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Bevezetés

A vérellatasi zavarbol eredd haldlozési okokat gyakorisaguk miatt sejt, szovet és
allatmodellek széles korében vizsgaljak. Az Eurdpai Unidban 2016-ban tobb mint 1,8
milli6 ember hunyt el szivroham vagy az agyat érint6 iszkémids elvaltozas miatt.

Iszkémiardl akkor beszéliink, ha valamilyen oknal fogva csokken, vagy teljesen
megszinik a szovetek vérellatdsa. Er0sen aerob szovetek esetén, mint példaul az agy
vagy a sziv, akar néhany perc elteltével végleges karosodast okozhat. A reperfiizio
tovabb novelheti a sériilés mértékét az iszkémids allapot megsziinése utan. A karosodas
sebessége csokkenthetd, ha a sejtek testhOmérséklet ald hiilnek, mivel ekkor a
metabolikus folyamatok jelentdsen lelassulnak.

Az oxigén-glikoz deprivacio (OGD) széleskorben alkalmazott in vitro eljaras,
amely tobbek kozt alkalmas sejtszinti iszkémia és hipoxia vizsgalatokra.
Testhdmérsékleten széles korben vizsgalt folyamat. Ezzel szemben az alacsony
hémérséklet iszkémids szovetekre gyakorolt hatdsa kevésbé vizsgalt tudomanytertilet.

A sejt és szovetszintli in vitro modelleken kiviil in vivo allatkisérletek is
vizsgaljak az iszkémia, illetve a hipoxias kdrnyezet szervezetre gyakorolt hatasat. Az
egyik leggyakrabban haszndlt eljards az artéria cerebri média okkluzio (MCAO)
patkédnyokban és egerekben.

Léteznek azonban olyan noninvaziv vizsgalatok is, amelyek szintén alkalmasak
az agyl expozici6 tanulmanyozasdra. Egyes beszamolok szerint az alvasi apnoe a
kardiovaszkularis betegségek, vagy a stroke egyik 0, fiiggetlen kockazati tényezdje. Az
alvasi apnoe (OSA — Obstructive Sleep Apnoea) egy kronikus, széles korben alul
diagnosztizalt allapot, amelyet az alvési fazisok megzavarasa €s a 1égzés rovid leédllasa
miatti id6szakos (szakaszos) hipoxia jellemez. Az alvési apnoe ¢és a kiilonféle klinikai
rendellenességek kozotti kapcsolat megértéséhez olyan allatkisérletes modellre van
szlikség, amely a lehetd legpontosabban szimulalja az alvéasi apnoe éllapotat, hogy
tisztdzza mind a kovetkezményeket, mind a lehetséges terapias stratégidkat.

A bemutatott human kisérletekkel foleg az anaerob sporttevékenység kdzben
bekovetkezd hipoxias allapotot vizsgaltuk. Sok megoldas Iétezik az edzések ilyen fajta
kiegészitésére, valamint tovabbra is nyitott kérdés, hogy hogyan kell optimalisan
megvalasztani a hipoxids edzések jellemzoit (a felkésziilés mely szakaszaban

alkalmazzuk, mennyi ideig, milyen forméban stb.). Ezen kérdések mar inkabb az



edzésmetodika teriilet¢hez tartoznak. A dolgozatban bemutatott kutatdbmunka soran
inkabb arra voltunk kivancsiak, hogy mely élettani paraméterek hatdrozzdk meg a

hipoxia tiir6képességet.



Célkitiizés

1. Olyan OGD kisérletre alkalmas kamra fejlesztése, amely a kovetkezo

tulajdonsagokkal rendelkezik:

a.
b.

C.

0 és 37 °C kozott szabalyozhatd hémérséklet tartomany

0,5% alatti O.-koncentracid biztositasa a kisérlet teljes ideje alatt
szabalyozhato ataramlas a gazfogyasztas optimalizaldsa érdekében

90% feletti paratartalom a mintak kiszaradasa ellen

modularis felépités, legalabb két minta befogadédsara alkalmas, amelyek
sziikség esetén egymastol fiiggetlen hoémérsékleten és idében indithatok

a kisérleti eszk6z és protokoll validalasa in vitro sejt és szovetmintak

felhasznalasaval

2. Olyan szakaszos hipoxias kamra létrehozasa, amely alkalmas az obstruktiv alvasi

apnoe egereken torténd modellezésére. Az eszkdzzel szemben tamasztott

kovetelmények a kovetkezok:

a.

