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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIS: acute ischemic stroke, akut iszkémias stroke

CBF: cerebral blood flow, agyi vérataramlas

tPA: tissue plasminogen activator, szoveti plazminogén aktivator
r-tPA: recombinant-tissue plasminogen activator, rekombinans-szoveti plazminogén aktivator
SD: spreading depolarization, terjedd depolarizacid

ACP: arteria cerebri posterior, hatso agyi artéria

AB: arteria basilaris, bazilaris artéria

DC: direct current, egyendram

EcoG: electrocorticogram, elektrokortikogram

ACM: arteria cerebri media, kozéps6 agyi artéria

GABA: gamma-aminobutyric acid, gamma-aminovajsav

GluR: Glutamate receptor, glutamat receptor

iGluR: ionotropic glutamate receptor, ionotrép glutamat receptor
mGluR: metabotropic glutamate receptor. metabotrop glutamat receptor
AMPA: alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-izoxazolpropionsav

NMDA: N-methyl-d-aspartate receptor, N-metil-d-aszpartat receptor
2VO: 2 vessel occlusion

I0S: intrinsic optical signal, zold fény reflektancia

LASCA: laser speckle contrast analysis, 1ézer folt kontraszt analizis
GN: garcia neuroscore

ACC: arteria carotis communis, koz0s nyaki artéria

MABP: mean arterial blood pressure, atlagos artérias vérnyomas

PFA: paraformaldehid

ROI: region of interest, érdeklddési régiod

ACA: arteria cerebri anterior, eliilsé agyi artéria

AComA: arteria communicans anterior, eliilsé 0sszekoto artéria
AComP: arteria communicans posterior, hatulsé 6sszekotd artéria

ACI: arteria carotis interna, belsd nyaki artéria

HE: hematoxillin-eozin



20-HETE: 20-hidroxieikozatetranoésav
PGF2a: prosztglandin F2a



1. BEVEZETO

1.1. A stroke elofordulasa és az akut iszkémias stroke (AIS) jellemzése

A stroke vilagszerte a méasodik leggyakoribb halalok az iszkémids szivbetegségek' utan, a
rokkantsaggal tarsuld korképek kozott pedig a harmadik leggyakoribb' 2. Vilagszerte minden
harmadik mésodpercben egy 0j agyi infarktusos beteget regisztralnak, ami 12,2 millié esetet
szamlalt az elmult 5 évben. A 2019-es adatok szerint az agyi infarktust elszenvedd betegek
kozel 60%-a 70 év alatti volt, ami felhivja a figyelmet arra, hogy nem csak az iddsebb populaciéd
érintett a betegségben?. Magyarorszagon a Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) adatai alapjan
az utobbi 10-12 éves iddszakot figyelembe véve (2012 - 2022) évente 11 540 ember hal meg
agyi infarktus kovetkeztében. A halalt okoz6 betegségek listdjaban 1990-t61 a stroke a masodik
helyet foglalja el hazankban (www.ksh.hu). A népesség eloregedése és a stroke haldlozasi
aranya egyiittesen 2012 ¢és 2030 kozott varhatoan 3,4 millioval tobb stroke-os esetet
eredményez’. Ellatasanak koltségei jelentds terhet ronak mind a tarsadalomra, mind a betegek
csaladjaira®>. Mig a stroke ellatas globalis koltségei meghaladjak a 891 milliard dollart, a
rehabilitacid pénziigyi és tarsadalmi terhei felbecsiilhetetlenek! 2.

A stroke kockazati tényezo6i kozé tartoznak a nem megeldzhetd és megeldzhetd tényezok. A
nem megeldzhetd tényezOk kozé tartozik az ¢€letkor, a nem, valamint a csalddi stroke
kéreldzmények. A megeldzhetd kockazati tényezdk kozé tartozik a magas vérnyomads, a
cukorbetegség, a dohanyzas, a magas koleszterinszint, az elhizis és az inzulinrezisztencia®. A
stroke altalanos tiinete a féloldali szajzug lecsilingése, féloldali végtaggyengeség vagy bénulas,
beszéd vagy beszéd megértésének zavar, lataszavar, esetleg kettdslatas, egyensulyvesztés és
féloldali zsibbadas. A stroke két alapvetd tipusat kiillonboztetjiik meg: iszkémias és vérzéses.
Az iszkémids stroke egy agyi artéria elzarodasa, a vérzéses pedig egy agyi artéria ruptirajanak
kovetkeztében alakul ki*. A stroke esetek kozel 87%-a agyi érelzarodas kdvetkeztében alakul
ki, amit akut iszkémias stroke-nak, réviden AIS-nek hivnak?. Az elzarodast legtobb esetben egy
vérrdg, ugynevezett trombus okozza, amely elzdrja az agyi eret és blokkolja az érintett
agyteriilet alapvetd oxigén- és gliikozellatasat. Az elzarédas id6tartama egyenesen aranyos a
kezdeti 1ézi6 méretével és a neuronalis deficit mértékével °. Az AIS kialakulasat kovetd elsé 10
percben a nekrozis teriilete viszonylag korlatozott kiterjedésii’. Az id6 elérehaladtaval azonban
a masodlagos patoldgids Utvonalak aktivalodasa miatt az elhalt teriilet kiterjedése novekszik.
Mar 2 oraval az elzarodast kovetden az elzarodott ér ellatdsi teriiletén szoveti elhalas

detektalhat’. (1. dbra)



AIS Kezdet ™ +2 ora =) +24 ora

Trombus

Hipoperfuzio Iszkémias mag Iszkémias 1ézi6 Végleges 1ézio
(core) (1szkémias+gyulladasos
karosodas)

1. abra Az AIS utani elsddleges 1¢zi6 idoébeli progresszidjanak sematikus abrazolasa. Az AIS
kezdetekor késziilt abra (balra) az érelzard trombust mutatja. A késobbi képek az iszkémias mag
kiterjedését abrazoljak 2, 24 6raval és 7 nappal késébb, amikor a végsd 1ézi6 térfogata kialakul’. Az
abrat Gauberti és munkatarsai, 2016 alapjan adaptaltuk és modositottuk.

A vérataramlas (vagy agyi perfuzio (cerebral blood flow, CBF) csokkenése az infarktus
magjaban, az ugynevezett core régioban a legsulyosabb (CBF<10 ml/100g szdvet/perc vagy
10%-25% CBF), mig a magot koriilvevo penumbra régi6 vérellatasa bizonyos ideig kielégitd
a kollateralisok kompenzalasa révén (CBF>10 ml/100g szovet/perc vagy 30%-40% CBF) (2.
abra). A core régioban az oxigén- ¢s gliikozhiany percek alatt irreverzibilis nekrézisos sejthalalt
okoz, mig a penumbraban a szdvet tobb oran 4t életképes marad. Szdmos patomechanizmus,
mint példaul az excitotoxicitas, az oxidativ karosodas, a gyulladas és apoptozis is hozzajarul az
idegsejtek pusztulasanak folyamatahoz?. Mivel a penumbra régidban a sejtek még életképesek,
kezelés nélkiil a penumbra iszkémias magga fejlédik> ¢. A transzlacios stroke-kutatas elmult 50
éve’ a masodlagos patologiak mérséklésére dsszpontositott a neuroprotekeio elvének jegyében.
Az alaptudomanytol a klinikai kutatdsig tartdé kemény munka ellenére mintegy 1000
neuroprotektiv. molekulabol kézel 200-at tobb mint 150 klinikai vizsgélatban teszteltek
sikerteleniil”. Az AIS egyetlen, az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala
altal jovahagyott kezelése az intravénas szoveti plazminogén aktivator (tissue plasminogen
activator, tPA) kezelés (trombolizis)’. Mivel a farmakologiai terapiak sikertelenek az AIS-ben,

Uj célpontokat és molekulakat kell azonositanunk a neuroprotektiv kezeléshez.



Mag (core) régio
CBF<10 ml/100g/perc
A karosodas visszafordithatatlan

Penumbra régio
CBF>10 ml/100g/perc

A karosodas még visszafordithato

2. abra Az iszkémias mag €s a penumbra régio sematikus dbrazolasa. A mag egy irreverzibilisen sériilt,
foként nekrotikus szovet (piros), amelyet egy keskeny, reverzibilisen sériilt, menthetd szoveti zona, az
ugynevezett penumbra (narancssarga) vesz koriil. A mag és a penumbra régiot abrazold fekete nyilak
célja, hogy ezeket a zonakat az abszolut CBF alapjan jellemezzék. Az abra Kloska és munkatarsai, 2016
alapjan adaptalt és modositott abra.

1.2. Az AIS terapiaja és az elégtelen reperfuzio

Az AIS gyodgyaszataban standard protokoll az eret elzdrd vérrdg gyors eltavolitasa
trombolizissel és/vagy mechanikai endovaszkuléris thrombektomiaval, amely a stroke utan 9-
24 6réban végezhetd el. A trombus oldasat rendszerint rekombindns szdveti plazminogén
aktivatorral (recombinant-tissue plasminogen activator, r-tPA), az eltdvolitasat katéter
segitségével végzik. A rekanalizacid az egyetlen terdpias lehetdség az akut iszkémias stroke
kezelésében és az egyik legjobb eldre jelzéje a kedvezd eredménynek és a mortalitasi rata
csokkentésének®. Azonban a betegek kozel felénél a rekanalizicio hidbavald és nincs
neurologiai fejlddés az optimélis angiografidas eredmények ellenére sem ° '°. A sikeres
rekanalizaci6 ellenére fellépd elégtelen reperfiizié az idésebb korhoz és a gyenge kollateralis
keringéshez tarsithat6®°.

