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1. Bevezetés

1.1. Iszkémias stroke és a terjedo depolarizacio

Az iszkémias stroke az agyi vérkeringést érintd betegségek sulyos, akut formaja, mely a
stroke-os esetek 87%-ért felelds. Az iszkémias szovet két f6 régiora oszthatd: az iszkémias mag,
valamint a penumbra régid. Az iszkémids magban a perfuzidé jelentésen csokkent és az
idegszovetre nekrozis jellemzd. Az ezt koriilvevd penumbra régioban az agyi vérkeringés
(cerebral blood flow: CBF) 60-80%-al az alaparamlas alatt van. A penumbra elektrofiziologiai
szempontbol ugyan inaktiv, de életképes szovet. Kiemelkedden fontos, hogy a penumbra
funkcioja helyreallithatd, ezért a penumbra régi6d a neuroprotektiv terdpia lényeges célpontja.
Az 1d6 eldére haladtaval a penumbra régié mag régiova alakul, igy a 1ézi6 mérete nd és a
neuroldgiai karosodas stlyosbodik. A penumbra régié mag régiova torténd atalakulasa nagy
részben a terjedd depolarizaciok (spreading depolarization: SD) ismétlédé megjelenésének
koszonhetd. Az SD az idegsejtek és gliasejtek egy kritikus szoveti térfogatot érintd
depolarizacios hullama, amely az agyi sziirkedlloményban 2-6 mm/min sebeséggel terjed. Az
SD-t kovetden a nyugalmi membran potencial helyreallitasaban szerepet jatszo ATP-fiiggd ion
pumpék (pl.: Na*/K* pumpa) miikodése miatt megnd a metabolikus igény, amelyet az SD-re
valaszul kialakul6 hiperémias CBF valasz elégit ki az egészséges agyszovetben. A CBF valasz
jellemzden négy komponensbdl all: a korai hipoperfuziot, meghatarozo, tranziens hiperémia,
gyakran egy késdi hiperémia, majd hosszu ideig tartd oligémia koveti. A csatolds az SD és a
helyi CBF kozott iszkémiaban sériil, a metabolikus szubsztrat-felhasznalas és a gatolt
szubsztrat-ellatasbol adodo hiany tovabb rontja az iszkémiaval Osszefiiggd, fennallo

metabolikus stresszt, és ezzel stlyosbitja a sériilést.

1.2. Az SD gatlasanak farmakologiai lehetéségei

Elsének az 0j igéretes dihidropiridin-szarmazék LA1011-et teszteltiik, amely kiilonféle hd sokk
proteinek (heat shock protein: Hsp; legfoképp Hsp27 és Hsp70) ko-indukaloja. Az LA1011
nem rendelkezik kalcium csatorna antagonista tulajdonsaggal, igy sem vazodilatator sem
vérnyomas csokkentd hatasa nincs. A kronikus LA1011 kezelés javitotta a tanulasi képességet,
megakadalyozta az idegsejtek pusztuldsat, novelte a dendrit tiiske stirliséget, és lassitotta a tau
patologiat és az amiloid plakkok keletkezését transzgén Alzheimer-kor egér modellben,
valosziniileg a protein homeosztdzis fenntartasdval. Mivel a Hsp27 és Hsp70 aktivalasa
protektivnek bizonyult iszkémids neurodegeneracioban, az LA1011 feltételezhetden Hsp ko-
indukator szerepében segithet megdrizni a neuronalis funkcidkat agyi iszkémidban. Célul

tiiztiik ki az LA1011 kezelés hatdsanak vizsgdlatdt a neurondlis aktivitisra, az SD-re és a
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csatolt CBF vilasz kialakuldsdra akut agyi iszkémids patkdany modellben (1. célkitiizés) (1.
dabra).

A PGF2a-FP receptor jelatviteli kaszkad szintén szerepet jatszik az iszkémia/reperfiizié okozta
neurodegeneracioban. Agyi iszkémia allat modelljében a PGF2a szintje megemelkedik az
agyszovetben ¢€s gerincveldi folyadékban. Az FP-receptor gén kiiitott allatokban kisebb volt a
neurologia karosodas mértéke és az iszkémids 1ézi6 mérete a vad tipusu egerekhez képest,
valamint az FP receptor farmakoldgiai gatlasa csokkentette az infarktus mérettel és javitotta a
funkcionalis teljesitményt fokalis iszkémia egér modelljében. A PGF2a-FP receptor jelatvitel
agyi iszkémiaban betoltott kozponti szerepe és az SD jelent6ségének ismerete alapjan azt
feltételeztiik, hogy az SD kozponti szerepldje lehet az FP receptor aktivacidjahoz kothetd
iszkémias idegszoveti sériilésnek. Feltételeztiik, hogy az SD hatdsara akkumuladlodé PGF2a
aktivalhatja a neuronalis FP receptorokat, amely kdzvetleniil neuronélis sejtpusztulashoz vezet.
Ezzel egyiitt a PGF2a-FP receptor jelatvitel az agyi keringést is befolyasolva vazokonstrikciot
okoz, mely tovabb csokkenti a neuronok tulélési esélyét penumbrara jellemz6 iszkémias
allapotban. A munkank célja volt az FP receptor gatlas védo hatasanak felmérése az SD és a
hozza kothetd neurodegenerdcio ellen (2. célkitiizés) (1. abra).

Az N,N-Dimetiltriptamin (DMT) egy indol alkaloid, mely a névényekben talalhatd6 meg (pl.:
Psychotria viridis és Diplopterys cabrerana) és pszihedelikus hatasa miatt jol ismert (pl.:
ayahuasca f6zet). A DMT tgyszintén megtalalhaté emlds szovetekben (pl.: tiido, tobozmirigy,
agy) és testnedvekben is (vizelet, vérplazma, gerincvel6i folyadék), mint endogén trace amin.
Az endogén DMT fiziologiai és patofizioldgiai szerepe a mai napig vita targyat képezi. A DMT
szintje kornyezeti stressz (aramiités) hatasdra megndvekszik ragcsalé agyban. Tovabba a
szivfuncio megsziinésének kisérletes allat modelljében is kimutattdk, hogy a DMT agyi szintje
megemelkedett. Végiil a kdzelmultban leirtak, hogy a DMT képes kivédeni a hipoxia és a
fokalis iszkémia karositd hatésat.

