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1. A kutatds hattere

Ma vilagszerte az akut agysériilések, koztik a stroke kovetkeztében torténd elhaldlozdsok jelentetik
a masodik leggyakoribb haldlokot, mig a tartds egészségkdrosoddsok okai kdzott a zart koponyasériilés
a masodik, a stroke a harmadik helyen all. A hazai statisztikai adatok is ezeket a tendencidkat tiikrozik.*®

Az akut neuroldgiai kérképek kezelése, gydgyitasa jelentds kihivds az orvoslds szamadra, hiszen a
betegek ellatasara, a hirtelen fellépd sériilés kovetkezményeinek mérséklésére tébbnyire csak ordk
elteltével nyilik lehetGség. Az iszkémids stroke-ot elszenvedd betegeknek jellemzéen 8-10 %-a kerdil
betegellatd intézménybe azon a terdpias id6ablakon beliil (4-6 dra), mely a trombolizises terapiat
lehet6vé teszi, és az id6ben érkezetteknek is minddssze 30-35 %-a szamithat értékelhetd
allapotjavuldsra a rekanalizacidt kévetGen. Az elsGdleges sériilés tehat az esetek dént6 tobbségében
mar visszafordithatatlan neurolégiai kdrosoddssal jar. A primer 1éziét gyakran sulyosbitjak mdsodlagos
kérfolyamatok (pl. agyédéma, vazospazmus, hypoperfizié), melyek mérséklése a betegek jelentds
hanyada esetén a kritikus id6ablakon tul is redlis célkitlizés lehet. Jelenleg azonban a hatékony terdpias
lehet6ségek szama erdsen korlatozott. A masodlagos sériilések kockazatanak felismerése fontos cél,
hiszen ez alapozhatja meg az eredményes terdpiat.

Az elmult tizenot évben meghatarozd klinikai megfigyelések sziilettek arra vonatkozdan, hogy a
masodlagos sériilések kialakuldsdban dont6 szerepet jatszik az agykérgi terjed6 depolarizacid
(spreading depolarization, SD).>® A kézelmultban olyan vizsgalatok indultak, amelyek az agysériilések
kezelésében az SD gétlasat hatékony terdpias célpontnak tekintik.?>%° Legujabban kezdeményezték az
SD-nek mint biomarkernek a monitorozasat az idegsebészeti intenziv osztalyokon, mert az SD
események jellemz8 mintdzata jelzi az agysériilések el8rehaladdsat.®®** A személyre szabott
terdpidban figyelembe veszik az SD-k el6forduldsdnak mintdzatat is.>

A klinikai vizsgalatok hatterét azok a laboratdriumi vizsgalatok képezik, amelyek bizonyitottdk az SD
spontan kialakuldsat és szovetkarositd hatdsat az iszkémids stroke és a zart koponyasérilés (traumatic
brain injury, TBI) kisérletes modelljeiben.®4199131 Az 1944-ben, nyulakban felfedezett jelenséget’® a
sériilt emberi agyban 6tven évvel késébb azonositottdk,®® majd 2002-t8l kezdték szubdurdlis
elektrodak segitségével szubarachnoidedlis vérzésen (subarachnoid hemorrhage, SAH) és TBI-n atesett
betegek elektrokortikogréfias regisztratumain mddszeresen megfigyelni és jellemezni.3>%%128 Az elmualt
tizenot évben az SD koérélettani jelentGsége a szaporodd klinikai eredmények fliggvényében egyre
nagyobb figyelmet és hangsulyt kapott.3%33>9 Az SD az agyi keringési véltozdsokat és az iszkémias
perkondicionalast vizsgald kutatdk eszkdztaranak egy elemébdl fokozddd érdeklédésre szamot tartd
korélettani jelenséggé nétte ki magat.

A kovetkezGkben bemutatasra kerllé kisérletes munka kozéppontjaban az SD, mint az akut
agysérilésekben szerepet jatszo kdrélettani jelenség all. Figyelmiink elsGsorban arra iranyult, hogy
megallapitsuk, milyen kérilmények kedveznek az SD kialakuldasanak, milyen térbeli jellegzetességekkel
terjed az iszkémias agykéregben, és milyen hemodinamikai és metabolikus valtozdsokat von maga utan
a sérilt agyban. Valaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy mely vazoaktiv mediatorok kozvetitik az SD-vel
jaré hemodinamikai valtozdsokat. Végil kiemelt figyelmet szenteltlink annak, hogy az 6regedés, mint
az iszkémids agysérilések nem befolydsolhatd kockazati faktora, miként mdédositja az SD kialakuladsat,
és az SD-vel kapcsolatos szovetkdrositd folyamatokat. Az SD és a tdrsuld metabolikus és
hemodinamikai valtozdsok idé és térbeli jellegzetességeinek megfigyelésére egyedi, optikai elven
mikodé képalkotd rendszert fejlesztettiink ki. Eredményeink, meggy6z6désiink szerint, transzlacios
lehet&ségeket hordoznak magukban, és a parhuzamosan futd klinikai tanulmanyokkal 6sszefonédva a
klinikumban hasznosulhatnak.
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1.1. Az agykérgi terjedd depolarizacio idegélettani és farmakoldgiai jellemzdi

Az SD az ideg- és gliasajtek egy kritikus tomegének egylttes depolarizacidja, mely egy pontszer(
fokuszbdl kiindulva, lizenkefal agykéregben koncentrikusan, girenkefal agyban a bardzddk mentén
terjed tova.”®14115 A terjedés sebessége jellemz8en 2-8 mm/min. Az SD tipikus elektrofizioldgiai
jellemzdje a DC potencidl tranziens, negativ kitérése, mely az agykérgi spontdn elektromos aktivitds
(ECoG) egyidejl, atmeneti depresszidjaval jar (i.e. ,terjedé depresszid”).>® A negativ DC potencial-
kitérés az idegsejtek potencialjanak a nyugalmi értékrél a 0 mV-ot megkozelité eltolédasat jeldli, ami
mogott az extracellularis kaliumion-koncentracid ([K*]e) drasztikus emelkedése (3-4 mM-rél
30-60 mM-ra), és ezzel egylitt az extracellularis natrium- és a kalciumion-koncentracié csokkenése all
(Na*: 140-150 mM-rél 50-70 mM-ra; Ca?*: 1-1,5 mM-rél 0,2-0,8 mM-ra).1%

Az SD-t iszkémids koriilmények kdzott valdszinlleg a magas lokalis [K*]e idézi el6. Az extracelluldris
K* felszaporodasa az intracellularis ATP-szint csokkenéséhez kothets, ami az ATP-fliggd K*-csatornak
nyitdsan keresztill egyrészt tovabbi K*-kidramldst eredményez,'®® masrészt a Na*/K* pumpa gatlasa
révén akaddlyozza a K* visszavételt is.>” Emellet azt is megfigyelték, hogy a Na*/K* pumpa ouabainnal
tdrténd gatldsa SD-t valt ki.® A depolarizacid, mint egy dngerjeszté jelenség, a [K*]e és az extracelluldris
glutamatszint emelkedése révén, dontéen volumentranszmissziéval terjed tovdbb a szomszédos
sejtcsoportokra.’*12>137 Az SD-t kévetd repolarizacidban kdzponti szerepet jatszik az extracelluldris
térben felhalmozddott K* visszavételéért felelés neuronadlis Na*/K* pumpa.®® Jelentds tovébba az
asztrocitdk részesedése is az ionhomeosztazis helyredllitasdban. Az asztrocitak K* felvételében részt
vesz az asztrocitakon talalhaté Na*/K* pumpa, a Kir 4.1 tipusu befelé egyeniranyitd kalium csatorna,
illetve az aquaporin-4 csatorna.” A glutamat visszavétele fesziiltség-fiiggé EAAT1 és EAAT2 (excitatory
amino acid transporter) tipusu glutamat transzporterek révén valésul meg, melyek mikodése
fesziiltségfliggd, igy hatékonysdgukat nagymértékben befolyasoljak az intersticium ionkoncentracidi.
A glutamat felvétele 90 %-ban a tébbségében az asztrocitakon lévé EAAT2-n keresztil valosul meg.'%®

Az SD kialakuldsahoz tehat a [K*]. emelkedése kedvezs feltételeket teremt. Maga az SD markans
ionaramokkal, az idegszoveti homeosztdzis dtmeneti felboruldsaval jar. Az SD terjedését a nagy
mennyiségben felszabaduld K* és a glutamat kozvetiti. Az SD utani repolarizacidban a neuronalis K*
visszavétel mellett az asztrocitak K* és glutamat felvétele jatszik fontos szerepet.

1.2. Az agykérgi terjed6 depolarizacioval 0Osszefliggd metabolikus és

hemodinamikai valtozasok, a vérataramlasi valtozasok szabalyozasa

Az SD olyan metabolikus kihivast jelent az idegszovet szamdra, amelyet az SD-hez csatolt,
nagymértékd hiperémia sem tud maradéktalanul kielégiteni. A szOveti metabolizmus emelkedését
hiien tikrdzi, hogy a széveti pH atmenetileg a fiziolgias 7,35-rél 6,95-re csokken.”® Az acidézis
legfontosabb oka a fokozott laktat-termel6dés,®*!® mellyel egyid6ben a gliikkéz koncentracidja
jelent8sen csékken, és tartdsan alacsony marad.?>>%! Vvégiil a glikdz-koncentracid véltozasanak
megfelel6en az ATP mennyisége is kdzel felére esik vissza.”® A bemutatott, SD-re jellemz8 szdveti
metabolikus valtozasok a keringését tekintve ép agykéregben jol reprodukalhatdak, de iszkémia alatt
jelentésen médosulhatnak. Ezt a problémakort targyalja munkank 4.3.2. fejezete.

Az SD altal tdmasztott megnovekedett metabolikus igényt a kapcsolédd agyi keringési (cerebral
blood flow, CBF) valtozas hivatott kielégiteni. A hemodinamikai valtozas lokalis, és az SD-vel egyiitt
terjed tova az agykérgen. Egy adott ponton a CBF valtozdsnak négy, id6ben egymast kovetd
komponense kiillénboztethetd meg.” Az elsd, révid, hipoperfuzids szakaszt jelent8s hiperémia koveti,
melynek mértéke az alaparamlast akar tobb, mint 200 %-al is meghaladhatja. A hiperémia ereszkedd
fazisan egy masodik, kései aramlasemelkedés is megjelenhet. Végil a CBF a kiindulasi alapérték ala
stillyed, melyet harminc percnél is tovabb elhizddé oligémia kévet.” Ritka eset azonban, hogy az SD-t
kovetd aramlasi valtozasban mind a négy, felsorolt komponens jél elkiilonithetd. Az elsd, hipoperfuzids
szakasz a [K']e flggvénye, errdl részletesen az 5.3.3. fejezetben irunk. A hiperémia mértékét az
idegszovet metabolikus allapota befolyadsolja, amit a 4.3.1. fejezetben targyalt kutatdsaink igazolnak.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a cerebrélis iszkémia sulyosbodasaval a CBF véltozasban a
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vazokonstrikcié dominal, és visszaszorul a hiperémids komponens.®®> Ha a hiperémia helyett csak
hipoperfuzié alakul ki, inverz csatoldsrdl, illetve terjedd iszkémiardl beszéliink.3>** A hemodinamikai
valtozasokat a valasztott altatdszer is befolyasolja ; példdul patkanyban I[ézer-Doppleres
aramlasméréssel izoflurdn altatdsban nem, mig alfa-kloraldz altatasban egy kései hiperémids szakasz
is kialakul.13? Végiil a CBF véltozast zaré oligémia jellemz8en csak akkor rajzolddik ki, ha az SD
kivaltasakor a szoveti perfuzié optimalis.

1.3. Az agykérgi terjedd depolarizacio klinikai jelent8sége

A klinikai gyakorlatban az SD monitorozasa akut agysérilést kdvetéen szubdurdlis elektrédasorok
invaziv, léziokézeli felhelyezésével vélt lehet8vé 33394560128 A tanulményokban részt vevd klinikai
kozpontokban  (http://www.cosbid.org/about-us/participating-centers/) ma mar rutinszeriien
alkalmazzak az elektrokortikografidas monitorozast, de az adatgy(ijtés nyilvanvaléan a poszt-operativ
id6szakra korlatozddik. Ahhoz, hogy adatokat nyerjlink a sériilés kordbbi szakaszaiban bekovetkez6
elektrofiziolégiai és hemodinamikai valtozasokrél, megfeleld kisérletes modellekre van szlikség, igy a
klinikai és kisérletes eredmények egylttesen adhatnak atfogd képet az SD események id6- és térbeli
mintdzatardl.