Ennek kovetkezménye az elégtelen reperfuzio. Az elégtelen reperfuziorol azt feltételezik, hogy
a kapillarisok szintjén alakul ki, ezért kapillaris ,,no-reflow” jelenségnek is hivjak. Tovabbi
feltételezések szerint a ,,no-reflow” jelenség hozzajarul az elégtelen reperfuzio kialakuldsédhoz,
amely az optimalis angiografias eredmények ellenére is mérsékeli a rekanalizaciot és negativan
befolyésolja a stroke-os betegek felépiilését. Az elégtelen reperfuzid gyakori el6forduldsa miatt
jelentds klinikai problémat jelent, azonban hattere nem teljesen tisztazott. Emiatt az elégtelen

reperfiiziéo a modern AIS kutatas €s a terapia egyik legfontosabb célpontja.



1.3. Lehetséges magyarazatok a reperfuzios elégtelenség

patomechanizmusara

A szamos mechanizmus koziil, amelyek hozzéjarulhatnak az elégtelen reperfuzidhoz, az egyik
fo tényezonek a disztalis embolizacid tlinik, amelyet a proximalis trombusbol szarmazo
embolias fragmentumok okoznak, amelyek spontin moédon!! vagy az endovaszkularis
beavatkozas soran disszocidlnak'?. A masik jelent8s hozzajaruld tényezd lehet a pericita sejtek
kontrakcioja. A pericitdk dontd szerepet jatszanak az érrendszeri tonus szabalyozdsadban a
kapillarisok szintjén'3, azonban iszkémia hatasira gyorsan elhalnak és elzarjak a

kapillarisokat'*

. Egy masik sejttipus, amelyrdl ugy gondoljdk, hogy hozzajarul az elégtelen
reperfuzidhoz, nem mas, mint a neutrofil granulocitak. A kozelmultban végzett tanulmanyok
ragcsalo AIS-modellekben a penumbra-zonaban megrekedt neutrofilek altal okozott kapillaris
elakadasok kialakuldsat mutattdk ki a rekanalizaciot kovetd elsé ordkban. Emellett mas
publikacidk szerint a leukocitdk adhézioja, gordiilése és felhalmozodasa az agyi vénakban,
arteriolakban és kapillarisokban jelentdsen eldsegitheti a hidbavalo reperfuzio kialakuldsat AIS
utan'>17 (3. 4bra).

Az agyi érrendszer variancidja is meghatarozza a rekanalizéacio sikerességét az iszkémias stroke
kezelésében. Az AIS kimenetelét egyértelmiien befolyasolhatja a vaszkularis anatdomiai
variancia miatt kialakul6 alacsony perfuzi6 az érintett hemiszfériumban. Az alacsony perfizid
beindit egy olyan madasodlagos patologiat, amelyet terjedd depolarizdcionak (spreading
depolarization, SD) neveziink. Az SD-k jelenlétét 6sszefiiggésbe hoztak az infarktus méretének
terjedésével, illetve manapsdg a citotoxikus 6déma ¢és a stroke utan megfigyelhetd

vazokonstrikcid legfobb biomarkereként tartjuk szdmon.
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3. abra A reperfuzios elégtelenség patomechanizmusai: Az elégtelen reperfuzié kialakulhat mikro-
vérrogképzodés, pericitak okozta kapillaris konstrikcio, neutrofilek altali kapillaris eltémddés, nagy erek
vazokonstrikcidja és vérrog disztalis embolizacioja kovetkeztében. Az abra El Amki és Wegener, 2021
alapjan adaptalt és modositott abra.

1.4. A Willis-kor anatomiai varianciaja

A zart keringési rendszerrel rendelkezd fajoknal a kollateralis keringés a nagyerek elzarddasa
esetén a vérellatas fenntartisahoz nélkiilozhetetlen masodlagos tartalékot biztosit's. A Willis-
kor képezi az alapjat azoknak az elsddleges kollateralisoknak, amelyek funkcionalis
anasztomozisokon keresztiil atiranyitjak a perfuziot a rosszul perfundalt teriiletekre, példaul az
iszkémids régiokba. Az ezen elsddleges kollaterdlisok hianyat wvagy diszfunkciojat
eredményez6 anatdmiai eltérések kiilondsen problematikusak lehetnek iszkémia soran, amikor
a helyi ATP- és gliikdzhidny stlyosbitja az AIS kimenetelét'® 2°. Az anatomiai varianciakat
kapcsolatba hoztdk az AIS kialakuldsdnak kockazataval és a stroke betegek rosszabb
prognozisaval. Egy tanulmédny kimutatta, hogy az inkomplett Willis-kor esetén 47%-kal
csdkkent a stroke betegek kedvezd kimenetelének valdsziniisége?!. Az arteria cerebri posterior
(ACP) Pl szegmense nagyfoku anatdémiai variabilitdst mutat, hiszen a kisérleteinkben

alkalmazott C57BL/6 torzs egereinél a populaciéo 80%-ban uni- és/vagy bilateralisan hidnyzik



vagy?? hipoplasztikus (csokevényes). Erdekes modon ez az anatomiai variancia a humén
populdcié mintegy 50%-ban is megfigyelheté?>. Az ACP P1 szegmens hipoplasztikussagat
vagy hianyat nevezziik inkomplett Willis-kornek. Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a P1
szegmens hidnyanak kovetkeztében sulyosabb lehet az AIS kimenetele az AIS
egérmodelljében. A Willis-kor eltéréseinek ontogenetikai eredete az agyi érrendszer
embrionalis fejlddésére vezethetd vissza®. A posterior keringés anatomiai varianciaja esetén,
amely sordn a arteria basilaris (AB) €s az arteria cerebri posterior (ACP) nem fuzionalt teljesen

a P1 szegmens hidnyzik, vagy hipoplasztikus (4. bra)?.

A ACA B

ACP

crer

a Willis-korrél. Roviditések: ACA: arteria cerebri anterior, AComA: arteria communicans anterior (a
két ACA-t 6sszekotd rovid szakasz), Al: az ACA Al-es szegmense, ACI: arteria carotis interna, ACM:
arteria cerebri media, ACP: arteria cerebri posterior, AComP: arteria communicans posterior, P1: az
ACP P1 szegmense, AB: arteria basilaris (A). A bal oldali P1 szegmens hidnya a C57BL/6 egér agyaban

crer

crer

abra.”®

1.5. A terjedo depolarizacio (Spreading depolarization, SD)

Az AIS utdn megjelend kiilonbdzd tipusi masodlagos patologiai mechanizmusok koziil a
terjedd depolarizacio (SD) lehet a legjelentésebb. Az SD a neuronok és gliasejtek lassan terjedo,
massziv depolarizaciés hullama, amely 2-9 mm/perc sebességgel terjed az agyi
sziirkedlloméanyban®® 2°. Az SD az érelzarodas kezdete utan perceken beliil bekdvetkezik a
szovetek ATP- és gliikdztartalmanak megvonasa utan®. Az agyi véraramlas megsziinése vagy
drasztikus csokkenése oxigén- és gliik6z deplécidval jar, ami viszont ATP-hianyhoz vezet. A
Na/K-ATPaz ezt kovetd lebomlasa az ATP-érzékeny kaliumcsatornak nyitasaval extracelluléris

K" felhalmozdédashoz vezet, ami 12 mmol/l feletti kiiszobértéknél valészintileg SD-t indukal*°.

10



Ugyanakkor az intracellularis Na* emelkedés a neuronokban és az asztrocitdkban ozmotikus
vizbearamlast okoz, ami citotoxikus 6démat eredményez. A thlzott intracellularis Ca®*
tulsagosan aktivélja az enzimatikus ¢€s jelatviteli folyamatokat, ami kéarosodott neuronalis
miikodést vagy excitotoxikus sejthalalt idéz elé®. Tovabba a kezdeti iszkémids sériilést
kovetden az oxigénhiany anaerob anyagcserét indukal, igy laktat felhalmozdodas révén
intracellularis acidézist hoz létre’!. Az SD terjedése az extracellularisan megemelkedett
kaliumion- és glutamat szinthez kithetd. Az SD patofiziologiai relevanciaja a cititoxikus 6déma
kialakuldséan, a glutamat felhalmozodéason és massziv savterhelésen alapszik, ami intracelluldris
sejthalal kaszkadokhoz vezet***. Ahogyan az ismétlédé SD-k a penumbra felett terjednek, a
penumbra irreverzibilisen kdrosodo iszkémids infarktussa alakul at. A penumbraval ellentétben
a core régio irreverzibilis karosodast szenved?>.

