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2. Roviditések jegyzéke

2VO: a két 6 nyaki utér (CCA) leszoritasa (2 vessel occlusion)

4VO: a két  nyaki Utér (CCA) és a két gerinc menti artéria (VA) elzarfs vessel
occlusion)

ACA: ellilss agyi artéria (Anterior Communicating Artery)

aCSF: mesterséges agy-gerinévélyadék (artificial cerebrospinal fluid)

AKG: 2-a-ketoglutarat (ketoglutarate)

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-methilisoxazol-4-proprionat

Asp: aszpartat (aspartate)

ATP: adenozin-trifoszfat

BBB: vér-agy gét (blood-brain barrier)

CAl: Ammon szarv 1-es régié (cornum ammon 1)

CCA: f6 nyaki ttér (Common Carotid Artery)

CSF: agy-gerincvél folyadék (Cerebrospinal Fluid)

dMCAO: disztalis MCAO (distal MCAOQ)

EAAT: serkend amindsav transzporter (Excitatory Amino Acid Tramger)

EEG: elektroenkefalogram

fEPSP: meé-EPSP (field-EPSP)

FJC: Fluoro Jade C

GABA: y-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)

Glu: glutamat (Glutamate)

GOT: Glu-Oxalecetsav-Transzaminaz

GPT: Glu-Piruvat-Transzaminaz

H,O,: hidrogén-peroxid

i.v.: intravénas

ICA: bels fejversér (Internal Carotid Artery)

ICH: intracerebralis haemorrhagia

ISF: intersticialis folyadék (interstitial fluid)

KIR: k6zponti idegrendszer

LTP: szinaptikus attédés tartdés megntvekedése (long-term potentiation)

MCA: kbzéep$ agyi artéria (Middle Cerebral Artery)

MCAOQ: a kozépé agyi artéria elzéras (Middle Cerebral Artery Osabm)

NMDA: N-metil-D-aszpartat



NOS: nitrogén-monoxid-szintetaz

OGD: oxigén-gliikoz deprivacio

OxAc: oxalecetsav (Oxaloacetate)

PB: foszfat puffer

PCA: hatso agyi artéria (Posterior CommunicatinteAf)
pMCAOQ: permanens MCAO (permanent MCAOQO)

POm: poszterior nukleusz kdzépgsze

PrV: nukleusz principalis

Pyr: piroslésav, piruvat (pyruvate)

rtPA: rekombinans szdveti plazminogén aktivator
SAH: subarachnoidalis haemorrhagia

SEP: szomatoszenzoros kialtott potencial (SomasasgriEvoked Potential)
TG: Gasser duc (Trigeminal Ganglion)

TIA: tranziens ischaemias attak (Transient Ischefstiack)
tMCAO: atmeneti MCAO (transient MCAO)

TN: agytorzsi trigeminalis magcsoport (Trigeminaktei)
TTC: 2, 3, 5-trifeniltetrazolium klorid

VA: gerinc menti artéria (Vertebral Artery)

VPM: nukleusz ventrélis poszteromedialisz



3. Bevezetés

3.1 Stroke

A stroke vagy akut agyérkatasztrofa vilagszertezet halalokok k6zott szerepel (Roger és
mtsai. 2012), és évente tdbb milli6 ember szenvakle kdvetkeztében maradand6 vagy
atmeneti karosodast (Lopez és mtsai. 2006). Csalydtarszagon évente 45-50.000 esetet
regisztralnak, mely kdzul 12-15.000 védik halallal. Itthon az elhalalozasi statisztikakka
stroke, az idegrendszer tkbdését éririt betegségek tekintetében az éelsaz 6sszes
halalesetet tekintve pedig a 3. helyen all. Hazankétlagosan fél 6ranként hal meg valaki
agyeérkatasztrofa kovetkezmeényeként. Az inzultusarsoagyi verelldtasi hiany, azaz agyi
ischaemia lép fel, mely agyérelzarddas vagy intmaidlis vérzés kovetkezmeényekeént I1éphet
fel. Az utobbi vérzéses forma a hemorrhagias sirakeely a vérzés helyi@tfliggéen lehet
intracerebralis (ICH) és subarachnoidalis (SAH).magyar lakossag korében (ahogy az
amerikai, illetve eurdpai allamokban is) a leggy#ko forma az ischaemias stroke (80%),
mig ritkdbban fordul élaz ICH (15%), valamint a SAH (5%) (Warlow €s mt24i03).

Az ischaemias stroke soran az agyi eret legtobktbeseegy érfalrol levalo plakk, illetve
vérrdg zarja el. A keringési elégtelenség, illeaz érelzarédas lehet rovid ifigjatmeneti,
amikor nem keletkezik infarktus, és a tlnetek romdn belll, legfeljebb 24 6ran beldl
elmulnak. Ez a jelenség az ugynevezett tranziemaesmias attak (TIA), vagy mini-stroke. A
tinetek ilyenkor legtobbszor szenzoros zavarokziafdatotér kiesés. A TIA rendkivil nagy
kockazati ténye#t jelent egy késbbi stroke bekovetkezéséhez (Sudlow 2008). A
hosszantartd agyi ischaemias allapot kdvetkezmé&mgeknaradand6 szoveti sérilések
keletkeznek. A tlnetek valtozéak lehetnek aszehinfjy melyik agyi ér illetve érszakasz
erintett. Késbbiekben a kozégsagyi artéria (MCA, Middle Cerebral Artery) kozpont
témaja lesz az értekezésnek, igy ezen ér elzar@ddaa fellep szimptomakat jellemzem
bévebben. Az MCA az egyik legnagyobb agyi artéria léggyakrabban érintett az
agyeérkatasztrofakban. Ezen ér latja el a kérgiletgki nagy részét, valamint a bazalis
ganglionokat és tbbb szubkortikalis struktarat (1/B. abra). Ebben a nagykiterjedés
artéridban egy adott szakasz elzarodasat &émetaz érintett tertlet funkcidjatol flgen
sokféle tiinet jelentkezhet: arcot is éfittemiparézis, szenzoros, motoroskddészavarok,
latotérkiesés, szemmozgatési €s hallas zavaroks@dy, irdsi problémak (Phipps 1991).
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1. abra A huméan k6zépé agyi artéria (MCA) altal ellatott kérgi (A), valamint tovabbi agyi erek
altal ellatott agyi tertiletek (B). (Forras: Harryson'’s Principles of Medicine, 17th edition nyoman

modositva)

Napjainkban -az intenziv kutatdsok ellenére isk cgghany eljaras all rendelkezésre a stroke
kezeléséhez. A nagy jelésedi prevencio, a koran elkezdett, hosszu tavu retabid és
muitéti eljarasok mellett jelenleg csak néhany farnh@diai beavatkozasi leh&tég van
(Ginsberg 2009). Legaltalanosabb az ischaemidkesttkut fazisaban (3-4,5 éra) alkalmazott
aszpirinkezelés, illetve rtPA-val (rekombinans stdvplazminogén aktivator) kivaltott
trombolizis (Sudlow és Warlow 2009). Sajnalatos oamydezen lehéségek a rovid terapas
idéablak, illetve egyéb egyedi kdrilmények miatt iaskcaz emberek 2-5%-nal alkalmazhatok
(Donnan és mtsai. 2011; Hacke és mtsai. 2008). étiradlett fontos hangsulyozni, hogy a
stroke-os esetek 70%-ban mégélettk lennének az életkdrilmények optimalizalasaval:
vérnyomas és a koleszterinszint csokkentése, ylkkizdése, dohanyzas abbahagyasa,

meértékletes alkoholfogyasztas, egészséges tap&dkarmzgas (Lim és mtsai. 2012).

3.2 Allatkisérletes agyi ischaemias modellek
A stroke, illetve az agyi ischaemia pathomechanedmak alapos ismerete elengedhetetlen az
Uj gyogyszerek és terapias lebsgigek tervezéséhez, kifejlesztésehez és teszterederen

folyamatokhoz az allatkisérletes modellek haszagttngedhetetlen. A kilonkbmodellek



segitségeével jol vizsgalhatok az agyi ischaemiaezbdn is hasonldéan lezajlo élettani és
neuropatholdgids folyamatai. A szdmos hasonlésdéetinazonban fontos kulénbségek is
vannak, amelyek miatt az allatkisérletes eredméikliakumba tortéd atiltetése rendkivil
nehéz és osszetett feladat. A stroke kisérletesg@iatahoz szamos modell all rendelkezésre.
Ezeket feloszthatjuk aszerint, hogy a stroke spongdentkezik, illetve valamilyen
mesterséges behatdssal idézzitk &ltobbi esetben Iétrehozhatd globalis és fokaligi a
ischaemias, valamint subarachnoidélis (SAH) ésgetrebralis hemorrhagias (ICH) modell.
A legtdbb allatkisérletes modell esetében ragcsél¢iger, patkany) hasznalnak a hasonlo
agyi vaszkularizacio miatt, valamint etikai és agiyaegfontolasbol. Tovabba ezen allatoknal
szamos, mar sztenderdizalt kisérleti paradigmeeatlelkezésre. A ragcsaldémodellek mellett
kisérleteznek nyulon, macskan, kutyan, sertésekiEmféle majmokon (Bailey és mtsai.
2009).

Az agyi ischaemias modelleket 8 €soportra oszthatjuk, attél figgn, hogy a vérellatas
hianya a teljes agyat, illetve egy kisebb régiaitéA globélis ischaemia soran vizsgélhato az
agyi ischaemia altalanos hatadsa a kulodbi&giokban, joI modellezhéta szivmegallast
kovet teljes vérellatasi hiany, az agyi kisérbetegségekagyérelmeszesedések okozta
altalanos csokkent agyi perfuzidé. A globalis hipdpeo soran éként a kéreg alatti
fehéréllomany, illetve néhany kilondsen érzékenyi agrilet séril (Debette és Markus
2010). Globalis ischaemiat legegyd®ven a koponyaba futd, agyat ellaté artéridk
elzarasaval valthatjuk ki. Az agy vérellatasat egyobb mértékben a 8 hiyaki utér (CCA,
Common Carotid Artery) bedsagai, az un. a bdldejverserek (ICA, Internal Carotid Artery)
biztositjak. A masik fontos bemenetet a 2 gerinctinartéria (VA, Vertebral Artery)
biztositja. A legegyszébb globalis hipoperfazids allapotot a 2 érelzarasoslellel (2VO, 2
vessel occlusion) hozhatunk létre, mely soran &Ck&A-t szoritjuk el (Smith és mtsai. 1984).
Az emlitett 4 artéria egyuttes elszoritasa adjav® 4nodellt (Pulsinelli és Brierley 1979;
Schmidt-Kastner és mtsai. 1989), mely soran csake§esen lecsokken az agyi véraramlas.
A masik nagy csoportot a fokalis agyi ischaemiasdetiek alkotjak, melyeknél az agyi
vérellatasi hiany csak egy adott terileten jeleritkeEz joI modellezi az ischaemias stroke
kérilményeit. Ezen modellek esetében az ischaemit&sat leggyakrabban a kozémmyi
artéria (MCA, Middle Cerebral Artery) részleges yaegljes elzarasaval idézikelEzt a
modellt azért is haszndljak gyakran, mert embetébsa a legtdbb ischaemias stroke is ehhez
az érhez kothét (del Zoppo és mtsai. 1992). Dolgozatomban az MCZarésan alapuld

technikakra fokuszalok, de emellett természetestrrihek mas agyi eret célzo technikak,



valamint tobb lehéség van fokalis agyi ischaemia létrehozasara isd{filiz fototrombdzis

és traumas agysérulés modellek).

ICA ACA

v MCA

\

Alapi verGér
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2. abra A Willis-kér anatdmiaja és a patkany agyfedzini vaszkularizacioja dorzalis és ventralis
nézethil. ACA: ellilsé agyi artéria, ICA: belsé fejveroér, MCA: kdzépss agyi artéria, PCA: hatso
agyi artéria, VA: gerinc menti artéria (Forras: Wik ipédia; Anatomy of the Rat, Eunice Chace
Green alapjan moédositva)

Az MCA szinte az ICA folytatasakent lép ki a Wilkérbol, és lat el kilonbdz kortikalis és
szubkortikalis régiokat (1. és 2. abra). A szubkatis tertletekhez futd lentikulo-striatalis
artériak az eredéshez kozel, egészen a proximadikaszndl talalhatok (1./B abra). Ezt
kovetben a legtobb esetben az MCA disztdlis szakasza AD)Cegészen a rhinalis
fisszuraig, illetve azon tulhaladva sem mutat néagpychorizontélis elagazédast. A dMCA
tovabbi keérgi lefutasa, arborizacidja nagyfoku efjyeltérést mutathat (Rubino é€s Young
1988). Az MCA Altal ellatott kérgi tertleteklég a szomatoszenzoros, motoros és kilohboz
temporalis auditoros aredk. Az MCA okkluzié (MCAMddle Cerebral Artery Occlusion)
hatasara leginkabb szenzorimotoros illetve kogmiéficit alakulhat ki (Bouet és mtsai. 2007,

Freret és mtsai. 2009). Az egyik &lsllatkisérletes modellben egy rendkivil invaziv

9



technikat hasznaltak fokalis agyi ischaemia létedlsara: az MCA-t szemiregen keresztl
(transz-orbitalisan) szoritottak el (Hudgins és dzarl970). A ragcsalok esetében széles
korben alkalmaztak az MCA proximalis részének élgar a jaromcsont eltavolitasa majd a
koponya megnyitasat kovien (Shiraishi és Simon 1989). Az MCAO-t legtoblketben
elkotéssel, mikroklip hasznalataval (Buchan és mi€92), elektrokoagulacioval (Tamura és
mtsai. 1981), trombo-embdlia Iétrehozasaval (Kudomédsai. 1982; Orset és mtsai. 2007;
Zhang és mtsai. 2005), valamint vasoconstrictoelaikzasaval (Macrae és mtsai. 1993)
valtjak ki. A nagyobb mérték sérulés kialakitasahoz az MCAO alatt elzarhatdo az
ipszilateralis, illetve mindkét oldali CCA is (Yam@to és mtsai. 1998), ekkor beszélink 3VO
technikarél. Az ér valamilyen filamenttel val6 etééekor permanens okklazié (pMCAO) j6n
létre, mely soran nincs reperflzids periédus. A széd nagy énye, hogy egyszérés
alkalmazasa soran nem |ép fel nagy szoveti, illexgerilés. A mikroklip hasznalataval
tranziens MCAO (tMCAO) is kialakithato, igy a refiio hatasa is vizsgalhatd. Hatranykeént
meg kell emliteni a kbvetkezményes ér-, illetveelsiiges agyszoveti sériiléseket. A trombo-
embolia kisérletes kialakitdsara tobb Iékéy van. Az ICA-ba adott métietvérrogot
fecskendezve elzarhato az MCA (Kilic és mtsai. )998asik leheiség a fototrombdzis
létrehozdsa (Watson és mtsai. 1985), mely sorartt audlamhosszu fényre (lézer)
aggregalédd anyagot kell a keringésbe juttatnidnaggivant helyen megvilagitani. Az utdbbi
évtizedben mar lehé&tég nyilt a trombus Iézeres feloldasa is (Yao é&aimR003), igy a
modszer segitségével létrehozhatdé tMCAO is. A tidehrhatranya, hogy az indukalt
trombusok a teljes okkluzié létrejotte 6l tovabb haladhatnak a keringéssel, elzarva
kilénb6a tavolabbi érszakaszokat, igy veéletlenfizerintazatban alakithatnak ki tovabbi
lézios terlleteket. Tovabba az idegen festékanyggtthtdsat kisér esetleges fiziologiai
valtozasok sem zarhatoak ki teljesen. Az MCA vamstictidjat ki lehet valtani kilonbéz
anyagokkal, példaul az endothelin-1 (ET-1) intrég&n(Macrae és mtsai. 1993) és
intraparenchimas alkalmazasaval (Sharkey és nif888). A mddszer éhye, hogy egyszér
kevésbé invaziv, a mortalitds nagyon alacsony eg éllatoknal is (Soleman és mtsai. 2010).
Hatranya, hogy nagy dozis kell az infarktus kidlaséra, egereknél dnmagaban nem
alkalmazhatd, valamint az eredmények kiértékel@éstteziti, hogy az ET-1 interakcioba

Iéphet a patholdgias kaszkad kulcs molekulaival is.

Napjainkban a leginkabb elterjedt modszer a filantechnikas MCAO (Koizumi és mtsai.
1986; Longa és mtsai. 1989), mely soran a fej #éntéllapotban marad, mikézben egy adott

vastagsagu, illetve hosszusagu teflonbevonatu nyjiamentet vezetnek fel az ICA-n
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keresztlil egészen az MCA proximalis szakaszaigilainéntet visszahlzva lelésgg van
tMCAO létrehozasara is, illetve ICH modell is kigidatd, ha azt ésebben tovabbvezetjik.
A maddszer hatranya, hogy aitét nehezen kivitelezh&trendkivili médon eltéra kivaltott,
kovetkezmeényes agyi sérulés mérteke (Bacigaluppitéai. 2010) és nagy a mortalitas.