Régota feltételezik, hogy az SD sulyosbitja iszkémias sériiléseket, és rontja a kimeneteliiket.>%%2 A
fokdlis elGagyi iszkémia rdgcsalé modelljében az infarktus mérete ardnyosan né a kialakuld SD-k
szamdval, vagy kumulativ id6tartamaval.?®>*° A SAH szév8dményeként a betegekben gyakran fellépd
masodlagos iszkémias karosodas (delayed cerebral ischemia, DCl) mértékét, illetve a zart
koponyasériilés (traumatic brain injury, TBI) kévetkezményeként kialakuld kérgi 1ézid progredialdsat
dsszefliggésbe hoztak az SD eléforduldsi gyakorisagéval és id8tartamdval.39°%61 A kisérleti bizonyitékok
szerint az iszkémias terilett6l tavolabb kivaltott SD-k raterjedtek a penumbrara, és kimutathatdan
novelték az infarktus méretét, 14133

Az SD-vel 6sszefliggésbe hozhatd neurodegenerdcid hatterében az SD-hez koéthetd, elégtelen CBF
véltozds allhat®? (részletesen a 4. és a 6 fejezetben mutatjuk be).

Iszkémids agyszovetben az SD a dendritek duzzadasat, és dendrittiiske-veszteséget von maga utdn,
ami a szinaptikus kapcsolatok sériilését feltételezi.® Feltételezések szerint az iszkémids agyszévetben
a citotoxikus 6démat az idegszdveti elemek SD-vel sszefiiggd duzzaddsa okozza.?® Tovabba, az SD-vel
olyan mértékl extracelluldris glutamdt koncentracié emelkedés jar egyiitt, ami excitotoxicitashoz
vezet.>>®* Ebben kulcsszerepet tulajdonitanak mind az NMDA receptor aktivacidjanak, mind a
fesziiltségfliggd Ca?* csatornakon keresztil bejutd Ca?*-nak.106132

Megdllapithatd, hogy az agysérilések szubakut fazisdban az SD is felelds az infarktus méretének
névekedéséért,*>%? a kronikus szakaszban pedig szintén 6sszefliggésbe hozhaté a mésodlagos
karosodasok tobb mechanizmusdval, és igy az SD a szekunder l|éziék biomarkereként is
szolgalhat 3359142

2. Célkitlzések

Az elmult tiz évben kutatdomunkankat a kovetkezé célkitlizések vezérelték:

2.1. Kisérletes, optikai elven alapuld képalkotd eljarasok kidolgozasa az SD és a tarsuléd hemodinamikai
és metabolikus valtozdsok tér- és id6beli megjelenitésére patkany agykéregben, annak érdekében,
hogy

2.2. Feltarjuk az SD és a csatolt hemodinamikai valamint metabolikus valtozasok Osszefliggéseit, és
azonositsuk az SD-vel 6sszefiligg6 agysériilések egyes mechanizmusait;

2.3. Meghatarozzuk az SD-hez csatolt vérataramlasi valtozasok mediatorait; valamint

2.4. Megismerjiik az 6regedés hatdsat az SD kdrélettani jellemzGire.
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3. Optikai elven alapulo, kisérletes, agyi képalkoté maddszerek
kidolgozasa az agykérgi terjed6 depolarizacido megjelenitésére

3.1. Bevezetés és motivacio

Az SD f6 ismérve az elektrofiziolégiai regisztratumokon jél felismerheté negativ DC potencidl-
kitérés. Az SD terjedésére vonatkozéan hagyomanyosan tébb pontbdl torténé elvezetéssel nyerheté
megbizhatd informdcié. A mddszer hatranya, hogy az SD terjedésének iranyat, illetve iszkémids
szovetben az infarktushoz viszonyitott helyzetét nem lehet pontosan meghatarozni. Ezért olyan
képalkotd mddszer kidolgozasat tartottuk sziikségesnek, amely megbizhatd informacidval szolgdl az
SD terjedésérdl, kilondsen iszkémids agykéregben.

Az idegszoveti potencial-valtozdsok képi megjelenitésére igéretesnek tlint a fesziltségfliggd
festéken alapuld fluoreszcens képalkotas®>° adaptéldsa. Gerjeszté megvilagitas mellett, az idegszoveti
sejthartydkhoz kot6dott fesziiltségfiiggd festék a fluoreszcencia-intenzitds membrdnpotencial-
véltozdssal ardnyos er6sddésével jelzi az idegszdveti aktivitds fokozddasat.>® Az optikai jel
intenzitasvaltozdsa aranyos az elektrofizioldgiai mddszerekkel mért mez6potencial-valtozdsokkal. A
feszliltségfiiggd festékek haszndlatanak elénye, hogy lehet6vé teszi az idegszoveti aktivitas in vivo,
valds idejl kovetését nagy térbeli (20-50 um) és idSbeli (milliszekundumos) felbontas mellett.'” Azért,
hogy az SD terjedésérdl az iszkémids agykéregben pontos képet kapjunk, ezt a mdédszert adaptaltuk az
SD megjelenitésére patkany zart koponyaablak preparatumban.

A késbGbbiekben felmeriilt az igény a hemodinamikai valtozék egyidejli megjelenitésére, hiszen az
agyi iszkémia modellezése soran a CBF valtozasanak kovetése lényeges az iszkémia mértékének és az
egyes iszkémias régiodk kiterjedésének meghatdrozasara. Tovabbi, fontos szempont volt az SD-ket
kovet6 CBF valtozasok megjelenitése. Képalkoté maddszeriinket ezért kiegészitettik a CBF
monitorozasat szolgald 1ézer-folt interferencia kontraszt analizissel (laser speckle contrast analysis,
LASCA).*? Az agyfelszinrél visszaver8d6 fény intenzitdsa alapjan (intrinsic optical signal, 10S) tovabbi
modalitdsokat épitettliink képalkotd rendszeriinkbe a szoveti vérvolumen és a vér hemoglobin
szaturdcidjanak kovetésére. Végiil annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy iszkémia sordan milyen
szoveti pH viszonyok kedveznek az SD kialakuldsanak, vagy mutatnak egybeesést az SD terjedésével,
az agykérgi pH valtozas képi megjelenitését is bevezettik. Ehhez pH indikdtor fluoreszcens
neutralvéros festéket (Neutral Red, NR) hasznéltunk.”

3.2. Mddszerek

3.2.1. FeszUltségfliggé festéken alapuld fluoreszcens képalkotds in vitro csirke retina
preparatumon

Az optikai képalkoté mddszert el6szor in vitro csirke retina preparatumon, majd altatott patkany
agykérgén allitottuk be. A retina prepardatumhoz hazi csirkék (Isabrown, 7-28 napos, n=11) bal szemét
hasznaltuk. A szemet az egyenlitéi sikban atmetszettiik, az livegtestet eltdvolitottuk, majd a hatsé
féltekét szervkamraba helyeztiik. A prepardtumon Ringer oldatot dramoltattunk 1 ml/min aramlasi
sebességgel (100 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgS0,4, 30 mM NaHCOs, 1 mM NaH;PO4, 1 mM CaCl,,
20 mM gliikoz; 95 % O, és 5% CO, gazelegyével buborékoltatva). A szervkamra hémérsékletét
32 °C-on tartottuk. Az SD-ket 15 percenként 1 ul 0,1 M KCl oldattal valtottuk ki.

A kivaltott SD-k athaladdsa a preparatumon a retinasejtek ozmotikus duzzaddsa révén szabad
szemmel is kbvethetd. A visszavert fény torését és intenzitasvaltozasat kihasznalva igy az SD-k optikai
jelétis rogzitettik. A retindt optikai szl segitségével, hideg, fehér fénnyel vilagitottuk meg. A visszavert
fényt egy sztereomikroszkdpra erdsitett (3,2 x nagyitds; MZ12.5, Leica Microsystems UK Ltd., Milton
Keynes, U.K.) monokrém CCD kamerdval rogzitettik (Qimaging, QICAM modell QIC-F-M-12; 12-bit
digitalis kimenet; Media Cybernetics UK, Marlow, U.K.). Szamitdgépes szoftver vezérlésével (ImagePro
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Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvencidval, 3 perc hosszu képsorokat vettiink fel 200 ms-os
expoziciés id6k mellett. A képsorok analizisét ugyanezzel a programmal végeztik. Minden esetben
kijeloltink a képsorokon egy érdeklédési teriiletet (region of interest, ROI) az SD terjedésével
parhuzamosan, majd megadtuk a sziirkeszint intenzitasanak ROI-ra esé atlagat az id6 fliggvényében.

Az SD-t jel6l6 mez6potencial-valtozasok optikai megjelenitésére fluoreszcens, fesziiltségfliggé
festéket haszndltunk (RH-1838, Optical Imaging Ltd., Rehovot, lzrael). A szdvetet standard Ringer
oldatban oldott festékkel inkubdltuk, majd a festékfelesleget kimostuk. A szovetben felhalmozédott
RH-1838-at piros LED fényforrdssal gerjesztettiik (csucs-hulldmhossz: 625 nm; SLS-0307-A, szamitogép-
vezérelt tapegység: Sirius LED vezérlé SLC-SA04-U; Mightex, Pleasanton, CA, U.S.A.). A kibocsatott
fluoreszcenciat sztereomikroszképra erdsitett (4 x nagyitas; MZ12.5, Leica Microsystems UK Ltd.,
Milton Keynes, U.K.), fellil ateresztd szlir6vel elldtott (>670 nm; 695AF55, Omega Optical, Brattleboro,
VT. U.S.A.), monokrom CCD kamerdval vettiik fel (Pantera 1M30, Dalsa, Grobenzell, Németorszag).
Szamitégépes szoftver vezérlésével (ImagePro Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvencidval,
500 ms-o0s expozicids id6k mellett, 3 perc hosszu képsorokat készitettlink. A fluoreszcencia-intenzitds
SD-vel 6sszefligg6 idGbeli valtozasait az 10S analizishez hasonldan értékeltiik és abrazoltuk, majd az
RH-1838 a felvételi id6 alatt linearisnak mért fakulasara korrigaltuk.

3.2.2. Multi-modalis optikai képalkotas zart koponyaablak preparatumban altatott patkanyban

Feln6tt, him Sprague-Dawley vagy Wistar patkdnyokat 1,5-2,0 % halotdnnal vagy izoflurdnnal
altattunk N,0O:0, gazkeverék 2:1 aranyu elegyében belélegeztetve. Az dallatok a kisérletek soran
spontan lélegeztek. TesthGmérsékletiiket rektalis hémérével monitoroztuk, és visszacsatolasos elven
szabalyozott melegit6parnaval (Harvard Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.) 37 °C-on tartottuk. A bal
vena femoralis-ba polietilén kanilt helyeztiink, hogy a kisérlet egy kés6bbi, meghatarozott
szakaszdban 0,5 ml leveg6 vagy 1 M KCl beinjektalasaval hirtelen szivmegallast idéztiink elS. A bal
arteria femoralis-t is megkanulaltuk az artérids kozépnyomas (mean arterial blood pressure, MABP)
invaziv mérése érdekében. Az allatok fejét sztereotaxids befogdba rogzitettilk, majd fogorvosi furd
(Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svdjc) segitségével a teljes jobboldali parietalis
koponyacsontot eltavolitottuk. A csontperemen zdart koponyaablakot alakitottunk ki: fogaszati
cementtel megmagasitottuk a csarnok oldalat, amely a mesterséges cerebrospinalis folyadék (artificial
cerebrospinal fluid, aCSF) d4ramoltatasara egy bevezet6 és egy kivezetS polietilén csovet foglalt
magaban. Beépitettiink tovabba a csarnok medialis faldba egy mikrodializis pumpaval (CMA/100,
CMA/Microdialysis, Solna, Svédorszag) 6sszekotott, nyilasaval kozvetlenil az agykéreg folé pozicionalt
Uveg kapillarist, amely a kés6bbiekben 1 ul (1 M) KCl oldat kifecskendezése révén SD-k kivaltasat
szolgdlta. A koponyaablakot feltdltottiik aCSF-fel (az oldat 6sszetétele: 126,6 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5
mM CaCl;, 1,2 mM MgCl;, 24,5 mM NaHCOs, 6,7 mM urea, 3,7 mM glikdz, 95 % O, és 5 % CO,
gazelegyével buborékoltatva), a kemény agyhartyat eltavolitottuk, majd az ablakot mikroszkdpos
fedSlemezbdl méretre vagott (17 x 11 mm) liveg lemezzel zartuk le. A fed6lemezbe elézetesen egy 1
mm atmérgji lyukat fartunk az SD kivaltdsi helyétdl 2-3 mm-re anterior iranyba, melyen keresztil az
ablakba elektrédat és lézer-Doppler szondat épitettiink be. A koponyaablakban az aCSF-et
folyamatosan, 25 pl/min sebességgel, egy perisztaltikus pumpa (Gilson Minipuls 3, Anachem Ltd.,
Luton, U.K.) segitségével dramoltattuk.

A mez6potencial valtozasainak optikai megjelenitéséhez aCSF-ben oldott RH-1838 festékoldattal
inkubaltuk az agykérget. Az RH-1838 oldatot a koponyaablakban 80 pl/min sebességgel, 2 éran at
keringettiik, majd a nem kot6dé festéket aCSF-el mostuk ki. Az optikai képalkotds kdvette az in vitro
csirke retina prepardtumnal leirtakat, a kovetkezé mddositasokkal. A kameran az RH-1838 emisszi
rogzitéséhez sdvsz(ir6t hasznaltunk (3RD 670 740; Omega Optical Inc). A mintavételezési frekvenciat 1
Hz-re csokkentettiik. Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasanak erdsitésére a kamera szenzorjan 2 x 2
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pixelt egybeolvastattunk (,binning”). A 3,8 x 3,8 mm méret latotérrdl késziilt képek nagyitasa 3,15 x
es volt.

