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Bevezetés

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 a ddedom szamara. Mivel jelenleg nem all
rendelkezésre széles korben alkalmazhatdé beavaikletetség, emiatt a stroke-kal és az
agyi ischaemia pathomechanizmusaval kapcsolatosatdaak kiemelten fontosak és
elengedhetetlenek az () neuroprotektiv kezelések te¥dpiak kialakitasdahoz. Ezen
vizsgalatokhoz rendelkezésre all tobbféle allatkésgs modell, melyek segitségével tdbbféle
aspektusbdl vizsgalhatok az agyi ischaemia moleisufalyamatai, valamint segitségukkel
tesztelheik lehetséges neuroprotektiv farmakonok hatasdtnsellett azonban még mindig
vannak olyan vizsgalati szempontok, melyekhez nideélis kisérleti modell. llyen pl. az an.
tranziens ischaemias attak (TIA), mely soran atrtaidnekciondlis deficit Iép fel a rovid id@j
agyi ischaemia vagy ischaemias periédusok hatadaossl kifolyolag elengedhetetlen

tovabbi modellek Iétrehozasa.

Az elégtelen agyi keringés, illetve vérellatasi nyiakbvetkezmeényeként szamos karos
folyamat indul be, melyek végeredményben az idegszésériléséhez vezetnek. Az
ischaemia alatt fellép oxigén- és tapanyaghiany kovetkeztében felborul sejtek
energiahdztartasa, amely rovidmdbelll az ischaemids kaszkdd beindulaséat indukAlja
csokkent ATP szint miatt a sejtek depolarizalodnék,az ionhaztartasuk felborul. Ennek
kovetkeztében egyrészt egy fokozott neurotransemittlszabadulas, masrészt pedig egy
talzott mérték intracellularis C&" koncentracio-névekedés figyelieneg. A glutamat (Glu)

— mint az egyik legfontosabb serkémteurotranszmitter — megemelkedett szintje rendkivi
karos, hiszen sulyos, kiterjedt masodlagos sérkéésemn maga utan. Az ischaemia nyoman
felléepd Glu altal medialt folyamatokat Glu excitotoxicitk hivjuk. A Glu szintjének
csokkentése kivédheti, mérsékelheti a masodlagosédasokat, igy ez az egyik kézponti
tamadaspontja szamos neuroprotektiv stratégianak.egyik igéretes metodika a Glu
scavenging, mely soran az emelkedett agyi Glu deicéOkkenthét a Glu agybdl vérbe
tortérd transzportjanak fokozasaval, melyet a vér Glu tgek redukalasaval idézhetlink
els. Ehhez a folyamathoz felhasznalhatjuk a vérberd IBOT enzim (Glu-Oxalecetsav-
Transzaminaz) altal katalizalt egyensulyi enzimogatk mely sordn a Glu az oxélecetsavval
(OxAc) egyltt aszpartattd (Asp) ésaetoglutaratta (AKG) alakul. Az OxAc intravénas
alkalmazaséaval az egyensuly eltolhaté és a veér KBhcentracidja lecsokkentlietezzel

megebsitve az agybol a vér irAnyadba zajl6 Glu-effluxdz a technika mar tobb



allatkisérletben bizonyult neuroprotektivnek, azmba pontos mechanizmus, illetve az

OxAc-hoz kothet tovabbi hatasok részleteiben nem teljesen ismertek

Célkitiizések

1) Kisérleteink soran elkeént célul tiztik ki egy sajat tleten alapuld 0 fokalis iscamés
modell kialakitasat és vizsgélatat, mely sordn ack& agyi artéridt (MCA) a felszidt
elemelve hozhatjuk létre az ér elzarasat. itém és technikai eljarasok megvaldsitasa utan
vizsgaltuk a modszer alkalmazhatésagat, reprodak@digat, valamint a repetitiv ischaemia-
reperfuzié kialakitasanak leldsegét is. Tovabbi célunk volt az ischaemia hatdsana
detektalasa elektrofiziologiai és szovettani moédsdesl, valamint vizsgaltuk, hogy
modelliink segitségével nyomon kdvetheta neuromodulatoros, neuroprotektiv farmakonok
hatasa. Utobbi vizsgalathoz — a laborunk éltal lBloaéa mar alkalmazott — OxAc hatasat

tanulmanyoztuk.