A SAH kialakitasahoz legtobbszor vert, illetve Vkodokat injektalnak a ciszterna magnaba
(Solomon és mtsai. 1985). Egy masik gyakori eljasigsan kilonbdz intrakranialis
agyfelszini ereket sértenek (Bederson és mtsab)199

ICH modellezésénél két altalanosan hasznalt médsegedt el. Egyik az intraparenchimalis
vérinjektalas (Belayev és mtsai. 2003), a masi&r&yj soran kollagenaz enzimet alkalmazva
roncsoljak az agyi ereket hatarolé bazélis lamindiely kovetkeztében kialakul az
intrakranialis hemorrhagia (Rosenberg és mtsai0)99

Az allatkisérleti modellek masik nagy csoportjakatiigdk a spontan stroke-modellek. A
stroke-kal kapcsolatos kisérleteknél széles korbasznaljak az SHRSP patkany torzset
(Bailey és mtsai. 2011). A patkanyok mar 6 heteb&o emelkedett vérnyomast mutatnak,
majd 12 hetesen & hipertenzié figyelhétmeg. 20 hetes korban mar stroke-8zgmnetek
jelentkeznek (lateralizacio, nyaladzas, végtag ggefg), €s medfigyellieta vér-agy-gat
diszfunkcioja is. A torzsi jellegzetessége, hogy gyakran alakul ki spontékst A SHRSP
patkanyok mellett rendelkezésre &llnak kulortbomdukalhaté transzgenikus patkany
(Collidge és mtsai. 2004), illetve egér (lida éssamnt 2005) tdrzsek, melyeknél a renin-
transzgeén indukalaséaval, valamint magas sotartali@iival valthatunk ki rendkivil magas
vérnyomast, ami spontan agyeér katasztrofakhoz vezet

A stroke szamos aspektusa vizsgalhaté az eddigethdllatkisérletes modellek segitségével
(Krafft és mtsai. 2012), azonban még mindig vanoigin szempontok, jelenségek, melyek a
fentebb ismertetett médszerekkel nem tanulmanyokh@u és Pan 2013). Példaul nincs
igazan j6 modell, amellyel finoman lehet szabalypiietve egy adott szinten tartani az ér-
okkluzié mértékét. Tovabba, a mar emlitett TIA miteisdséhez sincs megfaletechnika,
amellyel rovid idej, atmeneti, repetitiv ischaemia hozhat6 létre. |Aitasan elmondhatd,
hogy egy MCAO modell akkor j6, ha a kivitelezes kg, a felmerib koltségek, illetve az
eszkbzigény nem tal nagy, jol reprodukalhatd, aags a mortalitas, meérhit
neuropatholégias valtozast okoz, atmeneti az okkjamlamint nincs nagy kdvetkezményes

ér sérilés (Fisher és mtsai. 2009).
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3.3 Agyi ischaemia pathofiziologiaja

Az agyi ischaemia soran beindul6 Osszetett neur@i€éfolyamatokat dsszefoglalé néven
ischaemias kaszkadnak nevezziik. Ezen komplex falism kilonbdé szakaszai térben és
idében egyarant elkulonulnek. Az eseménysort 0sszaf@gla csokkent agyi keringés soran
felborul a cellularis energiahaztartas, amelynekvekkeztében excitotoxicitas, oxidativ
stressz, vér-agy-gat diszfunkcié és mikro érsérutésabba a kébbiekben tobbféle
gyulladasos folyamat lép fel, ami a kulonBo@egi elemek (neuron, glia), valamint az
endothél sejtek halaldhoz vezethet. A kaszkad engitétbbb tényez is elindithatja,
befolyasolhatja, igy a kimenetel nagyon valtozételh folyamatsor az ischaemias inzultus

elss percei6l kezdve orakig, illetve napokig fenn allhat (3rab
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3. dbra A fokalis ischaemiat koved patofiziologias eseménysor idbeli lefutasanak és kulonbod
folyamatok sériilésre gyakorolt hatadsanak vazlata. Aép aljan lathaté sematikus agyi abrékon
lathatd, hogy a core-régio (fekete) idvel kiterjed a penumbra (szlrke) teriletére, kialaktva a
nagy infarktusos teriletet. (Brouns €s De Deyn 200%oman maédositva)
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A nagymertélt hipoperfluzié altal érintett kozponti tertleten, Iye¢ ischaemias core-nak
nevezink, a kilénbézsejtek gyors és visszafordithatatlan sériléstvehrek. Erre a régiora
a sejtek nekrotikus pusztuldsa jelldmamelynek soran tobbek k6zott megfigyethat ion-
homeosztazis teljes felborulasa és kulobdregradacios folyamatok (pl.: lipolizis,
proteolizis) beindulasa. A hipoperfuzio altal kev@erintett tertileteket — ahol a funkcionalis
sérilés ellenére a szovet struktaralisan intaktathar penumbra régiénak nevezzik. Itt a
sejtek energiahaztartdsa részlegesen megtartgtia ikeringés helyreallitasaval, illetve az
ischaemias kaszkad blokkolasaval potenciadlisan reagmb a tertlet. A sokaig fennalld
hipoperfuzio soran — azdcelérehaladtaval — a penumbra teriletén is létrejonbaetelhalas
(Fisher és Garcia 1996). Ez a masodlagos sérijéslledzddo folyamat eredményeként érak,

illetve napok alatt alakul Ki.

Ha az ér elzarddasa mefisik (példaul az okklaziot éldézs trombus felszivodasa,
feloldodasa, vagy a téti eltavolitasa réven), akkor beszéllink repedii@ti Annak ellenére,
hogy a reperfuziot kovéen helyreall a keringés — mely elengedhetetlen sshiké

regeneraciéhoz (Zanette és mtsai. 1995) — az isthaeperidodus alatt felhalmozddott

szabadgyokok altal indukalt oxidativ stressz tovaebilést idéz él
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4. abra Az ischaemias kaszkad molekularis eseményao A lecstkkent agyi keringés szamos
lépés soran végll a sejthalalhoz vezethet. (Brougs De Deyn 2009 nyoméan modositva)

Nagymeértéki szabadgyok képzddés
Laktat felhalmozédas

Az energiahaztartas felborulasa szempontjabol torégsabb tényéik az agyi ischaemia
soran a hipoxia és a hipoglikémia, melyek kovetdeeh lecsokken az adenozin trifoszfat
(ATP) szintézis. ATP hianyaban a sejtek ion-egyb@gdfenntartd kilonb&z ATP-fuggs
ionpumpak diszfunkcidja, majd a sejtek depolarigicifigyelhet meg. A depolarizacioé
hatasara nyilnak a fesziiltségfagge” csatornak, valamint serkénheurotranszmitter Grdil
az extracellularis térbe, melynek visszavétele (Aldhyaban) ugyancsak gatolt. A fokozott
intracellularis C&" szint, valamint serkeéitneurotranszmitterek felszabadulasa eredményezi
az excitotoxicitast, mely a masodlagos sérilésakidhsahoz vezet. Az excitotoxicitas
folyamataban a glutamat (Glu) —mint legaltalanosabtkend neurotranszmitter- kézponti
szerepet jatszik. A Glu tulzott mértekfelszabadulasat kouvEn poszt-szinaptikus
receptoraihoz (NMDA, AMPA és kainat) Kiitve tovabbi N§ CI és C&" bearamlast okoz
(Chen és mtsai. 2008). A kezdeti, lokdlis séruliésrjedése ezen depolarizalédott sejtekhez
kéthet. Az emelkedett intracellularis €aszint, a C&-fiiggd enzimek aktivalasa és a
szabadgyok kegrés mellett szamos citoplazmatikus és sejtmagafobtot indit be (Choi

1995). Ezek soran bekovetkezik a citoszkeletalisagsextracellularis matrix fehérjék
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proteolizise, valamint tébbek kozt a foszfolipdz ,ARUI6GNb0% endonukleazok, a
cyclooxigenaz és kulonb6z szabadgyok kégz enzimek aktivaciéja. Az enzimatikus
degradacio és az intenziv szabadgyodk &dfz a sejtek nekrotikus, illetve apoptotikus Gton
tortérd pusztulasahoz is vezethet.

Az oxidativ stressz akkor alakul ki, ha a keletkezabadgytkok semlegesitéséhez nem all
rendelkezésre elég endogén antioxidans. A reaktigén és nitrogén gyokok fontos
mediatorok a szoveti sérilés kialakitasaban (CI3@1;2El Kossi és Zakhary 2000). Az agyi
ischaemia soran nagy mennyiségben kelétkeaktiv gyokok karosithatjadk a membranokat
felépi® lipideket (lipidperoxidacio), fehérjeket, szénldtbkat, valamint a DNS-t (Evans és
Cooke 2004). A lipidperoxidacio soran karosodikeg,slletve az organellumok membranja,
melynek kovetkezményeként a mitokondrium citokront €zabadit fel, és elinditja az
apoptotikus folyamatokat (Kontos 2001; Love 1998|ddn és mtsai. 1992).

Az agyi ischaemia soran létrejijv kevésbé reaktiv szuperoxid #0 képzdhet
enzimatikusan (pl xantin oxidaz), illetve létrejpha mitokondridlis elektrontranszport
folyamatok soran. A szuperoxidbdl jon létre a katodrogén peroxid (kD.), majd a
rendkivul reaktiv hidroxil gyok (¢OH) (Beckman ésoppenol 1996). Tovabba dsen
citotoxikus, a szuperoxidbol és a nitrogén-mono&ldfNOs«)-bdl [étrejo\d peroxinitrit
(ONOQ:e) is (ladecola 1997). A reakcidban részt dvenitrogén-monoxidot |-arginirtd
alakitja ki a nitrogén oxid szintaz (NOS). A NOSkrigarom tipusat kulonithetjik el. Az I-es
tipus neuronokban, a lll-as az endotél sejtekbttaalosan expresszalodik, igy az oxidativ
stressz soran ez a két izoforma aktivalodik. Aslitipusu, dként citokinek altal indukalt NOS
késbbi gyulladasos valaszokban jatszik szerepet. Aokanatdsai mellett, az endotél
sejtekben kepidott nitrogén-monoxid vazodilatator hatdsaval (@eimtsai. 1985) a keringés
javitdsahoz is hozzajarul (Kontos 2001).

A szabadgyokok altal aktivalt extracellularis lebbnenzimek @ként a matrix
metalloproteinazok, MMP) nagyban hozzajarulnak magy-gat sériléséhez. Az aktivalodott
MMP-9 degradalja a bazalis laminat, mely soranlsg&xiér integritasa (Kelly és mtsai. 2008).
Az ischaemia soran a vér-agy-gaton atjuthatnak rkid@® alakos elemek, illetve nagy
molekulak, melyeket a viz passzivan kovet, ezalgalogén ddémat Iétrehozva. Az 6déma
soran megéit intrakranialis nyomas, illetve a vér szovetbéaga is okozhat masodlagos
sérllést (del Zoppo és Hallenbeck 2000).

Ischaemia alatt,6ként a szabadgyokkéfidés aktivalja a mikroglia és asztrocita sejteket,
amely soran beindulnak a post-ischaemias gyulladtidgamatok (Danton és Dietrich 2003).

Az aktivalt asztrocitak szamos gyulladasos faksazkretalnak (citokineket, kemokineket),
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ezzel egyltt részt vesznek az anti-inflammatorikasaszokban is. A mikrogliak (agyi
makrofagok) észerepbk a kdzponti idegrendszer immunreakcidiban. A ngkieo aktivacio
soran elinnek a masodlagos és harmadlagos nyulvanyok ézleaeilfj a fagocita aktivitas. A
késsbbi folyamatok soran, 4-6 6raval az ischaemia kezddan neutrofil granulocitak,
napokkal késbb pedig monocitak tapadnak ki az érfalhoz, majdgk be az agyszovetbe
(Morioka és mtsai. 1993; Wang és mtsai. 2007).

3.4 Glutamat scavenging

Napjainkban az ischaemias karosodasok csokkentésgt@séekléséhez szamos igéretes Uj
neuroprotektiv eljaras létezik, melyek jelenlegingenziv vizsgalatok alatt allnak (Lai és
mtsai. 2014). Ezek kozil az egyik kiemelkadddszer a Glu scavenging, mely segitségével,
az agyi ischaemia soran felhalmozodott excitotoxikslu szint cstkkentkét A folyamat

pontosabb megértéseéhez fontos az agyi Glu homets®ferete.

3.4.1 Agyi glutaméat homeosztazis

A Glu az egyik legfontosabb serkémeurotranszmitter az agyban, am emelkedett szintje
neurotoxikus (Zauner és mtsai. 1996). igy az adyiagnat homeosztazis rendkiviil szigoru
szabalyzas alatt all. Igen nagy koncentracio-kidéglek vannak a kilénbéz
kompartmentekben, ami jél jelzi a hatékony transizpe pumpairikddést. A sejten belll a
Glu koncentracié 10 mM, az extracellularis térbehOlpuM. A szinaptikus vezikulak (100
mM) drulése soran a szinaptikus résben mintegyseeegsére a Glu szint. A glutamat a
felszabadulasa utan pillanatok alatt visszavétéieell foként a szinapszist korulvév
asztrocita végtalpakon keresztil. A Glu eltavolitis N&*- fiiggs serkent amindsav
transzporterek vesznek részt (Excitatory Amino A€mnsporter, EAAT) (Danbolt 2001),
melyek megtalalhatok az asztrocitdkon, neuronolgazéendothél sejtek abluminalis oldalan
is (Teichberg és mtsai. 2009). Az asztrocitak déblett Glu-t a glutamin szintetdz atalakitja
glutaminna, majd a glutamin a neutralis aminésangzportereken keresztul is atjuthat az
endothél sejtekbe, ahol transzaminacié utan (Gluszaminaz) ismét Glu lesz. igy a Glu
kozvetett Uton is eljut az endothél sejtekbe. A @ildszirileg az endothél sejtek luminalis
oldalan 1év facilitativ karriereken keresztll, passzivan kptt a vérbe. A vér Glu
koncentracidéja magasabb (40-60 uM) (Graham és nmit885), mint az intersticialis térben,

igy az agyi Glu csak kis mennyiségben keril ki @nkgsbe (5. abra).
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5. abra Agyi glutamat (Glu) homeosztazis. Glu szifg a kulonb6z kompartmentekben,
folyadékterekben, valamint a lehetséges visszavétatvonalak az intersticiélis térbél (szaggatott
nyilak). A neuronok és asztrocitak mellett az enddtél sejtek is kdzvetlendl fel tudjak venni a
Glu-t, az abluminalis oldalon talalhatd EAAT-k segiségével. Az agyi kapillarisok falat alkotéd
sejt a neutralis amindsavtranszportereken keresztiglutamin (GIn) intermedierként is felveszi a
Glu-t, mely az endothél sejten keresztil kijut a kengésbe. (Teichberg és mtsai. 2009 nyoman
maodositva)

3.4.2 Glu scavenging

Kulonboz agyi pathologias folyamatok, valamint az agyi emmia soran jelebsen, akar
tobb szazszoroséara (~100-200 uM) is néegn extracellularis tér Glu koncentraciodja (Stoffel
és mtsai. 2002). Ennek hatasara a Glu gradiensatiegik az agyi IST és a vér kdzétt, igy a
Glu bejut a keringésbe, novelve koncentraciojatéeben (~300 pM) (Campos és mtsai.
2012). A Glu-scavenging soran vér Glu szintjénadkkentésével fokozhatd az agybol vérbe
tortérd Glu elmozdulas (Gottlieb és mtsai. 2003). A véu Bbmeosztazisabawkent két,
vérben |é¥ enzim vesz részt. Egyik a Glu-Oxalecetsav-Trangzam(GOT), masik a Glu-
Piruvat-Transzaminaz (GPT). Ezen enzimek egyensabkciok soran a Glu-ot oxalecetsav
(OxAc), vagy piruvat koszubsztrat jelenlétében #jak aszpartatta (Asp) és o2-
ketoglutarattda (AKG) (6. abra). Az OxAc, és/vagy rupat (Pyr) intravénas

adminisztraciojaval (akar az enzimekkel egydtt), wr glutamat koncentracidja
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lecsOkkenthét, ezzel megéisitve az agybol a vér irAnyaba zajlo Glu-effluxBbyko és
mtsai. 2012a; Boyko és mtsai. 2012b; Zlotnik ésam®@007) (7. abra).

