Beszamold

Uj terapias lehet8ség a fokalis agyi infarktus kezelésében: széveti pH-tdl fliggd
gyogyszeradagolas nanopartikulumok segitségével (K 120358)
NKFIH palyazat keretében elért eredményekrél.

Kutatdcsoportunk a palyazat célkitlizéseinek megfelel6en azt vizsgdlta, hogy az agyi iszkémids
inzultusok (globalis, el6agyi, vagy fokalis iszkémia) soran jelentkezd agykérgi terjedé depolarizaciok
(spreading depolarization, SD), illetve a jelenséghez csatolt agyi vérkeringési valtozasok miként
maodosulnak potencidlisan védelmet nyujté farmakolégiai kezelések hatasara. A sérilt agyszovetben
ugyanis az SD hatdsdra csokkent dilatacio, vagy éppen hipoperfuzié alakul ki, amely tovdbb rontja az
energetikai viszonyokat. Munkank masik nagy része olyan nanopartikulum alapu
gyogyszerhatdanyag-hordozé kidolgozasa volt, amely az agyszoveti pH savas irdnyu valtozdsanak
figgvényében adja le a szallitott hatéanyagot.

Ennek érdekében célul tlztiik ki, hogy tovabb vizsgaljuk az L-tipusu, fesziltségfliggd kalcium csatorna
blokkolé nimodipin SD-re és a jarulékos agyi mikrocikulacids valtozasra gyakorolt hatdsait.
Kifejlesztettlink egy olyan chitozan alapu nanopartikulum hordozd rendszert, amely segitségével
lehet&ség nyilt a nimodipin pH-tdl fliggd aktivacidjara. Kisérleti modellrendszeriinkben
eredményesen teszteltlik az igy el6allitott hatdanyagot, azt talaltuk, hogy a sériilés helyén, ahol az
agyi pH akar 6.5 koroli értékre is csokkenhet aktivalddik a nimodipin és hatdsara helyi perfuzid
novekedés, pH csokkenés és rovidiil az SD id6beli lefutdsa.

Dihidropiridinek hatasa az agykérgi terjed6 depolarizacié kialakulasara és a csatolt keringési vélasz
dinamikajara

1.1. Az iszkémias agysériilések sordn az idegszoveti degenerdcié egyik oka a neurovaszkuldris csatolas
sérilése, az idegi aktivitasra adott elégtelen perfluzids vélaszkészség. A nimodipin a klinikumban is
hasznalt értagitdé gyogyszerhatdanyag, de a neurovaszkularis csatoldsra kifejtett hatdsa nem ismert.
Mivel betegeknek szisztémasan adagoljak, alkalmazhatdsaganak hatart szab vérnyomascsokkentd
hatasa. Ezeket figyelembe véve célul tlztik ki, hogy meghatdrozzuk a nimodipin hatasat a
neurovaszkularis csatolasra, és kidolgozzunk egy mddszert a nimodipin célzott bejuttatasara.
Altatott patkanyok agykérgébdl elektroda segitségével helyi mez6potencial-valtozasokat és lézer-
doppleres dramldsméréssel agyi vérataramlast regisztraltunk. A neurovaszkularis csatolds
vizsgalatahoz az ellenoldali bajuszpdrnat mechanikailag ingereltiik, majd az agykéregben SD-ket
valtottunk ki. A kisérleteket megismételtiik a kétoldali a. carotis communis elzarasa (2VO) utén,
illetve a rostralis koponya ablakba juttatott nimodipin (100 uM) kezelés mellett is.

A nimodipin a vérnyomast nem befolyasolta, mig a 2VO utani agykérgi aramlasesést teljesen kivédte.
A 2VO alatt a bajuszingerlésre adott dramlasi valasz a kontrollhoz képest amplituddjaban a felére
csokkent, amit a nimodipin a kontroll szintjére helyreallitott. Végil a nimodipin az SD kialakuldsat
gatolta, és az SD-hez csatolt dramlasi valaszt megnyujtotta. Eredményeink szerint a nimodipin
lokdalisan alkalmazva meg6rzi a neurovaszkuldris csatolds hatékonysdgat az iszkémias agykéregben, a
vérnyomasra ugyanakkor nincs hatdssal.

