaval amiloid plakkok és tau fonatok alakulnak ki, tovabb gerjesztve a
gyulladasos és destruktiv folyamatokat. (Az illuszttrdaciot Varatharaj [92] cikkében leirtak és a 1.2.1.
Fejezetben targyaltak alapjdan készitettem.)

trombin [46], heparandz [47], ROS [48] és MMP [49] hatasdra fokozddik a glikokalix réteg
felbomlasa. Endothél sejtekben a fenndlld szisztémas gyulladas hatasara apoptdzis, membran
anomalidk és mitokondrialis kdrosodasok torténnek [100]. Emellett emelkedett szintli vezikul-
aris folyamatok is megfigyelhetéek [101], melyek a strukturalis karosodasok mellett az
mfsd2a (a szekunder aktiv transzporterek f6 segédcsaladjanak, roviden MFS tagja) transz-
citozis szuppresszor alulmiikodése miatt is bekovetkezhet [102]. Szisztémas gyulladas esetén
asztrocitopatiara utald jeleket is talaltak. Citokinek hatdsadra, az asztrocitdkban modosul a
génexpresszio, aktivalodnak a proinflammatorikus és citotoxikus utvonalak [103]: megndvek-

szik a IL-1PB, IL-6 TNF-a expresszidja €s prosztaglandinok termelése [104] Emellett az
18



10.15774/PPKE.ITK.2021.002

asztrocitak, a talhajtott proliferacié és aktivacio kovetkeztében elpusztulnak [105], [106]. Az
endothél sejteket koriilvevo asztrocita végtalpak szama csokken, deformalddnak, ami a vér-
agy gat tovabbi karosodasdhoz vezet [107]. A pericitdkban is tobb ultrastruktaralis valtozas
kovetkezhet be az oregedés soran. A sejtekben 1étrejohetnek vezikularis €s lipofuscin-szerl
granulumok [108]-[111] illetve megndvekedhetnek a mitokondriumok [112]. Megfigyelések
szerint, az Oregedés soran a pericitak elveszithetik az endothél sejtekkel vald kapcsolatukat,
feltételezhetden a vérlemezke eredetli ndvekedési faktor PDGF-PDGF receptor alapu kapcsol-
at felbomlas kovetkeztében [4], [113], [114].

Mikronos nagysagrendbe esé szOvettani elvaltozasok vizsgalatdhoz a fény- és
elektronmikroszkopia allnak rendelkezésre. Postmortem szdveti metszetekrdl késziilt mikro-
szkopikus felvételekkel megvizsgalhatoak példaul a vér-agy gatat alkotd sejtek kozotti
kapcsolatok, illetve magukban a sejtekben lezajlott strukturalis valtozasok. In vivo (azaz €16
szervezeten beliili) makroszkopikus deformaciok, nem-invaziv modon, kiilonb6zé képalkotod
technikakkal figyelhetéek meg. A magneses rezonancia képalkoté (MRI) modszer eldnye,
hogy nem kell a vizsgalt allatot ledlni a virtualis metszetek eléallitasahoz, nagyobb szdveti
elvaltozasok megfigyelésére alkalmazhatd, mint példaul az agykamrak megnagyobbodasa, a

kalcifikacié vagy a mikrohemorragia [115].

1.2.2. Funkciobeli elvaltozasok

Funkcionalis elvaltozasok azok a rendellenességek, melyek molekularis szintii mikod-
éseket érintenek. Ide sorolhatdak a gyulladasos faktorok, citokinek tiltermelddése, receptorok
¢és transzporterek tul- vagy alulmiikddése, az asztrocita funkciok modulacioi és a patogén

neuroinvaziok [92].

Jelent6s molekularis valtozds a transzporterek expresszidjanak, illetve hatidsfokéanak
modosulédsa. Szisztémds gyulladasokban szamos efflux transzporter expresszioja és mitkodése
gatlas ald kertil [92], mely igy a vér-agy gat mikddésének felboruldsdhoz vezet [4].

A P-gp kiemelt szerepet tolt be az agy védelmi rendszerében. Efflux transzportenként szamos
anyagot tavolit el az agy parenchimabol, mint példdul az amiloid-B (AP) plakk fehérjéket
[116]-[118]. Kisérleti adatok igazoltdk, hogy a P-gp expresszidja csokken az dregedés soran
[119], és arra is talaltak bizonyitékot, hogy maga az AP tovabb sulyosbitja az efflux transz-
porter szam csokkenést [120], [121], igy gyorsitva az amiloid plakkok képzddését, és ezzel az
Alzheimer-kér kialakulasat. Ezenkiviil szamos mas gyulladasos faktor gatolja az efflux

transzporterek megfeleld miikodését [92], ami fokozhatja az agy eldregedését.
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1.2.2.1. Immunhisztokémia

A hisztologiai vizsgalatok, kiilonb6z6 immunhisztokémiai festések a szerkezeti
vizsgalatok mellett, példaul fehérje expresszios valtozasok megfigyelésére is szolgalnak: a
kérdéses fehérjére, egy ra specifikus, jelolt immunglobulinnal detektalhatova tehetd. A vér-
agy gat oOregedésének vizsgalatakor ezzel a technikaval példaul a P-gp [122] és az

asztrocitakban talalhatd GFAP [123] expresszidjanak valtozasa kdvetheté nyomon.
1.2.2.2. Mikrodializis

A mikrodializis egy sokoldali mddszer, mely alkalmas szdmos szervbdl, in vitro és in
vivo rendszerekbdl is, lokalis mintavételezésre. Nagy elonye, hogy a farmakologiai hatasért
felelds, szabad allapotban 1évé (plazma fehérjékhez nem kotott) hatéoanyagok kimutatasara
képes [124]. A moddszer hasznalhatosagat nagyban eldsegiti, hogy egy allatbol egy teljes
koncentracio-idé gorbe meghatarozhato (felszivodastol a kitiriilésig), szemben azokkal a
technikakkal, ahol a mintavétel vérbdl vagy szovetrészbdl torténik, és amelyekbdl egy allattal,
egy idépontnak megfeleld vizsgalati adata biztosithatdo. Ezzel az allatkisérletek 3R szabaly-
anak is eleget tesz, hisz csokkenti a kisérletben részvevo allatok szamat.

Maga a technika 1ényege, hogy a vizsgalt szovetbe beiiltetett szondan keresztil per-

fuzios folyadék kering és egy szemipermeabilis membranon keresztiil felveszi az extracellul-

Perfuzios
folyadék

L/ )

Dializatum

Membran — Makromolekuldk
(fehérje)

. Kismolekulak
s+« (hatéanyag)

® <+— lonok

Membrén { =
; Y

1.9. Abra - Mikrodializis szonddval torténd mintavétel illusztracidja. A szonddn keresztiil dramoltatott
perfuzios folyadeék diffuzioval felveszi az extracellularis térben taldlhato kisméretii molekulakat. Az igy
kapott dializatum molekula osszetétele kozel azonos lesz a vizsgalt szovetével, a makromolekulakat és a
fehérjékhez kotott kismolekulakat leszamitva, mivel azok nem tudnak dtjutni a szonda membranjanak
porusain.
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aris térben jelenlévo kis molekulaméretli anyagokat. A perfuzids folyadék tobbnyire a vizsgalt
szoveti kornyezetnek megfeleld fiziologias oldat, agyi szonda esetén példaul mesterséges
cerebrospindlis folyadék. A membranon keresztiil felvett anyagok koncentracidja aranyos a
szOovetben talalhatoval, hisz diffuzié soran a két tér (a szonda és a szovet) koncentracioi
kiegyenlitddnek. A membran porusain keresztiil, ami a kis molekuldk méréséhez altalaban 6-
20 kDa tomeghatarral (cut-off értékkel) rendelkeznek, a makromolekuldk, mint példaul a

fehérjék nem jutnak at, igy a levett minta altalaban eldkészités nélkiil kész is a bioanalizisre.
1.2.2.3. SPECT Képalkoto modszer

A SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) képalkotas egy nem-
invaziv modszer, mely jol hasznalhato €16 szervezetek in vivo funkcionalis vizsgalatara.
Alacsony térbeli felbontdsa miatt gyakran kombinaljak MR képalkotassal. P-gp vizsgal-
atokban, példaul gyogyszer rezisztens daganatok elemzéséhez, vagy a vér-agy gat kutatashoz,
kontrasztanyagként [99mTc]-Sestamibit (99mTc-MIBI) alkalmaznak, mely egy ismert P-gp

szubsztrat molekula [125].
1.2.2.4. ELISA

Az ELISA modszer radioaktiv izotopmentes fehérjevizsgalatot biztosit. Az eljaras

soran, (hasonldéan az immunhisztokémiai festéshez) antitestekkel lehet azonositani kiilonb6z6

HRP Szubsztrat

Foton
Biotin Sztreptavidin-
torma peroxidaz
Jeldlt antitest (HRP)
Citokin

Csapddzo antitestek

1.10. Abra - ELISA fehérjevizsgilat elméletét dbrdazolé sematikus rajz. A citokinek detektildsa tigy
tortent, hogy a celldkban (gyarilag) citokinre specifikus antitestek vannak kétve, melyek csapdazzaik az
adott molekuldt, majd a fajspecifikus és HRP kotott antitesttel detektdalhatéva tehetd a ,,szendvics”. Igy
a hozzdadott HRP szubsztrat fényjelet general, melynek intenzitdsa informdciot ad a relativ citokin kon-
centraciorol. (Az dbra a Signosis gyari hasznalati utasitasaban szereplo leirasok és abrak alapjan
késziilt.)
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proteineket és az azokhoz kotott fluoreszecens vagy kemilumineszcens riporter enzimekkel
felerdsitett jeleket, ami egy spektrométerrel mérhetdvé valik [126]. Igy egy adott biologiai
mintabol célzott fehérjék vizsgalhatok, példaul agyhomogenizalasbol nyert aliquotokbol

kiilonb6z6 citokinek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasa végezhetd.
1.3. Citokinek az agyban

A citokinek olyan jelatviteli molekulak (fehérjék, peptidek, glikoproteinek), melyek
fontos résztvevéi a gyulladasos folyamatoknak. Immunmoduldtorként mikddnek, a
folyamatban résztvevd sejtek kozotti kommunikaciot biztositjak. Hatasukat tekintve meg-
kiilonboztetiink gyulladas kelté (proinflammatorikus), illetve gyulladas csokkentd (anti-in-
flammatorikus) citokineket. Ismert jelenség, hogy egy citokin kiilonbozo célsejteken eltérd
hatast valt ki (pleiotrop hatas) [127]. A vizsgalt citokinekkel kapcsolatos fontosabb
tudnivalokat az 1.1. Tablazat foglalja Sssze.

A citokineknek szdmos csaladja 1étezik, egyikiik a legrégebb 6ta ismert tumor nekrozis
faktor (TNF) csalad. Ezek a sejtbe bejutd endotoxinra, a szervezet elsé valaszaként jelennek
meg. Hasonloan a kiils6 betolakodok, foként a virusok elleni védekezésben jatszanak szerepet
az interferonok (IFN).

A citokinek egy nagy csoportjat alkotjak az interleukinok. Ilyenek a Toll-like receptor
(TLR) ligand IL-1 citokinek, melyeknek két f6 formaja ismert, az IL-1a és IL-1PB. Ezek a
molekulak limfocita aktivalo faktorok és fontos szerepiik van a fertézések hatasara 1étrejovo
gyulladas kivaltasaban. Prekurzorként szekretalodnak, hasitasukhoz sziikségesek az aktivalt
kaszpéz-1 enzimek (apoptozis jelatvitel), bar az IL-1a prekurzor forméjéban is bioaktiv [127],
[128]. Az IL-15 az IL-2R receptorokon hatd citokinek csoportjaba tartozik, tobbnyire aktivalt
monocitdk, fibroblasztok és epitélsejtek termelik. Ez az interleukin a természetes 6ldsejteket,
az 0l6 T-sejteket és a CD8+ memoria T-sejteket aktivalja, valamint segit a patogének és
tumoros sejtek elleni védekezésben [127], [129]. A B-sejtek stimuldlé faktora az IL-6,
(a harom citokin jellemzden kozel egyiitt jelenik meg egy gyulladasos folyamatban), az IL-5
pedig az eozinofil granulocitak érési és novekedési faktora [127].

A citokinek egy masik nagy csoportjat kiilonbdzo receptor-kinazokhoz koté molekulak

alkotjdk. A c-Kit (egyfajta receptor-tirozin kinaz) ligandjaként miikddik a csontveldi stroma

srcr

srcr

receptor-tirozin kindz ligandok a vaszkularis endothél sejtek ndvekedési faktora (VEGF),

valamint a fibroblaszt novekedési faktorok (FGF), mint az FGF-B (vagy FGF-2). Ezeknek a
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1.1.Tablazat - Az ELISA vizsgalat segitségével mért 16 kiilonbozo gyulladasos citokin f6bb
funkcioit és rendellenességeit dsszefoglalo tablazat.