0
0 CHy=C{ - 0
=~ - GOT | THQ—C\’O_
CHp
'e) %
i COO0 | COO0"
CHy=C- |
CHp Oxalecetsav 2-a-Ketoglutarat Aszpartat
CH-NH3
pe,
COO~ = Co-
Glutamat (|3H3 - CHjy
GPT 2 i
+ om0 T
Co0~ | COO™
COO~
Piruvat 2-a-Ketoglutarat Alanin

6. dbra A glutamat-oxalecetsav-transzaminaz (GOT)<a glutamat-piruvat-transzaminaz (GPT)
katalizalta enzimreakciok. A GOT egyea-amino csoport athelyezésével alakit Glu- és OxAdsb
aszpartatot és 2e-ketoglutaratot egy reverezibilis reakcié sordn. AGPT reakcidja soran a
piruvat traszaminacioja sordn alanin jon létre. (KL sajat abrdja)
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7. abra A vér Glu szintjének és radioaktivitasanakvaltozasa Glu scavengerek (OxAc, Pyr)
alkalmazéasakorin vivo patkany modellen. A laterdlis agykamraba injektaltradioaktiv (tricialt)
Glu megjelent a vérben, ahol 50 perc elteltével e@dott szinten stabilizalddott az aktivitas (cpm,
count per minute). A 40 perces kezelés soran a v&lu szintje (M) azonnal lecsokkent és a
kontroll szint alatt maradt mintegy 90-100 percig.Ezzel egyltt a scavengerek alkamazéasakor (a
beadas kezdetét nyil jeldli) megétt a vér aktivitasa (®). (Gottlieb és mtsai. 2003 nyoman
maodositva)

A Glu-scavengerek (OxAc, GOT, piruvat, GPT) alkabdsa szamos kisérletben bizonyult
LTP-t kézel kontroll szintre lehetett visszahoznglabdlis ischaemiat kowétn (Marosi és

mtsai. 2009). Fokalis fototrombotikus |€ziot kdvedxAc-kezelés csokkentette az infarktus
terlletét, és helyreallitotta a kivaltott potenakatsdkkent amplitidoéit (Nagy és mtsai. 2009).
Az OxAc és a piruvat jotékony hatasa igazolhatd WMCAO modellen is, ahol csokkent az
infarktus kiterjedése, az 6déma mérete és a szenmors deficit is (Boyko és mtsai. 2011,
Campos és mtsai. 2011a). A SAH modellnél alkalma@atAc és piruvat csokkentette az
agy-gerincveali folyadék (Cerebrospinal Fluid, CSF) és a vér Ghintjét, majd 24 oraval

késsbb javult a vér-agy-gat funkcio és lecsokkent agnids tertlet (Boyko €s mtsai. 2012a).
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3.5 Az OxAc biolbgiai szerepéil

Az OxAc, a szervetben altalanosarbfetdul6 4 szénatomos dikarbonsav, mely szamos
metabolikus folyamatban vesz részketosavként az antioxidans védelem része, meBnsor
nem enzimatikus dekarboxilacio utjan alakiOzbol szén-dioxidot és vizet (R-CO COOH +
H,O, -> R-COOH + CQ + HyO). Gerinceseknél az OxAc fontos koztitermék a
glikoneogenezisben, a Szent-Gyorgyi—Krebs ciklustzem urea ciklusban, az amindsav
anyagcserében, valamint anaplerotikus reakciokBaritrat kor soran a malat dehidrogenéaz
enzim L-malatbol és NAD+-bol alakit OxAc-ot (NADHs ¢4 mellett), ami a citrat szintaz
katalizalta reakcié soran acetil-CoA jelenlétébeaka citratta (8. abra). Az OxAc
elengedhetetlen résztuge a ciklusnak, és eBbkifolyélag fontos az elekrontranszportlanc
soran bekovetkézATP szintézishez. Az urea ciklusban és az aminésatabolizmusban az

OxAc transzaminacio soran keletkezik, melyet arac#llularis GOT enzim katalizal.
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8. 4bra Szent-Gyorgyi—Krebs ciklus. Ez a ciklus miden éb sejtben megtalalhatd, alapvet

anyagcserefolyamat, mely sordn 2 C atom C&da oxidaldodik, mikdzben az energia kilonbod

molekulakban reaktarozédik (GTP, NADH, FADH). Az igy tarolt energia segitségével
szintetizalodik az ATP a terminalis oxidacié soranAz abran a nyilak mellett talalhaté az adott

reakciot katalizalé enzim neve. (forras: Wikipédiaalapjan modositva)
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Szertedgaz6 metabolikus tulajdonsagainak koszémheiz OxAc kezelést tdbb modellen is
vizsgaltak. A taptalajhoz kevert OxAc megnovelteCaenorhabditis elegans élethosszéat
(Williams és mtsai. 2009). Az OxAc (és tobtketosav is, pl.: piruvat, AKG) nagymértékben
novelte a sejtek tulélését neuronalis sejt tenybsreHbO, okozta (Desagher és mtsai. 1997),
valamint a lipidperoxidacidkor l|étrejévtiobarbiturat reaktiv rendszerhez kothedtressz
soran (Puntel és mtsai. 2005). A neurotoxikus kaiital kivaltott agyi epileptiform aktivitas
és kovetkezményes mitokondridlis DNS sértilés cgitkied volt AKG és OxAc kezeleléssel

invivo ésin vitro korilmények kdzétt is (Yamamoto és Mohanan 2003).

3. 6 A bajussr-érzékelés anatomiai s funkcionalis hatterének tgkintése

Kisérleteim sordn az agyi ischaemia kovetkezméngsita kilonbdZ neuroprotektiv
beavatkozdsok hatasat a patkdny szomatoszenzordszezén is vizsgaltam. Indokoltnak
tiinik ezen rendszer szervelgsének és tikodesének rovid attekintése.

A fold alatt éb ragcsaloknal a legbb érzékelés a bajusszrendszerhez kothét A
bajuss#rok (vibrissza, whisker) elmozdulasat és mozditaesgy rendkivil érzékeny és
komplex rendszer dolgozza fel és irdnyitja, melygasiiokl szerveérlést és rendezettséget
mutat. Emiatt ez a rendszer a primata, illetve eatdtérendszere mellett az egyikdésizamu
modell a szenzoros érzekelés vizsgalatahoz (Beadit; Kanold és Luhmann 2010).

A Dbajuszs#rok elmozdulasat érzékelik a primer afferensekheztozd kilonboé
érzékebreceptorok, ilyen a Merkel korong, valamint a lés@k (lanceolate) és korkoros
idegvégsdések (Ebara és mtsai. 2002). Az inger a trigensigainglionban (TG, Gasser duc)
lévé pszeudounipolaris sejt periférias, majd centrakisnjan jut el az agytdrzsbe. Agytorzsi
trigeminalis magcsoportot (TN) a nucleus principdRrV), valamint a 3 spinalis mag (oralis,
interpolaris, caudalis) alkotia. A magokban hisagphilag kilonboé tertleteket
kulonithetiink el, ezek az uagynevezett barreletteielyek a bajussatiszok térbel
elhelyezkedéséenek megféleszomatotopiat mutatjdk. Ezekben a magokbard Iégjtek
kapcsolatban vannak egy-, illetve tobb vibrissza&frabno-, és multi-whisker sejtek). A
vibrisszabol j6% jel elss feldolgozasa itt torténik. A magok kozotti kapegodndszer
rendkivil szerteagazé (Jacquin és mtsai. 1990)nagykozott leginkdbb GABAerg gatlod
projekciok vannak (Furuta és mtsai. 2008), de a akafeed-forward és feed-back
kapcsolatban vannak a felszallopalya magasabb jegelt is, mint a primer
szomatoszenzoros kéreg, illetve a primer motorosgk@Furuta és mtsai. 2010). Az agytorzsi
magokbdl az informéaciéo —eddigi ismereteink szeritkilonb6sd felszall6 palyan halad
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tovabb a thalamuszba. Két lemniszkalis, és az lextrsiszkalis utvonal a nukleusz ventralis
poszteromedialiszba (VPM), mig a paralemniszkafitya a poszterior nukleusz kdzéps
részéhez (POm) fut. Az utdbbi primer szomatoszeyworagok kapcsolatban allnak motoros
es szenzoros keérgi tertletekkel. A VPM-ben is medilget a szomatotopias rend. Itt az adott
vibrisszahoz tartozé teriletet barreloid-nak neukzzA VPM-6l, az informacio eljut a
primer szomatoszenzoros kéreg (S1) barelljeibestvdl szeptélis terileteire. Ehhez a
neuraxishoz éséként a keérgi barrelekhez kotibetiz adott vibrisszabol jévinformaciod
feldolgozas (9. abra). A hengeres struktura kiterjend a 6 kérgi rétegre, de az elhatarolast
kialakito cellularis részek (dendritek, VPM affesek) tként a 4. rétegben figyellidt meg.
Az S1 funkciondlis kapcsolatrendszere Osszetekijl@anb6® mikrohdl6zatok réteg szerint
elkulondlt projekcidkkal rendelkeznek (Helmstaedtss mtsai. 2007). Az S1 esetén a
talamortikalis (serke) projekciok bleg a 4. rétegbe lévtiskés sejtekre, valamint a 2/3 és
az 5B reétegi piramissejtekre érkeznek (Feldmeyermésai. 2013). A barrelhez kotott
integrativ funkciok még nem tisztazottak teljesealamint a rendszerhez koétthetognitiv
folyamatok asszociativ feldolgozadsa sem ismerteésben.
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9. abra A patkany bajuss#r érzékeléséhez kothét felszallo palya sematikus abrazolasa. A
bajuss#rok elmozduladsat érzéked pszeudounipolaris neuronok sejttestie a trigemind
ganglionban (Gasser duc) talalhaté. Az ingerllet en sejtek periférias, majd centralis axonjan
keresztll jut a KIR-be, kdzvetlenll az agytdrzsi tigeminalis magokhoz. A kilonbo# idegi
struktarakban megfigyelheté, az 1 bajussértél jové informaciok feldolgozasat végé sejtek
funkciondlis csoportokat alkotnak, melyek elhelyezkdése a bajussirdk elrendezodési mintajat
koveti (szomatotOpia). Az csoportokat agytdrzsi mawknél barelletteknek, a thalamuszban
barelloidoknak, az agykéregben barelleknek nevezzikAz abran lathatdé a thalamuszbol
felszall6 projekcio, mely kilonbd# kérgi serkenté (piros) és géatlo sejtekhez fut. Amellett, hogy a
barellek kulonallé funkcionalis egységek, intenziv kapcsolatban &llnak a szomszédos
terlletekkel. (Dirk Schubert és Jochen Staiger algan médositva)
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4. Ceélkitiizések

Célkitiizés 1 - Fokalis ischaemia modell kialakitdsa és agalata

Doktori munkam soran d@lként célul tiztik ki egy sajat 6tleten alapuld Uj fokalis isamads

modell kialakitasat és vizsgalatat. A cdlkiés szerint egy kitlntetett agyi eret (MCA) a

felszin®l elemelve okozhatunk atmeneti perfuzié csokkengshiitéti és technikai eljarasok

megvalositasa utan, modellink jellemzéséhez tdbbfdbdszerrel kivantuk vizsgalni a

kilénb62 hosszUsagu ischaemias periédusok hatasat.

10. &bra Az ér megemelésével kivaltott MCAO sematils dbrazoldsa. 0 jeldli a Bregma pontjat,
€s szaggatott kor jeloli a megnyitni kivant koponyszakaszt. (KL sajat abraja)

A kisérletek soran vizsgaltuk, hogy

jelentkezik-e az ér emelésekor feliékozvetlen fizikai behatas sordn makroszkdpos
szoveti, illetve érsérilés?

a modszerrel Iétrehozhatunk-e tébb, rovidebhiidgjpetitiv ischaemias periédust?

az ischaemia okozta véltozasok detektalhatok-e svaldoben kilonboé
elektrofizioldégiai médszerekkel?

a létrehozott agyi ischaemia hatdsa vizsgalhaté@onk6d hisztoldgiai
modszerekkel? Ha igen, ezekhez milyen tuléléssirlikséges?

a mar karakterizalt modelliinkén vizsgalhato-e newdulatoros, neuroprotektiv
farmakonok hatéasa? Ertekezésemben azokat a kék@iatészletezem, melyben -a

laborunk &ltal korabban mar alkalmazott- OxAc hatésnulmanyoztuk.

24



Célkitiizés 2 - Az OxAc hatasanak vizsgalata vitro kortlmeények kdzott

Glu scavenger hatasa mellett — altalanos anyagosemnedierként — tobbféle metabolikus
folyamatban is részt vesz, igy alkalmazasa sorahbféte hatast is Kkifejthet.
Kisérletsorozatunkban céluliztik ki az OxAc non-scavenger hatasanak vizsgalatat

fiziologias és ischaemias kortlmeények kozotitro kisérleti elrendezésben.

A kisérletek soran alabbi felvetésekre akartunks# kapni:
* az OxAc kilénboé koncentraciokban alkalmazva megvaltoztatja-e @ltatt idegi
aktivitast (hippocampdlis fEPSP)?
» az OxAc globalis ischaemias korulmények kozottjikideneuroprotektiv hatast, mely

nem koéthet a Glu scavenger tulajdonsagaihoz?

Célkitiizés 3 - Az OxAc hatasanak tanulmanyozésa intakt allon
Kisérleteink soran céluliztik ki az OxAc hatasdnak vizsgélatat a szomataszes keérgi

kivaltott potencialokra intakt allatokon fiziologi&orulmények kozott.

A méréssorozatban a kovetkdzrdésekre akartunk valaszt kapni:
* megvaltoztatja-e az OxAc a szomatoszenzoros kérgit&tt potencialokat?
* havaltozast tapasztalunk, akkor mi az OxAc lediisieatekony dozisa?
e a tapasztalt hatas kdzvetlen 6sszefliggésben varGxac hatadsara lecsokkehnér

glutamat szintjével?
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5. Anyagok és moédszerek

5.1 Felhasznalt allatok

Kisérleteinkhez 200-300 g tomieghim Wistar patkanyokat hasznaltunk, amelyeket
szabvanyos ketrecben, kilon erre a célra kialdlatiathazban tartottunk. Az allatok szamara
12-12 oras vildgos illetve sotét peridodus volt tsitva 22+1 °C—osdmérséklet mellett. Az
allatoknak korlatlan hozzaférése volt vizhez étatdkhoz (CRLT/N ragcsalotap).

Munkank sordan minden esetben a Magyar Egészsédiigpitsag altal elfogadott allat-
gondozassal kapcsolatos protokoll (1998), az Eurdfdzosségek Tanacsanak 1986.
november 24-i rendelete (86/609/EEC), valamint hotdatériumi allatok gondozasaval
kapcsolatos alapelvek (NIH Publikacié No. 85-23)rs# jartunk el.

5.2 Ischaemias modell kialakitasa

Az allat altatasahoz intraperitonealis injektalés6& mg/ttkg Na-pentobarbital oldatot
(Nembutal) adtunk be, majd az alvas mélységét gatthtddzissal (40 mg/ttkg) biztositottuk.
Helyi érzéstelenitéshez 10 mg/ml lidocaine hydnitilsoldatot hasznaltunk. A megfeiel
alvasi allapot elérésekor az allatot sztereotaxiészilékben rogzitettik. A fejkbn
fluggoleges bemetszést ejtettlink a bal oldali szem &$ Kiill k6z6tt, majd a ragdizom tompa
prepardlasa utan a jaromcsont felett lathatova adtbponya tempordlis felszine. Ezen a
terlleten, fogaszati furd segitségével egy 2-3 mmedji szakaszt tartunk fel. Faras kdzben
jéghideg fizioldgias soéoldattalitbttiik és tisztitottuk a koponyat. A csont eltatada utan
lathatéva valt az MCA etfsfelszini elagazas @ti szakasza, ahol az ér atréjérmintegy 300
pum. Ezutdn megnyitottuk a kemény, majd a lagy ady&f és mikromanipulatorok
segitségével egy mikro-sebészeti kampot (microsurgeok) helyeztiink évatosan az ér ala.
Az MCA elzéaraséat az ér megemelésével valtottulAkiagyfelszingl valé 1100-1200 pm-es
tavolsagban az ér kifehéredett és a perfuzio léesik Az adott hosszusagu ischaemias
peridbdus utdn az érszakaszt visszaengedtik, éslditétuk a hajlitott véf eszkozt. A
perfuzio csokkenését és a véraramlas megindul@siélo mikroszkép alatt ellériztik. A
dMCAO-t kdvetien visszahelyeztik a kemény agyhartyat, majd oms@siaval 6sszevarrtuk
a ragoizmot és adpt. A fertzédés elkertlése érdekében streptomycine-t és betadin
hasznaltunk.

A kulénboz kisérleti csoportoknal 2 x 15, 30, 45 és 60 peisebaemias periodusokat

alkalmaztunk.
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5.3 In vivo elektrofizioldgiai vizsgalatok

5.3.1 EEG elvezetés

A fokalis ischaemias modell vizsgalata soran végaztEEG-elvezetéseket. Az altatott allat
megtisztitott koponyafelszingr (Br -3 mm, antero-lateralisan 2mm) gomliifepzist
elektrodaval elektroenkefalogramot (EEG) regisaird (mintavételi frekvencia: 1024 Hz,
erosités 1000x; Experimetria NeuroSys szoftver, Expetiia Ltd. Hungary). Az EEG
teljesitmény spektrum analizist a MATLAB programnmtaEGLab toolbox segitségével
végeztik (Delorme és Makeig 2004). Az elvezetdtkit 2-20 Hz-es frekvencia tartomanyra

sZirtik, a tovabbi elemzést ebben a tartomanyban viéigez

5.3.2 Szomatoszenzoros kérgi kivaltott potencid&ikP) elvezetése

A fokalis ischaemias kisérletek esetén az altatodambutal volt, mig a tébbin vivo
mérésnél a hosszu idejelvezetés miatt stabil, irreverzibilis alvast beitdé uretant
alkalmaztunk. Helyi érzéstelenitést ezen kisérteibks 10 mg/ml lidocaine hydrchloride-
oldattal biztositottuk. A megfel&laltatas és érzéstelenités utan tracheakaniltztéhle az
allat légcsovebe. A procedura soran hosszanti vagjésttink a nyaki tajékon, majd a
nyalmirigyek és a légésizmainak tompa preparaldsat kdext egy aprdO bemetszésen
keresztll vezettik be, és rogzitettik a trachedkadl kilonb6z anyagok intravénas
beadasahoz steril injekcid# helyeztiink az egyik lateralis farokvénaba.