o o

@

az allatok eredeti tarold ketrecének modositasaval legyen kialakitva a modell,
hogy elkeriiljiik az uj kdrnyezet okozta stresszhatast

alkalmas legyen a gyors Oz-koncentracid valtoztatasra a kovetkezd protokoll
szerint: 90s 21% 02/ 90s 5.7% O folyamatosan valtakozva 8 oran keresztiil
1gény szerint modosithato legyen az 1ddzités €s az Oz2-koncentracio értéke

az atdramlo gaz paratartalma legyen 50+10% tartomanyban

az atdramlo gaz homogén modon keringjen a zart dobozban

a modell bioldgiai hatdsanak kimutatasa

3. Edzett szabadtiidés buvarok és edzetlen kontroll személyek kozti kiilonbségek

vizsgélata hipoxia alatt. Olyan élettani paraméterek kutatsa, amelyek befolyasoljak

a hipoxia tiirképességet. A mérések soran a kovetkezé értékek monitorozasat

végeztiik: véroxigén szaturacio; lépméret, volumetria és elasztografiai valtozasok;

FVC (Forced Vital Capacity — Eréltetett kilégzési vitalkapacitas). A kovetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:

a.

Kimutathato-e szignifikans kiilonbség a két csoport apneateljesitménye

kozott?



b. Mérheté-e szignifikans kiilonbség a csoportoknal a fent emlitett élettani

paraméterekben?

Osszefoglalva a jelen munka egyik célja, hogy olyan fejlesztéseket mutasson be,
amelyek felhasznalhatok az in vitro iszkémia kiilonb6z6 hémérsékleteken torténd
tanulmanyozésara, valamint az alvasi apnoe éallatkisérletes modellezésére.

Masfeldl a tovabbi kisérletek a hipoxias edzés human vonatkozasait vizsgaljak,

amely soran az adaptécios folyamatok tanulmanyozasa kertil el6térbe.



Modszerek

A szovetkulturas vizsgalatokat patkanybol izolalt calvaria csont graftokon
végeztiik. A mintdk begytiijtése 3-4 honapos, ~350g tomegl him Wistar patkanyokbol
tortént. A mintakat 37 °C-os dssejtmédiumban (DMEM, 10% FBS, 5% L-glutamin, 1%
penicillin-streptomycin, Lonza) 3 napig inkubaltuk. Ezt kovetéen parhuzamosan
végeztiink hideg (4 °C) és meleg (37 °C) OGD vizsgalatot csoportonként n=12 mintan,
gliikozmentes tenyésztd oldatban. Az OGD-t kdvetden a mintak friss tenyésztd oldatba
keriiltek és 3 napos inkubéacioval (37 °C, 5% CO2) modelleztiik a reperfizids idészakot.
A sejtek életképességének mérését kolorimetrids XTT (sarga tetrazolium) vizsgalattal
végeztiik a gyartod utasitasai szerint. A sejtek metabolikus aktivitdsat abszorbanciaként,
szaraz tomegre normalva fejeztik ki. A vizsgalatokhoz egyedi fejlesztésti modellt
hasznaltunk fel, amely a célkitlizésekben megfogalmazott kdvetelményeket igazoltan
teljesiteni tudta.

Az in vivo allatkisérletben TLR2-luc-GFP transzgenikus egereket hasznaltunk a
hipoxia hatisara bekovetkez6 TLR2 aktivacio vizualizacidjara (Szakaszos hipoxias
csoport n=7; Kontroll csoport n=7). A nappali és éjszakai ciklusok 12-12 dérasok voltak.
Az itatds és etetés ad libitum modon zajlott (a kisérlet kdzben is). A tarol6 helyiségek
hémérséklete és paratartalma szabdlyozott volt. Him, 85+20 napos egerek koziil
véletlenszeriien valogatva alakitottunk ki két csoportot (IH n=7, CTRL n=7). A hipoxias
csoportban 1évo allatokat napi 8 draban 21 napig kezeltiik. A kisérlethez sajatfejlesztésii
kamrat hasznaltunk egyedi vezérlési rendszerrel. A kisérlet kzben 90s peridodusonként
valtoztattuk az oxigénkoncentraciot (5,7% / 21%). A megfeleld gyorsasag érdekében a
nitrogén aramlasi sebességét 50 1/perc értékre allitottuk.