Ugyanazon agykérgi felszinrél a LASCA aramlasi térképeket lézeres megvilagitassal nyertiik (1ézer
diéda: Sanyo DL7140-201S; 70 mW; 785 nm). A nyers interferenciaképeket egy masodik CCD kameraval
vettiik fel, mely mlszaki paramétereit tekintve teljesen megegyezett az elsé kameraval. A két kamerat
1:1 binokularis fénynyalab elosztéval erdsitettiik a sztereomikroszképra. Mindkét kamerat Camera
Link kartyaval felszerelt (Phoenix, PHX-D24CL; Active Silicon Ltd., Uxbridge, U.K.) szamitogéphez
csatlakoztattuk, és a szamitdgépeken futd ImagePro-Plus szoftveren keresztiil vezéreltiik (Media
Cybernetics UK, Marlow, U.K.). A fényforrasok és a két kamera egyiittes mikodését egy harmadik
szamitégép vezérelte (Metrabyte DAS-20, ASYST Macmillan szoftver; Keithley Instruments Inc.,
Reading, U.K.) ugy, hogy minden egyes masodpercben a piros LED 100 ms-ig villant fel az elsé kamera
szinkronban.

A CBV valtozasainak becslésére a latoteret felvilland zold LED fényforrassal vilagitottuk meg,
masodpercenként 100 ms hosszan (csucs-hulldmhossz: 530 nm, SLS-0304-A, Mightex Systems,
Pleasanton, CA, U.S.A.). A LED elé a hemoglobin izobesztikus pontjara fokuszald optikai savsz(ir6t (540-
550 nm, 3RD540-550, Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.) helyeztiink. A visszavert zold fényt a
LASCA-ra hasznalt kameraval 100 ms-os expoziciés id6vel rogzitettiik. A deoxigendlt hemoglobin
szoveti meghatdrozdsdhoz a piros fényl LED-et haszndltuk. Az igy keletkez6 képet az optikai sz(iré
nélkili kameraval vettik fel masodpercenként 100 ms-os megvildgitasi és 10 ms-os expoziciés id6
mellett. A szikronizalt fényforrasokkal és kamerdkkal a négy modalitasrél (RH-1838, LASCA, zold 10S
és piros 10S) masodpercenként egy felvételt készitettlink.

Kalon kisérletekben a négy modalitds koziil az RH 1838-at fluoreszcens pH indikator festékkel
(Neutral Red, NR, Sigma-Aldrich) helyettesitettiik, melyet 30-35 perccel az adatgy(ijtés megkezdése
elétt, 2 x 1 ml volumenben, 35 mM koncentracidban, fiziolégids séoldatban oldva, i.p. adagoltunk.” A
képalkotas menetét a kovetkez6k szerint modositottuk. A kéregben felhalmozddott NR-t savsz(irével
(A=540-550 nm) felszerelt, masodpercenként 100 ms hosszan felvilland, zéld fényld LED-el
gerjesztettiik felvillané izemmaodban. A kamera elé az NR emisszids spektrumara optimalizalt, 625 nm
hulldmhosszra centralt, 50 nm savszélességl optikai sz(ir6t helyeztliink (XF3413-625QM50; Omega
Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.). A LASCA 4ramlasi térképek készitéséhez uj eszkozt, egy 660 nm
hulldmhosszon vilagité l1ézer diédat (120 mW; HL6545MG, Thorlabs Inc., New Jersey, U.S.A.) allitottunk
be, amely felvilland mdédban mdasodpercenként 2 ms hosszan vilagitotta meg a preparatumot. Az
aramlasi térképek szamitasahoz munkacsoportunk kézleményét tekintettiink iranyadénak.’! Az
eszkozok Osszehangolt miikodését egy LabView kornyezetben irt, Windows hattéren futé program
segitette.

A képsorok analizise az in vitro csirke retina preparatumnal leirtak szerint tortént. Az NR optikai
jelet matematikai médszerekkel korrigdltuk.’®® A képsorokbdl intenzitdsértékeket tetszélegesen,
manualisan felhelyezett ROI-k (méret: 9 x 9 pixel) segitségével olvastunk ki. A valasztott ROI pozicidja
minden egymast kovetd képen és minden modalitasban azonos volt.

3.2.3. Az optikai képalkotast tdmogato elektrofizioldgiai- és agyi vérataramlas-mérések

A helyi mezépotencidl elvezetésére (LFP) a retina bels6 szinaptikus rétegébe Uveg kapillaris
elektrédat szdrtunk (d=10 um). Referenciaként a szervkamra aljdba illesztett Ag/AgCl elektroda
szolgdlt. A jelet felerdsitettiik, DC médban szdrtik (el6erGsit6: NL 834, tovabbi szlir6k és erGsitGk: NL
125, NL 106; Neurolog System, Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, U.K.), és analdg-digitalis (A/D)
atalakitast kovet6en (DASH16, Metrabyte, Keithley Instruments Ltd., Reading, U.K.) szamitdgépen
rogzitettilk. Az elektromos jel analizisét ASYST programban (MacMillan Software Co., Keithley
Instruments Ltd., U.K.), irt alkalmazassal végeztiik.



dc_1649 19

Elektrofiziologiai regisztratumok elvezetésére aCSF-fel feltoltott tiveg kapillaris elektrodat (d=20
um) vezettiink 0,8-1,4 mm mélyre az agykéregbe. Referenciaként a nyak bére ala bedltetett Ag/AgCl
elektroda szolgdlt. Az agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) valtozasainak kovetésére az
elektrédda mellé |ézer-Doppler szondat helyeztiink (Probe 411, PeriFlux 5000; Perimed UK Ltd., Bury St
Edmunds, U.K.). A l1ézer-Doppler jelet digitalizaltuk, és a DC potencidllal egyitt, az in vitro csirke retina
preparatumnal leirtakkal azonos mddon er@sitettik, szdrtik, taroltuk, és jelenitettik meg. A CBF
valtozdsokat relativ formdban fejeztik ki, a felvételek els6 5 percének atlagat 100 %-nak, a
szivmegallast kovetd jelet 0 %-nak (bioldgiai zérd) tekintettik.

A pH-szenzitiv Giveg kapillaris elektrédakat Voipio és Kalila*® szerint készitettiik el, majd 0,8-1 mm
mélyre Ultettik be az agykéregbe. A pH-szenzitiv mikroelektréda kozvetlen szomszédsagaba a DC
potencial regisztradlasara egy fizioldgias sdoldattal feltoltott Gveg kapillaris referencia-elektrodat
helyeztiink (d=20 um). K6z6s referenciaként az allatok nyakb&re alad beliltetett Ag/AgCl elektroda
szolgalt. A mikroelektrédakat Ag/AgCl szalakkal kétcsatornds, magas bemeneti impedanciaju
elektrométerhez csatlakoztattuk (AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, U.S.A.). A H* szoOveti
ionkoncentrdcidjanak megfeleltethet6 feszlltség jelet differencidl erGsitével erGsitettik, és
négycsatornas analdg izolatoron keresztiil (NL 820, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) vezetve
tovabb szlrtik, digitalizaltuk (analdg-digitalis atalakité: MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), 1 kHz-es
frekvencidval mintavételeztiik, és a kés6bbi elemzésekhez szamitégépen tdroltuk (szoftver:
AcgKnowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). Az extracellularis széveti pH értékeket tovabbi
jelfeldolgozas révén a nyers, mV-os skalardl linearis regresszidval hataroztuk meg.

3.3. Eredmények, és a kutatas tavlatai

Az SD-ket a retina preparatumon és az agykérgen is az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasanak
tranziens fokozddasa jelezte. Osszevetettiik adott pontban az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitds ésa
DC potencial SD-vel 6sszefliggd valtozasait. A két mddszerrel a depolarizacio és a repolarizacid fazisai
megkozelitéleg azonos mdodon jelenithet6k meg. Ugyanakkor az SD-t kbvetd hiperpolarizacié
maximalis relativ kitérése RH-1838 esetén jelentésen meghaladta a DC potencial elvezetéssel
regisztraltat, és id6ben egyezett az SD-hez tarsuld hiperémia csucsdval. A hemoglobin nagyon erés
fényelnyel6 molekula. A szivmegallassal 6sszefliggé SD-t modellezd kisérleteinkben megallapitottuk,
hogy a piros 10S intenzitdasdnak csékkenésével parhuzamosan az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasa
is mérsékl6dott a szivmegallassal, a neuronalis transzmembran-potencialtdl fliggetlendil.
Eredményeink analizise soran megallapitottuk, hogy a fesziiltségfligg6 festék fluoreszcencia-
intenzitasat a mez6épotencidl-valtozasoktdl fuggetlenil gyengitheti a hemoglobin deszaturacidja. Az
RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasanak SD-t tiikr6z6 valtozasat ezért korultekintéen, a hemoglobin
szaturacidjanak figyelembe vételével kellett értékelnlink. Ha az SD athaladasakor a szoveti
mikrokeringésben a hemoglobin szaturacidja megkozelitéleg valtozatlan, a fluoreszcencia-intenzitast
minimalisan torzitjak mltermékek. Komplett keringés ledllas esetén az SD kialakuldsat megel6zi a
hemoglobin teljes deszaturécidja.® Az ép keringésl agykéregben is megbizhatdan jelzi az RH-1838 az
SD-t, amit aldtdmaszt, hogy fizioldgids koriilmények kdzott, kdzeli infravords spektroszkdpiai
vizsgalatok szerint az SD-vel nem jar hemoglobin deszaturacié. Epp ellenkezéleg, az SD-t kdvets
hiperémia sordn az oxigendlt hemoglobin ardnya dtmenetileg megemelkedhet.** Azonban az
iszkémids penumbran athaladd SD gyorsan kimeriti a hemoglobin oxigéntartalékait. Ez a festék
fluoreszcenciajan egy hirtelen és jelent6s intenzitasesést okoz. A nyilvanvalé m(itermékkel késébbi
munkank soran szdmolnunk kellett.

Azért fontos az SD megfigyelése képalkotd eljarasok segitségével, mert igy kisérletes modellekben
valds id6ben, két képi dimenzidban megjelenithet6vé valik, terjedésének térbeli tulajdonsagai
tanulmanyozhatéak. A korabban kidolgozott j6 térbeli felbontdsi mddszerekkel az SD-hez tarsuld
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aramlasi vagy metabolikus valaszokat monitoroztak, az SD-t magat nem. A CBF lokalis valtozasainak
lézer-folt interferencian alapuld képi megjelenitése jol mutatja az SD athaladasat a kérgi
felszinen,*>#377127 hiszen az SD-t kéveté CBF valtozés térben ugyanugy terjed, mint maga az SD.1%
Hasonléképpen, az SD-vel jard lokalis vérvolumen-vdltozast, illetve az oxigén-felhaszndlast jelol6
hemoglobin-deszaturécidt is meg lehet képalkotd eljarasokkal figyelni.22%%3 Az SD kévetésére a sejtek
redox adllapotat tikr6z6, a NADH autofluoreszcencidjan alapuldé képalkotdé moddszert is
kidolgoztak.8134135> A felsorolt mddszerekkel a depolarizaciét magdt nem, csak a vele egyitt jard
valtozdsokat lehet j6 térbeli felbontds mellett kévetni. Ugyanakkor ismert, hogy a hemodinamikai
valtozék az SD megbrzott kinetikaja mellett is nagy variabilitast mutatnak a szévet metabolikus
allapoténak fuggvényében.” Az altalunk kidolgozott, fesziiltségfiiggd festék fluoreszcenciajan alapuld
képalkotd mddszerrel kbzvetlenil az extracellularis eredetld mezépotencial jelenitheté meg.

A fesziiltségfliiggd festéket eddig a 1até-, hallé- és a szomatoszenzoros kéreg funkcionalis
szervez8désének feltérképezésére hasznéltdk.?4%>*% Szintén sikeresen alkalmaztdk epilepszias
gdresaktivitds fokuszanak azonositasara, 1% és gdtld GABA aktivitas keletkezésének és terjedésének
kovetésére.’828 Eredményeink alapjan ez az optikai képalkotd eljaras igéretes az agykérgi iszkémias
sérilések patogenezisének tanulmanyozasara.

Az agykérgi potencialvaltozdsok képi megjelenitésén tul sikeresen valdsitottuk meg az SD-vel jard
szoveti pH valtozasok NR alapu vizualizalasat is. Kisérleteink uttéréek abban a tekintetben, hogy pH-
szenzitiv mikroelektrodaval is hitelesitettiik képalkotd eljardsunkat, melyet minden kordbbi, NR
fluoreszcenciat kihasznalé vizsgalat nélkilozott.