A DMT farmakologiai hatasmechanizmusanak feltérképezése soran kimutattak, hogy szamos
jelatviteli utat modulal, affinitast mutat példaul biogén amin receptorok, uptake receptorok €s
trace amin-kapcsolt receptorokkal. Kiemelkedéen fontos, hogy a DMT bizonyitott endogén
agonistaja a sigma-1 receptornak (Sig-1R). A Sigl-R egy intracellularis receptor, mely az
endoplazmatikus retikulum (ER) mitokondriummal &sszefekvé membranjan (mitochondria-
associated ER membrane, MAM) talalhat6. A Sig-1R a mitokondrium Ca?* felvételét
szabalyozza a MAM-on keresztiil, bizonyos kalium csatorndk expressziojat modulalja,
csOkkenti a szabadgyokok képzddését és végeredményben a sejtek tulélését segiti eld. Ceélul

tiiztiik ki a DMT Sig-1R-on kifejtett neuroprotektiv hatasdanak vizsgdlatdt kisérletes, tranziens
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eloagyi iszkémia akut szakaszaban, melyet SD kivaltassal és tranziens hipoxiaval

sulyosbitottunk. (3. célkitiizés) (1. abra).

1. abra: A kisérletek céljainak abrazolasa
2. célkitiizés 3. célkit(izés Wmecem sematikus  sejten  (neuron, asztrocita,

1 célkitl’izéslAL-ssm - simaizom sejt) a sejtben talalhato

Yoot (. sigma-t receptor farmakologiai beavatkozasok célpontjaival.
/Z?* Fesziltség/igand-  ROViditések: ATP: adenozin  trifoszfat,
' fiuggs ca*csatoma DMT:  N,N-dimethyltryptamine,  ER:
/A/JT l 11 1P3 receptor endoplazmatikus retikulum, Hsp: heat
5 o shock protein, [IP3 receptor: inozitol

- —ATP sp27, Hsp70 . , .
-’@ trifoszfat receptor, PGF2a: prosztaglandin-

Mitokondrium an

2. Anyagok és modszerek

Fiatal, him Sprague-Dawley patkanyokat (n=132) hasznaltunk a kisérletekben. Az allatokat 1,5-
2% izoflurannal altattuk N20:02 (3:2) gazelegyében. Az LA101l-es masodik
kisérletsorozatban a-kloralozra vezettiik at az altatast az adatgyiijés alatt. A bal artéria
femoralist megkaniilaltuk az artérias kozépnyomas (mean arterial blood pressure: MABP)
folyamatos monitorozasanak céljabol. Az altatd vagy a vizsgalni kivant anyag beadasanak
céljara a femoralis véna kaniilt iiltettiink be. Az artéria carotisokat kipreparaltuk a késébbi
eldagyi iszkémia eldidézésére. Két koponya ablakot készitettiink a jobb parietélis
koponyacsonton, melyek koziil a rosztralis ablakbol elektrofizioldgiai és CBF regisztratumokat
vezettunk el, a kaudalis ablakban 1M KCI-dal SD-ket valtottunk ki. Az AL-8810-es kisérletek
esetében ez forditva tortént, valamint a koponyacsont nagy részét elvékonyitottuk, hogy a CBF
valtozasokat 1ézer speckle kontraszt képalkotassal (LSCI) térben is kovethetssiik. A kisérletek
végén az altatot tuladagoltuk, vagy az allatokat transzkardialisan perfundaltuk tovabbi
hisztoldgiai vizsgalatok céljabol.

2.1. Az \ij dihidropiridin-szarmazék LLA1011 vizsgalata

Az kisérletek els6 felében az LA1011-et (Richter Gedeon Nyrt. tulajdona, 1 mg/ttkg 0,4 ml
fiziologias sooldatban) vagy annak oldoszerét (fizioldgids sooldat) intraperitonedlisan,
elékezelésben adagoltuk az allatoknak kétszer egy nap két héten keresztiil. A masodik
kisérletsorozatban topikalisan mostuk a koponyaablakokra az LA1011-et (100 uM aCSF-ben)
vagy annak oldoszerét (aCSF) 5 perc alapfelvételt kovetden. Az elsd sorozatban harom SD-ét
valtottunk ki 1 M KCI-dal a kezelt és kezeletlen csoportban, mig a masodik sorozatban a 30
perc LA1011 inkubacié utan mindkét artéria carotist elszoritottuk (two-vessel occlusion: 2VO).

Kontrollként almutott allatok szolgaltak. Tizenot perccel a 2VO utan mechanikai



bajuszingerlést végeztiink. Ezutan az elsé sorozathoz hasonloan harom SD-ét valtottunk ki. A
kezelésekbdl fakaddan (anyagok, 2VO) hat kisérleti csoportunk volt.

2.2. Az FP receptor gatlasa AL-8810-zel

Tiz perc alapfelvétel utan mindkét artéria carotist elzartuk. Az AL-8810-et (1 mg/ttkg, dimetil-
szulfoxiddal (DMSO) oldva, Sigma-Aldrich, USA) vagy annak olddszerét intravénasan
bolusban adtuk az allatoknak 1 ml térfogatban, tiz perccel a 2VO kezdete utan. Az SD-ket 1 M
KCl-dal valtottuk ki htisz perccel az anyag beadasa utan. Az érelzaras feloldasaval reperfaziot
hoztunk létre, mely alatt az allatok 1% izofluranon aludtak. Az allatokat 3 6raval késobb kloral-
hidrat altatasra attérve hideg fiziologias sooldattal transzkardialisan perfundaltuk, amelyet 4%
paraformaldehidos perfuzié kovetett. Az apoptozis mértékét hasitott kaszpaz-3 (cleaved
caspase-3: CC3) immunhisztoloiai festéssel mértiik fel. Vizsgaltuk tovabba a CC3 ko-
lokalizacidjat neuronalis mag protein (neuronal nuclear protein: NeuN) neuron markerrel, és
glialis savas protein (glial fibrillary acidic protein: GFAP) asztrocita markerrel. Az FP receptor
ko-lokalizacigjat is feltartuk neuronnal, asztrocitaval és agyi vaszkularis sejtes 0sszetevokkel.

Mikroglia aktivaciot is vizsgaltuk Iba-1 markerrel.

2.3. A Sig-1R agonzimusa DMT-vel

Az Osszes hasznalt anyagot fiziologias sdoldatban oldottuk és 1 mg/ttkg/6ra koncentracidoban
adtuk az allatoknak folyamatosan a kisérleti protokoll iddtartama alatt a femoralis vénan
keresztiil. A kovetkez0 anyagokat hasznaltuk: DMT, nagy szelektivitasu Sig-1R agonista
PRE-084, szelektiv Sig-1R antagonista NE-100 énmagaba vagy DMT-vel kombinalva, és a
nem specifikus szerotonin receptor (5-HTR) antagonista azenapin 6nmagaban vagy DMT-vel
kombinalva. A kontroll csoport fiziologias s6oldatot, az anyagok oldoszerét kapta.

