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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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monoamin-oxidaz
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noradrenalin transzporter
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noradrenaline reuptake inhibitor

nucleus

foszfolipaz C
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2. BEVEZETES

A noradrenalinnak fontos szerepe van testiink homeosztazisaban mint kdzponti és
vegetativ idegrendszeri neurotranszmitter és a véraram utjan terjedé hormon. Elsédleges
feladata az ember ébrenléti, készenléti allapotanak, illetve stressz- és veszélyhelyzetekre

adott reakcioinak szabalyozasa (Berridge és mtsai 2012, Sara ¢s Bouret 2012).

A szamtalan fiziologids hatdsa mellett a noradrenalinnak azonban neurotoxikus hatésa is
ismert, vagyis a transzmitter talzott mértékli felszabaduldsa a kornyezd idegsejtek
karosodéasahoz, elhalasdhoz vezethet (Burke és mtsai 2004). Ilyen tilzott noradrenalin-
felszabadulast okozhat példaul, mint a jelen értekezésben bemutatott vizsgalataink

bizonyitjak, a gerincveld traumas sériilése, illetve rosszul kivitelezett érzéstelenitése is.

Az idegrendszeri betegségek kezelése egyre nagyobb hanyadat teszi ki az egészégiigyi
ellatdsnak. A novekvd prevalencia egyik indoka az allandosuld stressz €és a varhatod
¢lettartam kitolodasa, melynek koszonhetéen néhany, kordbban ritkabbnak szamitod
betegség, mint az Alzheimer-kor, ma mar az iddsebb generacid tomegeit érinti. Csak
Europaban kozel 800 milliard eurdra (= 250 billio forintra) becsiilik ezen betegségek
gyogyitasabodl és a munkakiesésbdl eredd éves koltségét, ami tobb, mint az dsszes tobbi
betegség koltségei egyiittvéve (Gustavsson és mtsai 2011). Ezekre a kihivasokra keresnek
megoldast az olyan nagyszabast kutatdsi programok, mint az eurépai Human Brain
Project (= 370 milliard forint), az USA BRAIN Initiative (= 850 milliard forint) és a
magyar Nemzeti Agykutatasi Program (12 milliard forint).

A gerincveld baleseti sériiléseinek ugyancsak folyamatosan novekvd incidencidja van.
Vilagszinten 180 000-re becsiilik az 0 sériilések szamat évente (Lee és mtsai 2014,
Jazayeri €s mtsai 2015). A novekedés oka azonban masban keresendd, mint a legtobb
idegrendszeri betegségnél. ElsOsorban arra vezethetd vissza, hogy vilagszerte egyre
tobben kozlekednek autoval vagy motorral, igy a kozlekedési balesetek szama is egyre
magasabb, amely a gerincveldi sériilések kozel felét okozza. A sériilésben érintettek
kétharmada rdadasul 30 év alatti, igy a baleset kovetkezményei az egész életiiket
végigkisérik, tobb évtizeden keresztiil ellatasra szorulnak (Park és mtsai 2004, Cripps €s
mtsai 2011). A balesetet szenvedettek szamara a legnagyobb probléma azonban az, hogy

a jelenleg elérhetd terapias beavatkozasok, bar javitanak az érintettek talélési esélyein és



DOI:10.14753/SE.2018.2092

¢letmindségén, az idegi funkcidkban nem tudnak érdemi javulast elérni (Yilmaz és mtsai
2015). A gerincvel6 sériiltek igy egész é€letiikben dgyhoz vagy kerekesszékhez kototté

valnak.

A gerincvel6i sériilés gyogyitasat az idegszovet korlatozott regeneracios képességén tul
szdmos szekunder karositd tényezd neheziti, mint az ischaemia, a gyulladds ¢és a
neurotranszmitterek talzott mértéki felszabadulasabol adodo ugynevezett excitotoxikus
hatas (Liu és mtsai 1990, Woiciechowsky és mtsai 1998, Liu és mtsai 1999, Nakai ¢és
mtsai 1999, Elenkov és mtsai 2000, Sumiya és mtsai 2001, Zhang és mtsai 2013).
Mindezek szoros kolcsOnhatasban allnak a noradrenalin felszabaduldsaval, ezért a
transzmitternek fontos szerepe lehet a gerincveldi sériilés patomechanizmuséaban, igy a

terapias beavatkozasoknak is potencialis célpontja lehet.

A helyi érzéstelenitésben ugyancsak fontos lehet az érzéstelenitd szer hatisa a
noradrenalin  felszabaduldsara. Gerincveld prepardtumon  végzett vizsgalatok
bizonyitottak, hogy a Na*- és K*-csatornakat blokkolo lidocain jelentésen megndvelheti
a noradrenalin felszabaduldsat, ami a K'-csatorna gatlasaval van osszefiiggésben
(Uchihashi és mtsai 1998). Ez egyrészt el0segitheti annak érzéstelenitd és érsziikitd
hatasat, mdasrészt viszont toxikus hatdsa is lehet a kornyezd idegszovetekre ¢és
hozzajarulhat a szisztémas mellékhatasaihoz, ami indikécio lehet a szer alternativéja, pl.
az articain hasznalatdra (Kamisaki és mtsai 1993, Moller és Covino 1993, Burke és mtsai

2004, Szabd és mtsai 2007.

A noradrenalinnak a vegetativ idegrendszeri és hormondlis szabalyozéas révén fontos
szerepe van a szajlregi szovetek, igy a fogpulpa homeosztazisanak szabalyozéasaban is.
A pulpanak nincsen ,,szelektiv”’ szimpatikus beidegzése, vagyis csak egy szisztémas
szimpatikus tonus részeként szabadul fel benne noradrenalin, ami nyugalmi, fiziologias
koriilmények kozott minimalis mértékli (Tender és Naess 1978, Aars és mtsai 1992,
Olgart 1996). A fog és a parodontium gyulladasos folyamataiban azonban fontos szerepet
jatszhat a noradrenalin, hiszen bizonyitottan hatdssal van a pulpa vérkeringésére, a
periapikalis elvéaltozds méretére és a tercier dentin termelddésére, de még a

fogszabalyozas kozbeni gyokérfelszivodas mértékére is (Haug és Heyeraas 2006).
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2.1. Noradrenerg ingeriiletatvitel

A noradrenalint termeld sejtek lokalizacidjuk szerint harom csoportra oszthatoak:

1) A kdézponti idegrendszeri noradrenerg sejtek az also agytérzsben helyezkednek el. Bar
a kozponti idegrendszer neuronjainak kevesebb, mint egymilliomod részét teszik ki,
felszallo és leszallo rostjaik az agy és a gerincveld valamennyi teriiletét beidegzik. Harom
ponto-spinalis palya adja a gerincveld azonos oldali noradrenerg beidegzését, ezek az AS,
A6 (locus coeruleus) és A7 sejtcsoportokbol erednek (Clark és Proudfit 1991, Bruinstroop
¢s mtsai 2012) (1. abra). A noradrenerg sejtek kozel fele, kb. 36 300 darab a locus

coeruleusban helyezkedik el (Mouton és mtsai 1994).

I

1. dbra. A kizponti idegrendszer noradrenerg sejtcsoportjai. Elénk szinnel jeloltek a
gerincvelobe rostokat kiildo sejtcsoportok: A5, A6 (locus coeruleus) és A7. (Forras: Vizi

2002, modositasokkal)

2) A periféridas idegrendszeri noradrenerg sejtek a szimpatikus idegrendszer
postganglionaris neuronjai, melyek a legtobb szervnek, igy a fogpulpanak is szimpatikus

beidegzést biztositanak.
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3) Noradrenalint ezen kiviil a mellékvesevelé kromaffin sejtjei termelnek, melyek
fejlodésiiket és beidegzésiiket tekintve is szimpatikus postganglionaris neuronokhoz

hasonloéak, a noradrenalint azonban hormonként, a véraramba iiritik.

A noradrenalin tobblépéses folyamat soran egy nem-esszencidlis aminosavbol, a
tirozinbol keletkezik. Szintézisének elsé 1épései a citoszolban torténnek, itt alakul at a
tirozin L-DOPA-va, majd dopaminna. A dopamin transzport utjan a transzmitter
vezikulumokba keriil €s itt torténik meg a dopamin - noradrenalin atalakulas (2. dbra). A
vezikulumok mérete 10-100 nm kozott valtozik annak fliggvényében, hogy talalhato-e
benne neuropeptid kotranszmitter is, ami a noradrenalin mellett a neuropeptid Y (NPY)
szokott lenni. (Vizi 2002, Adam 2004).

O
oL
HO NH2  Tirozin
W tirozin-hidroxilaz
O
HO
L
HO NH2 | .popa
W DOPA-dekarboxilaz
HO NH-
H Oj@/\/ Dopamin
W dopamin-B-hidroxilaz
OH
HOD/'\/NHQ
HO Noradrenalin
2. abra. A noradrenalin szintézise tirozinbol. Az elso két lépés a citoszolban, a harmadik

a noradrenerg vezikulumokban torténik. (A szerzé abraja)
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A neurotranszmitter felszabaduldsa ezt kovetden két modon torténhet a kdzponti
idegrendszerben és a periférian egyarant: szinaptikusan vagy nem-szinaptikusan (Vizi

1984, Jackson ¢és Cunnane 2001, Vizi és mtsai 2010).

Szinaptikus ingeriiletatvitel esetén az idegsejten végigterjedé depolarizaciés hullam Ca®*-
bedramlést indit meg, amelynek hatasara a vezikulumok atmenetileg egybeolvadnak a
plazmamembrannal és a transzmitter egy jol koriilhatarolt szinaptikus résbe iiriilve
kotédik a posztszinaptikus idegsejt receptoraihoz, igy tovabbitva az ingeriiletet. Ez a

folyamat pontos, gyors jelatvitelt biztosit.

Nem-szinaptikus ingeriiletatvitel esetén a transzmitter a szinapszisoktol tdvolabb, az
extracellularis térbe {iriil, majd diffiziéval jut el a kornyezd idegsejtekhez. A
felszabadulas helyei az idegsejt agszerkezete mentén taldlhatd varicositasok, melyek
rendelkeznek a szinapszisokban végzddo végkésziilékek jellemzd sejtosszetevoivel, €s
amelyekbdl példaul a hippocampust beidegzd minden egyes noradrenerg sejtnek 170 000
darab van (Vizi és Kiss 1998). Ennek kdszonhetden az ingeriilet hatdsara felszabadulo
noradrenalin nem csak egyetlen posztszinaptikus sejtre van hatassal, hanem egy nagyobb
teriileten elhelyezkedd neuronhdlézat mukodését szabalyozza, és a szinaptikus

ingeriiletatvitelhez képes 1ényegesen tartdsabb hatast fejt ki.
A nem-szinaptikus transzmitter felszabadulasnak harom f6 mechanizmusa létezik:

1) A depolarizaciés hullam, Ca?*-bedramlas és vezikularis iirités altal megvalosuld
transzmitter  felszabadulds a szinaptikus folyamathoz hasonld, elsdsorban
lokalizaciojaban kiilonbozik attdl. A noradrenalin esetében az NPY kotranszmitter
tartalmi vezikulumok jellemzéen igy iriilnek. llyen nem-szinaptikus, vezikularis
transzmitter felszabadulds a periférian is el6fordul, példaul a simaizomkontrakcid

szabalyozéasaban, ¢s feltehetdleg a fogpulpéaban is.

2) A noradrenalin uptake-ért (felvételért) felelés transzporter reverz mikodése
kovetkeztében szintén kijuthat a transzmitter az extracellularis térbe. Ez a folyamat az
extracellularis Ca?'-koncentraciotol fiiggetlen. Elsdsorban patologias, pl. ischaemids

folyamatokban fontos, de fiziologias szerepe is lehet.

10
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3) Nagy mennyiségli szinaptikus transzmitter felszabaduldsnal a noradrenalin egy része
»tulfolyhat” a szinaptikus résbdl, igy a transzmitter a szinapszisban szabadul fel, de

hatasat mar extraszinaptikus receptorokon fejti ki.

A noradrenalin a kézponti idegrendszerben elsdsorban nem-szinaptikusan szabadul fel.
fgy lehetséges, hogy a noradrenerg sejtek viszonylag alacsony szamuk ellenére az egész
agy ¢brenléti, készenléti tonusat szabalyozzak és olyan szempontbol is logikusnak
mondhato, hogy a noradrenalin altal kozvetitett hatasok nem igényelnek gyors, pontos

ingeriiletatvitelt.

A receptor kotddés ezt kovetden szintén lehetséges szinaptikusan vagy nem-
szinaptikusan (Vizi 2000). Az adrenerg receptoroknak a1, oz, B1, B2 €s B3 tipusai ismertek,

mindegyik metabotrop, G-fehérje kapcsolt.

- Az oy tipusu receptoroknak van vélhetden a legfontosabb szerepiik a vizsgalatunkban
leirt gerincveldi folyamatokban. Ezek PLC — IP3 jeltavitel révén Ca®*-ot szabaditanak

fel foleg az endoplazmas retikulumbol, igy ndvelve az intracellularis Ca?*-szintet.

- Az o2 receptoroknak ezzel szemben gatlo hatdsa van, az adenil ciklaz enzim
inaktivalasaval csokkentik a cAMP-szintet, ezaltal a Ca?*-csatorndk vezetoképességét is.
Ennek, mint késobb latni fogjuk, fontos szerepe van a noradrenalin fajdalomcsillapitéd
hat4saban. Preszinaptikusan elhelyezkedve az a2 receptorok negativ visszacsatolas Utjan

gatoljak a noradrenalin felszabadulasat.

- A P receptorok mind aktivaljak az adenil ciklaz enzimet, igy novelve a cAMP-szintet.
Az o receptorok mellett tobbek kozott a pulpa véraramlasaban jatszanak szerepet (Kim

¢és mtsai 1989).

A felszabadult noradrenalint uptake 1 Utjan a szinapszis kornyezetében elhelyezkedd
noradrenalin transzporter (angolul norepinephrine transporter, NET) Na*-Cl-
kotranszport Gtjan veszi fel Gjra az idegsejtbe a Na'-gradiens terhére. A transzporter
miikddése patologias viszonyok kozott megfordulhat, aminek késobb latni fogjuk a
jelentdségét. A noradrenalint a kornyezd szovetek (pl. endothel és simaizom) is
felvehetik, ezt uptake 2-nek hivjuk. A sejten belil végiil wjra felhasznalodik a
transzmitter, vagy lebontjdk a monoamin-oxiddz (MAO) illetve katekol-O-metil-
transzferaz (COMT) enzimek (Vizi 2002).