Az altalunk fejleszett és kialakitott multi-modalis képalkotd rendszer segitségével a mez6potencial-
vagy szoveti pH valtozasokkal szinkronban az agykérgi hemodinamika jellemz6 paramétereit (a CBF, a
CBV és a hemoglobin deszaturacidja) is meg tudjuk jeleniteni. gy az agykérgi mezépotencial- vagy
szoveti pH véltozasokat és a csatolt hemodinamikai eseményeket megfelel6 felbontdassal, térben és
id6ben egyarant meg tudjuk egymasnak feleltetni.

4. Az iszkémias agykéregben kialakulo agykérgi terjedé depolarizacié és
a csatolt keringési és metabolikus valtozasok jellegzetesseégei,
korélettani jelent8sége

4.1. Hattér

Kutatdmunkank azokbdl a megallapitasokbdl indult ki, hogy (i) az SD a fokalis agyi iszkémiaban
spontan, ismétl6d6 mintazatban alakul ki, (ii) jelzi az idegszévet metabolikus krizisét, (iii) tovabbi
metabolikus terhet ré az iszkémidnak kitett régiora, rontva ezzel a szovet tulélési esélyeit, és (iv)
el6vetiti az agyi iszkémia kedvezdtlenebb kimenetelét (1.3. fejezet). Fent bemutatott mddszereinkkel
arra kerestiik a valaszt, hogy fokalis és globalis agyi iszkémia soran az SD milyen perfizids viszonyok
kozott alakul ki, milyen mintdzatban terjed tova, és milyen metabolikus és véraramldsi valtozasok
kisérik.

Az ép keringés(i patkany agykéregben az SD alatt a szoveti pH atmenetileg 7,35-r6l 6,90-6,95-re
csokken (1.2. fejezet). A sulyos mérték(i aciddzis szovetkarositd hatdsu, mert modositja az idegsejtek
ingerelhet6ségét, elé6mozditja a szabadgyokok termel6dését, gatolja az intracellularis szignalizacios
folyamatokat, és DNS-téredezést indukdl.'?* Iszkémids agyban az SD altal okozott pH viltozds a
neuronok sériilése szempontjabdl meghatarozo lehet, ha az révid idén bellil tobbszor ismétlddik, és az
SD-vel jaré savasoddas tovabb noéveli az iszkémids penumbrat jellemz6 pH 6,9 korili acidozis
mértékét.’! Kisérleteinkben azt kivantuk meghatarozni, hogy az SD milyen széveti pH valtozdsokat von
maga utan iszkémids agykéregben.
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4.2. Mddszerek

A képalkotashoz és az elektrofiziolégiai adatgy(jtéshez a 3. fejezetben bemutatott mddszereket
alkalmaztuk altatott patkanyon. Fokalis iszkémiat a jobboldali arteria cerebri media (MCA) a
tempordlis koponyacsont alatti, disztalis szakaszanak elzarasaval (MCA occlusion, MCAO) hoztunk
létre. Multifokalis elGagyi iszkémiat mikropartikulumok inflzidjaval indukaltunk (d=45 53 um;

2000 partikulum/0,6 ml 0,02 % Tween-20; 300 pl/min; UVPMS-BY2, Cospheric, Santa Barbara, CA,
U.S.A.; ). El6agyi iszkémiat az arteria carotis communis-ok kétoldali elzarasaval (2VO) hoztunk létre,
amit hipovolémias hipotenzidval sulyosbitottunk. A kisérletes iszkémia modellekben az SD-k spontdn
jelentek meg. Egyes esetekben tovabbi SD-ket 1 M KCl topikdlis rémosdsaval valtottunk ki.

4.3. Eredmények, a kutatds tavlatai

4.3.1. Az SD mintazata és az SD-t kiséré hemodinamikai valasz

Fokalis iszkémia kialakulasat kovet6en, egy éran belll ismétl6d6 SD-k alakulnak ki. Az SD-k blokkba
csoportosulva, vagy egyenként kilon dllva jottek létre. A fokalis iszkémia modellekben az SD-k rovid,
tranziens depolarizadciok voltak, terjedési iranyuk és hulldmfrontjuk nagy valtozatossagot mutatott.
Globalis el6agyi iszkémidban elhliz6dd vagy termindlis SD-ket regisztraltunk, melyek egyenletes
hulldamfronttal, fronto-caudalis irdnyultsaggal haladtak at a l1atotéren. Az SD-k fokalis iszkémia esetén
az alaparamldshoz képest 55-60 %-os vérataramlasi értéknél, globalis el6agyi iszkémidban 40-45 %-os
perfuzié mellett, az autoregulacids tartomany elhagydsakor jelentkeztek. Eredményeink alapjan a
spontdn kialakuld SD hipoperfuzids kiiszobhoz kothet6.

Fokdlis iszkémidban az SD-t kiséré CBF valtozas az SD fokuszdban elhanyagolhatdé mértékiinek
bizonyult, lefutdsa a fdékusztédl tdvolodva moddosult, egyre nagyobb teret adva a hiperémias
komponensnek. Megmutattuk, hogy az azonos mérték(i hiperémids valaszok esetén a hemoglobin
szaturacidja vdltozatos dinamikat kovet, és a mikroembolizdcié &ltal okozott aramldsesés
elmélyilésével parhuzamosan, a kés6bbi SD soran a hemoglobin deszaturacidja egyre
hangsulyozottabba valik. Globalis el6agyi iszkémidban az SD-hez csatolt CBF valtozast tranziens vagy
permanens hipoperfuzié, ugynevezett terjedd iszkémia jellemezte, amelyhez a kritikusan alacsony
szOveti perfuzié teremt kedvezd feltételeket. Masfel6l a terjed6 iszkémia tovabb fokozza a
hipoperfuziot, és novekvé idtartama késlelteti a repolarizaciot. A terjed6 iszkémiat korabban a szoveti
perfuzid fokozatos csokkenésével, és az agykérgi 1ézid méretének ndvekedésével a fokdlis elGagyi
iszkémia egér modelljében, majd TBI betegekben hoztdk dsszefliggésbe.b*12° Sajat eredményeink és a
klinikai tanulmanyok arra engednek kovetkeztetni, hogy az SD szbvetkarositd hatdsa akkor a
legvaldsziniibb, amikor az SD-hez terjedd iszkémia tarsul.*06163

A munkdnk attoré jelleglinek szamitott, hiszen az els6 olyan tanulmanyokat kozoltiik, amelyekben
térben és id6ben egyardnt lehetdség nyilt az agyi iszkémia allatmodelljében az SD soran az agykérgi
mezG6potencidl-valtozasok és a csatolt hemodinamikai események folyamatos kovetésére. Kutatdsaink
azzal is Ujat hoztak, hogy meg tudtuk hatarozni az SD-k fékuszat, és egy adott esemény terjedésének
jellegzetességei a latétér eltérd pontjaiban tetsz6legesen értékelhetévé valtak.

Munkdank sordn bizonyitottuk, hogy az ismételten kialakulé SD-k kérélettani szerepet tolthetnek be
a kisebb mikroembdlusos agyi infarktusok esetén. Bizonyitottuk, hogy az SD a globalis iszkémids
sérilések koérélettani folyamataiban is szerephez jut. Eredményeink hidnypétldak, hiszen az SD
spontan kialakulasat eddig csak az iszkémids vagy traumas agysériilések fokalis lézidihoz kototték.
Erdemes tehat fontoléra venni, hogy az SD mennyiben jarul hozza a szisztémas keringés atmeneti
megszlinésével, példaul a szivinfarktussal vagy hirtelen szivmegallassal kapcsolatos kés6bbi
neuroldgiai/pszichiatriai tiinetek kialakuldsahoz.
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4.3.2. Az SD-vel egyUttjaro szoveti aciddzis

A neuronalis aktivitas fokozdodasa szinte késés nélkiil atmeneti szoveti pH csokkenést von maga
utan, igy az idegszovet pH véltozasait a neuronélis metabolizmus érzékeny indikdtoranak tekintik.??

Az elGagyi iszkémia indukcidjat kévetGen a kisérletek egy részében két percen belil spontan SD
alakult ki. Az SD a savas szOveti pH viszonyokat jelentés mértékben sulyosbitotta. Az iszkémiaval
Osszefliggd, penumbrara jellemz6 szbéveti acidézist az SD fokozta, és az iszkémids magra jellemzé,
erdsen savas tartomanyba tolta el. A spontdn SD utan tartés, enyhe szbveti aciddzis maradt fenn.

Tekintve, hogy (i) az iszkémidas agykéregben az SD-k visszatéré mintdzatban ismétlédnek,®*%* (ii) az
aciddzis-indukalta sejtkarosodas kiiszdbe az aciddzis fennallasanak hosszaval ardnyosan csékken, és
(iii) eredményeink szerint a szoveti pH az SD utdn tartdsan savas tartomanyban marad, az SD a szoveti
aciddzis fenntartasa révén is ndvelheti a neuronkdarosodas kockazatat.

Munkank soran el6szor mutattuk meg az SD-hez tarsulé szoveti aciddzis jellemzéit hipoperfundalt
agykéregben. Ravilagitottunk arra, hogy iszkémia alatt az SD-vel kapcsolatos pH csdkkenés joval
kifejezettebb, mint optimalis szoveti perfuzid mellett. Bizonyitottuk, hogy az iszkémia okan fellépd,
enyhébb acidézishoz hozzdadddik az SD-hez tarsuld, hatdrozottabb pH csokkenés. Eredményeink
alapjan az extracellularis tér pufferkapacitasanak novelése vagy a laktat hatékonyabb eltdvolitasa
eredményes neuroprotektiv stratégianak bizonyulhat.

Iszkémids sérilések esetén a szoveti pH csokkenése kihaszndlhatd a sériilt teriletre korlatozédd
gydgyszerhatdanyag-bejuttatasra. Jelenleg futd kisérleteinkben azt vizsgdljuk, hogy savas pH-ra nyilo,
az értagité nimodipint (L-tipusu fesziiltség-fliggd Ca®* csatorna blokkold) szallité nanopartikulumok
milyen hatékonysaggal adjak le a hatéanyagot és érnek el véddé hatdst az agyi iszkémia
allatmodelljében. A szoveti pH alapjan az iszkémias régidra leszlikitett kezelések révén elkerilhet6ek
lennének a hatdanyagok nem kivanatos, szisztémas mellékhatasai.

5. Az agykérgi terjedd depolarizaciohoz csatolt agyi vérataramlasi
valtozas mediatorai, az agyi iszkémia hatasa

5.1. Hattér

Az SD-hez csatolt CBF valtozas szabalyozasa mdig intenziv kutatasok targyat képezi. A szabalyozas
megértését neheziti, hogy a valasz tobbkomponens(, és az egyes elemek egymadssal atfednek. Az SD
terjedése sordn azonos helyen és egyid6ben, nagy mennyiségben szabadulnak fel vazoaktiv
metabolitok (pl. adenozin, laktat), idegsejtekbél kidramlé neurotranszmitterek (pl. glutamat),
perivaszkularis idegvégz6désekbdl szarmazd neuropeptidek (pl. kalcitonin relacids peptid, calcitonin-
gene related peptide, CGRP), és a neurovaszkularis csatolds asztrocitdkhoz kotott ,klasszikus”
medidtorai (pl. prosztanoidok, vagy epoxieikozatriénsavak).” Abban a kérdésben sincs egyetértés, hogy
az SD-vel jaro hiperémia funkcionalis, vagy inkabb reaktiv jellegd.

Célul tliztuk ki, hogy megvizsgdljuk, mekkora a részesedése a neurovaszkularis csatolasban fontos
szerepet jatszd vazodilatator prosztaglandinoknak (PGs) az SD-t kovetd hiperémia kialakulasaban.
Osszefiiggéseket kerestiink tovabba a szdveti pH és az intersticialis kalium koncentracié-valtozasai és
az SD-hez csatolt CBF valtozasok kozott. Mivel kutatdsaink kdzponti témaja az agyi iszkémia, és ismert,
hogy iszkémia sordn a klasszikus neurovaszkularis csatolds sériil,®® arra is valaszt kerestiink, hogy az
iszkémids allapot az SD-t kbvet6 véraramlasi valasz szabdlyozdsat miként mddositja.

5.2. Mddszerek

Az elektrofizioldgiai adatgyl(ijtéshez a 3. fejezetben bemutatott mddszereket alkalmaztuk altatott
patkdnyon. Globdlis el6agyi iszkémiat 2VO-val hoztunk létre. Terjed6 depolarizacidkat iszkémids
hattéren és kontroll koridlmények kozott 1M KCl topikalis alkalmazasaval valtottunk ki. A
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prosztaglandin jelatviteli itvonalak gatlasara a kovetkez6 farmakonokat hasznaltuk: a szelektiv COX-2
gatld NS-398-at (100 uM; Cayman); ¥’ a szelektiv COX-1 gatld SC-560-at (25 uM; Cayman);*® és az EP,4
antagonista L161,982-t (1 uM; Sigma).5®73 A szdveti aciddzis és az agykérgi vérataramlas kapcsolatat
korrelacids analizissel vizsgaltuk.