Ezutan az allatot rogzitettik a sztereotaxias Kékb&, eltavolitottuk a fefist, és
megtisztitottuk a baloldali parietalis koponyaszataA Bregmatdl (a sutura sagitalis és a
sutura coronalis talalkozasi pontja) 3mm-re cagdali 5mm-re antero-lateralisan kijel6ltik
az elvezetés helyét (itt varhatdé a punctum maximaeaz a szenzoros kérgen déazon
aktivalt tertlet, ahol legnagyobb a kivaltott patiéhok amplitddoja). Sztereomikroszkop
alatt, fogaszati furo segitségével tavolitottuk &oponyacsontot az adott terileten, vigyazva,
hogy a kemény agyhartya (dura mater) ne sériljon.
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Eziist elektrédok

11. &bra Azin vivo kisérleti elrendezés sematikus abrdzolasa. Az EE@lvezetéshez hasznalt
koordinatak: Br. -3; 2. A SEP estében a Br. -3; 59 koordinatardl vezettink, legtdbbszoér ebben
a pontban volt a legnagyobb az amplitddd (punctum mximum). Mindkét elvezetési pont az
MCA altal ellatott terlleten helyezkedik el. (KL sgéat 4braja)

Az elokészit mitét utan 25-30 percet pihentettik az allatot, migjiét rogzitettik a
befogbban. Az ingefl elektrodakat (bipolaridielektrédak) a jobb oldali bajuszparnan, a C4-
es és a D4-es bajussasfollikulusdba szartuk. A bajusz&dk 5 sorban helyezkednek el. A
szamok az egyes sorokban défollikulusokat jeldlik az allat fultoveéd rosztralisan. Az
ingerlést 0,1 Hz-s frekvenciaju, 0,2 ms-os jelszsdg és 3,4-4V-0s amplitudoju négyszog
arammal hajtottuk végre (Experimetria, EXP-ST 042.ingerlés elinditdsa utan tovabbi fél
orat vartunk, hogy az Aéllat agyi aktivitasa staidildbdjon. A gombfdj ezist elvezét
elektrédot ovatosan a kéregre helyeztik, és megkidreazt a helyet, ahol legnagyobb a jel
amplitiddja (punctum maximum). Az amplitidokat ayatdv (N1) és a pozitiv (P1) csucs
kozott (peak to peak) regiszraltuk (14. abra). dlezetés sordn (Experimetria, Intrasys
software) fellil- és alulatere$zsziroket hasznaltunk, 1000-szere$stés (TEKTRONIX) és
1024 Hz-es mintavételezési frekvencia mellett.

A mérések soran minden kisérlet esetében 30 partddoszakaszt vettiink fel, majd az

ischaemias periddust, illetve az adott anyag beéadéseten folytattuk a regisztralast.

Alkalmazott anyagok: A beadott oldatok végtérfogdtaml volt, semleges pH mellett
(7,41+0,05). A beadashoz mikroinjekciés pumpat hasank (CTA 1000), az injektalas
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sebessége 66,7 pul/perc (15 perc/l ml) illetve 38/erc volt (30 perc/l ml) volt. A

kilénb6s in vivo kisérletsorozatokban alkalmazott anyagok és dkzgalabbiak voltak:

1, OxAc hatasa az ischaemias modellen:
-Fiziologias séoldat

-Oxélecetsav, 3,5 mg/100 g

2, OxAc dozishatasa intakt allaton
-Fiziologias séoldat

-Oxalecetsav, 1,25 mg/100 g
-Oxalecetsav, 2,5 mg/100 g
-Oxalecetsav, 5 mg/100 g

3, OxAc + KG hatésa intakt &llaton

-Fiziolégias sooldat

-Oxalecetsav, 3,5 mg/100 g

-2-a-Ketoglutarat, 3,87 mg/100 g

-Oxalecetsav, 3,5 mg/50 g +o2Ketoglutarat: 3,87 mg/50 g

5.41n vitro ischaemia és elektrofiziologia

5.4.1 Tuléb agyszelet preparatum készitése

A patkanyokat i.p. uretan (1.3 g/ttk) injekciovdaleattuk. A kivant mélységalvas elérése
utdn az allatokat dekapitaltuk, és a sutura sdggiés coronalis mentén megnyitottuk a
koponyat. Szike segitségével koronalis sikban lspsttiik a hippocampust tartalmazé régiot,
majd ezt koveten jéghideg (1-4 °C), oxigenaltatott, alacsony'Gartalmi mesterséges agy-
gerincvebi folyadékban (artificial CerebroSpinal Fluid, aQSB50 um vastag szeleteket
készitettiink a vibratdom segitségével (Leica VT1208Smetsd aCSF 6sszetév mM-ban
megadva: 130 NaCl; 3,5 KCI; 1 NaPlO,; 24 NaHCQ; 1 CaC}; 3 MgSQ, és 10 D-glukoz,
melyet karbogénnel (95% ,05% CQ) telitettiink a szeletek zavartalan oxigén-ellatasa
erdekében. Az agyszeleteket egy oraig inkubaltulSAR®en 30 C°-on, ezt koven 17+2

°C-on tartotuk a mérés megkezdéséig. Az inkubalAdlaive regisztralashoz természetesen
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oxigenalt normal aCSF oldatot hasznalunk, melybeba&b és MgSQ koncentracidja 3,
illetve 1,5 mM.

5.4.2 fEPSP regisztralasa

Az elektrofizioldégiai méréseket Haas tipusu inteefaegisztralo kamrdban végeztik. Ennél az
elrendezésnél a szeletek az atfolyd aCSF, valamidkbtte kialakuld oxigéndus péaras kdzeg
hataran helyezkednek el. Kisérleteinkbenimaitro ischaemia, valamint az alkalmazott
anyagok hatdsat kivaltott, serkéntposztszinaptikus mépotencialok (Excitatory
PostSynaptic Potential, fEPSP) segitségével vizdga hippokampusz CAl-es régidjaban.
volt. Az ingerlést bipolaris koncentrikus fémelddéval végeztik allando ararsség
mellett, mely soran stimulaltuk (frekvencia: 0,05;lielszélesség: 300 us) a stratum radiatum
rétegében futdé Schaffer-kollateralisokat a CA2/G¥&s1yégio teriletén. Az elvezetésnél 2
darab 1,5-2 2 ellendllasu tvegkapillarist szurtunk a CA1 esdéjartum radiatum rétegebe
(itt talalhatéak a piramissejtek apikalis denditjeahonnan elvezettik a kivaltott

mezpotenciélokat (12/A. 4bra).

Elvezetées

Ingerlés

fEPSP

B 5ms

12. 4bra Azin vitro mérések kisérleti elrendezése a koronalis hippokarélis agyszeleten (A).
(http://www.stanford.edu/group/maciverlab/hippocampal.html nyoman maédositva)
Reprezentativ kép egy regisztralt fEPSP-dl (B). (KL sajat felvétele)

A mérések els lépéseként meghataroztuk a szikséges ingerlésiedisséget (az fEPSP
maximalis amplitidéjanak 60-70%-a (altalaban 40p68)). A kisérletekben efsorban a
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fEPSP-k (12./B abra) amplitadojat, valamint meressglet (slope) vizsgaltuk. A mérések

soran 10 perc kontroll periddus felvétele utan &ftig regisztraltunk.

5.4.3 OGD kialakitasa, alkalmazott anyagok

Az in vitro ischaemias allapotot az oxigén, glikoz deprivaouslell (OGD) segitségével
idéztik eb. Az OGD alatt az oxigén helyett nitrogént, valatrémachar6z alapu nitrogenalt
aCSF-es hasznalunk, mely modellezi az agyi ischaesiatt fenn all6 hipoxias és
hipoglikémias allapotot. Méréseinknél 6ebtes kiserletek alapjan meghatarozott- 15 perc
hosszlusagu ODG-t alkalmaztunk. A vizsgalatok s@arOxAc-ot az aCSF-ben, illetve az
OGD oldatban (nitrogenalt, glikézmentes aCSF) deial alkalmaztuk. A kisérletek alatt
felhasznalt oldatokat minden esetben 7.3-7.4-esgpéllitottuk be. A kisérleti csoportokat a

kovetkedképp hataroztuk meg:

» Kontroll: 60 perc kbvetés

* OxAc: 10 perc kontroll, 50 perc OxAc (1 mM; 0,1 mkfmosas

* OGD: 10 perc kontroll, 15 perc OGD, 35 perc kdvetés

* OGD-OxAc: 10 perc kontroll, 15 perc OGD + OxAc (IMn0,1 mM) ramosas, 35

perc kbvetés

5.5 Szovettani vizsgalatok

5.5.1 TTC festés

A 2 x 15 perces dMCAO-t kové&en 1 nap tulélési tutdn az allatokat altatott allapotban
dekapitaltuk, majd az agyat kivéve, vibratbm (Caempdnstruments, Egyesiilt Kiralysag)
segitségével 500 pum vastagsagu korondlis szeletadsitettiink. A metszést jéghideg
mesterséges cerebrospinalis (artificial cerebr@dpiimid, aCSF) folyadékban végeztik. A
szeleteket szobémérsékleten, 15 percig 1%-os TTC (2, 3, 5-trifetitizolium klorid)
oldatban inkubaltuk. A digitalis képek elkészitésmagy felbontasu scannert (Mustek
BearPaw 2448CU Pro Il) hasznaltunk. A TTC egy stém alternativ elektronakceptor
molekula, mely sejtanyagcsere ikddéshez szikséges dehidrogendz enzim-aktivitas

kovetkeztében redukalddik voros dzformazanna.
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5.5.2 Fluoro Jade C festés

A dMCAO-t kdveten 1 nap - a 30 perces ischaemias csoport esefehap - tulélési id
utan vizsgaltuk a Fluoro Jade C jéldést. Az allatokat uretdnnal altattuk, aztan a kasti
felnyitva jéghideg foszfat pufferrel (PB), majd 48%-paraformaldehiddel transzkardialisan
perfundaltuk. Az agyat eltavolitottuk, majd egy oagkeresztil utofixaltuk. Vibratdm (Leica
VT1200S) segitségével 20 um-es korondlis szeletddéstzitettiink, melyeket 2%-o0s
zselatinozott targylemezre haztunk fel. A metszetekzaritds utan, szoldmhérsékleten
leszallé alkoholsorral rehidraltuk, 10 percig 0,06% kalium-permanganat oldatban, 20
percig 0,004%-0s FJC féstidatban inkubaltuk. Mosas és szaritas utan a etetszt xilol
bazisu fedanyaggal fedtik (Fluoromount-GTM SouthernBiotecérva).

5.5.3 Immunhisztokémia

A szabadon Usz0 szeleteket 0.1 M PB-ben mostuld ampndogén Fc receptorokat 10%-0s
normal szamar szérumban (NDS) blokkoltuk. Az astéket (S100, CD11b) 0,1 M PB, 2%
NDS, 0,4% Tx100 és 0,01% Na-Azid tartalml oldatbagitik fel. A metszeteket az
elssdleges antitestben 4 °C-on 24 6raig, a medfelmasodlagos antitestben (Jackson
Immunoresearch) szob&mérsékleten 2 oraig inkubaltuk. Mosast kdeet a szeleteket fent

mar emlitett médon roégzitettik a targylemezekre.

5.5.4 Kvantitativ elemzés

A 2 x 15 perc dMCAO, valamint ebben a paradigmalieaztelt OxAc esetében
szamszdisitettik a FJC jelédés eredményét a szomatoszenzoros tertleten. Raanidlis
sikban 4 mm hosszan (Br. -2 mi-t6 mm-ig) elemeztink ki minden tizedik 20 pm-es
szeletet (21./A abra). A szeleteket fluoreszcergaszkoppal (Olympus Bx51) vizsgaltuk. A
sejtszamolashoz minden szelet esetén az ipszllatétliekén két 500 pm oldalhosszusagu
négyzetet jeldltlink ki a korpusz kall6zum magasBagadA manudlis sejtszamolést 3 személy

parhuzamosan, ,vakon” végezte.

5.6 Statisztikai analizis

Az ischaemias modell vizsgalata sordn az EEG égdtdtt potencialok adatainak analizisét
.General Linear Model\Repeated measures” modellaageztik (PASW Statistics 18 data
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analysis package, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). EE&én a teljesitmény spektrumot 1 Hz-
es intervallumokra bontottuk fel (2-20 Hz). Az egykekvenciakhoz tartoz6 teljesitmeényt
egyedi adatként kezeltiik. A kivaltott potencialolenezéséhez a normalizalt amplitddo
ertékeket hasznaltuk. Az oszlop- és vonaldiagranumak atlagot és a hozza tartozo szoérast
tintettik fol.

Az intakt &llatokon végzetin vivo elvezetések, valamint az OxAc-kezelt és a kontroll
ischaemias csoport normalizalt amplitadoértékeitmiparametrikus ,Related-Samples
Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranksbdellel hasonlitottuk dssze (IBM
SPSS Statistics version 20).

A FJC pozitiv sejtek mennyiségi dsszehasonlitadéaétrt linearis modellt hasznaltunk. Az
analizis soran a Poisson hibaeloszlast, az alletodom hatasat és a kezelések fix hatasat
épitettiik be (IBM SPSS Statistics version 20). Aaldiagrammokon az atlagot és a hozza
tartoz6 szérast abrazoltuk, mig a box-diagrammakoradatok medianjat, az interkvartilis

tartomanyt és a szélertekeket jeloltik.
Az in vitro kisérletek soran elvezett fEPSPk normalizalt argfi- és slope-értékeinek
statisztikai analizisehez Mann-Whitney U-tesztetzhdltunk (IBM SPSS Statistics version

20). A vonaldiagrammokon az atlagot és a hozzazarszorast tuintettik fol.

Minden esetben a P<0,05 (*), P<0,01 (**) és a P&D,(**) értéket tekintettiik szignifikans
kulénbségnek.
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6. Kisérletekben valo részvétel

Az OGD-s mérések jeletd részét Kocsis Kitti, az EEG kiértékelését Ném&bhnél és Dr.
Gellért Levente végezte. Am vivo ischaemias kisérleteknél az 5 nap tulélésiiidepportnal
az immunhisztokémiai eljarasokat Heréedi Judit és ®ellért Levente végezte. An vivo

anyaghatas vizsgalatokban részt vett Bebkzsébet is.
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7 Eredmények

7.1 Fokdlis ischaemia modell kialakitasa, vizsgéala

Az els kisérleti paradigmankban 2 x 15 perces ischaempédust alakitottunk ki, 3
perceskoztes reperfuzios szakasszal. Aérletek sordn teszteltik az ischaemids mc
kialakitasa soran fellép makroszkOpos séruléseket, az ér emelésének, dobjdaak
megismételhéiségét, ésennek az EEG-re, valamint a szomatoszenzoros kival
potencialokragyakorolt hatas.

7.1.1 Modell kialakitasa

Az MCA feltdrasa utdn a mikrosebészeti kid ér ala helyezése, valamint ér emelése
soran nem jelentkezett szemmel lathatd vérzésyellegyéb szoveti séru (13. abra). A 2 x
15 perces csoportnélzaeld ischeemias peridbdus utan az ér saasengedését koven
eltavolitottuk a kampét, tehat a masodik okkluzdrdi kivitelezhebsége j6I mutatja a
idében tavolabbi okkluzié(kkivalthatosaganapotencidlis lehéiségét. A kisérletek végén
adott agyi tertlet intakt allapotban maradt. A rletsorozathoz felhasznalt 6sszes allat es

(minden csoportot beleértve) tdbb mint ¢-os talélési arany volt megfigyellie

13. abra A koponya megnyitasat kéveten jol lathatd az MCA el$ elagazas ditti szakasza (A),
valamint az ér ald helyezett fém eszk( (B) . Az okkluziés folyamat soran nem jelentkezet
vérzés, illetve szemmel lathatd sérile (KL sajat felvétele)
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7.1.2 EEG

Az EEG elvezetések soran a kontroll szakaszbaz éxhaemias szakasz 5-15. perce kdzott
regisztraltunk 10-10 percet. Az EEG regisztratunsmabad szemmel is jol lathatdé az

ischaemias periodus alatti amplitido-csokkenés ébta). Az EEG teljesitményspektrum

spektrumanalizis soran egyértélm (szignifikans) kulonbség a 2-20 Hz-es

frekvenciatartomanyban jelentkezett (15. abra).