11
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2.2. A noradrenalin szerepe a gerincveloi sériillésben

2.2.1. A gerincveld anatomiaja és noradrenerg beidegzése

A gerincvel6 a kozponti idegrendszer koponyan kiviili része, melynek elsddleges feladata
az agy ¢és a periférids idegrendszer kozotti Gsszekottetés és a periférias reflexivek
biztositasa, illetve a kozvetitett ingeriilet modositasa. Felnéttekben kb. Kisujjnyi
vastagsagu és 45 cm hosszan huzddik a gerinccsatorndban. A felsd, illetve also
végtagokat ellatd idegagak kilépésének magassagaban egy-egy kiszélesedés talalhatd a
gerincveldn, ezek az intumescentia cervicalis és lumbalis. Az emberi gerincvel 31
szegmensbdl all: 8 cervicalis, 12 thoracalis, 5 lumbalis, 5 sacralis és 1 coccygealis. Ezek
a csigolyakhoz képest eltolodva helyezkednek el, ami annak kdszonhetd, hogy a

gerincveld hossznovekedése elmarad a gerincoszlopétol (Réthelyi 2002, Hajdu 2004).

Keresztmetszeti képen a gerincveld kiilsé részét alkotja a fehérallomany, melyben az
afferens (felszallo) és efferens (leszallo) idegpalyak futnak, a belsé részt pedig a pillango
alaku szilirkeallomany foglalja el, melyben a neuronok sejttestjei talalhatoak. A
sziirkeallomany hats6 szarva elssorban érz6 beidegzést, az eliilsd szarva pedig motoros
beidegzést kozvetit. A kozottiik taldlhatd kisebb, oldalsé szarv és a centrélis
sziirkeallomany szerteagazo6 funkcioval bir, itt talalhatoak a szimpatikus praeganglionaris
neuronok is (ezek transzmittere az acetilkolin, noradrenalint a postganglionaris neuronok
szabaditanak fel). Akarcsak az agyban, a noradrenalin a gerincvel6ben is tobbségében

nem-szinaptikusan szabadul fel (Ridet 1993, Vizi 2010).

A gerincvel6t beidegzd noradrenerg idegrostok az agytorzs azonos oldali AS, A6 és A7
sejtcsoportjaibol erednek és a sziirkedllomany nagy részéhez adnak idegvégzddéseket
(Clark ¢és Proudfit 1991, Holstege és Bongers 1991, Shapiro 1997, Hajdu 2004,
Bruinstroop és mtsai 2012, Kuraishi 2015). A sejtcsoportok eltérd aranyban kiildenek
rostokat a gerincveld egyes részeihez (3. dbra). Az A6 sejtcsoport (locus coeruleus) adja
a hatso szarv noradrenerg rostjainak nagy részét, ezért ennek lehet a legnagyobb szerepe
a fajdalomérzet modositasdban, mig az A7 sejtcsoport rostjai az eliilsd szarvon végzddve
a motoros mitkddést befolyasoljak (Howorth és mtsai 2009, Bruinstroop €s mtsai 2012).
Az A5 sejtcsoport elsdsorban a szimpatikus praeganglionaris neuronokat befolyasolja,

ezért a lumbalis szegmensekhez mar kevés idegrost jut.
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3. dbra. Noradrenerg idegrostok eloszlasa a gerincvelo lumbalis szakaszdn.
Megfigyelheto az egyes noradrenerg sejtcsoportok (A6 és A7, vé. 1. abra) eltéro
veégzodesi teriilete a sziirkeallomdnyban. (Forrds: Bruinstroop és mtsai 2012,

modositdasokkal)

2.2.2. A gerincveldi sériilés primer és szekunder tényezoi

A gerincveld primer sériilését az idegszovet zuzddasa, kompresszidja, az éles
csonttormelékek altali szakaddsa és a vér-agy gat sériilése jellemzi (Tator 1995). A
primer, mechanikai sériilésen feliil azonban szamos masodlagos tényez6 is hozzajarul a
gerincveld funkciovesztéséhez és a kronikus fajdalomhoz. Ezek kozé tartozik az
ischaemia, a lokalis gyulladas és 6déma, a szabadgyokok felszabadulasa és a tulzott
neurotranszmitter-felszabadulas excitotoxikus hatasa (Tator és Fehlings 1991, Wrathall
¢s mtsai 1992, Sumiya €és mtsai 2001, Park ¢€s mtsai 2004, Liu és Xu 2012, Padro és
Sanders 2014, Yilmaz és mtsai 2015), melyek nekrozis vagy apoptdzis Utjan

sejtelhalashoz vezetnek.

A szekunder karosito tényezok koziil a gyulladas, az ischaemia és az excitotoxicitas erds
kolcsonhatasban allnak a noradrenalin felszabaduldsaval, és a transzmitter lokalis és
szisztémds immunmodulans hatassal is bir (Woiciechowsky ¢és mtsai 1998, Elenkov ¢és
mtsai 2000, Vizi és mtsai 2002, Prass €s mtsai 2003, Meisel és mtsai 2005, Zhang és mtsai
2013, Zuo és mtsai 2016). Kordbbi in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy ischaemias
koriilmények kozott a gerincveldi noradrenalin felszabadulés sokszorosara nd (Uchihashi
¢s mtsai 1998, Nakai és mtsai 1999, Sumiya és mtsai 2001). Az igy kialakul6 tulzottan
magas extracelluldris noradrenalin koncentracid a gyulladds befolydsolasan tual két

feltételezett mechanizmus utjan jarulhat hozza a gerincvel6 szekunder sériiléséhez:
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1) A glutamat felszabadulas serkentésével erdsitheti annak excitotoxikus hatasat

(Wohlberg és mtsai 1987)

2) Bomlastermékeinek tulzottan magas koncentracioja miatt neurotoxikus hatasa

lehet (Burke és mtsai 2004)

Mint késébb latni fogjuk, mindkét mechanizmus az intracellularis Ca?*-szint kérosan

magas szintjének eldidézésével vezet végiil az idegszdvet sejtjeinek apoptdzisahoz.

Osszefoglalva tehat a noradrenalin mind a gyulladas lokéalis és szisztémas
befolyasolasaval, mind pedig az ischaemia kovetkeztében fokozott felszabadulasa és
potencialis neurotoxikus hatasa altal fontos szerepet jatszhat a gerincveld szekunder

sériilésének patomechanizmusaban.

2.2.3. Neurotoxicitas

Minden olyan anyagot, amely az idegsejteket kérositja vagy elpusztitja, neurotoxinnak
neveziink. A legtobb neurotoxin kiilsg eredet, ilyenek példaul egyes novényvédo szerek,
nehézfémek és ipari oldoszerek. Sok gyogyszernek is 1étezik neurotoxikus mellékhatasa,
tobbek kozott egyes kemoterapias szereknek, antibiotikumoknak és érzéstelenitd
szereknek. Neurotoxikus hatasa lehet azonban néhany, a szervezetben természetesen
eléforduld anyagnak is. Ezek koziil a legfontosabb a glutamat, amely a legfontosabb
kozponti idegrendszeri neurotranszmitter, tulzottan magas koncentracioban azonban a
kornyezd idegsejtek elhalasdhoz vezethet. Ez utobbi folyamatot, vagyis a fokozott

transzmitter felszabadulas hatasara fellép6 idegkarosodast excitotoxicitasnak nevezzik.

2.2.4. A noradrenalin potencialis szerepe az excitotoxicitisban

A glutamat excitotoxikus hatdsa altalanosan elfogadott tény, és a gerincveldi sériilés
mellett szdmos gyakori betegség, példaul az Alzheimer-kor, Parkinson-kor és sclerosis
multiplex patogenezisében vizsgaltak a jelentdségét (Faden és Simon 1988, Liu és mtsai
1991, Regan és Choi 1991, Wrathall és mtsai 1992, Lipton és Rosenberg, 1994, Sohn és
mtsai 1998, Liu és mtsai 1999, McAdoo és mtsai 2000, Kostic és mtsai 2013, Ambrosi és

mtsai 2014, Brassai és mtsai 2015, Acosta és mtsai 2017). Egyelére nem alatamasztott,
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hogy a noradrenalinnak O6nmagaban is hasonld szerepe lehetne, de tobb vizsgalat
bizonyitja a glutamat és a noradrenalin egymas felszabadulasat serkenté kolcsonhatasat
az agy ¢és a gerincvel0 excitotoxikus folyamataiban (Nelson és mtsai 1980, Wohlberg és
mtsai 1987, Arvin és mtsai 1992, Dawson és Wallace 1992, Halonen és mtsai 1995,
Klarica ¢és mtsai 1996, Sundstrom ¢és mtsai 1998), igy a noradrenalinnak feltehetdleg

kozvetett hatasa van az excitotoxicitas el0idézésében.

2.2.5. Glutamat okozta excitotoxicitas a gerincveldoben

A kozponti idegrendszer traumas sériilés hatisara vagy attol fiiggetleniil kialakulo
ischaemidja Osszetett patologids mechanizmust indit be, amely a kornyezd ideg- és
gliasejtek elhalasahoz vezet. Ennek a excitotoxicitdshoz kapcsolédd f6 vonalai a
kovetkezok (Stys €s mtsai 1992, Lipton és Rosenberg 1994, Lipton 1999, Lu és mtsai
2000, McAdoo és mtsai 2000, Li és Stys 2001, Park és mtsai 2004):

- Vérellatas hidnyaban szdveti hypoxia 1ép fel
- Oxigén és gliikoz nélkiil a Na*/K*-ATPaz miikodése leall, a sejt depolarizalodik
- A kiilsé Ca?" bearamlasa révén az intracellularis Ca%*-szint megné

- Ennek hatisara (tobbek kozott) glutamét szabadul fel, ami az intracellularis Ca?*-
raktirak felszabaditasa és a kiilsd Ca?* tovabbi bearamlasa (elsésorban N-metil-D-
aszpartdt [NMDA] receptor ioncsatorndk) altal excitotoxikus szintre ndveli az

intracellularis Ca%*-szintet

- A magas Ca?*-szint szabadgydkok és reaktiv oxigén fajtak felszabadulasahoz, Ca®*-
fliggd bontd enzimek (calpain, endonukledzok, foszfolipdzok, ATPazok) aktivalasahoz

vezet és tovabbi glutamatot szabadit fel, ami a kornyez6 sejtekre is kihat

- A glutamat felvétel ledll vagy megfordul, ami tovabb néveli az extracellularis

(szinaptikus és nem-szinaptikus) glutamat koncentraciot
- A foszfolipazok a sejtmembrant permeabilissa teszik
- A mitokondriumok szétesnek, toxinokat és apoptotikus faktorok bocsatanak ki

- Kaszpazok kozvetitésével apoptdzis indul be
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A gerincvel6i sériilés szekunder karosité folyamatai mar percekkel a baleset utdn
beindulnak (Banik és mtsai 1982, Schumacher és mtsai 1999, Schumacher és mtsai 2000),
beleértve a glutamat hatésat is, amely percek alatt neurotoxikus koncentraciot érhet el
(Liu és mtsai 1991, Farooque és mtsai 1996, Liu és mtsai 1999, McAdoo és mtsai 1999).
Az apoptozis ¢és idegszoveti degenerdcid viszont jellemzden hossza folyamat, amely
koriilbeliil 1 nap utan valik kiterjedtebbé a sériiléstdl disztalisan és 2-4 hét utan éri el a

maximumat (Coleman ¢és mtsai 1998, Warden és mtsai 2001).

A glutamat excitotoxikus hatasa els6sorban az ionotrop NMDA-receptorokon keresztiil
valosul meg. Ezek megnyilasa esetén Na* és Ca®" aramlik a sejtbe, aminek tartos
fennéllasa tovabbi intracellularis Ca®*-szint novekedéshez vezet az extracellularis Ca®*
bearamlasa és az intracellularis Ca?*-raktarak felszabadulasa altal (MacDermott és mtsai
1986, Regan és Choi 1991, Lipton és Rosenberg 1994, Liu és mtsai 1999, Traynelis és
mtsai 2010). Ez a folyamat glutamat kozvetitésével a szomszédos ideg- és gliasejtekre is
attevodik és azokban apoptotikus folyamatokat indukalhat. Patkany gerincveldi sértés in
vitro modelljében a sértéstél 6-9 mm-re még mérhetd volt ez az intracellularis Ca?*-

emelkedés (Mills és mtsai 2004).

Tobb vizsgalat megerdsitette, hogy a gerincveldi sériilést kdvetden a tilzott mennyiségl
glutamat els6sorban nem-szinaptikusan szabadul fel, részben a glutamat transzporter
reverz mikodésének kdszonhetden (Waxman és mtsai 1991, McAdoo és mtsai 2000, Li
és Stys 2001, Vizi és mtsai 2010, Sperlagh és Vizi 2011). Ez a Na'-K" pumpa
funkciokiesésének és a Na'-gradiens kovetkezményes gyengiilésének a kovetkezménye,
fiziologias koriilmények kozott a transzporter ugyanis glutamat-Na* kotranszportot hajt
végre a Na'-gradiens terhére (Danbolt 2001). A szekunder sériilés kovetkeztében
keletkezd szabadgyokok a kornyezd asztrocitdkban is gatolhatjak a glutamat felvételt, igy

sulyosbitva annak excitotoxikus hatasat (Volterra és mtsai 1994).

2.2.6. A noradrenalin bomlastermékeinek neurotoxicitasa

Az excitotoxicitason tail, melyet a glutamat magas koncentracidja okoz, a fent leirt
ischaemids kaszkddhoz a neurotranszmitterek mas modon is hozzajarulhatnak. A

noradrenalin  monoamin-oxiddiz (MAO) enzim altal képzett bomlastermékei,
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a 3,4-dihidroxifenilglikolaldehid (DOPEGAL) és a 3,4-dihidroxifenilacetaldehid
(DOPAL) szintén megndvelhetik az intracellularis Ca%*-szintet a mitokondriumban és
endoplazmas retikulumban tarolt Ca?* felszabaditasaval, ami a kaszpazok aktivitasanak

novelésével apoptdzishoz vezet (Burke €s mtsai 1998, Burke és mtsai 2004).

