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BEVEZETES

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

szabalyozésa.

A szamtalan fiziologias hatasa mellett a noradrenalinnak azonban
neurotoxikus hatasa is ismert, vagyis a transzmitter tilzott mértéki
felszabadulasa a kornyezo idegsejtek karosodasahoz, elhalasdhoz
vezethet. llyen talzott noradrenalin felszabadulast okozhat példaul, mint
az értekezésben bemutatott vizsgalataink bizonyitjak, a gerincveld

traumas sériilése, illetve helyi érzéstelenitése is.

Vilagszinten 180 000-re becsiilik az 0j gerincvel6i sériilések szamat
évente, ezek tobb, mint fele kozlekedési baleset kovetkezménye. A
sériilésben érintettek kétharmada 30 év alatti, és mivel a jelenlegi terépias
beavatkozasok az idegi funkcidokban nem tudnak érdemi javulast elérni,

a sériiltek egész életiikben agyhoz vagy kerekesszékhez kototté valnak.

A gerincvel6i sériilés gyogyitasat az idegszovet korlatozott regeneracios
képességén tul szamos szekunder karositd tényezO neheziti, mint az
ischaemia, a gyulladas és a neurotranszmitterek talzott mértéki
felszabadulasabol adodé tgynevezett excitotoxikus hatas. Mindezek
szoros kolcsonhatasban allnak a noradrenalin felszabadulasaval, ezért a
transzmitternek fontos szerepe lehet a gerincvel6i sériilés pato-

mechanizmusaban.



A helyi érzéstelenitésben ugyancsak fontos lehet az érzéstelenitd szer
hatasa a noradrenalin felszabaduldsara. Gerincveld preparatumon végzett
vizsgalatok bizonyitottak, hogy a Na'- és K'-csatornakat blokkold
lidocain jelentésen megndvelheti a noradrenalin felszabadulasat, ami a
K*-csatorna gatlasaval van Osszefliggésben. Ez egyrészt eldsegitheti
annak érzéstelenit6 és érsziikité hatasat, masrészt viszont toxikus hatasa

is lehet a kornyez6 idegszovetre.

A noradrenalinnak a vegetativ idegrendszeri és hormonalis szabalyozas
révén fontos szerepe van a szajiiregi szovetek, igy a fogpulpa
homeosztazisanak szabalyozasaban is. A noradrenalin az érésszehuzodas
elsddleges mediatora, de ezen feliill moédosithatja a szajiiregi szovetek
fajdalomérzetét ¢és gyulladasos folyamatait is. Felszabaduldsa
bizonyitottan hatassal van a periapicalis elvaltozas méretére és a tercier
dentin termelddésére, de még a fogszabalyozas kozbeni gyokér-

felszivodas mértékére is.



CELKITUZESEK

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

a miivi sértéstol caudalisan, az azt kdveto 1., 3. és 14. napon.

2) Ugyancsak gerincvel6i sértés utan vizsgalni a noradrenalin felvételért
felelos transzporter funkcidjat, amelynek fontos szerepe van a nem-

szinaptikus noradrenalin felszabadulasban patoldogias viszonyok kozott.

3) Gerincveldi szeleteken meghatarozni a helyi érzéstelenitd hatasu, Na*-
¢és K*-csatornakat blokkolo lidocain noradrenalin felszabadulasra kifejtett
hatasat és Osszevetni a szelektiv Na*-csatorna blokkold tetrodotoxin és a

szelektiv K*-csatorna blokkold 4-aminopiridin hatasaval.

4) Egy olyan fogpulpa kisérleti modellt tesztelni, mely alkalmas lehet
annak vizsgalatara, hogy a pulpaban a neurotranszmitterek felszabadulasa
hogyan moédosul kiilonbozé gyogyszerek vagy patologias valtozasok

hatasara.



MODSZEREK

Szovetmintak

A kisérleteinkhez hasznalt gerincveldi szeleteket felndtt ndstény Wistar
patkanyokbdl nyertiik. A gerincveldi sériiléses modellben 16 allatot hasz-
naltunk az uptake kisérletekhez, 49 allatot a frakcionalis felszabadulas
kisérletekhez, és 2 allatot az elektronmikroszkopos felvételekhez. A helyi

érzéstelenitéses modellben tovabbi 12 allatot hasznaltunk.

