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Bevezetés

A demencia a nyugati tarsadalmakat érint6, névekvé gyakorisagu népbetegség, ahol a
betegek kognitiv hanyatlasa kérositja az életmindséget, és sulyos terhet r6 a tarsadalomra és
az egészséglgyi elatdrendszerre. Szamos demenciaval jaré klinikai korkép (pl. Alzheimer-kor
[AD], vaszkularis demencia, Binswanger betegség) kezdeti fazisaban kimutathaté az agyi
perflzid tartos csokkenése, ami feltehetdleg a betegség kialakuldsahoz is hozzajarul. Az agyi
hipoperfuzioval 6sszefiiggd kognitiv zavarok szamos kardiovaszkularis krizisallapot soran (pl.
pitvarfibrillacié, miokardialis infarktus, nyitott szivmitét) IS megfigyelhetéek. A
demenciakban tapasztalt kronikus agyi hipoperfuzidé és a neurodegenerativ folyamat ok-
okozati 6sszefliggése nem tisztazott, ezért a csokkent agyi vérataramlas kisérletes vizsgalatara
alkalmas mddszereknek nagy jelentdségiik van a kognitiv tiineteket mérséklé vagy megel6z6
neuroprotektiv stratégidk kifejlesztésében.

A két artéria (a.) carotis communis tartés lekdtése (2VO="two vessel occlusion”)
patkdnyban a Willis kor kompenzacioja révén az elbagyi struktirak enyhe, de tartds
verataramlas csokkenését eredmenyezi. A parietotemporalis kéregben és szamos
fehérallomany (WM)-i teriileten 60-70%-0s, a hippokampuszban 40%-os veérataramlés
csokkenés tapasztalhato kdzvetlenll 2VO-t kovetéen, mely 8 hét-3 honap elteltével kozel az
eredeti perfizios értékre tér vissza. Ezzel egyitt atmenetileg fellépé energiaellatési zavar és
tartdésan csokkent metabolikus aktivitas jelentkezik. A kdvetkezmeényes szdveti karosodashoz
gyulladasos reakcio és feltehetleg az oxidativ stressz is hozzajarul. SzOvettanilag, 2VO-t
kovetden enyhe neuronpusztulas, dendritkarosodas, valamint a gyulladdsos reakciora utal6
asztrocita proliferaci6 és mikroglia aktivacié figyelheté meg a hippokampuszban, a kéregben
és tobb WM-i teriileten. A kronikus agyi hipoperfuzié kdvetkezményeként szamos tanulasi
teszttel is igazolhatd progressziv térbeli tanulasromlas figyelhet6 meg mind a hipoperfuzid
korai (~2 hét), mind kés6éi fazisaban (>3 hoénap). A 2VO-t koveté neuronkarosodas és
gyulladasos reakcio meérséklése hatekony lehet a kognitiv tlinetek megel6zése céljabol.

Az idegsejtek iszkémias karosodasaban a mitokondriumok diszfunkciéjanak kdzponti
szerepe van. Az iszkémias prekondicionélas soran rovid szubletalis iszkémiés inzultusok
kivedik egy késébbi, egyebként letalis iszkémias epizod hatasat. A folyamatért a
mitokondriumok belsé membranjaban talalhaté mitokondrialis ATP-szenzitiv K* (mitoKatp)
csatornak kinyilasat tartjak feleldsnek, ami a 1égzési lanc védelmét okozza és szamos adaptiv

mechanizmust indit el. A mitoKatp csatornanyitd diazoxid (DIAZ) elékezelésként alkalmazva



szamos in vitro iszkémias Kisérletben és in vivo iszkémia/reperfiziés modellben is
neuroprotektivnek bizonyult. A vegyilet tartdésan fennalld iszkémia sorén, illetve a klinikailag
relevansabb utdkezelésként alkalmazva hatdsat kordbban még nem vizsgaltak.