Az extracellularis kalium koncentracido ([K*]e) szerepét az SD-hez tarsuld hipoperfuzio
|étrehozdsdban fluoreszcens kalium indikator (Assante Potassium Green-2, APG-2) hasznalatdn alapulé
két-foton mikroszképos képalkotassal, és kalium-szenzitiv elektréddak és |ézer-Doppleres
aramlasmérés egyittes alkalmazasaval értékeltik. A nagy konduktanciaju, Ca*-aktivalt K* (BK)
csatorndk és az L-tipusu fesziiltségfiigg6 Ca?* csatorndk (VGCC) lehetséges szerepét a csatornak
farmakoldgiai antagonizalasaval teszteltlik. Kisérleteinkhez altatott egereket hasznaltunk.

A két-foton mikroszkdpos képalkotashoz zart koponyaablakot alakitottunk ki (3. fejezet), majd a
feltart agyfelszinre Ringer-HEPES oldatban (150 mM NaCl; 5,2 mM KCl; 2,2 mM CaCly; 0,2 mM MgCly;
6 mM NaHCOs; 5 mM HEPES; 2,8 mM D-glikdz; pH=7,4), 0,76 mM koncentracidban APG-2-t mostunk
(TEFLabs, Inc., Austin, TX, U.S.A.). Az erek egyértelm( azonositdsdra az agyi érhaldzatot rodamin-
dextran (D1841, Life Technologies Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag; 2-10 mg/100 pl Ringer-
HEPES oldat) retro-orbitalis injekcidjaval toltottik fel. Az in vivo intrakranialis mikroszképos vizsgalatot
egy FEMTO2D-Alba mikroszkdppal végeztik (Femtonics Ltd., Budapest, Magyarorszag) 20-as nagyitasu
vizimmerzids objektivet (XLUMPLFLN-20XW, Olympus) és a mikroszkép szamitégépes MES programjat
haszndlva (v4.6.2336, Femtonics). Az APG-2 és a rodamin egyiittes, két-fotonos gerjesztést 810 nm
hulldmhosszon egy Mai Tai HP tipusu titan-zafir lézerrel értiik el (RK TECH Ltd., Budapest,
Magyarorszag). MegfelelS szinsz(ir6k alkalmazasa mellett az emisszidt gallium- és arzén-foszfiddal
bevont fotoelektron-sokszorozéval detektaltuk. A lézer teljesitményét a képalkotasi mélység
fliggvényében (0-300 um) 10-40 %-ra allitottuk, a fotoelektron-sokszorozét 70 % feszlltségérték
mellett Gzemeltettiik. Az arteriolak és venuldk azonositdsara z-stack képsorokat vettiink fel 5 um-es
Iéptékkel az agyfelszinre merdleges iranyban. A kivalasztott keresztmetszeti sikban 1 um/pixel térbeli
és 0,5-1,25s (0,8-2 Hz) id6beli felbontdssal megkozelitéleg 10 perces képsorokat rogzitettiink. Az
alapszakasz felvétele utdn a rostralis koponyaablakbdl 15-20 perces id6k6zénként SD-ket valtottunk ki
ugy, hogy az agyfelszinre 1-4 pul 1 M KCl-ot fecskendeztilink a rogzitett iveg kapillaris és a mikrodializis
pumpa segitségével. Az APG-2 és rodamin képsorokat FlJI24-ben automatikus képkiegyenlités utan
dsszevontuk, és RGB szinskalara helyeztiik at az ératmérék manudlis méréséhez.'t’

Az elektrofiziol6giai mérésekhez az ionszelektiv elektrodakat Viitanen et al.*® médszere szerint
készitettiik. Uveg kapillaris mikroelektrodak hegyét (d=10-12 um) ioncserélé folyadékmembrannal
(Potassium ionophore | - cocktail A; Sigma), az elektrédak nyakat 100 mM KCl-el taltottik fel.!* A K*-
3,5, 10, 30, 50, 100 mM). A kalibralt K*-szenzitiv elektrédakat mikromanipuldtorral az altatott egerek
agykérgébe Ultettiik be, kdzvetlenil egy 150 nM NaCl-al és 1 mM HEPEST-sel feltoltott referencia-
elektroda mellé (d=20 um), mellyel DC médban sz(rt LFP-t regisztraltunk. A k6zos foldelést a nyak bére
ald belltetett Ag/AgCl elektroda szolgalta. A mikroelektrédakat Ag/AgCl szélakkal egy a
laboratériumunkban erre a célra készitett, két csatornas, magas bemeneti ellenallasu elektrométerhez
kotottik (beépitve: AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, U.S.A.). A referencia elektrédaval
elvezetett fesziltségjelet differencidlersitén és megfelelé sz(ir6kén (NL106 és NL125, NeurolLog
System, Digitimer Ltd, U.K.) vezettik at. Végil a jelet digitalizaltuk (analdg-digitalis atalakité: MP150,
Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és folyamatosan, 1 kHz frekvenciaval rogzitettiik. A regisztratumokat
valds id6ben szamitégép monitoron jelenitettiik meg, és a késGbbi elemzésekhez szamitdgépen
taroltuk (szoftver: Acgknowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). A valds [K*]. értékeket tovabbi
jelfeldolgozés révén a nyers, mV-os skalardl linearis regresszidval, szamitottuk ki. A CBF valtozasait
Iézer-Doppleres aramlasméréssel regisztraltuk (4.3. fejezet).
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Egyes preparatumokat az agyfelszinre mosott BK csatorna blokkolé paxillinnel (aCSF-ben oldva,
500 nM koncentracidban,®* n=6) vagy L-tipusd VGCC gatlé nimodipinnel (0,1 % DMSO-t tartalmazé
aCSF-ben oldva, 100 uM,'*” n=5) kezeltiink.

5.3. Eredmeények, és azok jelentfsége

5.3.1. Az értagito prosztaglandinok szerepe

A COX-1 szelektiv gatldsa, illetve az EP4 receptor antagonizmusa az iszkémids patkany agykéregben
megnyujtotta az SD hosszat, és késleltette az idegszdvet SD-t kdvets regeneracidjat. igy elképzelhets,
hogy az iszkémia akut szakaszaban az SD soran a COX-1 Utvonalon termel6d6é PGE; aktivalja az EP,4
receptorokat, és elGsegiti a repolarizaciét. Figyelembe véve, hogy az SD elnyulé id6tartama
kiterjedtebb iszkémidas sériilést jelez elére,? az EP4 receptor aktivacidja, igy az SD révidiilése segitheti
az idegsejtek tulélését. Ezt tdmasztja ald az is, hogy az EP4 receptorok genetikai inaktivalasa rontja a
stroke kimenetelét.? Végiil elképzelhets, hogy az iszkémids infarktus méretének EP, receptor
agonizmusaval elért csokkenéséhez®® hozzajarul az EP, receptorok aktivacidja révén az SD révidiilése
is.

Intakt kéregben a harom farmakolégiai beavatkozas kozil a szelektiv COX-2 gatlé NS-398, és a
szelektiv COX-1 gatlé SC-560 nem mddositotta a CBF valaszreakcid jellemzdit. Ugyanakkor az EP4
receptor blokkol6 L161,982 csokkentette a hiperémia amplitidéjat. Az L161,982 tovabba elmélyitette
az SD utdn tartésan fennmaradd oligémiat. Az eredmények alapjan arra kovetkeztetlink, hogy az EP,4
receptor szelektiv antagonizmusa a CBF valtozas sordn egy olyan vazodilatator komponenst gatolhat,
amely mind a hiperémia, mind az oligémia soran érvényesilt. Eredményeink a prosztaglandinok
vazoaktiv szerepét Uj megvilagitdsba helyezték, hiszen az SD-t kdveté hiperémia kialakitasaban a
vazodilatator prosztanoidok részesedése eddig valdszinttlennek tlint, illetve a prosztanoid szintézis
gétldsa potencirozta a hiperémids reakciét.”’6119

Az iszkémia sordn a hiperémia amplitudéja drasztikusan csokkent, melyre az alkalmazott
enzimgatldk és az EP, receptorblokkolé nem voltak tovdbbi hatdssal. Eredményeink indirket médon
igazolni latszanak az agyi érvélaszok sériilését iszkémia soran.®®

Munkdnkkal elséként bizonyitottuk, hogy a vazodilatator prosztaglandinok hozzdjarulnak az SD-t
kovetd hiperémia kialakulasahoz. Igazoltuk, hogy a prosztaglandin szignalizacié csak az ép agykéregben
jatszik kimutathatd szerepet. Bar iszkémids agysériilések kapcsan régéta ismert a PGE, és
receptorainak szerepe az idegsejtek tulélésének szabalyozasaban, eddig ezt nem hoztak dsszefliggésbe
az SD-vel. Els6ként mutattuk meg, hogy a COX-1 vagy az EP, receptor géatldsa az agyi iszkémia korai
szakaszaban elnyujtja az SD-t, tehdt a prosztaglandinok felszabadulasa és receptoraik aktivalasa
el6segiti az SD utani repolarizaciét. Hosszabb tavon a prosztaglandin szignalizaciés utvonalak
azonositott elemei Uj célpontot jeldlhetnek ki az SD-vel 6sszefliggd iszkémias sérilések mérséklésére.

5.3.2. Az idegszOveti aciddzis szerepe

Régdra ismert, hogy a hiperkapnia az agyi erek er6teljes tagulatat okozza, melyet a vér és az
agyszéveti pH csékkenésével, hoznak 6sszefliggésbe.”” Az extracelluldris pH lokélis csokkenése az
agykéregben azonban CO-t6l fliggetleniil, pl. a laktat felszaporoddsa révén is értagitd hatasu
lehet.#12521%5 A 4.3.2. fejezetben bemutattuk, hogy az SD széveti acidézist indukél, ami a laktét
felhalmozbédaséaval fligg 6ssze.’*116 Kisérleteink lehet8séget biztositottak arra, hogy részletesen
megvizsgaljuk az SD és a kbvetkezményes szbveti aciddzis pontos Osszefliggéseit.

Kisérleti eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a sértetlen agykéregben szoros pozitiv
korrelaciét mutat az SD-vel a DC potencial-kitérése és az aciddzis mértéke. Eredménylink 6sszhangot
mutat azokkal a kisérletes és klinikai nem-invaziv képalkotd vizsgdlatokkal, melyek szerint a fokozott
neurondlis aktivitds ardnyos mérték( intra- és extracelulldris aciddzissal jar.?®> Adataink szerint ép
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agykéregben az SD-vel jard aciddzis és a kévetkezményes hiperémia amplitiddja is erésen korrelal
egymassal. Amennyiben a két valtozd kdzott az 6sszefliggés nem csupan egybeesés, hanem ok-okozati
kapcsolatot mutat, igazolédni |atszik, hogy az SD-t kisér6 CBF véltozas szabalyozasaban a szoveti
acidozis is szerepet jatszik.

Iszkémia alatt — a sértetlen kéregtél eltéréen — az SD-vel jard hiperémia amplitiddja nem korreldlt
a DC potencial kitérés vagy az aciddzis mértékével. Ugyanakkor az iszkémia nem befolyasolta az SD-t
jelolé DC potencial kitérés és az aciddzis amplituddja kozotti kapcesolatot. Bar a hiperémiat tlikroz6
gorbe amplitudéja ardnytalanul alacsonyabbnak bizonyult iszkémia alatt, id6tartama az SD és az
acidodzis hosszanak fliggvényében alakult. Az SD utdni repolarizacio, illetve a neurondlis aktivitas
visszatérésének késése azt tiikrozi, hogy az energiaigényes Na*/K*-pumpa ATP hidnyadban nem képes a
nyugalmi membrénpotencidl helyredllitasara,®? az elh(iz6dd energiaigény lehet felel6s a hiperémia
huzamosabb fenntartasaért.

Legfontosabb megallapitdsunknak azt tartjuk, hogy mig a sértetlen agykéregben az SD-t koévet6
hiperémia mértéke a depolarizacié intenzitasdnak, és az ezzel jard szoveti acidozisnak a fliggvénye,
addig iszkémia sordn a hiperémia amplitudéja aranytalanul kisebb, id6tartama viszont az SD-vel és az
aciddzissal ardnyban nyulik meg. Megfigyeléseink aldtamasztjdk hipotézisiinket, amely szerint az
SD-hez csatol CBF valtozas kialakuldsaban szerepet jatsz6 medidtorok meghatdrozé mértékben
tartalmaznak metabolikus komponenseket (példdul a szoveti pH valtozasa). Munkank tovabba ravilagit
arra, hogy iszkémids allapotokban a metabo-vaszkuldris csatolas egyensulya felborul, és az érvalaszok
nem képesek kovetni a szovet metabolikus igényeinek novekedését.