A vizsgalat soran biolumineszcens molekularis képalkoté kameraval (Xenogen
IVIS-200, Caliper LifeSciences) jelenitettiik meg az €16 allatok agyaban stressz hatasara
létrejové TLR2 transzkripcids aktivitast. 25 perccel a felvétel eldtt az egereknek
intraperitonealis Gton D-luciferint fecskendeztiik be (150 mg/kg, 20 mg/ml D-luciferin
0,9%-0s sooldatban). Ezt kovetden az allatokat 2% izofluran ¢és 100% oxigén
keverékével altattuk 1,5 I/perc dramlas mellett.

A sejt- és szovettani kisérleteken tul kivancsiak voltunk a hipoxias allapot
adaptacios folyamataira is. Ehhez human vizsgalatokat folytattunk, ahol az egyes

szervrendszerek reakciojat mértiikk levegd megvonas kozben. A mérésbe olyan



szabadtiidds buvarokat vontunk be, akik rendszeresen végeznek hipoxias edzéseket. A
kontrol csoportba szabadtiidds buvarmulttal nem rendelkezd egyének kertiltek.

Ezt kovetéen olyan moddszert kerestiink, amely alkalmas lehet a hipoxia
tiroképességet bizonyos ¢€lettani paraméterek kozti kiillonbség formajaban kimutatni a
kontroll és a buvar csoportok kozott. A mért jellemzok: véroxigénszint, vitalkapacitas.
Ezen feliil kiilonb6zo képalkoto eljarasokkal (UH, MR) a hipoxia hatasara bekdvetkezo

Iépreakcidkat is vizsgaltuk.



Eredmények

Az OGD kamra miiszaki jellemzéséhez négy mérést végeztiink. A minimalis
nitrogén atfolyast 1 liter/perc/kamra értékben hataroztuk meg, hogy a sziikséges 0,5%-
os oxigénkoncentraciot stabil modon (~150s beallasi idét kovetden) fenn tudjuk tartani.
A hitési id6 koriilbeliil 20 perc, mire a kamra eléri a 4 °C-os hdmérsékletet. A Peltier-
modul eltéré fiitési és hiitési teljesitménye miatt a meleg kamra hamarabb melegszik a
kivant 37 °C-os értékre. A paratartalom 92-98% kozott mozgott a meleg kamra
esetében. A hideg kisérletnél 10-15%-ot mértiink. Egyik esetben sem tapasztaltunk

jelentés mértékii folyadékvesztést.
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1. abra A csontszovet iszkémia tiiroképessége 37 és 4 °C homérsékleten. A kisérletet 1, 7, 12 és 24 6ras
iszkémia idokkel végeztik. A meleg csoport életképessége varatlan kiugrast mutatott az 1 Oras
expozicional. Ezt kdvetden hirtelen csdkkenés figyelheté meg a hideg csoport értékeihez képest. 7 oras
kezelést kovetéen a meleg csoport nem mutatott aktivitast. Az eredmények az adott méréshez tartozo
kontroll csoporthoz (100%) viszonyitott aranyt mutatjak (n=12) (Bago és mtsai 2018).

Eltéré hosszasagu (1, 7, 12, illetve 24 6ra) hideg és meleg OGD kisérleteket
végeztliink, hogy megfigyeljik a csontszovet iszkémids allapottal szembeni
tiroképesseégét. Az 1. dbran a csoportok kozti aranyok lathatok az adott méréshez
tartozé kontroll csoport fliggvényében

A sajat fejlesztésli OSA kamra tesztelése soran a kovetkezd paramétereket
vizsgaltuk: Ogz-szintek kozti csere ideje, a szabalyozd pontossaga, a gazfogyasztas
mértéke, a kamra paratartalma. Az eredmények alapjdn az oxigénkoncentracio, a

rendszer késleltetése miatt +0,5%-0s hibahatarral koriilbeliil 22s elteltével stabilizalodik



az egyes fazisokban. A 8 odras kisérlet soran ~3200L nitrogént hasznaltunk (80bar, 40L
palack). A paratartalom a kisérlet teljes ideje alatt 60-70%-os tartomanyban mozgott.

A modell fiziologiai hatasat biolumineszcens felvételekkel vizsgaltuk. A 2.
abran lathat6, hogy hogyan valtozik az agyi stressz mértéke a kisérlet elore haladtaval.