Az SD-t elektrofiziologiailag a direct current (DC) potencidl atmeneti negativ kitérése jellemzi
az agykéreg spontan elektromos aktivitdsanak az electrocorticogram-nak (EcoG) a tranziens

depresszidja mellett. (5. abra)

A Elektroda Fokalis iszkémia B
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5. abra Az SD hullamfront tipikus élettani paraméterei az optimalisan perfundalt agykéregben. Az SD-
t atmeneti negativ DC potencial kitérése (kék) jelzi. A lokalis mezépotencial oszcillaciéo amplitaddjanak
tranziens besziikiilése (z0ld), amit terjed6 depresszionak neveziink. A pH valtozasaként acidozis jon
létre (fekete). Az SD-t hiperémia koveti (piros), amely az SD hullamfrontjahoz képest rovid késéssel
jelentkezik. A reprezentativ regisztratumok ¢ép keringésli agykéregb6l szarmaznak. (A) Az
extracellularis tér ionjainak koncentraciovaltozasai, amelyek az SD hullamfrontjahoz kapcsolddnak.
Extracellularis kaliumion és glutamat felhalmozodas (piros és fekete vonal), és intracellularis
natriumion, kalciumion és kloridion emelkedés figyelhet6 meg (B) (Prof. Dr. Farkas Eszter, Az
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agykérgi terjedd depolarizacié korélettani jelentdsége, 2019, Pietrobon és Moskowitz 2014,
modositva)*®.

Az SD éltal okozott megemelkedett metabolikus igény kompenzaldsira az agyi keringés
valaszol. A CBF valasz négy fazisat kiilonboztetjiik meg. Elsoként egy rovid hipoperfuzios
szakasz indul az extracellularis kaliumion fliggvényében (6. dbra A, 1). Ezt egy magas
hiperémia kovet, ami az alaparamlast akar 200%-kal is meghaladhatja (6. dbra A, 2). Harmadik
fazisként egy késobbi, azonban kisebb aramlasemelkedést figyelhetiink meg (6. dbra A, 3).
Végezetiil az aramléds egy harminc percnél tovabb is elhuzodhatd, az alapvonal ala siillyedd
oligémia kovet (6. abra A, 4). Ha a vazokonstrikcio, tehat a hipoperfuzids fazis teret nyer a
hiperémias szakasz ellenében, terjedd iszkémiarol beszéliink. (6. dbra) (Prof. Dr. Farkas Eszter,

Az agykérgi terjedd depolarizacié korélettani jelentésége, 2019)

Ragcsalod iszkémias stroke
modell:

B v
- Penumbra

6. abra A sematikus abra az SD-re adott CBF valaszreakcio szakaszait mutatja be. (A) Rovid
hipoperfuzio (1), markans hiperémia (2), kisebb hiperémia (3), hosszan elhtiz6d6 oligémia (4). Ragcsalod
iszkémias stroke modelljében (ACM elzaras, middle cerebral artery occlusion, MCAO) az SD-re
valaszul kialakult CBF valtozas folyamata az iszkémia terjedésének fliggvényében valtozik az
agykéregben az infarktusos mag régiobol kiindulva a penumbra felé haladva. (Hoffmann és Ayata 2013,
Prof. Dr. Farkas Eszter, Az agykérgi terjedd depolarizacio korélettani jelentdsége, 2019).

Az akut sériilt huméan kortexben specifikus SD mintakat tarsitanak a 1¢zi6 képzddéshez ¢s a
késdbbi infarktusok kialakulasiahoz?> 3% 3°. Ezek a jelentések és felhalmozodott kisérleti
bizonyitékok egyiittesen tanuskodnak arr6l, hogy az SD-k spontan keletkeznek az akut
agysériilés alatt elsddleges iszkémids 1€zidt okozva és felgyorsitva az infarktus méretének
novekedését’>. Habar feltételezett kapcsolat az SD és az elégtelen reperfizié kozott nem

bizonyitott.
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1.6. Terapias potencial: SD gatlasa

Az SD gyobgyszerészeti célzasa kihivast jelent. Kisérleti bizonyitékok arra utalnak, hogy az SD
modulalhatd olyan gyoégyszerekkel, amelyek hatassal vannak az SD indukcidjara és
terjedésére*’. A potencialis célpontok széles skalaja létezik, beleértve az ionforgalmat a Na*,
K*, CI', Ca*" csatorndkon és a Na'/K'-ATP-pumpéan keresztiil, valamint a ligand alapt
receptorantagonizmust, példaul az adrenerg, szerotonin, sigma-1, kalcitonin génnel kapcsolatos
peptid, gamma-aminovajsav (Gamma-aminobutyric acid, GABAx) és glutamat receptorok*!. A
glutamat az egyik legfontosabb serkentd neurotranszmitter az emldsok kdzponti
idegrendszerében. A glutamat egy specifikus receptorhoz (Glutamatreceptor (GIluR)) kétddve
gerjeszt0 neurotranszmissziot ¢€s intracellularis  jelatvitelt indukal. A GluR-t a
neurotranszmisszid sebessége €s a jelatviteli mechanizmusok alapjan ionotrép (iGluR) és
metabotrép (mGIuR) tipusokba soroljak. Az iGluR-okat farmakologiailag tovabbi harom
altipusra  osztjak:  alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav  (alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, AMPA), kainat ¢s N-metil-d-aszpartat (NMDA )-
receptorok (Hisashi Mori 2017, The NMDA Receptors). Az SD indukcioja és terjedése ellen a
leghatékonyabbnak bizonyult gyogyszerck az NMDA-receptorok antagonistai*® 4!, Az NMDA.-
receptorok transzmembran ligandkapcsolt ioncsatorndk, melyek teljes aktivalodasdhoz az
agonista (glutamat) és koagonista (glicin vagy D-szerin) koétddése, valamint a csatornat
blokkol6 Mg*" blokk eltavolitasa sziikséges. Az aktivalt NMDA-receptor kdzvetiti a Ca®*

bearamlast és a K" kiaramlast az ioncsatornan keresztiil*? (7. abra).
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7. abra Az NMDA-receptor sematikus abraja. A bal oldalon a receptor inaktiv, a neurotranszmitterek
nincsenek megkdtve, és a csatorna kdzepén 1évé Mg®" blokk lezarja az ionutat. A jobb oldalon a
neurotranszmitterek (glicin és glutamat) aktivaljik a receptort, a Mg?" blokk eltiinik és az ionok at
tudnak haladni a csatornan.

Amikor az agyban SD alakul ki, a K" nagymérték{i hullima halmozédik fel az extracellularis

36, Ezt kovetden

térben, és gyorsan kivaltja a kozeli neuronok és gliasejtek depolarizacioja
koncentracidgradiensiik mentén Na® és Ca’?" jut be a sejtekbe, amit nettd vizbedramlas és
sejtduzzadas kovet® %, Ugyanakkor a Ca®" terhelésre valaszul elsésorban glutamat, de mas
neurotranszmitterek is felszabadulnak a szinaptikus résbe’®. Az NMDA-receptorok
tulmiikodése az akut agysériilés esetén a késdbbi SD-k soran az ugynevezett excitotoxicitas
folyamatat idézi eld, amely tomeges cellularis Ca®" tulterhelést és a halalozasi kaszkadok
aktivalodasat eredményezi®.

Az NMDA -receptor kompetitiv €s nem kompetitiv antagonizmusa egyarant hatékonynak tlinik
az SD terjedésének elnyomasara*"> #. Kisérletileg méar nagyszamu kis molekuldji NMDA-
receptor-gatlot teszteltek, példaul PCP, MK801, ketamin, Mg?*, Zn**. Ezeknek a blokkold
anyagoknak a klinikumba valo atiiltetését azonban erdsen korlatozzék a széles korben elterjedt
mellékhatasaik. Valdsziniileg a preklinikai allatmodellekben az SD elnyomaésara leggyakrabban
hasznalt gyogyszer az MK801, amely egy nem kompetitiv NMDA -receptor-antagonista. Mar
az AIS-t kovetd infarktusnovekedéssel kapcsolatos korai vizsgalatok is azt mutattak, hogy az

1*4. Masok arrol

MKS801 neuroprotektiv hatast fejt ki az SD-k részleges vagy teljes blokkolasava
szamoltak be, hogy az MK 801 csdkkenti a Ca>" bedramlast nagy érelzarodast kovetden ragesalo

modellekben*’. Az MK801 esetében a hatdsmechanizmus a hatéanyagnak az NMDA-receptor
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transzmembran doménjének kdzepébe vald irreverzibilis kotddése (a Mg?" blokk helyén). Az
MKS801 klinikumba val6 atiiltetésének korlatja a gyogyszer ambivalens hatasa volt, mivel mig
a jol ellatott szovetekben hatékonyan megsziintette az SD-t*, addig az MKS801 stlyosan
iszkémids vagy hipoxias szovetekben teljesen hatéstalan volt az SD ellen*”- %%,

Az egyetlen klinikailag hatékony NMDA-blokkold az SD-k esetében a ketamin®. A ketamin
egy nem kompetitiv NMDA-gétld, amely a receptort nyilt csatornablokkolé mechanizmus
révén antagonizalja. A ketamin erdteljes hatasat tobb klinikai vizsgalatban is kimutattak, ahol
a gyogyszer képes volt csokkenteni az SD-klasztereket és az SD-k teljes szamat traumas

agysériilésnél és szubarachnoidalis vérzésnél az AIS utan kis betegcsoportokban®->!,
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2. CELKITUZES

Hipotéziseink bizonyitdsa érdekében azt kivantuk megerdsiteni, hogy:

L. Az SD kialakulasa és az azt kdvet6 elégtelen reperfuzio a Willis-kor elsédleges

kollateralizaci6 hianyaval all kapcsolatban az egér AIS modellben

II. Az SD farmakoldgiai blokkoldsa mérsékeli az elégtelen reperfuziot az egér AIS

modellben
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Allatok

A kisérleti eljarasokat a magyarorszagi Csongrad-Csandd megyei Nemzeti Elelmiszerlanc
Biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaga engedélyezte. Az eljardsokat a Magyar
Tudomanyos Akadémia Allatkisérleti Tudomanyos Bizottsdganak iranyelvei szerint végeztiik:
[az aktualizalt dllatvédelmi torvény és rendeletek: 40/2013. (II. 14.) Magyarorszag Kormanyal],
a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szoldo 2010/63/EU eurdpai unids
iranyelveknek, és az ARRIVE iranymutatdsoknak megfeleléen. Az egereket, amelyeket az
Eurdpai Uni6 Kivalosagi Kozpontjanak Biologiai Kutatokdzpontjaban (Szeged, Magyarorszag)
talalhatdé Charles River teleprdl szereztiink be, csoportos elhelyezésben, normal 12 o6ras

vilagos/sotét ciklusban tartottak és ad libitum kaptak élelmet és csapvizet.

