Kutatasi tevékenységuket az el6zetes munkaterv keretein belul, annak megfelel6en
végeztuk. Természetesen az eltervezett Kkisérleti elképzeléseken mddositanunk
kellett, hiszen egyfel6l azok tul ambiciézusnak bizonyultak, masrészt az elvégzett
munka soran olyan Uj problémak vetédtek fel, amelyeket tovabb kellett vizsgalni. A
palyazat elnyerését kdvetben sikerult egy nemzetkozi kiegészitd OTKA tamogatast is
megkapnunk, amely lehetévé tette, hogy munkacsoportunkbdl tobben is
dolgozhassanak az Eszak-Karolina Allambeli Winston-Salemben, Dr. David Busija
professzor laboratériumaban. Az ott végzett munka szervesen kapcsolodott az
elmult masfél évtizedes tudomanyos egyuttmikodésunkhoz. Ennek keretében maod
nyilt fiatal kollégak (Dr. Mracské Eva, Dr. Isnstitéris Adam és Dr. Domoki Ferenc)
rovidebb tanulmanyutja koltségeinek részbeni fedezésére. A kint végzett munka
lehet6séget nyujtott Uj technikak megtanulasara és hazai adaptaciodjara is.

Ugyan nem a témavezet6 feladata annak megitélése, hogy mennyire volt sikeres az
elmult négy év soran végzett munka, de a tényeket sem szabad elhallgatni:

e A palyazat futamideje alatt, teljesen, vagy részben annak tamogatasaval
31teljes szovegl angol nyelvi folydirat cikk és egy konyvfejezet szlletett. A
kozlemények dsszesitett impakt faktora 105,49. Emellett 4 PhD dolgozat kerult
megvédésre (Gaspar Tamas, Institoris Adam, Zimmermann Aliz és Lenti
Laura) amelyek egészében vagy részben az OTKA altal tdmogatott kutatason
alapultak.

e A laboratériumban tovabbi 2 PhD hallgaté kezdte meg a munkat (Mracské Eva
és Hugyecz Marietta). Az § védésukre varhatéan 2011-ben kerl sor.

e Emellett 14 tudomanyos diakkori eléadas (mindegyik dijazott volt az
intézményi konferencian -1-1 orszagos 1. és 2. dij, valamint 1 OTDK kulondjij).
Tovabba talan a legnagyobb eredményként az konyvelheté el, hogy
kutatécsoport megtartotta és erdsitette poziciodjat a nemzetkézi mezényben a
cerebrovaszkularis kutatasok teruletén.

Az elért tudomanyos eredmények részletes ismertetése igen hely és iddigényes
lenne, ezért tételesen ismertetem azokat a legfontosabb megfigyeléseinket,
amelyeket publikaltunk, ill. tudomanyos konferencian ismertettink.

A kronikus agyi hipoperfuzionak fontos szerepet tulajdonitanak egyes demencia
tipusok kialakulasaban. Ugyanakkor nem ismert a klinikai tlineteket mérséklé
hatékony terapia.

Krénikus agyi hipoperfuziéot a két artéria carotis comm. lekotésével (2VO)
patkanyokban hoztunk létre. A bevalt metodikak (magatartas vizsgalatok [Morris
water maze teszt], kvantitativ morfolégia [immunhisztokémia], laser Doppleres
vizsgalat) mellett nagy er6feszitést tettink a molekularis biolégiai eszkdztarunk
fejlesztésére és Uj moddszerek (elektrofizioldégia, az a. basillaris in vivo intravitalis
mikroszkopos vizsgalata[,basilar window”], laser speckle modszer) beallitasara is. A
kisérletek soran vizsgaltuk a carotisok lekotését kdvetd elsé néhany napban (< 2 hét)
bekdvetkezd valtozasokat, ill. a késdbbi hatasokat is (> 6 hoénap).
Ez a modell széles korben elfogadott, a kilénb6z6 laboratériumokbdl szarmazé
eredmények jol 0sszehasonlithaték. A részletesen tanulmanyozott és dokumentalt
eredményeink az alabbiakban foglalhatok ossze:



