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1. Bevezetés

Az iszkémias stroke vilagszerte a harmadik leggyakoribb halalok, valamint a rokkantsag
vezetd oka. Ennek ellenére jelenleg nem all rendelkezésiinkre olyan terapias lehetdség, ami a
betegek minden csoportjaban hatékony lenne. Az iszkémias stroke-on atesettek alig 3-5 %-a
kerlil az iszkémias inzultust kovetden idGablakon beliil (3-4,5 6ra) megfelelé betegellatd
intézménybe, €és ezen kis betegpopulacid kevesebb, mint egyharmadanal hatdsosak a jelenleg
»arany standardnak” szdmité trombolitikus vagy trombektomias terdpidk. Ezen tények szdmos
kutatast 6sztonodztek arra, hogy olyan tjszerli terapias lehetdségeket fejlesszenek ki, amelyek
segitségével a hatdéanyagok a sériilt teriiletre célzottan juttathatok be, javitva ezzel a kezelés

hatékonysagat, valamint mellékhatasprofiljat.

1.1. Az agyi iszkémiaval jaro sejtkarosodas patomechanizmusa és a terjedo

depolarizacio

Az agy egészének keringészavara globalis, mig az egyes agyteriiletek vérellatasi zavara,
ateroszkerdzis vagy embolizacido kovetkeztében, fokalis agyi iszkémidhoz vezet. Az agyi
iszkémiaval jard6 Oz- és tapanyag-hianyra a neuronok kiilondsen érzékenyek, hiszen
anyagcser¢jiik rendkiviil aktiv. Amennyiben a lokalis agyi vérataramlas (cerebral blood flow,
CBF) a normal 50 ml/100 g/min értékr6l 10 ml/100 g/min ala esik (,infarktus kiiszob”), a
neuronok ionpumpafunkcioi karosodnak és a sejtek energiatermelése anaerob utra terelodik. Ha
ez az allapot 4 percél tovabb all fenn, a neuronok elpusztulnak. Az iszkémias teriiletet, a
kéarosodas mértékétdl fliggden feloszthatjuk mag és penumbra régidkra. Az iszkémias magban
a szOveti perfiizid markansan, az eredeti aramlas 20 %-a ala csokken (<15 ml/100 g/min), ami
a sejtek végleges karosodasahoz vezet. A magot 6vezd penumbraban a sejtkérosodas
trombolizis esetén még visszafordithato, ebben a régidban az agyi vérataramlds mérsekelt,
20-40 % (15-25 ml/100 g/min) kozotti csokkenése figyelheté meg. Mig a mag régiod sejtjei
véglegesen karosodtak, a penumbra elektrofiziologiailag inaktiv, de életképes sejteket
tartalmaz. Mivel a penumbra sejtjei még megmenthetdk, ez a teriilet keriilt a neuroprotektiv
terapias torekvések célpontjaba.

Az agyi iszkémia sordn, a tapanyag- és Oz-hiany kovetkeztében, a sejtek
energia-termelése anaerob glikolizis utjara all at, ami laktat-termeléssel jar. A szoveti
laktat-koncentracio emelkedésével a szoveti pH egyre alacsonyabb értékek iranyaba tolodik. A
laktat felhalmozodas mellett a szoveti pCO2 is tobbszordsére emelkedik az anaerob glikolizis
kovetkeztében. A felhalmozddd savi metabolitok hozzdjarulnak az iszkémias teriilet

kérosodasahoz, rontva a sejtek ttlélési esélyét. Fokalis iszkémia kisérletes modelljében, az



artéria cerebri media elzarasakor (middle cerebral artery occlusion, MCAOQ), a mag régioban a
pH markansan, 6,0-6,2 pH értékre esik, mig a penumbrara jellemzd szoveti aciddzis
mérsékeltebb, 6,5-6,9 pH érték koriili.

Fontos kiemelni, hogy a penumbra egy dinamikusan valtozo régid, idoben és térben
egyarant. Orakkal, vagy akar napokkal az iszkémias inzultust kovetden a mag-penumbra régio
hatararol spontan terjedé depolarizaciok indulnak ki (spreading depolarization, SD). Az SD-k
az iszkémias inzultust kovetden ismétlddé mintdzatban még napokig kialakulhatnak, és
hozzajarulnak az iszkémias infarktus ,,éréséhez”, a penumbra elvesztéséhez. Az SD a neuronok
és gliasejtek egy kritikus térfogatanak (~1 mmd) hullamszerien tovaterjedd, kozel teljes
depolarizacioja, melyet az agyi elektromos aktivitds atmeneti depresszidja kovet. Az SD
2-6 mm/min-es terjedési sebességgel halad végig a sziirkeallomanyon, a kivaltas fokuszabol
radidlisan, minden irdnyba. Az SD jellegzetes elektrofiziologiai jellemzdje a tranziens, negativ
DC-potencidl (direct current) kitérés, ami az agykérgi spontan elektromos aktivitds dtmeneti
depressziojaval jar. Csokkent vérellatasu agyszovetben, az elégtelen energia-ellatas mellett a
megemelkedett extracellularis K*-, illetve glutamat-koncentracié teheté feleléssé a
kialakulasaért. Az SD soran felszabadulo vazoaktiv metabolitok és ionok (K*, laktat,
ATP/ADP, adenozin, prosztaglandinok), valamint a fokozott energia-igény a szovet
metabolikus statuszara jellemzé hemodinamikai valaszt valt ki. Kisérleti koriilmények kozott,
intakt, ép vérellatasu agyszovetben az SD-vel jaré vérataramlasi valasz 3 komponensi: a
kezdeti negativ DC-potencial kitéréssel parhuzamosan rovid tranziens hipoperfizid, majd
tranziens csucs- és késoi hiperémias szakaszok kovetkeznek be, melyeket hosszantarto oligémia
kovet. Ezzel szemben, sériilt agyszovetben (pl. iszkémids vagy vérzéses stroke, zart
koponyasériilés), a vazokonstriktiv tényezok talstlya miatt a lokalis vérellatasi valasz is
kéarosodik, a hipoperfuziés komponensek keriilnek elétérbe. Az iszkémias szovet metabolikus
krizisét tovabb mélyiti az SD-vel jaro szoveti pH-valtozas. Ez az extracellularis pH-valtozas
jellegzetesen 2 komponensti: a kezdeti kisfoku alkalozist elnyujtott, tranziens acidozis koveti,
ami 0,3-0,5 pH egységgel csokkenti a szoveti pH-t. A neuron-karosito savas komponens hossza
korrelal a szovet metabolikus allapotaval; az iszkémias penumbra régidban néhany percig tart,