3.2. Miitéti beavatkozasok

Kisérleteink soran 10-12 hetes him (n=28) és néstény (n=29) C57BL/6 egereket (m=25-31g)
izoflurannal (0,6-0,9% N20:02 — 2:1) altattunk egy, az erre a célra kialakitott altaté dobozban,
majd a mutéti asztalon hagytuk Oket spontan lélegezni nazalis maszkon keresztil. A
testhomérsékletet 37°C-on tartottuk rektdlis hdmérdvel Osszekotott termosztat-kontrollalt
fitdparnaval (CODA monitor, Kent Scientific Corp., Torrington, CT, USA). A szemiiket
dexpanthenol tartalmt Corneregel szemgéllel (Dr. Gerhard Mann - Chemisch-pharmazeutische
fabrik) vontuk be, hogy 6vjuk azokat a kiszdradastol. Topikalis Lidokaint (1%) adtunk minden
bemetszést megeldzden. Az allatok nyakan egy kozépvonali bemetszést kovetden mindkét
oldali arteria carotis communis-t gondosan elszeparaltuk az azokat koriilvevé szoveti
struktiuraktol €s a nervus vagus-t6l, majd selyemszalakkal (Item number: 18020-60, Fine
Science Tools, Foster City, CA 94404-4824, USA) alahurkoltuk azokat a késébbi okklizio
végett. Ezutan az egereket rogzitettiik hason fekvd helyzetbe egy sztereotaxids késziilékbe a
hallgjaratba ¢ékelt stabilizalo szerkezettel, hogy a beavatkozas alatt mozdulatlanok maradjanak
a pontos ¢€s preciz monitorozas miatt. Ezalatt tovabbra is spontan 1¢élegeztek az allatok az altato
maszkon keresztiil. Egy kozépvonali (sagittalis) bemetszést ejtettiink a nyilvarrat felett €s a bort
finoman elhtiztuk oldalra és selyemszalakkal rogzitettiikk. A kordbban feltart régiot sdoldat és
pamut vatta segitségével megtisztitottuk a maradék szérzettdl és szoveti folyadéktol. Ezutan a
koponyat egy UV fényre polimerizalodo gyantaval (UV683 Light Curing Adhesive, Permabond
Ltd., Wessex, UK) vontuk be, hogy noveljiik az atlatszosagat és elkertiljiik a kiszaradast. A 15
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perces UV lampa alatti polimerizacié utan a koponya transzparenss¢ valt, ami altal tisztabb

képeket kaphattunk az agy feliiletérdl az intrakranidlis nyomas megzavarasa nélkiil (8. abra).

a. carotis
communis
sinistra okklazio

a. carofis
communis
dextra okklazio

8. abra Reprezentativ képek az eldkésziiletekrdl a 2-vessel occlusion (2VO) modellhez. AIS indukcidja.
Selyemszalakkal korbehurkolva az arteria carotis communisok a kés6bbi 2 VO-hoz (A). Az egér hason
fekvo helyzetben rogzitve a sztereotaktikus keretben (B). A transzkranialis képelkotas céljabol egy
kozEépso bevagast ejtettiink a sagittalis varrat felett és a fejbdrt finoman oldalra huztuk (C).

3.3. Transzkranialis zold fény reflektancia (Intrinsic Optical signal, IOS)
képalkotas és 1ézer folt kontraszt analizis (Laser Speckle Contrast

Analysis, LASCA)

A protokoll id6tartama alatt szoveti zold fény reflektanciat (I0S) és Lézer Speckle Kontraszt
Analizissel (LASCA) agyi vérataramlast rogzitettiink 1 Hz mintavételi frekvencian. Mivel a
terjedd depolarizaciok intenziv cellularis térfogatbeli valtozasokat (extra > intracellularis viz
transzlokacio) okoznak az agykéregben, az SD hullamfrontja markans zo6ld fény reflektancia
fokozodassal jar, melynek amplitiddja és hossza jol mérhetd. A teljes kortikalis feliiletet
megvilagitottuk LED- (530 nm peak wavelength; SLS-0304-A, Mightex Systems, Pleasanton,
CA, USA), illetve 1ézer dibdaval (HL6545MG, Thorlabs Inc., New Jersey, USA; 120 mW; 660
nm emission wavelength) tapegységgel (LDTC0520, Wavelength Electronics, Inc., Bozeman,
USA) miikddtetve 160mA-ra allitva. Mindkét képsorozatot monokrém CCD kameraval
(resolution: 1024 x 1024 pixel, Pantera IM30, DALSA, Grobenzell, Germany) rogzitettiik, ami
a sztereomikroszkopra (MZ12.5, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) volt applikalva. A
LED (100ms/s) és 1ézer (2ms/s) megvilagitasok €s kamera expozicids idoket (100ms/s LED és
lézer esetén) az ehhez késziilt LabVIEW programban szinkronizaltuk. A hattérképek
ugyanezzel a kamerdval lettek rogzitve 1 frame/s rataval, hogy az offline korrekcidoknal

hasznalni tudjuk azokat a nyersképekhez (9. dbra).
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9. abra Nem invaziv, transzkranidlis IOS és LASCA képalkotas. A kisérleti képalkotd rendszer
elrendezése (A). Reprezentativ transzkranialis 10S kép az egéragy kortexérdl a szamunkra érdekes
régiok offline elhelyezésével (Region of interest, ROI-k 1-6) (B).

3.4. Kisérleti protokoll és miitét utani apolas

A multimodalis képalkotas Osszesen 115 percig tartott zold fény reflektancia €s 1ézer speckle
kontraszt analizissel. Mérési protokollunkban 10 perc alapvonal felvétele utan a selyemszalak
elhuzasaval bilateralisan okkludaltuk az arteria carotis communisokat (ACC 2VO), ezzel
tranziens globalis eldéagyi iszkémiat indukalva. 45 perc elteltével az okkluziot feloldottuk, majd
még 60 percen at monitoroztuk a reperfiizidt. A megszilardult gyantat dvatosan eltavolitottuk a
koponya feliiletérdl, a sebeket bevarrtuk, lidokainnal (10 mg/ml, Eagis) és Betadinnal (10
mg/ml, Eagis) kezeltiik a dezinfekci6 és fajdalomesillapitas céljabol, az anesztéziat terminaltuk
¢s az allatokat 32 C fokos inkubatorba (1 egér/ketrec) 2 6ran at ébresztettiik. Hogy a kiszaradast
megeldzziik, az allatokat egy elémelegitett (37 °C fokos) 0,9%-os fizioldgias sdoldattal (1 ml)
hidrataltuk szubkutan. Hosszi tava fajdalomcsillapitas érdekében az egereknek bore aléd
Carprofent (5 mg/kg; (5 mg/kg; Rycarfa, 8501 Novo Mesto, Slovenia) injektaltunk, amely egy
nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszer. Az allatok friss vizet és puhitott ételt kaptak 24
oran at. A tuléltetés utan 24 oraval az egerek szenzimotoros funkcidit értékeltiik Composite
Garcia Neuroscore (GN) skalaval, majd transzkardialis prefuziot hajtottunk végre rajtuk fekete

tintdval a Willis-kor vizsgalata érdekében. (10. dbra).
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2vVo Reperfuzio Anesztézia vége Garcia Neuroscore

Alapvonal Globalis elGagyi Monitorozott reperfuzié Willis-kor
(10 perc) iszkémia (45 perc) (60 perc) vizsgalata

Transzkardialis
perfuzid tintaval

Anesztézia Ebrenlét Posztmortem

10. abra A kisérleti protokollunk. 10 perc alapvonal felvétele utan Globalis eldagyi iszkémiat
indukaltunk bilateralis arteria carotis communis (ACC) okkluzioval 45 percig, majd a reperfiizié utan
tovabbi 60 percig felvételeztink. Az allatok 24 ora taléltetése utan a szenzimotoros funkciokat
Composite Garcia Neuroscore (GN) skalaval értékeltiik, majd ezt kovetden transzkardialisan
perfundaltuk fekete tintaval a Willis kor és az agyi erek jeloléschez.