A human fogpulpa mintakat 25 év alatti paciensek egészséges bolcsesség-
fogabol izolaltuk.

Gerincveloi sértés

A gerincveld sériilését mivi, steril kortilmények kozott, a negyedik
lumbalis gerincveldi szegmens magassagaban végzett féloldali atmetszés-
sel, azaz hemisectioval szimulaltuk. A patkanyokat elaltattuk, az érintett
gerincvelGi szegmenst a csigolya részleges eltavolitasasaval feltartuk,
majd horgas szikével atmetszettiik a gerincvel jobb oldalat. 1, 3, illetve
14 nappal a gerincveldi sértés utan a patkdnyokat dekapitaltuk, a
gerincveldt kipreparaltuk, majd a sértést6l 2-5 mm-re caudalisan fekvo
részét 400 um vastag szeletekre vagtuk. Egy kisérlethez négy szeletet
hasznaltunk, 6ssztomegiik atlagosan 13,1 + 2,9 mg volt.

[*H/noradrenalin jelslés

A gerincveldi szeleteket 20 percig karbogén gazzal (95% O, 5% COy)
buborékoltatott Krebs-oldatban preinkubaltuk 37 °C-on, ehhez és az
inkubacios oldathoz az uptake kisérletek felénél 1 uM nisoxetint adtunk,

amely szelektiven gatolja a noradrenalin felvételéért felelGs transzportert.



Ezutan hozzaadtunk 5 pCi/ml radioaktiv tricium-noradrenalint ([BH]NA)
¢s tovabbi 45 percig inkubaltuk. A radioaktiv izotoppal jelolt transzmittert
a noradrenerg idegvégzddések specifikusan veszik fel a transzporterek
mitkodésének koszonhetéen. Ezt kovetGen a szeleteket mikroperfuzios
kamrakba helyeztiik. A kamrakon 37 °C-o0s, karbogén gazzal buborékol-
tatott Krebs-oldatot keringettiink at 0,5 ml/perc sebes-séggel. 60 perces

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

Noradrenalin felvétel mérése

Az uptake kisérleteknél a preperfuziot kovetéen a szovetszeleteket
trikloracetat oldatban homogenizaltuk, majd folyadék szcintillacids
spektrométerrel hataroztuk meg a radioaktivitasukat. A radioaktivitast

Bqg/g-ban fejeztiik ki (radioaktiv bomlas/masodperc/szovet tomeg).

Stimulalt noradrenalin felszabadulds

A frakciondlis felszabadulas kisérleteknél a preperfuziot kovetden a
mikroperfazioés kamrakbol kiaramlo folyadékot 19 darab, egyenként 200
masodperces frakcidban gyijtottiik. A harmadik és tizenharmadik
frakciok els6 80 masodpercében elektromos téringerlést (40 V, 3 Hz,
1 ms) alkalmaztunk a mikroperfuzios kamra falaba helyezett platina
elektrodokon keresztiil. A kisérletek felében 1 uM nisoxetint adtunk a
perfuzids oldathoz a nyolcadik frakciotol kezddédden. A gytlijtés utan
meghataroztuk a frakciok radioaktivitasat, ami a felszabadult [*H]NA
mennyiségével aranyos. Stimulalt felszabadulasnak tekintettiik a
nyugalmi szinten feliili [PH]NA felszabadulast az elektromos stimulaciot

kovetd négy frakcioban.



Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink kontroll,
illetve a gerincvel6i sértés utan 3 nappal nyert mintakrol. A minta a sértés
oldalardl, az L5-0s gerincveldi szegmensbdl eliilsé szarvabol szdrmazott,
a sértéstol kb. 2 mm-re.

Helyi érzéstelenitok

Az érzéstelenité szerekkel végzett vizsgalataink protokollja jorészt
megegyezett a fent leirt, a gerincveldi sértéses kisérletek soran
alkalmazottakkal. A Na'- és K*-csatorna blokkold lidocaint 5 mM-o0s
koncentracioban alkalmaztuk, mert klinikai korilmények kozott a
gerincveldi érzéstelenitése soran ekkor koncentraciot érhet el. A szelektiv
Na*-csatorna blokkold tetrodotoxint 1 uM-0s, a szelektiv K*-csatorna
blokkol6 4-aminopiridint pedig 300 uM-os koncentracidoban alkalmaztuk.