Megfigyelhetd, hogy az els6 héten erdsen fokozddik az aktivitas, majd a kisérlet tovabbi

részében lelassul a valtozas.

2. abra Az obstruktiv alvasi apnoe kisérlet biolumineszcens kiértékelése. A kisérlet el6tt, majd az 1, 3, 5,
7,9, 11, 14, 17, 20. napokon késziiltek a felvételek. A szinek jeldlik a hipoxia okozta agyi stressz helyét
és mértekét (IH, n=8; CTRL, n=7) (Polsek és mtsai 2017).

A human vizsgalati eredmények alapjan szignifikans kiilonbség mutatkozik a
statikus és dinamikus apneateljesitményben a két vizsgalt csoport (buvar, kontroll)
kozott, azonban ez a kiilonbség nem jelenik meg egyértelmii modon a vizsgalt élettani
paraméterekben. Megfeleld felkészitéssel a kontrol alanyoknal is tapasztaltunk mérhetd
szaturacios valtozast, igy dnmagaban ez az érték nem mutatott szignifikans eltérést. A
spirometriai mérések sem mutattak jelentds kiillonbséget a csoportok kozott, azonban
azoknal a buvarokndl, akik képesek voltak specialis ,,packing” technikaval levegot

venni, szignifikdnsan magasabb értéket mértiink (+1+0,3L).
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3. abra A buvar és a kontroll csoportnal mért térfogatvaltozasi adatok. Az ANOVA-vizsgalat szerint az
eltérés nem szignifikans a 0, 30 és 60 s id6pontokban, de a tendencia alapjan a buvarok nagyobb mértéki
térfogatvaltozast értek el a magasabb apnea teljesitménynek koszonhetéen. Tovabba a 2 perces pihend
alatt a buvaroknal nagyobb mértékii valtozast mutattunk ki. (n=10 buavar, n=13 kontroll)



A [¢ép térfogat értékek egyik esetben sem estek a normalis tartomanyon kiviil. Az
apnea hatasara bekovetkez6 1ép térfogatvaltozas nyomon kovetésére az MR felvételek
bizonyultak a legalkalmasabbnak.

A 3. dbran lathat6 mérési eredmények ugyan nem mutatnak szignifikans eltérést
0-60 s mérési pontok kozaott, de lathatd, hogy a buvarok jelentésen hosszabb ideig birtak

a leveg6 nélkiili vizsgélatot és ezzel nagyobb térfogatvaltozast értek el.



Kovetkeztetések

Az eredmények alapjan a dolgozatban bemutatott egyedi fejlesztések alkalmasak az
iszkémia in vitro, illetve hipoxia in vivo modellezésére. A kidolgozott protokollok
ismételhetd és megbizhato eredményt szolgaltatnak.

Az OGD modell fejlesztése soran a validacios tesztek igazoltak, hogy a késziilék
megfelel a kivant kovetelményeknek. Stabil moddon képes az altalunk végzett
kisérletekhez sziikséges 4, illetve 37 °C-os homérséklet fenntartasara, megfeleld
szigeteléssel rendelkezik, amely biztositja, hogy az oxigénkoncentracié folyamatosan
0,5% alatt maradjon. Pneumatikai elemek segitségével a rendszer nitrogén fogyasztasat
is sikeriilt optimalizalni. A tesztek alatt a paratartalom végig a szovetkultaraknak
kedvezd szinten maradt. A validacidos eredmények megerdsitették, hogy a kamra
alkalmas az irodalomban és a piacon taldlhatdé més hipoxids kamrakhoz hasonld
funkcidkra, igy megalapozotta valt a kamra szovet kisérleti alkalmazésa. Az OGD
kisérletek soran a szovetek taléloképességét két paraméter befolyasolja: a hdmérséklet
¢s az iszkémids allapot iddtartama. A két kamras felépités lehetové tette az eltérd
hémérsékleten zajlo, parhuzamos vizsgalatokat. Az ismételt kisérletek eredményei
alapjan a modell képes biologiai hatast kivaltani, ismételheté modon. Az eredmények
pedig igazoljak a felvetésiinket, miszerint a hdmérséklet és az iszkémids i1d6 jelentdsen
befolyasoljak a ttlélési aranyt. A rendszer tovabba alkalmazhat6 iszkémia tlir6képesség
fokoz6 vizsgalatokra, amely sordn optimalizalt eljaras dolgozhat6 ki az egyes szdvet
sériilés kozben lezajlé folyamatok jobb megértését is lehetdvé teszi.