mig a stlyosan karosodott mag régioban ennél lényegesen tovabb elhuzodik (1. abra).
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1.2. A Ca®*csatorna blokkolok alkalmazasianak lehetéségei az iszkémias stroke
Az elmult évtizedek szamos allatkisérletes kutatasa vetette fel, hogy a fesziiltség-fiiggd

Ca?*-csatorna (voltage-gated Ca?*-channel, VGCC) blokkolok alkalmazasa hatékony lehet az

crer

cres

atjut a vér-agy gaton (blood-brain barrier, BBB), emellett az agyi ereken és neuronokon
talalhato L-tipusa VGCC-kra relativ szelektivitast mutat. A nimodipin a Ca?*-bearamlas
blokkolasaval az erek simaizomsejtjein értagitod, a neuronokon hatva neuroprotektiv hatasu. In
vitro agyszelet kisérletekben, oxigén-gliikoz deprivacioval kivaltott iszkémias allapotban, a
nimodipin csokkentette a neuronokban az iszkémiaval jaré intracellularis [Ca?'] emelkedést,
valamint a membran depolarizdcid hosszat. Iszkémids koriilmények kozott kismértékben
gatolta az SD-k kialakulasat, emellett fokozta az SD-vel jaro hiperémias valasz mértékét. Ezen
ismeretek vetették fel az L-tipusit VGCC-K védo szerepét az iszkémids sejtkarosodas korai
fazisaban, és helyezték a nimodipint az iszkémids stroke kutatdsok érdeklodési korébe. A
nimodipin értagito hatasa révén csokkenti a szisztémas vérnyomast, bar kisebb mértékben, mint
mas, nem szelektiv VGCC blokkolok. Agyi iszkémids allapotban az autoregulacid is sériil, igy
az artérids kozépnyomads (mean arterial blood pressure, MABP) valtozasait az agyi perfuzio
passzivan koveti. Az iszkémids stroke-on atesett betegeknél kiilonds figyelmet kell forditani a
MABP folyamatos monitorozasara, valamint normo- és hipotenzids betegek esetén keriilend6

a nimodipin szisztémas adagolasa.



Mivel az iszkémids penumbra sejtjei még életképesek, az iszkémias stroke terapias
lehetdségei ezen sejtek megmentését célozzak. A trombektomids, trombolitikus terapidk célja
a sériilt teriilet keringésének helyreallitdsa. A betegek tobbségénél azonban a rekanalizaci6 az
id6ablak tullépése miatt nem valosithatd meg, €s a fennallo elégtelen perfiizid miatt a
hatdanyagok eljuttatasa is korlatozott a penumbra régid sériilt sejtjeihez. A nanomedicina
lehetdséget teremt a hatdbanyagok szabalyozott, célzott és sziikség esetén elnytjtott bejuttatasara
biokompatibilis, biologiailag lebomld hordozok segitségével. A nanomedicina alkalmazasanak
mérettartomanyba tartozo hordozo részecskék, melyek segitségével a hatoanyagok szelektiven
egy adott célszovetbe juttathatok, megnyujthatd expozicios idejiik, atjutasuk biologiai
membranokon ¢s a BBB-n fokozhatd. A nanopartikulumokbol a hatdéanyag-felszabadulas
szabalyozhat6. A hatoanyagleadas kezdeményezhetd szervezeten beliili (pl. pH-valtozas,
redoxi reakciok, specifikus biomolekulak vagy enzimek jelenléte), vagy kiviili (pl. hémérsékelt,
elektroméagnesen sugarzas, ultrahang) biokémiai vagy biofizikai valtozasokkal, amelyek a
sériilt teriiletre jellemzoéek vagy a sériilt terliletre fokuszalnak. A tumor terapiahoz hasonloan,
ahol mar korabban kihasznaltdk a tumoros szovet kornyezetének alacsonyabb pH-jat a
gyogyszerek célzott bejuttatasahoz, lehetdségiink nyilt az iszkémias stroke terdpidja sordn is
pH-szenzitiv nanopartikulumok alkalmazasara (2. abra).

pH-szenzitiv

nanopartikulumok
alkalmazasa
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2. abra. A pH-szenzitiv nanopartikulumok alkalmazéasaval lehetdség nyilt neuroprotektiv

crer

iszkémidhoz, ¢s a terjedd depolarizacidhoz (spreading depolarization, SD) tarsuld szoveti
acidozis a célzott hatdéanyag-leadas megfeleld kezdeményezd stimulusa lehet.