1. Megvizsgaltuk, rendelkezik-e a leginkabb antioxidans tulajdonsagarol ismert a-
tocopherol védé hatassal a hipoperfuzié okozta agyi karosodassal szemben. Az
allatoknak a mutétet megel6z6, vagy az azt kdovet6 5 napon keresztul (el6- ill.
utokezelés) szojaolajban oldott a-tocopherolt (100mg/tskg, i.p.) adtunk. Célunk az
volt, hogy az el6- és utokezelés hatasait is 0sszehasonlitsuk, azaz adatokat nyerjink
arra vonatkozéan is, hogy a mar hipoperfundalt agyban van-e az antioxidans
terapianak valamilyen jotékony hatasa. Kontrollként aloperalt, szodjaolajjal kezelt
allatokat hasznaltunk. A matét utan egy héttel a hippocampushoz kapcsolddoé térbeli
tanulast a Morris water maze-ben teszteltik. A magatartasi kisérleteket kovetben
HPLC-vel meghataroztuk a periférias szévetekben és az agyban az a-tocopherol
koncentraciét, immuncitokémiailag jellemeztik a hippocampusban a mikroglia sejt
aktivalodast, valamint krezil ibolya kékkel megfestett metszeteken megmértik a CA1
régio str. pyramidale vastagsagat. Ez utobbibdl a neuronpusztulas mértékére
kovetkeztethetink. Az el6- és utokezelés hasonléo eredményeket hozott. Az a-
tocopherol csokkentette a tanulasromlas mértékét, kivedte a CA1 régidban a
neuronpusztulast és a mikroglia-aktivaciot (0.14% vs. 1.7%, 0.12% vs.2.7%). Kezelés
hatasara a majban, a zsirszOvetben és a vérben az a-tocopherol koncentracidja
emelkedett, mig az agyban nem valtozott. Kisérleteink alapjan ebben a modellben az
a-tocopherol mind el6-, mind utokezelésben neuroprotektivnek bizonyult. Kulon
kisérletekben elemeztik az oxidativ stressz mértékét a lekotést kovetd 1-7 napon. A
nitrotirozin immunhisztokémia és a kvantitativ fehérje meghatarozas (Western blottal)
az oxidativ stressz elfogadott markere. Eredményeink szerint a lekotést kovetd 2-3
napon a legmarkansabb az oxidativ stressz, melynek mértékét az E-vitamin kezelés
jelentésen csokkenti.

2. Az iszkémia-figgd neuronalis karosodasok kialakulasat ciklooxigenaz (COX)
enzimek altal katalizalt biokémiai folyamatok is el&segitik. Célunk volt, hogy
megvizsgaljuk a nem-szelektiv COX és a szelektiv COX-2 gatlas esetleges
neuroprotektiv hatasat agyi hipoperfuziés modellben. A mtét utani harom napon
nem-szelektiv COX-gatlé indometacin (3mg/kg) és COX-2 gatlo NS398 (15mg/kg)
kezelést alkalmaztunk, i.p. Kontrollként aloperalt és kezeletlen allatok szolgaltak
(n=24). Egy hét elteltével a hippocampushoz kapcsolddd térbeli tanulast Morris water
maze-ben teszteltlk, majd immuncitokémiai jeldlés utan neuronszamolast végeztunk
a hippocampus CA1 régidjanak piramissejt rétegében. A tulélést az NS398 (66,67 %),
szemben az indometacinnal (41,67%) szignifikansan javitotta és meggatolta a térbeli
tanulasi zavar kialakulasat is. Emellett az NS398 meggatolta a neuronpusztulast a
hippocampus CA1 piramissejt rétegében. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy
a hipoperfuzié okozta karosodas kialakulasaban elsésorban az COX-2 altal katalizalt
folyamatok jatszanak szerepet és az enzim szelektiv gatlasa jotékony hatasu lehet
agyi hipoperfuzié esetén.