1. dbra. Reprezentativ felvétel az iszkémia indukcidval (kétoldali a. carotis communis okkllzié; piros
nyil), valamint terjed6 depolarizacidval (spreading depolarization, SD; fekete nyil) jaré agyi
véraramlas- (cerebral blood flow, CBF; piros gorbe), DC potencial- (fekete gorbe), valamint szoveti
pH- (kék gorbe) valtozdsokrdl. A CBF-et Iézer Doppler dramlasmérdvel, a DC potencial-valtozast
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2. abra (reprezentativ regisztradtum). Az dbran az olddszer, ill. az agyfelszinre juttatott nimodipin
egyrészt a bajuszparna ingerlésre jelentkez6 agyi véraramlas fokozdodasra, masrészt SD-re gyakorolt
hatdsat mutatjuk be.

1.2. A stroke kovetkeztében kialakulé neurodegeneracié enyhitésére a dihidropiridin-szarmazékok
hatékonynak bizonyultak, ugyanakkor a kezelésnek kedvezétlen mellékhatasa lehet a szisztémas
vérnyomas révén. A kdzelmultban a vegylleteket kémiailag Ugy mddositottdk, hogy neuroprotektiv
hatdsukat potencirozzak, ugyanakkor Ca2+-csatorna blokkold tulajdonsaguk hattérbe szoruljon.
Megvizsgaltuk tlztlk ki egy ilyen 0j vegyiilet, az LA1011 hatdsat a mar leirt kisérleti paradigmankban.
Az LA1011 nem befolyasolta a bajusz ingerlésre adott funkcionalis hiperémia amplituddjat az intakt
és az iszkémias kondicidokban. Nem hatott tovabba az SD-hez tarsuld tranziens hiperémia
amplituddjara sem. Ugyanakkor novelte a depolarizacié amplitudéjat az intakt és az iszkémids
csoportokban egyarant. Eredményeink szerint az LA1011 kezelés nincs hatdssal a neurovaszkularis
csatoldsra, ellenben elmélyiti az SD-vel jard depolarizacié mértékét. Ez a valtozas feltételezhetben az
LA1011 anti-inflammatérikus hatdsanak kovetkezménye.

2. pH-szenzitiv nanopartikulumok tervezése, elGallitasa

A nanopartikulumok anyaga ugy lett megvalasztva, hogy az a széveti acidézisra mutasson nyitd
tulajdonsagokat, ezaltal lehet6vé téve a nanorészecskékben helyet foglalé nimodipin hatéanyag pH
valtozas indukalt kérnyezetbe jutdsdt. Ehhez kiindulasi anyagként egy pozitiv toltésd poli- kationt, a
kitozant valasztottuk. Szlikség volt azonban a kiinduldsi makromolekula kémiai mddositasara, ui. a
méréseink alapjan a kitozan nyitd pH értéke 7.47 volt, amit hexanallal torténé hidrofébizalas



hatasara el tudtunk tolni 6.73-ra. A polimer nanorészecskék dezaggregacidja/ nyitasa pH<7 alatt,
kevesebb, mint fél pH egység alatt megtorténik. A hidrofébizalas sikerességét IR mérésekkel
igazoltuk, ill. a kiindulasi hidrofil kitozan molekula hidrofébizalas hatasara torténé megvaltozott
szolvatdcids tulajdonsagait temoanalitikai (TG és DSC) mddszerekkel is aldatamasztottuk.

A nimodipin hatdéanyag polimer nanokapszuldba torténd becsomagoldsa precipitacids Uton tortént.
Az el&allitott nanorészecskék d=5.2+1.1 nm atmérdvel rendelkeztek a TEM felvételek alapjan.
Bemutattuk, hogy a polimer héjjal rendelkez6 nanopartikulumok kinetikailag stabil, nagy
diszperzitdsfoku szolt képeznek vizes kozegben, még a fedetlen nimodipin részecskék mikronos
méret( tds kristalyokat alkotnak, melyek azonnal kililepszenek. XRD mérésekkel azt is igazoltuk, hogy
a polimer altal burkolt nimodipin részecskék kisebb kristalyossagi fokkal rendelkeznek, mint a
kontroll minta. Mind a kisebb méret altal okozott nagyobb fellilet, mind a kisebb kristalyossagi fokkal
rendelkez6 szerkezet elényt jelent a rosszul old6dd nimodipin késébbi in vitro és in vivo kioldddasi
tesztjei soran.