A fentiek alapjan hipotéziseink a kovetkezok voltak:
e Nanopartikulumokkal az iszkémias agyszovetre célzott hatdanyagleadas érhetd el.
o Az agyi iszkémiaval, illetve SD-kkel jar6 szoveti aciddzis
nanopartikulumokkal szallitott hat6anyagok felszabadulasat

kezdeményezheti. .



e A nimodipin adagolasa alkalmas lehet az 1jszerli, pH-szenzitiv nanohordoz6
rendszer tesztelésére, in vivo globalis eléagyi iszkémia allatkisérletes modelljében.
o A nimodipin varhatoan helyredllitja a szoveti iszkémia kovetkeztében sériilt
neurovaszkuldris csatolast.
o A nanopartikulumokhoz kotétt nimodipin eldrelathatdban meg6rzi ismert
értagitd és neuroprotektiv hatasat az iszkémias agyszdovetben.
Hipotéziseink bizonyitdsdhoz az alabbi célokat tiiztiik ki:

e Olyan nanopartikulum-alapti gyogyszerbejuttatasi modszer kidolgozasat tiztiik ki
célul, amely csak az agyi iszkémids sériilés helyén hat. A gyogyszerleadés
indukdldsidra az iszkémidval Osszefliggd szoveti acidozist jeloltik meg. A
bejuttatandd hatdéanyagként a nimodipint valasztottuk.

e A nimodipin hatdsit el0szor Onmagdban adva, majd pH-szenzitiv
nanopartikulumokkal bejuttatva vizsgaltuk. A védd hatast a neurovaszkularis

csatolas, valamint az SD-k valtozoinak értékelésével jellemeztiik.

2. Anyagok és médszerek

A nimodipin hatasat oldatban adva (1. Kisérletsorozat), vagy pH-szenzitiv
nanopartikulumokhoz asszocialva, szuszpenzié formajaban adagolva (2. Kisérletsorozat)
vizsgaltuk. Kisérleteinket fiatal, altatott, him Sprague Dawley patkdnyokon végeztiik. Az
allatokat spontan légzésiik megtartdsa mellett, N20:O2 (3:2) géazelegyhez kevert 1,5-2 %
izoflurannal altattuk. Az 1. Kisérletsorozat-ban az adatgyiijtés ideje alatt az altatast
o-kloraldzra vezettiik at. A 2. Kisérletsorozat-ban a teljes kisérlet alatt izoflurannal altattuk az
allatokat. A bal oldali a. femoralis-ba kaniilt helyeztiink a MABP folyamatos regisztralasa,
valamint vérgdz analizishez torténd mintavétel céljabol. Mindkét oldali a. carotis
communisokat kipreparaltuk, és okkluderrel aldhurkoltuk a késobbi akut, globalis eldagyi
iszkémia el6idézéséhez. A parietalis csonton két koponyaablakot alakitunk ki a dura mater
megbontasaval. A rosztralis koponyaablakbol —mindkét  kisérletsorozatban  helyi
mezdépotencial-valtozast (local field potential, LFP), és CBF-valtozasokat regisztraltunk. A
2. Kisérletsorozat-ban extracellularis pH-valtozast is mértiink. A nimodipint topikalisan, az
agyfelszinre adagoltuk. A kaudalis ablakbol 1 M-0s KCl-dal 4titatott vatta segitségével SD-ket
valtottunk ki. A koponyaablakokat mesterséges agy-gerincvel6i folyadékkal (artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) nedvesitettiik, melyet folyamatosan frissitettiink.

Az 1. Kisérletsorozat-ban topikalisan juttattuk az agyfelszinre a nimodipin-tartalmu

oldatot (100 uM), vagy annak olddszerét (aCSF), majd mindkét oldali a. carotis communis-0k

6



elzarasaval globalis eldagyi iszkémiat valtottunk ki. Az iszkémias inzultus kontroljaként
almutott allatokat vizsgaltunk. Az iszkémia indukcidt kovetden a bajuszparnak mechanikai
ingerlésével funkcionalis hiperémiat valtottunk ki az ellenoldali szomatoszenzoros kéregben.
Ezt kovetéen 3 SD-t valtottunk ki 1 M KCI topikalis alkalmazéasaval. A szomatoszenzoros
kéregbol LFP és CBF jeleket regisztraltunk. A kezelésekbdl adoddan 4 kisérleti csoportot
hoztunk 1étre (intakt oldoszerrel kezelt, n=9; intakt nimodipinnel kezelt, n=6; 2VO oldo6szerrel
kezelt, n=8; 2VO nimodipinnel kezelt, n=6).

A 2. Kisérletsorozat-ban az agyfelszinre nimodipint hordoz6é (100 uM; n=10),
pH-szenzitiv nanopartikulum szuszpenziét juttattunk. Kontrollként a nanopartikulum
Szuszpenziot onmagaban, hatébanyagtol mentesen adagoltuk (n=8). Ezutan globalis eldagyi
iszkémiat indukaltunk mind a két oldalon az a. carotis communis elzarasaval, majd 3 SD-t
valtottunk ki 1 M KCl oldattal. A vizsgalt agyi régiobol LFP, CBF és extracellularis szoveti pH
jeleket vezettiink el. A kisérletek végén az allatokat transzkardialisan perfundaltuk, majd
koronalis agyi metszeteken immunhisztologiai modszerekkel vizsgéltuk a mikroglia aktivaciot

(Iba-1) és a neuronpusztulast (NeuN).
3. Eredmények

3.1. A lokalis agyi alaparamlas és a szoveti pH valtozasai, valamint a

nimodipin-felszabadulas igazolasa pH-szenzitiv nanopartikulumokbél

Az élettani paraméterekben (artérias vér pH, vér parcialis Oz és CO2 nyomas, MABP)
nem talaltunk statisztikailag kimutathaté kiilonbséget a csoportok kozott, egyik
kisérletsorozatban sem.

