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Bevezetés

A stroke a masodik leggyakoribb halalok, és a tartos
rokkantsdg harmadik leggyakoribb  kivaltdé  oka
vilagszerte. Incidencidja eltérd irdnyban valtozott az
elmalt években a magas és alacsony jovedelmil
orszagokban, ¢és az utobbi csoportban a korkép
gyakorisaganak egyértelmi novekedése tapasztalhato.
Jelen munkank fokuszaban az agyi nagyér elzarddas altal
okozott infarktusok allnak. Ezek az ischaemias stroke-ok
a koponyan belili {6 iitéerek elzarodasanak
kovetkeztében alakulnak ki, ¢és  korlefolyasukat
altalanossagban a rossz neuroldgiai kimenetel és magas
haldlozas jellemzi. A preklinikai kutatdsaink soran
hasznalt tranziens a. cerebri media occlusio modell
legpontosabban a  nagyér elzarodast  korélettani
folyamatait szimuldlja, igy kovetkeztéseinket elsdsorban
erre  a  jol  koriilhatarolhaté  klinikai  entitasra
vonatkoztatjuk.

Egészen a kozelmultig a tiinetek kezdetét kdvetden 4,5
oran beliill alkalmazott az intravénas alteplase jelentette
az egyetlen oki terapiat akut ischaemias stroke-ban.
Ugyanakkor ennek a terapids modalitdsnak az

alkalmazésat szamos ellenjavallat (véralvadasi zavarok,
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kozelmultban végzett miitét, korabbi koponyaiiri vérzés)
korlatozza, rdadasul az agyi féiitéerek elzarodasa esetén
kevésbé hatékony. Az a. carotis interna elzarodasakor
alig 30% az érmegnyilas aranya lizis alkalmazasa mellett.
Az agyi nagyér elzar6dasok katéter alapu, mechanikus
thrombectomiaval — torténé  megnyitasa  hatalmas
elérelépést jelent az ischaemias stroke kezelésében. Az 1j
terapias utmutatasok a legmagasabb szintli ajanlast
fogalmaztdk meg a kezelés alkalmazasara a kozelmultban
megjelent bizonyitékok alapjan. A folyamatban levo
klinikai vizsgalatok tovabb fogjak segiteni az optimalis
beteg szelekciot, ¢és igy varhatéan a jovOben
elkeriilhetéek lesznek a feleslegesen végzett, illetve
esetenként egészségkarosodast 0kozd beavatkozasok.
Ugyanakkor tovabbra is hatalmas sziikség van olyan
kiegészité terapias megoldasok kidolgozasara, amelyek a
vérzések megeldzése révén javithatjdk a beavatkozasok
biztonsagossagat, illetve alternativ megoldést kinalhatnak
azon betegek szamdra, akiknél nem jon szoba a
reperfuzids kezelés. Olyan 1j technikai megoldasok, mint
a radidlis behatolas alkalmazasa, illetve 1) terapias
célpontok felfedezése egyarant segithetik a kezelések

hatékonysagéanak ¢€s biztonsdganak novelését.
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Célkitiizések:

Zselatinaz aktivitas vizsgalata subacut stroke-ban

A zselatinaz  aktivitdssal ~ rendelkezd martix
metalloprotezinaz (MMP) 2 és 9 enzimek fontos szerepet
vér-agy gat karosodasat okozzak, és felgyorsitjak az agyi
sejthalalt. Raadasul ezen enzimek aktivitasat novelik a
trombolitiumok, igy a zselatinaz gatlas kézenfekvd
terapias eljaras lehetne a vérzéses szovodmények
csokkentése céljabol.

Szemben az akut agyi infarktusban tapasztalt karos
hatasukkal, a zselatinaz enzimek az ischaemias stroke
késobbi fazisdban eldsegithetik a regeneraciot. A
zselatindz aktivitds farmakologiai gatlasa az agyi
infarktust kovetd 7. napon jelentdsen novelte a
karosodott teriilet kiterjedését és rontotta a funkcionalis

regeneraciot.