A ciklooxigenaz (COX) enzimek altal termelt prosztanoidok fontos szerepet jatszanak
az agyi vérkeringés szabalyozasaban. A COX-1 izoforma konstitutiv termelédése révén vesz
részt az agyi értonus fenntartasaban, a COX-2 enzim elsdsorban iszkémia, illetve gyulladdsos
reakcio sorén indukalddva toxikus prosztanoidok és szabadgyok termelés révén jarul hozza az
iszkémias neuronkarosodas kialakulasahoz. A szelektiv COX-2 gatlok in vitro és tébb
iszkémia/reperfuziés valamint stroke allatmodellben csokkentették az iszkémia indukélta

neuronpusztulas mértéket és mérsékelték a gyulladasos reakciot.

Celkitiizések

Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljunk két, potencialisan neuroprotektiv
gyogyszeres kezelés (a DIAZ és a szelektivinem-szelektiv COX gatlok) hatasat 2VO-val
létrehozott agyi hipoperflzié kiilonboz6é idépontjaiban (3 nap, 2 hét, 13 hét), patkanyban.

El6szor leirtuk és 6sszehasonlitottuk a 2VO altal létrehozott térbeli tanulasi zavart, a
neuronkarosodast, dendritpusztulast, asztrocita proliferaciét és mikroglia aktivaciot a
hippokampusz és néhany WM-i régi0 teriiletén az agyi hipoperfuzié korai és késoi
szakaszaban.

Masodszor, kivancsiak voltunk a DIAZ esetleges jotékony hatasara a 2VO modellben.
Osszevetettiik a DIAZ elékezelés prekondicionalé hatasat a DIAZ utdkezelés hatésaival.
Tovabba, megvizsgéltuk a DIAZ utbkezelés és az oldoszerkent adott antitrombotikus hatasu
és szabadgyokfogo dimetil-szulfoxid (DMSO) additiv hatasait a 2VO modell kés6i fazisaban
(13 hét).

Harmadszor, teszteltik egy szelektiv és egy nem-szelektiv COX gatld (NS-398 és
indometacin) hatasat a térbeli tanulés és a szdvettani elvaltozasok tekintetében 3 nappal és 2
héttel a 2VO utan.



Anyagok és Modszerek
Miitéti eljaras és Kisérleti csoportok

Kisérleteinkhez 242 him Wistar patkanyt hasznaltunk. A Kiserleteket a Szegedi
Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsaganak engedélyével végeztik. Az allatok egyik részén
intraperitonedlis (i.p.) 5% klorél-hidratos altatast kovetden 2VO-t végeztiink, masik része
aloperalt kontrollként szolgalt (SHAM). Az allatokat a miitét, a kezelések és a talélési id6
alapjan osztottuk csoportokba. Az elsé kisérletben a miitét utan 13 hetes talélés mellett
vizsgéltuk az 5 napos posztoperativ i.p. DMSO (0,25 ml) és DMSO+DIAZ (5 mg/kg 0,25 ml-
ben) kezelés hatdsait 2VO és SHAM Aallatokon. Kontrollként kezeletlen allatok szolgaltak. A
masodik kisérletben 2VO-t kovetd 2 hetes tulélési idé6 mellett alkalmaztunk 5 napos i.p.
ismételt (5x0,5 mg/kg) vagy egyszeri bolus DIAZ el6kezelést és ismételt (5x0,5 mg/kg)
utokezelést 0,1N-os NaOH (0,25 ml) olddszerben oldva. A harmadik kisérlet soran 3 nap és 2
hét posztoperativ tulélés mellett végeztink indometacin (3 mg/kg, i.p.), NS-398 (15 mg/kg,
i.p.) vagy oldoszeres (0,5 ml 5% NaHCO3) utdkezeléseket 2VO és SHAM patkanyokon. Az

elsd injekcidt kdzvetleniil a miitét utdn adtuk.

Szdvettan
Miitét Morris
(SHAM, Talélési water- Krezil- COX-2  MAP-2 GFAP OX-42
Kisérlet 2VO) Kezelés id6 maze ibolya immuno immuno immuno immuno
SHAM C (kezeletlen) + + + +
1 VO DMSO 13 hét + + + +
DMSO+DIAZ + + + +
C (NaOH) + + +
SHAM DIAZ uto ) + + +
2 VO DIAZ el6 2 het + + +
DIAZ el . + + +
boélus
C (NaHCO:3) + + + + +
3 SHAM indometacin 3 nap + + +
2VO ometac 2 hét
NS-398 + + +

A csoportok és a vizsgalt paraméterek dsszefoglaldja a 3 kisérletben. Roviditések: 2VO:
kétoldali artéria carotis communis okkldzié; C: kontroll; COX: ciklooxigenaz; DMSO:
dimetil-szulfoxid; DIAZ: diazoxid; GFAP: glialis fibrillaris acidikus protein; immuno:
immuncitokémia; MAP-2: mikrotubulus asszocialt fehérje-2; el6: el6kezelés; utd: utdkezelés;
SHAM: aloperalt kontroll.