2.3. Helvi érzéstelenito szerek hatasa a noradrenalin felszabadulasara

Neurotoxicitas azonban nem csak olyan patoldgias viszonyok, mint az idegszovet
sériilése utan léphet fel, hanem minden olyan tényezd kapcsan felmeriil, amely a
noradrenalin vagy a glutamat fokozott felszabaduldsdhoz vezet. Tobb vizsgalat
bizonyitja, hogy egyes helyi érzéstelenitd szerek spinalis, epiduralis (dura mater €és a
gerincoszlop kozé adott) vagy periférids alkalmazas esetén olyan szdveti koncentraciot
érhetnek el, ami preszinaptikus zavarok kivaltasan keresztiil tobbek kdzott a noradrenalin

crer

Berde és Strichartz 2010).

2.3.1. A helyi érzéstelenité szerek hatasmechanizmusa

Helyi érzéstelenitoknek nevezziik azokat a gyogyszereket, amelyek reverzibilisen
képesek gatolni az idegsejtekben az ingeriilet kifejlodését és terjedését. A klinikumban
széles korben alkalmazzak Oket sebészeti érzéstelenitésre ¢€s rovid, illetve hossza tava
fajdalomcsillapitasra, példaul posztoperativ vagy neuropatias fajdalom esetén (Berde ¢€s

Strichartz, 2010).

Ingeriiletvezetés vazlatosan a kovetkezd modon torténik: EQy kivaltd inger hatdsara
depolarizacios hullam fut végig a sejten, melynek kovetkeztében a -70 mV-0s nyugalmi
potencial a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak megnyilasdnak hatdsara pozitivabb irdnyba
valtozik (a kiiszobérték -55 mV). Elészor Na* aramlik be az idegsejtbe (depolarizacio,
kb. 0,3 ezredmasodperc), majd a K*-csatorndk megnyilnak és a K* kidramlasa allitja

vissza a nyugalmi potencialt (repolarizacio, kb. 0,7 ezredmasodperc) (4. abra).
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Ez a hullam tovabbitédik a szomszédos membranszakaszra, velShiivelyes axonok
esetében pedig ,,tovabb ugrik” a kovetkezo befiizodéshez. Az eredeti ionegyensuly ezutan

iontranszport utjan all helyre, ATP terhére (Vizi 2002).

Nyugalmi potencial Depolarizacié Repolarizacioé lonegyensuly
helyreallitasa
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4. dbra Az ingeriiletvezetés leegyszeriisitett lépései. Akcios potencial hatasara a
fesziiltségfiiggd Na™-csatorndk megnyilnak, a koncentrdcidgradiensnek megfeleléen Na*
aramlik a sejtbe, a sejt depolarizalddik. Ezt kovetden a K*-csatorndk nyilnak meg, a K*
szintén a koncentraciogradiensnek megfeleléen kiaramlik a sejtbol, a sejt visszanyeri
negativ potencidaljat. Az eredeti ionegyensulyt ezutan a Na*-K™-ATPaz dllitia helyre.

(A szerzo dabraja)

A klinikumban hasznalt érzéstelenitd szerek a natrium ¢€s kalium csatorndkat egyarant
blokkolni tudjak, érzéstelenitd hatasuk viszont a Na* ioncsatornak gatlasanak koszonhetd.
A myelinhiively nélkiili rostnak legalabb 2 mm-es szakaszan, egy velShiivelyes rostnak
3 befiiz6désnyi szakaszan kell megvalosulnia a gatlasnak ahhoz, hogy a depolarizacios
hulldim ne tudja ,atugrani” a szakaszt. Bar mindegyik idegrost gatolhaté helyi
érzéstelenitd szerrel, az idegrost és a velOhiively vastagsaganak fiiggvényében a gatlas
nem egyszerre valosul meg. Leghamarabb a szimpatikus beidegzo rostok gatlodnak, ezt
kovetden a veldhiively nélkiili, majd a veldhiivelyes fajdalomérzé rostok, és ezt koveti

csak a tobbi érzd és motoros idegrost gatlasa.
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2.3.2. A helyi érzéstelenitok lokalis mellékhatasai

Spindlis és epiduralis érzéstelenitésnél a hatsd szarv neuronjai az érzéstelenitd szerek
diffundélni (Bromage és mtsai 1963, Berde ¢s Strichartz 2010). Ennek karos hatésai is
lehetnek, mint a konvulzié (Agarwal és mtsai 1992) és a cauda equina szindroma (Rigler
¢s mtsai 1991). Bar a helyi érzéstelenitéshez kapcsolddoé kéaros mellékhatasok szama az
elmult évtizedekben jelentdsen csokkent (Faccenda és Finucane 2001) és a tartds toxicitas
nagyon ritka (0,01-0,07%) (Berde és Strichartz 2010, Bouwman és Morre 2013), atmeneti

zavarok el6fordulnak.

A helyi érzéstelenitok kozponti idegrendszert karositdé mechanizmusa kevéssé ismert
(Berde és Strichartz 2010). Altaldnosan elfogadott, hogy a helyi érzéstelenitdk (pl.
lidocain) érzéstelenitd, fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd és antihyperalgesias
hatdsukat Na*- és K*-csatorna blokkolé hatdsuknak kdszonhetik (Scholz 2002, Lenkey és
mtsai 2011, Wolff és mtsai 2014, van der Wal és mtsai 2015).

2.3.3. A helyi érzéstelenit6k noradrenalin felszabadulast serkenté hatasa

Korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy a Na'- és K*-csatorna blokkolo szerek jelentdsen
befolyasoljdk a gerincvel6i noradrenalin felszabadulast normal ¢€s ischaemiés
kortilmények kozott is (Uchihashi és mtsai 1998, Sumiya €és mtsai 2001). Ezekben a
vizsgalatokban a mindkét csatornat blokkold lidocain koncentraciofiiggd modon akér
tobbszordsére novelte a noradrenalin felszabadulasat normal és ischaemiés viszonyok

kozott egyarant.

2.3.4. A noradrenalin hatasa a gerincvel6i fajdalomérzo palyara

A gerincveldi noradrenalin felszabadulds fontos szerepet jatszik a szomatoszenzoros
neurotranszmisszid szabalyozasaban (Bruinstroop és mtsai 2012, Llorca-Torralba és
mtsai 2016). Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a noradrenerg beidegzés 3 mechanizmus

utjan képes csokkenteni a fajdalominger tovabbitasat (Reddy és Yaksh 1980, Jones 1991,
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Kamisaki és mtsai 1993, Feng és mtsai 2001, Pertovaara 2006, Di Cesare Mannelli és

mtsai 2017):

1) Gatolja a primer afferens nociceptorok jelatvitelét opa-receptorokon keresztiil

(preszinaptikusan).

2) Gatolja a szekunder, fajdalmat tovabbitd interneuronokat az-receptorokon keresztiil

(posztszinaptikusan).
3) Serkenti a gatld interneuronokat ai-receptorokon keresztiil.

A klinikumban a fajdalomcsillapité hatast oo agonistdk, példaul klonidin epiduralis
adéasaval hasznaljak ki kronikus fajdalom kezelésében (Rauck és mtsai 1993, Fiirst 1999).

A noradrenalin felszabadulas serkentésének tehat fajdalomesillapitd hatésa is lehet.

Ezért tlint érdekesnek megvizsgélni, hogy klinikailag relevans koncentracioban milyen
hatassal van a helyi érzéstelenitd lidocain a noradrenalin nyugalmi és stimulalt
felszabadulasara, és a transzmitter megndvekedett extracelluldris koncentracidja hogyan

befolyasolhatja az érzéstelenitd hatast és a kornyezo szovetek épségét.

2.4. A noradrenalin szerepe a fogpulpa homeosztazisaban

A legtobb szdvethez hasonléan a fogpulpa homeosztazisdban is fontos szerepe van a
szimpatikus hatdsnak, amely vegetativ beidegzés €s hormonalis szabalyozas utjan valosul
meg. A szimpatikus beidegzés transzmittere a noradrenalin, amely hormonként is
befolyasolja szovet vérellatasat, bar ebben mar az adrenalin szerepe dominal. A fognak
¢és a kornyezd szoveteknek kiilonlegessége tovabba, hogy a leggyakrabban érzéstelenitett
szovetek kozé tartoznak, és az érsziikitoként adott adrenalin nem csak a vérellatast, hanem

a fajdalomingeriiletet is modosithatja.
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2.4.1. A fogpulpa fejlédése, anatomiaja és beidegzése

A pulpa a fogak belsejében 1évé laza rostos kotdszovet, melynek feladata az
odontoblastok és az altaluk termelt dentin taplaldsa, a védekezés és a fogak érzo
beidegzésének biztositasa (Gallatz 2001, Varga 2007). Fejlodésének 1épéseit az 5. abra

mutatja.

5. abra. A fogcsira fejlédésének stadiumai. (a.) Fogléc megjelenése. (b.) bimbostadium.
(c-d.) Sapkastadium. Jol megfigyelheté az ectomesechyma  betiiremkedése.

(e.) Harangstadium. (Forras: Cobourne és Sharpe 2017, modositdasokkal)

A fogléc, melybdl késébb a fogzomanc is fejloédik, egyértelmiien boérectodermalis
eredetli. Vitatott azonban, hogy az alatta elhelyezked6 mesenchyma, melybdl tobbek
kozott a pulpa is fejlodik, mesodermalis vagy ectodermalis eredetii-e, vagy esetleg a
velésancnak egy 6nalld, nem-neuronalis sejtcsoportjabol alakul ki (Weston és mtsai 2004,
Breau ¢s mtsai 2008). Az fogpulpa eredetii dssejtek idegi iranyu differencialtathatosaga
(Kadar és mtsai 2009, Kirdly és mtsai 2009, Kiraly és mtsai 2011) mindenesetre az
idegectodermalis eredetre enged kovetkeztetni és igéretes terapids lehetdséget nyujthat

kiilonbdz6 neurodegenerativ betegségek, példaul a gerincveldi sériilések gyogyitasaban

(Sakai és mtsai 2012, Foldes és mtsai 2016).

A kifejodott pulpa kiilsé rétegét az odontoblastok alkotjak, azok a hengeres vagy kob
alaku sejtek, melyek a dentin termeléséért, taplalasaért ¢és a dentinérzékenység
fenntartasaért feleldsek. Az odontoblastok cytoplasmanyilvanyai, a Tomes-rostok a
dentincsatornakban futnak (6. abra).
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6. abra. Az odontoblastok és a dentin (szinezett pasztazo elektronmikroszkopos felvétel).
Jol megfigyelhetéek a Tomes-rostok. Ezek mellett 100-200 um mélységig érzdidegek is
beterjedhetnek a dentin tubulusaiba. (Forras: Bosshardt és mtsai 2015/Eye of science)

Az odontoblastok alatt talalhatd a stratum subodontoblasticum vagy Weil-zona, mely
elsdsorban idegrostok gazdag hal6zatabol, a plexus subodontoblasticusbdl (Raschkow-
plexus) all. Az idegrostok kozott kapillarisok futnak, melyek az az odontoblastok koz¢ is
beterjednek.

A pulpa belseje felé haladva talalhatjuk az Gn. sejtes zonat, majd a centralis pulpat. Ezek
szamos sejtet, kollagén- és retikularis rostokat, illetve gazdag kapillaris- és
nyirokérhalozatot tartalmaznak. A felsé fogak az arteria infraorbitalisbol, az alsok az

arteria alveolaris inferiorbol kapjak vérellatasukat (Gallatz 2001, Varga 2007).

A pulpa szovete szamos beidegzo rostot tartalmaz, egy premolaris fogba atlagosan 2000
velShiivelyes és 300 veldtlen axon fut (Nair 1995). A legtobb idegrostnak csak a pulpan
kiviili szakaszat boritja myelinhiively, a pulpakamraba belépve a rostok 15-20%-anak
marad csak meg a myelin boritdsa (Fehér és mtsai 1977, Lisney 1978, Fried és mtsai

2011).

A vel6hiivelyes axonok jorészt Ad tipusu fajdalomérzo rostok. Szabad idegvégz6déseik
a Weil-zénaban, az odontoblastok mellett és a predentinben talalhatoak, illetve 100-200
um mélységig a dentin tubulusaiba is eljutnak és a dentinérzékenységért feleldsek. A
legtobb idegvégzddés a pulpaszarvak koriili dentintubulusokban talalhaté (Byers és Dong
1983, Narhi 1990, Abd-Elmeguid és Yu 2009, Fried és mtsai 2011).
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A veldtlen axonok nagy része C tipust és szintén fajdalomingereket kozvetit. Ezek inkabb
a centralis pulpaban és a Weil-zondban végzddnek és a mélyebbre haté fajdalmas
impulzusokat tovabbitjak (Byers és Dong 1983, Narhi 1990, Abd-Elmeguid és Yu 2009).
Néhany Ap-rost is talalhaté a pulpaban, de ezek nem nociceptorok, hanem alacsony
ingerkiiszobli mechanoreceptorok. Egy elmélet szerint ezek a rostok kozvetithetik a
legelsd, éles és lokalizalhatd fajdalmat, melyet mar olyan ingerek is ki tudnak véltani,

amelyek a nociceptorok ingerkiiszobét nem érnék el (Fried és mtsai 2011).

A fentieken kiviil szimpatikus beidegzést biztositd idegrostok jelenlétét is bizonyitottak
a fogpulpaban (Christensen 1940, Pohto és Antila 1968), melyeknek fontos szerepe van
a patologias folyamatainak szabalyozasaban. Szimpatikus rostokat legnagyobb szamban
a gyokér pulpdjaban, az erek koril taldlunk (Uddman és mtsai 1984), ugyanis a
szimpatikus beidegzés elsésorban a vérerek simaizom-kontrakciojaért felelGs.
Transzmitterei a noradrenalin és a NPY (Tender és Naess 1978, Edwall és mtsai 1985,

Kim 1985, Casasco és mtsai 1995).