Jelen vizsgdlatunk célja a stroke subacut fazisaban
alkalmazott zselatinaz enzimgatlas soran tapasztalt
csokkent regeneracios készség molekularis-biologiai

hatterének felderitse.



Selegiline hatasanak vizsgalata stroke-ban

A Selegiline-t széles korben alkalmazzak a Parkinson kor
kezelésére. Hatékonysadga a monoamin oxidaz B (MAO-
B) enzim gatlasan, valamint anti-apoptotikus hatasan
alapul, melynek hatterében a mitokondrium membran
stabilizdlasa és a reaktiv szabadgyokok kozombositése
allhat.

Kutatocsoportunk  vizsgalatai alapjan a  selegiline
csokkentette az infarktus kiterjedését permanens a.
cerebri media elzarodas kisallat modelljén. Egy kis
betegszdmu, randomizalt, kettds vak klinikai tanulmany
szintén vizsgalta a szer hatékonysagat. Bar szignifikdns
javulast észleltek a fizioterapiaval kombinalt selegiline
kezelésben részesiild betegeknél, ennek a hatdsnak a

molekularis mechanizmusa a mai napig nem ismert.

A selegiline agyi ischaemidban kifejtett hatdisanak
megértése  céljabol — megvizsgaltuk, hogy milyen
génexpresszios valtozasokat idéz elé szer az infarktust

ovezo agyszovetben.



Modszerek

Tranziens a. cerebri media occlusio modell (tMCAO)
A Kkisérleteink soran az agyi thrombectomia
szimulalasara hasznalt kisallat modellt mar évtizedek oOta
hasznaltdk az ischaemids stroke folyaman bekovetkezd
korélettani valtozasok modellezésére. Fontos
megjegyezni ugyanakkor, hogy a fonal eltavolitasa soran
fellépd hirtelen keringés megindulas sokkal jobban
utanozza a thrombectomia soran fellépé haemodinamikai
valtozasokat, mint a trombolizis soran fokozatosan
kialakul6 reperfuziot.

A jobb a. cerebri media elzarasat az azonos oldali a.
carotis externa kipreparalt csonkjan keresztiil bevezetett,
majd az a. carotis internan keresztiil a koponyaiirben a
média eredésébe juttatott, 25 mm hosszi, 5 mm hossza
szilikon fejjel ellatott, 4.0-as nejlon fonallal értiik el.

Az agyi ischaemia igazolasa céljabdl az a. cerebri media
ellatasi teriiletén transcranialis 1ézer doppler technikaval
alapvonalhoz viszonyitott, legaldbb 40%-os véraramlas
csokkenés esetén tartottuk elfogadhatonak. 60 perc utan

az allatokat Gjra elaltattuk és a fonalat eltavolitottuk.



Farmakolégiai kezelések

A selegiline kezelést 48 oraval a 60 perces a cerebri
media elzarddas utan kezdtiik. A kezelt allatok 7 napon at
(n=6-6) 0.9%-o0s fiziologias soban oldott selegiline-t
kaptak (0.2 mg/kg/nap), amelynek egyenletes
felszivodasat intra-peritonealisan elhelyezett ozmotikus
minipumpak segitségével biztositottuk.

A masik kisérletsorozatban intracranialis gyogyszer
adagolas mellett dontottiink, ugyanis terapids szinti agyi
zselatinaz enzim gatlas a kereskedelemben elérhet6
részleges szelektivitasu hatdoanyagok alkalmazasa mellett
csak extrém dozisok szisztémas adasa esetén lett volna
elérhetd.

7 nappal a tMCAO utan, altatasban, 20 perc alatt 20 ul
FN-439 metalloproteinaz inhibitort (0.59 mg/kg, 720 mM
fiziologias soban) vagy fiziologias sot jutattunk a
kisérleti allatok jobb laterdlis agykamrajaba egy
kordbban kalibralt stereotaxids befecskendezdvel. A
zselatinaz gatlas hatékonysagat in-Situ zimgorafiaval
igazoltuk.

Valamennyi allatkisérletet a Semmelweis Egyetem
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak

engedélyével végeztiink el.