5.3.3. Az extracellularis kalium koncentracié szerepe

A fokozott neurondlis aktivitas soran felhalmozddo extracellularis kdlium nagyon hatékonyan
szabdlyozza az ératmérG6t. Koncentracié-fliggé médon, 20 mM alatt tagitja, 20 mM felett 6sszehlzza
az ereket.”? Az SD soran az idegszévet extracelluldris kalium koncentracidja ([K*]e) tobb, mint
tizszeresére, a 3-4 mM-os nyugalmi alapértékrél akér 30-60 mM-ra is emelkedhet.”*?* Bar az SD-t
jelzé negativ DC potencial-kitérés minimum pontja és az SD-hez tarsulé CBF valtozas korai
hipoperfuzidés komponense idében jo| megfeleltethetd egymdsnak,” nincs kisérletes bizonyiték arra,
hogy a korai vazokonstrikcié kozvetleniil a magas [K*]e-nak tulajdonithaté.

A K* bonyolult jelatviteli utakon keresztiil éri el vazoaktiv hatasat. Az extracellularis térben
felhalmozédo, felesleges K*-ot az asztrocitak veszik fel, valészin(ileg Kir4.1-es kalium csatornakon
keresztiil,”® majd a K*-ot részben a végtalpaikon elhelyezked8 nagy konduktanciaju, Ca®*-aktivalt K*
csatornakon (BK csatorna) &t uritik a perivaszkuldris térbe.>! A perivaszkuldris [K*] emelkedése a
depolarizacid irdnyaba tolja el az érsimaizomsejtek membranpotencidljat, megnyitja a
simaizomsejtek fesziiltségfiiggd Ca?* csatornait (voltage-gated Ca?* channel, VGCC), igy a vaszkularis
simaizomsejtbe Ca?* dramlik be, ami vazokonstrikcidt eredményez.”* Kisérleteink célja az volt, hogy
bizonyitsuk a K* meghatarozd szerepét az SD-hez kapcsolodd korai vazokonstrikcid [étrejottében, és
hogy meghatarozzuk az asztrocitdk végtalpain elhelyezkedd BK csatornak, valamint az érsimaizmon
elhelyezked6 VGCC-k részesedését a hipoperfuzié kialakulasaban.

A két-foton mikroszképos vizsgalatok szerint az agykérgi pidlis és penetrald arterioldk konstrikcidja
térben és id6ben pontosan akkor jelentkezett, amikor az [K*]e-al ardnyos APG-2 jelintenzitas-
novekedés egy adott ér kdzvetlen szomszédsdgaba ért, ami szoros csatolast feltételez. Az SD-hez
kapcsoldédd CBF valtozas kezdeti hipoperfuzidos komponensét a BK csatorna blokkold paxillin és az
L-tipusu VGCC-t antagonizald nimodipin jelentsen gatolta. Kilondsen a paxillin  bizonyult
hatékonynak, hiszen a vizsgdlt 7-b6l 6 esetben nem alakult ki a kezdeti hipoperfuzid. Bar a nimodipin
hatasa nem volt ennyire szembet(ing, a hipoperfuzié mértékét a nimodipin is a kontroll érték felére
csokkentette.

-15-



dc_1649 19

Kisérleteinkkel atfogd bizonyitékot gydjtottiink arra, hogy az SD-hez csatolt CBF valtozas kezdeti,
hipoperfuzids szakasza [K*]e-fliggs, és az érosszehuzddas szabdlyozasaban meghatdrozd mértékben
vesznek részt a BK csatorndk. Bar a [K*]e érésszehlizddasban jatszott szerepét régdta valdszindsitik,’
azt nem hoztdk dsszefliggésbe meghatédrozott ioncsatornak miikddésével.3* Eredményeink szerint az
SD soran az ératmérd-szabalyozasaban a BK csatorndk is részt vesznek, tovdbba a mechanizmusban az
L-tipust VGCC szerepe is tetten érhetd. Munkank technikai szempontbdl is ttérének szamit, hiszen az
APG-2 és a két-foton mikroszkdpia alkalmazasaval olyan in vivo képalkoté modszert vezettiink be
altatott egéren, amely lehetdséget teremt a [K*]e és az értdnus kozotti kapcsolat térbeli és id6beli,
részletes, és pontos feltérképezéséhez.

6. Az életkor hatasa az agykérgi terjedd depolarizacié kialakulasara,
lefutasara

6.1. Hattér

Egyre tobb bizonyiték szerint az SD kozrejatszik az akut agysériiléseket koveté masodlagos
karosodasok létrejottében. Ezért fontos feltarni az SD kialakuldsanak kedvez6 korilményeket. Az
életkor nem befolydsolhato rizikdfaktora azoknak a neuroldgiai kérképeknek, amelyekben az SD-t
korélettani tényezének tekintik (pl. TBI, SAH, iszkémias stroke). A TBI el6forduldsa leggyakoribb
gyermekkorban (esések), fiatal felnétt korban (balesetek), és id&s korban (esések).** A SAH ugyanakkor
a vérzéses stroke leggyakoribb formaja fiatal felnéttekben, és a fiatal életkor a kései vazospazmus és a
gyakori szovédményként fellépd DCI rizikdfaktora.1®24278410% A7 jszkémids stroke leginkdbb az idés
korosztalyt sujtja, hiszen el6fordulasi gyakorisdga 50 év felett 6tévente megduplazddik, és a sikeres
felépilés esélye is egyre csekélyebb.’®® Az id6s agyban tovabbd az iszkémids penumbra gyorsabban
valik a menthetetlen infarktus részévé.

Annak ellenére, hogy az iszkémids stroke gyakrabban fordul el6 és sulyosabb kimenetell az
id6sekben, a kisérletes kutatasok zomében fiatal feln6tt ragcsaldkra hagyatkoznak. A fiatal
allatmodellek haszndlatat valdszintileg gyakorlati megfontolasok indokoljak. A fiatal laboratdriumi
patkanyok vagy egerek beszerzése egyszer(i és koltséghatékony, a mdtéti eljardsokat fiatal allaton
kénnyebben lehet kivitelezni, mint 6regen, a kapott eredmények kevésbé szérnak, igy kevesebb allat
felhasznaldsaval lehet statisztikailag meggy6z6 adatsorokhoz jutni. Azonban az elmult években sok
kritika érte a kisérletes stroke modellek érvényességét. A fiatal rdgcsdldkban tett megfigyelések
transzlalhatdsaga korlatozottnak bizonyult, és a fiatal ragcsalékban hatékonynak talalt neuroprotektiv
szerek rendre elbuktak a klinikai prébakon. Ezek a problémdk részben az SD kutatdst is érinthetik,
hiszen az SD életkori jellemz8ivel — kiilonds tekintettel az oregkorra — gyakorlatilag senki nem
foglalkozott az ilyen irdnyd munkank megkezdése el6tt.

6.2. Mddszerek

Az életkori sajatossagok felmérésére patkanyok fiatal feln6tt (6-30 hetes), kozépkoru
(9-10 hénapos), és id6s (18-24 hdnapos) csoportjainak eredményeit vetettik Ossze. Az
elektrofizioldgiai mérések és az optikai képalkotds a 3. fejezetben bemutatott mddszerek szerint
tortént. Egyes kisérleti csoportokban disztalis MCAO és egyoldali arteria carotis communis elzarassal
fokalis iszkémiat, illetve 2VO-val globalis el6agyi iszkémidt hoztunk létre.

Az SD-k elektromos kivalthatdsagi kiiszobének meghatdrozdsdahoz egy koncentrikus, bipolaris
tlielektrodat (méret: 40 um, Neuronelektréd Kft., Magyarorszag) érintettiink a dura felszinéhez. Az
elektrodat egyenaram-kimenetl opto-elektronikus izolatorral (NL 800, Digitimer Ltd, Egyesilt
Kiralysag), pulzusgeneratorral (NL301), szélesség-késleltet6 panellel (NL405), és impulzus pufferrel
(NL510) kotottuk ossze, melyekkel az ingerlés amplitiddjat és hosszat szabalyoztuk. Az ingerlést
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egyedilallé négyszogjellel végeztiik. A leadott toltést a Q[uCl=I[mA]xt[ms] egyenlettel szamitottuk, és
az SD kivaltasaig 2 percenként 100 pC-os lépcsSkben emeltiik.

A CBF valtozasokat és a fesziiltségfligg6 festék fluoreszcencidjat teljes-kép analizissel is értékeltiik.
A |atétér szélén a koponyacsontot és a kérgi felszinen kirajzolédd pidlis érhdldzatot maszkkal
kitakartuk. A CBF térképeken a megmaradd hasznos terileten minden egyes pixelt a kovetkez6
aramlasi savokba soroltunk: <40 %, 40-50 %, 50-60 %, 60-70 %, 70-80 %, 80-90 % 90-100 % és >100 %.
Az egyes dramlasi savokba jutd pixelek dsszesitett terlletét relativformaban fejeztik ki a teljes hasznos
teriilethez képest.

6.3. Eredmeények, azok jelentésége
6.3.1. Az SD kivalthatosaga

Az SD kémiai kivaltasaval kapcsolatos kisérleteink azt mutattadk, hogy az 6regedd patkdnyagyban az
SD kialakuldsahoz magasabb K* koncentrdcid sziikséges, az SD események ismétlédésének frekvencidja
csokken, és alacsonyabb annak a valdszinlsége is, hogy az iszkémidra vdlaszul spontan SD alakuljon ki.
Az SD elektromos kivalthatdsagi kiszobe hasonldképp valtozott az életkorral. Az életkor
el6rehaladtaval egyre nagyobb toltésmennyiségre volt sziikség mind a sértetlen, és mind az iszkémids
patkany agykéregben is ahhoz, hogy az SD kialakuljon.

Eredményeink szerint az életkorral egyltt az SD jellemzGi is valtoznak. Az iszkémia indukcidjara
valaszul kialakuld SD-k az id8s allatokban nagyobb valdszinliséggel voltak termindlis események, mint
a fiatalokban. N&tt a termindlis SD-ben érintett kérgi terilet is. Ezzel szemben fiatal és a kozépkoru
allatokban az SD-t jellemz6en repolarizacié kovette.

Az Oregedés és az SD kolcsonhatasat célzd kutatdsaink sordn bizonyitottuk, hogy bar az SD-k
el6forduldsa az id6s agyban kevésbé valdszinli, a megjelen6 események mégis sulyosabb
kovetkezményekkel jarnak. Ezt jelzi elektrofizioldégiai megkdzelitésben a repolarizacié késlekedése,
vagy teljes elmaraddsa, valamint a 6.3.2. fejezetben bemutatdsra kerll6 agyi keringési valtozasok. Az
SD-k kivalthatésaganak életkorfliggd csokkenése az idegszovet ingerelhet6ségének gyengiilésével,
vagy az egyes SD-k utani regeneracio idejének megnyulasaval hozhatd 6sszefliggésbe.

Munkdank hidnypétlo, és Gj ismeretekkel bévitette az SD-re vonatkozé szakirodalmat. A fiatal feln6tt
és kozépkorra koncentrald vizsgalataink egyediek, hiszen azok a kutatasok, amelyek az agyi iszkémias
sérilések patomechanizmusat, annak életkori sajatossagait tanulmanyozzadk, els6sorban az élet
nagyon korai szakaszara (pl. neonatalis aszfixia), vagy az ids korra (pl. iszkémias stroke) koncentralnak.
A bemutatott eredményeink felhivjak a figyelmet olyan idegélettani valtozasokra, melyek a felnSttkor
kezdetén jatszédnak le az agyban, és megfelelnek azoknak a véleményeknek, melyek szerint az agy
érése, az idegsejthalézatok strukturélis és biokémiai szervez8dése még fiatal felnétt korban is zajlik.'23
Eredményeink olyan szempontbdl is jelent&sek, hogy a TBI, melyben az SD-k kérélettani szerepe mara
vitathatatlan,®%6387.13¢ serd(il§ és fiatal felnétt korban fordul elé nagy gyakorisaggal.'®

6.3.2. Az SD-hez tarsuld CBF valtozas életkori jellemzdi

Az SD-t kovet6 CBF vdéltozasok jellemzGit fiatal, kozépkord és idGs korcsoportokban
tanulmanyoztuk. Sértetlen illetve iszkémias patkany agykéregben az SD-vel kapcsolatos CBF
valtozdsban nem tapasztaltunk életkorral 6sszefiiggé kiilonbséget. Azonban az id6s korcsoportban
fizioldgias korilmények kozott nagyobb gyakorisaggal fordult el6 az SD-hez kapcsoldédd kezdeti
hipoperfuzid. Iszkémia sordn az id6s csoportban az SD-hez tarsulé hiperémia mértéke kisebbnek
bizonyult, és szembeotl6en gyakori volt a terjed6 iszkémia jelensége. A terjed6 iszkémia
kovetkezményeként ismertiik fel, hogy az érelzarddassal létrehozott hipoperfluzié az elvarhaté
kompenzacié helyett az id6 mulasaval tovabb sulyosbodott, és a kritikusan alacsony vérellatasu kérgi
teriilet kiterjedése is nétt. Uj eredményeinket 6sszefoglalva (i) az id6s agyban gyakrabban jelentkezik
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az SD kapcsan kifejezett korai hipoperfuzio; (ii) az idGs hipoperfundalt agyban jelent6sen emelkedik a
terjed6 iszkémia kockazata, és (iii) az arteria carotis communis-ok elzardsat kévet6en az agykérgi
perfuziéd az idés agyban fokozatosan csokken, a hatékony kompenzacidos mechanizmusok hidnyat
jelezve. Valdszin(, hogy a bemutatott vazokonstriktiv iranyba tolédd aramldsi vélaszok az iszkémia
soran sulyosbitjak az idegszovet vérellatdsanak elégtelenségét, igy jelentésen hozzdjarulnak az
iszkémids infarktus idés agyra jellemz8, fokozott névekedéséhez.>1%® Végil az dramlasi vélaszok
elégtelensége adhat magyardzatot arra, hogy bar az id6s agyban kisebb az SD kialakuldsanak
valdszinlsége (6.3.1. fejezet), az SD-vel kapcsolatos sériilés kockdzata mégis magasabb, mint fiatal
korban.