3.5. SD farmakoldgiai blokkolasa

Az SD-k gyakorisagdt a nem-kompetitivn. NMDA receptor antagonista MKS801
megeldzden. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 0,3 mg/kg) A kontroll csoport az MK801

oldoszerét, fizioldgias sooldatot kapott.

3.6. Atlagos artérias vérnyomas invaziv mérése (Invasive mean arterial

blood pressure, MABP)

Him és ndstény C57BL/6 egereket (Kontroll n=5, MK801 n=5) izoflurannal altattunk (0,6-
0,9 %), majd invaziv vérnyomasmérés €s vérgaz analizis céljabol a bal arteria femoralis-ba
katétert (Mouse 32G Femoral artery catheter, WPI, 175 Sarasota Center, USA) helyeztiink. A
szisztémas vérgdz analizist 20 perccel a monitorozas eldtt végeztik el. Az MABP jel
digitalizalasa egy erre a célra kifejlesztett hardver és szoftver program (Biopac MP150 and
Acknowledge 4.2, Biopac Systems Inc., USA) segitségével tortént. A fizioldgiai valtozok
(MABP, O2, CO2, pH ¢és az artérias parcialis nyomas) a fiziologiai tartomanyban voltak.

3.7. Stroke utani neurologiai deficit értékelése

A szenzimotoros funkciok értékelése a Composite Garcia Neuroscore (GN) skalaval tortént. A
GN 0sszpontszam tartomanya a 0 (stlyos karosodas) és a 21 (nincs karosodas) értékek kozott
mozog. Az értékelés 7 fazisbol all, sorrendben a kdvetkezdk: spontan aktivitas, egér oldalanak

érintése, egér bajuszanak érintése, végtagok szimmetridja, oldaliranyu elfordulds, mellso
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végtaggal jards és maszas. A spontan aktivitasnal azt figyeljiik, hogy az allat 5 perc alatt hany
falat tud érinteni az erre a célra készitett ladaban, vagy egyaltalan megmozdul-e. Az oldal
simitas és a bajusz érintés esetén azt néztiik, hogy az egér mindkét oldalan érzékeny-e, vagy
valamelyik oldala, esetleg mindkettd, érzéketlen. A végtagok szimmetridja azt mutatja meg,
hogy a mellsd és hats6 végtagok milyen mértékben térnek el vagy egyeznek meg a mozgasuk,
kinytjtasuk tekintetében. Az oldaliranyt forgas vizsgalatakor azt figyeltiik, fordul-e az allat
(csak az egyik iranyban, vagy mindkét iranyban) és ha igen, mekkora mértékben (kevesebb
vagy tobb, mint 45 C). A mells6 végtaggal jaras vizsgalata soran a mellsd végtagok mozgasanak
sebességét és képességét pontoztuk az emelkedon vald felméaszas soran. A neuroldgiai
pontozast egy nappal a stroke indukcidja eldtt és 24 oraval utana hajtottuk vége (10. abra).
Minden vizsgalati 1épés minden egyes allatnal azonos sorrendben és feltételek mellett tortént,

¢s kiilonb6zd személyeket vontunk be a végrehajtasukba.

3.8. A Willis-kor anatomiai jellemzése

A Willis-kor anatomiai jellemzéséhez az egereket transzkardialisan perfundaltuk mély altatés
alatt 20 ml 0,9% NacCl és 20 ml 4% paraformaldehid (PFA) oldattal, majd a perfuziot kvetéen
5 ml fekete, szén alapu tintat (Drawing Ink-Tus, KOH-I-NOOR HARDTMUTH, 371 30 Ceske
Budejovice, Czech Republic) juttattunk az egerek keringésébe. A dekapitaciot kovetden az
agyakat Ovatosan eltavolitottuk ¢és a Willis-kort Nikon-DS Fi3 kameraval felszerelt
fénymikroszkép (Alpha STO-4M, Elektro-Optika Kft., 030 Erd, Kaktusz utca 22, Hungary)
alatt vizsgaltuk. Az analizishez sziikséges fotok elkészitését kovetden az agyakat 4%-os PFA-

ba helyeztiik, és 4 C-on taroltuk felhasznalasig.

3.9. Hematoxillin- eozin (HE) festés a sejtsériilések megfigyeléséhez

Az iszkémia kdvetkeztében kialakult neurondlis nekrdzist hematoxillin-eozin festéssel tettiik
lathatova. A kontroll (n=10) és MK801-el kezelt (n=10) agyakbol 10 um vastag koronalis
metszeteket készitettiink kriosztattal (Leica CM 1860 UV, Leica, Germany). A metszeteket
elészor hematoxillinnal (Sigma-Aldrich, USA) festettiik meg 25 masodpercen keresztiil, majd
a két, 3 perces vizes és egy 3 perces desztillalt vizes 6blités utan eozinban (Sigma-Aldrich,
USA) inkubaltuk 15 masodpercig. Ezt egy dupla desztillalt vizes oblités kovette, majd
dehidratacio etanollal. Legvégiil az agyszeleteket kétszer atmostuk xilollal, majd végiil Eukit-

tel (Merck, USA) fedtiik le. A szeletekr6l mikroszkoppal (Leica Microsystems GmbH,
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Germany) 40X-es nagyitason felvételeket készitettiink Nikon-DS Fi3 kamera segitségével,
majd Image] (National Institute of Health, Bethesda, USA) programmal felmértik a

sejtpusztulds mértékét kérgi, hipokampalis €s striatalis tertileteken.

3.10. Adatok analizalasa és statisztika

A teljesitmény analizis a farmakologiai kisérletek végrehajtasahoz meghatarozott elvek alapjan
tortént. A pilot kisérleteink a kisérleti csoportok (MKS801 vs. Kontroll) kozott elérték a
konfidenciaszintet, 95%-os eredményt és 80%-0s teljesitményt értiink el alacsony mintaszdm
mellett (alfa = 0.05 és béta (tipus II hiba) 0.2). Ahogy szamitottuk, elegendd statisztikai adatot
feltételeztiink a 11-12 allat/csoport végsé mintanagysag mellett. A kalkulaciokat a GPower 3.1
(Heinrich Heine University of Diisseldorf, Germany) programban futtattuk le. Minden egeret
kezeléstdl és nemtdl fiiggetleniil kodoltunk, és véletlenszerlien osztottunk be a kisérleti
csoportokba. A miitéteket, a neurologiai vizsgalatokat, a reperfuzié hatékonysagat és az
infarktus méretének kiszamitasat végzo négy vizsgalo teljesen ,,vak”™ volt a kezelés és az allatok
neme tekintetében. Hat allatot kizartunk, mivel elpusztultak az iszkémiés sériilés kovetkeztében
vagy a felvételezés (n=2) vagy az els6 éjszaka alatt (n=4). A képeket és a felvételeket az ImagelJ
(National Institute of Health, Bethesda, USA) és AcqKnowledge 4.2.0 (Biopac Systems Inc.,
USA) programokkal analizaltuk. Az IOS intenzitds és CBF iddbeli helyi valtozasainak
kiszamitasahoz érdeklddési pontokat (Regions of interest, ROIs, 50 x 50 pixelek, 0,4 x 0,4 mm)
helyeztiink el a képeken. A LASCA 4altal kapott CBF gorbéket az alapvonal els6 5 percének
atlagos CBF-je (100%) és az egyes kisérletek befejezése utan rogzitett bioldgiai nulla (0%)
felhasznalasaval fejeztiik ki. A neuronalis nekrozist az Imagel program beépitett automatizalt
analyze particles plug-in-jével értékeltiik. Az eredményeket atlagolva, szérdssal egyiitt adtuk
meg. Minden adatot eldszor a Shapiro-Wilk-féle normalitési teszten atfuttattunk, amely alapjan
eldontottiik, parametrikus vagy nem parametrikus statisztikat valasszunk. A statisztikai
elemzést és a diagrammok készitését a SigmaPlot 12.5 (Systat Software, Inc., San Jose, CA,
USA) szoftverrel végeztiik. A kiilonbozd statisztikai modszereket az egyes abrak részletesen

ismertetik.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Az atlagos artérias vérnyomas (Mean arterial blood pressure, MABP)

és az artérias vérgazok kiértékelése
A vérmintdkat (100 pl) 20 perccel a mérés (alapvonal) kezdete eldtt vettiik le. Minden

szisztémas valtozod a fizioldgias tartomanyon beliil maradt (11. dbra). Az MK-801-es kezelés

sem a nemi dimorfizmus esetén, sem a teljes mérés soran nem volt szignifikdns hatassal a

MABP-re (12. 4bra).

MABP 1 1
B MABP percce MABP 1 perccel a |MABP 1 perccel a| MABP 15 perccel
Sualy az MK801 vagy az . AT P
Csoport | n - Alapvonal , A 2 VO indukciéja reperfuzio elétt | a reperfizié utin
(2) e P olddszeres injekcio utén (Hgmm) (Hgmm) (Hgmm)
g utan (Hgmm) £ £
Kontroll | 5 27%4,1 86x11 8417,0 105+2,0 77+7,0 8215,0
MK801 7 26149 85170 8515,0 10414 7919,0 80£7.,0

11. abra A kisérleti csoport MABP valtozasai az adatok monitorozasa soran.