Ot perc alapfelvételt kdvetSen agyi iszkémiat indukaltunk az 4llatokban 2VO-val. A DMT-t,
PRE-084-et vagy az oldoszert a 2VO utan kozvetleniil kezdtiik infundalni az allatoknak. A
receptor blokkolokkal kezelt csoportokban (6nmagukban vagy DMT-vel kombindlva) az
NE-100-t és az azenapint tiz perccel az iszkémia indukci6 el6tt kezdtiik el adagolni. A 2VO
utan harom SD-ét valtottunk ki a fent leirt médon, majd tranziens hipoxiat indukaltunk az O
részleges megvonasaval az altatd gazbol (kb. fél-1 perc). A kisérleti protokollt az 2VO
feloldasaval egy oOrés reperfiizid zarta altatdsban.

Naiv, kontroll és DMT kezelt allatokat transzkardialisan perfundaltunk és koronalis agyszeletek
készitettiink. Apoptotikus sejthalalt (CC3), és ferroptozist vizsgaltunk (4-hidroxinonenal: 4-

HNE) immunhisztokémidval, valamint neuron (NeuN) és asztrocita (GFAP) sériilést. Mikroglia



aktivaciot mértiink Iba-1 immunhisztokémiaval. Annak céljabol, hogy meghatarozzuk a Sig-1R
kifejez6dését. ko-lokalizaltuk NeuN-nel, GFAP-val és Iba-1-gyel naiv allatokban.

3. Eredmények

3.1. Az \j dihidropiridin-szarmazék LA1011 vizsgalata

3.1.1. Fiziologiai paraméterek és az alap CBF valtozasai

Sem az iszkémia sem a kezelés nem okozott kiilonbséget a csoportok kozott a fiziologiai
paramétereket tekintve (MABP, artérias vér pH, artérias Oz €s CO2 nyomas).

A farmakologiai kezelések hatasait a CBF alapvonalra a kisérleti protokoll soran kivalasztott
idépontokban vizsgaltuk. Az iszkémia indukcid a masodik sorozatban a CBF hatarozott
csokkenését okozta (53+23%), amely a kezelésre nézve kontroll csoportban 74+11%-on
stabilizalodott az elsé SD eldtt, majd 67+15%-0n az ezt koveté SD-k eldtt (recurrent SD: rSD).
Az elsé SD oligémiat okozott, amely a hosszan elhuzodo (30-60 perc) utolsé Osszetevije az
SD-re adott CBF valasznak, tehat a kovetkezé SD-k az oligémiara épiilve alakultak ki. Sem a
kronikus sem pedig az akut LA1011 kezelés nem valtoztatta meg a CBF alaparamlést a vizsgalt

idépontokban.

3.1.2. Szomatoszenzoros stimulalas

A masodik sorozatban az LA1011 hatasat vizsgaltuk a neurovaszkularis csatoldsra, a
szomatoszenzoros kivaltott potencidlokra (evoked field potential: EFP) és a hozzajuk tarsuld
CBF valaszra, melyet bajuszingerléssel valtottunk ki és a szomatoszenzoros barrel kortexben
vizsgaltunk. Az EFP-ék amplitiddja nagymértékben csokkent iszkémias koriilmények kozott
az intakt koriilményekhez viszonyitva. Az LA1011 kezelésnek nem volt hatasa az EFP-¢ékre.
Az ingerlésre adott hiperémias valasz amplitidoja kisebb volt iszkémiaban az intakt allapothoz

képest. A farmakologiai kezelés a funkcionalis hiperémia amplitidojat sem valtoztatta meg.

3.1.3. Terjed6 depolarizacio

Koéros allapotban, kisérletesen kivaltott SD-ken ¢€s a kapcsoloddo CBF valaszon vizsgéltuk a
kezelés hatasat. Mivel az els6 SD kiilonbozott az rSD-éktol, ezért ezeket kiilon-kiilon
vizsgaltuk. A részletes analizis az rSD-ékre vonatkozik. Kordbbi tapasztalatainknak
megfelelden iszkémidban az SD-ék amplitiddja nem valtozott, mikozben az idStartamuk
novekedett az intakt csoportokhoz képest. A kronikus €s az akut LA1011 kezelés is ndvelte az
SD-¢ék amplitudojat az iszkémiatol fiiggetlentil.

Az SD-vel jar6 CBF vilasz egyes elemeinek részvételi aranya a teljes CBF valaszban
allatfajonként és a haszndlt altatonként is valtozhat, illetve a szdvet aktudlis metabolikus

allapota is nagymértékben befolyasolhatja. Az analizisiink elsdsorban a hiperémiara iranyult.
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A késoi hiperémia mértéke valtozo volt az egyes események esetén, igy a CBF véalaszok
osztalyozasaban a késdi hiperémia jelenlétét vettiik alapul. Megkiilonboztettiink 1-es tipust
CBF valaszt, melyben csak a tranziens csucs hiperémiat figyeltiik meg, és 2-es tipusu CBF
valaszt ahol a cstics hiperémia mellett a kés6i hiperémia is megjelent. A kontroll intakt
csoportban a két CBF valasz tipus el6fordulasi gyakorisiga nagyjabol egyezé volt. Ezzel
szemben mind az iszkémia mind az LA1011-es kezelés ndvelte a 2-es tipusit CBF valasz
megjelenésének valdsziniiségét. A hiperémia amplitidojaban és iddtartaméban nem volt

kiilonbség a csoportok kozott sem az LA1011 kezelést, sem pedig az iszkémiat tekintve.

3.2. Az FP receptor gatlasa AL-8810-zel

3.2.1. Fiziologiai paraméterek

A szisztémas fiziologiai valtozok a normal tartomanyon beliill mozogtak végig a kisérleti
protokoll soran. Az iszkémia novelte a MABP-t (pl.: kontroll csoport: 85,3+£10,5 vs. 78,0+£9,3
Hgmm, iszkémia vs. alapvonal) és az artérias pOo-t (pl.: kontroll csoport: 110,9+£11,8 vs.
105,4+15,1 Hgmm, iszkémia vs. alapvonal), ahogy mas iszkémias modellekben is. Az

AL-8810-es kezelés nem okozott mérhetd valtozast a vizsgalt valtozokban.

3.2.2. Terjed6 depolarizacio

Vizsgaltuk, hogy az FP receptor gatlasa AL-8810-zel hatassal volt-e az SD-k el6fordulésara
vagy id6tartamara. Az els, kontrollaltan kivaltott SD tekintetében minden SD tranziens volt és
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (pl. amplitado: —18,3+£2,7 vs.
—18,0+2,6 mV, AL-8810 vs. kontroll; fél amplitadonal mért idétartam: 55+£25 vs. 56+19 s,
AL-8810 vs. kontroll).