Egyes vizsgalatok szerint a pulpaban paraszimpatikus idegrostok is talalhatoak, ezek
szama ¢és fiziologias jelentésége azonban viszonylag csekély, a vasodilatacio elsddleges
mediatorai inkabb az érzd idegvégzddésekbdl felszabadulo neuropeptidek (calcitonin-gén
fiiggd peptid [CGRP], substance P, NPY) és a nitrogén-monoxid (Weiss és mtsai 1972,
Uddman és mtsai 1980, Fazekas és mtsai 1992, Lohinai és mtsai 1995, Olgart 1996, Varga
2007, Caviedes-Bucheli és mtsai 2008), és az esetleges paraszimpatikus beidegzésnek is
inkabb a szimpatikus jelatvitel preszinaptikus moédositasaban lehet szerepe (Parker és

mtsai 1998).

Az Osszes fog érzé beidegzését a V. agyideg, a nervus trigeminus biztositja. Négy
kozponti idegrendszeri magja az agytorzsben elszorva talalhato (7. abra). A kdzépagyban
van a nucleus mesencephalicus nervi trigemini. Az egyetlen motoros mag, a nucleus
motorius nervi trigemini (M) a hid tegmentumaban talalhat6, tdle laterdlisan fekszik a
nucleus sensorius principalis nervi trigemini (S). A nyultveldn huzodik végig és egészen
a gerincveldig fut el a nucleus tractus spinalis nervi trigemini, melynek harom
subnucleusa van: oralis (O), interpolaris (I) és caudalis (C). A nucleus sensorius

principalis az  epicriticus  szenzibilitdst add rostok  végzddési  teriilete,
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a nucleus tractus spinalis pedig a protopathias érzékelésé, tehat a fajdalomingereké is,

szerkezete a gerincveld hats6 szarvaéhoz hasonlé (Palkovits 2000, Hajdu 2004).

7. abra. Patkdny agytiorzs szovettani metszete, Nissl festés. Jobb oldalt vannak jeldlve a
n. trigeminus magjai: (M) nucl. motorius (S) nucl. sensorius principalis (O,I,C) nucl.

tractus spinalis, subnucleus oralis, interpolaris és caudalis. (A szerzé metszete)

A n. trigeminus érz0 rostjai a radix sensoria forméjaban a hid és a hidkarok hataran lépnek
ki az agybol. A pseudounipolaris sejttestiiket magaba foglaldo érz6 duc, a ganglion
trigeminale valamivel el6rébb talalhato a dura mater altal alkotott cavum trigeminaléban.
Az agyideg itt oszlik hdrom agara: a n. ophtalmicusra, a n. maxillarisra és a n.
mandibularisra, melyek koziil az utobbi kettd felel a fogak beidegzéséért. A felsd fogakat
a n. maxillaris — n. infraorbitalis — rami alveolares superiores anteriores, medii és
posteriores latjak el, az alsokat pedig a n. mandibularis — n. alveolaris inferior — rami

dentales (8. abra).
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8. dbra. A nervus trigeminus dgai. (Forrds: Evers és Heagerstam 1990)

A pulpa a szimpatikus beidegzését a ganglion cervicale superiorbdl indul6, a ganglion
trigeminaléndl a nervus trigeminus 4agaihoz csatlakozd szimpatikus idegrostokon

keresztiil kapja (Matthews €s Robinson 1980).

2.4.2. A noradrenalin szerepe a pulpa véraramlasanak szabalyozasaban

A szimpatikus beidegzésnek ép szovetek és nyugalmi koriilmények kozott kevés hatasa
van a pulpa véradramlasara, vagyis nincs folyamatos szerepe az értonus szabalyozasaban,
csak stresszhatds esetén aktiv (Tender és Naess 1978, Aars €és mtsai 1992), és feltehetdleg
ekkor sem kap szelektiv beidegzést, csak a szisztémas szimpatikus tonus érvényesiil
(Olgart 1996). A szimpatikus hatasra fellép6 érosszehtizodas elsésorban az-receptorokon
keresztiil valdésul meg, és a pulpaban is érvényesiil a noradrenalin felszabadulasanak
negativ visszacsatoldsa op-receptorok preszinaptikus géatld hatdsa altal (Edwall és
Kindlova 1971, Ibricevic és mtsai 1991, Parker és mtsai 1999). Ezt megerdsitik

Kerezoudis és mtsai (1992) eredményei, melyek szerint a szimpatikus idegrostok
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ingerlésének hatasara a pulpa véraramlasa 65%-kal csokken, és ez a hatas a-adrenerg

blokkolokkal gatolhato.

A véraramlés masik fontos szabalyozasa az érzdidegek kozvetitésével valdosul meg. Az
érz0 rostokon elindul6d ingeriilet axon reflex révén neuropeptidek (NPY, CGRP,
substance P) felszabaduldsdhoz vezethet, ami értagulatot okoz (Uddman és mtsai 1980,
Olgart és mtsai 1989, Olgart 1996, Varga 2007, Caviedes-Bucheli és mtsai 2008). A
CGRP ¢és substance P magas szintje neurogén gyulladdshoz, és ennek keretében a
fogpulpa karosan magas vérnyomasahoz is vezethet (Fazekas és mtsai 1990, Gyorfi és
mtsai 1992, Chiu és mtsai 2012, Wang ¢s mtsai 2012, Chavarria-Bolafios és mtsai 2014).
A noradrenalin viszont gatolja a CGRP felszabadulédsat, ami hozz4jarulhat az érosszehizo

hatasahoz (Hargreaves és mtsai 2003).

2.4.3. A noradrenalin szerepe a pulpa gyulladasos folyamataiban

A szimpatikus idegrendszer szoros kdlcsonhatasban 4ll az immunrendszerrel. Ezt a hatast
a noradrenalin kozvetiti, amelynek gyulladast serkentd ¢s csokkentd hatasa is lehet,
tobbek kozott a szovettdl és a gyulladas tipusatdl fiiggden (Elenkov és mtsai 2000). A
fogban és az alveoldris csontban inkabb a gyulladast csokkentd hatdsa dominal (Haug és

Heyeraas 2006).

Parodontalisan gyulladt fogban a pulpa noradrenalin tartalma haromszorosara emelkedik
(Nagy ¢s mtsai 2000). Ha a szimpatikus beidegzést kiiktatjuk szimpatectomiaval,
kevesebb reparativ dentin termelddik, fokozodik a kisérletes fogmozgatds kozbeni
gyokérfelszivodas és megnd a pulpakamra fertdzése kovetkeztében fellépd periapikalis
csontfelszivodas mérete (Haug és mtsai 2003, Haug és Heyeraas 2003, Haug és Heyeraas
2006). A pulpa gyulladidsos folyamataiban a szimpatikus idegrendszer serkenti a
gyulladast csokkentd citokinek termelddését, a gyulladast serkentd citokinekét pedig
gatolja (Haug és Heyeraas 2006). Mindez azt mutatja, hogy a szimpatikus beidegzés

altalaban véve csokkenti a fog és a parodontium keményszoveteinek a felszivodasat.

A noradrenalin kotranszmittere, a NPY szintén szerepet jatszik a szimpatikus

idegrendszer érosszehizo és immunmodulans hatasaban (Bedoui és mtsai 2003).
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2.4.4. A noradrenalin szerepe a pulpa fajdalomérzetének modositasaban

A noradrenalinnak a fogpulpa és altalaban a szajiiregi szovetek fajdalmanak

crer

1) A gerincveldi fajdalominger gatldsaval analég modon (lasd 2.3.4. A noradrenalin
hatasa a gerincvel6i fajdalomérzd palyara) a nucleus tractus spinalis nervi trigeminiben
(7. abra) gatolja a fajdalominger terjedését pre- és posztszinaptikusan, az o-receptorok

kozvetitésével.

2) Az agy 0sszes fajdalomfeldolgozé struktirajanak ad beidegzést (Westlund és mtsai
1991, Pertovaara 2013). A stresszhatds megnoveli a noradrenalin felszabaduldst a
limbikus rendszer részét képezd amygdaldban, ez gatolja az ide érkezd fajdalomingereket,
ezaltal csokken a megélt fajdalom érzelmi dimenzidja (Tanaka és mtsai 1998, Delaney és

mtsai 2007, Strobel és mtsai 2014).

3) Az aza receptor kotése lokalisan, vagyis a fajdalominger kialakuldsanak a helyén is
gatolni tudja annak létrejottét, ezeken a receptorokon hat ezért néhany, lokalisan
alkalmazott f4jdalomcsillapito szer (Sawynok 2014). A noradrenalin ezen lokalis hatésat
igazolja, hogy a fogpulpaban a szimpatikus idegrostok stimulalasa csokkenti az érzo

idegek ingerelhetdségét (Edwall €s Scott 1971, Olgart 1996).

A szajiiregi fajdalomérzet csillapitdsdban mindhdrom mechanizmus szerepet jatszik,
ezért a noradrenalin kozponti idegrendszeri transzmitterként a fajdalomingertilet
tovabbitasanak gatlasaval, illetve a megélt fajdalom enyhitésével; szimpatikus
idegrendszeri transzmitterként és az adrenalinnel egylitt hormonként lokalisan hatva

pedig a fajdalom kialakuldsanak gatlasaval csokkenti a fajdalomérzetet.

A NPY receptorok aktivacigja szintén csOkkenti a fajdalomérzetet a pulpaban

(Gibbs és Hargreaves 2008).
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3. CELKITUZESEK

1) Gerincveldi sértéses modellben ex vivo mikroperfuzios kisérletekkel vizsgalni,
hogy miként valtozik a gerincvel6i noradrenalin felszabadulas a mivi sértéstol

caudalisan, az azt kdvetd 1., 3. és 14. napon.

2) Ugyancsak gerincveldi sértés utan vizsgalni a noradrenalin felvételért felelds
transzporter funkcidjat, amelynek fontos szerepe van a nem-szinaptikus noradrenalin

felszabadulasban patoldgids viszonyok kozott.

3) Gerincveldi  szeleteken meghatdrozni  a  helyi  érzéstelenité  hatasq,
Na'- és K*-csatornakat blokkold lidocain noradrenalin felszabadulasra kifejtett hatasat
és Osszevetni a szelektiv Na'-csatorna blokkolo tetrodotoxin és a szelektiv

K*-csatorna blokkol6 4-aminopiridin hatasaval.

4) Egy olyan fogpulpa kisérleti modellt tesztelni, mely alkalmas lehet annak vizsgélatara,
hogy a pulpdban a neurotranszmitterek felszabaduldasa hogyan moddosul kiilonboz6

gyogyszerek vagy patologias valtozasok hatasara.
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4. MODSZEREK

4.1. Gerincveloi sértés

Klinikai kortilmények kozott viszonylag ritka a gerincveld tokéletes transectioja (Park és
mtsai 2004), ezért kisérleteinkben a gerincveld sériilését miivi, steril koriilmények kdzott
végzett féloldali atmetszéssel, azaz hemisectioval szimulaltuk. Mivel az idegszdveti
degeneraci6 koriilbeliil 1 nap utan valik kiterjedtebbé a sériiléstdl disztalisan és 2-4 hét
utan éri el a maximumat (Coleman ¢€s mtsai 1998, Warden és mtsai 2001), a hemisectiotol
caudalisan fekvé szdvetet 1, 3, illetve 14 nappal késobb tavolitottuk el a [*H]noradrenalin
felszabaduldas mérése végett. A kisérletek egy részében a szelektiv noradrenalin
ujrafelvétel gatlo (selective noradrenaline reuptake inhibitor, NRI) nisoxetin segitségével
gatoltuk a transzmitter ujrafelvételét. Ezen feliil elektronmikroszkdpos felvételeket

készitettiink az ép és sértett gerincveldrol.

4.1.1. Kisérleti allatok

A ndstény Wistar patkanyokat a Semmelweis Egyetem Anatdmiai, Szovet- és
Fejlodéstani Intézetében miitottiik €s tartottuk 12 oras vildgossag-sotétség ciklus és ad

libitum taplalas mellett. Atlagos életkoruk 137 nap volt, atlagos tomegiik pedig 256 g.
Uptake kisérletek: 16 allatot 4 csoportba osztottunk:

- Kontroll
- Kontroll + nisoxetin
- Gerincveldi sértés utan 3 nappal

- Gerincveldi sértés utan 3 nappal + nisoxetin
Frakcionalis felszabadulés kisérletek: 49 éllatot a kovetkezd csoportokba osztottunk:

- Kontroll
- Gerincveldi sértés utan 1 nappal
- Gerincveldi sértés utan 3 nappal

- Gerincveldi sértés utan 14 nappal
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Az elsé harom csoportban a kisérletek felénél nisoxetinnel gatoltuk a noradrenalin
ujrafelvételét. A negyedik csoportban a szoveti degeneraciobol adodd mérési nehézségek

miatt ezt nem tettiik meg.

Elektronmikroszkopos felvételekhez a mintdkat kontroll allatokbol és gerincveldi sértés

utan 3 nappal izolaltuk.

4.1.2. Miitéti eljaras

A gerincveld féloldali atmetszését a negyedik lumbalis gerincvel6i szegmens (L4)
magassagaban végeztilkk Nosrat ¢és mtsai (2001) protokolljanak atdolgozasaval:
A patkényokat ketamin (80 mg/kg, Calypsol, Richter Gedeon, Budapest) és xylazin
(8 mg/kg, CP-Xylazine, CP-Pharma, Burgdorf, Németorszag) intramuscularisan adott
oldataval altattuk el. Az elsé agyéki csigolya (L1) alatt fekszik az L4-es gerincvel6i
szegmens (a gerincveld lumbalis kiszélesedése, az intumescentia lumbalis

magassagaban), ezt az eldkisérleteink soran erdsitettilk meg.

A csigolya feletti bort és kornyékét leborotvaltuk, fertétlenitettiik, majd steril szikével
felmetszettiik. A gerincoszlop melletti izmokat kipreparaltuk és félrehajtottuk. Ezt
kovetden az L1 csigolya gerincveld feletti részét csontcsipdvel részlegesen eltavolitottuk
ugy, hogy ralatast kapjunk a gerincveldre. Horgas szikével atmetszettiik a gerincveld jobb
felét, a kozépvonal feldl haladva. Ezutan az izmokat és a bort rétegenként 6ltottiik dssze.