A kezelés hatasat a lokalis agyi alaparamlédsra a kisérleti protokoll meghatarozott
pontjain vizsgaltuk. Az 1. Kisérletsorozat-ban az iszkémia indukcid hatasara az alaparamlas
markans csokkenését figyelhettiik meg (53423 %), ami az olddszerrel kezelt csoportban
74+11 %-on stabilizalodott az elsd SD-t megelézen, és 67+15 %-on az ismétlddé SD-k
(recurrent SD, rSD) el6tt. Az rSD-k CBF-valaszai az elsé SD-vel jaro CBF-valtozas utolsd
komponensére, egy hosszan elnytlo oligémias fazisra épiiltek ra. A nimodipin-kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett az agyi alapdramlds mar az iszkémia indukcidt megel6z6 1d6
szakaszban (131+43 vs. 104+12 %, nimodipin vs. olddoszer). Tovabba, mérséklodott az
iszkémia-indukcioval jar6 CBF-esés (CBF-esés az alaphoz képest: 22+11 vs. -26+11 pp.,
nimodipin vs. oldoszer) és az SD-vel jard oligémias komponens mértéke (CBF-esés az alaphoz

képest: 11124 vs. -30£12 pp., nimodipin vs. olddszer az intakt csoportban).



A 2. Kisérletsorozat-ban az agyi alaparamlas valtozdsa megbizhato jele volt a
nimodipin-felszabadulas igazolasanak. Az 1. Kisérletsorozat-tal Osszevetve az agyi
alaparamlas értéke a nimodipint hordoz6 nanopartikulum szuszpenzi6 adagolasat kovetden is a
kiindulasi szinten maradt az iszkémia indukcidig (99,2+2,6 vs. 99,9+3,0%, a
nimodipin-tartalm nanopartikulum szuszpenzié bejuttatasa el6tt, illetve 30 perccel utana),
amig a szoveti pH is fiziologias tartomanyon beliil maradt (pH 7,29+0,22 vs. 7,28+0,18, a
nimodipin-tartalm® nanopartikulum szuszpenzi6 bejuttatasa elétt, illetve 30 perccel utana). Az
iszkémia-indukcié markans csokkenést eredményezett a CBF-ben (29,4+10,2 %), illetve a
szoveti pH is savas iranyba tolodott el (pH 7,06+0,30). Innentdl kezdve az agyi alaparamlas
szignifikansan magasabb értékeket vett fel a nimodipinnel kezelt csoportban (47,8+23,7 vs.
29,3+6,96 %, nimodipin vs. nanopartikulum onmagaban; rSD-ket megel6z6 idépontban).
Emellett az SD-kkel jaro szoveti acidozis, az iszkémia okozta acidozishoz hozzaadoddva,

tovabbi pH csokkenést eredményezett (pH 6,7110,29, az elsé SD pH minimuman).

3.2. A nimodipin hatdsa a neurovaszkulasris csatolasra

Az 1. Kisérletsorozat-ban a nimodipin hatdsat vizsgaltuk a neurovaszkuléris csatolasra
iS, intakt és iszkémias inzultusnak kitett patkanyagyban. Ehhez a bajuszparnak mechanikai
ingerlésével jaro, a szomatoszenzoros kéregben megjelend kivaltott potencialokat (evoked field
potential, EFP), és az ezekhez tarsuld6 CBF-valaszokat elemeztiik. Az EFP-k amplitaddja
szignifikansan csokkent iszkémias koriilmények kozott (107,7+19,5 vs. 418,9+53,5 uV, 2VO
vs. intakt). A nimodipin szignifikansan csokkentette az EFP-k amplitadojat intakt agyban
(128,0+58,6 vs. 418,9+53,5 uV, nimodipin vs. olddészer). A szomatoszenzoros ingerlésre adott
hiperémias valasz szignifikansan kisebbnek bizonyult iszkémias koriilmények kozott (6,2+2,9
vs. 12,9+5,4 %, 2VO vs. intakt). Ugyanakkor a nimodipin-kezelés hatasara, iszkémias
koriilmények kozott, a hiperémias valasz mértéke meghaladta az intakt oldoszerrel kezelt
allatok CBF-valaszanak értékeit (15,4+6,7 vs. 6,2+2,9 % vs. 12,9+5,4 %, 2VO nimodipin vs.

2VO oldoészer vs. intakt oldoszer).

3.3. A nimodipin hatasa a terjedé depolarizaciokra
Intakt (1. Kisérletsorozat) és iszkémias (1., 2. Kisérletsorozat) koriilmények kozott
vizsgaltuk a nimodipin-kezelés hatasat az SD-kkel jaro elektrofizioldgiai- (DC-potencial,

szoveti pH) és CBF-valtozasokra. A részletes analizis az rSD-kre iranyult.



3.3.1. A terjedo depolarizaciokat jelzé6 DC-potencial valtozasok

Az 1. Kisérletsorozat-ban, a nimodipin-kezelés hatasara intakt koriilmények kozott
jelent6sen csokkent az SD-k amplitadoja (-13,242,5 vs. -15,1+2,1 mV, nimodipin vs. oldoszer).
Iszkémias kortilmények kozott az SD-K idGtartama az intakt szintre révidiilt a nimodipinnel
kezelt allatokban (31,1+7,4 vs. 61,4+41,9 vs. 31,5+9,5 s, 2VO nimodipin vs. 2VO oldoszer vs.
intakt oldoszer).

Az 1. Kisérletsorozat-hoz hasonldan, a 2. Kisérletsorozat-ban a nanopartikulumokbol
felszabaduld nimodipin hatasara is nagymértékben csokkent az SD-k félamplitidonal mért
hossza (48,07+23,29 vs. 76,25+17,2 s, nimodipin vs. nanopartikulum 6nmagaban). Emellett
fokozodott a repolarizacé sebessége (0,8+0,523 vs. 0,279+0,153 mV/s, nimodipin vs.

nanopartikulum 6nmagéban).