= Kontroll
= |schaemia

EEG amplitudd (mV)

14. 4bra EEG a kontroll és ischaemias periédus alatAz egymasra illesztett egyperces kontroll
(fekete), illetve ischaemias (piros) EEG regisztraimok jol mutatjdk a dMCAO el étti és alatti
agykérgi aktiviths megvaltozasat. Az abrdn medfigybeté, hogy az ischaemia hatdséara
jelentésen lecsokkentek az amplitadok. (Gellert és mtsa2013 nyoman médositva)
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15. abra A regisztralt EEG teljesitmény spektruméan& valtozasa az ischaemia hatasara. A vonal
abran (A) lathat6 az ischaemia alatti teljesitménycsokkenés a 2-20 Hz-es tartoményban. Az
Osszesitett teljesitmény spektrum értékek szignifdns kilonbséget mutattak (B). (Gellert és
mtsai. 2013 nyoman modositva)
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7.1.3. Szomatoszenzoros kivaltott potencialok

A szomatoszenzoros kivaltott potencialokon jél kte® volt az agyi ischaemia hatasa (16.
abra). A 30 perces kontroll szakasz soran regiszetek amplitddoéi nem valtoztak. A
dMCAO kialakitasa utan azonnali amplitido-csokkéntsgpasztaltunk, majd 3-4 perc
elteltével bedllt egy stabil 10-15%-0s szint. A e@dpzidé soran az amplitadok ndvekedni
kezdtek, azonban az 50-60%-0s érték elérését d&&vettovabbi emelkedést nem
tapasztaltunk, az amplitidék ezen a szinten stdibfliitak. A masodik ischaemias periodus
soran hasonlo valtozas jelentkezett, mind az ok&ldmtasara bekdvetk&zamplitido-
csokkenésben, mind pedig a reperfaziot kévetszleges regeneracioban. A statisztikai
analizis soran a 30 perces kontroll szakaszt arfiegpp@s periddusok utolsé 10 percével
vetettiik ssze. Mindkét esetben szignifikdns kiséglet tapasztaltunk.

Amplitadok (%)

Id6 (perc)

16. &bra 2 x 15 perc ischaemia hatasa a szomatoszemos kérgi kivaltott potencidlokra. Az

abran lathato, hogy az ischaemia hatasara lecsokkaxk az amplitadok, melyek a reperflziés
periodusok végére sem kozelitik meg a kontroll szalszban regisztralt értékeket. A reperflzios
szakasz utolso 10 perca szignifikans kulonbséget matott a kontroll szakaszhoz képest. A jobb
fels6 képen egy reprezentativ SEP lathatd, melyen a pamzamos vonalak mutatjak a regiszralt
amplitudot. N=8, + S.E.M., ***p<0.001
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7.1.4 Hisztoldgiai eredmeények

A 2 x 15 perces csoportnal vizsgéltuk a kdvetkezragémakroszkdpos széveti valtozasokat 1
esetleges nagymértgkkiterjedt szoveti pusztulas (a sérult tertletekem kovetkezik be
szinreakcio). A festés soran egyik allat esetébmn sapasztaltunk detektalhaté szoveti

karosodast (17. abra).

Br. -6,0

Br. 4,0

17.4bra TTC-vel festett koronalis agyszeletek a 2 &5 perces kisérleti elrendezénél, az MCA

,,,,,

sem kérgi, sem mas terlleteken szoveti sérilés, el a szoveti enzimaktivitAson alapuld
szinreakci6 hianya mutatna.

Ugyanezen csoportnal a finomabb valtozasok érze&edds alkalmas Fluoro Jade C festést is
alkalmaztunk, annak érdekében, hogy az esetlegksgameralddott sejteketlgég neuronalis
elemeket) detektaljuk. A festés eredményként int€aiC jelobdést tapasztaltunk a dMCAO-
val megegyei oldalon (18./B abra). Ezzel szemben a kontralagefaltekén nem lattunk
FJC pozitiv sejteket (18./A).



18. abra Reprezentativ mikroszkopos felvétel patkdn szomatoszenzoros terlletét. A 2 x 15
perces ischaemias inzultust kévéen 1 nappal intenziv FJC jelébdést tapasztaltunk (B),
ellentétben a kontralateralis (intakt) féltekével Q).

A kisérletsorozat kdvetkéziépésében vizsgaltuk a hisztoldgiai valtozasok@ba45 és 60
perces ischaemias periodust kdest. Ezen csoportok esetén nem tapasztaltunk FJC
jelélodést.

Az ischaemia hatasanak hosszabb tava kovetésébdrabiokisérleteket végeztiink 30 perces
dMCAO esetén, ezuttal 1 nap helyett 5 napos tul@&ésalkalmazva. Ezen csoportban a FJC
mellett S100 és CD11b immunjeldlést is hasznaltik.S100 6ként asztrocitakat, mig a
CD11b a reaktiv mikroglidkat jel6li. A kisérletsaatban az allatok felénél tapasztaltunk
jelolédést. Ezen csoportnal a FJC festéssel, valamintaminjelblésekkel az ischaemias
féltekén kimutathatd volt a neuronalis degenerdt/ B abra), és az aktivalt asztrocita és
mikroglia sejtek megjelenése (19./ D, F abra). dtenziv ipszilaterdlis FJC jeliidés esetén
az ellentétes féltekén nem volt FJC pozitiv sef./@ abra). Megnodvekedett szamban
taldltunk S100+ asztrocitdkat az ipszilateralis atwd (19./D &bra). Ezen asztrocitak
megvaltozott morfoldgiat mutattak: a sejttestek cwegadtak, nyalvanyaik elvékonyodtak,
tovadbba a szomak teriletén kis vakuolumok voltagfiggelhetiek. A kontralateralis oldalon
normalis mennyiségS100 pozitiv asztrocita volt lathatd (19./C dbralCD11b + mikrogliak
jelentbs csoportjat talaltuk az ipszilaterélis terUletenelyek jol mutattdk az aktivalt
morfolégiat (19./F &bra). Szémajuk métn valamint nem volt megfigyelh&t
nyulvdnyaikndl a masodlagos és harmadlagos elag@dza<llentétes oldalon halvanyan

jelélédtek a normal, nyugalmi allapotd mikroglia sejtéR.(E abra).
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Kontralateralis oldal Ipszilateralis oldal

FJC

S100

CD11b

19. abra Reprezentativ mikroszképos felvételek szaatoszenzoros kérgi tertletekél 30 perc
MCAO-t kovetéen 5 nap tulélési i@ utan. A FJ-C-vel (A, B) festettik a degeneralodo
neuronokat, valamint immunjel6lést (S100, CD11b) &almaztunk a reaktiv asztrocitak (C, D) és
mikroglidk (E, F) kimutatdsahoz. B: Az ipszilaterdlis oldalon nagyszamu FJ-C+ neuron jelzi a
kiterjedt neurodegeneraciét. D: Az S100+ aktivalt aztrocitakra jellemzé hipertrof, vakuolizalt
sejttest és a nyulvanyok megvastagodasa is medfithaté. F: A mikroglidk szintén aktivalt
fenotipust mutatnak, valamint lathat6 a megnagyobbdott sejttest, és a visszahuzodott
masodlagos és harmadlagos nyulvanyok.
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7.2 OxAc hatasa a fokalis ischaemiaban
A korabbiakban leirt és tdbb aspektusbdl is megyéltFokalis ischaemias modellen, 2 x 15
ischaemias periédust alkalmazva vizsgaltuk az Ox@atasat a kivaltott potencialokra,

valamint a kdvetkezményes agyi sejt degradaciora.

7.2.1 Elektrofiziologiai eredmények

A 30 perces kontroll szakasz regisztélasat kieretaz OxAc beadasat az elschaemias
inzultus 15 perces ideje alatt végeztik (3,5 mg/d@xAc, 1 ml, 0.66 pl/perc, pH 7,41). A
dMCAO hataséara azonnal lecsokkentek a kivaltotepatlok amplitidoi, azonban a kontroll
csoporttal ellentétben mar az ischaemia alatt nédest mutattak (20. abra). Mar az éremelés
5. percéil megfigyelhed volt ez a novek¥ tendencia, mely soran a reperfluzids peridodus
utols6 10-15 percében az amplitiddk elérték a bintszintet, és ezek az értékek
stabilizalodtak. A masodik okklUzié hatasara beltkeeett amplitidd-csokkenést szinte
azonnal kovette egy hatarozott emelkedés, melyne#neenyeként az ischaemias inzultus
utolsé percére az amplitudok elérték a kontrolhs32%-at. A reperfazidés periodus alatt a
kivaltott potencialok amplitidéi egy dinamikus né&edést kdveten ismét elérték a kontroll
szintet. A statisztikai analizisben 6sszevetettpg8@ces kontroll szakasz és a reperfazios

szakaszok utolso 10 perce nem mutatott szignifikéilinbséget.
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20. dbra OxAc és a 2 x 15 perc ischaemia hatasazpsatoszenzoros kérgi kivaltott valaszokra.
Az OxAc (3,5 mg/100 g) i.v. adminisztricidja az alsischaemias peridodus alatt tortént. Az
ischaemias kontroll csoport normalizalt és atlagolamplitidoértékeit jelzi a szaggatott vonal (16.
abra). Az abran medfigyelhet, hogy az OxAc hatasara — kontroll csoportndl tapagaltakkal
szemben — az amplitidok méar az ischaemids periddualatt ndévekedést mutattak, majd
rovidesen elérték a kontroll szintet. A reperfaziésszakaszok utols6 10 perce nem mutatott
szignifikans kilonbséget a kontroll periodushoz képst. N=5, + S.E.M.; n.s.=p>0,05

7.2.2 Hisztologiai eredmények

1 nap talélést kovéen a dAMCAO-val megegyéaldalon intenziv FJIC jelétiés jelentkezett
(21./B abra). A Bregmahoz viszonyitva -2 és -6 Kowatak kozott (21./A), adott kérgi
terlleten a sejtszamolast elvégezve szignifikariénkiseget tapasztaltunk a két kisérletes
csoport kdzott. A sejtszamok medianja a két okKkisizeridduson atesett, kezeletlen kontroll
csoport esetén 38, mig az azonos ischaemias isbaliurészestilOXAc kezelt csoportnal 6
volt (21./C). Ez az eredmény mutatja, hogy az eliekiologiai elvezetések soran tapasztalt
OxAc hatasara végbemempozitiv valtozasok parhuzamba vonhatok a degedcwét, FIC+
sejtek csokkent mennyiségével.
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21. abra A kisérletsorozat hisztolégiai eredményeiAz A-panelen lathatd a metszetek helye
(parhuzamos vonalak) a vizsgalt tartomanyban (Br. 2,0 - -6,0). A fekete kor jelzi a kivaltott
potencialok elvezetési helyét. B: reprezentativ mikszkopos felvétel a jel@dott FIC+ sejtekrdl.
C: FJC pozitiv sejtek szdma a vizsgalt tertleten. £ x 15 perces ischaemia hatdsara kialakulé
FJC+ neuronok szdma az OxAc alkalmazasa mellett gmiifikdns meértékben lecsokkent.
**p<0,01, F: 21,18; df: 1; medianok: 38, 6
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7.3 Az OxAc hatasan vitro modellen

A kovetked kisérletsorozatunkbam vitro kisérleti elrendezésben tanulmanyoztuk az OxAc
hatasat fiziolégias és ischaemias (OGD) koérulménkékott. Ezen méréseknél az idegi
aktivitas vizsgalatahoz kivaltott, hippokampalisPfEP-ket vezettliink el, majd analizaltuk a
kivaltott fEPSP-k amplitudéit (22. abra) és meresiglét (slope) (23. abra). Ezen paraméterek
informaciot adnak a neuronpopulacié fiziologiaiaglibtarol, igy a jel (fFEPSP) kialakitasa
soran létrejoy szinaptikus atteddés hatékonysagaral is.

A méréseink soran egy 10 perces kontroll szakakZtédét koveben 15 perces OGD-t
alkalmaztunk, ezt kévéen pedig tovabbi 35 percen keresztil kovettlik asré@lt jelek
amplitidéjanak és meredekségéenek valtozasat. Az -©Gieriodus elején a fEPSP-k
amplitadéit egy enyhe emelkedés jellemezte, ameligehemids inzultus soran bekoveikez
fokozott mértélk Glu felszabaduldsnak, valamint az &ltala induk&tcitotoxicitasnak
tulajdonithatd. A regisztralt jelek meredekségébera valtozas kevésbé volt kifejezett. Ezt
kévetben az OGD 3. peradlit nagymértekk csokkenést mutattak a fEPSP-k amplitidoja (és
meredekségei), majd az ischemia 6. percére telfpegnis stintek. A 15 perces OGD leteltét
koveben ismét oxigenaltatott normal aCSF-et perfundéltanszeletre — csakugy, mint a
kontroll peridodus alatt — azonban ennek hatasama wetek vissza a fEPSP-k. Tehat a
szeleteknél alkalmazott ischemia hatasara a sHo@pttranszmisszio seérilt, melynek
hatterében a sejtek apoptotikus és nekrotikus pldsst egyarant allhat. A rendszerben
tesztelt, potencialisan protektiv hatast kifeggnyagoknal a fEPSP-k OGD-t kogefijboli

megjelenését varjuk.

Kisérleteink sordn az OxAc hataséat egy alacsonyeadamint egy magasabb ddzis esetén is
megvizsgaltuk. A 0.1 mM-os koncentraciéban alkalota@®xAc esetén az OGD hatasara az
inzultus 3. percében csokkenni kezdtek az amplkig® a meredekség, majd néhany perc
elteltével teljesen megsatek. Az OGD-t kovet regeneracido a regisztratumok mintegy
felénél volt csupan megfigyellte{60%). Ezen eseteknél az OGD veégét kéept5 perccel
jelentek meg a fEPSP-k, a jelenség azonban kevesghb10 percig allt fenn, ezutan ismét
egy amplitudo-csokkenés volt megfigyellietmely végul a fEPSP-k teljes w@fhesét

eredmeényezte.
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22.abra Az OGD, valamint az alkalmazott OxAc hatasa kivaltott fEPSP-k amplitidoira. A 15
perces OGD (szurke terilet) kdvetkeztében az fEPStartdsan eltiintek. Az 0,1 mM OxAc
hatasara atmenetileg megjelentek a jelek, de konttoszint kbzelébe csak az 1 mM-os OxAc dozis
alkalmazésa mellett tértek vissza. Normal kortlméngk kdzott egyik OxAc koncentracié esetén
sem tapasztaltunk valtozadst az fEPSP-k vizsgélt pamétereiben. Nem tapasztaltunk
szignifikans kulonbséget @ ésO kozott, valamintA, ¥ és< kdzott az utolsd 10 percben. N=9,
5,4, 4,6; £S.E.M.; n.s.=p>0.05

Az 1 mM-os koncentracioju OxAc hatasosnak bizongaltOGD-vel szemben, ugyanis a 15
perces inzultus utan 5 perc elteltével a fEPSP-klifinoinak (és slope-jainak) dinamikus
novekedése volt megfigyellietEnnek eredményeként az OGD-t k@ve0 percen belll
kontroll szintre tértek vissza a regisztralt értékEzutan egy enyhe mériékhovekedést is
tapasztaltunk, majd a regisztracio utolsé 10 peregr amplitiddk 109.38+0.52%-0s, mig a
slope-ok 124.69+1.55%-0s értékeken stabilizalédtdknak érdekében, hogy az OxAc
kontroll fEPSP-kre gyakorolt esetleges hatasatrkikaa hatdanyagot a kdvetkekisérleti
csoportjainkban egy 10 perces kontroll szakaszéfelet kbveien 50 percen at mostuk a
hippocampalis agyszeletekre. Mindkét dozis esentapasztaltuk, hogy az OxAc tartos

jelenléte ellenére sem valtoznak a fEPSP-k regiszrtékei a kontroll szakaszhoz képest.
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23. abra Az OGD, valamint az alkalmazott OxAc hataa a kivaltott fEPSP-k meredekségére. Az
OGD hataséra (szurke tertulet) az fEPSP-k eilintek, a meredekség a jelek hidnyaban teljesen
lecsokkent. Hasonlo hatéast figyeltunk meg az 0,1 mMDxAc alkalmazasakoris, &m az 1 mM-os
OxAc dozis esetén az fEPSP-k meredeksége kontroltirt kozelébe tért vissza. A normal
korilmények kozott alkalmazott OxAc dozisok nem vdbk hatdssal a kivaltott fEPSP-k
meredekségére. Nem tapasztaltunk szignifikans kil@séget B ésO kozott, valamintA, ¥ és<
kozott az utolso 10 percben. N=9, 5, 4, 4, 6&E.M.; n.s.=p>0.05
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7.4 Az OxAc hatasa a szomatoszenzoros kivaltott motcialokra intakt allaton

7.4.1 OxAc dozis hatas-vizsgalata

Annak érdekében, hogy az OxAc SEP-ekre gyakoraétddd vizsgaljuk, a kisérletek soran 30
perc kontroll szakasz felvétele utan végeztik &awénas anyagbeadast (30 perc), majd 2,5-
3 oran at regisztraltunk az amplitidékat. A kortrcdoportnal, ahol azonos térfogatu
fiziologids sooldatot alkalmaztunk, az elvezetésekan nem tapasztaltunk valtozast az
amplitadékban. Az OxAc beadasanal 5 mg/100 g-odézddzist allapitottunk meg. A
kisérletek soran a beadast k@t azonnal megindult egy markans amplitidé novekézie
abra). A beadastol szamitott 1 6ra mulva az értetéikek egy 180-190%-0s platd fazist.
Ezen doézist felezve (2,5 mg/100 g) mar kisebb rkértedvekedeést tapasztaltunk, az
amplitadék mar a kezelés végét kdert 140%-on stabilizdlodtak. A 1,25 mg/100 g-os
dozisnal a kezelés hatdsara nem tapasztaltunk wéduvekdenciat, az amplitidok stabilan
100% korali értéken maradtak, hasonl6an a kontssporthoz. A 2,5 mg/100 g, valamint az

5 mg/100 g-os csoportok esetén szignifikans kulégbsolt tapasztalhatd a kontroll
szakaszhoz képest.
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24. abra OxAc hatdsa a szomatoszenzoros kivaltottofencialokra. Az 5 és 2,5 mg/100 g —os
OxAc dozis az intravénas beadast kdvéen jeleniss mértékben novelte a SEP-ek amplitadait,
mig az 1,25 mg/100 g esetén nem tapasztaltunk anmptiévéltozast. N=5, 5, 5; + S.E.M,;
*p<0,05; **p<0,01 A ésm kozott. (Nagy és mtsai. 2010 nyoman modositva)
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7.4.2 OXAc és a 8-ketoglutarat hatasa a kivaltott potencialokra

A kovetked kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a taplsamplitido-ndvekedés
0sszefligg-e az OxAc Glu scavenger hatasara leasbkiében 166 Glu mennyiséggel.
Mivel ez a hatas a GOT altal katalizalt egyenstggikcio befolyasolasan alapszik, egy masik
termékkel megfordithato ez a folyamat. Az enzimogakoran Glu + OXA&>AKG + Asp
atalakuldas megy végbe. Amellett, hogy AKG (az Oxat-ellentétben) noveli a vér Glu
szintjét, metabolikus szerepét tekintve hasonl@OaAc-hoz. A kisérletekben alkalmazott
AKG tehat kozvetett bizonyitékot adhat az amplitidéekedés hatterében hazédo
folyamatokra.