2.1 Az elért eredmények rovid ismertetése:

Az eredeti terveknek megfele6en megvalésitottuk a nanopartikulumokon alapuld gyégyszer bevitelt
is. Kisérleteinket altatott Sprague-Dawley patkdanyokon végeztiik . Miutan a parietdlis csonton
kialakitott koponyaablakra mostuk a nimodipin-tartalmu, vagy nimodipin-mentes nanopartikulum
szuszpenziot, az a. carotis communisok kétoldali elszoritasaval (2VO) globalis el6agyi iszkémiat
idéztlink eld. Az inzultus sulyosbitasara SD-ket valtottunk ki. Ag/AgCl elektrédaval helyi
mezbpotencial, pH-szenzitiv mikorelektrodaval szoveti pH-, |ézer-doppleres dramldsméréssel agyi
vérataramlas valtozasokat regisztraltunk. A kisérlet végén az allatokat szOvettani vizsgalatokhoz
perfundaltuk. A nanopartikulumokbdl valé hatdanyag leaddst az iszkémia indukcidjaval jard szoveti
acidozis indukalta, melyet az alap CBF szignifikans emelkedése igazolt. A nimodipin csdkkentette az
SD-k és a csatolt szoveti aciddzis hosszat, tovabba emelte az SD-vel jard hiperémia mértékét is .A
szoveti pH-alapu hatdanyag leadds sikeressége igazolddott a nimodipin vart protektiv hatdsanak
megjelenésével. A nanopartikulumokbdl felszabaduld nimodipin hatékonyan névelte az SD hez
tarsuld hiperémiat, és jelentésen csokkentette az SD-k hosszat és az aciddzis mértékét. Vizsgalataink
tovabbi sulyponti kérdése az volt, hogy a nanopartikulomok, ill. a nanopartimulomokba csomagolt
hatéanyag okoz-e korai immunvdlaszt az agykéregben. Ennek megitélésére immunhisztokémiai
vizsgalatokat végeztiink paraformaldehidben fixalt, vibratommal metszett agyszeleteken. A mikroglia
sejteket lba-1 antitestekkel jel6ltik. A fenotipus megvaltozasat a ramifikdcids index kiszamitasaval
kvantifikaltuk (ha az index nagy, akkor a mikrogla nincs aktivalva). Vizsgalataink szerint a m(itéti
beavatkozas jelentés mikroglia aktivaciot okoz amelynek nagysdgat azonban sem a tovaterjedé
depolarizacidk, sem a topikalisan alkalmazott olddszer, nanopartikulum, illetve a hatéanyag sem
valtoztatja meg. Ennek megfelel6en a kitozan nanopartikulumok révid tavd immunoldgiai hatasaival
kisérleti modelliinkben nem kell szamolni.
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A nimodipinnel vagy nimodipin nélkil alkalmazott nanorészecske-szuszpenzié helyi alkalmazasanak
hatdsa a mikroglia aktivalédasara és a neuronalis életképességre. A nanorészecske-szuszpenzid

az agykéregben. A mikroglia-aktivaciot a mikroglia-folyamatok dinamikajat jelz6 eldgazasi indexszel
fejeztik ki. B) A NeuN-immunjelolt neuronok altal lefedett terilet a neurodegeneracié korai jeleit
hivatott kifejezni az agykéregben (ipsilateralisan az SD és a kraniotémia kapcsan). A nimodipin nem
akadalyozta meg az inzultus kdvetkeztében kialakulé neurodegenerdciot. Az adatokat atlagtstdev-
ben adjuk meg-. A statisztikai elemzést kétszempontos ANOVA-val végeztik. A szignifikanciaszintet
p<0,05*-ben hataroztuk meg.