2) Az OxAc altaldnos anyagcsere intermedierkénbfi&le metabolikus folyamatban is részt
vesz, igy Glu scavengerként valo alkalmazasa seggéb (nem scavenger) hatast is kifejthet.
Kisérleteink soran céluliztik ki az OxAc neuronalis aktivitasra gyakoroltalamint

ischaemias kortulmeények kdzott kifejtett hatasanakgalatain vitro korilmeények kozott.

3) Kisérleteink soran céluliztiik ki az OxAc agyi aktivitasra gyakorolt hatadénasgalatat
in vivo kérilmények kozott szomatoszenzoros kérgi kivajpotencialokon (SEP) keresztiil.
Tovabba tanulmanyoztuk az esetleges hatas dozissaggilletve hogy ez kdzvetlen

O0sszefliggésben lehet-e az OxAc hatasara lecsékiéerGlu szinttel.



Anyagok és médszerek
Felhasznalt allatok

Kisérleteinkhez 200-300 g tomieghim Wistar patkanyokat hasznaltunk, amelyeket
szabvanyos ketrecben, kilon erre a célra kialdlati@thazban tartottunk. Az allatok szamara
12-12 6rés vilagos illetve sotét periodus volt dsitva 22+1°C—os dmeérséklet mellett. Az

allatoknak korlatlan hozzaférése volt a vizhez &gphalékhoz.
Fokalis ischaemids modell

A fokalis ischaemia kialakitasat Nembutal altatéskégeztik. A fej rogzitését kdven a
bort megnyitottuk, majd a ragdéizom tompa preparalasa a koponyan fogaszati furo
segitségeével egy 2-3 mm atdiérszakaszt tartunk fel. A csont eltavolitasa utémadva valt

az MCA el$ felszini elagazas @&ti szakasza. A kemény és a lagy agyhartya megayitéan
mikromanipulétorok segitségével egy mikro-sebéd@tipot helyeztiink évatosan az ér ala.
Az MCA elzéarasat az ér megemelésével valtottukkki100-1200 pum), mely soran az ér
kifehéredett és a perfuzid lecsokkent. Az ischasnmpariodus végen a kampoét dvatosan
visszaengedtik, eltavolitottuk az ér aldl, majdsz@helyeztik a kemény agyhartyat, és
Osszevarrtuk a sebet. A kulonidokisérleti csoportoknél 2 x 15 és 30 perces isclggem

periodust alkalmaztunk.
In vivo elektrofizioldgiai vizsgélatok

Az EEG elvezetést az altatott allat megtisztitotipdnyafelszinél, szomatoszenzoros
terdletsl (Br -3 mm, antero-lateralisan 2 mm) gomiifeg st elektrédaval végeztik. Az EEG
vizsgalatahoz teljesitmény spektrum analizist viégezAz elvezetett jeleket 2-20 Hz-es

frekvencia tartomanyra 8tiik, a tovabbi elemzést ebben a tartomanyban viggez

A SEP-ek vizsgalatdhoz megnyitottuk a fejh €s megtisztitottuk a baloldali parietalis
koponyaszakaszt. Sztereomikroszkép alatt, fogasZmt segitségével tavolitottuk el a
koponyacsontot az adott terileten, vigyazva, hogkemény agyhartya ne sérlljon. Az
elokészith mitét utan az ingedl elektrodakat (bipolaris tielektrodak) a jobb oldali

bajuszparnan, a C4-es és a D4-es bajiszstlikulusaba szurtuk. Az ingerlést 0,1 Hz-s
frekvenciaju, 0,2 ms-os jelszélesgés 3,4-4 V-0s amplituddju négyszog arammal haifott
végre. Az amplitidokat a negativ (N1) és a poz{f\l) csucs kozott (peak to peak)



regisztraltuk. Az elvezetés soran, 1000-szerésitést és 1024 Hz-es mintavételezeési

frekvenciat hasznaltunk.