Térbeli tanuléasi teszt
A Kkisérleti protokolloknak megfelelden az allatokat 1 héttel illetve 11 héttel a miitétet
kovetden a Morris vizi Utvesztdben (watermaze) [MM] teszteltiik 5 napon keresztiil, naponta

kétszer. A MM lényege, hogy az allatoknak 2 perc alatt kell megtalalniuk a kor alakd, 160 cm



atméro6ja, vizzel toltott medenceben, egy 2 cm-el a vizfelszin ala rejtett platot. A tajekozodast
standard kép es hangforras segitette. Azokat az &llatokat, amelyek nem taldltak meg 2 perc
alatt a platot, odavezettilk. A patkanyok minden préba végén 15 mp-et toltottek a platon. Az
Uszas soran megtett tdvolsagot és az Uszasi idot regisztraltuk egy szamitogépes képalkotd

analizal6 rendszerrel.

Szdvettani vizsgalatok

3 nap, 2 hét vagy 13 héttel az operaciot kovetéen az allatokat 5%-0s klorél-hidrattal
i.p. tolaltattuk, 4%-os paraformaldehiddel perfundaltuk és az agyakat eltavolitottuk.
Ertékeltik a 13 hetet talélt allatok hippokampusz és kéreg lézidinak gyakorisagat, majd
minden agybol fagyaszté mikrotommal 20 um vastag frontélis metszeteket keészitettink. A 3
nap és 2 hét talélésti csoportbol szarmazé metszetek egy részén krezil-ibolya festést
végeztink. E mellett a kisérleti protokollnak megfeleléen (lasd tablazat) immunhisztokémiai
modszerrel jeldltik a COX-2 pozitiv neuronokat, mikrotubulus asszocialt fehérje-2 (MAP-2)
jeloléssel a denritpusztulast, glialis fibrillaris acidikus protein (GFAP) jeldléssel az asztrocita

proliferaciot és OX-42 jeldléssel a mikroglia aktivaciot.

Mennyiségi morfometria

A krezil-ibolyaval festett metszetekrdl 40x-es nagyitas mellett fényképet készitettiink a
hippokampusz CA1l és CA3 piramissejt rétegérél és a gyrus dentatus (DG) szemcsesejt
rétegérél. A masodik kisérletben piramissejt szdmolast végeztink a hippokampusz CAl-es
régiojaban egy optikai racs segitségével. A harmadik kisérletboen a harom sejtréteg
karosodasanak gyakorisdgat szemikvantitativ mddszerrel értékeltik. Az elsé kisérletben
meghataroztuk a COX-2 pozitiv sejtdenzitast a CA3 piramissejt- és a DG szemcsesejt
rétegeiben. A MAP-2 jeldlt metszeteken a CA3 stratum (str.) lucidumban a jel6lt terulet
szazalékos lefedettségét hataroztuk meg a teljes teruletre nézve. A GFAP-pozitiv és az OX-
42-pozitiv metszeteken ugyancsak a szazalékos lefedettséget meértiik a hippocampus
régidiban, a corpus callosum és a capsula interna teruletén. A tractus opticus tertletén relativ

optikai denzitast mértunk.

Statisztikai analizis
A MM eredmeényeinek statisztikai értékeléséhez kétszempontos ismételt méréses
varianciaanalizist (ANOVA), majd a least significant difference (LSD) post hoc tesztet

végeztik. A MM-ben elvétett Uszasi prébak szazalékos aranyat az dsszes proba aranyaban,



valamint a hippokampalis sejtréteg karosodast mutatd allatok gyakorisdgat chi négyzet
probéaval hasonlitottuk 6ssze a kisérleti csoportok kozott. A MAP-2, GFAP és OX-42
immunhisztokémia eredményeit kétutas vagy haromutas ANOVA-val értékeltiik a miitét,

talélési id6 és kezelések alapjan, majd LSD post hoc tesztet végeztink.