A mitott patkdnyok a felaldozasig egyedi tartasba keriiltek.

4.1.3. Gerincveldi szovet preparalasa

1, 3, illetve 14 nappal a gerincveldi sértés utan a patkdnyokat dekapitaltuk. Olloval
kipreparaltuk és kiemeltiik a gerincoszlop lumbalis szakaszat. A csigolydk oldalanak
atvagasaval feltartuk a gerincvel6t. A sértés utan 1 és 3 nappal a hemisectio kornyékén
egy kisebb bevérzéstdl eltekintve nem volt szabad szemmel lathato elvaltozas. Atvagtuk
az idegeket, majd a gerincveld lumbalis szakaszat jéggel hiitott, karbogén gazzal (95%
02 és 5% CO2) buborékoltatott Krebs-oldatba helyeztiik (113 mM NaCl; 4,7 mM KCI;
2,5 mM CaCly; 1,2 mM KH2POg4; 1,2 mM MgSOgs; 2,5 MM NaHCOs; 11,5 mM gliikoz;
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0,3 mM aszkorbinsav; 0,03 mM NaEDTA), igy szallitottuk a mérés helyszinére, kb. 20
perc alatt. Ezt kdvetden a gerincveldt megtisztitottuk az agyhartyatol és az idegektdl,
majd kivagtuk az L5-S1-es gerincveldi szegmenseket. Az izolalt szovet a gerincveldi
sértést6l 2-5 mm-re volt, ami beleesett abba a 6-9 mm-es zénaba, melyben Mills és mtsai
(2004) a mivi sértés utan jelentds intracellularis Ca®*-szint valtozasokat mértek. A
szovetet egy Mclllwain szeleteld segitségével 400 pm vastag szeletekre vagtuk. Egy

kisérlethez négy szeletet hasznaltunk, 6ssztomegiik atlagosan 13,1 + 2,9 mg volt, n=65.

4.1.4. [*H]noradrenalin jelolés

A gerincvelGi szeleteket 20 percig karbogén gazzal buborékoltatott Krebs-oldatban
preinkubaltuk 37 °C-on, ehhez és az inkubacios oldathoz az uptake kisérletek felénél 1
uM nisoxetint (Tocris Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kirdlysdg) adtunk. Ezutan
hozzaadtunk 5 pCi/ml radioaktiv [*H]noradrenalint ([*H]JNA) (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA) és tovabbi 45 percig inkubdltuk (Umeda és mtsai, 1997). A radioaktiv
izotoppal jelolt transzmittert a noradrenerg idegvégzddések specifikusan veszik fel a
transzporterek mitkodésének koszonhetéen (Moron és mtsai 2002). Ezt kdvetden a
szeleteket haromszor atmostuk izotopmentes Krebs-oldattal, majd mikroperfizios
kamrakba helyeztiik 6ket (Vizi és mtsai, 1985) (9. dbra). A kamrakon 37 °C-os, karbogén
gazzal buborékoltatott Krebs-oldatot keringettiink at 0,5 ml/perc sebességgel. 60 perces

preperfuzioval mostuk ki a szovetbdl a fel nem vett [PH]NA-t.

4.1.5. Noradrenalin felvétel mérése és szamitasa

A perfuziods kisérlet utan lemértiik a szovetszeletek tomegét, majd 0,5 ml trikloracetat
oldatban homogenizaltuk 6ket. Az oldatbol 0,1 ml-t vortexeltiink 2 ml szcintillacios
koktéllal (Ultima Gold, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A mintak radioaktivitasat
Packard 1900 Tricarb folyadék szcintillacios spektrométerrel hataroztuk meg (Packard,
Canberra, Ausztralia). A radioaktivitds mértékét Bg/g-ban fejeztilk ki (radioaktiv

bomlas/masodperc/szdvet tomeg).
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4.1.6. Stimulalt noradrenalin felszabadulas

A frakcionalis felszabadulas kisérletekben a preperfuziot kdvetéen a mikroperfuzios
kamrakbol kiaramlé folyadékot elkezdtiik gytijteni 19 darab, egyenként 200 masodperces
frakcioban (9. éabra). A harmadik (S1) és tizenharmadik (S2) frakcidok elsé 80
masodpercében elektromos téringerlést (40 V, 3 Hz, 1 ezredmasodperc) alkalmaztunk
Grass S88 stimuldtorral (Grass Medical Instruments, Quincy, MA, USA), a
mikroperfuzidos kamra faldba helyezett platina elektrodokon keresztiil. Az elvégzett
frakcionalis felszabadulas kisérletek felében 1 uM nisoxetint adtunk a perfuzids oldathoz

a nyolcadik frakciotol kezdédden (kivéve a gerincveldi sértés utdn 14 nappal).

Perisztaltikus

0,5 ml/perc | 9/ |
0
0
0

Elektromos

40AV F3IHZ 3 1im's!

i
UL
37°C

9. abra. Frakciondlis transzmitter felszabadulds kisérleti technika vazlata. A
vizsgalando szévetet (ez esetben gerincveldi szeleteket) a mikroperfizios kamraba
helyeztiik. Ezen 0,5 ml/perc sebességgel melegitett (37°C), karbogén gazzal (95% Oz, 5%
COg2) buborékoltatott Krebs-oldatot keringettiink dt. A kamrabol kiaramlo folyadékot 19
kémcsoben gyijtottiik, ezek felelnek meg egy-egy frakcionak, melyek hossza egyenként

200 masodperc. A kisérlet soran két alkalommal elektromosan ingereltiik a kamraban

lévo szovetet (40 V, 3 Hz, 1 ms, 80 masodpercig). (A szerzo dabrdja)
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4.1.7. Frakcionalis noradrenalin felszabadulas mérése és szamitasa

A frakciok gytijtése utan mindegyik frakciobol kipipettaztunk 0,5 ml perfizids oldatot és
2 ml folyékony szcintillacios koktéllal vortexeltiik. A radioaktivitast a fent részletezett
modszerrel hataroztuk meg. A frakciondlis felszabadulas érték azt fejezi ki, hogy a szovet
az adott frakcié elején benne 1évé [*H]NA mekkora hidnyadat bocsatja ki az adott
frakcidban. Stimulalt release-nek (FRS1 és FRS;) tekintettiik azt a [PH]NA felszabadulést,
amely a nyugalmi felszabaduldson feliil az elektromos stimulaciot kovetd négy
frakcioban (3-6. és 13-16.) valosult meg. Az ezt kovetd két frakcio atlagat (7-8. és 17-
18.) tekintettiik nyugalmi felszabadulasnak (10. 4bra).

Frakcionalis release (FR%)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
frakciok

10. dabra. A nyugalmi és stimuldlt felszabadulas szamitasa. Stimulalt transzmitter
felszabadulasnak (fractional release stimulated, FRS) tekintjiik az elektromos stimulacio
(S) hatasdara a nyugalmi felszabadulason feliili transzmitter felszabaduldst a 3-6. illetve
13-16. frakcioban. Nyugalmi transzmitter felszabaduldasnak (Fractional release resting,

FRR) tekintjiik a 7-8. illetve 17-18. frakciok atlagat.

4.1.8. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Transzmisszids elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink kontroll, illetve a
gerincveldi sértés utdn 3 nappal nyert mintdkrél. A minta a gerincvel6i sértés oldalarol,
az L5-6s gerincvel6i szegmensbdl szarmazott, ami a sértést6l kb. 2 mm-re volt. A
noradrenerg axonok az eliilsé szarvban végzddnek a legnagyobb szdmban (vo. 3. dbra),
ezért a felvételeket errdl a teriiletrdl készitettiik (Clark és Proudfit, 1991, Shapiro 1997,

Bruinstroop és mtsai 2012). A miitéti eljaras €és a szovetpreparacid a fent részletezett
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modon tortént. A gerincveldi szeleteket 4%-os paraformaldehidben fixaltuk, 20 percre
1%-0s OsOs-be (Taab, Aldermaston, Berkshire, Egyesiilt Kirdlysag) helyeztiik, majd
(Taab, Aldermaston, Berkshire, Egyesiilt Kiralysag) agyaztuk. A dehidratacié kdzben a
szeleteket 1% uranil acetat és 50% alkohol oldatban kezeltiik 20 percig. Leica EM UC6
ultramikrotommal (Leica Microsystems, Bécs, Ausztria) ultravékony metszeteket
preparaltunk, melyekrél egy Veleta TEM CCD kamerdval (Olympus, Tokio, Japan)
felszerelt Hitachi 7100 transzmisszios elektronmikroszkoppal (Hitachi, Tokio, Japan)
készitettiink felvételeket. A fényerdt és kontrasztot az Adobe Photoshop CS3 (Adobe

Systems, San Jose, CA, USA) segitségével korrigaltuk.

4.1.9. Statisztikai elemzés

A [PHINA felvételt és felszabadulast jellemzd radioaktivitas értékeken a RopStat

statisztikai szoftver segitségével végeztiink variancia-analizist (ANOVA). A mérési

rrrrrr

esetén *-gal, p<0,01 esetén **-gal jeloltiik.

4.2. Helvi érzéstelenités

A klinikumban a gerincvel érzéstelenitése soran a Na*- és K*-csatorna blokkolo lidocain
akar 5 mM-os koncentraciot is elérhet lokalisan, ezért ebben a koncentracioban
alkalmaztuk kisérleteink soran. A szelektiv Na*-csatorna blokkolo tetrodotoxin és a

alapjan hataroztuk meg (Sircuta és mtsai 2016).

Az érzéstelenitd szerekkel végzett vizsgalataink protokollja jorészt megegyezett a fent
leirt, a gerincveldi sértéses kisérletek soran alkalmazottakkal, ezért itt csak a

kiilonbségeket targyaljuk.
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A kontroll csoport a gerincvel6i kisérletekével kozos volt, ezen felil 12 allatot

hasznaltunk fel, igy a kdvetkezd 4 vizsgalati csoport alakult:

- Kontroll

- Lidocain (5 mM)

- Tetrodotoxin (TTX) (1 uM)

- 4-aminopiridin (4-AP) (300 uM)

Az ioncsatorna blokkold szerek gyartéja a Tocris Bioscience (Bristol, Egyesiilt

Kiralysag).

Egy kisérlethez hasznalt 4 darab gerincvel6i szelet 0ssztomege atlagosan 13,9 + 2,9 mg

volt. (n=12)

Az elektromos stimuldciot megel6zé két frakcio atlagat (1-2. és 11-12.) tekintettiik
nyugalmi felszabadulasnak (FRR1 és FRR?).

4.3. Fogpulpa

Humén fogpulpan végzett méréseink protokollja szintén hasonld volt az eldbbiekben

leirtakhoz, ezeket Parker és mtsai. (1994, 2013) vizsgalatai alapjan modositottuk.

4.3.1. Fogpulpa izolalasa

A pulpat egészséges, impaktalt vagy retinedlt bolcsességfogakbol izolaltuk, melyek a
Semmelweis Egyetem Arc-, Allcsont- és Szajsebészeti Klinikajan keriiltek eltavolitasra.
Kivalasztasi kritérium volt a paciens 25 év alatti életkora, a fog kornyékének
gyulladdsmentessége (példaul ne legyen pericoronitis) és a fog egy darabban torténd
extractioja. A rutin szajsebészeti beavatkozast kovetden a fogat kettétortiik, majd steril
csipesz segitségével a pulpat (rendszerint egy vagy két darabban) eltavolitottuk és
karbogén gazzal (95% O3, 5% CO3) buborékoltatott, jéghideg Krebs-oldatba helyeztiik
(120 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 2,6 mM CaClz; 1 mM KH2POys; 1,2 mM MgSOg4; 2,5 mM
NaHCOz; 6,3 mM gliikdz; 0,01 mM Na2EDTA). Igy szallitottuk a mérés helyszinére,
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kb. 30 perc alatt. A pulpat ezt kdvetéen egy Mclllwain szeleteld segitségével 400 um

vastag szeletekre vagtuk.

4.3.2. [*H]noradrenalin jelolés

A pulpa szeleteket 30 percig karbogén gazzal buborékoltatott, 4 puCi/ml radioaktiv
[*H]NA-t tartalmazo Krebs-oldatban inkubaltuk 37 °C-on. Haromszori 4tmosés utan 4
szeletet helyeztlink egy mikroperfuzios kamraba. Ezek 6ssztomege atlagosan 12,3 + 4,6
mg volt. A kamrakon karbogén gazzal buborékoltatott Krebs-oldatot keringettiink at 1
ml/perc sebességgel, 37 °C-on.

4.3.3. Stimulalt noradrenalin felszabadulas

A mikroperfizids kamrakbol kidramlé folyadékot 32 darab, egyenként 5 perces frakcidoba
gyljtottik. A 7. frakcio kezdeténél végeztiik az els6 elektromos téringerlést (So), mely 30
masodperc hosszu volt (40 V, 1 ezredmasodperces impulzusok 5 Hz frekvenciaval). A
17. és 27. frakcid kezdeténél végzett stimulaciok (S1 és S2) 100 masodperc hosszuak

voltak.

4.3.4. Noradrenalin felvétel és frakcionalis felszabadulas mérése és szamitasa

A felvétel és frakcionalis felszabadulads értékek meghatdrozdsa a gerincveldi
kisérletekéhez hasonlé6 modon tortént. Stimulalt felszabadulasnak (FRS;: és FRS))
tekintettiik azt a NA-felszabadulast, amely a nyugalmi felszabaduldson feliil az
elektromos stimulaciot kovetd négy frakcioban (17-20. és 27-30.) tortént. A stimuléciot
megel6z6 négy frakciod atlagat (13-16. és 23-26.) tekintettiik nyugalmi felszabadulasnak
(FRR1 és FRR2). A fogpulpan végzett kisérleteknél a gerincveldi kisérletekkel
ellentétben, Parker és mtsai. (1994, 2013) protokolljdhoz hasonléan nem végeztiink
preperfiziot, vagyis a szovet altal fel nem vett [PH]NA kimosisat. Az ebbdl adodé
kezdeti, magas felszabadulast és az els6, rovid ingerlést (So) a szdmitasainknal nem vettiik

figyelembe.
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5. EREDMENYEK

5.1. Gerincveloi sértés

5.1.1. Funkcios és makroszkopos valtozasok

A hemisectio utdn a patkdnyok a hemiplegia jellegzetes tiineteit mutattak, jobb hatsé
végtagjuk teljes bénuldsaval. A patkdnyok gerincveldi sértése utdni motoros regeneracio
kvantifikélasara széles korben alkalmazzédk az Gn. BBB locomotor recovery scale-t
(Basso ¢és mtsai 1995). A mitott patkanyok jobb hatsé végtagjanak mozgasa ebben az
osztalyozasban minden esetben 0-s értéknek felel meg (végtag teljes mozdulatlansaga), a
bal hatsé végtag mozgésa pedig 10 vagy a feletti értéknek (1épésnél raterhel a végtagra).
1, illetve 3 nappal a muvi sértés utdn a gerincveld makroszkopos megjelenése az
egészséges szovetéhez hasonld volt. Csak 14 nappal a sértés utan volt makroszkopos jele
a szovet lokalis gyulladdsédnak, ekkorra a gerincveld jellemzden rugalmatlanna,

szakadékonnya valt.