Az in vivo kisérletek soran az anyagokat a laterdlis farokmwéeeresztil 1 ml végtérfogatban
és semleges pH mellett (7,41+0,05) juttattuk arkgrsbe. A beadashoz mikroinjekcios
pumpat hasznaltunk, az injektalas sebessége 6Mme&rgl(15 perc/1 ml) illetve 33,3 ul/perc
volt (30 perc/1 ml) volt.

In vitro elektrofizioldgia

Tuléls agyszelet preparatum készitéséhez a patkanygkatiretan (1.3 g/ttk) injekciéval
elaltattuk, dekapitaltuk, és a koponya megnyitasm szike segitségével koronalis sikban
kimetszettik a hippocampust tartalmazé régiot. K#iveben jéghideg (1-4°C),
oxigenéltatott, alacsony &atartalmi mesterséges agy-gerinéveblyadékban (artificial
CerebroSpinal Fluid, aCSF; 0OsszéfevmM-ban: 130 NaCl; 3,5 KCI; 1 NaRQ, 24
NaHCG; 1 CaCh; 3 MgSQ, és 10 D-glikdz) 35am vastag szeleteket készitettiink vibratom
segitségével. Az agyszeleteket egy o6raig inkub&OBF-ben 30 C°-on, ezt kdgeh 17+2
C°-on tartotuk a mérés megkezdéséig. Az inkubalashetve regisztralashoz oxigenalt
normal aCSF oldatot hasznalunk, melyben a ¢&8IMgSQ koncentracioja 3, illetve 1,5

mM volt.

Az elektrofiziologiai méréseket Haas tipusu inteefaegisztraldo kamraban végeztik. Ennél az
elrendezésnél a szeletek az atfolyd aCSF, valamidlkbtte kialakuld oxigéndus paras kdzeg
hataran helyezkednek el. Kisérleteinkbenimaitro ischaemia, valamint az alkalmazott
anyagok hatdsat kivaltott, serkéntposztszinaptikus mépotencialok (Excitatory
PostSynaptic Potential, fEPSP) segitségével viadga hippokampusz CAl-es régiojaban.
Méréseinket szob@mérsékleten veégeztik, az ingerléshez bipolaris dinkus
fémelektrodat hasznaltunk. A fEPSP-k elvezetéséh €5 régio startum radiatum rétegeb

1,5-2 mQ ellendllasu tvegkapillarisok segitségével tortént.
In vitro ischaemias modell

Az in vitro ischaemias allapotot az oxigén-glikéz deprivaciaxdell (OGD) segitségével
idéztik eb. Az OGD alatt az oxigén helyett nitrogénnel disilo az aCSF-et, amelyben a
glikozt szachardzra cseréltik. Az OGD ezen aCSHssegvel az agyi ischaemia alatt
fennallé hipoxias és hipoglikémias allapot joI mibeleheth. Méréseinknél — éketes

kiserletek alapjAn meghatérozott — 15 perc hosgau€@DG-t alkalmaztunk. A vizsgélatok



soran az OxAc-ot a normal aCSF-ben, illetve az GGISF oldatban feloldva alkalmaztuk. A

kisérletek alatt felhasznalt oldatokat minden eseth3-7.4-es pH-ra allitottuk be.
Szdvettani vizsgalatok

TTC festést alkalmaztunk a 2 x 15 perces dMCAOuelien 1 nap talélési utan, mely
soran vibratdm segitségével 500 um vastagsagu &lisoszeleteket készitettink. Ehhez a
szeleteket szobé@mérseékleten, 15 percig 1%-os TTC (2, 3, 5-trifemilizolium Klorid)
oldatban inkubaltuk.