Fogpulpds kisérletek

Human fogpulpan végzett méréseink protokollja szintén hasonld volt
az elébbiekben leirtakhoz. A mikroperfuzios kamrakbol kiaramlo
folyadékot 32 darab, egyenként 5 perces frakcioba gy(jtottiik. A 7. frakcid
kezdeténél végeztiik az elsé elektromos téringerlést, mely 30 masodperc
hossza volt (40 V, 5 Hz, 1 ms). A 17. és 27. frakcié kezdeténél végzett

stimulaciok 100 masodperc hossziak voltak.



EREDMENYEK

Morfologiai valtozdsok a gerincveldi sértés utdin

A hemisectio utan a patkdnyok a hemiplegia jellegzetes tiineteit mutattak,
jobb hatsé végtagjuk teljes bénuldsaval. A sértés utan 1, illetve 3 nappal
a gerincvel6 makroszkopos megjelenése az egészséges szovetéhez
hasonld volt. Az elektronmikroszkopos felvételek a sértés utan
3 nappal az altalanos szoveti degeneracio jeleit mutattak, ennek ellenére

szamos €p szinapszist is talaltunk.

[*H]noradrenalin felvétel

[PHINA jeldlés utan a gerincveldi szeletek atlagos transzmitter felvétele
a kontroll csoportban 149 + 32 kBg/g volt. Erdekes modon a gerincveldi
sértés utan 3 nappal ez az érték hasonld volt, 158 = 10 kBq/g.
A noradrenalin felvételét gatld nisoxetin a jel6lés és preinkubacio ideje
alatt 1 uM-os koncentracioban alkalmazva hatékonyan gatolta a [*H]NA
felvételét, igy az atlagos radioaktivitas 37 + 9 kBq/g, ami 75%-0s
csokkenés a kontroll kisérletekhez képest. Gerincvel6i sértés utan 3 nappal
ez a gatlas szignifikansan kisebb mértékii volt (61 + 16 kBg/g), ami

62%-0s csokkenésnek felel meg.

[*H]noradrenalin felszabadulds a kontroll kisérletekben

Frakcionalis felszabadulas kisérleteinkben egy 200 masodperces
nyugalmi frakcioban (FRR:) az atlagos felszabadulas a teljes radio-
aktivitas 0,67 + 0,13%-a volt. Elektromos stimulaci6 hatasara a szévetben
1évé [P*HINA-nak ezen feliil 2,73 + 0,68%-a szabadult fel (FRS;), majd

lassan visszatért a nyugalmi értékére.



A masodik elektromos stimulacié hatasara kisebb mértékben nétt meg a
felszabadulas (FRS2 = 1,94 £ 0,57%), igy az FRS2/FRS; hanyados 0,73 +
0,21 lett.

Gerincveldi sértés hatdasa a [PH]noradrenalin felszabaduldsra

A gerincveld miivi sértése utdn mind a nyugalmi, mind a stimulalt [°H]NA
felszabadulas fokozatos emelkedést mutatott. 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 szignifikinsan magasabb a kontroll
értéknél, a sértés utani értékek kozott nincs statisztikailag szignifikans
kiilonbség. A stimulalt felszabadulast jellemz6 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. Utdbbiak koziil csak a sértés utan

3 nappal mért érték volt szignifikdnsan magasabb a kontrollnal.

A mérési eredményeket ugy foglalhatjuk 0Ossze, hogy gerincvel6i
hemisectio hatdsara a harmadik napra 20%-kal ndé a nyugalmi
felszabadulas, ezen feliil pedig tovabbi 18%-kal a stimulalt noradrenalin

felszabadulas a kontrollhoz képest.

Uptake gatlds hatdsa a [*H]noradrenalin felszabaduldsra

A felszabadulas kisérletek felében nisoxetint adtunk a perfuziés oldathoz
a 8. frakciotol kezdve a [PH]NA ujrafelvétel gatlasa végett. Ennek
kovetkeztében a masodik elektromos stimulacio utan (FRS;) t6bb
transzmitter maradt a perfizios oldatban, igy a [*H]NA felszabadulas
mért értéke szignifikansan magasabb lett mindegyik csoportban.