Taquman® array analizis
Kilenc nappal a tMCAO utén az allatokat levagtuk és az
agyukat eltavolitottuk. 2 mm vastag koronalis
metszeteket készitettiink a nativ agybdl egy specialis
vagoeszkoz segitségével a frontalis polustol 6mm-re
induléan, majd az els6 metszeten (6-8mm kozotti rész)
Tetraphenyl-tetrazolium klorid (TTC) festést végeztiink
az infarktusos teriilet azonositasa céljabol.
Az RNS-t Trizol reagens segitségével izolaltuk, majd UV
spektrofotometriaval mindségellendrzést végeztiink, és
csak az 1,7-nél nagyobb 260:280 aranyt mintak keriiltek
tovabbi feldolgozasra. Az RNS expresszio vizsgalatat a
CDNS-sé tortént reverz-transcriptiot kovetden egy egyedi
tervezési, a stroke-ot kdvetd regeneracié szempontjabol
kiemelt fontossagu 84 gént tartalmazd TagMan® array
segitségével végeztiik el. A génexpresszios értekeket az
Osszehasonlitas el6tt egy referencia génhez (Psmc4-
Rn00821605_g1) normalizaltuk.
Immunhisztokémiai vizsgalatok
A festés mindségének optimalizalasa céljabol végzett
tobbszori  elOkisérelteket kovetéen szabadon Uszo
agymetszetek alkalmazasa mellett dontottiink. 9 nappal a
tMCAO utdn az allatokat mélyen elaltattuk, majd a
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sziviikon keresztiil bevezetett kaniilon at 150ml jéghideg
fiziologias sooldattal és 300ml, 7,4-es Ph értékli foszfat
pufferben oldott, 4%-o0s paraformaldehiddel perfundaltuk
Oket. Az agyakat eltavolitottuk, majd 24 Oras,
paraformaldehides utofixaciot kdvetden 24 orara 4%-0s
szahar6z oldatba helyeztiik. A bregma magassagatol
induldan, 40 um-es vastagsagu koronalis metsztsorozatot
készitettiink immunhisztokémia céljabol.

A Notchl fehérje intracellularis doménje (NICD), és a
Jagged 1 fehérje elleni antitesteket, valamint a mikroér
denzitas mehatdrozasa céljabol RECA antitesteket
hasznaltunk a selegiline vizsgalat sordan. Az MMP
inhibitoros kisérletekben pedig a Reticulon 4 receptor
(Rtn4r) elleni antitesteket alkalmaztunk. A vizsgalt
fehérjeket kifejezd sejttipusok azonositasa céljabol
standard sejtmarkerek segitségével ketts festéseket is
végeztlink.

Western-blot vizsgalat a Rtn4r fehérjére

A Rtn4r fehérje koncentracid valtozasanak pontosabb
Osszehasonlitasa céljabol  Western-blot  vizsgalatot
végeztink. A reakciokat HRP-vel (Hors radish
peroxidase) hivtuk el6, majd GAPDH kontrollal végzett



normalizaciét kovetéen Image lab 4.0.1. program
Agyi 6déma mérése MRI segitségével

Magneses rezonancia képalkotast (MRI) végeztiink egy
1.5 Tesla magnes erésségli, Philips Achieva tipusu
klinkai berendezés és egy SENSE-Flex-M magnestekercs
segitségével a kezeléseket kovetéen 6  nappal.
Ketamine/xilazin koktéllal tortént altatast kovetéen az
alatokat haton fekvd pozicioban az MRI berendezésben
helyeztiik el, és T2 sulyozott, 3D VISTA szekvencidkkal
abrazoltuk az agyi 6démat. Kontrasztositast kovetéen a
rekonstrualt koronalis metszeteken a frontalis polustol
7mm-re planimetria segitségével mértiik meg az 6déma
kiterjedését Image J program alkalmazasaval.