3.3.2. A terjedé depolarizaciokhoz tarsulé lokalis agyi véraramlas valtozas

A kisérletben hasznalt allatfajok, valamint anesztetikumok mellett a szovet aktualis
metabolikus 4allapota is befolyasolja az SD-vel jar6 CBF-valasz kinetikajat. A két
kisérletsorozatban az adatgytijtéshez eltéré anesztetikumot alkalmaztunk (o-kloralozt az 1. és
izoflurant a 2. Kisérletsorozat-ban), igy kiillonboz0 kinetikdji CBF-vélaszokat regisztraltunk az
1. és a 2. Kisérletsorozat-ban. Mivel nem minden esetben jelentkezett a kezdeti hipoperfazios
komponens, analizisiinkben elsGsorban a hiperémias valaszra fokuszaltunk.

Az 1. Kisérletsorozat-ban az SD-hez tarsulo CBF-valasz 4 komponensét kiilonboztettiik
meg; a tranziens hipoperfuziot csucs hiperémia, majd késdi hiperémias valasz kovetett, ami
utan hosszan tartd oligémias fazis jelentkezett. A késoi hiperémia jelenlétének fliggvényében 2
csoportra osztottuk a mért CBF-valaszokat; 1-es tipust vélasz esetén csak cstcs hiperémids
véalasz jelentkezett, mig 2-es tipus esetén a csucs hiperémia mellett késdéi hiperémiat is
megfigyeltiink. Intakt, oldoszerrel kezelt csoportban a 2 tipus eléfordulasi gyakorisaga kozel
50-50 %-o0s volt. Ugyanakkor mind az iszkémias allapot, mind a nimodipin-kezelés hatasara
novekedett a 2-es tipusu valasz eléforduldsi gyakorisdga. Iszkémids kortilmények kozott,
nimodipinnel kezelt allatokban szignifikansan ndvekedett a cslics hiperémia amplitidoja
(185+62 vs. 131+£66 %, nimodipin vs. oldészer), de a hiperémias valaszok hosszat nem
befolyasolta sem az iszkémia, sem a nimodipin-kezelés.

A 2. Kisérletsorozat-ban 3 komponensii CBF-valaszokat regisztraltunk; a kezdeti
tranziens hipoperfuziot csucs hiperémia, majd hosszan tartd oligémias Szakasz kovetett. A
nanopartikulumokbol felszabadul6é nimodipin hatasara szignifikdnsan fokozddott a hiperémias

valasz amplitddoja (48,15+42,04 vs. 17,29+11,03 %, nimodipin vs. nanopartikulum



onmagaban), valamint a valtozas gorbe alatti teriilete (4604,43+2572,3 vs. 2368,05+1324,71

%*s, nimodipin vs. nanopartikulum énmagaban).

3.3.3. A terjed6 depolarizaciéval jaré szoveti pH-valtozas

A 2. Kisérletsorozat-ban vizsgaltuk az iszkémiaval és az SD-kkel jaro extracellularis
szoveti pH-valtozast. Az iszkémia indukci6 savasodassal jart, a szoveti pH a fiziologias 7,3-7,4
értékrol 7,06+0,30 értékre csokkent. Az SD-khez tarsuld szoveti pH-valasz rovid alkaldzissal
kezdédott, amit hosszan tartd tranziens acidozis kovetett. Az elsé SD-t kdvetden a szoveti pH
nem allt helyre, enyhén savas értéken allapodott meg (pH 7,14+0,29 vs. 7,23+0,28, rSD el6tt
vs. els6 SD el6tt). A kezdeti alkalozisra nem hatott a nimodipin-kezelés, ugyanakkor
befolyasolta a tranziens acidozis kinetikdjat. A nanopartikulumokbdl felszabadulé nimodipin
fokozta az acidozisbol vald visszatérés sebességét (0,01+0,006 vs. 0,005+0,002 pH egység/s,
nimodipin vs. nanopartikulum énmagaban), valamint csokkentette a tranziens acidozis hosszat
(65,46+20,2 vs. 138,3+£66,07 s, nimodipin vs. nanopartikulum dnmagaban). Kovetkezésképpen
a tranziens acidozis gorbe alatti teriilete is csdkkent a nimodipinnel kezelt csoportban

(25,75+10,69 vs. 49,46+23,38 pH egység*s, nimodipin vs. nanopartikulum énmagaban).

3.4. Immunhisztokémia

Annak tisztdzasara, hogy a kitozan nanopartikulumok okoznak-e neuroimmun reakciot
(ami a nanopartikulum alapt kezelés egy lehetséges karos mellékhatasa), a 2. Kisérletsorozat
végén agyszeleteken vizsgaltuk a mikroglia aktivaciot. Az aktivalodott mikroglidk kevésbé
nyulvanyozottak, gombdlyded, amdboid alakot vesznek fel, jelolésiikhoz Ibal markert
hasznaltunk. A mikroglia aktivacié szamszer( kifejezéséhez ramifikacios indexet szamoltunk,
ami aranyban van a sejtek nyulvanyozottsagaval. Szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a két
agyfélteke szomatoszenzoros kérgi régidjaban szamolt ramifikaciés indexben. A
nyulvanyozottsdg az ipszilateralis oldalon csokkent, ami kifejezettebb mikroglia aktivaciot
jelez (398+203 vs. 11184300, ipszi- vs. kontralateralis oldal, oldoszerrel kezelt csoport). A
trepanacid hatasanak kizarasa érdekében globalis eldagyi iszkémia modelliinkben kétoldali
kraniotomiat alakitottunk ki. Mivel a kiilonbség a két agyféltekében mért ramifikacios
indexekben tovabbra is megfigyelhetd volt (201+102 vs. 483+244, ipszi- vs. kontralateralis
oldal), feltételezziik, hogy az eltérésért az ipszilateralis oldalon kivaltott SD-k tehetdk feleldssé.
A nanopartikulum szuszpenzié sem Onmagaban, sem nimodipinnel asszocidlva nem

befolyasolta a mikroglia aktivaciot az aCSF-fel kezelt kontrol allatokhoz viszonyitva (4431208

vs. 3984203 vs. 284+107, nimodipin vs. nanopartikulum 6nmagéaban vs. kontrol). igy arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kitozan nanopartikulum szuszpenzi6 topikalis alkalmazéasa
nem okoz kimutathaté mikroglia aktivaciot a vizsgalt idéablakban.