3. Az ischaemia/ reperfuzid, illetve a kronikus agyi hipoperfuzid altal kialakuld
oxidativ stressz jelenlétét kozvetett markerek (COX-2, iINOS, nNOS, eNOS és
MnSOD) segitségével igazoltuk. Ezen markerek kvantitativ analizisét western-blot
technikaval végeztik. Eredményeink azt mutatjak, hogy tranziens lekotés hatasara a
COX-2 fehérje expresszidja megemelkedik a lekdtések hatasara, tovabba ez a
valtozas 1 illetve 3 napos tulélést kdvetden is fennmarad, azonban mértéke csokken.
Permanens lekotés esetén, kronikus agyi hipoperfuzio kivaltasakor is azt
tapasztaltuk, hogy a COX-2 enzim expresszidja megemelkedik. Az iINOS enzim
expresszioja ischaemia/reperfuziét kdvetbéen az 1 és 3 napos tulélések esetén is

2



csokkent, mind a hippocampusban, mind pedig a cortex mintakban. Krénikus agyi
hipoperfuziot kdvetéen az 1 és 3 napos tulélések esetén is szignifikansan csdkkent
az iINOS expresszié hippocampusban, azonban cortex mintakban jelentés valtozast
nem tapasztaltunk. Az nNOS enzim expresszidja hipoperfuziot kdvetéen az 1 és 3
napos tulélések esetén is szignifikansan lecsokkent. E két enzim expresszidjanak
csOkkenését a lekotések altal okozott neuron pusztulassal magyarazzuk. MnSOD
esetén, kronikus agyi hipoperfuzié hatasara 1 illetve 3 napos tulélést kovetéen sem
tapasztaltunk szamottev6 valtozast. Vizsgalatainkat kiterjesztettlk 1 hét-12 honapra
is (a vizsgalatokat 1-3-6 és 12 hdénapos tulélés utan végeztik el). Az akut hatasuk
eltiinését kdovetéen a fehérje expressziok valtozasai jol korrelalnak a hippocampalis
neuron pusztulas.

4. Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a mitokondrialis ATP-figgé K+
(mitoKATP) csatorna aktivaciot okozé diazoxid (DIAZ) neuroprotektiv hatasu szamos
ischaemia modellben. Gabriel Robert professzor munkacsoportjaval végzett
kollaboracios kisérleteinkben igazoltuk, hogy a két carotis comm. lekotését kovetben
leirt sulyos retinalis karosodasok intravitrealis DIAZ kezeléssel mérsékelhetdk.
Ramutattunk arra is, hogy a DIAZ védelmet jelent a retinaban a glutamat toxikus
hatasai ellen is.

5. Folytattuk korabbi években elkezdett vizsgalatainkat a mitoKATP csatornakra haté
vegyuletek hatasmechanizmusanak teruletén is, hiszen a DIAZ protektiv hatasat a
2VO modellben részben farmakologiai prekondicionaldé mechanizmussal
magyaraztuk. In vitro kisérleteinkben bebizonyitottuk, hogy az anti-anginas szerkeént
hasznalt bepridil (BEP) depolarizalja a mitokondriumokat, fokozza a ROS termelést.
Ugyanakkor nem talaltunk bizonyitékot a korai prekondicionalasra. Egyidejlleg
azonban kimutattuk, hogy a BEP késéi prekondicionald hatasa érvényesul oxigén-
glukéz megvonasos ischemia modellben.