A doézis-hatas gorbe, valamint (j irodalmi adatoapgdn (Campos és mtsai. 2011a) a 3,5
mg/100 g-os OxAc dozist, tovadbba ezzel ekvimol&i3s87 mg/100 g) AKG ddézist
hasznaltunk (25. abra). Blslépésben az OxAc hatasat vizsgaltuk, mely adzoel
kisérletsorozathoz hasonl6an azonnal névelni keazdigaltott potencialok amplitadojat. 1,5
oraval a beadast koven az amplitadék mintegy 130-135%-0s szinten stabddtak. Az
AKG az OxAc-hoz hasonldéan az amplitidok novekedésstte eb, melyek ez esetben is a
beadas utan 1-1,5 oraval elérték a 130-135%-o0de$ziAz OXAc €s az AKG egylttes
alkalmazasa is hasonl6 eredményt hozott. A kivalt@laszok amplitidéi masfél ora
elteltével elértek egy stabil, 135%-0s szintet. tatisztikai analizisek soran a kontroll
periodusban regisztralt amplitadd értékeket veketisisze a kezelt csoportok 90. perc utan
regisztralt értékeivel. Ennek eredményeként minaimakezelt csoport esetén mutatkozott

szignifikans kilénbség a 90. percet kst
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25. abra Az OxAc, az AKG, valamint 1:1 ardnyu keveékik hatdsa a szomatoszenzoros kérgi
kivaltott potencialokra. Az A-panelen lathatok a fiziolégias sooldattal kezelt kontroll csoport
normalizalt amplitidoértékei, melyek a jobb attekinthetéség kedvéért a tobbi panelen (B, C és
D) is halvdnyan fel vannak tlintetve. A 3,5 mg/100 @xAc, valamint az ekvimolaris mennyiséd
3,87 mg/100 g AKG hatdsara a kezelést kovEn szinte rogton megkezédott az
amplitidonovekedés (B, C), mig keverékik esetén batas idében kicsit késibb jelentkezett. Az
emelkedett amplitidok, és a kontroll szakasz k6zotzignifikans eltérést tapasztaltunk 1 éraval
a beadast kdvelen. N=5, 5, 5, 4 + S.E.M.; *p<0,05.
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26. abra A 25. dbra Osszesitésett verzidja. Lathathogy az anyagbeadas kdvetkezményeként az
amplitddok kissé elté tendenciaval, de a regisztracié végére minden eben 30-40%-0s
novekedést mutattak. 1 6raval a beadast kovéen mar egységesen 130-140%-o0s szint figyeliet
meg. N=5,5,5,4 + S.E.M.
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8. Diszkusszid

8.1. A fokalis ischaemias modell vizsgalata

A stroke és a kulénbéz cerebro-vaszkularis megbetegedések vilagszetieelél helyet
foglalnak el a haldlozéasi statisztikdkban. A magasrtalitdsi arany mellett a tabk
rehabilitacioja is nagy anyagi terhet jelent adélesom szamara. Az intenziv stroke-kutatas
mellett sem ismertek részleteiben az agyeér-kataskir hatterében hazédoé
pathomechanizmusok. Ennek vizsgalatahoz nyujtargkseget a kulonbézallatmodellek.
Napjainkban szamos ilyen allatkisérletes modell raidelkezésre a stroke és mas agyi
ischaemias allapotok vizsgalatahoz (Canazza é9.rak4). A sokféle modell ellenére sem
nyilik lehetségiink minden vonatkoz6 jelenség, pathologias @llegtérképezéseére. Ebib
kifoly6lag elengedhetetlen tovabbi modellek |étredga. Az elmualt évben is tébb Uj
megkozelités és mbdszer kerllt leirasra (Kasalsanatgai. 2013; Morancho és mtsai. 2012),
mely szintén jol tikrozi ezek sziikségesséegét éaffmiégét a stroke kutatas teriletén.

Az altalunk kialakitott modellnél a legfontosabBrelos vonasok kdzo6tt emlithetjik azt, hogy
a mitéti eljaras kivitelezése egysieés j0l reprodukalhaté volt. Az allatok magas &l
aranya jelzi, hogy ezen metodika j6l alkalmazhakéradreg allatokon is, mely sok
szempontbdl tikr6zi a human stroke epidemiolégidfgdleman és mtsai. 2010). Az ér
emelésével kivaltott okkluzi6 mértéke finoman siat#hatd a mikromanipulatorok
segitségeével, igy a mbédszerrel egyedilallé médamy@n adott szintre allithaté a perfazioé.
Mivel egyszeiien és sérllésmentesen valthatd ki tobb, detges hosszusagu ischaemias
periodus, a modell segitségével jol modellezteetTIA jelensége, és tanulmanyozhaték a
kovetkezmeényes fiziologias valtozasok.

A modellink tesztelésére iranyulo kisérleteinkbert &pasztaltuk, hogy az ischaemia
hatasara jeleds mértékben megvaltozott az EEG teljesitmény speidrés a kulonbéz
hulldAmkomponensek aranya. A trigeminalis rendszegerlésével Kkivaltott potencidlok
amplitidéi szinte azonnal teljesen lecsokkentekisehaemais periédus alatt. Az inzultus
nyomaban fellép funkcionalis karosodast jelzi, hogy a reperfazid¥szak alatt az
amplitidok nem érték el a kontroll szintet. A jalen valtozas azt is jol mutatja, hogy
szomatoszenzoros kérgi tertletek kozil az MCAOggkelegérzékenyebb struktara a barrel
kéreg (Sakatani és mtsai. 1990). Vizsgalataink rscgia MCA emelésének hatdsa jol
kovethed volt a spontan és a kivaltott agykérgi aktivitésgvaltozasan keresztul.

Az elektrofiziologiai vizsgalatokat kowetn az agyi ischaemia soran kialakulé esetleges

szoveti elvaltozdsokat, karosodasokat hisztologiatodikakkal is nyomon kovettik. Az 1
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nap tulélést kovéen vizsgalt 2 x 15 perc MCAO hatasa nem volt kirthat TTC festéssel.
Ez azt jelzi, hogy az elektrofizioldgiailag detdktéunkciondlis véltozasok nem vezettek
nagymértéld szovetelhaldshoz. Ennek ellenére a FJC festéa soréellyel a degeneral6édo
neuronok detektalhatok — intenziv jéldést tapasztaltunk az ipszilateralis oldalon. Ez
mutatja, hogy az ischaemia kévetkezmeényeként fizenkezeti valtozasok mégis térténnek.
Nem vart jelenség volt, hogy a 30, 45 és 60 peEAO-t kdvetien 1 nap utdn nem volt
kimutathat6 FJC jelédés. Mindazonaltal, hogy a festék kémiai szerkezeteert és
hasznalata széles kérben elterjedt, @désének pontos mechanizmusa részleteiben még nem
ismert (Schmued és mtsai. 1997). Mivel az FJC reidiiszelektiven festi a degeneral6do
neuronokat, igy feltehéen a patholdgias folyamatokban megjélenolekulak fesidhetnek
meg. 3 teoria létezik a FJC kotési célpontjaittdbm. 1) Poliamin-tedria: a festék a
kulonbo®d poliaminokhoz kdidik, mint a putreszcin, cadaverin, spermadin, hisum
(Schmued és Hopkins 2000). 2) Membran-tedria: #kekilonbod toltéssel rendelkéz
membran alkotokhoz kot, ugymint a foszfatidil-koliagy a foszfatidil-szerin. 3) Citoplazma
tedria: a festék valamely megvaltozott (dekarbdixidefoszforilalt, proteolitikusan hasitott)
citoszkeletalis fehérjéhez kot, ugymint a neurofiggnt vagy a mikrotubulus (Schmued és
mtsai. 2005). Kisérleti elrendezésinknél valGfeimp az ismételt ischaemia-reperfizio
hatdséara eltérfolyamatok is beindultak, melyben érintettek F&Stéket kdt molekulak is.

Ez adhat magyarazatot arra, hogy az ismételt, &5 xpdrces ischaemia karositd hatasa
megmutatkozott a FJC festésben 1 nap utan, mig4638s 60 perces inzultusé nem.

A modellinkben élidézett ischaemia kébbi, elhiz6do karositd folyamatait is vizsgaltuk a
30 perces MCAO esetén, 5 nap tulélést kémet A kisérletsorozatban az allatok felénél
tapasztaltunk jelédést, ami valésziiteg az egyedek kozotti valtozoé ischaemiaval szeinben
toleranciahoz kothét A jeldlédést mutatd csoportnal a degeneralédd neuronoketnell
megnovekedett mennyisidgS100 pozitiv asztrocita, valamint aktivalt miknaglsejt volt

lathatd az érintett szomatoszenzoros kérgi terkdete

Az altalunk felallitott kisérletes metodika tobbpektusbdl is alkalmasnak bizonyult az
ischaemia modellezésére (pl.: a detektalhato famiéis és strukturalis sérilés, a kisérletek
reprodukalhatésaga vagy az elhanyagolhaté modaliekintetében). Ezért a kisérletek
kovetked fazisaban ezen MCAO modell segitségével vizsgakak OxAc, mint Glu
scavenger potencialis neuroprotektiv hatasat. A&drtravénas alkalmazasa révén — egy, a
vérben megvaldsuld enzimreakcio kovetkezményeként szinte masodpercek alatt

megkezddik a Glu scavenging (Gottlieb és mtsai. 2003)atetz agyban az ischaemia soran
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feleslegben felhalmozodott Glu-nak a vér iranyabdétt ,elszivasa’. Meéréseinknél az
allatok kerinkésébe juttatott OxAc hatasa azonnrdzodott a kivaltott potencialok
valtozdsaban. Szemben a kontroll csoporttal, etbesenar az ischaemia alatt megfigyethet
volt az amplitidok névekedése, majd az MCAO-t kégptegy-két perc elteltével teljesen
rendeddott az agykérgi aktivitas, és az amplitudok kadhtszintre tértek vissza. Az Uj
ischaemias modell kialakitasa soran az MCAO cskérgi terlileteket érinti, igy a kivaltott
potencialokon keresztil nyomon kovethetunkcionalis deficit §ként a barrel kérgi
elemekhez kothét Ezen kérgi terllet kifejezetten érzékeny az agphaemiara, mely lathato
volt a kontroll csoportnal, ahol az MCAO-t kdteh az amplitidok nem érték el a kontroll
szintet. Az OxAc hatasa mogott feltebet a gyors Glu scavenging all, mely hatasara a
kisebb mérték Glu excitotoxicitas mellett a sejtek meg tudfiikzni funkcidjukat.

Az OxAc kezelésnek alavetett csoport esetén isgelxtéik a hisztoldgiai analizist. A 2 x 15
perces kisérleti elrendezésnél 1 nap tulélést kéwmeez esetben is intenziv FJC desist
tapasztaltunk, azonban az is megfigygihablt, hogy az OxAc hatasara jeléstmértékben
csokkent a FJC pozitiv sejtek szama. FICofEst csak ennél a kisérletes elrendezésnél
tapasztaltunk, de minthogy a jeldes megfigyelhétvolt az ischaemias kontroll és a kezelt
csoportnal is, ezért a jekdlodtt sejtek szamanak csokkenése az OxAc-hoz Kothet

neuroprotektiv hatasnak tulajdonithato.

8.2 OxAc hatasan vitro modellen

Ebben a kisérletsorozaban az OxAc hatasat vizégdtutuléb agyszeleten Kkivaltott

hippokampalis fEPSP-kre fizioldgias és ischaemi@dilimények kozott. A CAl-es régiobol
elvezetett fEPSP-ken keresztll tanulmanyoztuk affmhkollateralisok és a CAl-es piramis
sejtek kozotti glutamaterg szinaptikus transzmi@szimely kodzvetlenal utal a sejtek
funkcionalis allapotara. Méréseink soran oxigémlé&oz megvonasaval (OGD) idéztlil6 el

az ischaemias allapotot az agyszeletekben. Enngtéteskérben hasznalt modellnél jol
vizsgalhatd az agyi ischaemia kovetkeztében féll&lu excitotoxicitas, és a tovabbi
szovetkarosito folyamatok, valamint az ezen patfiakfolyamatokat befolyasol6 kilonkgoz

farmakonok hatasa is. Az OGD modell hasznalatazalOaAc Glu scavenger hatasatél

fuggetlendl, szelektiven tudtuk tanulmanyozni aekaola metabolikus hatasat.

Annak érdekében, hogy az OxAc normal korilményekeniefEPSP-kre gyakorolt esetleges
hatasat vizsgaljuk 50 percen keresztil a hippokdmpaeletekre mostuk aCSF-ben oldva.

Kisérleti eredményeint azt mutattdk, hogy egyikahtiazott koncentracioban (0.1, 1 mM)
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sem volt hatassal a kivaltott fEPSP-kre. Az OGDistitetek esetén az ischaemias inzultus
elss perceiben megfigyelh&kismértéki amplitido-ndvekedés utan az fEPSP-krekk, és a
15 perces ischaemias periédus utan sem jelentek Ankgzdeti amplitidondvekedés a Glu
excitaciohoz és a sejtek depolarizalédasahoz kitheg a kivaltott elektromos jelek hosszan
tartd eltinése jelzi az ischaemias folyamatok kovetkeztéeharakuld tartdos funkcionalis
karosodast. A 0,1 mM OxAc hatasara az OGD-t kieetatmenetileg megjelentek az fEPSP-
k. Ez a jelenség azonban csak rovid ideig allt fenajd a regisztralt jelek ismét csokkenni
kezdtek, majd pedig véglegeseniietek. Az 1 mM-os koncentraci6 — mely dnmagaban
szintén nem volt hatassal a kivaltott aktivitasralkalmazasaval az fEPSP-k kontroll szintre
tértek vissza az OGD periddust kdset, ami jol mutatja az OxAc-hoz kothet
neuroprotektiv hatast. Az OxAc tobb szinten, melighe és antioxidans uton fejtheti ki
jotékony hatasat. A kulonbézendogén metabolitok, Szent-Gyorgyi—Krebs intermiexk
alkalmazasa kulonbézagyi pathologias folyamatban mar tobb kisérletesndezésben is
neuroprotektivnek bizonyult. Homogenizalt agysziektaz alkalmazott OxAc, citromsav,
borostyanksav és almasav is hatékonyan csokkentette a kwvisa&al, vassal és
malonsavval kivaltott reaktiv gyokkéfaest (Puntel és mtsai. 2005; Puntel és mtsai. 2007)
Az intraperitonedlisan alkalmazott OxAc és AKG dsgitette a kainsavval kivaltott
epileptiform aktivitdst, valamint jelefgen redukalta a mitokondrialis DNS sérllést
(Yamamoto és Mohanan 2003). A Pyr neuroprotektitadia volt striatalis neuronkulttran
alkalmazott HO, indukalt karosodassal szemben (Desagher és nit98i7). Az OXAc
kedved hatasa tbbb szinten érvényesilhet: antioxidarsgdinhsaga mellett részt vesz tobb
metabolikus folyamatban, mellyel hozzajarul az gravaztartas helyreallitasahoz. Az OxAc
az acetil-koenzim-A-val reakcidba lépve (citrdtnéaz katalizalta enzimreakcid) jut be a
Szent-Gyorgyi—Krebs ciklusba, ami végeredmeénybenA@P szintéziséhez vezet. Ez a
molekula nélkilozhetetlen a ciklusiikbdéséhez tovabba a terminalis oxidaciohoz, tehat
0sszességében a bioldgiai oxidacio folyamatahozeMiz ischaemia pathomechanizmusaban
kulcsfontossdgu szerepe van a mitokondridlis digafibnak — mely altal a sejtek
energiaellatasa zavart szenved (Sas és mtsai. 2003y érthet, hogy az OxAc antioxidans
€s energiametabolizmust javitd hatasa nem elhathagoezen sejtorganellumokikbdése
szempontjabol. Tovabba, az OxAc részt vesz az aaindnetabolizmusban, az urea
ciklusban és a glikogenezisben is. Ez utébbi fobten a Pyr-karboxilaz, valamint a
foszfoenolpiruvat-karboxikinaz enzimek szubsztidja szerepel.
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Az in vitro ischaemias kisérleteink soran kapott eredmény@nbizonyitjak az OxAc
jotékony hataséat az ischaemia kovetkezményekéépdebgyi karosodasokkal szemben. Az
OxAc metabolikus és antioxidans tulajdonsagai minbigonnyal egyarant hozzajarulhatnak
a Glu scavengerként alkalmazott OXAc neuroprotdksitasahoz. Az OxAm vivo ésin vitro
ischaemias modellben valo vizsgalata soran kapetineények egyérteliien mutatjak, hogy

a hatéanyag protektiv volt az inzultussal szemben.