5.1.2. [*H]noradrenalin felvétel

[PHINA-jel6lés utin a gerincveldi szeletek atlagos transzmitter felvétele a kontroll
csoportban 149 + 32 kBq/g volt (11. abra). Erdekes médon a gerincveldi sértés utan 3
nappal ez az érték hasonlo volt, 158 = 10 kBqg/g. A noradrenalin Ujrafelvételt gatlo
nisoxetin a jelolés és preinkubacio ideje alatt 1 uM-os koncentracioban alkalmazva
hatékonyan gatolta a [PH]NA felvételét, igy az atlagos radioaktivitas 37 = 9 kBg/g volt a
kontroll + nisoxetin kisérletekben, ami 75%-os csokkenés a kontroll kisérletekhez képest.
Gerincveldi sértés utan 3 nappal ez a csokkenés szignifikansan kisebb mértékii volt (61 +

16 kBqg/g), ami 62%-os csokkenésnek felel meg (11. abra) (n=16).
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11. abra. A gerincveldi hemisectio és nisoxetin hatdsa gerincveldi szelet prepardtum
[BHINA felvételére. 1 uM nisoxetint adtunk a szeletekhez a preinkubdciétdl kezdbdében,
ennek hatdsdara mindkét csoportban szignifikansan lecsokkent a [PHINA felvétel. A
gerincveloi sértés hatasara ez a csokkenés szignifikansan kisebb mértékii volt. (atlag +
SD; **p<0,01 a kontroll és kontroll + nisoxetin; a gerincveldi sértés utan 3 nappal és
gerincveloi sértés utan 3 nappal + nisoxetin, illetve a kontroll + nisoxetin és gerincveldi

sertes utan 3 nappal + nisoxetin osszehasonlitasaban, n=16)

5.1.3. [*H]noradrenalin felszabadulas a kontroll kisérletekben

Frakcionalis felszabadulés kisérleteinkben egy 200 masodperces nyugalmi frakcioban az
atlagos felszabadulas a teljes radioaktivitas 0,67 + 0,13%-a volt (FRRy). Elektromos
stimulacié (S1) (3 Hz, 240 stimulus) hatasara a szovetben 1é6vé [PH]NA-nak ezen feliil
2,73 £ 0,68%-a szabadult fel (FRS1), majd lassan visszatért a nyugalmi értékére (13.a
abra). A masodik elektromos stimuldcid hatasara (S2) kisebb mértékben ndtt meg a

felszabadulas (FRS2 = 1,94 + 0,57%), igy az FRS2/FRS: hanyados 0,73 + 0,21 lett.
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5.1.4. Gerincveldi sértés hatasa a [*'H|noradrenalin felszabadulasra
A gerincveld miivi sértése utdn mind a nyugalmi, mind a stimullt [*H]NA felszabadulds

fokozatos emelkedést mutatott (12. abra).

Nyugalmi Stimulalt

a. b.
_— _— *
3T 4 34
Py Py
2] 17
© ©
2 i3 2 3
£ e
2 2
S % S
1 =
[ * * * * [
e 1 |
< <
z 2
3 N N - -
& 0 = 0
Kontroll 1 nap 3 nap 14 nap Kontroll 1 nap 3 nap 14 nap
sértés utan  sértés utan  sértés utan sértés utan  sértés utan  sértés utan

12. abra. A nyugalmi (FRR1) (a) és a stimuldlt (FRS1) (b) [PH|NA felszabadulds
fokozéddasa a gerincveldi sértés utan. (atlag + SD; **p<0,01 és *p<0,05 a kontrollal

valo osszehasonlitasban, n=49)

A nyugalmi felszabadulast jellemz6é FRR értéke a gerincveldi sértés utan 1 nappal 0,81
+ 0,09%, a sértés utan 3 nappal 0,81 = 0,12%, a sértés utan 14 nappal pedig 1,01 + 0,46%
volt. Mindharom szignifikdnsan magasabb a kontroll értéknél, a sértés utani értékek
kozott azonban nincs statisztikailag szignifikans kiilonbség. A stimulalt felszabadulast
jellemzd FRS: a gerincveldi sértés utan 1 nappal 3,01 + 0,95%, a sértés utan 3 nappal
3,21 £0,74%, a sértés utan 14 nappal pedig 3,40 £ 0,95% volt. Utobbiak koziil azonban
csak a sértés utan 3 nappal mért érték volt szignifikdnsan magasabb a kontrollnal

(p<0,05).

A kisérletek frakcionkénti felszabadulas értékeit az 13. abran lathatjuk 6sszehasonlitva.
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13. dbra. [PHINA frakciondlis felszabadulds gerincveldi szelet prepardtumbdl a 3. és
13. frakcio kezdetén alkalmazott elektromos stimuldcio hatdsdra. A kisérletek felében 1

UM nisoxetint adtunk a perfiizios oldathoz a 8. frakciotdl kezdédéen. (dtlag + SD; n=49)

A mérési eredményeket ugy foglalhatjuk 6ssze, hogy gerincveldi hemisectio hatasara a
harmadik napra 20%-kal né a nyugalmi felszabadulas, ezen feliil pedig tovabbi 18%-kal
a stimulalt [PH]NA felszabadulés a kontrollhoz képest.

5.1.5. Uptake gatlas hatasa a [*H]|noradrenalin felszabadulasra

A felszabadulas kisérletek felében nisoxetint adtunk a perfuzids oldathoz a 8. frakciétol
kezdve a [PHINA tjrafelvétel gatlisa céljabol (13.a-c abra). Ennek kovetkeztében a
masodik elektromos stimulacié utan (FRS2) tobb transzmitter maradt a perfiizios oldatban
(v6. 20.b abra), igy a [PH]NA felszabadulds mért értéke szignifikinsan (p<0.01)
magasabb lett mindegyik csoportban (14. abra).
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14. dbra. FRS> vialtozasa gerincveloi hemisectio és 1 uM nisoxetin hatdsdra.
A 8. frakciotol kezdédoen adott, noradrenalin ujrafelvételét gatlo nisoxetin mindhdrom
csoportban  szignifikiansan névelte a mért [PHINA frakciondlis felszabaduldst. A
gerincveloi sértés utan 3 nappal ez a névekedés szignifikansan (p<0,05) kisebb mértékii

volt, mint a kontroll csoportban. (dtlag + SD; **p<0,01 a csoportokon beliili

osszehasonlitasban, n=42)

Megfigyelhetjiik azonban, hogy miként az uptake kisérleteknél is, a nisoxetin a
gerincveldi sértés utan kevésbé volt hatdsos a noradrenalin felvétel gatlasaban. Mig a
kontroll csoportban 73%-kal nétt az FRS értéke nisoxetin hatasara, a gerincvel6i sértés
utdn 1 nappal csak 61%-o0s, a sértés utan 3 nappal pedig csak 37%-0s ndvekedés tortént

(utobbi szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest, p<0,05).

A gerincvel6i sértés utan 14 nappal nagy variaciok mutatkoztak a frakcionalis
felszabadulas értékekben és 7 kisérletbdl csak 3 adott a stimuldlt transzmitter
felszabadulasra jellemz6 gorbét, feltehetdleg a szoveti degeneracidval Osszefiiggésben,

ezért ebben a kisérleti csoportban nem végeztiink nisoxetines méréseket.
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5.1.6. Elektronmikroszkopos felvételek

A mintakat egészséges (kontroll) patkdnyokbol és a gerincveld sértés utan 3 nappal
nyertiik, hogy a transzmitter felszabadulas ¢és felvétel valtozasai mellett nyomon
kovethessiik a morfoldgiai valtozasokat is. A sértés utan 3 nappal az L5 gerincveldi

szegmensben, a sértéstdl kb. 2 mm-rel caudalisabban altalanos szoveti degeneracio volt

lathatd, ennek ellenére szadmos ép szinapszist is talaltunk (15. abra).

15. dabra. Transzmisszios elektronmikroszkopos felvétel a gerincveldrol (L5 szegmens, a
seriiléssel megegyezo oldalrol). Sok szinapszis (nyil) ép maradt 3 nappal a gerincveldi

sértés utan is. (Dr. Kittel Agnes felvétele)

5.2. Helyi érzéstelenités

5.2.1. [*H]noradrenalin felszabadulas a kontroll kisérletekben

Az lidocainnal és szelektiv ioncsatorna blokkolé szerekkel végzett [PH]NA felszabadulas
kisérleteink a gerincveldi sértéses kisérletekével azonos protokollal, iddben egymaéssal
parhuzamosan, azonos patkany alommal végeztiik, ezért ugyanazt a csoportot hasznaltuk
kontrollnak. Igy a kontroll csoportban a [*H]NA felszabadulas nyugalomban 0,67 +
0,13% volt (FRR1), az elsé stimulacio (S1) hatasara 2,73 £ 0,68%-ra nétt (FRSy), a
masodik stimulacio hatasara (S2) pedig 1,94 + 0,57%-ra nétt (FRS2).

42



DOI:10.14753/SE.2018.2092

5.2.2. Ioncsatorna gatlas hatasa a [°*H|noradrenalin felszabadulasra

Amikor a fesziiltségfiiggd Na®- és K'-csatornakat gatlé lidocaint (5 mM) adtuk a
perfuzios oldathoz a 8. frakciotol kezdddden, a nyugalmi [*H]NA felszabadulas fokozatos
emelkedését lehetett megfigyelni, ami a 13. frakciora érte el a maximumat, majd a kisérlet
végéig fokozatosan csokkent. Az FRR2/FRR1 hanyados 5,22 + 0,20 volt (p<0,001). A

stimulalt felszabadulas ezzel szemben gatolva lett (16.b abra).
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16. dbra. Lidocain, tetrodotoxin (TTX) és 4-aminopiridin (4-AP) hatisa a [PH]NA
nyugalmi és stimulalt felszabaduldasdra patkany gerincveldi szeletekben. A mintdkat két
alkalommal elektromosan ingereltiik (S1 és S2). (a) Kontroll. (b) 5 mM lidocain
szignifikansan megnovelte a nyugalmi felszabadulast (FRR2IFRRi= 5,22 + 0,20,
p<0,001), azonban csokkentette a stimulalt felszabadulast. (c) 1 uM TTX szignifikansan
gatolta a stimuladlt felszabaduldast (FRS2/FRS1 = 0,19 £ 0,05, p<0,001). (d) 300 uM 4-AP
szignifikansan megnévelte mind a nyugalmi (FRR2[FRR1= 5,02 £ 0,17; p<0,001), mind
a stimuldalt (FRS2/FRS1 = 3,40 £ 0,24; p<0,001) [PH]NA felszabadulast. (itlag + SD;
n=19)
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A szelektiv Na*-csatorna blokkold tetrodotoxin 1 pM-os koncentracidban nem volt
hatdssal a nyugalmi felszabadulasra, viszont szinte teljesen gatolta a stimulalt
felszabadulast. Az FRS2/FRS; hanyados 0,19 + 0,05 volt, ami a kontroll értékének
negyede (szignifikdns kiilonbség, p<0,001) (16.c abra).

A szelektiv K*-csatorna blokkolé 4-aminopiridin 300 pM-os koncentracioban mind a
nyugalmi, mind a stimulélt [PH]NA felszabadulast tobbszorosére novelte (FRR2/FRR1 =
5,02 +0,17; FRS2/FRS: = 3,40 = 0,24; p<0,001) (16.d abra).

5.3. Fogpulpa

A human fogpulpa transzmitter felvétele 30 perc [PH]NA-jelolés utan 116 + 69 kBg/g
volt. Amikor a noradrenalin felszabadulas a kezdeti frakciok és elé-ingerlés utan elérte a
stabil, nyugalmi szintjét, egy 5 perces frakcié ideje alatt a teljes [°H]NA-tartalomnak 1,66
+ 0,46%-at bocsatotta ki (FRR1) (17. abra). 100 masodperc elektromos stimulacio (S1)
hatasara a nyugalmi szinten feliili felszabadulas (FRS1) a fogpulpaban 5,86 + 1,87% volt.
A masodik stimulacié (S2) hatasara a felszabadulds valamivel kisebb mértéki, 4,60 +

1,42% volt (FRS;), majd ismét visszatért a nyugalmi szintre (18. abra).
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17. dbra. Stimulalt (FRS1 és FRS>) és nyugalmi (FRR1 és FRR;) [°H|NA frakcionalis
felszabadulas human fogpulpa preparatumbol. (dtlag + SD; n=4)
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18. dbra. Humdn fogpulpa [PHINA felszabadulds vdltozdsa stimuldcié hatdsdra.
Elektromos stimulaciot (40 V, 1 ms, 5 Hz) alkalmaztunk a 7., 17. és 27. frakciok elején.
Az elo-stimulacio (So) 30 masodpercig, S1 és Sz pedig 100 masodpercig tartott. A pulpaval
vegzett kisérleteknél nem volt preperfizio (kimosas), ez indokolja a kezdeti magas

felszabadulas értéket. (atlag + SD; n=4)

A pulpa a gerincvel6hdz képest egységnyi id6 alatt a [PH]NA nagyobb hanyadat
szabaditotta fel, az ismételt ingerlésre azonban hasonlé mértékben csokkent a
felszabadulas (FRS2/FRS1 = 0,84 + 0,31 a pulpa, 0,73 £ 0,21 a gerincvel6 esetében). Az
eltéré frakciogyijtési és elektromos stimuldciés protokoll hatdsai a stimulalt
felszabadulas csokkenését jellemzé FRS2/FRS;, illetve a nyugalmi felszabadulas
csokkenését jellemz6é FRR2/FRR1 hanyadosban kiegyenlitédnek, igy 6sszehasonlithatova
valnak a kiilonb6z0 szovetek transzmitter felszabadulds karakterisztikai (19. dbra). Az
abran lathato, patkany frontalis agykérgi szeleteken végzett méréseinket a gerincveldi

mérésekkel parhuzamosan végeztiik (Sircuta és mtsai 2016).
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19. dabra. FRS>IFRS: és FRR>/FRR1 hdnyados humdn fogpulpin és patkdny
gerincveldn, illetve frontdlis agykérgen végzett in vitro [PHINA frakciondlis
felszabadulas mérések alapjan. Megfigyelhetjiik, hogy a fogpulpa az idegszévetéhez

hasonlo noradrenalin felszabadulas karakterisztikat mutat. (atlag = SD; n=16)
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6. MEGBESZELES

6.1. Gerincveloi sértés

Kisérleteinkkel azt akartuk megallapitani, hogy a miivi sértés hasonld valtozasokat
okoz-e a noradrenalin felszabadulasban és felvételben, mint az ischaemids viszonyok
szimulalasa in vitro (Uchihashi és mtsai 1998, Nakai és mtsai 1999, Sumiya és mtsai
2001) és in vivo (Globus és mtsai 1989). Az el6bb idézett vizsgalatokat egészséges
allatokkal végezték €s oxigén- és gliikozhianyos perfuzids viszonyokkal szimulaltak az
ischaemiét. Ilyen koriilmények kozott a gerincveldi noradrenalin felszabadulas 2,6-3,2-

szeresére nétt az ischaemia utan 15-30 perccel.