Eredmények

Térbeli tanulési teszt

A MM térbeli tanuldsi tesztben a SHAM allatok tszasi tavolsaga az egymast kovetd
probék soran csokkent, mind 2 héttel, mind 13 héttel az operaciot kovetéen, mig a 2VO
allatok szignifikdnsan rosszabbul teljesitettek mindkét idOpontban. Hasonlé eredményt
tapasztaltunk az elvétett probak aranyaban is. A DMSO kezelés 6nmagaban is, de kuléndsen a
DIAZ utokezeléssel egyitt, kivédte a tanulasi zavart 13 héttel a 2VO utan. Mind az ismételt,
mind a bélus DIAZ eldkezelés csokkentette a hipoperfuzid okozta térbeli tanulasromlast 2
héttel a mitétet kovetben, mig az utdkezelés hatdstalan volt NaOH oldoszer alkalmazasa
mellett. A COX-2 gatlo NS-398 megeldzte a 2VO allatok tanulési zavarat, de az indometacin

kezelés statisztikailag hatastalan volt.

Neuronkarosodas, dendritpusztulas és makroszkopos agyi 1ézid

progressziv sejtréteg karosodast és enyhe mértékii (7%-0s) sejtpusztulast tapasztaltunk. A
CA3 és a DG sejtrétegeiben a karosodas 2VO utdn 3 nappal gyakoribb volt, mint 2 hét
elteltével (37,5% vs 20%). 13 héttel a 2VO-t kovetden az allatok kétharmada mutatott
makroszkopos hippokampusz 1éziot, szovettanilag pedig szignifikdnsan alacsonyabb COX-2
pozitiv szemcsesejt denzitast talaltunk a DG tertletén. A MAP-2 jel6lés a hippokampusz CA3
str. luciduméaban a 2VO hatésara progressziv dendritpusztulast mutatott. A DIAZ el6kezelés
kivédte a CAL piramissejt pusztulast a 2VO utdn 2 héttel. A DIAZ+DMSO kezelés
csokkentette a makroszkopos hippokampusz 1éziok gyakorisagat a 2VO-t kovetden 13 héttel.
Mindemellett a DMSO kezelés dnmagaban is mérsékelte a COX-2 pozitiv szemcsesejt
pusztulast a DG tertletén. A NaOH-ban oldott DIAZ utdkezeléskent hatastalan volt. Az
indometacin kezelés novelte a CA1 és CA3-ban a nekrotikus sériilés gyakorisagat 3 nappal
(50-60%) a 2VO utan, 2 hét (0%) elteltével azonbam mar nem tudtunk léziét detektalni. Az
NS-398 a DG-ben fokozta a 1ézid gyakorisagot (100%), de a CA3-ban csokkenést okozott a



kontroll 2VO allatokhoz képest (0% vs 20%). Egyik COX gatlo kezelés sem befolyasolta a

MAP-2 pozitiv dendritsériilés mértékét.

Asztrocita proliferacio

idopontban kiértékeltiik, a corpus callosum, a capsula interna és a tractus opticus teriletén
csak 13 héttel a 2VO utan vizsgaltuk. 2VO-t kovetéen 3 nappal ¢és 2 héttel a
hippokampuszban még nem jelentkezett valtozas, de 11 héttel késébb mar csokkent GFAP-
jelolédést tapasztaltunk. Az asztrocita proliferacié a corpus callosum és a capsula interna
tertiletén nem valtozott, a tractus opticusban ndévekedés jelentkezett. A DIAZ utdkezelésként
hétnél a DMSO-val egyitt csokkentette a GFAP szignalt, de csak a corpus callosum terdletén.
Az indometacin kezelés nem befolyasolta, ugyanakkor az NS-398 fokozta az asztrocita

proliferaciot 2VO utan 3 nappal a hippokampusz CAL teriletén.