TNF-a

VEGF

FGF-p
(FGF-2)

TFNy

Leptin

MCP-1

SCF

MIP-10
(CCL3)

IL-1a

Fiziologias funkciok és rendellenességek Referencia
Nekrozishoz és apoptozishoz vezeto jelatviteli folyamatok
Fert6zések és daganatos sejtek elleni védekezés
Kiilonbozosejteken kiilonbozo hatést fejt ki (Pleiotrop citokin)
Rendellenes miikodés:
Megemelkedett szint amiloid aggregacio esetén

[131]-{133]

AD sulyosbodasa korrelal a TNF-a szint novekedésével
Angiogenezis mediator

Neuronalis migraci6 indukald és neuroprotektiv hatasok
Rendellenes miikodés: [134]
Intracellularis hatarok roncsolasa

Fokozott szivargas a plexus choroideuson keresztiil
Odéma képzédés, gyulladasos folyamatok aktivaldsa
Kozponti idegrendszer trauméat kovetd fokozott mitkodés
Idegi fejlodés, szinapszis képzddés, neuroprotekcio
Felnoéttkori neurogenezis (proliferacio és differenciacio)

Neuroglias interakciok [135]
Gyulladas és amiloidozis elleni védekezés

Mitogén faktor

Antiviralis hatas

Makrofag aktivacio, gyulladasos folyamatok 6nszabalyzasa [136]

Rendellenes miikodés:
Autoinflammatorikus hatas
Autéimmun betegségek kialakulasa
Féleg zsirsejtekben termel6dik
Pleiotrop szerepe van az immunvalaszban [137]
Proinflammatorikus hatés

(kemotaktikus faktor) [138],
Rendellenes miikodés: [132]
Megemelkedett szint amiloid aggregacio esetén

Hematopoetikus citokin

Sejt talélés és proliferacio szabalyzas, neuronalis progenitor sejtek

migracioja és proliferacidja sériilés esetén

c-Kit receptor ligandja

c-Kit receptor és a SCF expresszidja megnovekedik stimulacio (kainat) [130]
hatasara az interneuronok gatlo szinapszisaiban

Rendellenes miikodés:

A c-Kit jelatviteli Gt talmiikodése daganatos betegségek kialakulasat
okozhatjak

Kemoattraktans citokin monocitak, T- és, B-sejtek és eozinofilek toborzasa
Makrofag-eredetti gyulladasos mediator

Ossejt inhibitor

Polimorfonuklearis leukocitak toborzasa és aktivalasa (akkut gyulladasos
allapotban)

Rendellenes miikodés:

Megemelkedett szint amiloid, és tau aggregacio, valamint 6regedéssel
Osszefliggd gyulladasos valasz esetén

[183],
[191],
[192]

Prekurzorként expresszalodik, Kaszpaz-1 hasitasaval aktivalodik
Prekurzorként is bioaktiv (ellentétben az IL-1B-val)

Gyors, foként intracellularis hatas

Piropt6zis, sejthalal indukcidja

Rendellenes miikodés:

Gyulladasos és autoimmun betegségek kialakulasahoz kothetd

[128]
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Fiziolégias funkciok és rendellenességek Referencia
Prekurzorként expresszalodik, Kaszpaz-1 hasitasaval aktivalodik
Immunvalasz szabalyzéasa
Hematopoetikus sejtek indukalta gyulladasos reakcié nem-hematopoetikus

IL-1p sejtekben [128],
Rendellenes miikodés: [141]
Megnovekedett IL-10 szintet Gsszefliggésbe hoztak tobb autoimmun
betegséggel

A hippocampusban a tartésan magas IL-1p szint karosithatja a memoriat

Eozinofil differenciacios és stimulacios faktor
IL-5 IgA termelodését [142]
Rendellenes mitkodés:
Allergias reakciok
Rendelkezik pro- és anti-inflammatorikus hatasokkal is
B-sejt differenciacio és akkut fazis valasz szabalyzas
Hormon-szerti hatasok (érrendszer, metabolizmus) [183],
termelését TNF-a és IL-1b aktivaljak [196]
Rendellenes miikodés:
Megemelkedett szint amiloid aggregacio esetén

IL-6

Természetes 610sejtek (NK), T- és B-sejtek aktivalasa és szabalyzasa

IL-15 .
Patogének és tumoros megbetegedés elleni védekezés

[129]

Gyulladaskelt6 és angiogenezis gatldo kemokin

P-10 Th1 sejtek és agyban a mikroglidk toborzasa és serkentése

(CXCL10) Tultermelédésének lehet oka szamos rendellenesség: [144]

példaul Sclerosis multiplex, Alzheimer-kor, viralis agyveldgyulladas,
bakterialis agyhartyagyulladas

IFN-y, TNF-a és IL-1 citokinek indukaljak expressziojat

T-sejt, eozinofil, bazofil, monocita és makrofag (mikroglia) toborzas

Rantes Lokalis immunvalasz szabalyzasa [145][146]

(CCLS) Rendellenes miikodés:

Alzheimer-korban, oxidativ stressz hatasara expresszidja megnovekedik

Pleiotrop citokinként az immunitas és tolerancia egyensulyat biztositja

Indukalja a gyulladasos valaszt (monocitak, sejt toborzas)

Csendesiti a gyulladasos citokineket (NF-kxB aktivacio gatlasa)

T-sejt proliferaci6 €és makrofagok gatlasa [146]-{149]
Sejtciklus szabalyzasaban is részt vesz: G1 fazisbol valo kilépést gatolja

Neuroprotektiv hatasok

TGFp

molekuldknak szerepiik van a megfeleld agyi fejlodés szabalyzisaban, az egészséges agyi
mikodés fenntartdsadban és neuroprotekcioban [134], [150]. A pleiotrdp transzformald no-
vekedési faktor B (TGFp), amely egy receptor-szerin/treoninkindz ligandja, fontos szerepe van
a gyulladdsos folyamatok szabalyzasdban. Részt vesz a gyulladascsokkentésben, a szoveti
regenerdcioban (agyban neuroprotektiv hatdsa van [147]), gatolja az immunrendszer sejtjeit,
ugyanakkor serkenti az IgA ellenanyagok termelését [127].

A kemoattraktans citokinek (kemokinek) foként az immunsejtek kemotaxisat indukal-
jék, illetve a sejtadhézidt szabalyozzak. Ide tartoznak az IP-10 (CXCL10), mely az agyban a
mikroglidk toborzasaért felelos [144], a MCP-1 (CCL2), ami monocitakat, és a makrofagokat,
mig a MIP-1a (CCL3) a T-sejteket, a B-sejteket ¢s az eozinofileket vonzza a gyulladas helyére
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[138]. A Rantes (CCL5), a T-sejtek, az eozinofilek, a bazofilek, a monocitak és a makrofagok
lokalizaciojaért felelds [145][127].

A neuroendokrin- €¢s immunrendszer kozotti kapocs egyik képviseldje a leptin, melyet
anyagcsere szabalyzo6 hormonként azonositottak el6szor. Mint akut fazis citokin, fokozza a
TNFa, IL-1 és IL-6 szekréciot [127]. A 2. Tablazatban egy részletesebb 6sszefoglalo talalhatd
a citokinek funkcidirdl.

Szamos kutatas szamolt be arrol, hogy az agyi citokin szintek szignifikansan megvaltoz-
hatnak az 6regedés soran. Campuzanno és csoportja példaul azt figyelte meg, hogy az id6sebb
patkanyok agyaban megnétt proinflammatorikus citokinek (mint a IL-1b és az IL-6) szintje,
ezzel lelassult az excitotoxicitas elleni valasz [151]. Lue és csoportja az amiloid aggregaciok
kialakulasa esetén emelkedett TNF-a, MCP-1, IL-1b és IL-6 szekréciot tapasztaltak [132].
Egyes citokinek kronikus tiltermelddése onkogén hatast (példaul a TNF-a [152], SCF [130]),
vagy autoimmunitast (IFN-y [136], IL-1a [128]), esetleg allergiat (IL-5 [142]) okozhatnak.

1.4. Vér-agy gat koros miikodése neurodegenerativ

betegségekben

A két leggyakoribb demenciahoz vezetd betegség a stroke és az Alzheimer-kor, de el6-
fordulhat az extrapiramidalis mozgaszavart okozo Parkinson-kérban és a kronikus agyi auto-

immun gyulladassal jard sclerosis multiplexben (SM) is.

1.4.1.Cerebralis ischemia, stroke

A két leggyakoribb népbetegség, a magas vérnyomds és cukorbetegség évtizedeken
keresztiil, fokozatosan, lappangva, kronikusan karositja az ereket. 1dés korban az agyi kis-
artéridkon érsziikiilet (arteriosclerosis) alakul ki, mely a kéregalatti fehérallomany, és a
torzsdici magok ischémids elhalasat (vascularis encephalopatia), vagy vérzéses (hemorrhagia)
betegségét okozza. Ugyanakkor a nagyerek falaban fokozatosan kialakulo érsziikiilet végiil
értertileti agyi infarktushoz, agyelhaldshoz vezet [153]. Az agyi érrendszer betegségei kovet-
keztében kialakulé demenciat vaszkularis demencianak (VD) nevezziik.

A stroke kovetkeztében fOleg strukturalis sériilések lépnek fel a vér-agy gatban. A
vérerek integritdsanak sériilésével gyulladasos reakcid indul be, melyet a bedraml6 thrombin,
hemoglobin és vas indukalnak [154]. Az agyvérzés soran fellépd hipoxia a szoros kapcsolatok
szamat és ezaltal a transzendothélialis elektromos rezisztenciat (TEER) csokkenti [155]. A
vér-agy gat integritdsdnak romlasaval szérum albumin extravazacio figyelhetd meg [156]. A
pericitak és asztrocitak szerepet jatszanak a post-ischemids regeneracioban [73], [157]-[160],

valamint lassitjadk a vér bedramlasat, fékezve annak karokozasat, &m ez a funkcié az Oreg-
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edéssel egyre eredménytelenebb, novelve az esetleges stroke okozta kovetkezmények

sulyossagat [161].
1.4.2. Alzheimer- és Parkinson-kor

A Kkét legismertebb idOskori neurodegenerativ betegség az Alzheimer-kér és a
Parkinson-kor. Az Alzheimer-korban szenvedd pacienseknél jellemzé a kiilonb6z6 patho-
mechanizmusok kombinacioja, mint a vaszkularis elégtelenségek [162], gyulladasok [163],
valamint kiilonbozé fehérjék, példaul Apolipoprotein E (ApoE), és kiilonbozé receptorok és
transzporterek, mint LRP-1 (alacsony denzitasi lipoprotein kapcsolt fehérje 1) és P-gp
expressziojanak és miikodésének megvaltozasa [164]. Parkinson-kor modellekben a kérgestest
(striatum) vér-agy gatjanak roncsolddasat figyelték meg, ami albumin extravazacioval,
glidzissal (gliak alkotta hegszdvet képzddés) és fokozott angiogenezissel jart egyiitt [165],
[166]. Emellett a Parkinson-korban szenvedd pacienseknél P-gp alulmiikddést tapasztaltak
[167], valamint leirtak olyan P-gp polimorfizmust is, melyet Osszefliggésbe hoztak a

Parkinson-korra valo hajlammal [168].

1.4.3. Sclerosis Multiplex

A vér-agy gat zavarat sikerlilt megfigyelni Ggynevezett kisérleti autoimmun agy- és
gerincveld gyulladas (encephalomyelitis) segitségével, ahol a szovédmények stlyossaga
korrelalt a vér-agy gat karosodasanak mértékével [169]. A szoros kapcsolatok fehérjéinek
szama csokkent [170], proinflammatorikus citokinek szabadultak fel, mely tovabbi neurode-

generativ kirosodashoz vezetett [171].
1.5. Gyogyszerek bejuttatasa az agyba

Hatéanyagok bejuttatasa az agyba nagy kihivast jelent. Ennek egyik feltétele, hogy a
gyogyszer atjusson a vér agy gaton. Erre tobb megoldas sziiletett a gydgyszerfejlesztoktol. A
kozponti idegrendszerben hat6é gyogyszerek egy része magas passziv diffuzioval rendelkezik
[172], mig egy tovabbi csoport influx transzporterek szubsztratja [173]. Végiil vannak olyan
megoldéasok is, melyek profarmakonokat alkalmaznak. Egyik koézismert példa a dopamin
agyba juttatdsa; a vér-agy gaton a dopamin kozvetleniil nem tud atjutni, de prekurzora (a
levodopa) igen, mert szubsztratja a 4F2hc/LATI1 transzporternek. Az L-DOPA aztan a
kozponti idegrendszerbe jutva dopaminna alakul [174]. Hogy a szervezetben mashol ne
jelentkezzen dopamin hatas, a dopa-dopamin atalakuldst gatlé carbidopaval kombinaljak, s
mivel a carbidopa a vér-agy gaton nem tud atjutni, a kozponti idegrendszerben nem gatlodik a

dopamin szintézis [11]. Ujabban alkalmaznak kiilonbozé adjuvans formulaciokat, példaul
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nanohordozokat, nanorészecskéket, mikrobuborékokat és vektorokat [16]. Ezek a gydgyszer-
felszabaditd rendszerek problémamentesen bejuttathatoak a véraramba és csak a cél szovetben
(agy, daganat) szabaditjak fel a szallitott hatdanyagot, igy csokkentve a periférids mellék-
hatasokat [16].

1.5.1.Orr-agy tutvonal

Léteznek alternativ utvonalak az intravénas és oralis adagolasu gyogyszerek mellett,
ilyen példaul az intranazalis (orr nyalkahartyajan illetve a szagléhamon keresztiil valoé gyogy-
szerfelszivodas), vagy az invaziv intratecalis (liquortérbe) és intracranialis (kdzvetlenill az
agyba vagy agykamraba) torténd injektalds. Az intranazalis adagolas egyszer(i €s gyors modja

a gyogyszerek bejuttatasanak, példaul akut rohamokban gorcsoldok alkalmazasa epilepszias

Dura mater

Liquor cerebrospinalis

Bulbus olfactorius major

Cortex Piriformis

----- ~ Cortex Entorhinalis
Lamina cribrosa

Bulbus olfactorius accesorius

Liquor cerebrospinalis

Amygdala

Lamina cribrosa Hypothalamus

S
Nucleus 1\ f\—\

olfactorius anterior

Nervus
Trigeminalis

1.11. Abra - Intranazilisan bejuttatott anyagok utvonala az agyba. A) Piros nyilak jelolik a
szagloidegeken keresztiil felszivodo hatoanyagok utjat a szaglogumoba (bulbus olfactorius major).
Innen az idegpdlydkat kévetve juthatnak el a hatoanyagok a piriformis és entorhindlis kéregbe (cortex
piriformis és cortex entorhinalis), vagy az agyvizbe (liquor cerebrospinalis) keriilve, akdr tovabbi
disztribucio torténhet mds agyi régiokba, illetve ezen az uton tébbnyire az agybol a perifériaba valo
kijutasa torténhet. B) A hatoanyagok madsik utja lehet a trigeminalis, vagy V. agyideg (nervus
trigeminalis) mentén (zold nyilak) az agy hatso régidiba, mint a kisagy (cerebellum), illetve az agytorzs
(truncus cerebri) régidiba. Ragcsadlok esetében beszélhetiink a vormeonazdlis szerven keresztiil
olfactorius accesorius) projektdlo idegpdlydk alkotnak. Innen eljuthatnak a molekuldk az nucleus
olfactorius anterior magcsoporba, az agyvizbe, illetve a thalamusba, amygdaldba és a hypothalamusba.
Az abrat a [175], [176] cikkekben leirt utvonalak alapjan készitettem.
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betegek szamara [177], az intracranialis adagolds még mindig a leghatasosabb modja a célzott
agyi kezeléseknek, minimalis periférias terheléssel [16].