Tovabbi kisérleteink célja volt a nanopartikulomok intranazalis adagoldsanak kidolgozasa a klinikai
alkalmazhatdsag érdekében. Eddigi eredményeink szerint az intranazalis alkalmazas jelentdsen
befolydsolja az dllatok vérnyomasat, valamint az orrnydlkahdrtya aktudlis pH értéke a kioldddast.
Ezért eddig konkluziv eredményekrdél nem tudunk beszamolni.

3. Kollaboracidban lehet&séglink nyilt az SZTE TTIK-n Gzemeltetett mikroCT —vel is vizsgalatokat
végezni. Kisérleteink célja az volt, hogy ezzel a képalkotd mddszerrel megvizsgaljuk az 6regedéssel jard
valtozasokat fiatal és idds patkanyok agykéregi érhaldzataiban. Fiatal (8-10 hetes) és id6s6dé (18-20
honapos) allatotok agykérgi érhdaldzatan végeztink 3D rekonstrukcié utan objektiv morfometriai
szamitdsokat. A jelen képalkotd technikankkal kapott és kordbbi eredményeink egyiittesen azt jelzik,
hogy az Oregedés soran az agyi érreaktivitas csokkenése megel6zi a kis ér denzitas csokkenését, az
érhaldzat megtartott szerkezete mellett gyenglilnek az egyes stimulusokra adott reakcidk.
Mindezek mellett jelentés mddszertani fejlesztéseket is végeztiink a jelfeldolgozas terlletén. Egyrészt
a rovid idejl tranziensek dsszehasonlitdsanak spektralis és fraktal analizisét végeztiik el fiatal és id6s
allatokon. Megallapitottuk hogy, ugyan a multifraktalis analizis érzékenyen jelzi mind az agyi ischemia
kialakuldsat, mind az SD-ket nem nyujt lényegesn Ujabb informaciot az ablakozott Fourier analizsihez
képest.

A palyazat utolsé harmadat jelentésen befolyasolta a COVID-19 jarvany, lelassitotta a kisérleteket igy
a beszamoldsi id6szak végén csak részben tudtuk a munkatervben meghatdrozottak szerint végezni a
munkdnkat. A tervezett allatkisérleteknek csak egy kis részét tudtuk elvégezni. Ennek legfontosabb oka
az, hogy 2020 marciusa 6ta — a nyari hdnapok kivételével- a COVID-19 szamtalan akadalyt gorditett a



laboratérium munka elé. (Az Intézetiinket praktikusan lezartak tobb hénapra, a dolgozdk sokaig nem
kaptak véddoltast, a laboratdriumok mérete miatt egy légtérben nem tudtak dolgozni a munkatarsak,
a hallgaték nem jarhattak be az intézetbe stb. ) Ennek ellenére szamos el6relépés tortént. Kihasznalva
a”home-office nyljtotta lehet6ségeket” egy review cikkben 06sszegeztik az eddigi sajat
eredményeinket és a nemzetkozi irodalomban fellelheté tapasztalatokat. A kozleményt 2020
decemberében a Biology (Basel) folydirat megjelentette.

A nem vart, objektiv akadalyok ellenére sikeres pdalyazatrol szamolhatunk be. Az NKFIH tdmogatdsaval
11 kozleménylink jelent meg, melynek 6sszes impakt faktora 47, 6. Kozilik 6 esetében mar most is
jelent6s nemzetkozi érdeklédés figyelheté meg. az egyenkénti idézetek szama meghaladja a 10-et.

A palyazat témajabdl Dr. M.Toth Orsolya elkészitette PhD értekezését, melynek védésére 2021
juniusaban fog sor kertlni. Emellett szdmos TDK dolgozat és palyamunka is szliletett a munka kapcsan.
Kiemelked§ teljesitményt nyujtott Hantosi Déra (OTDK 1. dij), Szarvas Péter Archibald (OTDK I. dij),
Téth Réka (OTDK 2.dij) valamint Balint Armand (OTDK 2. dij).