Csoport pH pCO: (Hgmm) pO: (Hgmm)
Kontroll 7,4%0,5 29+6,0 148117
MK801 7,4%0,3 28+9,0 13213

12. abra Artérias vér pH, parcialis CO, (Hgmm) és O, (Hgmm) nyomas az adatok monitorozasa elott.

4.2. Térbeli egybeesés az iszkémia alatti SD és a késobbi elégtelen

reperfuazio kozott

Az iszkémia indukcidja alatt a koponyan keresztiil végzett IOS képalkotas lehetdve tette az SD

megjelenésének ¢€s terjedésének nyomon kovetését az egér agykérgén (13. abra).
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13. abra Az agykérgi felszin reprezentativ I0S képsorozata a hattér kivonasa utan (A) és a megfelel6
IOS intenzitasi gorbék (B) az SD egyoldali (unilateralis) el6fordulasat mutatjak.

Harom kiilonb6z6é SD mintazatot figyeltiink meg: (i) az SD mindkét hemiszfériumon kialakult,
ezt bilateralis SD-nek neveztiik el (bilateralis SD, n=9/6, him/ndstény, a két SD a két féltekén
fliggetlen fokuszokban alakultak ki, és id6ben is elvaltak egymastol), (ii)) az SD-k
tulnyomorészt az egyik féltekén jelentkeztek, ezek az unilateralis SD nevet kaptdk
(unilateralis SD, n=4/3, him/ndstény), vagy (iii) nem lattunk SD-t egyik agyféltekén sem, ezek
az egerek no SD csoport lettek (no SD, n=0/3, him/ndstény). Osszesen 37 SD-t rogzitettiink 25
egérben. Az SD-k nagyobb valoszintiséggel fordultak elé a himekben, mint a ndstényekben (az
SD kialakuldsaban érintett agyféltekék: n=22/15, him/néstény). A CBF képalkotas egy éles
esést jelzett az agyi aramlasban iszkémia alatt (14. dbra (A)). A markansabb perfuzios
csOkkenés kedvezett az SD megjelenésének (CBF esés 21,1+4,6 vs. 33,6+4.4%, SD vs. no SD)
(14. dbra (B)). Az SD el6fordulasdhoz tovabbi aramlascsokkenés, igynevezett terjedd iszkémia
is tarsult (18,644,3 vs. 31,24+6,3%, SD vs. no SD) (14. abra (A)). Az arteria carotis communis-
ok visszaengedését kovetden elégtelen reperfiizidt észleltiink abban a hemiszfériumban, ahol
az SD kialakult (47,2+18,3 és 44.4+£12,5%, 15 és 45 perccel a reperfuzio inditasa utan). Ezzel
ellentétben, az SD-vel nem érintett féltekén a perfiizié visszaallt az iszkémiat megeldzo szintre

(96,3£11,9 és 98,9+7,4%, 15 és 45 perccel a reperfuzio inditdsa utan) (14. abra (A)).
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14. abra (A) A reprezentativ CBF képek (A1) térbeli egybeesést mutat az iszkémia soran fellépd SD és
a késobbi elégtelen reperfuzid jelensége kozott (A2). A CBF képek idében megfelelnek az agyi
véraramlas gorbék feletti teli koroknek. Az atlagolt CBF értékek (A3) elégtelen reperfiziot mutatnak
ipsilateralisan az iszkémias SD kialakulasaval 15 és 45 perccel a carotisok felszabaditasa utan. Ezzel
szemben teljes reperfuziot lathatunk az SD nélkiili iszkémias hemiszfériumon (B). Az SD el6fordulasa
az iszkémia kezdetét kovetd nagyobb CBF csokkenéshez kapcsolodott. Az adatok egyedi értékek (B),
atlag stdev (A3). Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel értékeltiik (A2: p = 0,065, B: p < 0,050),
majd egyirdnyt RM ANOVA-t végeztiink Holm-Sidak post-hoc teszttel (A3) és Mann-Whitney Rank

Sum tesztet (B), p < 0,01**.
4.3. Az SD kialakulasanak kedvezo6 inkomplett Willis-kor és a nagyobb
CBF csokkenés kozotti kapcsolat

A Willis-kor anatomiailag gyakran hidnyos a fiatal felndtt C57BL/6 egerekben®, ami azt
jelenti, hogy az arteria cerebri posterior P1 szegmense hidnyzik vagy diszplazias, tehat
rendellenes fejlédésti>’. Ennek megfeleléen a P1 szegmens hidnya a mi C57BL/6 egér

populacidénkban is gyakran megfigyelhet6 volt (15. abra).
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Komplett Willis-kor: Inkomplett Willis-kor:
+ P1 bilateralis megléte * P1 unilateralis hianya

* P1 bilateralis hianya

15. abra A Willis-kor anatdmiaja sematikusan abrazolva (P1 szegmens piros szinnel) és egy egér
agyalaprol késziilt eredeti fotomikroszkopos felvétel, az érrendszer szénfestékkel jeldlve. ACA: arteria
cerebri anterior AComA: arteria communicans anterior; AB: arteria basilaris; ACI: arteria carotis
interna; ACM: arteria cerebri media; AComP: arteria communicans posterior.

Fontos megjegyezni, hogy a P1 szegmens hidnya az ipsilaterdlis hemiszfériumban nagyobb
perfuzids esést eredményezett (21,3£5,0 vs. 30,8+6,3%, P1 hidnya vs. P1 megléte), ami
altalaban egybeesett az SD megjelenésével, és a késobbi elégtelen reperfuizio kialakulasaval. A
P1 szegmens jelenléte tobb esetben volt megfigyelhetd ndstény egerek esetén, mint himekben.
Ezen szegmens bilateralis megléte 4 egérben volt lathaté (n=1/3, him/ndstény), ahol 6sszesen
csak két SD-t detektaltunk. Az unilateralis P1 hidny 12 egérben volt megfigyelhetd (n=8/4,
him/ndstény) és ezen esetekben az ipsilateralis hemiszfériumon jelentek meg az SD-k. Néhany
egérben (n=4/1, him/néstény) SD alakult ki a kontralateralis oldalon is abban az esetben, amikor
az agyi véraramlas az ellentétes kortexben az SD kiiszob értéke ald zuhant. Végezetiil a P1
szegmens bilateralis hidnya esetén 9 egérben (n=4/5, him/ndéstény) mindkét hemiszfériumban

SD-t regisztraltunk (16. abra).
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SD k megjelenésére valaszul kialakuldé nagyobb perfiizio csokkenést. A mikroszkopos felvételek a
Willis-kor anatémiai valtozatait mutatjak. A piros nyilak a P1 szegmenst jelolik. A képeknek megfeleld
idévonalak a 45 perces iszkémia soran észlelt SD-k id6beli mintazatat abrazoljak az Osszes egeret
tekintve. A reprezentativ agyi véraramlas gorbék a P1 jelenlétének/hianyanak megfelelé reperfuzios
kinetikat abrazoljak. Megjegyzés: az iszkémia és az elégtelen reperfuzié alatti SD-k leggyakrabban a P1
hianyaval ipsilateralis féltekén alakultak ki.

A P1 szegmenst gyakrabban lattuk ndstény egerekben (17. dbra (A)). A ndstény egerekben
kevesebbszer megjelend SD (17. adbra (B)) a gyakrabban eléforduldé komplett Willis-korrel
magyarazhat6 (komplett Willis-kor: 4/12 vs. 1/13, néstény vs. him) (17. abra (C)).
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17. abra Az agyi véraramlas minimumat roviddel az iszkémia indukcidja utdn mértiik az egyes
féltekékben P1 szegmens meglétében vagy hianyaban. Megfigyelhetd, hogy a P1 hianya alacsonyabb
agyl véraramlas minimummal jar (kék: him, piros: ndstény) (A). Az els6 SD-k idObeli mintazata
féltekénként az iszkémias id6szak alatt (45 perc) him (n=13) és néstény (n=12) egerekben (B). A P1
szegmens anatomiai variancidjanak el6fordulasa néstény és him egerekben. A komplett Willis-kor iires,
az unilateralisan inkomplett szaggatott vonalakkal, mig a bilateralis hiany telt oszlopdiagram savokkal
abrazolva (C). Az adatok eloszlasat (A panel) Shapiro-Wilk teszttel értékeltiik (p = 0,483), majd
egyiranyu ANOV A-t végeztiink Holm-Sidak post-hoc teszttel, p < 0,01**,