A szagloidegek, vormeonazalis szerv (melynek ugyan a human szervezetben valo
jelenléte még erésen vitatott [178], [179]) idegei illetve az trigeminalis agyidegek intra-
cellularis uton biztositanak kdzvetlen kapcsolatot az agyba. Az anyagokat endocitozissal vesz-
ik fel a sejtek, valamint paracellularisan a neuronok tamasztosejtjei kozott szivodhatnak fel a
hatéanyagok [175], [180]-[182]. A neuronokba bejutott molekulak endoszoma
transzlokacioval a szaglégumoba, agytorzsbe €s a nagyagy disztalisabb teriileteire jutnak el
[175], [183], az 1.7. Abrdn prezentalt Utvonalakon. A paracellularis transzporttal a lamina
propriaba diffundalt anyagok a perineuralis térbe, onnan pedig a szubarachnoidalis térbe
juthatnak tovabb, itt a CSF-en keresztiil terjednek szét az agy kiilonb6z6 részeiben [175].

Ezt a gyogyszeradagolasi lehetdséget szamos hatéanyag esetében bizonyitottak, példaul
dopamint [184], [185], progeszteront [186], [187], midazolamot [177] és inzulint [188]-[190]
juttattak ily modon a kdzponti idegrendszerbe. Szamos intranazalisan adott P-gp szubsztrattal
kisérleteztek mar, koztik verapamil [191]-[193], talinolol [193] és imatinib [194]
hatdéanyagokkal, azonban ezek a hatdanyagok esetében azt tapasztaltak, hogy a transzporterek

mikodése miatt elégtelen volt a felszivodasuk.

2. CELKITUZESEK

Kutatasom elézményeként Sziraki és csoportja kimuttak, hogy a kinidin alkalmas a vér-agy
gat P-gp transzporter funkcioinak vizsgalatara, valamint a PSC-833 sikeresen gatolja annak
mukodését patkanyokban és egerekben [195], [196]. Arra is szamos kutatds kereste mar a
valaszt, hogy az oregedés hatdsdra miképpen valtozik a vér-agy gat transzporterjeinek szama
¢és funkcidja; patkény, kutya modellekben és humén vizsgdlatokban mar kimutattak, hogy
csokken az efflux transzporterek expresszidja a korral [121], [197]-[199]. Arra viszont még
nem talaltam eredményt, hogy ez az iddskorral jard expresszios szint és funkcio csokkenés

miként befolyasolhatja a gydgyszerinterakciokat, melyek ezeket a fehérjéket érinti.

Intranazalisan és szisztémasan adott gyogyszerek agyi eloszldsdnak vizsgalata dnmagaban
nem ujkeletli. Wang és csoportja a Berp szubsztrat dantrolene intranazalis eloszlasat hasonlit-
ottak Ossze egy oralisan alkalmazott formulacioval, egér modellben [200]. Egy P-gp
gatloszerek szisztémas €s intranazalis adagoldsi formak agyi disztribliciojat vizsgald publika-
ciodban vizsgaltak a kinidin eloszlasat is [201]. A hatéanyagokat itt szraz porként inhalaltattak
az allatokkal, ahol a kinidint szulfat dihirat formaban alkalmaztak. A vizsgélat azonban nem

tért ki a P-gp modulécio lehetdségeire. A lokalisan adott szimpatomimetikum alkalmazasanak
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otletét Hada és munkatarsai altal, intranazalis Imatinibbal végzett kutatasok [194] alapjan

terveztem at, a kinidin agyi disztribtciojat vizsgalatdhoz.

I. A vér-agy gat oregedésével kapcsolatos kérdéseim az alabbiak voltak:

Azt mar tudjuk, hogyan valtozik a P-gp transzporterek expresszioja és funkcidja oregedés
soran. Ezeket az adatokat terveztem reprodukalni kisérleti allatokon, hogy validaljam

téziseimet.

o A fokozott vér-agy gat szivargas kovetkeztében olyan anyagok és sejtek juthatnak be
az agy parenchymaba, melyek szerepet jatszanak neurodegenerativ folyamatok
indukalasaban. Kisérleteim soran a vér-agy gat oregedésének és a P-gp transzporter
szam valtozasanak kovetkezményét vizsgaltam fiatal és id6s patkanyokban. Milyen
farmakokinetikai jelenségek figyelhetdek meg, melyek kovetkezményei lehetnek a
vér-agy gat strukttralis valtozasanak és a transzporter szam csokkenésének?

e Arrdl, hogy mennyire és hogyan befolyasolja a két gyogyszer kozotti interakcidt az
¢életkor, magyarazatot adhat egy gyogyszerbiztonsagi és hatasossagi jelenségre, mely
az 1dGsebb populaciot érintheti, ezért megvizsgaltam, miként valtozik meg az intra-
vénasan adott P-gp szubsztrat modellként alkalmazott kinidin agyi és szisztémas
keringésben vald eloszlasa intranvénas, P-gp inhibitor, PSC-833 jelenlétében.

e Hogy képet kapjak az agyban jelenlévo gyulladasos folyamatokrol, ELISA modszer-
rel vizsgaltam 16 fontosabb citokin jelenlétét fiatal és id6s patkanyok agy homo-
genizatumaban. Ezek az adatok megmagyarazhatjak, hogy a vér-agy gat funkcio-

csokkenés milyen gyulladasos folyamatokkal jar egyiitt.

I1. A P-gp intranazalis modulaciéjaval kapcsolatban a kovetkezé kérdések meriiltek fel:

Intranazalis kezeléskor a kezeldanyag térfogata és koncentracioja az orr befogad6 kapacitdsa
¢s a kinidin rossz oldhatosdga miatt erésen korlatozott. Sziikségesnek lattam, hogy a
szubsztratot ne folyadék formaban, hanem egy hidroféb (jobb oldhatésag), viszkozus
(elnyujtott felszivodas) gél formdjaban juttassam be az allatok orriiregébe, ezzel novelve a

szubsztrat biohasznosulasat.

e Elmeéletben az intranazalisan adott P-gp szubsztrat agyi eloszlasat hatékonyabba teheti,
kitirtilését lelassithatja a P-gp transzporterek gatlasa. Hogyan valtozik gyakorlatban, in
vivo patkanymodellben az intranazalisan adott P-gp szubsztrat kinidin agyi eloszlasa
intranazalis P-gp inhibitor PSC-833 jelenlétében? Milyen eltérés van, intravénasan

adott gatloszert esetén?
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o FErosszehtizé hatasti szimpatomimetikumok alkalmasak lehetnek az orriireg-véraram
gyogyszerutvonal csokkentésére. Adrenalinnal gatolhatd-e az intranazalisan adott
kinidin orrnyalkahartyan keresztiil a szisztémas keringésbe torténd felszivodasa és ez-
zel novelheté-e az agyi biohasznosuldsa? Mi az a dézis, ami mellett szignifikansan

megnd a kinidin agyi AUC értéke?

3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

A vizsgalatok fiatal him (3-4 honapos, 250-400 g kozotti testsuly, Toxi-coop zrt.,
Budapest, Magyarorszag) és id6s (16-21 honapos) illetve 550-900 g kozotti him Wistar
patkanyokon torténtek. Az allatok élelemhez és vizhez szabadon hozzajuthattak. A kisérletek
az AAALAC (Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care
International) elvarasainak megfeleléen allatkisérletekhez sziikséges bizonyitvannyal
(SEMAB-B/032/2016) és az Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosag éltal
kiallitott engedély szellemében torténtek (PE/EA/4122-7/2016). Az allatokat a miitét és
kisérlet soran végig anesztézia alatt voltak, a kisérleti tilések eutanaziaval végzodtek, elkeriilve

ezzel a miitét és kezelések altal okozott stresszt és fajdalmat.

3.2. Mikrodializis

3.2.1. Hatoéanyag formulaciok és egyéb kezel6 anyagok

A kinidin (QND) és valspodar (PSC-833) P-gp transzporter szubsztrat illetve gatloszer
tulajdonsagat irodalmi adatok tamasztjdk ald [195]. A kinidin (anhidratként) és PSC-833
intravénas (i.v.) vivéanyaga 1,2% tomény etanolbol, 8% poliszorbat 80 (tween 80) és 2,2%
polietilén-glikol (PEG) 300 segédanyagokbdl és 88,6% autoklavozassal sterilizalt fizioldgias
sooldatbdl allt. Az i.v. kinidinbdl 5 mg/kg-ot, a PSC-833 eldkezelésbdl 2 x (-20. és 0. percben)
2 mg/kg-ot adtam az allatoknak. Az orrcsepp Osszetétele 4% tomény etanol, 16% tween 80,
10% PEG 300 valamint 70% steril fiziologids sooldat volt. Az intranazalis kezeléshez a
kinidin koncentracidja az orrcseppben 5 mg/ml volt. Az intranazélis gélt a M&P Pharma
receptje alapjan a diisseldorfi Heinrich Heine Egyetem, Viselkedés Idegtudomanyi K&zpont,
Kisérleti Pszichologiai Intézet csoportjatol kaptuk. A géles kezeléshez a kinidint 50 mg/ml

koncentracioban alkalmaztam, az elOkezeléshez 1 mg/ml PSC-833-at tartalmazott a
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vivoanyag. A kinidin adrenalinnal vald intranazalis adagolasakor a kinidin koncentracidja
mind két esetben 50 mg/ml volt, mig az alacsony do6zisu adrenaliné 2,5 pg/ml, a magas dozist
adrenaliné 1 mg/ml. A hatéanyagokat a vivOanyagba valé bemérése utan ultrahangos
kever6ben homogenizaltam.

A mikrodializis kisérlethez hasznalt perfizios folyadékok Osszetétele a kdvetkezd volt:
a vénas perfiziohoz mesterséges periférias perfuzios folyadék (a tovabbiakban PPF) 147
mmol/l NaCl, 4 mmol/l KCI és 2,3 mmol/l CaCl, sokat tartalmaz6 steril desztillalt vizbol allt.
Az agyi perfuzidhoz hasznalt mesterséges cerebrospinalis folyadék (a tovabbiakban CSF)
esetében 147 mmol/l NaCl, 2,7 mmol/l KCI, 1,2 mmol/l CaCl, valamint 0,85 mmol/l MgCl,
volt steril desztillalt vizben feloldva.

A kisérletekhez felhasznalt anyagokat: kinidin, Tween-80, PEG-300, PSC-833
(valspodar), NaCl, KCI, CaCl,, MgCl, a Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA) a tdmény etanolt
a Reanal (Budapest, Magyarorszag) cégektol rendeltiik.

3.1. Tablazat - A mikrodializis vizsgalatokban alkalmazott kezeloanyagok dozisa.

KEZELO ANYAG DOZIS LN. TERFOGAT

INTRAVENAS LV.QND 5 mg/kg =
KiSERLETEK LV. PSC-833 2 x 2 mg/kg -

I.N. csepp QND 0,25 mg /allat 50 pl

IN. gél QND 1 mg /allat 20 pl
INTRANAZALIS = LN. GEL PSC-833 10 pg /allat 10 pl
KISERLETEK  [v.PSC-833 4 mg/kg -

IN. QND + alacsony dézis ADR 1 mg + 50 ng /allat 20 pl

I.N. QND + magas dézis ADR 1 mg + 20 pg /allat 20 pul

3.2.2. A mikrodializis elokészitése

crcr

Hamilton fecskenddket PPF-fel illetve CSF-fel toltottem fel, a folyadékokat mikrodializis
pumpaval 1 pl/perc sebességgel aramoltattam a szonddkon keresztiil. Az éallatok test-
tomegének mérését kdvetden, intraperitonedlis (i.p.) kloral-hidrattal (Sigma-Hungary Kft,
Budapest, Magyarorszag) lettek bealtatva (400 mg/kg, 8%-os, fiziologids s6oldatban oldva). A
mutéti feliiletek szortelenitése és a bor letisztitdsa utdn, melegitett feliiletre helyeztem a
patkanyokat. A vénas mikrodializis szondat (CMA/20 elite, 4 mm-es membran hossz) a jobb
jugularis vénaba iiltettem be, sebészi cérndval rogzitve a pectoralis izomba, a szonda csovei a
mellso 1ab mdgott, a bor alatt vezettem at, hogy annak végei hozzaférhetdek legyenek, mikor
az allat a hasan fekszik. Ezutdn a patkanyt behelyeztem a sztereotaxikus késziilékbe, hogy

beiiltessem az agyi szondat (CMA-12, 4 mm-es membran hossz) a Bregmatol szamitott MD:
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+0,2 AP: -3,8 koordinataknal fart lyukon keresztiil, DV: -7,4 mélyre, a bal striatumba. Ezt
kdévetden indult a mintagyijtés (-30. perc). A mintagytjtés a -30. perctdl +240. percig tartott,
egy mintagylijtd csébe 30 percnyi dializatumot gyljtottem.