Megfigyelhetjiikk 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 hatésara, a gerincveldi sértés utan 1 nappal csak 61%-0s,
a sértés utan 3 nappal pedig csak 37%-os novekedés tortént (utdbbi

szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest).

Ioncsatorna gatlds hatdsa a [*H]noradrenalin felszabaduldsra

Amikor a fesziiltségfiiggé Na*- és K*-csatornakat gatld lidocaint (5 mM)
adtuk a perfuzids oldathoz a 8. frakciotol kezdédden, a nyugalmi [PH]JNA
felszabadulas fokozatos emelkedését lehetett megfigyelni, ami a 13.
frakcidra 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.

A szelektiv Na*-csatorna blokkol6 tetrodotoxin 1 uM-os koncentracioban
nem volt hatassal a nyugalmi felszabadulasra, viszont szinte teljesen
gatolta a stimulalt felszabadulast. Az FRS,/FRS; hanyados 0,19 = 0,05
volt, ami a kontroll értékének negyede (p<0,001).

A szelektiv K*-csatorna blokkol6 4-aminopiridin 300 pM-0s
koncentracioban mind a nyugalmi, mind a stimuldlt [*H]JNA
felszabadulast tobbszorésére novelte (FRR/FRR; = 5,02 + 0,17,
FRS2/FRS; = 3,40 + 0,24; p<0,001).
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[*H]noradrenalin felvétel és felszabadulds a fogpulpdban

A human fogpulpa [PH]NA felvétele 30 perc [*H]NA-jeldlés utan
116 + 69 kBg/g volt. Amikor a noradrenalin felszabadulas a kezdeti
frakciok és eld-ingerlés utdn elérte a stabil, nyugalmi szintjét, egy 5 perces
frakcio ideje alatt a teljes [*(H]NA-tartalomnak 1,66 + 0,46%-at bocsatotta
ki (FRR1). 100 masodperc elektromos stimulacio (S1) hatasara a nyugalmi
szinten feliili felszabadulas (FRS;) a fogpulpaban 5,86 + 1,87% volt. A
masodik stimulacio (S;) hatasara a felszabadulas valamivel kisebb
mértékili, 4,60 = 1,42% volt (FRS;), majd ismét visszatért a nyugalmi
szintre.
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KOVETKEZTETESEK

1) Vizsgalatainkban elséként mértilk a noradrenalin felszabadulas
valtozasat a gerincveld sériilése utan, melyet féloldali, miivi atmetszéssel
(hemisectioval) szimuléltuk patkanyokon. 3 nap utdn a decentralizalt
idegvégzddésekbdl a noradrenalin felszabadulas szignifikansan megnétt,
nyugalomban ¢és ingerlés utan egyarant. Az elektronmikroszkopos
felvételek a szoveti degeneracié jeleit mutattak.

2) A noradrenalin ujrafelvételét szelektiven gatld nisoxetin hatdsa a
sériilés utan lecsokkent a kontrollhoz képest.

Arra kovetkeztetlink, hogy gerincveldi sériilés utan a noradrenalin magas
koncentracidja a metabolitjai és a glutamat felszabadulas serkentése altal

neurotoxikus hatasu.

3) Meéréseinkkel elsoként jellemeztik a gerincveld noradrenalin
felszabadulasanak valtozasait lidocain és szelektiv Na*- és K*-csatorna
blokkolok szerek adasa utan. A Na*-csatorna blokkolasa felels a stimulalt
felszabadulas gatlasaért, a K*-csatorna blokkolasa pedig a nyugalmi és
stimulalt felszabadulas fokozodasaért. A mindkét csatornat gatlo lidocain
szignifikdnsan megnovelte a noradrenalin felszabadulast, ami
hozzajarulhat fajdalomcsillapité hatasahoz, de neurotoxikus mellék-
hatéasaihoz is.

4) Human fogpulpan végzett méréseink bizonyitjak, hogy a pulpa
noradrenerg idegvégzodései hatasosan ingerelhetéek elektromosan, a
transzmitter felszabadulds az idegszovetéhez hasonld karakterisztikat
mutat. Ezért a technika alkalmas Ilehet kiillonboz6 farmakoldgiai
agenseknek, illetve patologias jelenségeknek a fogpulpai neuro-

transzmissziora kifejtett hatdsanak vizsgalatara.
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