Az alvasi apnoe modell technikai validacidjat empirikus uton valdsitottuk meg. A
tesztek sordn olyan beallitdsokat alkalmaztunk, amelyek biztositottdk a kivant sebesség
és oxigénkoncentracidk elérését. A meniirendszer lehetdvé tette a szabad
paramétervalasztast, igy a rendszer alkalmassa valt mas protokollok vizsgalatara is. A
technikai mérések soran kapott adatok egybevagnak mads tanulmanyokban hasznalt
értékekkel, ezzel igazolva, hogy a kamra miuszakilag alkalmas a modellezésre. A
vizsgalatok alatt nem tapasztaltunk rendellenes viselkedést a kisérleti allatokon, amely
megerdsitette, hogy a kamra és az alkalmazott dramléasisebesség, paratartalom megfeleld
szdmukra. A biologiai validacid soran a sorozatos hipoxids expozicio gyulladdsos

folyamatot inditott el az allatok agyaban. A folyamat jol nyomon kovethetd volt
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biolumineszcens képalkotd technoldgiaval, illetve az elvaltozdsok hisztologiai
vizsgalattal igazolhatok a kisérletet kovetden. Az eredmények alapjan az alvasi apnoe
allatkisérlettel modellezhetd szakaszos hipoxia kamréban. A késziilék ezen feliil
alkalmas lehet a hipoxia soran kivaltott adaptaciés mechanizmusok megfigyelésére is.
Ezzel lehetdséget biztosit, hogy részletesebb informaciét kapjunk az egyes szervek
hipoxia, illetve anoxia kdzben betdltott szerepérdl.

Az eszkozfejlesztés mindkét esetben sikeresnek bizonyult, amelyek sordan olyan
alapmoddszereket hoztunk Iétre, amelyre mas kutatdsokat is fel lehet épiteni. Ezt
tdmasztja ala az azota elindult kisérletek eredményei, amelyek alapjan a jelen munkatol
fiiggetlentil egy diplomamunka, egy doktori értekezés, illetve két tudomanyos
publikacié megvaldsuldsat is biztositottdk. Tovabba, a fejlesztémunka sikerét tovabb
erdsiti az obstruktiv alvasi apnoe kamra idén elfogadasra keriilt szabadalmi bejelentése.

A human vizsgalatoknal a teljesitmény adatok alapjan egyértelmiien latszott a
kiilonbség a kontroll és a buvar csoportok kdzott. A buvaroknal mért értékek alapjan
levonhat6 a kovetkeztetés, hogy az apnea tlir6képesség edzéssel javithatd, azonban az
¢lettani mérések sordn nem taldltunk olyan kiilonbséget, amely egyértelmiien
azonosithatna az adaptaciot. Ennek ellenére a tiid6kapacitas €és 1épméret indikatora lehet
az apneateljesitménynek.

A lépreakciok képalkotd eljarassal nyomon kovetheték, amely sordn
megallapitottuk, hogy az ultrahang alkalmas arra, hogy a lépkontrakcid tényét buvar
esetében regisztraljuk, azonban arra nem alkalmas, hogy a méretvaltozds pontos
mértékét meghatarozzuk. A megfigyeléseink szerint az MR  bizonyult a
legpontosabbnak, emiatt ennek alkalmazasa lenne sziikséges a kés6bbi vizsgalatokban.

A hipoxia tanulményozasara bemutatott harom kiilonb6zé megkdzelités, egylittesen
egy olyan eszkdzparkot és lehetdséget kinal, amely a sejtszintii kisérletektdl egészen a
human vizsgalatokig lehetové teszi a kutatast. A megfigyelések és az irodalmi adatok
alapjan a kisérletek jo kiegészitdi egymasnak. Az obstruktiv alvéasi apnoe kamra kivalo
kapcsoldodasi pont az OGD és apnea kutatasok kozott. A két kamrat egyiitt hasznalva az
in vivo modon kivaltott elvaltozasokat in vitro OGD kisérlettel igazolni tudjuk. Ezen
feliil hasonlésag mutatkozik az apnea €s az alvasi apnoe kozben zajlo folyamatoknal.
Az OSA kamra ez alapjan alkalmas apnea kisérletekre is, amelyek eredménye

felhasznalhaté a human vizsgalatok sordn is.
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