Fluoro Jade C festés a dAMCAO-t kst 1 nap -, a 30 perces ischaemias csoport eseieben
nap - talélési id utan végeztink. Az allatokat az altatast kéegetjéghideg 0,1 M-os foszfat
pufferrel, majd 4%-os paraformaldehiddel (pH 7y@nszkardidlisan perfundaltuk. Az agyat
eltavolitottuk, majd egy napon keresztil utéfixkltibratom segitségével 20 pum-es
koronalis szeleteket készitettlink, melyeket 2%<sxdatinozott targylemezre haztunk fel. A
metszeteket szaritas utan, szdimaérsekleten leszallé alkoholsorral rehidraltuk, eénap
percig 0,06%-0s kélium-permanganat oldatban, 2Qiged,004%-0s FJC fextldatban
inkubaltuk. Mosas és szaritas utan a metszetelkdtézisi fedanyaggal fedtik.

A szabadon 0sz06 szeleteket 0.1 M PB-ben mostuld amgndogén 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 tartalmu oldatheattik fel. A metszeteket az
elssdleges antitestben 4°C-on 24 0raig, a megelelasodlagos antitestben (Jackson
Immunoresearch) szob&hérsékleten 2 oraig inkubaltuk. Mosast ket a szeleteket fent

mar emlitett moédon rogzitettiik a targylemezekre.

Kvantitativ elemzést végeztink a 2 x 15 percesaischas, valamint az OxAc-kezelt
csoportnal is. FJIC+ degeneralddod sejteket megtrmtthricérgi tertleten szamoltuk a koronalis
metszeteken (a corpus callosum magassagaban adlatgrstis féltekén 20x-0s objektiv
latéterében, 500 um oldalhosszUsagu négyzeteketén)l Rosztro-kaudalis sikban 4 mm
hosszan (Br. -2 mmdt -6 mm-ig) elemeztink ki minden tizedik 20 pm-ezelstet. A

manualis sejtszamolast 3 személy parhuzamosanopvaiégezte.
Statisztikai analizis

Az ischaemias modell vizsgélata sordn az EEG éERrek adatainak analizisét ,General

Linear Model\Repeated measures” modellben végeztlEG esetén a teljesitmény



spektrumot 1 Hz-es intervallumokra bontottuk feP@Hz). Az egyes frekvenciakhoz tartozo
teljesitményt egyedi adatként kezeltik. A SEP-ekmekséhez a normalizélt amplitddo
értékeket hasznaltuk. Az oszlop- és vonaldiagranunae atlagot és a hozza tartoz6 szoérast
tintettik fel.

Az intakt allatokon veégzetin vivo elvezetések, valamint az OxAc-kezelt és a kontroll
ischaemias csoport normalizalt amplitado eértékeemsparametrikus ,Related-Samples

Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranksjdellel hasonlitottuk 6ssze.

A FJC+ sejtek mennyiségi 6sszehasonlitasanal kdiuezéris modellt hasznaltunk. Az
analizis sordn a Poisson hibaeloszlast, az alletndom hatasat és a kezelések fix hatasat
épitettiik be. A vonaldiagrammokon az atlagot éezz & tartozé szorast abrazoltuk, mig a
box-diagrammokon az adatok medianjat, az interkisatartomanyt és a szélsértekeket

jeloltik.

Az in vitro kisérletek soran elvezett fEPSPk normalizalt amigi és slope értékeinek
statisztikai analiziséhez Mann-Whitney U-teszteszndltunk. A vonaldiagrammokon az
atlagot és a hozza tartozo szorast tlntettik fol.

Minden esetben a P<0,05 (*), P<0,01 (**) és a PaD,(**) érteket tekintettik szignifikans

kulonbségnek.



Eredmények és megbeszélés
Ischaemias modell kialakitasa és vizsgalata

A kialakitott fokalis ischaemias modellnél ait@ti eljards kivitelezése egys#egs jol

reprodukalhat6 volt. Ezen metodika segitségéveraamelésével kivaltott okklizié mértéke
finoman szabalyozhato, és a perfuzio egyedulalldon&onnyen adott szintre allithatd be. A
kisérletekben a modellel sérulésmentesen tudturikehigzni tets@leges hosszusagu
ischaemias periddust, illetve peridbdusokat. Ezaledkalmasnak bizonyulhat a TIA

modellezésére és jelenségkorenek vizsgalatara.