Az els6é SD utan a KCl-os vattat az agykérgen hagytuk, folyamatosan valtottunk ki SD-ket. Az
rSD-ket a kovetkezOképpen kategorizaltuk a DC potencidlon megjelend valtozas alapjan: (i)
tranziens, (ii) elhuzodo és (iii) kiiszob alatti amplitidojai SD. Ezutan vizsgaltuk az
eléfordulasukat az osszes SD-hez viszonyitva. Az AL-8810-zel torténd FP receptor gatlas
megakadalyozta az elhuz6do SD-k kialakulasat (0 vs. 15%, AL-8810 vs. kontroll) és novelte a
kiiszob alatti amplitidoji SD-k eléfordulasat (25 vs. 5%, AL-8810 vs. kontroll). Emellett a
tranziens SD-ék aranya a két csoportban szamottevéen nem valtozott (75 vs. 80%, AL-8810 vs.
kontroll).

A részletes kvantitativ analizisnél a tranziens SD-kre fokuszaltunk. Hasonldan a kontrollaltan
kivaltott SD-khez az a folyamatosan kivaltott SD-k amplitidojaban sem volt kiilonbség a két
csoport kozott (—17,5+2,4 vs. —16,9+3,1 mV, AL-8810 vs. kontroll). Mindazonaltal az
AL-8810 gyorsitotta a repolarizacio sebességét (0,84+0,4 vs. 0,45+0,22 mV/s, AL-8810 vs.



kontroll) és ezzel egyiitt csokkentette az SD-¢ék id6tartamat (3010 vs. 5614 s, AL-8810 vs.
kontroll) és kummulativ hosszat is a kontroll csoporthoz képest (304471 vs. 577154 s, AL-
8810 vs. kontroll). Ebbdl fakaddan az egyes SD-¢ék gorbe alatti teriilete is csokkent az AL-8810
kezelés hatasara a kontroll csoporthoz képest (585+£192 vs. 9424251 mV*s; AL-8810 vs.
kontroll).

Az LSCI nytjtotta térbeli felbontas lehetové tette az SD-re adott CBF valasz atfogo analizisét.
Az elektrodanal megjelend tranziens SD-kre (amplitad6o>10mV, idétartam<3 perc) és az arra
adott CBF valaszokra koncentraltunk az analizistinkben. Mivel tobb ROI-n vizsgaltuk a CBF
valaszok valtozésait, azt figyeltiik meg, hogy a CBF valasz kinetikaja megvaltozik az SD
terjedésével. Hiperémias CBF valaszt leginkabb a nyitott koponyaablakban figyeltiink meg,
kozel az elektrodahoz (92 és 100%, AL-8810 és kontroll). Az ugyanarra az SD-re adott CBF
valaszokat gyakran nem tudtuk kovetni az elvékonyitott csontra helyezett ROI-kon (anterior:
31 és 48%, posterior: 35 és 26%, AL-8810 és kontroll). Végiil leggyakrabban a kontroll
csoportban figyeltilk meg, hogy a CBF valasz alkalmanként hipoperfuzidva alakult az anterior
ROI-hoz érve, amelyet a medialis fronto-parietalis kortex folé helyeztiink (12 és 22%, AL-8810
és kontroll).

A CBF részletes analizise szerint az AL-8810 kezelés hatasara az alap CBF magasabbnak
bizonyult az els6 SD-t megeléz6en a kontroll csoporthoz képest (pl. lateralis ROI: 73,0+13,8
vs. 56,8+6,3%; AL-8810 vs. kontroll) és igy novelte az SD-hez tarsuld hiperémia abszolut
amplitudojat (pl. lateralis ROI: 104,1+25,0 vs. 76,0+8,6%, AL-8810 vs. kontroll). Tovabba, az
AL-8810 kezelés a hipoémias CBF valaszokat, amely a hipoperfuziok kisebb amplitudojaban
mutatkozott meg (—5,4+1,7 vs. —14,0+1,8 pp., AL-8810 vs. kontroll). Az SD-k okozta perfazid
csokkenés is kisebb mértékii volt az AL-8810 kezelt csoportban, amely magasabb CBF szintet
eredményezett a reperfuzio elott (68,2+14,5 vs. 58,6+9,6%, AL-8810 vs. kontroll). Végezetiil,
az SD-ket kovetd CBF valaszok terjedése gyorsabb volt az AL-8810-zel kezelt csoportban a
kontroll csoporthoz képest (3,0+0,7 vs. 2,4+0,5 mm/min, AL-8810 vs. vehicle).

3.2.3. Alfa/delta arany (alpha-to.delta ratio: ADR)

ECoG teljesitményt szamoltunk az alfa és delta frekvencia sdvokra nézve és kifejeztiik
aranyukat (ADR) a kisérleti protokoll négy kivalasztott idépontjaban. Az iszkémia indukci6 és
AL-8810 kezelés elott mért ADR a két csoportban megegyezett (0,67+0,20 és 0,63+0,29; AL-
8810 és kontroll) és hasonld maradt a két csoportban fél 6ran keresztiil az iszkémiat és az AL-
8810 adminisztraciot kovetden (0,81+0,36 és 0,65+0,26; AL-8810 és kontroll). A két

kontrollaltan kivaltott SD-t kdvetéen az ADR lecsokkent mindkét kisérleti csoportban



(0,45+0,23 és 0,36+0,22; AL-8810 és kontroll). Ot perccel a reperfuzié kezdete utan az ADR
emelkedett az AL-8810-zel kezelt csoportban (0,66+0,29 vs. 0,35+0,17; AL-8810 vs. kontroll).

3.2.4. AL-8810 indukalta neuroprotekcio

CC3+ sejteket figyeltiink meg a striatalis, hippokampalis és kortikalis teriileteken mindkét
csoportban, jollehet a CC3 jelolt sejtek szama joval Kisebb volt az AL-8810 kezelt allatokban.
A CC3 kolokalizacidja NeuN-nel és GFAP-val bizonyitotta, hogy a megfigyelt apoptozis a
neuronokat és az asztrocitakat is érintette. Mivel kifejezettebb apoptozist vartunk az SD altal
érintett agyféltekében, ezért a CC3+ sejt szamokat a kontralateralis oldalhoz normalizaltuk. Az
AL-8810 neuroprotektiv hatasat jelezte, hogy a kezelt csoportban a CC3+ sejtek aranya az
ipszilateralis kéregben alacsonyabbnak bizonyult (pl. szomatoszenzoros €s occipitalis kortex:
94,4+12,6% vs. 112,9+7,0%; 104,3+£17,6% vs. 125,7+17,7%, AL-8810 vs. kontroll).