6. Moddszereink lehetbve tették, hogy részt vegyunk egy Kkicsit eltérd, de
mindenképpen érdeklbédésre szamot tartd probléma vizsgalataban is Ismert, hogy a
nitrovazodilatatorok emberben fejfajast okoznak, ill. migrént indukalhatnak. Ennek
kapcsan patkany modellben vizsgaltuk a szelektiv COX-1/-2 gatlasnak a nitroglicerin
altal okozott neuronalis NOS aktivaciéra gyakorolt hatasat. Eredményeink szerint
szelektiv COX-2 gatlassal meggatolhaté a n. trigeminalea caudalis magjaban a
nitroglicerin altal okozott nNOS indukci6. Megfigyelésink ujabb adatokkal szolgal a
migrén pathomechanizmusara vonatkozoan.

7. Laser Doppleres vizsgalatokkal azt tapasztaltuk, hogy a krénikus agyi hipoperfuzioé
egy kicsit rontja az agyi autoregulacié dinamikajat, lassul a vérnyomas valtozasok
agyi kompenzacioja. Modellinkben (a kétoldali permanens carotis comm.
leszoritasat kovetdéen) intravitalis mikroszkdpia segitségével in vivo vizsgaltunk
arteria basilaris reakcioit kulonb6z6 stimulusok esetében (vérnyomasvaltozas,
acetilkolin stb). Azt tapasztaltuk, hogy 1-3 hoénapos megfigyelési id6 alatt az
érvalaszok csak kis mértékben tukrozik az a. carotis comm. elzarasa utan létrejott
vaszkularis atrendez6dés hatasait.

8. A kuszd agykérgi depolarizacié (CSD), az Oregedés és az agyi hipoperfuzio
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy az id6s agyban a folyamatosan fenntartott KCI
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expozicioval kivaltott CSD-k gyakorisaga csokken, ugyanakkor a hipoperfuzio
érzékenyebbé teszi az agykérget (megvaltozik a CSD-hez kapcsolodd agykérgi
perfuziés valaszok dinamikaja).

9. Korabbi munkainkat és a szakirodalmi adatokat attekintve 6sszefoglalé tanulmanyt
készitettink a kronikus agyi hipoperfuzié allatkisérletes modellezésérdl. Ezt a
tanulmanyt a Brain Research Reviews —ben publikaltuk.

10. Mdbdszertarunkat bévitve a kronikus agyi hipoperfuzios modellt beallitottuk
egereken. Két genetikailag valtoztatott egértorzson végeztunk agyi hipoperfuzios
kisérleteket. A hyperlipidemias, apolipoprotein B-100-at (apoB-100) overexpresszalo
egerekben egyoldali carotis comm. okklézioval hoztunk Iétre agyi hipoperfuziot.
Kvantitativ morfologiai vizsgalataink ramutattak, hogy az apoB-100 tultermelése
csokkenti az agyi kapillariosok szamat, mikozben azok egyedi atmérdje nd.
Ugyanakkor a genetikailag modositott, zsirdus taplalékon tartott egerek ischemias
karosodasa nem kuldnbozott az vad tipusu kontrollektol.

A nemzetkdzi egyuttmikodésben végzett munka egyik fontos fejezetét a
neurovaszkularis egység (neuron, agyi endothel, glia) farmakologiai
prekondicionalasanak vizsgalata jelentette.