A kialakitott ischaemia hatasanak vizsgalata sazrntapasztaltuk, hogy jeléist mértékben
megvaltozott az EEG teljesitmény spektruné&éht a 2-20 Hz-es tartomanyban. Tovabba a
trigeminalis rendszer ingerlésével kivaltott poiétak amplitiddi szinte azonnal teljesen
lecsOkkentek az ischaemias periddus alatt. A 2 perBes paradigmat alkalmazva a SEP-ek

amplitudoi a reperfuzios édzak alatt nem tértek vissza a kontroll szintre.

1 nap tulélést kovéen, a 2 x 15 perc MCAO hatasa nem volt kimutatAat@ festéssel. Ez
azt jelzi, hogy a detektélt funkcionalis valtozdsokem vezettek nagymériiek
szovetelhalashoz. Ennek ellenére a FIC festés sondmellyel a degeneralddd neuronok
detektalhatok — intenziv jelédiést tapasztaltunk az ipszilateralis oldalon. A atidicikben
eléidézett ischaemia kébbi, elhizodo karositd folyamatait is vizsgaltuBGaperces MCAO
esetén, 5 nap tulélést koveh. Ezen vizsgalati csoportnal a FIC+ degenerah@ilbonok
mellett megnévekedett mennyise§100 pozitiv asztrocita, valamint aktivalt mikragkejt
volt lathaté az érintett szomatoszenzoros kérgileseken. A fenti eredmények alapjan
kijelenthetjuk, hogy a modell alkalmazasaval lébadtt ischaemia funkciondlis és
struktaralis sérulésekhez vezet, melyek nyomon thiek kulonbo®d vizsgalati

modszerekkel.

Mivel altalunk felallitott kisérletes metodika télszempontbdl is alkalmasnak bizonyult az
ischaemia modellezésére, ezért a kisérletek koxetkadzisaban ezen MCAO modell
segitségeével vizsgaltuk az OxAc, mint Glu scavemgeencialis neuroprotektiv hatasat. A 2
x 15 perces kisérleti elrendezésnél az allatokngésébe juttatott OxAc hatasa azonnal
tikrozodott a SEP-ek véltozasaban. Szemben a kezeléshan részesidl ischaemias
csoporttal, ez esetben mar az ischaemia alatt gdifie volt az amplitidok ndvekedése,
majd az MCAO-t kdvéien egy-két perc elteltével teljesen rertitkitt az agykérgi aktivitas,



és az amplitudok kontroll szintre tértek visszanap tulélést kbvéen ez esetben is intenziv
FJC fesbdést tapasztaltunk, azonban az is medgfigyélhetlt, hogy az OxAc hataséra
jelenbs mértékben csokkent a FJC pozitiv sejtek szamhkiakakitott modell segitségével
tehat nyomon tudtuk kovetni OxAc hatasat mind etdktiologiai, mind hisztoldgiai

modszerekkel, mely soran Gjabb bizonyitékot kaptanlGlu scavenging neuroprotektiv

hatasarol.
OxAc vizsgélatan vitro koérilmények kdzott

Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy az Ox#4yile alkalmazott koncentracidban (0.1,
1 mM) sem volt hatassal a kivaltott fEPSP-kre. AGDs kisérletek esetén az ischaemias
inzultus el§ perceiben megfigyelh&tkismértéeki amplitidé-ndévekedés utdn az fEPSP-k
eltintek, és a 15 perces ischaemias periodus utanetenmtgk meg. A 0,1 mM OxAc hatasara
az OGD-t koveten atmenetileg megjelentek az fEPSP-k. Ez a jefpagénban csak rovid
ideig allt fenn, majd a regisztralt jelek ismét kisgénni kezdtek, majd pedig véglegesen
eltintek. Az 1 mM-os koncentracio — mely énmagabantémimem volt hatassal a kivaltott
aktivitasra — alkalmazasaval az fEPSP-k kontrolhtsz tértek vissza az OGD periodust
koveten, ami jol mutatja az OxAc-hoz kotlheneuroprotektiv hatast. Az OxAc ezen

ischaemias modellben felteieh metabolikus és antioxidans uton fejtette kiljotéy hatasat.
OxAc hatasa a szomatoszenzoros kivaltott poteriaizlo