A mikroglia aktivaci6 az iszkémids sériilésre adott gyors gyulladésos valaszreakcio. Korabban
leirtak, hogy napokkal a kisérletesen eldidézett agyi sériilés utdn az AL-8810 gatolta a
mikroglia-aktivaciot. Szovetmintainkban igen intenziv Iba-1 jelolédést figyeltiink meg. Bar a
két agyféltekében a mért mikroglia sejtszam a farmakologiai kezeléstol fiiggetleniil hasonld
volt (31+7 és 28+6, kontra- és ipszilateralis oldal) a mikroglia nyGlvanyok siriisége az
ipszilateralis oldalon csokkent, ami kifejezettebb mikroglia-aktivaciot jelez (ramifikacios
index: 112,7+55,4 vs. 174,2473,8, ipszi- vs. kontralateralis oldal). Az AL-8810 kezelésnek nem

crer

138,3+80,3, kontroll és AL-8810).

3.2.5. FP receptor ko-lokalizacio

Az FP receptort 0jsziilott és felndtt malacok szinaptoszoma-preparatumaban és mikroereiben,
valamint patkany asztrocita sejtkultiraban mar azonositottak. Célunk volt az FP receptorok
kimutatasa neuronon, glian (asztrocita és mikroglia) és az agyi érfalat alkot6 sejteken (endotél
¢s sima izom sejt), amelyeket az AL-8810 lehetséges célpontjainak tekintettiink. Az FP receptor
lokalizacioja NeuN-nel ¢s GFAP-val feltarta, hogy az FP receptorok az idegsejtekben leginkabb
a magmembranban taldlhatdéak, mig asztrocitdkban a perikarionban és a végtalpakban
lokalizaltak. Az FP receptor nagymértékii kolokalizacidjat figyeltiik meg Iba-1 jelolt
mikroglidkkal. Az FP receptor megfigyeltiikk tovabba a claudin jeldlt agyi mikrovaszkularis
endotél sejtekben. Azonban nem taldltunk egyértelmii FP receptor lokalizaciot a a-aktin jelolt

agyi mikrovaszkularis simaizom sejtekben.
3.3. A Sig-1R agonizmusa DMT-vel

3.3.1. Fiziologiai paraméterek



A vérgaz értékek a fizioldgids tartomanyban mozogtak végig a kisérleti protokoll soran, habar
szignifikansan eltértek a reperfiizio alatt mért értékek a kezdeti és az iszkémia/hipoxia alatt mért
értékektdl. Leginkabb a vér pH szintje mutatott csokkenést a reperfuzié alatt (pH 7,27+0,17 vs.
7,31£0,11 and 7,30+0,12, reperfuzid vs. alapvonal és iszkémia/hipoxia; F=2,525, p<0,085), a
pCO, szintje novekedett (42,3+13,6 vs. 33,2+7.6 and 34,3+10.5 Hgmm, reperftzid Vs.
alapvonal és iszkémia/hipoxia; F=9,102, p<0,0003**) és a pO2 szintje csokkent (99,6+£24,3 vs.
111,2+17,0 and 108,44+26,6; F=3,534, p<0,033%*).

A mért MABP értékek az altatas megfelel6 mélységét bizonyitottak. A MABP kicsit emelkedett
iszkémia alatt (83£8 vs. 77+4 Hgmm, iszkémia vs. alapvonal) €s lesett a tranziens hipoxianak
koszonhetéen (66+8 Hgmm-re). A DMT-nek nem volt hatasa a MABP-ra (F=0.125, p<0.738).
A pulzus stabil volt végig a kisérleti protokoll alatt (pl. kontroll csoport: 331427, 327+41 és
319+43 bpm, alapvonal, iszkémia és reperfzid; F=0.012, p<0.918). A DMT enyhén novelte a
pulzust, de nem szignifikans modon (pl. reperfazio: 344+19 vs. 319+43 bpm, DMT vs. kontroll;
F=1.290, p<0.307).

Az iszkémia indukcio utdin a CBF nagymértékben csokkent majd az els6 SD elott
40,3+4,8 %-on stabilizalodott. A rovid hipoxiat megel6zden a CBF 34,2+10,1 % koriil mozgott
a kontroll csoportban. A hipoxia utdn a perftizid tovabb csokkent (28,3+5,4 %-ra). A
visszafogott reaktiv hiperémia reperfuziot kovetd csticsa 70,1£17,8 % volt. A CBF alapvonal

valtozasat a DMT nem befolyasolta egyik kivalasztott idépontban sem.

3.3.2. A DMT hatasa a terjedo depolarizaciora

A DMT kezelés hatasara szignifikansan csokkent az SD amplitadéja (-16,5+4,1 vs. -20,1£1,3
mV, DMT vs. kontroll), a depolarizaciéo meredeksége (-2,62+1,28 vs. -3,48+0,94 mV/s, DMT
vs. kontroll), és az SD-k kummulativ id6tartama (140+£38 vs. 191+42 s, DMT vs. kontroll).

A Sig-1R részvételét a DMT SD-re gyakorolt gatld hatasaban gy mértik fel, hogy a
kisérleteinket megismételtilk a magas szelektivitasu Sig-1R agonista PRE-084-¢l, és a Sig-1R
antagonista NE-100 és DMT kombinalt hasznalataval. PRE-084 kezelés hatasara is csokkent
az SD amplituddja és a depolarizacid meredeksége a DMT kezeléssel megegyezé modon (pl.
amplitad6é:  -16,2£5,6  vs. -20,1x1,3mV, PRE-084 vs. kontroll; depolarizacio
meredeksége: -2,26+1,06 vs. -3,48+0,94mV/s, PRE-084 vs. kontroll), illetve rovidiilt az SD-ék
kummulativ idGtartama (149431 vs. 191+42 s, PRE-084 vs. kontroll). Az NE-100 6nmagaban
alkalmazva nem okozott semmilyen valtozast az SD paramétereiben (pl. amplitado: -18,7+2,6
vs. -20,1£1,3 mV, NE-100 vs. kontroll). A DMT-vel 6sszehasonlitva az NE-100 és DMT
egyiittes adasa nem okozott valtozast az SD amplitidojaban (-19,2+4,5 vs. -20,1+1,3 mV, NE-



100+DMT vs. kontroll) a depolarizacié meredekségében (-3,06£1,18 vs. -3,48+0,94 mV/s, NE-
100+DMT wvs. kontroll) és a kummulativ idétartamban sem (220+12 vs. 191442 s, NE-
100+DMT vs. kontroll).