Statisztikai probak

Normalizalt c-DNS expresszids értékeket €s normalizalt
fehérje szinteket hasznaltunk a vizsgélatokhoz. Mig az
elézetes kalkulaciok soran T tesztet alkalmaztunk, a
megerdsitd szamolasok soran Mann-Whitney-Wilcoxon
(MWW) tesztet alkalmaztunk Graphpad Prism 6 program

segitségével.



Eredmények

RNS expresszios valtozasok a peri-infarktusos
kéregben subacut zselatinaz enzim gatlast kovetéen
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1. Abra A fokalis ischaemia szubakut fazisaban végzett
zselatinaz enzim gatlds altal eléidézett RNS expresszios
valtozasok grafikus abrazoldsa. A “p értékeket” t teszt
segitségével szamoltuk ki. Az eredmények klasszikus
vulkdn mintazati elrendez6dést mutatnak egy gén
(RNT4r/piros pont) egyértelmii indukcidjaval és tovabbi
harom hatarérték valtozasaval (Dcc, C-Jun, Ngf/ sziirek
pontok). 80 gén expresszidja nem valtozott érdemben.

Az array kisérlet eredményei alapjan a Rtn4r fehérje peri-
infarktusos kéregben torténd kifejezddésének tovabbi

vizsgalata mellett dontottiink.
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Emelkedett Rtn4r fehérje koncentracié igazolasa

immunfestés és \Western-blot segitségével

2. Abra Rtndr immun-reaktivitis a peri-infarktusos
agykéregben. A: Rtndr jelintenzitas emelkedett a peri-
infarktusos régioban, és megjelenése kijeloli a 1€zid
hatarat. B: Rtn4dr eloszlasa a zselatinaz gatlast kovetden
azonos a kezeletlen MCAO allatoknal tapasztalttal,
azonban a FN439 kezelés hatasara a Rtndr jeldlés
intenzitasa megnd. A csillag jelzés (*) a 1éziot jeloli.

Skala =500 um.

A Rtn4r fehérje szintjének pontosabb mérése céljabol a

nativ agymintak Western-blot analizisét is elvégeztiik,

s

0,004) a kezelt allatokban.
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Rtn4r expresszio a peri-infarktusos kéreg astrocytain

3. Abra Rtndr expresszio lathato a peri-infarktusos
agykéreg astrocytdin. Rtn4r mind a négy panelen zold
szinben jelenik meg, mig az egyéb markerek voOrds
szinliek. Egyértelmli kolokalizaci6 lathaté az S100
astrocyta markerrel (nyilak) (C) mig a NeuN (A), VWF
(B) és Ibal (D) markerekkel végzett festés nem mutat

kolokalizaciot a Rtndr fehérjével. Skala = 50 um.
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Selegiline fokozza a Notchl-Jaggedl fehérjék, tobb
anti-apoptosis gén és glia-marker kifejezodését
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4. Abra Selegilne kezelés altal eldidézett MRNS
expresszios valtozasok grafikus abrazolasa a peri-
infarktusos régioban. A “p értékeket” t teszt segitségével
szamoltuk ki. A szinek négy megvaltozott expresszidju
géncsoport jeldlnek: Notch-Jagged jelatviteli ut (piros:
Nothl, Jagl), glia markerek (narancs: Ptprzl, Mag,
Mog), anti-apoptotikus gének (blue:Bcl2/1, Xiap) és pro-
apoptotikus gének (purple: Apaf 1, Diablo, Card10). Az
MWW teszt alapjan nem szignifikdns valtozasokat
sziirkén jeloltiik (Proc, Procr, lcam).

A vizsgalat legfontosabb 0j adatainak a Noth1l receptor és

ligandja a Jaggedl indukciojat talaltuk, igy ezen adatokat

fehérje szinten is megvizsgaltuk.
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NICD és Jagged 1 immunhisztokémia
A PN B

5. Abra NICD immun-reaktivitis a stridtum peri-
infarktusos régiojaban. A selegiline kezelést kovetden az
NICD jel eloszlasa (B) hasonl6 a nem kezelt MCAO-hoz
(A) de a festés intenzitasa jelentésen megemelkedett.