Kovetked kisérletsorozatunkban vizsgaltuk az OxAc agyi\d@iésra gyakorolt hatasat a
SEP-eken keresztll. Az elvezetések soran a ledkiakdalmazott dozis (1,25 mg/100 g) nem
befolyasolta a SEP-ek amplituddjat, mig OxAc nagyatbzisban alkalmazva (2,5 és 5
mg/100 Q) jelerits mértékben novelte az amplitidokat. A dozistugmplitudo-névekedés a
kezelés utan 10-20 perc elteltével jelentkezetl,, ds5 orat koveéien stabilizalodott az adott,
akar 180 %-o0s szinten. Ezen jelenség magyarazataimik egyszeiinek, és szamos kérdést
vet fel. A kéregbl elvezetett SEP-et tdbb — kilonlgozzinten elhelyezkéd— idegi elem
egylttesen alakitja ki, igy az amplitid6-néveketiégerében hizédd konkrét neuronalis
valtozasok nehezen azonosithatok. Emellett azohlisérietesen vizsgalhatd, hogy a veér
glutamat koncentraciéjanak valtozasa Osszefliggéshdre a SEP-ek amplitudé-
novekedésével. Ismert tény, hogy az intravénadainahzott OXAc jelerdtsen lecsokkenti a

ye

sz



50 % aranyu OxAc-AKG keverék, az OxAc-hoz hasonldegnovelte a SEP-ek amplitadoit.
A novekw tendencia rendkivil hasonldé volt a kilonbdzezelt csoportoknal, 1 6raval a
kezelést kovéen minden esetben szignifikAns kilénbséget tapgaszta a kontroll
periodushoz képest. Ezen eredmény azt sugalljay hafpszirileg nem a vér Glu szint
valtozasa all a SEP-ek amplitidondvekedésének réer. Az i.v. injektadlas soran a
keringésbe juttatott molekulak 6sszetett valton&szhatnak a GOT enzim termékeinek (Glu,
OxAc, AKG és Asp) aranyaban és koncentraciojabagltételezhdten ezen anyagok
fiziologiai hatasai eredményezik a tapasztalt z@gd. A molekulak széles hatasspektrummal
rendelkeznek, igy a jelenség pontos magyarazata egyszeii. A hatasmechanizmus
részletes ismeretének hianyaban is kijelentheljily az alkalmazott OxAc és AKG hatasara
nagymertéld valtozas tortént egy fontos szomatoszenzoros rzenosn, mely utalhat a Glu
scavenging eddig nem ismert esetleges mellékhaté&sdami hozzajarul ezen neuroprotektiv

stratégiaval kapcsolatos ismereteiriiibésehez.
Osszefoglalas

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy kidolgoXwyy Uj, egyszeéen kivitelezhei és jol
reprodukalhatd fokalis ischaemias modellt, melyatdalmazasaval leh&tég nyilik a TIA
modellezésére. Ezen metodika alkalmazasaval Ujedoimyitékot adtunk a Glu scavenging és
az OxAc neuroprotektiv hatdsana vitro kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy az
OxAc metabolikus és antioxidans tulajdonsagai ravémroprotektivnek bizonyult a globalis
ischaemiaval szemben. Végul kijelenthetjik, hogy iaravénasan alkalmazott OXxAc
jelensen befolydsolta a SEP-eket, ami jelzi a Glu sagimgnmellett jelentkeZ tovabbi
hatdsok vizsgélatanak szikségességét.
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