6.3.3. Az SD-vel dsszefliggd szoveti acidozis életkori jellemzdi

A 4.3.2. fejezetben bemutattuk, hogy az SD szamottevd szoveti acidézissal jar. Az életkori tényez6t
vizsgalo kisérleteink szerint az 6regedés optimalis kérgi perfizié mellett nem befolydsolta az SD-vel
jard aciddézis hosszat iszkémids korilmények kdzott azonban az idds agyban az aciddzis jelent6sen
hosszabb ideig maradt fenn. A szoveti pH rendez6désének hatékonysagat az aciddzis csucsértékét
kovet6 visszatérés ratdjaval jellemeztiik. A visszatérés sebessége az id6s allatokban mind intakt, mind
iszkémids kondicié mellett jellegzetesen csdkkent. Az SD utdn enyhe foku szoveti aciddzis marad vissza,
amely az idGs allatokban jelent6sebbnek bizonyult, mint a fiatalokban.

A szoveti aciddzis és az SD kapcsolatat tovabb elemezve azt tapasztaltuk, hogy fiatal allatokban a
depolarizacid és a szbveti aciddzis hossza egymdssal szorosan 6sszefligg. Az idGs allatokban azonban
az acidozis id6tartama fliggetlenné valt a depolarizacid és az SD-vel dsszefliggé hiperémia hosszatdl.
Mig a fiatal allatokban az aciddzis hossza 40 %-kal haladta meg az SD hosszat, az idés csoportban az
aciddzis id6tartama majdnem megdupldzédott az SD hosszdhoz képest. Feltliné életkorbeli
kiilonbségnek adddott az is, hogy mig a fiatal allatok esetén a hiperémia hossza ardnydban tulnyult az
aciddzis idGtartaman, addig az idGs csoportban az acidézis bizonyult hosszabbnak.

A korrelacids vizsgalatok eredményeibsl arra kovetkeztetiink, hogy az id6s agyban az SD altal
okozott acidozisbdl késlekedik a visszatérés. Az SD-vel jard aciddzis hatterében a laktat felhalmozddasa
jar, 23118118 amit az id8s agyban a korldtozott laktat-eltavolitds okozhat. A laktatot a cerebrovaszkulris
endothélsejteken elhelyezkedé monokarboxilat-transzporter-1 (MCT1) facilitalt diffuzidval juttatja az
intersticiumbdl a véraramba.® Egy régi tanulmany arra hivja fel a figyelmet, hogy iszkémias stroke
esetén az MCT1 diszfunkcidja hozzéjarulhat az acidézis altal okozott neurodegeneracidhoz.*! A fejl8d6
agyban az MCT1 kifejez6dése erésen életkorfiiggének bizonyult.*® Arra nézve viszont nincs adat, hogy
az MCT1 expresszidja vagy aktivitadsa miként médosulhat 6regedés soran. Elképzelhetd, hogy az MCT1
életkorral 6sszefligg6 csokkent kifejez6dése vagy diszfunkcidja hatraltathatja az idés agyban az SD
soran felhalmozdédott laktat eltavolitasat, ami gyorsabb lGtem( neurodegeneraciot eredményezhet. Ha
ez az elképzelés igazolddna, az MCT1 funkcidjanak javitasa terapias célpont lehet.

Munkank soran rdvildgitottunk arra, hogy az id6s agyban SD-t kovet6en a szoveti pH rendezédése
késlekedik. Ez a megfigyelés olyan lehetséges sejtkarositd folyamatot tar fel, amely az id6s agyban az
SD-hez tarsulé hiperémia mértékétdl figgetleniil is veszélyeztetheti az iszkémia altal érintett szovet
tulélésének esélyét.

7. Osszefoglalds, kutatdsaink tavlatai
A dolgozatban az elmdlt tiz év SD-re koncentrald kutatémunkajanak eredményeit mutatjuk be
tematikus rendben. Kisérleteink kiinduldpontja az volt, hogy megallapitsuk, fokalis iszkémia esetén az

iszkémids maghoz viszonyitva hol keletkezik SD. Tovabba arra voltunk kivancsiak, hogy az SD miként
jarul hozza az iszkémias 1ézié tovabbi kiterjedéséhez. A megfogalmazott célkitlizések eléréséhez
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egyedi, nagy latdszogl, képalkotd rendszert alakitottunk ki, mely lehet6vé tette az SD-vel 6sszefliggd
idegélettani jelenségek térbeli jellegzetességeinek megfigyelését (3. fejezet). A képalkotdeljaras tobb
lépcsbs fejlesztésével célunk volt az SD minél tébb jellemzGjének egyidejii megjelenitése.
Feszilltségfliggs festék haszndlataval els6ként tettlik lathatdva az agykérgi depolarizaciot és annak
dinamikus valtozdsat. Bar megkozelitésilink sok szempontbdl [ényeges elGrelépést jelentett az egy-pont
elvezetésekhez (pl. beliltetett elektroda) képest, legerGsebb korlatja az maradt, hogy jellegénél fogva
csak a kérgi felszin vizsgalatara alkalmas, mélység informacié nem nyerhet6 vele. El6relépést jelent a
két- vagy multi-foton mikroszkdpia, mely a kéreg mélyebb rétegeibe is betekintést enged, és nagy
felbontdsa révén kedvez a sejtszintli szabalyozé mechanizmusok tanulmanyozdasanak (5.3.3. fejezet).

Eredeti megfigyeléseink, hogy az SD kialakuldsdhoz a penumbrara jellemzé aramldsi kiiszob
rendelhet6 (4.3.1. fejezet), és hogy fokalis iszkémia sordn az SD a penumbra régiéban jon létre, majd
onnan terjed tova. Eredményeinket megerd@sitették tovabbi kutatasok, illetve kiegészitették azzal,
hogy az SD kialakuldsdhoz a szovet fokozott lokalis oxigén-felhasznaldsa, valamint hipotenzids
tranziensek teremtenek kedvez§ feltételeket.!® Ezzel dsszhangban all az a megfigyelésiink, hogy
el6agyi iszkémia modelliinkben az SD az iszkémiat sulyosbitd hipovolémids hipotenzidé sordn, az
autoreguldcids tartomany elhagyasakor jelent meg (4.3.1. fejezet). Az autoregulacids sav elhagyasakor
keletkez6 SD-khez kisérleteinkben rendszerint terjedd iszkémia tarsult (4.3.1. fejezet), ami alapjan az
autoreguldcids diszfunkcid a szovetkarositd terjed6 iszkémia rizikéfaktoranak tekinthetd. A hipotézist
jelentésen megerdsiti az a klinikai tanulmany, mely zart koponyasériilést elszenvedett betegekben a
terjedd iszkémiat szintén az elégtelen autoreguldcidhoz kétdtte.*13¢ A terjedd iszkémia ugyanakkor az
SD-vel 6sszefliggésben kialakuld szovetkarosodas kozvetit6jeként, kulcsszereplSjeként ismert, hiszen
a metabolikus krizis elmélyitése révén késlelteti az SD utani repolarizaciot.>? A repolarizacid késése, a
hosszan elhizddé depolarizdcidé pedig egyrészt hozzajarul a masodlagos sériilések kialakuldsahoz,
masrészt a neurodegenerdcié és a neuroldgiai kdrosodés sulyosbodésat jelzi.39>°

Mivel a terjedé iszkémia késlelteti a repolarizaciot, globalis iszkémia modelljeinkben (hipovolémias
hipotenzidval sulyosbitott elGagyi iszkémia, ill. szivmegallds) a spontan jelentkez6 depolarizacid
hosszan elnyulé illetve terminadlis anoxids depolarizacié volt (4.3.1. fejezet). Kisérleteink alapoztak meg
azt a mara mar altaldnosan elfogadott véleményt, hogy az anoxias depolarizacié (AD) az SD-hez
hasonléan terjed. igy a korabban kiilon jelenségekként szdmon tartott AD, peri-infarktus depolarizacid,
iszkémids depolarizacié és SD ugyanazon idegélettani illetve kdérfolyamat manifesztacidja egy jol
meghatédrozhaté sulyossagi spektrum mentén.3>° Munkdink jelent&sen befolydsoltdk az AD tovabbi
jellemz8inek tanulmdanyozasit.®® Az elmalt évben megjelent klinikai tanulmanyok, elséként
bizonyitottdk a terjed6 AD jelenségét az emberi agyban, és felhivtak a figyelmet az AD klinikai
monitorozasanak jelentGségére a neuroldgiai allapot felmérésének és az agyhalal megallapitasanak
szempontjabdl.63°

A terjed6 iszkémidval Osszefliggé cerebrovaszkuldris szabalyozds pontosabb megértése fontos
Iépést jelent a terjedd iszkémia, és az ennek kovetkeztében fellépd neurodegeneracié megel6zése
szempontjabdl. Ugyanakkor az SD-hez csatolt ,klasszikus” CBF vdltozds mediatorainak pontosabb
megismerése is tovabbi kihivasokat jelent (5. fejezet). Munkank soran megallapitottuk, hogy a szoveti
aciddzis, mely SD sordn meghatdrozé részben a laktat felszaporoddsanak készénhetd, %11 hozzajarul
az SD-t kovetd hiperémia szabalyozdsahoz (5.3.2. fejezet). Az anaerob metabolizmus soran keletkezd
laktat értdnusszabalyozé tulajdonsagdardl is ismert.* Erdekes sszefiiggés, hogy az extracellularis K*
felhalmozédasa (mely az SD egyik legismertebb jellemz8je) el8segiti a laktat felszabaduldsat,**%¢ ami a
vazodilatator PGE, visszavételéért felelSs prosztaglandin-transzporter gatlasdhoz vezet.>? A folyamat
eredménye, hogy a PGE; tartdsabban fejtheti ki értagité hatasat.

A PGE; termel6désében részt vevs enzimek és a PGE; EP, receptoranak farmakoldgiai gatlasa révén
sikerilt bizonyitanunk, hogy a vazodilatacié PGE; Utvonala jelentsen hozzajarul az SD-hez kapcsoldodo
hiperémia kialakuldsdhoz (5.3.1. fejezet). Az ép agykéregben azonositott szabdlyozasi folyamat

-19-



dc_1649 19

azonban iszkémia soran nem jut érvényre (5.3.1. fejezet). Talan épp az értagito folyamatok hattérbe
szoruldsa emeli ki iszkémias agyban az SD-t kévet6 CBF valtozas vazokonstriktiv komponenseit, és
magat a terjedd iszkémiat.103°

A vazokonstrikcidé aktiv utvonalanak tekintettik a [K*]e SD-vel 6sszefliggd drasztikus emelkedését
(i.e. > 20 mM). Bizonyitottuk, hogy az SD-vel jaré magas [K*]e, mely eredményeink szerint meghatdrozé
részben az asztrocita-végtalpak BK csatorndin keresztiil aramlik a perivaszkularis térbe, az agykérgi
arteriolak direkt 6sszehuzddasat valtja ki (5.3.3. fejezet). A kutatas azt is igazolta, hogy a magas [K*]e
altal okozott vazokonstrikcié részben a cerebrovaszkularis simaizomsejtek L-tipusu VGCC-in, az
intracelluldris kalciumszint emelkedésén keresztil valosul meg (5.3.3. fejezet). Ezt tamasztjak ala
legfrissebb eredményeink is, melyek szerint az L-tipusu VGCC-k gatldsa fokozza a CBF valtozas
hiperémids komponensét.’3> A K*-alapu vaszkuldris csatoldsban és a K* homeosztazis SD utani
rendezésében kozponti szerepet télt be az asztrocitak hdldzata, hiszen a K* egyrészt BK csatornaikon
keresztil drilhet a perivaszkularis térbe,*>’! masrészt Kird.1 csatornaik révén valésul meg a K*
pufferelése.5”70

Az életkor fontos rizikdfaktora azoknak a neuroldgiai korképeknek, melyekben az SD kérélettani
jelent6séggel bir, mégis hosszu évtizedekig elkerilték a figyelmet az SD életkorfliggs sajatossagai. Egy
brazil kutatdcsoport ugyan kitartéan tanulmdanyozza a kora életkor, a laktacié és a tapldltsagi allapot
hatdsat az SD terjedésére egészséges agyban,264647.56.122 370nban az idskori elvéltozdsokat, vagy azok
atfedését az iszkémiaval nem vizsgaltak. Munkank ebbdl a szempontbdl a mai napig egyedilallé a
tématerileten. Tobbszordsen bizonyitottuk, hogy az SD kivalthatésaga fiatal felnGttkortdl az idéskorig
fokozatosan csokken (6.3.1. fejezet). Ugyanakkor megallapitottuk, hogy az idGs sériilt agyban kialakuld
SD utdn a repolarizacid késik, az SD szovetkarosité hatasa hangsulyozottabba valik (6.3.1. fejezet).
Eredményeink szerint az id6s agyban az SD kisebb valdszinliséggel jelenik meg, mint a fiatalban,
terjedése mégis nagyobb metabolikus terhet ré az idegszovetre, és az iszkémias kdrosodast ezért az
életkor el6rehaladtdval jelent&sen elmélyiti.