4.4. A neuronalis sériilés az elégtelen reperfiuzionak koszonheto

Az SD-t és az elégtelen reperfuzidt elszenvedett egerek jelentdsebb szomatoszenzoros

neuroldgiai deficitet mutattak, amit GN skalan értékeltiink egy nappal az iszkémia indukcidja
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utan (14,5£3,1 vs. 18,84£0,8, SD vs. no SD) (18. abra (A)). A mellsé végtagok kinyujtasa,
oldalra fordulds és maszas Osszefiiggésbe hozhatdo az SD kialakulasaval, és a reperfiizios
elégtelenség bekovetkezésével (18. adbra (B)). Ezzel szemben, az SD-t el nem szenvedett
egereknél, akiknél a reperfuzio is elégséges volt, kozel ugyantgy teljesitettek, mint az iszkémia
elotti optimalis funkcionalis allapotukban (18,840,8 vs. 21,0, iszkémia utan vs. iszkémia el6tt)
(18. abra (A)). Tovabba, a magasabb GN pontszam szorosan korrelal a reperfuzid magasabb

szintjével (18. abra).
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18. abra Az iszkémia soran fellépd SD és az azt kovetd elégtelen reperfuzio sulyos neurologiai deficittel
és kifejezett neuronalis nekrozissal jar 24 oraval az iszkémia utan. A szenzimotoros deficit a Garcia
Neuroscore (GN) skalan abrazolva egy nappal az iszkémia utan az iszkémia eldtti teljesitményhez
viszonyitva (A). A kivalasztott motoros teszteredmények aszimmetrikus motoros funkciét mutattak,
amely az SD megjelenéséhez kothetd (B). Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel értékeltiik (A,
p=0,599, B, p<0,050. B, p<0,050, B, p<0,050), majd egyiranyt RM ANOVA Holm-Sidak post-hoc (A)
¢és Kruskal-Wallis ANOVA (B) teszteket alkalmaztunk.
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19. abra A reperfuzid utan 45 perccel linearis korrelacio figyelhetd meg a GN pontszam és az elégtelen
reperfuzié kozott. Az adatok eloszlasat Pearson-féle korrelacids analizissel vizsgaltuk.
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Végezetiil, a neuronalis nekrozis mértéke magasabb volt az SD-vel és az elégtelen reperfuzioval
érintett hemiszfériumokban az 6sszes vizsgalt agyi régidkban. (példaul a parietalis kortexben:

1302 vs. 97+13 sejtszam/1000 pm?, SD vs. nincs SD) (20. abra).

Kortex
Nincs SD

1000 pm?-ben

Br-3.14 mm m

Hippocampus

Nincs SD SD

Br -3.1 mm
Striatum
Nincs SD.ame s _SD

Nekrotizalt sejtek  Nekrotizalt sejtek  Nekvotizalt sejtek
1000 pm?-ben 1000 pm?’-ben

Br-1.0 mm 1 mm

20. abra Neuronalis nekrozis lathato a hematoxilin-eozin (HE) festett metszeteken. A grafikonokon az
adatokat atlag + szérds formaban adtuk meg. Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel értékeltiik p =
0,200), majd egyiranyu RM ANOV A Holm-Sidak post-hoc teszttel p<0,05* és p<0,01** vs. nincs SD.

4.5. A farmakoldgiai SD gatlas megakadalyozza az elégtelen reperfuzio

kialakulasat

Az NMDA receptor antagonistak gatoljak, de nem blokkoljak teljesen az SD-t (Andrew ¢s
mtsai. 2022, Petzold és mtsai. 2005). Az MK801 alkalmazasaval az volt a célunk, hogy
megerdsitsiik, az SD — és nem konkrétan csak az inkomplett Willis-kor dnmagaban — jatszik
szerepet az elégtelen reperfiizioban. Varakozasainknak megfelelden az MK801 gyengitette az
SD-t, amit az SD-vel érintett teriilet csokkenése (76,1+10,4 vs. 87,7+6,5%, MKS801 vs. kontroll)
¢s az SD csokkent terjedési sebessége (3,2+1,3 vs. 4,2+1,4 mm/perc, MK801 vs. kontroll).
tiikroz. (21. ébra)
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21. abra Az SD farmakologiai gatlasa ellenstlyozza az elégtelen reperfuziot. A hattér kivonasa utan
késziilt reprezentativ IOS képek a bal P1 szegmens hidnyat €s az ahhoz kothetd SD kialakulasat mutatjak
az agyalapon. Megfigyelhetd, hogy az SD a kontroll egérben a teljes ipsilateralis kérget lefedte, mig az
MKS801 kezelt preparatumban az SD kiterjedése kisebbnek bizonyult (A). Az MK801 nem blokkolta az
SD eléfordulasat (B), de csokkentette az SD altal érintett agykérgi feliilet teriiletét (C) és lassitotta az
SD terjedési sebességét (D). Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel értékeltiik (C, p=0,123, D, p <
0,050), majd Mann-Whitney Rank Sum teszt (C és D) p < 0,05%, p <0,01** kdvette.

Az MKS801 kezelésben részesiil6 csoportban az SD-vel érintett teriilet csokkenése lehetdséget
adott arra, hogy teszteljiik a reperfuzio hatékonysagat egy olyan kortikalis régidban, amelyet
nem ¢érintett SD, mégis az ispilateralis féltekén van (22. dbra (A1)) Mint azt mar korabban
bemutattuk, az SD 4ltal érintett kortikalis teriileten a reperfuzi6 elégtelen volt. Jelen esetben az
SD-vel érintett félteke azon teriiletén, ahovd az SD hullamfrontja mar nem terjedt el a
blokkoldsnak kdszonhetden, a reperfuzid optimalis volt (78,8+17,6 vs. 49,2+1,0%, SD altal
nem érintett teriilet vs. SD 4ltal érintett teriilet) (22. abra). Osszhangban az SD gatlas révén
kialakult perfuzio javulassal az MKS80-el kezelt egerek magasabb pontszamot értek el a
funkcionalis teszten egy nappal az iszkémia indukalasa utan (GN érték: 17,5£1,9 vs. 14,6425,
MKSO01 vs. kontroll), habar a neuronalis nekr6zis nem csokkent (parietalis kortex 103,11£23,47

vs. 119,4430,71 sejtszam/1000 um?, MKS801 vs. kontroll; hippokampusz: 90,55+25,04 vs.
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75,33422,31 sejtszam/1000 pm?, MK801 vs. kontroll; striatum: 231,56+83.81 vs. 247,92+70,9
sejtszam/1000 pm?, MKS801 vs. kontroll).
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22. abra Az IOS kép demonstralja a kortikalis felszint. A bal oldali kortikalis kéregben az SD altal
lefedett teriilet kék szinnel lathatd. A ROI1-et az SD altal nem érintett felszin felett helyeztiik el. Ezzel
szemben a ROI2-t az SD altal érintett teriileten beliil pozicionaltuk (A). A ROI3-4-et a kontralateralis
kéreg felett helyeztiik el. A Speckle felvételek (A1) és a kvantitativ analizis (B) is azt mutatja, hogy az
elégtelen reperfuzié a mar korabban SD 4altal érintett teriileten ("SD teriilet") alakult ki, de a reperfuzio
elegendd volt ugyanabban a féltekében egy olyan teriileten, amelyet nem érintett az SD ("Nincs SD
teriilet"). Az adatokat atlag + szoras formaban adtuk meg. Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk tesztet (C,
p=0,050) kovetd T-teszttel (C), p<0,05*, p<0,01** értékeltiik ki.
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5. OSSZEFOGLALAS

Ez a tanulmény arra hivatottan késziilt, hogy demonstralja az agyi iszkémiat kovetéen kialakuld
SD donté szerepét az elégtelen reperfuzid kialakuldasaban. Az iszkémids SD megbizhat6
elérejelzdjének bizonyul a sikeres rekanalizaci6 ellenére bekovetkezd sikertelen reperfiizionak.
Ez egy jelentds megallapitds lehet, hiszen a stroke paciensek kozel felénél, akiket
endovaszkularis terapiaval vagy trombektomiaval kezelnek, a rekanalizacio sikertelen és a
funkcionalis kimenetelilk sem kielégité az optimalis angiografiis eredmények ellenére® !°.
Szadmos tanulmanyban szerepld adatok aldtdmasztjdk, hogy a technikailag sikeres
rekanalizacios terapia nem minden esetben biztosit elegendd perfuziot az iszkémids stroke
kezelésében” '°. Ez részben a no-reflow jelenségnek tulajdonithatd, ami a mikrovaszkularis
érhalozat szintjén jelenik meg. A nagy ér sikeres rekanalizacidja ellenére, a mikrocirkulécio
aramlasa nem all vissza a kezdeti szintre a kis arterioldk és kapillarisok veszélyeztetett
4tjarhatosaga miatt>> 3. Nemrég kimutattdk, hogy az SD altal okozott vazokonstrikcié az
egéragyban a kapillaris agyakbol indul ki**. Tovabb4, annak ellenére, hogy a CBF valasz 30
masodperccel az SD utan torténik, a késébbi oligémia az egészséges agyszdvetben tobb, mint
egy Oraig tarthat, ami a cerebrovaszkuldris reaktivitds karosod4saval egybeesik?® >°. Mindent
egylttvéve, az valoszinisithetd, hogy az SD szerepe dontd jelentéségii a hosszan tartd
mikrovaszkularis konstrikcioban ¢és a lehetséges kapillaris eltomddésekben. Az SD-re adott
CBF valasz a folyamatban termel6d6 vazodilatator és vazokonstriktor anyagok egyensulyatol
fligg®®. Stlyos iszkémia alatt a vazokonstrikor anyagok tultermelédésének eredményeként a
véalaszreakci6 feliilirodik, ami terjedd iszkémiaként ismert®® és addig tart, amig a depolarizicio,
amit mi is megfigyeltiink. Az SD-hez kothetd vazokonstrikcio a magas extracellularis K ion
koncentracio®® és a felgyiilemld arachidonsav szarmazékok®’, mint példaul a 20-
hidroxieikozatetranoésav (20-HETE)*® és prosztaglandin F20 (PGF2a)>* ®° befolyésa alatt 4ll.
Ugy tiinik, hogy az SD megjelenésére termel3dé 20-HETE és PGF20 mediéljak a hosszantartd
oligamiat az optimélisan perfundalt agyszdvetben®®*°. Tovabba kimutattak, hogy a 20-HETE
karositja a neurondlis aktivitds daltal eldidézett vazodilataciot a fokalis agyi iszkémia
kisérletekben®!, ami analdg lehet az SD alatti dilataci6 depresszidjaval’l 62,