8.3 OxAc és Ketoglutarat hatasa a szomatoszenzorkisaltott potencialokra

Kovetked kisérletsorozatunkban a megvalaszolandd kérdésolz hogy az OxAc i.v.
alkalmazasa soran megvaltozik-e, és ha igen, milgédon az altatott allat agyi neuronalis
aktivitasa? Hizetes elképzelésink szerint azt vartuk, hogy a leastkkent Glu
koncentraciéja negativ hatassal lesz az altalaggs aktivitasra, ami a szomatoszenzoros
kivaltott potencidlok amplitido-csokkenését eredyezheti. Ezzel szemben az OxAc
dozisfiug@ mddon novelte a regisztralt amplitidokat. Ez @dat hatbanyag beadasa utan 10-
20 perc elteltével jelentkezett, és 1, 1-5 orateitden stabilizalodott az adott, akar 180%-0s
szinten. Az altalunk intravénasan alkalmazott kotréeiok (1,25; 2,5 és 5 mg/100 g) tobb
kisérletsorozatban is neuroprotektivnek bizonyultak1,25 mg/100 g OxAc redukalta a
fototrombotikus [€zi6 méretét és a degenerdloddammk szadmat (Nagy és mtsai. 2009), mig
mas kisérleteknél ez a dozis 6nmagaban nem cs@ttentvér Glu koncentracidjat, valamint
nem volt megfigyelhét hatasa a patholdgias folyamatokra sem (Campostgs.r2011a).
Sajat méréseink sordn ez a koncentracio nem bsfutgda SEP-k amplitidojat. A 2 mg/100
g-os, illetve ennél nagyobb dbézisok szamos vizsgala neuroprotektiv hatasunak
bizonyultak (Boyko és mtsai. 2012a; Campos és m@@lla; Zlotnik és mtsai. 2007).
Kisérleteinkben az OxAc nagyobb doézisban alkalma@® és 5 mg/100 g) jeleid
mértékben novelte a SEP-ek amplitadéit. Ezen jélgnmeagyarazata nertinik egyszeitnek

€s szamos kérdést vet fel. A kékdglvezetett SEP-et tobb — kilénBogzinten elhelyezkéd

— idegi elem egyuttesen alakitja ki, igy az amplitindvekedés hatterében huzodé konkrét

neuronalis valtozasok nehezen azonosithatok. Etnallenban kisérletesen vizsgalhato, hogy

V4
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helyett AKG-t alkalmazunk, akkor a GOT és GPT enemhkcid segitségevel csokkentés
helyett novelhetjik a vér Glu koncentracidjat. Kisiink soran az ekvimolaris
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hasonl6éan megnodvelte a SEP-ek amplitidéit. A né¥ekndencia rendkivil hasonlé volt a
kilénb6ad kezelt csoportoknal, 1 éraval a kezelést késetminden esetben szignifikans
kulonbséget tapasztaltunk a kontroll peribdushgzeké Ezen eredmény azt sugallja, hogy
valdsziriileg nem a vér Glu szint valtozasa all a SEP-ek anddinbvekedésének hatterében.
Az i.v. injektalas soran a keringésbe juttatott ekalak dsszetett valtozast okozhatnak a GOT
Feltételezhéien ezen anyagok fiziologiai hatasai eredményezitapmsztalt valtozastA
molekulak széles hatasspektrummal rendelkeznekaigglenség pontos magyarazata sem
egyszeii.

Elsoként felmerilhet, hogy a tapasztalt amplitido-né@dds az injektalast koven
feleslegben l|&y altalanos anyagcsere intermedierek valamilyen noditais hatasahoz
kotheth. Az alkalmazott molekulak ugyanis, serkenthetilsegtek altalanos anyagcseréjét,
kozvetlenll a Szent-Gyorgyi—Krebs cikluson kerelsitétve az anaplerotikus reakciok soran
atalakulhatnak mas, éppen hianybarsléwetabolittd. Az OxAc metabolikus és antioxidans
(nem Glu scavenger) hatasai révén, valamint az Okéniai szerkezetével és biologiai
szerepével parhuzamba hozhatd6 AKG mar tobb kibéretizonyult neuroprotektivnek
(Desagher és mtsai. 1997; Puntel és mtsai. 200faxfeoto €s Mohanan 2003). A globalis
agyi ischaemia hatasara beindulé neuronalis, dlejhdlis degeneracié csokkethetolt az
allatok ivovizében oldott AKG-val (Kovalenko és mits 2011). Hasonlo kisérleti
szignifikans mértékben csokkentette az implantédinga ndvekedését és méretét (Ruban és
mtsai. 2012). Utébbi kisérletnél a szikza pozitiv hatast a Glu scavenging-hez kototték. A
lehetséges metabolikus hatas ellen szolhatnaztro kisérleteinkben kapott eredmeény is,
mely soran az 50 percig alkalmazott 0,1 és 1 mM ©rAm volt hatassal a kivaltott fEPSP-
kre. Amellett, hogy az ivévizbe kevert, illetve .i.@lkalmazott OxAc (illetve az AKG is)
kedved metabolikus Gton kifejtett hatassal is bir, nekézvetlen magyarazatot adni a sajat
kisérleteinknél tapasztalt amplitidondvekedés téin huz6édd mechanizmusra. Masik
fontos szempont lehet az, hogy a GOT és GPT enakuoi@ soran nagymértékben valtozé
koncentraciéju koztitermékek kozott van neurotramgier, illetve neuromodulatoros
tulajdonsagu is. A Glu, mint az egyik legfontosatdrkend neurotranszmitter szélesebb
spektrumi hatassal lehet a KIRUkddésére. Megvaltozott koncentracidja a vérben
befolyasolhatja a glutamaterg transzmissziot, tbaaeltolhatja az agyi altalanos serkent

gatlé egyensulyt (Foster és Kemp 2006) a gatlo (8&®) szinaptikus transzmisszio

56



kozvetlen szabalyozasaval (Farazifard és Wu 2010tm&@nn és Semyanov 2002). A Glu
mellett fontos hatdsa lehet még az Asp-nak is, aagy affinitdssal kédik az NMDA
receptorokhoz (Chen és mtsai. 2005). Ezek meletilibi szamos magyarazat felmerilhet,
példaul a szervezet egészére kihatd esetlegestésmisz hatas. Jelenleg nem tudunk
egyértelnii és kozvetlen magyarazatot adni erre a kulonéserepsodukalhatéd jelenségre,
igy a felmeridb szamos lehetséges magyarazat nisiEséhez tovabbi kisérletek
szliikségesek. A pontos hatasmechanizmus hianyabéasisességében kijelenthetjik, hogy
az alkalmazott OxAc és AKG hatasara nagymértékaltozas tortént egy fontos
erzérendszerben, mely utalhat a Glu scavenging eddigiamert esetleges mellékhatasara is,

ami hozzajarul ezen neuroprotektiv stratégidvatkalatos ismereteinkolitéséhez.

8.4 Az OxAc és a Glu scavenging alkalmazhatosaga

A Glu a legfontosabb serkéntheurotranszmitter az eésl agyban (Zhou és Danbolt 2014),
emellett hosszan tart6 magas szintje az ISF-béserrcitotoxikus (Rothman 1984). Ezt a
jelenséget nevezzik excitotoxicitasnak, mely szapadisologias folyamatban megfigyeltet
llyen példaul a traumas agyseérilés, az agyi iscleasclerosis multiplex, az epilepszia és
az Alzheimer kor (Gillessen és mtsai. 2002; Leibpwes mtsai. 2012). Az ISF Glu
homeosztazisat kuldnbézranszporterek és intracellularis enzimek szalzagk (Danbolt
2001). Az EAAT-k jelen vannak az asztrocitak (EAAT 2) (Lehre és mtsai. 1995), a
posztszinaptikus neuronok (EAAT 3) (Conti és mt48i98) és az endothél sejtek (EAAT 1,
2, 3) (Helms és mtsai. 2012; O'Kane és mtsai. 19B®perts és mtsai. 2014)
plazmamembranjaban. Az endothél sejtekeid BAAT-k mikodése révén valdésul meg az
agy és a ver kozotti Glu transzport. Ischaemiasilkigények kozott séril az EAAT funkcid,
ugyanis kozvetett dsszefliggés van a punidaies és az ATP szint k6zott. Az EAAT-k
miikddése soran a Glu mellett harom'Na egy H jut be, valamint egy Kion jut ki a sejtbl

a plazmamembranon keresztil. Ez a transzportfolyamaros 6sszefliggésben van a Na/K
pumpaval (Rose és mtsai. 2009). A lecsokkent ATIht skovetkeztében kialakulo
depolarizacio esetén megfigyelbetz EAAT-K inverz nikddése (Nicholls és Attwell 1990),
mely tovabb ndvelheti az ISF Glu koncentraciéjatr. éndothél sejtek membranpotencialja
jobban megtartott, igy lehetséges a nagymennyisglg felvétele, majd a vérbe juttatasa
(Teichberg és mtsai. 2009). Az endothél sejtek hadiis oldalan a Glu traszport végbemegy,
azonban jelenleg nincs egyértéinbizonyiték arra, hogy ez milyen médon valésul meg

(Cederberg-Helms és mtsai. 2014). A Glu scavengazekgy—> vér irdnyd Glu elmozdulést
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erositik fel a vér Glu szintjének egyidejecsokkentésével. Tébb molekula, illetve enzim all
rendelkezésre, hogy ezt a hatast kivaltsuk, mekgekil az egyik leghatékonyabb az &ltalunk
is hasznalt OxAc.

Az OxAc nagyon széles hatasspektrumu molekula, nadkplmazasaval egyesittiet
metabolikus és Glu scavenger hatas is. Nem véletlegy az utdbbi években egyre tébb
tanulmany jelenik meg ebben a témakdrben (Boyko nésai. 2014). Az OXxAc
neuroprotektivnek bizonyult kisérletes traumas égyés (Zlotnik és mtsai. 2009; Zlotnik és
mtsai. 2007), stroke (Campos és mtsai. 2011a; Magytsai. 2009) és SAH (Boyko és mtsai.
2012a) modelleken is. Az OxAc csokkentette az iddlukepilepszia kovetkeztében
apoptotizald sejtek szamat a hippokampalis CAléggdban (Carvalho és mtsai. 2011),
valamint csOkkentette az organikus foszfat toxikatasat (Ruban és mtsai. 2014). Klinikai
vizsgalatok soran 0Osszefliggést talaltak a ver GOTG& koncentracidja és a migrén
megjelenése kozott (Campos és mtsai. 2013). A megrépacienseknél alacsonyabb a GOT
aktivitas és magasabb a vér Glu szintje. Ezen figggés szintén megfigyellieta stroke
utdni kedveé, illetve rossz kimenetel kapcsan (Campos és mt3@llb). A pozitiv
kimeneteli stroke-os paciensek vér Glu szintje alacsonyabbg ®BOT aktivitasa
szignifikhnsan magasabb volt. Ezen megfigyelésekutatnak arra, hogy a vér Glu szintje
illetve a GOT enzim kiemelten fontos téngezkilonbod patholdgias folyamatokban. A Glu
scavenging tovabbi &hye, hogy a hatas a periférias kezelés ellenéré& tsaalisan
ervényesul, azon a tertleten ahol megvaltozott @ &u koncentracidja. Hatranyos
szempontként merilhet fol, hogy az OxAc effektizida ember esetén tal nagy lenne, am ez
jelenbsen csokkenthét a rekombindns GOT alkalmazaséval (Teichberg 20A1)Glu
scavenging alkalmazhatésagaval kapcsolatban fordoy, hogy embernél a vér Glu
homeosztazia soran — mar a cirkadian ritmusban{figyedhet akar 50% valtozas is (Tsai és
Huang 2000), valamint a plazma GOT szintje is t@bb¥sére éhet meg patholdgias
folyamatok nélkdl is.

Az () neuroprotektiv megkozelitések és stratégiakgalata rendkivil fontos a kilonigoz
neurodegenerativ betegségek és elvaltozasok kapésdaitroke-kal kapcsolatos intenziv
kutatasok eredmeényeként mar szamos — allatkisiéoketie neuroprotektivnek bizonyulé-
hatoanyag kerdlt a klinikai fazisba, am ennek @tera kisérleti gydgyszerek, szinte kivétel
nélkul mind elbuktak valamelyik fazisban (Ginsb@@D9). Az eddigi kisérleteket tekintve a
Glu scavenging, valamint az OxAc hatasa nagyorefgénekiinik. Az eljaras iranti egyre
boviulé tudomanyos ismeretanyag €s a fokozodo figyelem gelmddszer kiemelten nagy

potencialis relevanciajat (Boyko és mtsai. 2014n@as €s mtsai. 2012; Teichberg 2011).
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Remélheileg a preklinikai vizsgalatok (allatkisérletek) mirhamarabb kdzelebb visznek
benniinket ahhoz, hogy megszilessen az a protakellyben az OxAc alkalmazéséaval
szamos betegség kezelésében, gydgyitasaban ére¢jaldnts eredményeket.
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9. Kbvetkeztetések

Munkénk sordn egy Uj fokalis ischaemias modellttedgink, valamint vizsgaltuk az OxAc

hatasait tobbféle kisérleti elrendezésben

Célkitizes 1
A kapott eredmények alapjan kijelentketjik, hogy
» azischaemias modell alkalmazéasanal, a fizikai tdshiedvetkeztében nem jelentkezett
makroszkdpos szoveti, illetve érsérilés.
alkalmas a TIA modellezésére is.
* amodelliink segitségével létrehozott AMCAO hat@smken detektalhat6 volt
elektrofiziolégiai modszerekkel.
* akilénbdsd hosszusagu ischaemias periodusok hatasa tobligételgiai eljarassal
is nyomonkovethétvolt.
* modelliink alkalmasnak bizonyult neuromodulatoresiraprotektiv farmakonok
hatasanak tesztelésére is. Segitségével vizsgalblatdz OxAc, mint Glu scavenger
neuroprotektiv hatasa.

Célkitiizes 2
A kapott eredmények alapjan kijelenthetjik, hogy
* az OxAc kulonboé dozisai normal (nem ischaemias) korulmények kéaéih
befolyasoltak a hippokampuszban kivaltott fEPSP-ket
* ametabolikus és antioxidans hatasaval az OxAdvitas dozisban alkalmazva

neuroprotektivnek bizonyult a globalis ischaemidgzmimben.

Celkitiizés 3

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjuk, hogy
* az OxAc dozisfugg modon novelte a szomatoszenzoros potencialok ardpli.
* a2,5mg/100 g volt a legkisebb OxAc dozis, meltabara ndvekddtendenciat

mutattak az amplitudok.