A mikrodializis szondakat a CMA-t6l (Torshamnsgatan, Svédorszag) rendeltiik.

Agyi minta

CSF

Striatum szonda \

Pumpa
(1 pl/perc)

Mintagy(ijtés

v. Jugularis

Vénas szonda

Vénas minta

3.1. Abra - Dupla-szondds mikrodializis vizsgdlat sematikus felépitése. A kisérleti dllat agydba
(striatumdaba) és véndjaba (v. jugularis) iiltetett szondan szovetspecifikus fiziologias folyadékok:
periférias perfuzios folyadék (PPF) és mesterséges cerebrospindlis folyadék (CSF) aramlanak keresztiil.
Az igy gyijtott minta szabad kismolekula tartalma az adott szévetek extracellularis terére jellemzo. Az
igy kapott mintik bioanalizisével meghatdarozhato, hogy a vizsgdlt anyag milyen mennyiségben
talalhato meg a vizsgalt szovetekben.

3.2.3. Intravénas kezelés

Intravénas kezelés, a bal oldali vena femoralison keresztiil tortént, egy Cavafix® MT
B.Braun katéteren (20 G, 32 cm hossz) keresztiil. A -20. percben injektaltam a vivéanyagot
illetve inhibitoros oldatot, majd a 0. percben adtam be a kinidines kezel6oldatot. Mindkét

adminisztraciot kovetéen 100-100 pl fizioldgias sdoldattal mostam be a kezeléanyagokat.

3.2.4. Intranazalis kezelés

Az orrcseppel vald kezelés, az agyi szonda beiiltetése elott tortént. Az altatott allatot a
hatara fektettem és egy pipetta segitségével a bal orrlyukaba cseppentettem a kezeldanyagot.
Az flres vivOanyagos, illetve a PSC-833-as elOkezelés és a kinidines kezel6oldat beadasa
kozott 20 perc telt el. A szubsztratos kezelés utan, két perc elteltével (hogy a csepp eloszoljon
az orriiregben) helyeztem az allatot a sztereotaxikus késziilékbe, az agyi szonda beiiltetéséhez
(3.2.2 fejezetben leirtak szerint). A mintagyljtés igy csak a kezelést kovetd +30. percnél

kezdtem meg. A mintagyijté csdveket 30 percenként cseréltem.
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A géles vivéanyag hasznalatakor, a mitét az intravénas kezelést megel6zohoz
hasonldan, az intravénas katéter beiiltetése nélkiil tortént. A mintagytjtés a -30. perctdl indult.
A vivOanyagos illetve inhibitoros kezelés az agyi szonda beiiltetését kovetden, a -20. percnél
tortént, majd a 0. percnél adtam be a kinidines gélt (részletesebb leiras a kezeldoldatokrol
3.2.1. fejezetben). A géles kezelbanyagokat egy specialis dugattyus (Gigynevezett positive-

displacement) pipettaval adagoltam a kisérleti allatok orrlyukaba.

Intranazalis P-gp szubsztrat, P-gp inhibitor (PSC-833) el6kezeléssel

MD szonda
beliltetés

PSC-833
(-20 perc)

Mintagy(ijtés
(240. pecrig)

PSC-833
QND
(0. perc)

Mintagyjtés
kezdése
(-30. perc)

Intranazalis P-gp szubsztrat, intranazélis szimpatomimetikum adrenalin (ADR)
kezeléssel kombinalva

Mintagy(jtés
kezdése
(-30. perc)

QND + ADR
(0. perc)

Mintagydjtés
(240. pecrig)

MD szonda
belltetés

3.2. Abra - Folyamatibra az intranazdlisan adott P-gp szubsztrdt agyi penetrdcidjanak mikrodializis
vigsgalatarol. A kinidin disztribuciojanak vizsgalata P-gp inhibitor (intranazalis, illetve intravénds
eldkezeléssel), valamint intranazalis szimpatomimetikum jelenlétében torténtek. MD: mikrodializis;
OND: kinidin; ADR: adrenalin.

3.2.5. SPECT képalkotas

A SPECT (Single-Photon Emission Computed Tomography) felvételek a Semmelweis
Egyetem, Elméleti Orvostudoményi Ko6zpont, Biofizika Intézetében, patkdnyokra specializalt
»~multi-pinhole” (sok lyukas) aperturaval ellatott NanoSPECT/CT Silver Upgrade rendszerrel
(Mediso, Budapest, Magyarorszag) késziiltek. A patkanyok altatasa 4%-o0s izofluran és orvosi
oxigén eleggyel, az anesztézia fenntartasa 1,8%-o0s izoflurannal tortént. Egy-egy fiatal és idds
allat i.v. P-gp inhibitoros, valamint egy-egy fiatal és idds allat iires vivoanyagos bekezelés

utdn, iv. [99mTechnécium]-2-metox-isobutil-izonitril (99mTc-MIBI) P-gp szubsztrat
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radioaktiv anyagot kaptak. Ennek a radioaktiv szubsztratnak az atlag aktivitasa 166.89 MBq,
melyet Medi-MIBI készlet prekurzorabél (Medi-Radiopharma Ltd., Erd, Magyarorszag),
99mTc-generator alkalmazasival (Elumatic III, CISbio International, Gif-sur-Yvette,
Franciaoszag) 99mTc-pertechnetat radidjeldlésével allitottuk eld. A koponyakrol a SPECT
felvételek a kontraszt anyag injektalasat kovetd 12., 24., 36., 48., 60., 72., 84., 96., 108. és
120. percben késziiltek. Minden egyes 3 dimenzidos SPECT felvétel (30 nyers adatbol all) 10
percig tartott. A felvételek feldolgozasa Mediso TeraTomo Monte-Carlo alapu iteracios
rekonstrukcios algoritmussal torténtek, a radioaktivitast MBg/mL-ben adtuk meg. A vizsgalt
teriilet (ROI: region of interest) a teljes agy volt, melynek az analizisét a VivoQuant

programmal (inviCRO, Boston, MA, USA) végeztiik el.

3.3. Agyhomogenizalas és citokinszint mérés

Az allatok bealtatasat 400 mg/kg i.p. kloral-hidrattal végeztem, majd a patkanyokat
dekapitaltam, a striatumot kivettem jégakkuval hiitott talcan. A bal striatum izolacioja utan, a
szovetek 100 mg-onként 1ml hideg 1X sejt lizis pufferrel (2x Cell Lysis Buffer for ELISA
Catalog Number EA-0001, Signosis, Santa Clara, CA USA) kezeltem. A striatum homo-
genizacidja jégbe meritett edényben tortént (Ultra-Turrax TP 18/10, Staufen, Németorszag). A
lizis puffert keverés mellett, rovid ideig hatni hagytam, majd 5 percre, 4°C-on, 10.000 fordulat
per perc sebességen centrifugaltam. Az igy keletkezett feliiliszokat -70°C-os fagyasztoba
tettem, a tovabbi feldolgozasig.

Az Osszfehérje vizsgalathoz albuminbdl higitasi sort készitettem. A homogenizatumbol
készitett 1/10-ére higitott aliquotokon, Pierce ™ BCA Protein Assay Készlet (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznalatidval végeztem a tesztet. A teszt lemezre a
kalibralosort, egy iires mintat, illetve a higitott aliquot mintakat vittem fel. A mintdkhoz
hozzaadott a reagens elegyet frissen, kdzvetleniil a vizsgélat eldtt allitottam el6. 30 masod-
perces, lasst keverést kovetden 30 percig 37 °C-on inkubéltam. Az inkubéci6 utdn, 562 nm-en
tortént az abszorbancia detektaldsa egy Tecan (Méannedorf, Svéjc) Spark 20-as késziilékkel.
mértem meg. A vizsgalatot egy 96-lyuku Signosis Patkany citokin lemezen végeztem (Rat
Cytokine ELISA Plate Array I Catalog Number EA-4004), a gyart6 altal eldirtak alapjan. A
lemez 1-1 lyuka 16 kiilonb6z6 citokin egyikére tartalmaz csapdazo antitestet, igy Osszesen 6
minta vizsgalatara alkalmas. A 3.3. Abrdn lathaté modon lettek felvéve a lemezre a mintak.
Az 0sszfejérje analizissel meghatarozott koncentraciok alapjan, ugy higitottam az aliquotokat,
hogy azok egy ml-jében 100 pg fehérjét tartalmazzanak. A festést sztreptavidin-torma-
peroxidaz koto antitestekkel tortént, a HRP szubsztrat hozzaadédsaval fényreakcid keletkezett,

melyet egy Tecan Spark 20 késziiléekkel detektaltam.
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Fiatal [dos

3.3. Abra - Aliquotok elhelyezkedése a Kemilumineszcens ELISA vizsgdlathoz. A lemezen 16
kiilonbozo citokin detektalhato. 3 azonos koru fiatal allat mintdja lett felvéve, dsszehasonlitva harom
iddsebb allatbol nyert mintaval.

3.4. Anatomiai és hisztologiai vizsgalatok

3.4.1. Immunhisztokémia

A hisztologiai festéseket a Természettudomanyi Kutatokézpont, Kognitiv
Idegtudomanyi és Pszicholdgiai Intézetében készitettilk. Az altatast kdvetden a patkédnyok
perfuzidja 3 percig fiziologids sdoldattal, majd 30 percig fixaloval (4% paraformaldehid és
15% pikrin sav keverék 0,1 M koncentracidoban, foszfat pufferben) transzkardialisan tortént.
Az agyat eltavolitottuk, 60 pm vastag koronalis metszeteket készitettiink, ezeken tortént az
immunfestés, Volk és munkatarsainak publikdcidjaban leirtak alapjan [122]. A szoveteket -20
°C-0s 33% ecetsav és 66% etanol keverékkel kezeltiik 10 percig, majd az endogén peroxidaz
enzimeket 0,6%-os peroxiddal, a nem specifikus immunglobulinokat 3% BSA (szarvasmarha
szérumalbumin) és 10% NHS (normal 16 szérum) keverékkel gatoltuk. A GFAP immunfestés
Grand ¢és munkatarsainak leirdsa alapjan késziilt [123], az aldbbi modositasokkal: Az
agyszeleteket 1 %-os hidrogén-peroxiddal, majd 2%-os NGS (normal kecske szérum)-NHS
eleggyel kezeltilk. Az elsddleges antitestek GFAP (1:2000, EMD Millipore, Billerica, MA,
USA MAB3402, GAS klon) és P-gp (1 pg/ml, EMD Millipore, Billerica, MA, USA
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MAB517310, C219 klén) elleni monoklonalis egér antitestek voltak. Kimutatast biotinilalt
egér ellenanyag immunglobulin G (1:250) biztositotta. Ezutan adtuk a masodlagos szérumot
az elegyhez, avidin-biotilinalt HRP (torma-peroxiddaz) komplex formajaban. A szeleteket
0,05%-0s 3,30-diaminobenzidin-tetrahidroklorid kromogénben preinkubaltuk, majd 0,01%-o0s
hidrogén-peroxidban el6hivtuk. Az immunfestett P-gp-s agyszeletek xiolos dehidratalast
kovetden keriiltek a targylemezre, fedéanyagos kezeléssel (DePeX, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Németorszag) a fénymikroszkop vizsgalathoz. A GFAP festett szeleteket
0.5% ozmium-tetroxiddal kezeltiik, majd etanolban dehidrataltuk.

A festéshez a Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) 16 és kecske szérumait,
valamint biotinilalt egér ellenanyagat alkalmaztuk. A festés intenzitasat Adobe Photoshop CC

program segitségével mértem meg.
3.4.2. Orriireg hisztologia

A fiatal feln6tt patkanyt 400 mg/kg i.p. kloral-hidrattal altattam. Hatara fektetve, hogy a
feje kicsit felfelé nézzen, 50-50 ul 1%-os Evans kék oldatot kapott jobb és bal orrlyukaba. 10
perc utan, az allat talaltatasat kovetOen végzett jéghidegre hitott 10 %-os formaldehides
transzkardialis perfiizio biztositotta az agy fixalasat a szovettani vizsgalatokhoz. A koponya 24
oraig 8%-os neutralis pufferelt formaldehidben azott. A szdvettanhoz 16 darab 4 pm vastag,
paraffinba agyazott szegmens késziilt, haematoxin-ecozinos festéssel [202]. A metszetek
készitése és festésiik a Szent Istvan Egyetem, Allatorvostudomanyi Kar, Patologiai Tanszékén

torténtek.
3.4.3. MRI

Az MRI felvételek a Pécsi Tudomanyi Egyetem, Altalanos Orvosi Kar, Orvosi
Képalkot6 Klinika, illetve a Richter Gedeon kft. MRI laborjaban késziiltek. Az MRI felvételek
3T MRI szkennerrel késziiltek (MAGNETOM Trio a Tim System, Siemens AG, Erlangen,
Németorszag). A radiofrekvencia tekercs belsé atmérdje 40 mm (Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Németorszag). T2-sulyozott képeket alkottunk axialis, szagittalis €s koronalnis
orientaciobodl, 2D turbo-spin echo szekvenvidval (TR/TE=5270/99 ms; 26 darab metszet;
metszetek vastagsaga 1 mm; FOV=34x34 mm?, matrix mérete 192x192-r6] 384x384-ra
interpolalva; savszélesség: 40 Hz/pixel; turbo faktor: 8; atlag: 2). A vizsgalatokban egy fiatal
(3 honapos) és négy idos (15, 16 és két 21 honapos) allat vett részt.