Az idézett vizsgalatokkal ellentétben mi a gerincveld féloldali, miivi sértésével
szimulaltuk a gerincveld sériilését, majd 1, 3, illetve 14 nap utan a sértéshez képest 2-5
mme-rel caudalisabban (Schoultz és DeLuca 1974, Mills ¢s mtsai 2004) elhelyezked6
idegszovetet mikroperfuzios kamrakba helyezve (ex vivo), normalis perfizids viszonyok

kozott mértik a noradrenalin felvétel és felszabadulas valtozasait.

6.1.1. Noradrenalin felszabadulas valtozasa

Az elektronmikroszkopos vizsgédlat mar 3 nappal a sértés utdn az 4ltalanos szoveti
degenerécio jeleit mutatta, ennek ellenére szamos ép szinapszis latszott a felvételeken.
Bar ezen idegsejtek fiziologias beidegzése megsziint, méréseink megmutattak, hogy még
a sértés utan 14 nappal is ingerelhetdek voltak elektromosan, sét, a kontrollhoz képest

fokozott noradrenalin felszabadulast mutattak.

Méréseinkbdl kideriilt, hogy a gerincveldi sértést kovetden az alapszinten meglévo,
nyugalmi és az elektromos (axondlis) ingerlés hatasara fellépd, stimulalt noradrenalin
felszabadulas egyarant fokozddik, azonban joval kisebb mértékben, mint ischaemids
viszonyok kozott (Uchihashi és mtsai 1998, Nakai és mtsai 1999). Mivel a noradrenerg
palyak az azonos oldali gerinvel6t idegzik be (vagyis nem keresztezddnek at) és a
gerincvel6i  hemisectio megsziinteti az idegrost folytonossagat, fiziologias

ingeriiletatvitelre a sériiléstdl caudalisan nincs lehetdség (Dlouhy és mtsai 2013).
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Ezért klinikai kortilmények kozott a nyugalmi noradrenalin felszabadulas fokozodasanak
lehet jelentdsége, melynek mértéke az eredményeink szerint 20% a gerincveldi sértés
utani 3. napon, irodalmi adatok szerint in vitro ischaemias koriilmények kozott azonban
ennek sokszorosa lehet (Uchihashi és mtsai 1998, Nakai és mtsai 1999). A stimulalt
felszabadulas mérésének elsésorban a noradrenalin transzporter funkcid vizsgalataban
van jelentdsége, ebbdl lehet ugyanis kovetkeztetni a transzmitter felszabadulds nem-

szinaptikus jellegére (Vizi és mtsai 2010).

6.1.2. Noradrenalin felvétel valtozasa

Kisérleti eredményeink alapjan azt allithatjuk, hogy a nisoxetin, amely hatdsosan gatolja
a noradrenalin jrafelvételt az ép gerincvelOben, a gerincveldi sértés utan kevésbé tud
kotni a noradrenalin transzporterekhez, igy kisebb mértékben noveli meg a stimulacio
utani noradrenalin felszabadulast. A gatlds mértékére a miivi sértés utan eltelt id6 is
hatassal volt: mig a kontroll csoportban az FRS» 73%-kal magasabb nisoxetinnel, mint
anélkiil, ez a kiilonbség a gerincveldi sértés utan 1 nappal 61%, a sértés utan 3 nappal

pedig 37% volt.

Ehhez hasonlo tendencia az uptake kisérleteknél is megfigyelhetd volt. Itt a nisoxetin mar
a [PHINA jelolés el6tt hozza lett adva a preinkubacios oldathoz, igy eleve kevesebb
[PHINA-t vett fel a szdvet. Kontroll allatoknal 1 uM nisoxetin 75%-kal gitolta a felvételt,
a sértés utan 3 nappal viszont szignifikansan kisebb mértékben, 62%-Kal.
Mindez azt jelzi, hogy a noradrenalin Ujrafelvételt gatld nisoxetin a sériilés utan
fokozatosan elveszti a hatasossagat. Ennek legvaldsziniibb magyarazata, hogy a seriilés
utdn a noradrenalin transzporterek egy része reverz moddon mikdodik, vagyis
extracellularis iranyaba engedi a transzmittert (20.c abra), nem-Szinaptikus
lokalizacioban (Vizi és mtsai 1982, Vizi és mtsai 2010). A reverz milkddést
transzporterek tehat eleve fokozott noradrenalin felszabadulashoz vezetnek, mely viszont

mar nem gatolhat6 nisoxetinnel (Mochizucki 2004).
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20. abra. Egy akcios potencialt vagy elektromos stimuldciot kovetden a vezikulumokbol
[BHINA keriil az extracelluldris térbe. Ennek egy része ujrafelvétel vitjan keriil vissza az
idegsejtbe, masik része pedig enzimatikus uton lebomlik vagy a perfuzios oldatba keriil,
amelyet gytijtiink (a). Ha nisoxetinnel gatoljuk az ujrafelvételt, tobb transzmitter marad
az oldatban, igy magasabb noradrenalin felszabadulas értéket mériink (b). Hasonlo
felszabadulas novekedés mérhetd, ha a transzporter reverz modon miikodik a gerincveldi

seriilés kovetkeztében (c). (A szerzo abrdja)

Lehetséges, hogy a noradrenalin-szint novekedése mogott hasonldo mechanizmus rejlik az
ischaemia és az idegpalya folytonossaganak megszakitdsa esetén. Hasonlo jelenséget
figyeltek meg ugyanis Uchihashi és mtsai. (1998), akik leirtdk, hogy gerincvel6i
ischaemia modellezésekor a [PH]NA felszabadulasban nincs preszinaptikus modulacié
opa-adrenoceptorok altal, ezért a felszabadulas nem vezikularis transzmitter
felszabadulas, hanem a transzporter reverz miikodése altal valosul meg, mely nem all

preszinaptikus hatas alatt (Uchihashi és mtsai 1998, Sumiya és mtsai 2001, Szot és mtsai
2012).

6.1.3. Kolcsonhatas a noradrenalin és glutamat felszabadulas kozott

Ezzel egybevag6 adatok vannak a gerincvel0 sériilését kovetd glutamat felszabadulassal
kapcsolatban is, melyre szintén a transzporter reverz mikodésének kdszonhetd, nem-
szinaptikus felszabadulas jellemz6 (Waxman és mtsai 1991, McAdoo és mtsai 2000, Li
¢és Stys 2001). A gerincveld sériilése (Demediuk és mtsai 1989, Inquimbert €s mtsai 2012)
vagy ischaemigja (Simpson ¢és mtsai 1990) kovetkeztében talzott mennyiségli glutamat
valasztodik ki, illetve megfordul a transzmitter felvétele, ami a Ca®*-szint ndvelése altal

helyi neurotoxikus hatast fejt ki (Wrathall és mtsai 1992, Sohn és mtsai 1998).
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A glutamat N-metil-D-aszpartat (NMDA) ¢és  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
izoxazolpropionsav (AMPA) receptorainak aktivacidja fokozza a noradrenalin
felszabadulast (Klarica és mtsai 1996, Sundstrom és mtsai 1998) és ez a hatas forditva is
érvényesiil, a noradrenalin serkenti az NMDA-medialt ingeriiletatvitelt a gerincvel6ben
(Wohlberg és mtsai 1987). Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy a noradrenalin és a

glutamat kdlcsonodsen eldsegitik egymas fokozott felszabaduldsat és neurotoxikus hatasat.

6.2. Helyi érzéstelenités

6.2.1. A lidocain koncentracioja a gerincveld érzéstelenitésekor

A helyi érzéstelenitd szereket epiduralis érzéstelenitésnél 1,5-2%-o0s, spinalis
érzéstelenitésnél 1,5-5%-0s, nagyobb idegek vezetéses érzéstelenitésénél pedig 1-2%-0S
koncentracioban alkalmazzdk. Higuchi ¢és mtsai. (2004) kimutattadk, hogy
subarachnoidealis injekcio esetén elsddlegesen a liquor lumbosacralis térfogata (42-81
ml) hatdrozza meg az érzéstelenitd hatas id6tartamat, ami az érzéstelenitd szer
4-5 mM-os koncentraciot is elérhet, ami 60-115 perces hatést biztosit (Moore €és mtsai
1987). Vizsgalataink szerint ez a koncentracid elegendéen magas ahhoz, hogy a
transzmitter felszabadulast is befolyasolja. A posztoperativ neuropatias fajdalomban
adott folyamatos spindlis érzéstelenités pedig a hosszan tartd adagolds miatt még
alacsonyabb koncentraci6 mellett is novelheti a neurotoxicitds esélyét (Berde és
Strichartz 2010). Ezért kisérleteinkben 5 mM-os koncentracidoban alkalmaztuk a lidocaint

a neurokémiai transzmisszioban betoltott szerepének vizsgalata végett.

6.2.2. A Na*- és K™-csatornak szerepe

A fesziiltségfiiggd Na'-csatorndk szdmos gyogyszernek célpontjai, mint a
fajdalomcsillapito, antiaritmids és antiepileptikus szereknek (Lenkey és mtsai 2010,
Lenkey és mtsai 2011), és a helyi érzéstelenitd szerek hatasat is elsésorban ezen csatornak
gatlasanak tulajdonitjdk. Az érzéstelenitd szerek azonban a K'-csatorndkat is gatolni

tudjak (Andreasen és Hablitz 1993, Olschewski és mtsai 1998, Scholz 2002,
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Wolff és mtsai 2014), melyeknek kulcsfontossagi szerepiik van a nyugalmi
membranpotencial beallitdsdban (Dodson és Forsythe 2004, Kim és Kang 2015). Mivel
tobbféle K*-aram is szerepet jatszik az akcios potencial repolarizicidjaban, barmilyen,

K*-csatornakra kifejtett hatas befolyassal lehet a transzmitter felszabadulasra is.

A lidocain 5 mM-os koncentracidban tobb, mint tszordsére novelte a [PH]NA nyugalmi
felszabadulasat, ami a K*-csatorna gatlasanak tulajdonithat6. A K*-csatorna szelektiv
gatlasa, mint a 4-AP esetén lathatjuk, a stimulalt felszabadulast is megnoveli, a lidocain

esetében azonban a Na'-csatorna egyidejli gatlasa ezt megakadalyozza (1. tablazat).

A szelektiv Na*-csatorna blokkolo (Narahashi 1972, Kohane és mtsai 1998) és helyi
érzéstelenité hatdsu (Padera és mtsai 2006) TTX teljesen gatolta a stimulalt
felszabadulast. A TTX ilyen szempontbol hasonl6 hatast fejti ki, mint a helyi érzéstelenitd
szerek, még novelni is tudja azok hatasossagat (Kohane és mtsai 1998, Padera és mtsai

2006), azonban nem befolyasolta a nyugalmi [PH]NA felszabadulast.

A szelektiv K*-csatorna blokkolé 4-AP ezzel szemben a stimulalt és nyugalmi
noradrenalin felszabadulast egyarant megndvelte. Az axondlis aktivitastol fiiggetlen
nyugalmi felszabadulas novelése jarulhat hozza ahhoz, hogy a 4-AP toénusos-klonusos
rohamhoz vezethet a paciensekben (King és mtsai 2012). Mig azonban az érzéstelenitd
szerek részlegesen vagy teljesen gatoljak a stimulalt felszabadulast, a 4-AP azt is

megnoveli a gerincveldben.

1. tablazat. Na*- és K*-csatorna blokkolo szerek hatdisa a gerincveldi noradrenalin
felszabaduldsra. Eredményeink konzekvensen mutatick a Na*- és K'-csatorna

gatlasanak  szerepét,  kiilon-kiilon és  kombindlva is (vé. 16.  dbra).

Lidocain Tetrodotoxin 4-aminopiridin
+ SR
Nva -gsatorna ga'tla’s igen igen nem
stimulalt release gatlasa
+ —
I K -easioEna gatias : igen nem igen
stimulalt és nyugalmi release serkentése

nyugalmi release fokozott, | nyugalmi release normalis, | nyugalmi release fokozott,
stimulalt release gatolt stimulalt release gatolt stimulalt release fokozott
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6.2.3. A magas noradrenalin koncentracio jelentosége

Ugy gondoljuk, hogy a helyi érzéstelenitd szerek egyes mellékhatasai szintén a kémiai
neurotranszmissziora kifejtett hatasuknak koszonhetd, méghozza a Na*- és K*-csatornak
kombinalt gatlasa altal, ami a noradrenalin stimuldlt (Na'-csatorna fiiggd)
felszabaduldsanak gatlasdhoz és a nyugalmi (K'-csatorna fiiggd) felszabadulasanak
novekedéséhez vezet. Ezt a megfigyelést tamasztjak ald azok a vizsgdlatok, melyek
szerint egyes, K*-csatornakat megnyitd (vagyis a 4-AP-el ellenkez6 hatdst) szerek a
noradrenalin nyugalmi és stimulalt felszabadulasat egyarant gatoljak (Soares-da-Silva és
Fernandes 1990, Takata és mtsai 1992, Oe és mtsai 1999).