* ez a hatas valés4ileg nincs kdzvetlen 6sszefliggésben a vér Glu griek|

csokkenéseével.
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Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy kidolgozturk egy Uj, egyszedien kivitelezhe®

és jol reprodukélhato fokalis ischaemids modellt, mlynek alkalmazésaval lehdtséglink
van a perflzié pontos szabdlyzasara, illetve ado#izintre valé belallitasara. Modelliink
alkalmazasaval ujabb bizonyitékot adtunk a Glu scagnging és az OxAc neuroprotektiv
hatasara. In vitro kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy az OxA, metabolikus és
antioxidans tulajdonsagai révén neuroprotektivnek kzonyult a globalis ischaemiaval
szemben. Végul kijelenthetjik, hogy az intravénasaralkalmazott OxAc jelentésen
befolyasolta a szomatoszenzoros kivaltott valaszokami jelzi a Glu scavenging mellett

jelentkez6 tovabbi hatasok vizsgalatanak sziikségességét.
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10. Osszefoglalo

Napjainkban az ischaemias stroke-hoz és mas agyasdrofakhoz kothéthalalesetek
elékelé helyet foglalnak el a halalozasi statisztikakhbiginvel jelenleg nem all rendelkezésre
széles korben alkalmazhaté beavatkozasi éslegt emiatt a stroke-kal kapcsolatos kutatasok
kiemelten fontosak. Az elégtelen agyi keringéstvié vérellatasi hiany kdvetkezményekeént
szamos karos folyamat indul be, melyek végeredmeEmydgyi sériléshez vezetnek. Az
ischaemia alatt fellgp oxigén- és tapanyaghiany kovetkeztében felborul sejtek
energiahdztartdsa, és beindulnak az ischaemid&ddielyamatok. A csokkent ATP szint
miatt a sejtek depolarizalédnak, és sériil az ioantds. A megndvekedett intracellularis’Ca
koncentracié6 vegul a sejtek halaldhoz vezet. A Wep@cid hatasara fokozott
neurotranszmitter felszabadulas figyethemeg, mely nagymértékben hozzajarul a
masodlagos sérulések kialakitasdhoz. A glutamat) (Gmint az egyik legfontosabb serké&nt
neurotranszmitter — megemelkedett szintje rendkkaibs. Az ekkor felléfy altala medialt
folyamatokat hivjuk Glu excitotoxicitasnak. A Gluzistiéenek csokkentése kivédheti,
meérsékelheti a masodlagos karosodasokat, igy egaalaszolgal szamos neuroprotektiv
stratégianak. Ennek ellenére a legtdbb ilyen jéliisgmakoldgiai beavatkozas sikertelennek
bizonyult a klinikai gyakorlatban. Az egyik igérstmetodika a Glu scavenging, mely sorén
az emelkedett agyi Glu szint csokkenthet Glu agybol vérbe torténtranszportjanak
megebsitésével, melyet a vér Glu szintjének csokkentsiézhetink é. A Glu szint
csokkentéséhez felhasznélhatjuk a vérbeth BO@T enzim (Glu-Oxalecetsav-Transzaminaz)
altal katalizalt egyensulyi enzimreakciét, mely &orGlu és oxalecetsav (OxAc) alakul
aszpartatta és @ketoglutaratta (AKG). Az OxAc, intravénas adminigzidjaval az
egyensuly eltolhaté és a vér glutamat koncentradiégsokkenthét ezzel megésitve az
agybdl a vér iranyaba zajlé Glu-effluxot. Ez a teikh mar tobb allatkisérletben bizonyult
neuroprotektivnek, azonban a pontos mechanizmiaetyel az OxAc-hoz kodthéttovabbi
hatasok részleteiben nem ismertek teljesen. Amneaijroprotektiv kezelések és terapiak
kialakitasahoz szikséges az ischaemias folyamatagosabb megismerése, melyhez
elengedhetetlen a kulonk®Hz allatkisérletes modellek alkalmazasa. Ezen mddelle
segitségével tobb aspektusbdl vizsgalhatok azisgyaemia kiloénbdzfolyamatai, valamint

a lehetséges neuroprotektiv farmakonok hatasa istréke kutatashoz szamos kuilonkh6z
allatmodell all rendelkezésre, am még mindig vanr@ian vizsgalati szempontok,

melyekhez nincs idealis kisérleti allatmodell.
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Munkank soran kialakitottunk egy sajat otleten alaplj fokalis agyi ischaemias modellt,
mely soran egy hajlitott végersebészeti eszkdzzel, mikromanipulatorok segitadgmeljik
meg a kozéps agyi artériat (MCA), igy létrehozva az ér elzatasBovabbiakban ezen
metodikat alkalmazva vizsgaltuk a létrehozott isches allapotok hatasat elektrofiziologiai
és hisztoldgiai technikakkal, valamint modellinkanulmanyoztuk az OxAc Glu scavenger
hatdsat. A kialakitott agyi ischaemia hatdsa ebdizivldgiai modszerekkel kdnnyen
detektalhat6 volt. Az ischaemias periddus alatiVi&€A altal ellatott kérgi szomatoszenzoros
teriletl elvezetett EEG teljesitmény spektruma jebseh eltért a kontroll szakaszban
regisztralt értékekt, valamint a periférias ingerléssel kivaltott szinszenzoros kergi
potencialok amplitdo-csokkenésén is jol nyomonkiie® volt az ischaemia hatasa. Azéls
kisérletes elrendezésben 2 x 15 perces ischaewafanint 30 perc koztes reperfazids
periodust alkalmaztunk. Az MCA elzarasakor a kisthltpotencidlok amplitadoi gyors
csokkerd tendenciat kévéen eltintek, majd a reperfuzié soran ismét megjelentekade
regisztracidé végéig nem tértek vissza kontroll Bein €és mintegy 60%-0s értéken
stabilizalodtak. A mérések utan, 1 nap tulélési kbvetien TTC és Fluoro Jade C (FJC)
festést végeztink makroszkopos, illetve a finomezasati sérulések kimutatasahoz. A TTC
festés soran nem volt kimutathaté szoveti sériifég,a degeneralédd neuronokat éec50C
esetén intenziv jeldtést tapasztaltunk az érintett Kkortikalis terlletek Tovabbi

kisérletekben vizsgaltuk a 30, 45 és 60 percesa&suia hatasara bekovetkehisztoldgiai

,,,,,

i

csoportnal sem. 30 perces ischaemia hosszabb &@3ah vizsgaltuk 5 nap tulélésioid
koveben is. A kisérletsorozatban az allatok felénéldatmtunk jelobdést. Ezen csoportnal a
FJC festéssel, valamint az immunjeloléssel az @i féltekén kimutathatd volt a
neuronalis degeneracio és az aktivalt asztrociteni&soglia sejtek megjelenése. Az OxAc
Glu scavenger hatasat a 2 x 15 perces kisérledganaban vizsgaltuk. Az élsschaemias
inzultus alatt alkalmazott OxAc hatasara a kivélfmtencidlok mar az MCA elzarasa alatt
novekedést mutattak, majd rovidesen kontroll seirtigrtek vissza. 1 nap talélésisid
kovebten tapasztaltunk FJC jet@dést, azonban a degeneraldédd sejtek szama keveskpb
mint az ischaemias kontroll csoport esetében.

Kovetked kisérletsorozatunkban az OxAc metabolikus és sidiéms hatasat vizsgaltuk a
tuléls agyszeleten kivaltott hippokampdlis fEPSP-kreofizjias és ischaemias korilmények
kozott. Méréseink soran oxigén és glikdéz megvords@GD) idéztik € az ischaemias
allapotot az agyszeletekben. Az mesterséges agyegeli folyadékban (aCSF) oldott

OxAc egyik alkalmazott koncentracié (0.1 és 1 mMgtén sem gyakorolt hatast normal
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korilmények kozott az fEPSP-kre. Az OGD-s kisékeatsetén, az ischaemias inzultusiels
perceiben megfigyelhétkismérteki amplitido-ndvekedés utan az fEPSP-krakk, és a 15
perces ischaemias periddus utan sem jelentek me@lAnM OxAc hatasara az OGD-t
kovetben atmenetileg megjelentek az fEPSP-k, de rovésh idelil eltintek. Az 1 mM-os
koncentracié alkalmazaséaval az fEPSP-k gyors, réietendencia mellett kontroll szintre
tértek vissza az OGD periddust kasen.

A harmadik kisérletsorozatunkban vizsgéltuk az Oxggomatoszenzoros kérgi kivaltott
potencialokra gyakorolt hatasat. Az intakt allatokortérd méréseink soran éldépésben az

OxAc-ot intravénasan, kilénbéz— in vivo kisérletekben neuroprotektiv hatast mutato

koncentraciéban alkalmaztuk, mely soran dézéliggnplitidondvekedést tapasztaltunk. A
legnagyobb, 5 mg/100 g-os ddézis esetén 1 Oravataaldst kévéen mintegy 180%-0s
novekedeést tapasztaltunk, mig a legkisebb, 1,251@0gfQ-os ddzis nem volt hatassal a
kivaltott potencialokra. Kévetkézméréseinkben az OxAc mellett — a vér Glu szimi{teb,
OxAc Glu scavenger hatdsaval ellentétes — AKG Batés vizsgaltuk. Az ekvimolaris
koncentraciéban alkalmazott AKG, illetve az feléefaranyl OxAc-AKG keverék is hasonlé

modon és mértékben novelte a kivaltott potencialwiplitadoit.

Osszegezve elmondhatdé, hogy az altalunk kialakitotdell esetén a #éti eljaras
kivitelezése egyszér jol reprodukalhatd és elhanyagolhato a mortalithz ischaemia
hatasara bekovetk&éZunkcionalis és strukturalis sérilések is nyomoathetk kilonboz
vizsgalati modszerekkel is. A modell alkalmasnatohiyult OxAc hatasanak vizsgalatanal is,
mely soran Gjabb bizonyitékot kaptunk a Glu scairengeuroprotektiv hatasarol. Az ér
emelésével kivaltott okklizio meértéke finoman siam#hatdé a mikromanipulatorok
segitségeével, igy egyedulalld6 modon a perfuzidtagimintre beallithatd, valamint egysizen

€s sérllésmentesen valthatd ki tobb, té¢ges hosszisagu ischaemias periédus. A modell
segitségével jol modellezited TIA jelenségeln vitro kisérleteinkben tapasztalt eredmények
alapjan elmondhatjuk, hogy az OxAc 0.1, illetve Mrkoncentracioban alkalmazva nincs
hatassal a kivaltott fEPSP-kre, &m az 1 mM OxAdasmias korulmények kozott jeléat
neuroprotektiv hatassal bir az antioxidans és mékais tulajdonsagai révén. Am vivo
méréseinknél az OxAc mellett az AKG, valamint a &@kik is novelte a kivaltott
potencialok amplitudoit, eldbkifolydlag valdszitileg a hatas nincs 6sszefliggésben a vér Glu
szintjenek valtozasaval. Jelenleg sajnos nem alllaiezésiinkre magyarazat a hattérben
hazédé folyamatokra, de fontos megallapitani aegyha kilonboé allatkisérletes stroke
modellekben neuroprotektiv OxAc dozis jelishatdssal volt fiziologias korilmények kozott
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egy fontos szomatoszenzoros rendszerre. Szamosletdsé bizonyiték alapjan a Glu
scavenging, valamint az OxAc hatasa nagyon igérekenik. Az eljaras iranti egyredvild
tudomanyos ismeretanyag és a fokozodé figyelem gnodszer és a molekula kiemelten

nagy potencialjat az esetlegesdgbeli klinikai alkalmazasban.
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11. Summary

Cerebrovascular diseases and stroke currently gcauprominent place worldwide in the
statistics of causes of death. At present, thereigenerally available possibility to prevent
the harmful effects of brain ischemia, and the wtoidstroke and experimental investigations
in this scientific field are therefore highly impant. During brain ischemia, the reduced level
of perfusion induces the heterogeneous chemicalegses of the ischemic cascade. In this
cascade, the hypoxic and hypoglycemic state leadsllular bioenergetic failure, membrane
depolarization, a high intracellular €alevel, excitotoxicity and oxidative stress. These
processes finally result in the death of cells @aisdue damage. The elevated level of
glutamate (Glu), the main excitatory neurotransmitin the mammalian brain, has an
especially important role in excitotoxicity, whiehstrongly connected to the secondary tissue
damage. A decrease of the Glu level in the inteak8pace can therefore be neuroprotective.
One of the promising neuroprotective strategieselan a decrease of the excess brain Glu
concentration, is Glu scavenging. Briefly, this olwes activation of blood-resident Glu—
oxaloacetate transaminase (GOT), which resultslowaring of the blood Glu level by the
transamination of Glu and oxaloacetate (OxAc) iMe-ketoglutarate (AKG) and aspartate,
with an accelerated efflux of the excess brain @ito the blood. The intravenous
administration of OxAc, as GOT cosubstrate, caneioee decrease the blood Glu level. Glu
scavenging with the use of OxAc has proved to heaprotective in numerous studies, but
the details of the underlying mechanisms are nothgarly understood.

In order to develop novel neuroprotective treatrmesutd therapies, investigations of the
pathomechanisms of ischemia are essential. The afisanimal models provides an
opportunity to study the various processes fromesdvaspects and to test potential
neuroprotective pharmacons. Despite the numeroagable experimental stroke models,
however, certain aspects can not be investigattédtiwese methods.

In our first series of experiments, we tested aehéocal ischemic model based on occlusion
of the middle cerebral artery (MCAOQ), performed Ibgng the vessel with a microsurgery
hook with the aid of micromanipulators. We The cnsnces of MCAO were then
investigated with electrophysiological and histatad) methods, and we thereafter examined
the effects of OXAc.
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The functional changes were readily detectabl@encbrtical fields supplied by the MCA: the
power spectra of the recorded EEG samples andntipétades of the cortical somatosensory
evoked responses (SERs) from the control and isichpetiod differed significantly. In the
first group, we applied 2 x 15-min ischemic episodgerrupted by a 30-min reperfusion.
The amplitudes of the SERs decreased immediatdlyeabeginning of the ischemic period,
and then soon disappeared. Reperfusion resultdteiappearance and a gradual increase in
amplitude of the SERs, although the amplitudes mexgained the control level, attaining
only around 60% of it. After a survival time of &y following of the 2 x 15-min MCAO,
there was no detectable tissue damage with thefus&C, but well-outlined Fluro Jade C
(FJC)-positive degenerating neurons were seen ghout the ipsilateral somatosensory
cortex. After a 30-, 45- or 60-min ischemic period, FIJC staining positivity was observed.
In another series of experiments with a 5-day satvperiod, we examined the changes
resulting from 30-min MCAO. FJC-positive labelingasvobserved in half of the animals, and
S100+ and CD11b+ immunohistochemically labeled tre@acastrocytes and activated
microglia cells were also detected in these animidie Glu-scavenging effect of OxAc was
examined in the 2 x 15-min experimental paradignthen MCAO model. When OxAc was
applied in the first ischemic period, the decreaseyblitudes of the SERs began to recover
even during the ischemia, and finally reached tirgrol level. After a survival time of 1 day,
the OxAc treatment proved to be protective agammstfocal cerebral ischemia, since it led to
fewer FJC-labeled cells in the same area as compétle the ischemic control group.

In in vitro experiments, we investigated the possible metakaniid antioxidant effects of
OxAc on hippocampal field excitatory postsynaptatgmtials (fEPSPs) under physiological
and ischemic conditions evoked by oxygen-glucogmidation (OGD). OxAc at 0.1 or 1 mM
in artificial cerebrospinal fluid caused no changethe fEPSPs during the recording period.
The fEPSP amplitudes slightly increased, but thartes] to decrease and finally disappeared
during and after the OGD. The application of 0.1 n@RAc resulted in short transient
increases in amplitudes of the fEPSPs, but they dgain disappeared at the end of the
recording period. 1 mM OxAc, however, increased flBBSPs, which finally reached the
control levels of fEPSP amplitudes and slopes.

In our final experiments we, examined the poss#ffects of OxAc on the SERs under
normal (non-ischemic) conditions. The applied dage®xAc (1.25, 2.5 and 5 mg/100 g) had
earlier proved neuroprotective in othewivo studies. In contrast with our expectation, OxXAc
administration (i.v.) resulted in an increase ie #mplitude of the SERs, this phenomenon

demonstrating definite time and dose dependence&c @t 1.25 mg/100 g had no effect on
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the SERs, but the highest dose (5 mg/100 g) of Gréieased the amplitudes to 180-200%
of the control level. In the AKG was applied i.thjs molecule has an opposite effect on the
blood Glu level (a decreasing effect), but its rheter and antioxidant properties are similar.
Administration of equimolar AKG and also a 1:1 OxAKG mixture resulted in the

increases in the SER amplitudes, in a similar maasén the OXAc group.

To summarize, this simple model involving lifting the distal MCA is highly reproducible
for the induction of short-lasting, focal transiecdrtical ischemia in the rat. The early
functional and later structural consequences ofoitaén ischemia following MCAO can be
readily observed and examined. OxAc proved to héapgotective. These results clearly
demonstrate the effect of OxAc as a Glu scaveraget,the value of this ischemic model for
the investigation of different neuroactive pharmagical agents. This new method offers an
easy way to study the effects of transient ischattecks with precise regulation of the blood
flow, and to set the required level of perfusiam.ourin vitro experiments, 0.1 and 1 mM
OxAc had no effect on the evoked hippocamnpal fEPS@Rler normal conditions, whereas 1
mM OxAc was neuroprotective against the harmfuke&f of the 15-min OGD via its
metabolic and antioxidant action. In our laswivo experiments, OxAc and AKG increased
the amplitudes of the SERs. This result suggeststtiis phenomenon is not based on the
changes in blood Glu level. At present, we canpetsy the underlying mechanisms. Further
investigations are required to elucidate these ggees. However, it may be concluded that
OxAc doses provide many beneficial effects and oynatection can influence the important
somatosensory system under normal conditions. M@aomising studies have suggested the
advantages of the effects of Glu scavengers, gmecedly OxAc, which strengthens the view
that it may potentially be applied as a novel npuwtective agent for the treatment of

ischemic stroke patients in the future.
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