36



10.15774/PPKE.ITK.2021.002

3.4.4. Viselkedés és memoria vizsgalatok

A viselkedésvizsgalatok a Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterapias Intézetben torténtek. A patkanyoknak, 4 nap alatt, négy
kiilonb6z6 indulasi pontbol kellett megtanulniuk (északi, nyugati, déli, keleti), egy vizzel telt
arénaban egy rejtett platform helyét (dél-keleti pozicidoban), tigy hogy az arénan kiviil
rendelkezésre alltak tovabbi tajékozodasi pontok. Az allatoknak egy nap soran 3 tesztet kellett
teljesiteniiik, 30 perces sziinetekkel. Az uszas (Gtkeresés) idejét Smart v3.0 (Panlab,
Spanyolorszag) vided kovetd szoftverrel rogzitettik és az eredményeket tdbbszorods
OsszehasonlitdO ANOVA modszerrel értékeltiik ki.
kisérlet két fazisbol allt. Az elsé fazis (F1), az elsé targgyal vald megismerkedést szolgalta. A
masodik fazisban (F2) ismét az els6, mar ismert targyat kapta meg az allat (ismert), majd 5 ora
késéssel bemutatasra keriilt a szamara addig ismeretlen objektum (01j). Ekkor 3 perc kameras
megfigyelés soran rogzitésre keriilt, hogy melyik targyat mennyi ideig vizsgalta a patkany. A
két targy kozotti diszkriminacios index (DI):

(t24 — t2ismert)
(t245 + t2ismert)

A null kozeli érték a diszkriminacios képesség hidnyat jelenti, mig a pozitiv érték az j

DI =100 =

targy iranti fokozottabb érdeklédést mutatja. Fontos hogy a két targy azonos stimulaciot
valtson ki az allatokbdl, azaz ne legyen egyik sem jutalmazobb vagy komplexebb a masiknal.
A fiatal és 1dGs csoportokat tovabb osztottuk, gy hogy egyik felének az ,,a” koda objektum az

ismert, mig a masik felének a ,,b”.

3.5. LC-MS/MS bioanalitika

A mikrodializissel gytijtott mintakban talalhato QND koncentraciokat Szegedi Biologiai
Kutatékdzpontban  (intravénas kinidin  kisérletek), illetve a Természettudomanyi
Kutatékdzpont Miiszercentrumaban (intranazalis kinidin kisérletek) HPLC-MS/MS modszer-

rel mérettiik le. A modszerek paramétereit részletesebben a 3.2. Tablazat mutatja be.
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3.2. Tablazat - HPLC-MS/MS analitikak paraméterei.

Intravénas QND Intranazalis QND
HPLC Agilent 1100 Agilent 1100
MS Thermo Scientific Q Exactive Plus Sciex 6500 Q Trap
orbitrap tandem
Phenomenex Kinetex XB-C18 Phenomenex Synergi Fusion RP
Oszlo részecske méret: 2.6 um; részecske méret: 4 um;
P porus méret: 100 A; porus méret: 80 A;
hossz/atmér6é: 50 mm /2.1 mm hossz/atméré: S0mm / 2 mm;
A: MS viz 0,1% formilsavval
B: acetonitril 0,1% formilsavval
Kiindulas: 90/10% A/B arany
, . 1. Gradiens: 3 perc alatt 90/10% a 5/95%
A: MS Vl% Q,l% forrnllse‘wval A/B atmenet
Eluensek B: acetonitril 0,1% formilsavval

A/B arany: 92 /8%

Ko6zépso szakasz: 0.5 percig 5/95% A/B
arany

2. Gradiens: 0,3 perc alatt 5/95% a 90/10%
A/B atmenet

Utolso szakasz: 2.2 percig 90/10% A/B
arany

Mérés ideje

2,5 perc

6 perc

MS modszer

Elektronspray ionizacio (3500 V)
Pozitiv ionizaciés tizemmod

Forras kondiciok:

Hémérséklet: 300 °C

Vaporizald gaz: 55 (tetsz6leges egység),
vaporizalo gaz hémérséklete: 400 °C
Nebulizalo gaz: 15 (tetszéleges egység)
Szaritd gaz: 5 (tetszoleges egység)

Elektronspray ionizacio (5000 V)
Pozitiv ionizacioés tizemmod

Forras kondiciok:

Hoémérséklet: 450 °C

Vaporizald gaz: 45 (tetszOleges egység)
Nebulizalo gaz: 40 (tetszéleges egység)
Szarito gaz: 40 (tetszéleges egység)

HCD fragmentalas:

MRM aitmenet:
325.2/307.2 m/z (mind6ségi)
Utkozési energia: 31 V

Kvantifikacio | Anyaion: m/z: 325.1910 Da .,
Termékion: m/z: 79.0551 Da Rzl meny )
Utko6zési energia: 45 V
Atmeneti idé: 300 msec
Kalibracio 0.25-5000 nM 0.1-100 ng/mL

(81,105 ng/mL — 1622,100 mg/mL)
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4. EREDMENYEK

4.1. Vér-agy gat oregedésének vizsgalata

4.1.1. A vér-agy gat funkciok valtozasai egészséges oregedés

soran

4.1.1.1. Mikrodializis

A 4.1. Abrdn lathatd a mikrodializatum mintak, atlagolt kinidin koncentracidinak

abrazolasa az id6 fliggvényében. A fiatal patkanyokban a striatumbol és a vérbol szarmaztak a

dializatumok, az idds allatoknal az oldalsé agykamrabol is tortént mintavétel. Az

>

Atlag QND koncentraciok (ng/mL)

Atlag QND koncentraciok (ng/mL) o

i Fiatal ctrl
) N=E —&— Striatum
—a— Plazma
80 4
60 <
40 4
204 AUC,,,,ma = 6021,47
L
04
iv.QND AUC,, = 1462,26
| T T T T
-1 0 1 2 3 4
I1dé (ora)
1004 —a— Striatum
90 Idds ctrl —=— Plazma
N=5 —e— Agykamra
80
70 4
60
50 4
40+ AUC;,,;me = 8215,43
30 4
20+
10 4 AUC; =2428,73
0+
iv.QND AUC,; = 876,81
-10 T T T T T
-1 0 1 2 3 4

1d6 (6ra)

Atlag QND koncentraciék (ng/mL)

o

Atlag QND koncentracick (ng/mL)

100 5
80 4
60
40

20 -

Fiatal PSC-833 elékezeléssel
N=5 ‘ —a&— Striatum
—=— Plazma

*®

AUC,,, = 10335,23"

100

=]
o
1

2]
o
1

P
o
1

N
o

o
1

7 iv.Psc-e33

-20 min
| iv.PSC-833
AUC,,,,, = 7856,52
i.v. QND
T T T T T
0 9 2 3 4
1d6 (ora)

[—a— Striatum
—=— Plazma
—e—Agykamra

1dés PSC-833 elékezeléssel
N=5

AUC,,,,.,, = 8958,5
AUC,, =8177,81""

-20 min

AUC,, =1941,22

i.v. QND
|
0 1 2 3 4

1dé (ora)

4.1. Abra - Kinidin (QND) koncentricié-id profilok a dializdtum mintikban (dézis: 5 mg/kg i.v.)
fiatal (A, B) és idosebb (C, D) Wistar patkanyokban iires vivéanyaggal (A, C) illetve PSC-833-mal (2x2
mg/kg i.v) elékezelve (B, D). Az abrazolt értékek csoportonként n=5 illetve n=3 egyedbol szamolt
atlagok (+/- standard hiba). *: p<0.05, **: p<0.005 T-test vizsgalat (kontroll csoport vs. PSC-833
kezelt csoport), 1: p<0.05 fiatal kontroll vs idésebb kontroll csoport. STR: striatum, VL: ventriculum
lateralis (oldalso agykamra), AUC: gorbe alatti teriilet (area under the curve), OND: kinidin.
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AUCstr/AUC1azma arany a kontroll fiatal allatoknal 0,242, az idéseknél 0,296 volt. Az idésebb
allatoknal magasabb agyi koncentraciok voltak megfigyelhetdk, mint a fiatal allatokban (fiatal
AUCstr vs id6s: 1462,26 vs 2428,73 ng/ml*perc). Szignifikans kiilonbség lathato a kontroll
fiatal és id6s allatok eliminaciés kinetikaja kozott is, a 120. és 150. perc kozotti ido-
intervallumban (p<0,05). A PSC eldkezelés hatasara (fiatal PSC AUCgtr vs idds: 10335,23 vs
8177,81 ng/ml* perc) az AUCstr/AUC,1azma ardny a fiataloknal 1,31 az idésebbeknél 0,91 lett.
Az AUCstr értékek a fiatal (p<<0.05) és iddsebb korosztalynal (p<0.005) is szignifikansan
megnd a P-gp inhibitor el6kezelés hatasara. Idsebb allatokon végzett tripla-szondas vizsgal-
atoknak az volt a célja, hogy betekintést nyerjiink az agykamrak transzporter folyamatainak
valtozasaba. A jobb oldalkamraba (ventriculum lateralis) iiltetett harmadik szondabol gy;tott
mintak analizise alapjan 2,03-szorosara nétt a AUCLy/AUCpiazma (kontroll vs kezelés: 0,107 vs
0,217) arany a PSC jelenlétében, mig AUCstr/AUCpiazma (kontroll vs kezelés: 0,296 vs 0,913)

arany 3,088-szorosara nott a kezelés hatasara.

4.1.1.2. SPECT képalkotas

A 99m-TcMIBI radioaktiv P-gp szubsztrat anyag eloszlasanak vizsgalatakor mar fél
oran beliil kimutathatd, hogy az idésebb allatban a szubsztrat nagyobb mennyiségben marad
meg az agyban, mint a fiatalokéban ¢és a kiilonbség egyre né az idé elérehaladtaval.
Ugyanakkor PSC-833 eldkezelés esetén az agyban kimutatott radioaktivitds kozel azonos
fiatal és 1d6s allat esetében.

100 100

—— fiatal PSC-833
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4.2. Abra - Az agyi [99mTechnécium]-2-metoxi-izobutil-izonitril (MIBI) radioaktiv jel ardny (a 0-12.
perc kozotti mért radioaktivitashoz mérve) dbrazolisa az ido fiiggvényében, A) kontroll fiatal és
idosebb dllatban, valamint B) i.v. PSC-833 elckezelésen dtesett fiatal és idosebb patkanyban. A P-gp
gatlas nélkiil az idosebb dllat agyabol lassabb az eliminacio, a fiataléhoz hasonlitva, melynek hdttérben
a vér-agy gat szivargasa és a P-gp transzporterek alulmiikodése dllhat. Azonban ez a kiilonbség az
inhibitor hatdsdara megsziinik, erre magyardzat lehet az oregedéssel Osszefiiggd P-gp expresszio
csokkenés.

40



10.15774/PPKE.ITK.2021.002

CTRL fiatal CTRL fiatal
=0 =9

CTRL idés CTRL id6s

T=0 ; T=9

PSC fiatal : PSC fiatal
T=0 5 T=9

PSC idés X PSC idds
=0 T=9

4.3. Abra - SPECT felvételek az elsé (T=0; A,C.E,G) és utolsé (T=9; B,D,F,H) idépontban, fiatal
kontroll (A és B), idds kontroll (C és D), fiatal PSC-833 eldkezelt (E és F), valamint idés PSC-833
eldkezelt (G és H) dllatokrol. A melegebb szin nagyobb sugdrzast, nagyobb szubsztrdat koncentrdciot
jelol a szévetekben.

4.1.2. Fehérje analizis és citokin szint vizsgalat
Az agyi citokin szint vizsgalatokban részt vett allatok és a homogenizalt bal oldali

striatum adatait a 4. /. Tdbldzat foglalja 6ssze. Az 6sszfehérje koncentracidkat az aliquotokbol

Pierce BCA fehérje vizsgalattal hatdroztam meg.

4.1. Tablazat - Citokin vizsgalatokhoz felhasznalt allatok, agyszovetek és aliquotok adatai.
Allat | Eletkor = Testsily Homogenizalt Fehérje

Annak (honap) (3] szovet sulya | koncentracio ellenére, hogy a
striatum (mg) (ng/mD)
1 2-3 250 174.0 5474.60
2 2-3 252 173.1 5441.53
3 2-3 285 207.8 5091.17
4 16 530 266.4 4949.05
5 21 588 206.8 4927.24
6 21 510 180.3 4869.90

Osszfehérjekoncentracidja oregedés soran szignifikansan csokken (p < 0,05), aliquotokon
végzett ELISA vizsgalat eredményei (4.4. Abra) azt mutattak, hogy az idésebb egyedekben a
citokinek szintje sok esetben megemelkedett, példaul TNFa: 10470,3 vs 3728,3; MCP-1:
18956 vs 5449,7; MIP-1a: 12250 vs 8296; IL-1a: 12417,3 vs 5017; IP-10: 12417,7 vs 10973,3;
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4.4. Abra - Agyi citokinszintek osszehasonlitisa fiatal és idds patkdanyokban. A kemilumineszcencia
intenzitasok ardnyadt véve (a fiatal allatok szintjét 100 %-nak tekintve) a legtobb vizsgalt citokin
esetében tapasztalhato valtozas az agyi koncentrdaciojukban. A szignifikancia kiiszobot az Jssejt faktor
és a Rantes mennyiség novekedése érte el, de jelentdsen megemelkedett szamos mdas gyulladadskeltd
molekula szintje is, mint a TNFo-é és az interleukinoké.

TGFb: 20245,7 vs 15704, mértékegység: counts per second (detektalt fotonok szdma
masodpercenként), olykor szignifikdns mértékben, mint az SCF: 37990,7 vs 4308,7; vagy a
Rantes: 20279 vs 6688; p < 0,05, mértékegység: counts per second.