Ellendriztiik azt a lehetOséget is, hogy a DMT esetleg az 5-HT receptorokat (is) aktivalja és igy
blokkolja az SD-t. Ennek vizsgalatara a széles spektrumu 5-HTR antagonista azenapint
hasznaltuk Onmagiban vagy DMT-vel kombindlva. Az SD amplitidoja szignifikansan
megndvekedett azenapin kezelés hatasdra a kontroll csoporthoz viszonyitva (-22,6+2,6
vs. -20,1£1,3 mV, azenapin vs. kontroll). Az azenapin és a DMT egyiittes alkalmazasa
visszaallitotta az amplitido mértékét a kontroll szintre (- 19,1+1,3 vs. -22,6£2,6 mV,
azenapin+DMT vs. azenapin). Ez az eredmény azt mutatja, hogy a DMT SD csokkent6 hatésa,
legalabbis részben, a Sig-1R-on keresztiil valosul meg.

A CBF valasz négy elemét tekintve az analizisnél a cstcs hiperémia fazisra helyeztiik a
hangsulyt, amely minden SD esetén megfigyelhetd volt. Az analizist a masodik és harmadik
SD-hez kotheté hiperémias valaszokra szikitettiik le, mivel lefutasaban az elsé SD-re adott
CBF valasz eltér tobbitdl. Kisérletiinkben az SD-ket kdvetd hiperémia egyik farmakologiai
kezelés hatasara sem valtozott, beleértve a DMT vagy a PRE-084-el kezelt csoportokat is.
Ahogy mas paraméterek (pl. amplitudé vagy id6tartam), ugy a hiperémids valasz mértéke a

gorbe alatti teriiletet alapul véve hasonld maradt az 6sszes csoportban.

3.3.3. ADMT hatasanak és a Sig-1R kifejez6désének szovettani jellemzése

Az idegsejtek tulélését a NeuN jelolt idegsejtek teriilet-aranyaval jellemeztik a
szomatoszenzoros kéregben és a hippocampusban. A naiv allatokhoz viszonyitva semmilyen
kiilonbséget nem taldltunk az iszkémia/hipoxia/reperflizion atesett allatokban (pl.
szomatoszenzoros kortex: 19,9+£1,9 vs. 19,3+1,4%, kontroll vs. naiv). SD-vel jaré idegsejt
pusztulast sem figyeltiink meg (e.g. somatosensory cortex: 19,5+3,1 vs. 20,2+3,2%, ipszi- vs.
kontralateralis oldal az SD-hez képest). Végezetiil a DMT kezelésnek sem volt semmilyen
hatasa a NeuN jelolédésre (pl. kontralateralis szomatoszenzoros kéreg: 17,442,0 vs. 19,9+1,9%,
DMT vs. kontroll).

A neuronok a hippocampus CA1 és gyrus dentatus (GD) teriiletén, melyeknek alacsony az
iszkémias tolerancidja, olyan szorosan helyezkednek el, hogy a NeuN festés térbeli felbontasa
nem fedi fel a szorvanyos sejtkarosodast. Ezért az apoptotikus sejthalal vizsgalatdra CC3
immunologiai festést végeztiink. Mig a naiv allatok agyszeleteiben gyakorlatilag nem volt

szamottevd CC3 jelolddés (pl. GD: 163+14 CC3+ sejt/mm?), az oldoszerrel kezelt

crer
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GD-ban a CC3+ sejtek egyértelmiien kirajzolodtak (GD: 1649+278 CC3+ sejt/mm?).
Feltételeztiik, hogy az SD kivaltas hatasara az apoptdzis az ipszilateralis féltekén kifejezettebb,
de sejtésiink nem igazolodott (kontroll csoport: 10646 vs. 10467 CC3+ sejt/mm?, ipszi- vs.
kontralateralis). A két agyféltekében szamolt sejtszamokat ezért régionként atlagoltuk.
Szignifikdnsan kevesebb CC3+ sejtet szamoltunk a DMT kezelt allatokban a kontroll
csoporthoz viszonyitva a szomatoszenzoros kortexben (66+33 vs. 105+56 CC3+ sejt/mm?,
DMT vs. kontroll), a hippocampus CA1 régidjaban (5324268 vs. 893+249 CC3+ sejt/mm?,
DMT vs. kontroll) és a GD-ben (1367+311 vs. 1649+278 CC3+ sejt/mm?, DMT vs. kontroll).
Az apoptozis mellett az iszkémias/hipoxids inzultus az oxidativ stresszel kapcsolatos
ferroptozist okozhat, mely a programozott sejthalal alternativ utvonala. A ferroptozis tipikus
jellemzéje a vas-fiiggd lipid hidroperoxid akkumulacié, igy a folyamat vizsgalhat6 4-HNE
immunohisztokémiaval. Reprezentativ vizsgalattal azt talaltuk, hogy a kisérleti protokollunk
bizonyithatoan ferroptdzist okozott egyes idegsejtekben, leginkébb a hippocampusban, melyet
a DMT kezelés csokkentett.

Az asztrocitakrol ismert, hogy iszkémia alatt az idegsejteket tamogatjak, illetve a GFAP+
protoplazmads asztrocitdk kifejezetten érzékenyek az iszkémids inzultusra. Kisérleteinkben
értekeltik a DMT hatasait a GFAP jelolt asztrocitdkra. A GFAP jelolt teriiletarany
nagymértékben csokkent iszkémia/hipoxia/reperfuzid eldidézése utdn a naiv allatokhoz
viszonyitva. A DMT kivédte a GFAP jel iszkémiéval kapcsolatos gyengiilését a kortexben és a
striatumban (kortex 3,2+1,9 vs. 1,5£0,3 vs. 4,740,9%, stridtum: 2,3+1,1 vs. 0,94+0,2 vs.
3,2+,.6%, DMT vs. kontroll vs. naiv), de a hippocampusban nem (pl. CAl stratum oriens
10,6£4,9 vs. 11,1£5,8 vs. 15,5+2,7%, DMT vs. kontroll vs. naiv).