11. A prekondicionalas soran olyan endogeén protektiv mechanizmusok aktivaldédnak,
amelyek védelmet jelentenek az egyébként letalis behatasok ellen. Vizsgalatainkban
patkany embriobol szarmazd primér agyi idesejt tenyészeteket, ill. agyi endothel
tenyészetet hasznaltunk. A sejtek életképességét oxigén-glukoéz deprivaciod, vagy
glutamat, ill. NMDA toxikus ddzisainak alkalmazasa utan vizsgaltuk elsésorban laktat
dehidrogenaz esszé segitségével. Ugyanakkor intravitalis festékekkel, konfokalis
lézer mikroszkodpia segitségeével kovettuk a membran, ill. a mitochondrium potencial
valtozasait, reaktiv oxigéngyodk termelé képességét, kalcium és energia forgalmat
(ATP termelését). A prekondicionalas két kulonboz6 formajat, a korai és kés6
prekondicionalast jellemeztuk. Vizsgalataink elsé sorban a mitoKATP nyitd szerekre
iranyultak. Ezen in vitro kisérletek ramutattak, hogy még a kézos tamadaspontunak
tekintett vegyuletek is eltérd jelatviteli mechanizmus révén fejtenek ki protektiv hatast
primér neuron tenyészeteken. A mitoKATP nyit6 BMS-191095 prekondicionalo
hatasanak vizsgalata ramutatott arra, hogy a katalaz expresszi6 fokozasa
onmagaban elegendd a védbhatas kialakulasahoz. A kisérleteket megismételtik
olyan neurontenyészeteken is, amelyekben a katalaz gént( Ad5CMVcatalase)
adenovirussal vittunk be. Ezekkel a kisérletekkel megerésitettik a prekondicionalas
soran korabban feltart és jellemzett védé mechanizmust.

Tanulmanyoztuk az elsésorban a plazma membranra hato, szelektiv BK(Ca)
csatorna agonista NS1619 altal kivaltott prekondicionalas mechanizmusat is glutamat
neurotoxicitdssal szemben. Ebben az esetben azt talaltuk, hogy a prekondicionald
hatas a szabadgyOk termelés gatlasan, az SOD aktivitas szimultan fokozédasa
mellett jon létre.

Régodta vitatott kérdést valaszoltunk meg azzal, hogy bizonyitottuk, az L-glutamat
nem toxikus az agyi endothel sejteken és a glutamaterg agyi vazodilatacié nagy
valoszinlséggel létrejon az endothel sejtek aktiv részvétele nélkal is.
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Kimutattuk tovabba, hogy 3 napos rozuvastatin kezeléssel lehet a neuronokat a
glutamat toxikus hatasaval szemben prekondicionalni.

12. Korabbi OTKA tamogatassal ujszulottkor hipoxas agyi karosodasokat, agyi
errekaciokat vizsgaltunk. Azokat a kisérleteket nem sikerllt teljes egészében
befejeznink 2006-ig, ill. bizonyos vizsgalatokat el kellett végeznink ahhoz is, hogy
dr. Domoki Ferenc kollégam abban a témakdrben 6nalldé OTKA palyazatot tudjon
benyujtani. A malac kisérletekhez sziukséges vegyszer, anyag és eszkoz koltségeket
tehat ki kellett egésziteni az ebbél a forrasbdl. EQy kisérletsorozatban az
acetazolamid agyi vaszkularis hatasait jellemeztik malacban. Bebizonyitottuk, hogy
az acetazolamid Uujszilétt malacban indomethacin- és ischemia-szenzitiv pialis
arteriola dilataciot okoz. Tovabbi kisérleteinkben a PACAP agyi veérkeringésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk részletesen. A fentieknek megfeleléen a
kézleményekben szerepeltettik az OTKA tamogatas tényét.

Az utébbi idében el6térbe kerllt a stroke és a cardiopulmonaris megbetegedések
kapcsolatanak vizsgalata. Esetleges tovabbi kutatasi iranyként tadéfunkcids
vizsgalatokat is veégeztink, egyetemen beluli kollaboraciés partnerekkel. Ebbél a
munkabdl is tébb kozlemény sziletett . Egy budapesti klinikus kolléga (dr. Banfi
Andrea) ezen munka alapjan készitette el PhD értekezését.

Osszegezve: a 4 éves OTKA tamogatas lehetévé tette, hogy a palyazatban foglalt
feladatok jelent6s részét elvégezzik, ill. az alapjan eredményesen palyazzunk
tovabbi OTKA tamogatasra.

Segitségével be tudtunk fejezni korabban elkezdett munkakat és Uj kutatasi iranyok
felé is tudtunk nyitni.