Tanulmanyunk masik szignifikans megfigyelése, hogy az SD feltiinése a Willis-kor hianyos
kollateralisainak tulajdonithaté. A Willis-koér anatémiai rendellenességei gyakoriak a
C57BL/6J egértorzsben®, csak ugy, mint az egészséges human populaciéban®. Az ACP P1
szegmensének hipoplaziaja vagy hidnya a masodik leggyakoribb vaszkularis valtozat az emberi
164

Willis-kori anomalidi koziil®, ami szignifikdnsan nagyobb CBF esést okoz a kozépsd agyi
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artéria okkluzidja utan. A CBF kritikus szint ald csokkenése, amit az SD megjelenése kovetett,
korrelal az SD keletkezésének hipoperfizios kiiszobértékével’!. Valdjaban a nem megfeleld
kollateralis keringés nagyobb végsd infarktustérfogattal és rosszabb hosszitava neurolédgiai
deficittel korrelal a stroke-os betegeknél®. Modelliinkben az SD farmakologiai gatlasa
megakadalyozta a reperfuzio sikertelenségét az ACP P1 szegmensének hidnya ellenére is, ezzel
tovabb erdsitve a kapcsolatot az SD eléfordulésa és az elégtelen reperfizio kozott. Az NMDA
receptor antagonista MKS801 limitalta az SD terjedését, de jelenlétét nem tudta teljesen
blokkolni. Ezen kiviil igy javitotta a neurologiai funkcidkat, hogy nem csokkent a nekrotikus
sejtek szdma. Az MKS80I részleges hatasai az NMDA receptor ligandkotd sajatossagaival
magyarazhatdak. Példaul, az iszkémias infarktusban a magas extracellularis K* szint csokkenti

az antagonista hat4sat

. A core régid szoveti aciddzisa esetén szintén lathato az NMDA
receptorokon bearamlé Ca** influxszanak blokkja®’, ami akadalyozza az MK801-t6] vart hatast.
Kisérletiinkben nem azért hasznaltunk him és ndstény egereket, hogy a nemi dimorfizmust is
vizsgéljuk a populécioban, viszont az adatok vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a ndstény
egereknél alacsonyabb az SD el6fordulasa. A néstényeknél az alacsonyabb SD gyakorisag a
komplett Willis-korrel korreldlt, amely kisebb CBF csokkenést eredményezett az érelzardodas
utan.

Kovetkezésképpen a jobb kollateralis keringés dnmagaban magyarazza a kevesebb SD-t nem
pedig a nemek kozotti kiilonbség. A 2VO modell jelentds elénye, hogy az egész eldagyban egy
egységes penumbra-szerti allapotot hoz 1étre. Ami a legfontosabb volt szamunkra a 2VO
modellben, hogy a bilaterélis carotis okkluzié utdn az SD megjelenése attol fiigg, hogy az
elzarodas utani perfuzid csokkenés eléri-e a kiiszobérték alatti értéket. Ez az allapot ugyanis
lehetové teszi szamunkra, hogy iszkémias penumbra-szer(i allapotban figyeljiik meg az SD
hatésait.

Végezetiil tehat azt az 0j koncepciot terjesztjiik eld, hogy a stroke utani sikeres rekanalizacid
ellenére létrejové elégtelen reperfuzid f6 indikatora az SD. A kisérletiink ujszert
koncepcionalis aspektusa az, hogy az elégtelen reperfuzi6 — amit elézéleg tobb mas
mechanizmushoz kapcsoltak, mint példdul a mikrotrombozis, a pericitak altali disztalis
kapillaris konstrikcio, a felgylilemlett neutrofilek akadalya az érben, a nagy erek konstrikcidja
és a disztalis vérrog embolizaci6™ — az iszkémidban 1étrejové SD kdvetkezménye. Tovabba,
eredményeink arra adnak kovetkeztetést, hogy a hianyos kollateralis keringés sulyosabb
véraramlas eséshez vezet az agyi keringés okkluzidja utan, ami kedvezd koriilményeket hoz
létre az SD megjelenésének. A kollateralisok ritkuldsa az agy oregedésével hozhat6 dssze, ami

rontja az idéskori stroke kimenetelét®® ¢°. Ez noveli eredményeink jelentdségét, hiszen a stroke
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eléforduldsa exponencidlisan ndvekszik az oregedd népességben. Tehat kijelenthetjiik, hogy az
elégtelen reperfiizi6 mechanizmusanak okozoéja az SD altali tartdés vazokonstrikcid, ami
elsésorban a mikrovaszkuldrisok szintjén alakul ki. Végezetiil, ugy tiinik, hogy az SD utani
elégtelen reperfiizid a stlyosabb neuroldgiai deficit okozdja, ami a stroke utdni rosszabb
kimenetelhez vezethet. A hidbavalo rekanalizéaci6 és az SD azonositasa fontos tényez0 lehet az
Uj terapias lehetoségeket tekintve, amelyekkel a stroke kimenetelét kedvezobb iranyba lehetne
elmozditani. Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a Willis-kori kollaterélis keringés
elemeinek hianya agyi érelzarodés utan stilyosabb perfuzio csokkenéshez vezet, ami elérevetiti
az SD megjelenését. Az SD kovetkeztében kialakult tartds vazokonstrikcid elégtelen

reperfuzidt okoz, ami neurondlis nekrozist indukal, és rossz neuroldgiai kimenetelhez vezethet.
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A 36. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Erés Mihaly nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benytjtott A terjedé depolarizicio
elégtelen reperfiziot okoz az akut iszkémiss stroke egér modelljében cimi
palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat!” A részvétel mértéke
(dtfokozatu skalin” jellemezve)
Irodalmi dttekintés 3

Kapcsolodo cikkek feldolgozdsa

Kisérletekben részvétel

Egér mobilizdldsa, testily mérése

Operativ lépések végzése

Lézer speckle és zold fény vizsgdlédds asszisztencia

Garcia neuroscore értékelés

Transzkardidlis perfiizio asszisztencia

L= LR VN RV RN N N

Willis-kir megfigyelése mikroszkop alatt

Kelt: Szeged, 2024. 11. 08.

é\:hl\/\/\({ AANAN
-

Erés Mihaly
Péalyamunkat benyjto hallgat

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerésitem:

/

/

ZDr. Menyhart Akos SZAOK Sejtbiologia és
Molekuléris Medicina Tanszék
Témavezetd

Csiéll (A”’ Jill

Torteli Anna, SZAOK Sejtbiologia és Molekularis
Medicina Tanszék
Tarstémavezeto

/




	RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE
	1. BEVEZETŐ
	1.1. A stroke előfordulása és az akut iszkémiás stroke (AIS) jellemzése
	1.2. Az AIS terápiája és az elégtelen reperfúzió
	1.3. Lehetséges magyarázatok a reperfúziós elégtelenség patomechanizmusára
	1.4. A Willis-kör anatómiai varianciája
	1.5. A terjedő depolarizáció (Spreading depolarization, SD)
	1.6. Terápiás potenciál: SD gátlása

	2. Célkitűzés
	3. Anyagok és módszerek
	3.1. Állatok
	3.2. Műtéti beavatkozások
	3.3. Transzkraniális zöld fény reflektancia (Intrinsic Optical signal, IOS) képalkotás és lézer folt kontraszt analízis (Laser Speckle Contrast Analysis, LASCA)
	3.4. Kísérleti protokoll és műtét utáni ápolás
	3.5. SD farmakológiai blokkolása
	3.6. Átlagos artériás vérnyomás invazív mérése (Invasive mean arterial blood pressure, MABP)
	3.7. Stroke utáni neurológiai deficit értékelése
	3.8. A Willis-kör anatómiai jellemzése
	3.9. Hematoxillin- eozin (HE) festés a sejtsérülések megfigyeléséhez
	3.10. Adatok analizálása és statisztika

	4. Eredmények és értékelésük
	4.1. Az átlagos artériás vérnyomás (Mean arterial blood pressure, MABP) és az artériás vérgázok kiértékelése
	4.2. Térbeli egybeesés az iszkémia alatti SD és a későbbi elégtelen reperfúzió között
	4.3. Az SD kialakulásának kedvező inkomplett Willis-kör és a nagyobb CBF csökkenés közötti kapcsolat
	4.4. A neuronális sérülés az elégtelen reperfúziónak köszönhető
	4.5. A farmakológiai SD gátlás megakadályozza az elégtelen reperfúzió kialakulását

	5. Összefoglalás
	Köszönetnyilvánítás
	Irodalom és függelékek