4.1.3. A vér-agy gat szerkezeti elvaltozasai egészséges oregedés

soran
4.1.3.1. MR képalkotas

Axialis, koronalis és szagittalis felvételek késziiltek fiatal és idds patkanyokrol. A
reprezentativ id6s allat (15 honapos) agy mérete anterior-posterior irdnyban 14,8 %-kal,

lateralisan 7,1 %-kal, valamint dorso-ventralisan 14,4 %-kal nagyobb volt a fiatal allatokéhoz
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4.5. Abra - MR felvételek korondlis sikbél (A-C) fiatal (), kitdgult agykamrds idds (B) és egészséges
idds (C) patkanyok agydrdl, valamint szagittalis sikban (D,E) fiatal (D) és kitagult agykamrds idds (E)
dllatokrol, valamint axidlis sikban (F,G) fiatal (F) és kitagult agykamrds idds dllatokrol. Az
oszlopdiagram (H) az éregedéssel Osszefiiggd térfogatvaltozasokat foglalja dssze: anterior-poszterior,
dorzoventralis és laterdlis kiterjedésében is tapasztalhato novekedés az idés allatok agyaban.

képest (4.5 Abra H). Ezek a mérések elsésorban a mikrodializis szonda behelyezéséhez
szilkséges agyi koordinatdk meghatarozasahoz késziiltek. Emellett a felvételeken az
agykamrék tagulasa is megfigyelhetd (4.5. Abra B). Tovabbi 3 id6s (egy 16 és két 21 honapos)
allatrol késziilt képeken nem tapasztalhatdo 1ényeges elvaltozas az agykamrakban (a

reprezentativ id6s allat képe 4.5. Abra C felvételén lathato).

4.1.3.2. Agyszovet immunhisztokémiai festése

A P-gp-hez és az asztrocitakban kifejez6d6 GFAP kot immunfestés a vér-agy gat
transzporterek és az asztrocitak Oregedéshez kothetd expresszids valtozasainak vizsgalatat
szolgalta. A két festés eredményét fiatal és idGs allatokban a 4.6. Abra fénymikroszkopos
képei mutatjak. A reprezentativ idés patkanyon tortént P-gp festés (4.6. Abra C és D) jol
lathatd expresszid csoOkkenést mutat a fiatal allat striatumdban megfigyelhetéhdz képest. A
GFAP immunfestése (4.6. Abra A és B) az életkor hataséara intenzivebb lett: Adobe Photoshop
CC programmal a sziirkeskalas hisztogramon, a 80-as hatarérték mellett (ez volt az az érték 0
azaz fekete és 255, avagy fehér kozott, ami alatt a festett képletek talalhatoak) a lefedettség a
fiatal allat felvételein 29,11%-0s, mig az iddsebb patkanyén 32,38%-os volt.
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AA) GFAP fiatal e LB) GFAP id6s

N % |

ra - Fény mikroszkopos felvételek a fiatal és idos dllatok striatumdrol. GFAP festés jol mutatja
a fehérje expressziojanak megnovekedését az idésebb dllat asztrocitaiban (B), a fiatal patkany
agyszovetében megfigyelhetohoz képest (A). A P-gp immunfestés (C, D) eredménye azt bizonyitja, hogy
az oregedés hatasara a P-gp transzporterek szama megfogyatkozik (D) a striatumban. (Méretaranyok a
képeken: A, B: 200 um; C, D: 250 um.)

4.1.3.3. Agyi erek elektronmikroszkopos vizsgalata

A kapillarisok falan szignifikans vastagodas figyelheté meg az idos allatokban: az érfal
vastagsagat a kiils6 és belsd atmérd aranyabol hataroztuk meg, hogy az erek méretbeli
kiilonbsége ne befolyasolja a végeredményt. igy az 1 kozeli értékek az ér vékonysagat
jelentik, a kisebb szamok vastagabb kapillaris falra utalnak. Az igy kapott aranyszamok fiatal
allatoknal 0,88+0,05 volt, mig az iddsebb allatok esetén 0,57+0,14 (p=0,0058). A
kapillarisokat alkoté endothél sejtek kozott, a lumenhez kozelebb esd felszinén azonosithatdak
voltak a szoros kapcsolatok (TJ), melyek szama (0,35+£0,29 vs 0,1£0,2; p=0,0740) és
Osszkiterjedése kapillarisonként (0,11£0,04 vs 0,04+0,06; p=0,0740, kapillaris fal teriiletére
normalizalt érték) az id6s allatokban csokkend tendenciat mutatott a fiatal allatokéhoz képest,
habér az eltérés nem volt szignifikdns. A murdlis pericitdk mennyiségében nem tortént
szemmel lathatd valtozas, méretiikkben is elhanyagolhaté ndvekedés volt csak megfigyelhetd
(fiatalokban 0,36+0,41 umz, 1dosekben 0,54+0,44 umz; p=0,1012, a kapillaris falanak
teriiletével normalizalva 0,15+0,04 vs 0,17+0,07, p=0,5698). Ugyanakkor a bazalis membran
jelentésen megvastagodott az oreg allatokban (fiatalokban 24,3+8,8 nm, idésekben 93,9+34,1
nm, p=0,0001). A kapillarisokat koriilvevé (GFAP-immunopozitiv) asztrocita végtalpak
Osszteriiletében szignifikans novekedés volt tapasztalhatdé az Oregedés Osszefiiggésében
(3,54+3,42 pm? vs 0,47+1,06 um% p=0,0001 a kapillaris falanak teriiletével normalizalva
1,58+1,14 vs 0,48+0,65; p=0,0348), mig szdmukban elhanyagolhat6 kiillonbség mutatkozott.
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4.7. Abra - Elektronmikroszkopos felvételek fiatal és idés patkdanyok agyi kapilldrisairél kisebb (4,B)
és nagyobb aranyu (C-F) nagyitassal. A) Fiatal dallatok kapillarisaira vékony érfal jellemzo, kiviilrdl
szamos asztrocita végtalp (ac) veszi kérbe. B) Idésebb dllatoknal megvastagodott érfal lathato, melyet
duzzadt asztrocita végtalpak vesznek kérbe. C) és E) részleteken 30.000-szeresére nagyitott felvétel
mutatja a fiatal allatok kapillarisainak falat alkoto elemeit: jol lathato a kompakt érfal, mely szoros
kapcsolatokban (TJ) bévelkedd endothél sejtek (e), pericitak (pc) és vékony bazalis membran (BM)
réteg alkotnak. D) és F) képeken szintén 30.000-szeres nagyitisban lathato az idds dllatok
kapillarisainak fala: a sejtek kis mértékben elvesztették eredeti alakjukat, az endothél sejtek kozotti
szoros kapcsolatok ritkabb szamban talalhatoak meg, valamint a bazdalis membran szignifikansan
megvastagodott (Méretaranyok a képen: A,B: 1 um; C-F: 500 nm).

4.1.4. Az egészséges oregedés hatasai a memoriara
4.1.4.1. Morris-féle vizi utveszté

A Morris-féle utvesztdé a navigacidos képességek és térbeli memoria vizsgélatara
kifejlesztett teszt. A fiatal allatok a masodik napon mar gyorsabban megtalaltdk a
kiemelkedést, mig az iddsebbek valamivel rosszabbul teljesitettek a masodik napon az els6hoz
képest. A harmadik és negyedik napon mar mind két korcsoport 20 percen beliil megtalalta a

viz alatti platformot (a részletes eredmény a 4.8. dbrdn lathato).
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4.8. Abra - Fiatal és idds dllatok menekiilési ideje a Morris-féle vizi iitvesztd vizsgdlat négy napjan. A
kezdeti nehézségek ellenére az idosek is megtanultak a viz alatti kiemelkedés helyét.

4.1.4.2. Uj targy felismerés

Az 1j targy felismerési teszt soran a fiatal csoport tagjai haromszor tobb 1d6t toltottek a
targyakkal valo ismerkedéssel, mint idésebb tarsaik (4.9. Abra). A diszkriminaciés indexek

(4.2. Tablazar) kiilonbsége a két korcsoport kdzott nem volt szignifikans.
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4.9. Abra - Az Uj targy felismerés vizsgdlat eredményeinek Gsszegzése. A) dbran ldathaté a két
korcsoport diszkrimindcios indexe, mely mindkét csoportban pozitiv ugyan, de kozel a 0 érékhez, azaz
nem tesznek kiilonbséget az ismert és uj targy kézott az dllatok. A B) dbran lathato a tdgyak
felfedezésével toltott idd. A fiatal patkanyok joval tobb iddt toltéttek kutakodassal, mint az idésebb
tarsaik, melynek oka lehet a korosabb dallatok szorongdsa vagy apatidja.

4.2. Tablazat - Négy idos és négy fiatal patkany explordcios ideje és diszkrimindcios indexe (DI) az vj
targy felismerés vizsgalat soran.

Allat | Csoport Targy azonosité | Exploracio (s) DI

1 id6s a 8,88 -0,79505
2 id6s a 36,41 0,299643
3 d6s b 1,75 0,142857
4 1dos b 6,87 1

5 fiatal a 28,24 -0,04178
6 fiatal a 25,45 0,226719
7 fiatal b 43,08 0,090065
8 fiatal b 51,42 0,067678
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4.2. A P-gp modulaciojanak modellje
4.2.1. Formulacio kidolgozasa intranazalis kinidinhez

4.2.1.1. Orriireg metszetek, hisgtologia

Az Evans kék festékkel kezelt allat orriiregérdl és agyarol késziilt metszetek alapjan, a
nazalis oldat megfelel6 mddon elérte az orriireg hatulsé (caudalis) teriiletét, ahol a szagloham

talalhat6 (4.10. Abra).

4.10. Abra - Orrcseppbe oldott Evans-kék festékkel szinezett orriireg szovettani képei. A metszetek
nativan (A) és hematoxin-eosinnal festve (B), a patkany orriiregérdl (1-5), szaglogumorol (6-7) és agy-
anak elsd felérél (8). A sematikus patkany fejen a szamozott metszetek helye keriilt jeldlésre. A nativ
dbrakon jol lathato az oldat utja, a folyadék sikeresen eljutott az orriireg caudalis (4-es és 5-0s metszet)
felszinéhez.

4.1.1.1. Formuldcio halmazdllapota

segédanyagok mennyiségét meg kellett ndvelni, ezaltal viszkozusabb lett a kezeldoldat,
valamint a hatéanyag toménységét is novelni lehetett. Erre sziikség volt, ugyanis az orriireg

joval kevesebb mennyiséget képes befogadni, mint amit intravénas kezelés soran be lehet adni
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az allatoknak. A folyékony halmazallapoti nazalis oldat beadasdhoz sziikséges volt, hogy az
allat a hatan fekiidjon és feje kissé meg legyen emelve, hogy az anyag ne csorogjon vissza.
Emiatt a sztereotaxikus késziilékbe valo behelyezés, és az agyi szonda beiiltetése csak az
anyag beadasa utan torténhetett meg, igy a hatéanyag felszivodasi fazisar6l nem tortént
mintavétel. Emellett a hatdanyag folyékonysagabdl adéddan a szubsztrat rovid ideig maradt a
kivant abszorpcios feliileten (szagléham), valamint konnyedén lecsorgott a gyomorba, vagy
rosszabb esetben a tracheakon keresztiil a tiidébe, mely fulladashoz vezetett. igy ez a fajta
adagolasi modszer magas mortalitassal jart.

Ezzel szemben a géles formulaciéo nem csak hogy hidrofob tulajdonsaganak koszonhet-
6en konnyebben oldatba vitte a kinidint, de viszkoelasztikus sajatossagabol adédoan hosszan

az orriiregben tartotta a hatéanyagot és megsziintette a kezelt allatok elhullasat.

4.1.2. Intranazalis Kinidin agyi penetracioja PSC-833
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4.11. Abra - Intranazdlisan adott kinidin (1 mg/illat) koncentrdcié-idG profilja és annak viltozdsa
PSC-833 elkezelés hatdsdra. A kontroll (A), intranazalis PSC-833 (10 ug/dllat) (B) és 1.v. PSC-833 (4
mg/kg) (C) elkezelés esetén.*: p<0.05, **: p<0.01, ***:p<0.005 vs kontroll csoportban mért striatum
kinidin koncentrdcio, +: p<0.05 vs kontroll plazma csoportban mért kinidin koncentrdcio. (Az adatok
analizise két mintds t-probaval tortént, a feltiintetett adatok: dtlag +/- standard hiba; N=>5/csoport.)
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A vizsgalt 6t csoport: 1) intranazalis (IN) QND (1 mg), IN iires vivOanyag
elokezeléssel, 2) IN QND (1 mg), IN PSC-833 eldkezeléssel (10 pg), 3) IN QND (1 mg), i.v.
PSC-833 el6kezeléssel (4 mg/kg), 4) IN QND+ADR (1 mg és 50 ng) és 5) IN QND+ADR (1
mg ¢és 20 pg). Az eredményeket Osszegz0 abrakat a 4.11.dbra szemlélteti. A kontroll csoport
(4.11.abra A) mikrodializis eredményei alapjan az AU Cistriaum/AUCplazma arany 0.075 volt. Az
intranazalis P-gp inhibitoros elokezelés hatasara (I11.dbra B) a kinidin plazma szintje kis
mértékben nétt, mig az agyi penetracid csokkent vagy valtozatlan maradt
(AUCstriatum/ AUCpiazma = 0.036). Az i.v. adott PSC-833 el6kezelés a QND agyi disztribucidjat
segitette el0 (AUCsuiaum/AUCplazma = 134.5, 4.11.dabra C), mig a mért plazmakoncentraciok

kozel nullara csokkentek.
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4.12. Abra — Koncentricio-idé gorbe alatti teriiletek (AUC) ésszehasonlitisa. Lokdlisan adagolt
gatloszer hatdasara (IN OQND + IN PSC) nem tapasztalhato lényeges valtozas a kinidin biohasznos-
ulasaban, a kontrollhoz (IN OND Kontroll) képest, mig a szisztémds kezelés szignifikans moduldciot
okozott a kinidin disztribucidjaban. ***: p<0.005 vs kontroll csoport AUCsrr,; ++: p<0.01 vs kontroll
csoport AUCpiama. (Az adatok analizise két mintas t-probaval tortént, a feltiintetett adatok: atlag +/-
standard hiba; N=5/csoport.)