Az iszkémids inzultus mikroglia aktivaciot és neuroinflammaciét okoz, melynek
szabalyozasaban a Sig-1R is részt vehet. A kraniotdomiahoz és az SD kivaltashoz viszonyitva
ipszilateralisan csokkené mikroglia arborizaltsagot vartunk az agykéregben, amely magasabb
foki mikroglia aktivaciot jelez. Korabbi eredményeinkkel Osszhangban, a mikrogliak
nyulvanyozottsdga nagyobb mértékii volt az ipszilateralis oldalon a kontralateralishoz képest
(kontroll csoport: 106,6+50,5 vs. 194,3+£95,6, ipszi- vs. kontralateralis). A DMT kezelésnek
nem volt hatasa a mikroglia-aktivaciot jellemzé ramifikacios indexre (pl. ipszilateralis kortex:
89,5+37,4 vs. 106,6+£50,5 DMT vs. kontroll).

Végezetiil, hogy azonosithassuk azokat a sejteket, amelyek a DMT hatdsmechanizmusaban
szerepet jatszhatnak, a Sig-1R-t fluoreszcens immuncitokémiai moédszerrel ko-lokalizaltuk
neuronokkal, asztrocitakkal és mikrogliaval naiv allatokban. A Sig-1R kifejezddése jelentdsnek

bizonyult a neuronokban, asztrocitakban és nyugvé mikrogliaban.
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4. Diszkusszio

4.1. Az 4j dihidropiridin-szarmazék LA1011 vizsgalata

4.1.1. Az LA1011-nek nem volt hatasa a CBF alapvonal valtozasara és a Kivaltott
potencialra

A hagyomanyos dihidropiridin szarmazékok (pl. nifedipin, nimodipin) novelik az CBF-et.
Ezzel szemben az LA1011 kezelés alatt a CBF alapvonal valtozatlan maradt. Eredményeink
szerint az LA1011 a neuronok ingerlékenységét nem befolyasolta az intakt kéregben, iszkémias
koriilmények kozott nem allitotta helyre az EFP-ék amplitaddjat és a szomatoszenzoros
ingerléssel jar6 hiperémiat sem rendezte. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az iszkémia korai
fazisaban az LA1011 kezelés nem Orzi meg a neuronok ingerelhetdségét, és a neurovaszkularis

csatolas hatékonysagat.

4.1.2. Az LA1011 novelte az SD amplitidojat, de nem volt hatassal a CBF valaszra

Az LA1011 kezelés nagymértékben novelte az SD amplitiddjat minden kisérletes kondicioban.
Az SD amplitiddjanak mértéke erds pozitiv korrelacidban all az extracellularis kalium
koncentracioval, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a Hsp ko-induktor LA1011 az SD-vel
torténd sejtes (valosziniileg neurondlis) kélium effluxot fokozhatja. Valdban, a magas
homeérséklettel torténd prekondiciondlas visszaforditotta a depolarizaciok anoxia okozta kalium
csucsanak eltinését, tovabba a Hsp70 expresszid szabalyozta a kalium homeosztazisat
drosophila agyban oxigén megvonasakor. A TNFa doézisfiiggd moéddon csokkenti a SD
amplitadéjat. Erdekes modon kimutattak, hogy a Hsp70 overexpresszidja — mely az LA1011
egyik célpontja —csokkenti a TNFa mRNS szintjét oxigén-glikoz megvonasnak (oxygen—
glucose deprived: OGD) kitett asztrocita kultiraban. Feltételezhetd, hogy az LA1011 altal
megndvelt SD amplitddét valoszinlileg a Hsp70 ko-indukcidja eredményezte, mivel
csokkentette a TNFa szintjét, amely az SD amplitidojat csokkentené.

Az SD-re adott CBF valasz esetében elmondhato, hogy a kiilonféle kisérleti kezelések a késoi
hiperémia el6forduldsat novelték. Az SD-vel kapcsolatos késdi hiperémiardl leirtadk, hogy
megjelenését az L-arginine adasa eldsegitette, igy a késoi hiperémia NO-fiiggd lehet. Erdekes
médon a Hsp-€ék, leginkabb a Hsp90, szerepet jatszanak az értonus kialakitisdban a
vazodilatator NO keletkezésének szabalyozasan keresztiil. A kdzelmultban kimutattak, hogy az
LA1011 kotédik a Hsp90-hez és aktivalja az ATPaz aktivitasat. Egy lehetséges kolcsonhatas
az LA1011 és az NO kozott magyardznd a késoi hiperémia fokozott megjelenését, amely talan

a Hsp90 altal szabalyozott.

4.2. Az FP receptor gatlasa AL-8810-zel
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4.2.1. Az FP receptor gatlasa javitotta a perfuziot az iszkémias agykéregben
Eredményeink szerint az FP receptor agonizmusa gatolja az SD-t az iszkémids patkany
agykéregben: az AL-8810 a repolarizacié gyorsitasaval csokkentette az SD idOtartamat, és a
reperfuzio alatt fokozta az ECoG teljesitményének rendezddését. A periférian talalhatdo FP
receptorok az értonus szabalyozasaban jatszanak szerepet. Az FP receptor gatlasa a
iddtartama az AL-8810 kezelt allatokban a szoveti perfizio javuldsa miatt rovidiilt.

A terjedd iszkémia, amely az alacsony iszkémias tolerancidval jellemezhetd penumbra région
halad keresztiil, kivaltképp karosnak tekinthetd. A terjedd iszkémia kevésbé gyakori jelenség
volt az AL-8810 kezelt csoportban, és a véraramlas esés mértéke is kisebbnek bizonyult a

kezelés kovetkezményeként.

4.2.2. Az FP receptor gatlasa csokkentette az SD-t és az apoptézis mértékét, de nem volt
hatassal a mikroglia aktivaciora

Az FP receptor farmakologiai gatlasa a kisérleteinkben kdzvetleniil a neuronokat célozva is
hozzéjarulhatott a neuroprotekcidhoz. Az idegsejtekben az FP receptor egyértelmil
kifejezddését figyeltilk meg hasonldéan kordbbi munkékhoz, melyek az FP receptor jelenlétét
szinaptoszoma preparatumban vagy idegsejt kultiraban igazoltak. Az AL-8810 neuronokon
kifejtett direkt protektiv hatasat tamasztja ald, hogy az AL-8810 elOsegitette az idegsejtek
tulélését az OGD-nek kitett sejtkultarakban.

Az AL-8810 hatasat a mikroglian is vizsgaltuk, mivel a mikroglia FP receptorral gazdagon
ellatott sejt. Korabbi kisérletekben patkany mikroglia sejtkultiraban nem figyeltek meg FP
receptor mRNS expresszidt, am késobbi kutatasok bizonyitottdk miikodé FP receptorok
jelenlétét huméan agyi mikroglia sejteken. A kisérleteinkben mikroglia-aktivaciot figyeltiink
meg ipszilaterdlisan az SD kivaltashoz és a kranitomdmidhoz képest, mely hozzaadodik az
onmagaban az iszkémia okozta mikroglia-aktivitas novekedéshez. El6z6 kisérleteinkbdl
tanisdga szerint a mutéti beavatkozas dnmagaban (kraniotomia) mikroglia aktivaciot okoz és a
kivaltott SD-k ezt tovabb novelik, amely magyarazza a kiilonbséget az ipszi- és kontralateralis
oldal kozott a jelen kisérletben. Az AL-8810 nem volt hatassal a mikroglia aktivaciora a vizsgalt

idépontban (5 o6raval az iszkémia kezdete utan).