A megallapitast aldtamasztjdk az agyi keringésre vonatkozd megfigyeléseink is. Az SD-hez csatolt
CBF valtozas hiperémids komponense kisebb az id6s agyban, ami a szabalyozads hatékonysdganak
romlasat feltételezi. Ugyanakkor a terjed6 iszkémia kialakuldsdnak esélye a kor el6rehaladtdval
szembetlnéen megné (6.3.2. fejezet). Valdszinlileg ez az oka annak is, hogy az id6s agyban az
iszkémidra valaszul miikddésbe 1épé CBF kompenzacid nem kielégitd; az dramlds részleges javulasa
helyett tovabbi fokozatos aramlascsokkenés tapasztalhato.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy az életkor miként maédositja az SD-vel jard aciddzis mértékét és a
CBF valtozashoz valé viszonyat. Az aciddzis maximuma ugyan nem tért el a fiatal agyban tapasztalthoz
képest, de az idds iszkémids agyban a szoveti pH az SD-t kdvet6en nem tért vissza a kiindulasi értékre.
Az SD hulldmfrontja mogott a fiziologidshoz képest kedvezStlen, enyhén savas szoveti kémhatds
maradt fenn (6.3.3. fejezet). Az aciddzis idGtartamat az id&s agyban tovabba nem kdvette a hiperémia
hossza, a két valtozé kozotti 6sszefliggés megbomlott (6.3.3. fejezet). A szbveti acidozis vizsgalataval
gy(jtott tapasztalataink alapjan sziletett az elképzelés, hogy a szoveti pH csdkkenését a sérilt
terliletre korlatozédd gydgyszerhatdanyag-bejuttatdsra hasznaljuk ki iszkémids sériilések esetén.
Jelenlegi kisérleteinkben azt vizsgaljuk, hogy savas pH-ra nyild, értagité nimodipint (5.3.3. fejezet)
szallitdé nanopartikulumok milyen hatékonysaggal adjak le a hatdéanyagot és ezen az Uton elérhet6-e
védd hatds az agyi iszkémia allatmodelljében. A szoveti pH alapjan, az iszkémids szovetrégidra
leszlikitett kezelések révén elkeriilhetéek lennének a hatdéanyagok nem kivanatos, szisztémas
mellékhatdsai.

Az orvos-bioldgiai alapkutatasok sarkalatos pontja a transzlacios potencial. Ez igaz a kilonb6z4
eml@s6sokon, elsé sorban ragcsalokon végzett SD vizsgdlatok esetén is. Azdta, hogy kodzvetlen
bizonyitékok szerint az SD kialakul akut agysériilést elszenvedett betegek agykérgében,8128
szerepének tisztdzdsa egyre nagyobb figyelmet kap a masodlagos sériilések sulyosbodasiban.3>>° A
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korfolyamatok megismerése révén elérhet6 célla valt az SD kialakulasanak gatlasa és a csatolt
hemodinamikai vélasz kedvez6 irdnyu befolydsolasa.!’® A bemutatott és folyamatban Iévé kutatasaink
ezekbe az iranyokba tettek, tesznek |ényeges el6relépéseket.

Hetvenét évvel az SD felfedezése’ utdn egy neurolégusokbdl, idegsebészekbdl és kisérletes
kutatékbdl allg, elhivatott nemzetkézi csoport (Co-Operative Studies on Brain Injury Depolarizations,
COSBID; www.cosbid.org), amelynek mi is aktiv részesei lettiink, meghatarozé elGrelépést tett az SD
jelent6ségének felismerésében. Az elmult tizenot év sordn kozos erdfeszitéssel megalkottak és
optimalizaltak azokat a mddszereket, melyekkel az SD események a betegek agykérgébdl elvezethet6k
és szamszer(ien jellemezhet8k.37456061128 | eirtadk, hogy a koponyamlitétet kévet§ napokban és
hetekben az SD rendszeresen kialakul a SAH-ban, a TBI-ben és a sulyos iszkémids stroke-ban szenvedé
betegekben.3%6%143 Megillapitottk, hogy az SD ismétl6d6 eléforduldsa az elsédleges sériilés rosszabb
kimenetelét vetiti el6re.3>3%%3 Felismerték, hogy az SD meghatdrozott koriilmények kozétt agyi
vazokonstrikcidt, aramldsesést valt ki3*31%3 (5.3, fejezet). Igazoltdk, hogy az SD progressziv,
metabolikus okokra visszavezethet6 funkcionalis kdrosodast okoz*® (5. fejezet). Megfigyelték, hogy az
SD lefutadsa farmakoldgia Uton modulalhatd, igy az SD gatldsa neuroprotektiv terdpidk célpontjaként
jeldlhetd meg!>106:107.110,112,114,132,141 (g 3 fejezet). Végil felvetették annak a lehet8ségét, hogy az SD
monitorozasat diagnosztikai eszkézként haszndljak az idegsebészeti intenziv osztdlyokon.3*3
Meghatdrozd megfigyeléseink 6sszhangban vannak a klinikai kutatdsokkal és kétséget kizardan
tanusitjak az SD kutatasanak létjogosultsagat.
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8. Uj megallapitasok

9.1.

9.2

9.3.

9.4.

9.5.

Bizonyitékokat szolgaltattunk arra, hogy agyi iszkémia sordn az SD-hez kéros CBF reakcid tarsul, és
sulyosbodik a szoveti aciddzis mértéke is, amelyek egylttesen felel6sek lehetnek az SD
szOvetkarositd hatasaért. Tobb kisérleti modellben igazoltuk az SD-hez tarsuld terjedd iszkémia
jelenségét. Kimutattuk, hogy a kritikusan alacsony szoéveti perfuzié kedvezé feltételeket teremt a
terjed6 iszkémia kialakuldsahoz, amely sordn tovabb csokken az agykéreg vérelladtasa. Mindezek
alapjan a terjeddé iszkémia lényeges szerepet tolthet be egyes neurodegenerativ
kérfolyamatokban.

Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy az SD és az AD egyazon idegélettani jelenség eltéré
kifejez6dése. Bizonyitottuk, hogy a terminalis AD — az SD-hez hasonldan — terjed. Eredményeink
megalapoztdk azt a nézetet, mely szerint a korabban kiilon jelenségekként szamon tartott AD,
peri-infarktus depolarizacid, iszkémias depolarizacié valamint SD ugyanazon idegélettani folyamat
manifesztacidja egy jol meghatarozhatd spektrum mentén. Bemutattuk, hogy az SD/AD szerepet
jatszik az elGagyi iszkémids sérilések kérélettani folyamataiban. Eredményeink hidnypdtldak,
hiszen kutatdsainkat megel6z6en a ,spontan” kialakulé SD-ket csak iszkémids vagy traumas
agysérulések fokalis 1ézidi kapcsan ismerték.

Tobb eredeti megfigyelést tettlink az SD-vel 0Osszefligg6 CBF valtozasok szabalyozasara
vonatkozdan. Bizonyitottuk, hogy ép agykéregben az SD-t kovetd hiperémia kialakuldsaban fontos
szerepe van a vazodilatadtor PGE,/EP, Utvonalnak. Kimutattuk, hogy iszkémias korulmények kozott
ez a szignalizacid karosodik. Megmutattuk, hogy ép agykéregben az SD-hez tdrsuld korai
érosszehuzodas az extracellularis K* felhalmozddasanak kovetkezménye. A folyamatban
meghatdrozd szerepe van a BK csatorndk és az L-tipusu VGCC-k aktivacidjanak. Tovabbi
bizonyitékokat szolgaltattunk arra is, hogy ép agyszovetben az SD-hez kapcsolddé CBF valtozas
medidtorai meghatdrozé mértékben tartalmaznak metabolikus komponenseket.

Feltartuk, hogy az életkor el6rehaladtaval csékken az SD kivalthatdsaga, sulyosbodik az SD-hez
kotheté metabolikus krizis. Ravilagitottunk arra, hogy az id6s agyban az SD erételjesebb
szOovetkarositd hatasa mogott SD-hez tarsuld elégtelen CBF véltozas allhat; az idGs agyban
jelentésen megné a terjedd iszkémia kialakuldsanak valdszinlsége. Ramutattunk, hogy az id6s
agyban SD-t kdvet6en késlekedik a szoveti pH helyreallasa.

Kutatasi céljaink szolgalataban létrehoztunk egy egyedi, multi-modalis, optikai elven m{ikddd,
képalkotd rendszert, amelyet az elmult évek sordn kisérleti céljaink érdekében sokrétlien
fejlesztettiink. Moddszereink alkalmasak az agykérgi mez6potencidl, a szoveti pH, a K*
koncentracié, a véradtaramlds, a vérvolumen és a hemoglobin szaturacid valtozasainak képi
megjelentésére. A megfelelS id6beni felbontdssal készitett és tarolt képekbdl pontos idGsor és
korrelacids analizis végezhet6 a megfigyel agykérgi teriilet tetsz6leges pontjain.
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9. Etikai engedélyek

A kisérleteket a Brit Belligyminisztérium érvényes, allatkisérletekre vonatkozé rendelkezései szerint
hajtottuk végre (British Home Office Animals (Scientific Procedures) Act 1986), illetve a Szegedi
Tudomdnyegyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsdga és a Csongrad Megyei Kormanyhivatal
Népegészségiigyi és Elelmiszerldnc-biztonsagi FSosztalya hagyta jova, a Magyar Tudomanyos
Akadémia Allatkisérleti Tudomdnyos Bizottsaga 4llasfoglalasaval, az allatkisérletekrsl sz6l6 40/2013.
(1. 14.) Korm. rendelettel, és a 2010/63/EU eurdpai parlamenti és tandcsi iranyelvvel 6sszhangban.
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13. Szcientometriai paraméterek
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14. K6szonetnyilvanitas

A kutatdi palydm alakuldsdaban bet6ltott meghatarozd szerepikért koszonettel tartozom
Mentoraimnak:

Halas vagyok Fekete Eva Professzor Asszonynak, hogy szakdolgozati témat keresd, didkkoros
hallgatéként az idegrendszer kutatasa felé irdnyitotta figyelmemet, és egyedilallé lehetGséget
teremtett a palydmat meghatdrozé elsé tapasztalatok megszerzéséhez.

Nagy szeretettel gondolok vissza Paul Luiten Professzorra, aki PhD hallgatéi osztondijat kinalt
munkacsoportjdban Groningenben, megismertetett az agyi keringés kutatasaval, és szilGi
gondoskodassal tdmogatta szakmai el6rehaladasomat.

Koszéndm Tiho Obrenovitch Professzornak, hogy a bradfordi laboratériumaban toltott poszt
doktori tanulmanyut sordn bevezetett az optikai képalkotds rejtelmeibe, atadta lelkesedését és
elhivatottsagat a terjedd depolarizacidk kutatdsa irant, és meghatdrozoé segitséget nydjtott a ma is
mikodé kisérletes képalkotd laboratdérium Iétrehozasaban Szegeden.

Kalén koszonom Bari Ferenc Professzornak, hogy visszatérésemkor Szegedre lehetGséget kinalt
munkacsoporjdban az agyi keringés kutatasanak folytatasara, folyamatosan Ujabb célok kitlizésére és
elérésére sarkallt, megosztotta szakmai tapasztalatait, kritikus gondolkodasra és a kiulonbozé
perspektivdk mérlegelésére tanitott, és toretlenil tdmogatja kutatdi palyamat.

K6szondm minden munkatdrsamnak, hallgatéonak az egylttm(ikodést, a kozosen elért, szép
eredményeket. Nagy 6rommel és szeretettel gondolok vissza a kozosen eltoltott idSre Jian Liu-val, Nico
Noormannal, Siile Zoltdnnal, és Institéris Addmmal. Kilén készéném az elmult 6t évben Menyhart
Akosnak az inspirdlé beszélgetéseket.

K6szonom Sziileimnek, hogy a kdrnyezetére kivancsi gyerekként megismerhettem a felfedezés és az
alkotas o6romét, hogy vdlasztott tanulmdnyaimban és torekvéseimben tamogattak. Koszonom
férjemnek, Rajmondnak, és kisfiunknak, Zsiganak a feltétel nélkiili szeretetiiket, a benniinket korilvevd
otthont, és hogy mellettem alltak akkor is, amikor a szakmai feladatok teljesitéséhez a nekik jard
figyelembél és id6bél dldoztam.
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