4.1.3. Intranazalis Kinidin agyi penetracidojanak valtozasa

intranazalis adrenalin jelenlétében

Az intranazalis kinidin disztribuci6é vizsgalatanak masodik felében, a nyalkahartyan
keresztiil torténd felszivodas modulacioja keriilt kozéppontba. Az alacsony ddézisban (50 ng)
adott lokalis adrenalin kezelés hatasara csak a 30. percben vett mintdban emelkedett meg az
agyi kinidin koncentraci6, mig a vérplazma kinidin tartalma a 60. perctdl fokozatosan nétt.
(4.13. abra B). Az emelt dozisu (20 pg) adrenalin mellett az agyi kinidin elérte az AUCtriatum
=1475,385 értéket, a kontroll 23,12 és az alacsony dozisu adrenalinos kezelés 85,425
AUCiaum €rtékéhez képest (4.13. abra C). A vérplazmaban itt is lasst, de fokozatos kinidin
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4.13. Abra - Intranazdlisan adott kinidin (1 mg/dllat) koncentrdcié-idé profiljanak viltozdsa lokdlis
adrenalin kezelés hatdsdra. A kontroll (A), alacsony dozisu (50 ng) adrenalinos (B) és magas dozisu
(20 ug) adrenalinos (C) egyiitt addsa esetén. *: p<0.05, **: p<0.01, ***:p<0.005 vs kontroll csoport-
ban mért striatum kinidin koncentrdcio. (Az adatok analizise két mintds t-probaval tértént, a feltiintetett
adatok: atlag +/- standard hiba; N=>5/csoport.)
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4.14. Abra — Koncentricio-idé gorbe alatti teriiletek (AUC) ésszehasonlitdsa. Alacsony dézisii
adrenalinos ko-adminisztracio hatdasara elhanyagolhato az dtlag gorbe alatti teriiletek valtozasa, magas
dozisu adrenalin esetén viszont az agyi kinidin koncentracio szignifikans novekedeést mutat a kontrollhoz
képest, mig a vérplazmaban kézel azonos marad a szubsztrdt mennyiség. ***:p<0.005 vs kontroll
csoport AUCsrg; ++: p<0.01 vs kontroll csoport AUCpiuzma. (Az adatok analizise két mintds t-probaval
tortent, a feltiintetett adatok: atlag +/- standard hiba; N=>5/csoport.)
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szintemelkedés volt lathatd. A tapasztaltak alapjan tehat az adrenalin 90-120 percig tartd
hatasa szignifikdnsan megemeli a kinidin agyi eloszlasat, de utdna is a kontroll csoportban
mérteknél magasabb szintek mutathatoak ki. Az alacsony dozisu adrenalin mellett a kinidin

AUCsriatum/ AUCplazma aranya 0,205, emelt dozis mellett ugyanez 3,7 volt.

5. MEGBESZELES

L. A disszertacio célkitlizései koziil az elsé kérdés a természetes Oregedés vér-agy gat
funkcidjara gyakorolt hatasanak vizsgalata volt, kiegészitve a szerkezeti és a viselkedésre hato
valtozasok elemzésével. A vizsgalat fokuszaban P-gp transzporter vér-agy gat funkcidra
kifejtett valtozasai alltak, egy intravénasan adott P-gp szubsztratnak, a kinidinnek az agyi és
szisztémas keringésben vald eloszlasanak mérésével, mikrodializis modszert alkalmazva.
Emellett sor keriilt a striatumban talalhaté gyulladasos citokin szint valtozasok ELISA
modszerrel vald mérésére is, mellyel szintén az agyi oregedés jeleit kerestem. [J1, J2, J3];

[P1-P4]; [C1-C3]

11 A kutatasommal a P-gp transzporter modulacidjanak vizsgalatat is célul tiiztem ki. A
vizsgalatok intranazalisan adott kinidin alkalmazasaval torténtek. A modulacié intranazalisan,
illetve intravénasan adott P-gp inhibitorral, illetve két kiilonb6zé dozisban adott intranazalis

szimpatomimetikummal végeztem. [J2, J4]; [P5, P6]; [C4]

Eredmények értékelése

A természetes oregedés hatasai a vér-agy gatra

A kisérletek fiatal (2-4 hénapos) és koros (16-21 hdnapos) him Wistar patkanyokon
torténtek. A mikrodializis kisérletek soran négy csoport vizsgalatara keriilt sor: egy fiatal
egyedekbdl allo PSC-833 kezelt csoport, egy idOsebb allatokbdl allo PSC-833 kezelt csoport
¢és mindkét korosztalybol egy-egy kontroll csoport.

A kontroll csoportok 6sszehasonlitasabol lathatd volt, hogy az idésebb allatokban
magasabb volt a kinidin agyi koncentracidja és az elimindcios kinetika is lassabb volt. Az
idésebb allatok lassabb metabolizmusa mutatkozott meg az AUCpma értékek kozotti
kiilonbségben is, mely szintén hozzdjarul az emelkedett kinidin-expozicidhoz. SPECT
képalkotassal végzett 99m-Tc-MIBI disztribucid vizsgalatdnak eredményei alatdmasztottak a
mikrodializis kisérletek eredményeit. Kimutathato, hogy az id6sebb allat eliminacidja lassabb /
vér-agy gat atjarhatdsaga a kozponti idegrendszer felé nagyobb, mint a fiatalé, mely kiilonbség

a korral né. Ez meger0siti a kinidin estén is tapasztalt, az dregedés soran végbemend P-gp
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expresszié csokkenést és vér-agy gat atjarhatosag novekedést. Ez az eredmény biztositja, hogy
a vizsgalt korcsoportok kozott értékelhetd kiilonbségek mérhetéek, annak ellenére, hogy az
idds allatok kozott viszonylag széles korkiilonbség van. Ennek oka, hogy bar a patkanyok
varhat6 élettartama fogsagban 2 év, egyes adatok szerint ez akar 30 honap is lehet [203], a
Wistar torzs egyedei koziil par id6 elott elpusztult, vagy allapota olyan sulyos volt, hogy el
kellett altatni (daganat), vagy a kezelést nem ¢élte tal.

A PSC-833 eldkezeléskor az AUCsrr értékek alapjan elmondhato, hogy mind a fiatal
(p<0.05) mind pedig az idGsebb korcsoportnal (p<0.005) a kinidin agyi penetracidja
szignifikansan megndtt. A P-gp inhibitor hatasara ez az agyi koncentraciok kozotti kiillonbség
a két korcsoportban kozel kiegyenlitddott, a molekula agyi €s periférias eliminaciojanak
kinetikaja lelassult. Az eldkezelés érdekes jelenségre mutatott ra: a PSC jelenlétében a fiatal
patkanyok agyaban 7-szeresére nétt a P-gp szubsztrat koncentracido a kontroll csoportéban
mérthez képest, mig id6éseknél lényegesen kisebb (3,36x) emelkedés volt tapasztalhato.
Id6sebb allatokon végzett tripla-szondas vizsgalatokkal lehetségessé valt az agykamrakban
bekovetkezé P-gp szubsztrat valtozasat kovetni inhibitor jelenlétében és hianyaban. Ez a vér-
CSF gat vizsgalatat is lehetévé tette, ahol a P-gp transzporterek a vérbol a CSF felé hajtjak a
szubsztratjaikat [24], [25]. A jobb oldalkamraba iiltetett harmadik szondabol gyiijtott mintak
analizise alapjan 2,03-szorosara nétt az AUCLv/AUCpm. arany a PSC jelenlétében, mig
AUCstrR/AUCplazma arany 3,08-szorosara nott a kezelés hatasara. Ez az eredmény megerdsiti,
hogy a kozponti idegrendszerben 1éteznek mas mechanizmusok is, melyek képesek a kinidin
transzportjat elvégezni a P-gp gatlasakor is.

Az oregedés egyik altalanos jele a gyulladasos markerek szisztémas felszaporodasa,
mely aldl az agy sem kivétel. Kemilumineszcens ELISA citokin szint vizsgalatokkal ezt is
sikeriilt bizonyitani. Az egyik statisztikailag szignifikdns szintemelkedés az SCF esetében
tapasztalhato, mely fiziologidsan a sériilések gyogyuldsat segiti eld, koros esetben viszont, c-
Kit ligand 1évén, tumor kialakuldsdhoz vezet6 folyamatokra utalhat. Ez lehet egy magyardzat a
mért eredményekre, de ennek kivizsgdldsdhoz boncolasra, utdlag sajnos mar nem volt
lehetdségem, de a Wistar patkany torzsrdl ismert, hogy hajlamosak a neoplasiara [203]. A
megndvekedett SCF szintre egyértelmii magyarazatot nem taldltam. A maésik szignifikans
szintemelkedés a Rantes esetében volt megfigyelhetd. A Rantes szignifikans expresszio-
novekedését megfigyelték oxidativ stressz hatasara normal mikroerekben (kontroll normal
erekhesz képest), valamint Alzheimer-koros mikrovaszkulatira tenyészetekben is (kontroll,
oreg, de nem Alzheimer-koros szovetekhez képest), melyet 0Osszefiiggésbe hoztak
neuroprotektiv folyamatokkal is [204]. Emellett az idosebb allatok agyaban megemelkedett
TNFa és kiilonb6z6 proinflammatorikus interleukinek (la, 1B és 6) szintje is, mely egy
kronikusan fennalld gyulladasra engednek kovetkeztetni, ami idovel a vér-agy gat progressziv
kéarosodasat idézi eld.
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A kiegészitd kisérletek segitettek alatamasztani az irodalomban is megtalalhatod
strukturalis  valtozasokat vizsgalt egyedeinkben [109], [111], [205], [206]. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok a P-gp expresszioban csokkenést mutattak az idésebb
patkanyokban, mely magyarazat lehet a vér-agy gat csokkent funkcidjara a korosabb
allatokban. A GFAP immunfestése a korosabb allatokban intenzivebb lett, melynek oka az
asztroglia sejtek GFAP expressziojanak megemelkedése és a sejtek nyulvanyainak
gyarapodasa, ahogy ez az irodalmi adatokban is megtalalhatd [121], [206], [207]. Az
elektronmikroszkopos felvételek nagymértékli, az oOregedés folyamatahoz kothetd
ultrastruktaralis elvaltozasokat mutattak az agyi kapillarisokban, jol azonosithatok a 1.2.1.
Fejezetben is attekintett alkoto elemek és azok Oregedés soran torténd elvaltozasai. Az agy
makroszkopikus elvaltozasait MR képalkotassal vizsgaltuk, amire elsdsorban az idds allatok
agyi koordinatainak azonositasara volt sziikség. Ezen vizsgalatok soran az egyik id6s allatnal
jelentés agykamra tagulat volt megfigyelhetd, mely normal nyomasu hidrokefaliara jellemzé
[82]. A tobbi id6s allatnal nem jelentkeztek hasonld tagulatok, az agy 6ssztérfogata viszont kis
mértékben nagyobb volt, mint a fiatalabb egyedekben, igy a koordinatakat ennek megfelelden
modositottuk a striatalis mikrodializis szonda beiiltetésekor.

Vizsgalataim soran kivancsi voltam arra is, hogy a vér-agy gat Oregedésével
parhuzamosan az allatok viselkedésében, azaz kognitiv funkcidiban milyen valtozasok
figyelhetéek meg. Ehhez kétféle memoria tesztet hasznaltam. A térbeli memoria vizsgalat
Morris vizi utveszt6 felhasznalasaval tortént. Itt a fiatal és id6s allatok hasonldan teljesitettek,
eltérés a két korcsoport kozott a rovidtava tanulas mindségében volt, bar a kiilonbség nem volt
szignifikans. A masodik teszt az Uj targy felismerési képesség vizsgalata volt. A tesztek
eredménye alapjan az id6s és a fiatal allatok atlagosan aranyaiban azonos idot toltottek el az j
és megszokott targy vizsgalataval, azaz nincs preferencia sem a megszokott, sem az 1j targy
irant. A jelentds kiilonbség a két korcsoport kozott az exploracidval toltdtt idében volt
tapasztalhat6: az iddsebb csoport harom tagja a vizsgélati id6 nagy részében mozdulatlan
maradt (freezing), mely viselkedési mintat legtobbszor a szorongéssal hozzak Osszefiiggésbe,
de idds allatok esetében felmeriilhet az apatia is, mint a demencia jele, azonban a kicsi
allatszambol adodoan, biztos statisztikai értékelés nem allt rendelkezésemre. Erdemes
megjegyezni, hogy habar a Wistar torzs nem a legalkalmasabb a viselkedés vizsgalatokra, az
Osszehasonlithatosag érdekében ugyanazt a torzset kellett ehhez hasznélni, mint amit a tobbi

kisérlethez is.

s rer
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Az elsé nazalis kisérletekben alkalmazott oldat ugyan eljutott az orriireg caudalis
teriileteire, ahogy azt az Evans-kék festés is mutatta, azonban a vizsgalat kivitelezésében
szamos probléma meriilt fel: 1) az oldat alacsony viszkozitasa miatt fontos volt, hogy az allat a
beadasakor a fejét kissé megemelve a hatan fekiidjon, ugyanis igy valt lehetévé, hogy az oldat
az orriireg hatso felébe, a szaglohamhoz jusson. Ezt kdvetden kellett az allatot a sztereotaxikus
késziilékbe befogni, majd az agyi szondat beiiltetni, mely miivelet 20-30 percet vett igénybe.
2) Az oldat volumene (a patkanyok orriiregének mérete miatt) és 3) (a kinidin oldhatosaga
miatt) elérni kivant koncentracidja erdsen behatarolta a modszer alkalmazhatosagat. Kevesebb
oldat beadasakor a P-gp szubsztrat alig érte el a tomegspektrometria méréskiiszobét, tobb oldat
beadasakor a folyadék konnyen a 1égutakba keriilt, mely mortalitishoz vezetett.