Bizonyitott, hogy noradrenerg mechanizmusok szerepet jatszanak a neuropatias fajdalom
enyhitésében (Takano ¢és Yaksh 1992), ezért valdszinlisithetd, hogy a spindlis
érzéstelenités kovetkeztében fellépd noradrenalin felszabaduldsnak is szerepe lehet a
helyi érzéstelenitd oldat fajdalomesillapitd hatasban. Ezt timasztja ala az a tény, hogy az
AS, A6 és A7 magokbol szarmazo leszalld noradrenerg rendszer fajdalomcesillapito hatast
fejti ki a gerincveldi nociceptiv primer afferens rostok glutamat felszabaduldsanak
gatlasaval (Kamisaki és mtsai 1993), amely hatast oz-receptor antagonistakkal gatolni
lehet (Takano és Yaksh 1992). Kronikus fajdalom enyhitésére klinikailag is alkalmaznak
anoradrenalin hatdsat utanzo az-receptor agonistakat (pl. klonidint) spinalis érzéstelenités

form4jaban (Rauck és mtsai 1993).

Ugyanakkor a noradrenalin magas koncentracidja a bomlastermékei révén neurotoxikus

hatéssal is lehet a kornyez6 idegsejtekre (Burke és mtsai 2004).

6.3. Fogpulpa

A fogpulpa szimpatikus beidegzés és hormonalis szabalyozas révén noredrenerg hatés
alatt all, aminek irodalmi adatok szerint szertedgazd jelentésége van a pulpa
véraramlasanak, gyulladdsos folyamatainak ¢és fajdalomérzetének szabélyozasaban
(Olgart 1996, Haug és Heyeraas 2006). A noradrenalin felszabadulasara, receptorkotésére
¢és felvételére szamos gyogyszer van hatéssal, példaul a transzmitter ujrafelvételét gatld
antidepresszansok, az ai-receptort  blokkolo vérnyomascsokkentok és

antipszichotikumok, illetve a transzmitter felszabaduldsat az oaz-receptoron keresztiil
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preszinaptikusan gatlo, a helyi érzéstelenitésben alkalmazott adrenalin (Parker és mtsai
1999, Knadler és mtsai 2011, Serrera és mtsai 2012, Wong és mtsai 2015, Saka 2016,
Singh és mtsai 2016).

A pulpéba futé kb. 2300 idegrostoknak nagyjabol 1,5%-a biztosit noradrenerg beidegzést
(Fehér és mtsai 1977, Nair 1995). Ezért figyelemre méltd, hogy mikroperfizios
kamrakban, elektromos téringerlés mellett a fogpulpaban a [PHINA felvétel és
felszabadulas az idegszovetéhez hasonld volt (19. abra). A felvétel 116 + 69 kBg/g volt a
pulpabdl és 149 + 32 kBq/g a gerincvel6bdl késziilt szovetszeletek esetében. Bar a
noradrenalint uptake 2 utjan az érendothel és a simaizmok is fel tudjak venni, a
fogpulpdban is az idegsejtek noradrenalin transzportere altal megvalosuld uptake 1
domindl, tehat a méréseinkben felszabadult noradrenalin idegi eredetii (Marino és mtsai

1992, Parker és mtsai 1994).

A gerincveldi kisérletekkel ellentétben nem végeztiink preperfuziot, vagyis a szovet altal
fel nem vett [PH]NA kimosasat, ez indokolja az elsé frakciok magas mért felszabadulas
értékét (18. abra), ami nem az idegsejtek transzmitter felszabadulasat tiikrozi. Ha ezt az
els6 60 percben mért felszabadulast nem vessziikk figyelembe, és az el6-ingerlésbol
szarmazo felszabadulassal egyiitt csak preperfuzionak tekintjiik, akkor is viszonylag

magas, 85 + 53 kBq/g-os értéket kapunk a fogpulpa [*H]NA felvételére.

Frakcionalis noradrenalin felszabadulads eredményeik egybevagnak a Parker €s mtsai.
(1994, 2013) altal leirtakkal. Hasonlo kisérleti modszerrel Parker és kutatocsoportja mar
tobb masik neurotranszmitter, példaul a gamma-amino-vajsav (GABA) és az adenozin
felszabadulasat is vizsgalta mar fogpulpaban (Marino €s Parker 2003, Nassery és mtsai
2007), illetve ezen transzmitterek receptorainak noradrenalin felszabadulasra kifejtett
hatasat (Parker és mtsai 2000, Parker és Marino 2013). Eredményeik szerint a GABA
gatolja a noradrenalin stimulalt felszabadulasat, a nyugalmi felszabadulésra viszont nincs

hatassal. Az adenozin nem befolyasolja a noradrenalin felszabadulédsat a pulpaban.

Azt is bizonyitottak, hogy a fogpulpaban a noradrenalin felszabaduldsa az a-receptorok
kozvetitésével preszinaptikus gatlas alatt all, ami fiziologias viszonyok kozott az
adrenalin hatasanak, illetve a noradrenalin felszabadulds negativ visszacsatoldsanak

koszonhetd (Parker és mtsai 1994, 1999).
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Munkéjukban Parker és kutatocsoportja azonban csak kiilonbdzd transzmitterek és
receptorok kolcsonhatdsat vizsgalta a pulpaban. A szakirodalom szerint olyan vizsgalat
egyeldre nem sziiletett, amelyben klinikailag eléforduld farmakologiai vagy patologias
hatasok szerepét vizsgaltak volna hasonlé modszerrel. Ugy gondoljuk, érdekes volna
lemérni, hogy egyes, széles korben alkalmazott, noradrenerg neurotranszmissziora hatd
gyogyszerek, mint pl. antidepresszansok, vérnyomascsokkenték €s a rutinszeriien
alkalmazott helyi érzéstelenito szerek (Knadler és mtsai 2011, Wong és mtsai 2015, Singh
és mtsai 2016), a klinikailag alkalmazott koncentracidban befolyasoljak-e a noradrenalin
felszabadulasat, és ezaltal a pulpa és a szdjiiregi szovetek véraramlasat, fajdalmat és
gyulladésos folyamatait (Olgart 1996, Haug és Heyeraas 2006). Az altalunk alkalmazott
mikroperfuziods és elektromos téringerléses modszer pontossaga és jo reprodukalhatdsaga

miatt alkalmasnak tlinik ennek a vizsgalatara.
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7. KOVETKEZTETESEK

1) Vizsgélatainkban els0ként mértiik a noradrenalin felszabadulés valtozasat a gerincveld
sériillése utan, melyet féloldali, miivi atmetszéssel (hemisectioval) szimuldltuk
patkanyokon. 3 nap utan a decentralizalt idegvégzddésekbdl a noradrenalin felszabadulas
szignifikdnsan megndtt, nyugalomban ¢és ingerlés utan egyarant. Az elektron-

mikroszkdpos felvételek a szoveti degeneraciod jeleit mutattak.

2) A noradrenalin ujrafelvételét szelektiven gatld nisoxetin hatdsa a sériilés utan

lecsokkent a kontrollhoz képest.

Arra kovetkeztetiink, hogy gerincveldi sériilés utan a noradrenalin magas koncentracioja

a metabolitjai és a glutamat felszabadulas serkentése altal neurotoxikus hatast.

3) Méréseinkkel els6ként jellemeztiik a gerincvelé noradrenalin felszabaduldsdnak
valtozasait lidocain és szelektiv Na'- és K*-csatorna blokkolok szerek adasa utan.
A Na'-csatorna blokkolasa felelds a stimulalt felszabadulas gatlasaért, a K*-csatorna
blokkolasa pedig a nyugalmi és stimuldlt felszabadulds fokozodasaért. A mindkeét
csatornat gatldo lidocain szignifikdnsan megnovelte a noradrenalin felszabadulast,

ami hozzajarulhat fajdalomcsillapité hatdsdhoz, de neurotoxikus mellékhatasahoz is.

4) Humén fogpulpan végzett méréseink bizonyitjdk, hogy a pulpa noradrenerg
1degvégzddései hatdsosan ingerelhetéek elektromosan, a transzmitter felszabaduléds az
idegszovetéhez hasonld karakterisztikat mutat. Ezért a technika alkalmas lehet
kiilonb6zd farmakologiai agenseknek, illetve patologias jelenségeknek a fogpulpai

neurotranszmissziora kifejtett hatdsanak vizsgalatara.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatdsunkban a noradrenalin szerepét vizsgaltuk a gerincveld sériilését kovetod
szekunder karosodasban, a gerincveld érzéstelenitésében, illetve egy human fogpulpa
kisérleti modellben. Ehhez a vizsgalt szovetet mikroperfizidos kamrakba helyeztiik, és
nyugalomban, illetve elektromos stimulacido mellett mértiik a felszabadul6é noradrenalin
mennyis¢gét.

Méréseinkkel elsdként bizonyitottuk, hogy a gerincveld sériilése utan lokalisan megné a
noradrenalin extracellularis szintje, aminek szerepe lehet az idegszovet szekunder
karosodasaban. Ez a karosodéas egyrészt a noradrenalin metabolitok citotoxikus hatdsan
keresztiil, masrészt a glutamat excitotoxikus hatdsanak fokozasan keresztiil valosul meg.
Ezen feliil a noradrenalin mddosithatja a sériilést kovetd gyulladdsos folyamatokat és
nociceptiv ingeriiletatvitelt is. Kiemelendd, hogy a fokozott noradrenalin felszabadulas
statisztikailag szignifikans, azonban joval kisebb mértékii, mint ischaemids koriilmények
kozott, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek a klinikai jelentdségének megerdsitéséhez.
Uj eredményiink tovabba, hogy a noradrenalin Gjrafelvételt gatld nisoxetin hatékonyan
gatolja a transzmitter felvételét az idegsejtekbe, a gerincveldi sértés utan a hataserdssége
azonban fokozatosan csokken. Ez az irodalmi adatokkal 6sszhangban megerésiti, hogy
anoradrenalin felszabadulasa patologias viszonyok kozott elsdsorban nem-szinaptikusan,
a noradrenalin transzporter forditott miikodése révén valosul meg.

Kimutattuk, hogy a lidocain a klinikumban végzett gerincveldi érzéstelenités soran
fokozza a noradrenalin lokalis felszabadulasat. Ez a lidocain K*csatorna blokkolo
hatdsanak koszonhetd, axonalis ingerléstdl fliggetlen, nyugalmi, nemszinaptikus
transzmitter felszabadulds. A szelektiv Na-csatorna blokkol6 tetrodotoxin gatolja
a stimulalt noradrenalin felszabadulast, a szelektiv K*-csatorna blokkolo 4-aminopiridin
pedig a nyugalmi €s a stimulalt felszabadulast egyarant fokozza.

Human fogpulpa noradrenerg idegvégzddései mikroperfuziés kamrakban hatékonyan
ingerelhetéek az alkalmazott elektromos téringerléses modszerrel, a noradrenalin
felszabadulas az idegszovetéhez hasonld karakterisztikat mutat. A kisérleti modell
alkalmas lehet egyes farmakologiai vagy patoldgids hatdsok  fogpulpai
neurotranszmissziora kifejtett hatdsanak vizsgalatara.

Vizsgalataink bizonyitjak a gerincveldi sériilést kdvetden a lokalis noradrenalin-szint
megemelkedését, ami hozzdjarulhat a gerincveld szekunder karosoddsahoz.
Meéréseink szerint szintén fokozza a noradrenalin felszabaduldsat a gerincveld
érzéstelenitéséhez hasznalt lidocain. Az altalunk alkalmazott transzmitter felszabadulas
mérési technika human fogpulpan is jol alkalmazhato.
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9. SUMMARY

We investigated the role of noradrenaline in the secondary injury of the spinal cord, in
spinal anaesthesia and in a human dental pulp experimental method. We used micro-
perfusion chambers and electrical field stimulation to measure noradrenaline release
during resting conditions and after stimulation.

Our study is the first to describe a significant increase in the local release of noradrenaline
from the spinal cord after its injury. This might be a component of its secondary injury
due to the cytotoxicity of noradrenaline’s metabolites and its enhancing effect on
glutamate release. Beyond these, noradrenaline also influences the inflammation and
nociception of the spinal cord. Although the increase in noradrenaline release reported in
our study was statistically significant, it was well below the magnitude reported during
ischaemia, thus further studies are necessary to confirm its clinical significance.

Another new finding is that while the noradrenaline reuptake inhibitor nisoxetine potently
inhibits noradrenaline reuptake in healthy tissue, it loses its efficiency after spinal cord
injury. In accordance with the literature, this confirms that the increase in noradrenaline
release during pathological conditions is due to a non-synaptic mechanism mediated by
the reversed function of the noradrenaline transporter.

We showed that in concentrations achieved clinically during spinal anaesthesia, lidocaine
significantly increases local noradrenaline release. This is due to its inhibitory effect on
K™ channels, and is non-synaptic and independent from axonal stimulation. The selective
Na* channel blocker tetrodotoxin inhibits the stimulated release of noradrenaline, and the
selective K* channel blocker 4-aminopyridine increases both the resting and stimulated
release of the transmitter.

The noradrenergic terminals of the dental pulp can be effectively stimulated via electric
field stimulation in microperfusion chambers, and the characteristics of noradrenaline
release are similar to that of neural tissue. This experimental procedure could be useful to
study the effects of certain pharmacological and pathological conditions on neuro-
transmitter release of the human dental pulp.

Our measurements prove that there is an increase in local noradrenaline release following
the injury of the spinal cord, which might contribute to its secondary injury. The use of
lidocaine during spinal anaesthesia also increases noradrenaline release. The experi-
mental procedure used in our studies can also be applied to measure neurotransmitter
release in the human dental pulp.
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