A‘ i »v o 3 B4 o

6. Abra Jagged 1 immun-reaktivitas a peri-infarktusos
striatumban. Selegiline hatdsara, nagyszaml, intenziven
fest6do sejt jelenik meg a peri-infarktusos régidban (B).
Skala = 400 um.
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Az immunfestés kvantifikdcioja megerdsitette, az NICD
selegiline-nel kezelt allatokban a kontroll MCAO
allatokhoz viszonyitva.

A kettds festés megerdsitette, hogy mind az NICD mind
pedig a Jagged 1 elsésorban az astrocytak felszinén
fejez6dott ki. (Kiilon 4bran nem demonstraltuk.)
Microvascularis denzitas és agyi 6déma vizsgalata az

infarktusos 1€zi6 kornyezetében

A Cerebral Edema B RECA Jabeling
27 p=005 = 407 p=0.04
X 3 —
2-3000 % 30
F | £ —_
3 2000 g 20
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=, £,
Control Selegiline Control Selegiline

7. Abra Selegilne kezelés hatisa a microvascularis
denzitasra és a peri-infarkutos 6déma képzbédésre. Az
oszlopok a planimetriaval mért agyi 6déma teriiletének
csokkenését mutatjak a kezelt allatokban (A), mig a
microvaskularis denzitast jellemz6 RECA immun-
reaktivitds emelkedett a kontrollokhoz képest. Az

oszlopok az atlagot a palcikak az atlag szorasat jelolik.
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Megbeszélés

A vér agy gat funkcionalis integritdsanak javitdsa a
microvascularis remodellacio és a neuronalis plaszticitas
gatlasa nélkiil komoly kihivast jelent, ugyanakkor
elengedhetetlen a jové stroke terapiainak fejlesztése
soran.  Kisérletesen teszteltink két gyogyszeres
beavatkozast, a selegiline kezelést és zselatinaz enzim
subacut gatlasat az agyi nagyér elzarodast kovetden.

A zselatinaz enzim gatlasa kisérletes koriilmények kozott
alkalmas volt a vérzéses transzformacido megeldzésére az
agyl infarktus akut fazisdban, mig a késobbi fazisban
ugyanez a kezelés rontotta a neuroldgiai kimenetelt. A
selegiline egy Parkinson koérban széles korben
alkalmazott hatéanyag, amely irodalmi adatok alapjan
infarktust kovetden.

Kisérleteinkben a Reticulon 4 receptor expresszidjanak
novekedését tapasztaltuk a peri-infarktusos agykéreg
astrocyta sejtjeiben a subacut zselatinaz enzim gatlast
kovetden, mig a selegiline kezelés mellett a reaktiv
astrocytakon a Notch 1 receptor és ligandja a Jagged 1

expressziojanak fokozodasat dokumentaltuk, tobb anti-
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apoptozis gén és astrocyta specifikus marker fokozott
kifejezddése mellett.

Az eredményeink alapjan mindkét gyogyszeres kezelés
befolyassal van a reaktiv astrocytdk miikodésére, a
selegiline kezelés hatdsa ugyanakkor egylitt jart az
infarktus koriili 6déma csokkenésével, és egy nagyobb
strtiségli  kapillaris halozat kialakuldsaval, ami a
fiziologias vér-agy gat regeneracidjara utalhat. A
zselatindz enzim gatldsa ezzel szemben ismerten
blokkolja az ér-tjdonképzddést, igy ez utodbbi kezelés
hatdsara inkabb alakul ki a regeneraciot gatlo gliaheg
semmint hatékonyan funkcional6 vér-agy gat.
Eredményeink felhivjdk a figyelmet a neurovascularis
egység jelentdségére. A stroke kimenetelét ugyanis nem
egyes kiemelt sejtcsoportok pl. neuronok izolalt tulélése
hatdrozza meg Onmagaban, hanem a neuronokbdl,
astrocytakbol, simaizom és endothél sejtekbdl valamint
pericitdkbol, bazalis membranbdl és az extracellularis
matrixb6ol  4ll6  rendszer komplex mikodésének
helyreéllitdsa révén javithatd csak a funkcionalis

kimenetel.
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