A gél formulacioval a felmeriilt problémak kikiiszobolhetévé valtak: viszkozitasabol
adodoan a kezelés hason fekvo (sztereotaxikus eszkozbe helyezett) allaton is elvégezhetd, a
beadott anyag a nyalkahartya, illetve szagloham felszinén marad, csokkentve ezzel az anyag
tiid6be jutasat, valamint elnyujtott felszivodast tesz lehetévé. A gél hidrofob anyagokat is
képes oldani, igy nem okozott gondot a megfeleld mennyiségii kinidin oldatba vitele.

A kontroll csoportmikrodializis eredményei gyenge agyi €és vénas disztribuciot
mutattak, mely paramétereket az intranazalis (lokalis) P-gp inhibitor (PSC-833) eldkezelés
sem javitott, s6t az AUCsyriaum/AUCpzma arany a lokalis gatlas esetén felére csokkent. A
magyarazat ezekre az eredményekre az lehet, hogy alapesetben (amit a kontroll vizsgalatokon
is lathatjuk) a P-gp transzporterek korlatozzak szubsztratjaik szaglohamon keresztiil torténd
felszivodasat. Lokalis (epithél sejtek) P-gp gatlassal a kinidin felszivodasa a plazmaba és
agyba is megndvekszik [194]), ezeket azonban a vér-agy gat P-gp transzporterei eltavolitjak az
agyszovetbdl, mivel az intranazalis inhibitorb6l nem jut el kell6 mennyiségben ezekhez a
fehérjékhez. Szisztémas P-gp inhibitor jelenlétében, a vér-agy gat P-gp transzporter miikodése
is csokken, igy az intranazdlis kinidin kell§ mennyiségben szivodik fel a szagléhamon
keresztiil, raadasul az agyba bejutott szubsztratot a vér-agy gat sem tavolitja el a
parenchimabol. A szubsztrat vérplazma koncentracidja jelentsen lecsokkent, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a gatlas hatassal lehet a nyalkahartyan keresztiil torténd felszivodasra is.
Az orriireg epithél sejtek P-gp gatlasa is okozhatja ezt az eredményt, valamint irodalmi adatok
alapjan elképzelhetd a kivalasztd szervekben (vese és méj) vald az akkumulacié is [208],
[209].

A géles kezelboldatba a kinidin mellé oldott adrenalin (al receptorokon hatva)
Osszehuzza a léglt nyalkahartydjanak ereit, novelve a periférias vaszkularis rezisztenciat,
ezaltal csokkenti a vérbe jutd kinidin mennyiségét €s varhatdan tobb szubsztrat szivodik fel a
szaglohamon keresztiil az agyba. Ezt a kapott eredmények igazoltak is: az alacsony dozisban
adott lokalis adrenalin kezelés hatasdra rovid idére megemelkedett az agyi kinidin

koncentracio, mig a vérplazma kinidin tartalma csak a késObbi idépontokban kezdett
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emelkedni. Az emelt do6zisi adrenalin mellett 400-szorosa lett a striatumban mért kinidin
koncentraciéo az alacsony dozisu adrenalinnal kezelt csoporthoz képest, kiiiriilésének ideje
meghaladta a 2 orat is. A vérplazma kinidin koncentracioja fokozatosan emelkedett, szintén a
vér-agy gat transzporterjeinek folyamatos munkaja altal, de kozvetleniil a nyalkahartyarol

torténd felszivodast az adrenalin sikeresen megakadalyozta.

Uj tudomanyos eredmények osszegzése

1. Tézis

L.a. A kontroll csoportok Osszehasonlitasabol kimutattam, hogy a magasabb agyi kinidin
koncentracid, nem csupan a megnovekedett vér-agy gat szivargas, alacsonyabb P-gp miikddés,

de az idésebb allatokban a lassabb eliminacios kinetika is kozrejatszik.

Lb. A PSC jelenlétében a fiatal patkanyok agyaban 7-szeresére nétt a P-gp szubsztrat
koncentracio a kontroll csoportéban mérthez képest, mig idéseknél 1ényegesen kisebb (3,36x)

emelkedést tapasztaltam.

I.c. Kemilumineszcens ELISA vizsgalatokkal sikeriilt bizonyitanom bizonyos gyulladasos
markerek, foként az Ossejt faktor (SCF) és a Rantes felszaporodasat, idésebb patkanyok

striatumaban.
1I. Tézis

IL.a. Szisztémas P-gp inhibitor alkalmazasaval jelentdsen sikeriilt megemelnem az intranazalis
kinidin agyi eloszlasat, a kontroll csoportokban mérthez képest. A lokdlis gatlas ezzel szemben
jelentés valtozdst nem hozott. EbbOl arra kovetkeztetésre jutottam, hogy alapesetben a
szagloham epithél sejteinek P-gp transzporterei korldtozzdk szubsztratjaik szagléhamon

keresztiil torténd felszivodasat, gatlasukkal viszont megemelhetd a hatéanyag agyi eloszlasa.

IL.b. Lokalis, magas doézisu (20 pg) adrenalin kezeléssel sikeriilt elérnem, hogy az
intranazalisan bejuttatott hatdanyag ne a nyalkahartyan keresztiil a vérdramba, hanem a
szagloham neuronjain keresztiil a kozponti idegrendszerbe szivodjon fel. Ezzel megnoveltem

az intranazalis kinidin agyi eloszlasanak effektivitasat.
Eredmények hasznosithatosaga

A vér-agy gat kutatasanak tavlati célja, hogy megismerjiilk annak pontos miikddési

mechanizmusat, és ezaltal képesek legylink a barrier-rendszer rendellenességeit kezelni, illetve
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crcr

gyogyszereket.

Az els6 tézisben felsorolt eredmények a vér-agy gat, azon beliil is fokuszban a P-gp
transzporterek oregedésére adtak valaszt. A kapott adatok arra hivjak fel a figyelmet, hogy
mig az iddsek agyi kapillarisainak barrier funkcioja csokken (igy nemkivanatos P-gp
szubsztrat anyagok nagyobb mennyiségben juthatnak at a vér-agy gaton), a fiataloknal
drasztikusabb hatast okozhat egy P-gp transzportereken térténd gyogyszer interakci6. A P-gp
kémiai gatlasanak azonban megvan az eldnye is: a P-gp transzporter szamos hatéanyag agyi
molekulak agyi disztribuciojat.

A masodik tézisben az intranazalisan adott P-gp szubsztrat segitségével fel tudtam
térképezni kiilonbdz6 P-gp modulacios lehetdséget: amennyiben arra van sziikség, hogy egy
hatdéanyagot a kozponti idegrendszerbe juttassunk, a nem kivanatos periférias mellékhatasok
minimalizalasaval, az intranazalis Utvonal egy jo gyogyszerbeviteli lehet0ség. Az agy-vér
arany javithatd szisztémas P-gp gatlassal, de a lokalis inhibitorral nem. A lokalis
szimpatomimetikumos kezelés szintén sikeres volt az intranazalisan adott hatéanyagok agyi
disztribucidjanak megemelésében. Az intranazalis adrenalin lecsdkkentette az orrnyalkahartya
kapillarisain keresztiil torténd felszivodast, ezaltal gyors és hatékony agyi disztribuciot

biztositott az intranazalis ton bevitt hatdanyagoknak.

Koszonetnyilvanitas

El6szor is szeretném megkdszonni témavezetdémnek, Vidané dr. Erddé Franciskanak a
lehetdségeket, melyeket munkdm és tanulmanyom soran biztositott szamomra, hogy
gyarapithassam tudasomat é&s tapasztalataimat ezen a tudomadnyteriileten, valamint
kollégaimnak dr. Bajza Agnesnek, kinek segitségével szamos gyakorlati és technikai furfangot
sajatithattam el és Varga-Medveczky Zsofidnak, az utols6 évben nyujtott segitségéért.
Tovabbiakban szeretnék koszonetet mondani Kottra Péternek és Varga Barbaranak a
Természettudomanyi Kutatokdzpont, Kognitiv Idegtudomanyi és Pszichologiai Intézet
allathdzaban nyujtott szamolatlan segitségért.

Kiilonosen nagy koszonettel tartozok minden egyiittmikodénknek: dr. Szigeti
Krisztiannak, dr. Mathé Domokosnak (SPECT felvételek), Csorba Attilanak, dr. Szab6 Palnak,
dr. Imre Timeanak (HPLC-MS/MS bioanalizis), dr. Toth Kinganak, Toth Estilla Zsofianak
(elektronmikroszkdpos €s immunhisztokémiai felvételek), dr. Orsi Gergelynek, dr. Perlaki
Gabornak ¢s Hlatky Davidnak (MRI felvételek), dr. Mandoki Mirdnak és Pop Renatanak
(hisztologiai metszeteket ¢és festés), dr. Gyertyan Istvannak ¢és csoportjanak
(viselkedésvizsgalatok).

Ko6szoném dr. Klemm Annanak (ATRC Aurigon Kft.), hogy id6t szant ram a fehérje
vizsgalatok megtanitdsara. Szeretném megkoszonni a Padzmany Péter Katolikus Egyetem
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Informacios Technoldgia ¢és Bionikai Karanak Fehérjeszerkezeti és Proteomikai
Kutatécsoportjanak, hogy biztositottak szamomra a lemez leolvasé miiszerek hasznalatat.

Halas vagyok kiilfoldi egyiittmiikodéinknek: prof. Sveinbjorn Gizurarsonnak, az Izlandi
Egyetem, Gyogyszetudomanyi Kar professzoranak, hogy bemutatta az intranazalis
gyogyszeradagolas alapjait, dr. Claudia Matternnek (vezeté kutatd, M et P® Pharma,
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Abrajegyzék

Bevezetés

1.1 Abra - A vér-agy gat felépitése.

1.2. Abra - Agyi kapillarisokat alkotd endothél sejtek fontosabb transzporterjei és transzport
folyamatai.

1.3. Abra - P-gp (ABCBI) transzporter miikddésének mechanizmusa.

1.4. Abra - Az endothél sejtek szoros és adherens kapcsolatai.

1.5. Abra - Glikolalix fizikai barrier funkciéja.

1.6. Abra - Bazalis membrant alkoto fobb elemek.

1.7. Abra - Asztrocitak és neuronok kzotti anyagesere folyamatok.

1.8. Abra - Egészséges vér-agy gat alkotoelemei és strukturaja 6sszehasonlitva az dregedéssel
jard vér-agy gat valtozasokkal.

1.9. Abra - Mikrodializis szondéaval torténé mintavétel illusztracidja.

1.10. Abra - ELISA fehérjevizsgalat elméletét abrazolo sematikus rajz.

1.11. Abra - Intranazalisan bejuttatott anyagok utvonala az agyba.
Moddszerek

3.1. Abra - Dupla-szondas mikrodializis vizsgalat sematikus felépitése.
mikrodializis vizsgélatarol.

3.3. Abra - Aliquotok elhelyezkedése a Kemilumineszcens ELISA vizsgalathoz.
Eredmények

4.1. Abra - Kinidin (QND) koncentracié-idé profilok a dializatum mintakban.

4.2. Abra - Az agyi [99mTechnécium]-2-metoxi-izobutil-izonitril (MIBI) radioaktiv jel arany
(a 0-12. perc kozotti mért radioaktivitashoz mérve) abrazolasa az id6 fiiggvényében,

4.3. Abra - SPECT felvételek az elsd és utolso idépontban, fiatal kontroll, idos kontroll, fiatal
PSC-833 elokezelt, valamint id6és PSC-833 elokezelt allatokrol.

4.4. Abra - Agyi citokinszintek 3sszehasonlitasa fiatal és id6s patkanyokban.
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4.5. Abra - MR felvételek koronalis sikbol fiatal, kitagult agykamras idSs és egészséges id6s
patkanyok agyarodl, valamint szagittalis sikban fiatal és kitagult agykamras id6s allatokrol,
valamint axialis sikban fiatal és kitagult agykamras idds allatokrol.

4.6. Abra - Fény mikroszkopos felvételek a fiatal és id6s allatok striatumar6l.

4.7. Abra - Elektronmikroszkopos felvételek fiatal és idés patkanyok agyi kapillarisair6l
kisebb és nagyobb aranyu nagyitassal.

4.8. Abra - Fiatal ¢s id6s allatok menekiilési ideje a Morris-féle vizi utvesztd vizsgalat négy
napjan.

4.9. Abra - Az jj targy felismerés vizsgalat eredményeinek Gsszegzése.

4.10. Abra - Orrcseppbe oldott Evans-kék festékkel szinezett orriireg szovettani képei.
4.11. Abra - Intranazélisan adott kinidin koncentracio-id6 profilja és annak valtozasa PSC-
833 eldkezelés hatasara.

4.12. Abra - Koncentracié-idé gorbe alatti teriiletek (AUC) 6sszehasonlitasa.

4.13. Abra - Intranazélisan adott kinidin koncentracié-idé profiljanak valtozasa lokalis
adrenalin kezelés hatdséara

4.14. Abra - Koncentracié-idé gorbe alatti teriiletek (AUC) 6sszehasonlitasa.
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Tablazatjegyzék

Bevezetés

1.1. Tablazat - Az ELISA vizsgalat segitségével mért 16 kiilonb6z6 gyulladasos citokin f6bb

funkcioit és rendellenességeit 6sszefoglalo tablazat.
Médszerek

3.1. Tablazat - A mikrodializis vizsgalatokban alkalmazott kezeldanyagok dézisa.

3.2. Tablazat - HPLC-MS/MS analitikak paraméterei.
Eredmények
4.1. Tablazat - Citokin vizsgalatokhoz felhasznalt allatok, agyszovetek és aliquotok adatai.

4.2. Tablazat - Négy idds és négy fiatal patkany exploracios ideje és diszkriminacios indexe

(DI) az uj targy felismerés vizsgalat soran.
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