Mikroglia aktivacid

Az OX-42 pozitiv mikroglidk aktivaciojat ugyanugy vizsgaltuk, mint az asztrocita
proliferaciot. A hippokampusz teriiletén a hipoperfuzié elsé 2 hetében nem tapasztaltunk OX-
42 jelfokozodast. Tizenegy héttel késébb a 2VO allatok mikroglia aktivacioja mar
szignifikdnsan magasabb volt a CALl régioban, mint a SHAM allatok esetén. Mindemellett a
mikroglia aktivacio a corpus callosum ¢és a tractus opticus teriiletén is jelentdsen emelkedett.
A DIAZ elokezelés nem valtoztatta meg a mikroglia aktivacid mértékét, mig az utdkezelés
megduplazta az OX-42 jelolédést a hippokampusz CA1 régidban. Ugyanakkor 2VO utan 13
héttel a DMSO-ban adott DIAZ utokezelés csokkentette a mikroglia aktivaciét a
hippokampusz és a corpus callosum teriletén. A DMSO kezelés énmagaban a tractus
opticusban mérsékelte az OX-42 festddés mértékét. A mikroglia aktivacio mértékét a COX

gatld kezelések nem befolyasoltak.

Osszefoglalas és megbeszélés
A 2VO-val létrehozott kronikus agyi hipoperfuzid hatésai a vizsgalt paraméterekre
Valtozasok az agyi hipoperfuzio késoi fazisaban

Az elsé kisérlet soran az agyi hipoperfizid hatasira jelentkezd kognitiv és

hisztopatologiai eltérések az AD-ben tapasztalt karosodasokkal koherensek, ami arra utal,



hogy a karosodott agyi perfizié inicialhat progressziv gyulladast és neurodegenerativ
folyamatot. Tizenegy héttel a 2VO-t kovetden szignifikans tanulasromlést tapasztaltunk a
MM tanuldsi tesztben. A hipoperfuziot kovetd 2 hétben csak mérsékelt neuronvesztést és
dendritpusztulast tapasztaltunk a hippokampuszban, amig 13 héttel 2VO utdn mar
makroszkopos 1éziok is gyakran el6fordultak, ami a folyamat progressziv jellegére utal. E
mellett a COX-2 pozitiv neuronszdm csokkenés a DG-ben a memoriakarosodassal fligghet
0ssze. A 2VO modell kés6i fazisaban az asztrocita proliferacio régidspecifikusan csak a
tractus opticus és a corpus callosum tertletén emelkedett, ami hasonlé az AD-ben leirt
valtozasokhoz. Ez arra utal, hogy az asztrocita proliferaci6 mértéke valoszinlleg a
hipoperfuzo sulyossagaval fligg 0ssze. A fokozott mikroglia aktivacio a hippokampusz és a
WM tertiletén a fennalld gyulladasos reakciot jelzi.

Véltozasok az agyi hipoperfuzio korai fazisaban

A krénikus agyi hipoperfazié korai id6szaka és az akut szisztémas keringési zavarok
sorén tapasztalt memdriazavarok parhuzamba allithatok egymassal, utébbiak hatterében az
iszkémias neurohisztologiai  eltérések nem ismertek. A masodik és harmadik
Kisérletsorozatokban a 2 hetes enyhe agyi iszkémia reprodukalhatd térbeli tanuldsi zavart
okozott. Szdvettani vizsgalatainkkal a hippokampusz neuronrétegeinek enyhe és szelektiv
karosodasat, valamint stlyosbod6 dendritpusztulast mutattunk ki glia aktivacié nélkul.

A DIAZ kezelés hatasai

A DIAZ utdkezelés anorganikus olddszer alkalmazdsaval a tanuldsra és a
neuronpusztuldsra nézve nem mutatott jotékony hatast a hipoperfuzido elsé 2 hetében,
ugyanakkor fokozta az iszkémianak Kitett gliasejtek aktivacidjat a hippokampusz teriiletén. A
DIAZ hatésat az asztrocitakra és a mikrogliara eddig nem tisztaztak és az altalunk tapasztalt
aktivacio funkcionalis jelentéségét nem siker(lt igazolni. Ezzel szemben a DMSO-ban oldott,
DIAZ-al kezelt allatok 13 hét elteltével is megérizték a tanulasi képességiiket. A kezelés
kivédte a makroszkdpos léziok kialakulasat és mérsékelte a mikroglia aktivacio mértékét a
hippokampuszban és a corpus callosum terlletén, ami a DMSO DIAZ-ot potencial6 hatasara
utal. A DMSO kezelés 6nmagaban is mutatott neuroprotektiv hatast. Mérsékelte a léziok
gyakorisagat, kivedte a DG COX-2 pozitiv szemcsesejtjeinek pusztulasat, illetve a mikroglia
aktivaciot a tractus opticus teruletén. A neuroprotekcid hatterében a DMSO jol ismert