Az idegsejtek tulélését NeuN jeldléssel jellemeztik, szamszerlsitve ezzel az
iszkémia- és az SD-0Kozta korai neurodegeneracié mértékét, valamint a nimodipin lehetséges
neuroprotektiv hatdsat a szomatoszenzoros kéregben és a hippokampuszban. Habar bizonyos
allatokban csokkenést figyeltink meg az ipszilateralis agykéregben a NeuN-jelolt sejtek
teriilet-aranyaban, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az oldalak kozott (26,945,0 vs.
29,1+4,7 %, ipszi- vs. kontralateralis oldal, oldoszerrel kezelt csoport). A
nimodipin-kezelésnek sem volt statisztikailag kimutathatd hatasa a neurontulélésre az altalunk
vizsgalt rovid idGablakban (29,0+4,8 vs. 26,945,0 %, nimodipin vs. nanopartikulum

Oonmagaban).

4. Diszkusszio

Kisérleteink célja volt egy ujszerii, nanopartikulum alapt hatdéanyag-leado rendszer
tesztelése az iszkémias stroke kisérletes modelljében. A nanopartikulumokbol a hatéanyag az
iszkémias szovetre jellemzod, alacsony szoveti pH-n szabadul fel, igy kozvetleniil a sériilt
szovetben fejti ki hatasat. Az altalunk alkalmazott kisérletes stroke modell az iszkémids
penumbrara jellemz6 viszonyokat modellez, hiszen az iszkémids inzultust kdvetden a CBF az
agyi alaparamléas 20-40 %-a, és a szoveti pH 6,9-7,1 koriili értéket vesz fel. Az iszkémias
inzultussal, illetve SD-kkel jaro szoveti acidozist a hatdanyag-felszabadulas megfeleld
kivaltojanak tartottuk. Ismert értagitd, SD-gatlo €s neuroprotektiv hatasat figyelembe véve
bejuttatandd  hatéanyagként a nimodipint valasztottuk. Feltételeztik, hogy a
nanopartikulumokbdl felszabadulé nimodipin meg6rzi elényds tulajdonsdgait, és a

pH-szenzitiv nanopartikulumok segitségével célzottan a sériilt szovetben fejti ki hatasat.

4.1. Az agyi iszkémiahoz tarsulé szoveti acidozis megfelelé kivalto tényezoje lehet
a célzott hatéoanyag leadasnak
A 2. Kisérletsorozat-ban a pH-szenzitiv nanopartikulumokhoz két6tt nimodipin nem
okozott CBF emelkedést az iszkémia indukciét megeldzden, amig a szoveti pH fizioldgids
tartomanyban maradt. Az iszkémia indukcidoval markéans, tranziens szoveti acidozis
jelentkezett, ezt kdvetéen az agyi alaparamlas szignifikansan magasabb értékeket vett fel a
nimodipinnel kezelt csoportban. Ezen eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy az agyi
iszkémiadhoz tarsuld szoveti acidozis megfeleld kivaltoja lehet a célzott hatdoanyag leadasnak in

Vivo stroke modelliinkben.
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4.1.1. Neuroprotektiv hatéanyagok célzott bejuttatasa pH-szenzitiv
hatoanyag-leado rendszerrel az iszkémias stroke terapiajaban

Az elmult években egyre tobb tanulmany vetette fel a nanotechnoldgia alkalmazasanak
kritériumnak kell megfelelniiik. Mivel a BBB minden k&zponti idegrendszeri célpontu
szisztémas kezeléssel szemben akadalyt allit, azon hatéanyag-lead6 rendszerek alkalmasak az
iszkémias stroke kezelésben, melyek 100 nm-nél kisebb mérettartomanyba tartoznak. Emellett
biologiailag lebomld, biokompatibilis, nem toxikus és a vérbe keriilve is stabil rendszerek
alkalmazhatoak. Elvaras, hogy a kivalasztott nanopartikulum képes legyen penetralni a BBB-n,
hatéanyagot szallitani, valamint ne valtson ki neuroimmun reakciot. Idedlis esetben a
hatdéanyagleado-rendszer elnyujtja ¢és kontroldlja a hatéanyag felszabadulasat. Ezen
kritériumoknak megfeleléen, a biokompatibilis, biologiailag lebomld természetes, vagy
szintetikus polimer nanohordozok igéretes terapias lehetéségeket kinalnak. Emellett azon
»smart” nanopartikulumok segitségével, melyekbdl adott jelre szenzitiven szabadul fel a
hatéanyag, a sériilt szovetre célzotta tehetd a terapia. Igy a szoveti pH csokkenése a fiziologias
7,3-7,4 pH értékrél pH 7,0 ald konformacids és oldékonysagi valtozasokkal jar tobb
nanohordozdnal, igy a poliszacharid kitozannal is. Ezen valtozasok teszik lehetdvé a hatdanyag

szoveti pH-valtozasra célzott felszabadulasat.