4.3. A Sig-1R agonizmusa DMT vel
4.3.1. A DMT csokkentette az SD-ét a Sig-1R aktivalasan keresztiil, de nem volt hatassal

a CBF valaszra
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Kisérleteinkben a DMT intravénas infuzidja mellett csokkent az SD amplitidoja, a
depolarizacié meredeksége és a kummulativ SD iddtartam. Eredményeink bizonyitjdk a DMT
SD gatl6 hatasat. A szelektiv Sig-1R agonista PRE-084 kezeléssel igazoltuk, hogy a DMT SD-
t gatld hatasa a Sig-1R keresztiil valosulhatott meg. A Sig-1R antagonista NE-100 a DMT
hatasat ellensulyozta, ami tovabbi bizonyittk a Sig-1R részvételéere a DMT
hatasmechanizmusaban. Eredményeinket igazoljadk azok a munkdk, melyek patkany ¢élo
agyszelet preparatumon az SD gatlasat érték el két Sig-1R agonistaval dextrometorfannal vagy
karbetapentannal. Ismert, hogy a Sig-1R agonizmusa korldtozza az NMDA receptor
aktivalasdhoz kothetd kalcium valaszt idegsejtkultaraban, és a neuronalis fesziiltség-fliggd
kalcium csatornak inaktivalasaval lassitja a kalcium aramokat. Feltételezziik, hogy a DMT a
kisérleteinkben a Sig-1R-hoz kotott intracelluldris kalcium homeosztazis szabalyozasan
keresztiil gatolta az SD-ét.

Ertékeltiik azt a lehetdséget is, hogy a DMT esetleg 5-HT receptorok aktivacioja révén éri el az
SD gatlasat. Eredményeink szerint azonban valoszinlitlen az 5-HT receptor alapu
mechanizmus, mert a DMT ellenstlyozta a széleskorii 5-HT receptor antagonista azenapin SD-
t fokozo hatasat. Erdemes megjegyezni, hogy az 5-HT receptor antagonizmusa novelte az SD
amplituddjat, mely 6sszhangban all azokkal a korabbi adatokkal, hogy a szerotonerg rendszer
aktivalasa csokkenti, gatlasa potencirozza az SD-ét.

Végiil értékeltiik a farmakologiai kezelések hatasat az SD-hez kot6do CBF valaszra. Az
analizist 1ényegesnek tartottuk, mert a DMT hat4sa a neurovaszkularis csatoldsra nem volt
ismert. A DMT kezelés kisérleteinkben nem befolyéasolta az SD-re adott hiperémids valaszt.
Tovabba egyik hasznalt anyag (a Sig-1R agonista PRE-084, a Sig-1R antagonista NE-100 vagy
az 5-HTR antagonista azenapin) sem modositotta a hiperémiat. A kezelések hatastalansaganak
oka lehet, hogy az iszkémia Onmagaban kérositja a neurovaszkularis csatolast, melyet a

farmakologiai kezelések nem tudtak feliilirni.

4.3.3. A DMT Kkivédte az iszkémias sejtkarosodast

Szamos kutatocsoport leirta, hogy Sig-1R aktivalas csokkenti az iszkémias infarktus méretét 24
oréval vagy akar napokkal a kisérletesen eldidézett fokalis iszkémia utan. Kutatasaink soran 2
oraval az iszkémia és 1 Oraval a reperfuzid utan vizsgaluk szévettani modszerekkel a DMT
neuroprotektiv hatasat. A kisérleteinkben a NeuN festés nem mutatott szignifikans idegsejt
karosodast valdszintileg azért, mert a vizsgalat idOpontja tal korai volt ahhoz, hogy kifejezett
neurodegeneraciot figyelhessiink meg. Azonban a GFAP+ asztrocitdk halozata jelentdsen

gyériilt iszkémia/reperfuizidt kovetden a naiv allatokhoz képest. Eredményiink dsszhangban all
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azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy a kisérletes fokalis iszkémia kezdetét kovetd elsé par
ordban GFAP kifejez6dése csokken a duzzadt protoplazmas asztrocitdkban. Az elvaltozas
asztrocita diszfunkciot feltételez. A DMT kezelés hatdsara er6dosott a GFAP kifejezédése,
tovabba a Sig-1R-t kolokalizaltuk asztrocitdval. Eredményeink megerdsitik és kiegészitik azt a
korabbi megfigyelést, hogy a Sig-1R aktivalasa el0segiti az asztrocitak tulélését 96 oraval az
iszkémia kezdete utan. Osszefoglalva, a DMT kezelés megdrzi az asztrocita halozat integritasat
— ¢és valdszintileg funkcidjat — a Sig-1R aktivalasan keresztiil.

A mikroglia-aktivacio jellemzésével korabbi ereményeinket igazoltuk, miszerint az SD
mikroglia-aktivaciot okoz. Ismert, hogy a DMT a gyulladasos valaszreakcidkat gyengiti, melyet
igazol a pro-inflammatorikus citokin szint csokkenése DMT kezelés kovetkeztében. Ezzel
ellentétben, kisérletiinkben a DMT-nek nem volt hatasa a mikroglia-aktivaciora. Hasonloképp,
egy korabbi tanulmanyban a Sig-1R aktivalasa nem befolyasolta az Iba-1 jelolddést és az agyi
citokin termelésre fokalis agyi iszkémia modellben. Mindent sszevetve, a DMT a kozvetlen
gyulladasos stimulussal kivaltott dentritikus sejt- vagy mikroglia-aktivaciot gatolja, de az
iszkémia vagy az SD indukalta mikroglia aktivaciot nem modositja.

Az apoptotikus sejthalal vizsgalata kisérletiinkben helytallo, hiszen a Sig-1R aktivalasa
elnyomja az ER stressz indukalta apoptozist. A DMT kezelés csokkentette a CC3+ apoptotikus
sejtek szamat, legfoképp a hippocampusban. Tovabba a DMT kezelés gatolta a ferroptozis
jelenségét is, melyet alatamaszt, hogy a Sig-1R aktivacidja vagy overexpresszioja gatolja az

oxigén szabadgyokok keletkezését.
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