szabadgyok fogd és antitrombotikus hatasai allhatnak.



A DIAZ el6kezelés szemben az utokezeléssel Onmagaban is neuroprotektivnek
bizonyult a 2VO modellben. Mind az ismételt, mind a bolus eldkezelés kivédte a
tanuldsromlast és a neuronpusztuldst a hippokampuszban. A memoriara gyakorolt jotékony
hatasat valoszintileg ismert idegsejt-prekondicionald hatasa réven hozta létre, amely

megelézte az iszkémids neuronpusztulas kialakulasat.

A COX gétlok hatésai

A harmadik kisérletsorozatban az NS-398 kezelés kivédte a tanulasi zavart.
Ugyanakkor mind az indometacin, mind az NS-398 karos hatast gyakorolt a hippokampusz
sejtrétegeire a SHAM és kilondsen a 2VO allatokban. A szerek nem befolyasoltdk a
szinaptikus denzitast, az asztrocita proliferaciot és a mikroglia aktivaciot a hippokampusz
teruletén. Eredményeink indirekt médon utalnak arra, hogy a hippokampusz sejtrétegeinek
intakt allapota nem sziikséges feltétele a térbeli tanulds folyamatanak. Tehat a szelektiv COX-
2 gatlas vagy a tulélé hippokampusz neuronok funkcidjat érizte meg, vagy a térbeli tanulasert
felelds egyéb agyi struktirakon fejtett ki védo funkciot a gyulladasos reakcidé mérséklése és a
fiziologias COX-1 aktivitas meg6rzése révén. A COX gatlas idegsejtekre gyakorolt kéros
hatdsa arra utal, hogy a COX-2 enzim altal termelt egyes prosztanoidok fontosak lehetnek az
iszkémids karosodassal szembeni védelemben.

Kisérleteinkb6l az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le. A mitoKatp Csatornanyit6
DIAZ elékezelésként alkalmazva kivédi az agyi hipoperfuzidval 6sszefliggd memoriazavart,
ezért alkalmas lehet az el6re prognosztizalhatd agyi keringési zavarok kognitiv tlineteinek
megel6zésére. A COX-2 enzim A&ltal mediélt gyulladasos reakcié gatlasa hatékonyan
csokkenti az agyi hipoperfazié okozta térbeli tanulasromlast, ugyanakkor a COX-2 gatlok

adasa karos kovetkezményekkel is jarhat az iszkémias idegsejtek talélése szempontjabol.
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gondolkodésom fejlddését és sokat segitett a kéziratok elkészitésében is. K6szondm tovabba

neki a tézis elkészitéséhez nyujtott sok segitséget. Koszondém Prof. Paul G. M. Luitennek,



hogy keétszer egy honapot tolthettem Hollandidban a Groningeni Egyetem Molekularis

Neurobiol6giai Intézetében az immunhisztokémiai munkéak egy részének elvégzése celjabol.

Szeretném megkdszonni az Elettani Intézet dolgozdinak, kiilondsen a cerebrovaszkularis

laboratérium tagjainak a vidam pillanatokat es a hétkdznapi problémakban nyujtott segitséget.

Koszondm tovabba az Anatomiai Intézet dolgozdinak, hogy a munkdm egy részet ott

végezhettem, és a szdvettani munkakban nydjtott segitséget. Koszonet illeti Prof. Toldi

Jozsefet, hogy lehetévé tette szamunkra a tanulasi tesztek elvégzését. Végiil, koszonetet

szeretnék mondani csaladomnak és barataimnak, akik mindig tamogattak engem.
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