4.1.2. Nanopartikulumok altal kivaltott neuroimmun valaszreakciok

A 2. Kisérletsorozat-ban vizsgaltuk, hogy a kitozan alapt nanopartikulumok valtanak-e
ki neuroimmun reakcidt az agyszovetben. A kitozadn, a kitin szarmazéka, biokompatibilis,
biologiailag lebomlo természetes poliszacharid. A mikroglidk a kdzponti idegrendszer aktiv
immun védekezé rendszerét képezik, gyulladasos valaszreakcidjuk jellegzetes morfologiai
véltozassal jar; nyulvanyaik visszahtzédnak, amoéboid alakot vesznek fel. Ezért a mikroglidk
immunhisztokémiai jelolésével jellemeztiik, majd szamszerlsitettiik a sejtek aktivalodasat
kitozdn nanopartikulumok jelenlétében. Kisérleteink sordn a kitozdn nanopartikulumok
alkalmazasa nem eredményezett mikroglia aktivaciot az aCSF-fel kezelt, kontrol allatokhoz
viszonyitva, igy elmondhatd, hogy ezen nanopartikulumok nem valtanak ki a vizsgalt

idéablakban lokalis immun véalaszt az agykéregben.

4.2. A nimodipin hatasa a lokalis agyi vérataramlas, neuronalis aktivitas, valamint
szoveti pH szabalyozasara
A nimodipin, mint dihidropiridin-szarmazék, gatolja az L-tipusi VGCC-kon keresztiil
torténé Ca®*-bedramlast az érfal simaizomsejtekbe (vascular smooth muscle cell, VSMC), igy
12



vazodilataciét okoz. A neurondlis VGCC-k blokkolasdval mérsékli a neuronok
Ca?*-tulterhelését, igy iszkémias koriilmények kdzott neuroprotektivnek tekinthetd. Az altalunk
alkalmazott globdlis eldagyi iszkémia modellben el6szor a nimodipin hatasat szomatoszenzoros
stimuldcioval kivaltott neuronalis aktivaciora, és a tarsuld funkcionalis hiperémiara vizsgaltuk.
Ezt kdvetden az SD-n, és a kapcsolddd CBF- és pH-valtozasokon kifejtett hatast monitoroztuk

intakt, és iszkémids agyban.

4.2.1. A nimodipin hatékonyan javitotta a neurovaszkularis csatolast,
fokozva a tarsuld funkcionalis hiperémiat

Az 1. Kisérletsorozat-ban vizsgaltuk a nimodipin hatasat a lokalis CBF-szabalyozasra.
Ehhez a bajuszparndk mechanikai ingerlésével valtottunk ki, és regisztraltunk funkcionalis
hiperémiat altatott allatok szomatoszenzoros barrel kortexében. Ezen kérgi régid szomatotdpias
elrendezddést mutat, igy adott bajuszparna mechanikai ingerlése meghatirozott neuronok
aktivaciojaval jar, amit CBF-emelkedés is kovet.

Mivel az agy energia-tarol6 raktarai végesek, az idegszovet folyamatos energia-ellatast
igényel, melyet a folyamatos vérellatas biztosit. Szamos mechanizmus felel a tdpanyagok és az
0> folyamatos, a valtozo igényeket kielégit6 transzportjaért az agyba, melyek koziil kiemelendd
a neurovaszkuléris csatolas. Ez egy szabdlyozott interakcido az aktivalédott neuronok,
asztrocitak és az érfal kontraktilis elemei kozott. Az érhaldzat kiilonb6zo szintjein kiilonbdzo
sejttipusok felelosek a CBF lokalis szabdlyozasaért. A penetrdlod artéridk €és parenchimalis
arteriolék szintjén neuronok, asztrocitak és VSMC-k alkotjak a neurovaszkularis egységet, mig
a kapillarisokban a pericitak a kontraktilis elemek. Az asztrocitak végtalpjai kapcsolatban
vannak mind a kontraktilis sejtekkel, mind a neuronokkal. Kedvezd elhelyezkedésiiknek
koszonhetden kozvetleniil szallitjak az informaciot az aktivalodott neuronoktol a kontraktilis
sejtekhez, igy kiemelkedd szerepiik van a lokalis agyi mikrocirkulacié szabalyozasaban.

A nimodipin hatasara, amellett, hogy fokozoédott az agyi alaparamlas, jelentésen
novekedett a szomatoszenzoros stimulacidval kivaltott funkcionalis hiperémia mértéke, de nem
befolyasolta az EFP-k amplitddojat iszkémia alatt. Intakt agyban csokkent az EFP-k
amplitdddja, ugyanakkor a CBF-véalasz mértéke nem valtozott. Mindkét megfigyelésiink azt
mutatja, hogy a nimodipin hatas anélkiil jelentkezik a funkcionalis hiperémia mértékében, hogy
az EFP amplitudéjat befolyasolna. Igy feltételezziik, hogy a nimodipin, fiiggetleniil a neuronalis
aktivacidé mértékétol, értagitod hatdsu anyagok felszabadulasan keresztiil fejti ki aramlas-noveld
hatasat. Mivel értagitd hatasti prosztaglandinok és epoxieikozanoidok termelédnek az

asztrocitakban a neurovaszkularis csatolds soran, és az L-tipusi VGCC-k jelen vannak
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asztrocitdkon 1is, feltételezziik, hogy a nimodipin neurondlis kozremiikkodés nélkiil, az

asztrocitakon keresztiil fejti ki funkcionalis hiperémiat fokozo hatasat.

4.2.2. A nimodipin gatolja a terjedé depolarizaciok kialakulasat, és
fokozza az SD-khez tarsul6 hiperémias valasz mértékét

A neuronalis L-tipusit VGCC, a nimodipin tdmadaspontja, fontos szerepet jatszik a
neuronok ingerelhetdségének szabdlyozdsdban. Kisérletein soran azt tapasztaltuk, hogy a
nimodipin gatolta az SD-k kialakulasat (kisebb amplitado és fél-amplitadonal mért hossz), ami
Osszecseng a témaban megjelent korabbi kozlemények eredményeivel. Eredményeink
alatamasztottak azon korabbi kutatdsi eredményeket is, melyek kimutattak, hogy az rSD-k
szama, az ismétl6dé mintdzatban jelentkez6 SD-k kummulativ hossza, valamint a szovet
SD-bdl vald visszatérésének késése jol korreldl a sériilés progresszidjanak mértékével. A
nimodipin, kisérleteinkben is tapasztalt SD-t csokkenté hatasa alatimasztja a hatéanyag
neuroprotektiv potencialjat. Az SD-vel jard neuronalis Ca?'-terhelés részben ionotrop
glutamat-receptorokon (pl. N-metil-D-aszpartat, NMDA receptor) keresztiil valosul meg, igy
az SD-hez tarsuld Ca?"-akkumulacié farmakologiai gatlisa lehetséges célpontja az SD
gatlasanak. Kimutattdk, hogy az NMDA receptorok gatlasa kis dozisii ketaminnal mérsékelte
az SD-vel jar6 Ca®'-terhelést, valamint javitotta a szovet SD-bdl vald visszatérését. Igy
elmondhato, hogy a neuronalis Ca?*-terhelés mérséklése, akar az L-tipusi VGCC-k, akéar az
NMDA receptor blokkolasan keresztiil, neuroprotektiv hatdst az SD id6tartaméanak
csOkkentése révén. Hogy igazoljuk a neuroprotektiv hatdst, immunhisztokémiai modszerrel
jeloltiik az ¢l6 neuronokat (NeuN jelolés), és szdmszerisitettiik a jeldlt sejtek denzitasat az
agykéregben. A nimodipin védo hatdsa az altalunk alkalmazott igen rovid idéablakban (1 6ra)

nem volt kimutathato.

4.2.3. A nimodipin hatékonyan csokkentette az SD-hez tarsulé acidézis
meértékét

A 2. Kisérletsorozat-ban pH-szenzitiv mikroelektrodak segitségével mértiik a
extracellularis szoveti pH-t, igy els6ként volt lehetdséglink megmutatni a nimodipin hatasat az
az SD-hez tarsulo szoveti pH-valaszra. Az SD-vel kapcsolatos acidézis hatterében részben a
laktat koros mértékii felhalmozodasa all, ami felelossé teheté az iszkémias inzultus
stilyosbodasaért, valamint az életképes penumbra sejtek karosodasaért. Igy ezen nagyfoku
acidozis mérséklése jotékony hatdsu a sériilt szovetre nézve. Eredményeink azt mutattak, hogy
a nimodipin hatasara jelentdsen csékkent az SD-vel jaro acidozis mértéke. Korabbi kutatasok
megmutattak, hogy az intravénasan adagolt nimodipin mérsékelte a fokalis agyi iszkémidval
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jaro szoveti acidozis mértékét, amit a laktat clearance perfuziotol fiiggetlen, direkt fokozasanak
tulajdonitottak. Feltételezziikk, hogy a neuronalis Ca?*-beiramlas gitlasa fokozza a
mitokondriumok miikodését, ezaltal az oxidativ laktat lebomlast, igy mérséklédik az SD-vel
jaro acidozis is. Emellett elképzelhetonek tartjuk, hogy a nimodipin az SD gatlasan keresztiil is

mérsékli a tarsuld pH-valaszt.

5. Konkluzio

Kisérleteink célja volt megmutatni, hogy a pH-szenzitiv nanopartikulumokhoz
asszocialt nimodipin hatékonyan javitja a kisérletes agyi iszkémia kimenetelét. A pH-szenzitiv
nanopartikulumokhoz asszocialt nimodipin nem befolyasolta a CBF-t az iszkémia indukciot
megeléz6en, amig a szoveti pH fizioldgias tartomanyban maradt (pH 7,3-7,4), igy igazoltuk,
hogy a hatéanyag nem disszocialt a nanopartikulumokrol fizioldgias szoveti pH-n. Az iszkémia
indukcioval markans, tranziens szoveti acidézis jelentkezett, majd az agyi alapdramlas
szignifikdnsan magasabb értékeket vett fel a nimodipinnel kezelt csoportban. Igy bizonyitottuk,
az agyi iszkémiaval jaro szoveti acidozis megfelelo kivalté stimulusa lehet célzott,
nanopartikulum alapi hatéanyag-leadasnak. Tovabba immunhisztokémiai modszerrel
igazoltuk, hogy az altalunk alkalmazott kitozan alapu nanopartikulumok nem aktivaljak a
mikroglidkat az agyban, biztonsaggal alkalmazhatoak.

Emellett vizsgaltuk a topikalisan adagolt nimodipin hatasat intakt és iszkémids patkany
agyban. Eredményeink azt mutattdk, hogy a nimodipin, feltehetéen a neurondlis
Ca’*-bearamlas blokkolasa révén, gatolta az SD-ket, és fokozta a tarsulé hiperémias valasz
mértékét iszkémias koriilmények kozott. Tovabba mérsékelte az SD-hez tarsulé acidozist. A
nimodipin, az L-tipusi VGCC gatlasan keresztiil, javitotta a neurovaszkularis csatolas
hatékonysagat, igy fokozta a szomatoszenzoros stimulaciéval kivaltott funkcionalis

hiperémia mértékét iszkémids koriilmények kozott.
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Péternek. Tovabba szeretném megkoszonni Dr. Institoris Adamnak, hogy bevezetett a
tudomany ¢és a kisérletes munka vilagaba.

Szeretnék koszonetet mondani Petak Ferenc Professzor Urnak, hogy lehetévé tette és
tamogatta munkamat az Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézetben, valamint Jancso
Gabor Professzor Urnak, hogy elfogadta jelentkezésemet az Elméleti Orvostudomanyok
Doktori Iskolaba.

Teljes szivembdl kdszondm Sziileimnek, Testvéreimnek és Nagysziileimnek sosem
mul6d tdmogatasukat. Végiil, de nem utolsd sorban szeretném megkdszonni Férjemnek,

Bencének, és Kisfiunknak, Gergdnek végtelen tiirelmiiket, tamogatasukat €és batoritasukat.
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